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Liste des abréviations

A

ADN (DNA): Acide désoxyribonucléique
ANOVA: Analyse de variance

ARN (RNA): Acide ribonucléique
RNAseq: “RNA sequencing”

AMT: “Ammonium Transporter”

ATP: Adénosine triphosphate

ARF: “Auxine Response Factor”

ABA: “Abscisic Acid”

ET: Etylene

EUA (NUE): Efficience d’usage de I'azote
EUtA (NUtE): Efficience d’utilisation de
I'azote

EF: “Elongation Factor”

F

FPS: Farnesyl diphosphate Synthase

B

G

BR: Brassinostéroide

GA: Gibbérellines

C

H

C: Carbon

Cab: “Chlorophyll a/b binding protein”
CHATS: “Constitutive high affinity
transport system”

CK: Cytokinine

CLATS: “Constitutive low affinity transport
system”

CMI: Centre Mondial de I'lnnovation

Ct: Cycle Threshold

H20;: Peroxyde d’hydrogéne
ha: Hectare
HXK: Hexokinase

D

D: Day

E

IAA: “Indole acetic acid”, Auxine

IHATS: “Inducible high affinity transport
system”

ILATS: “Inducible low affinity transport
system”

IRMS: “Isotope ratio mass spectrometry”
HR-ICPMS: “High Resolution Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry”
IPT: isopentenyltransferase

EAA (NAE): Efficience d’assimilation de
I'azote

EAbA (NUPpE): Efficience d’absorption de
I'azote

EDTA: Ethyléne diamine tétra acétique
ERA (NRE): Efficience de remobilisation de
I'azote

JA: ”Jasmonic Acid”

L

LiCl: Lithium Chloride






Lsi: “Low Silicon”

M

MS: Matiére séche

"

SPAD: “Soil plant analysis development
SAUR: “SMALL AUXIN UP RNA Gene”
SL: Strigolactones

T

N

N: Nitrogen, Azote
NRT : “Nitrate Root Transporter”
MDA: Malondialdéhyde

)

02" : Anion superoxyde
OH*: Hydroxyle
OsLSi: “Oryza ativa Low Silicon Rice”

P

P: Phosphore

PAR: “Photosynthetically Active Radiation”
PCR: “Polymerase Chain Reaction”

PPO: Polyphénoloxydases

POX: Peroxydases

PAL: Phenylalanine ammonia-lyase

Q

Q-PCR: PCR quantitative

R

ROS: VReactive oxygen speciesV, Espece
réactive de I'oxygene

RT : Reverse Transcription

RPK: “Receptor-like kinase gene”

S

SA: “Salicylic Acid“

SAGs: “Senescence associated genes”
SDGs: “Senescence downregulated genes”
SE: “Standard error”, Erreur standard

Si: “Silicon”, Silicium

SL: Strigolactones

TSA: Tryptophane Synthase
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Figure 1: Position du colza dans le triangle de U. A, B et C représentent les différents génomes et n le
nombre de chromosomes (d’aprés Nagaharu, 1935)
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Figure 2: Production mondiale de colza et de tournesol (A) et les principaux pays producteurs de colza
(B).

Tableau 1: Surfaces cultivées, production et rendement du colza en France (source FOP).

Colza - France

2013 2014 2015 2016 2017

Surfaces (Kha) 1437 1503 1499 1550 1405
Production (KT) 4369 5523 5307 4738 5377
Rdt (Q/Oha) 30,4 36,7 35,4 30,6 38,3
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Figure 3: Production de colza des pays de I’'Union Européenne



Introduction générale

Le colza, Brassica napus L., appartenant a la famille des Brassicacées, est issu d’un
croisement naturel entre le chou (Brassica oleracea L.) et la navette (Brassica campestris L.;
Figure 1). Il existe deux variétés de colza : le colza d’hiver cultivé majoritairement en Europe
et le colza de printemps qui est plus répondu en Australie et au Canada. Ces deux variétés de
colza effectuent respectivement leur cycle de développement en 250-310 jours et 120-150

jours.

Bien que cette plante soit domestiquée depuis plusieurs centaines d’années, sa
production mondiale n’a connu un essor que depuis ces 20 derniéres années. Ainsi, sa
production mondiale de graines a désormais dépassé celle du tournesol (48 MnT) avec une
production mondiale d’environ 65 millions de tonnes en 2017 (Figure 2.A). En 2017-2018, les
premiers producteurs mondiaux de colza sont I’'Union européenne avec une production de
21,8 MnT suivie de tres pres par le Canada avec une production de 21,3 MnT (Figure 2.B). En
France, malgré la réduction des surfaces ensemencées (réduction de 10% en 2017 par rapport
a 2016; Tableau 1), 'augmentation des rendements moyens de I'ordre 38 gx/ha (contre 30,6
en 2016) a permis un maintien voire une légere augmentation de la production de graines qui

atteignait 5,4 MnT en 2017 (Figure 3).

La culture de colza connait un regain d’intérét grace a ses nombreux débouchés agro-
alimentaires et industriels (Figure 4). En effet, aprés trituration des graines, I'huile brute
obtenue peut étre directement utilisée pour I'alimentation humaine et le résidu issu de
I'extraction d’huile (tourteau) peut étre utilisé pour I'alimentation animale. L’huile de colza
peut également subir plusieurs processus de raffinage consécutifs permettant d’obtenir soit
I"huile semi raffinée utilisée dans le domaine non alimentaire comme la chimie verte
(production de lubrifiants, détergents et de produits cosmétiques) soit la production de

biocarburants (Figure 4; www.terresinovia.fr).

Pour chacune de ces utilisations, les graines de colza sont sectionnées en fonction de leur
composition en acides gras (Tableau 2). A titre d’exemple, les graines des variétés utilisées
pour |'alimentation humaine contiennent 40 a 50% d’huile, composée en moyenne de 22%

d’acide linolénique (précurseur d’oméga 6; Figure 4) et 9% d’acide linoléique (précurseur



Cellulose =%

=D

Autre

Minéraux

au
B'%%
9%

Protéines.

Amidon

Huile

Graines

Trituration

Divers.
(Sucres, Lipides)

Alimentation
animale

l Extraction l

Protéines
végétales

l

Alimentation
humaine

Acide palmigue

6%
C16:0 p—
Acide linolénique 9%

Huile brute

Autres
(Stéarique,
gadoleique)

(w3) C18:3 ﬁ‘-j
Acide linoleigu
[wh)
c18:2
Acide cléique
181
Semi-raffinage raffinage
Alimentation Usages non - ;
ol . g ) Alimentation
danimaie .
d II'['I:)?I"IEEII’ES humaine
iester,
: N {consommation
détergents, ;
o directe ou
lubrifiants .
a: transformation
cosmétiques) dans
I'industrie

alimentaire)

Figure 4: Compositions des graines de colza et leurs utilisations dans I'industrie alimentaire et non

alimentaire. (Sources: terresoleopro , terresinovia, Nési et al., 2008)

Tableau 2: Différentes utilisations de I'huile de colza en fonction de la composition en acides gras de

I’huile extraite des graines.
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d’oméga 3; Nési et al., 2008). Par ailleurs, I'huile de colza utilisée dans I'alimentation humaine
contenait naturellement de I'acide érucique, molécule supposée toxique pour ’homme. Par
conséquent, une premiere sélection génétique a été réalisée afin de produire des variétés de
colza, appelées variété zéro « 0» présentant une faible teneur en acide érucique,
particulierement bénéfique pour la santé humaine (Cho et al., 2010; Agence nationale de
sécurité sanitaire de I’alimentation, de I’environnement et du travail). Le colza est également
intéressant pour son tourteau (résidus de trituration de I’huile) riche en protéines et en acides
aminés essentiels (i.e. non synthétisés par les animaux) tels que la méthionine, la thréonine
ou la lysine et en minéraux comme le calcium et le phosphore (Papas et al., 1979; Solomon
et al.,, 1991; Terresinovia). Toutefois, ce tourteau, utilisé dans l'alimentation animale,
présentait une appétence inversement proportionnelle a sa teneur en glucosinolates
(hétérosides soufrés). Ainsi, afin d’améliorer sa qualité, des variétés «0 glucosinolate» avec
des teneurs faibles en glucosinolates (<20 pmol g'! de matiére séche délipidée) ont aussi été
sélectionnées. Cette double sélection du colza a donc conduit a la mise sur le marché de
variétés de colza dites « 00 » qui présentent a la fois de faibles teneurs en acide érucique et

en glucosinolates dans les graines.

Depuis plusieurs décennies, |'agriculture s'est orientée vers des productions intensives
pour répondre a 'augmentation de la demande alimentaire mondiale qui ne cesse de croitre
(Figure 5). Toutefois, cette mutation agricole s’est effectuée au détriment de I'environnement
puisque cette intensification s’est accompagnée d’une augmentation des apports d’intrants
(et notamment azotés) afin d’obtenir de forts rendements. En effet, depuis une quarantaine
d’années, si les apports d’intrants azotés et phosphatés ont permis un doublement des
rendements des principales espéces de grande culture (Tilman et al., 2002), ils ont aussi
profondément impacté I'environnement. A titre d’exemple, I'utilisation massive d’engrais
azotés a engendré des pollutions environnementales liées aux pertes d’azote par lessivage du
nitrate vers les cours d’eau et les nappes phréatiques ou au rejet, vers I'atmosphere, de gaz a

effet de serre tels que le protoxyde d’azote (Lassaletta et al., 2014).

Actuellement, les objectifs agronomiques visent a maintenir, voire a améliorer, les
rendements des plantes de grande culture telles que le colza tout en réduisant les apports

d’intrants (notamment azotés) afin d’améliorer le bilan agro-environnemental des cultures.
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Figure 5: Evolution mondiale de la population entre 1950 et 2015 et prédictions jusqu’en 2050 (Source
FAO).



Dans ce contexte, la sélection et I'amélioration variétales sont a |'origine de projets de
recherche d’envergure visant a obtenir des variétés a efficience d’usage de I'azote (EUA)
optimisée. Toutefois, d’autres alternatives et notamment celles consistant a utiliser les
propriétés biostimulantes de substances naturelles pour améliorer I'absorption, I’assimilation
et/ou la remobilisation de I'azote constitue une piste de recherche particulierement
intéressante. Ainsi, si les propriétés biostimulantes des extraits d’algues et d’acides humiques
chez le colza sont étudiées depuis de nombreuses années (Jannin et al., 2012; 2013; Billard
et al., 2014), les effets d’autres molécules biologiques beaucoup plus simples (telles que le

silicium (Si)) et a propriétés biostimulantes potentielles, restent a ce jour tres peu étudiés.

Dans la bibliographie, le Si est défini comme étant un élément non essentiel mais
bénéfique pour les plantes notamment lorsque celles-ci sont soumises a des stress biotiques
et abiotiques. Par exemple, plusieurs études montrent I'effet bénéfique du Si lorsque les
plantes sont soumises aux basses températures, a une période de sécheresse ou un stress
salin (Ma et al., 2001; Ma, 2004; Ma et al., 2004 Gong et al., 2006; Mahdieh et al., 2015). Des
effets bénéfiques du Si sont aussi observés chez les plantes cultivées dans des conditions de

carence en phosphate ou en potassium (Yamaji et al., 2012. Chen et al., 2016).

Compte-tenu des nombreux effets bénéfiques du Si, I’objectif de ce travail de thése est de
tester ses effets sur une culture de colza menée en condition de stress azoté, en se focalisant
principalement sur la sénescence foliaire, la nutrition azotée mais également sur les

performances agronomiques du colza cultivé en condition de plein champ.

Ce mémoire de theése débutera par une «Synthése bibliographique » (Chapitre I) résumant
la place du colza dans la filiere des oléoprotéagineux, les modifications biochimiques et
moléculaires associées a la sénescence foliaire et également une partie faisant I'état de I'art
des connaissances sur le silicium, ses différents effets bénéfiques et son mode d’action dans
I'atténuation des différents stress chez les végétaux. Les principaux dispositifs expérimentaux
et méthodes d’analyses utilisés pour répondre aux objectifs de ce travail de recherche sont
décrits dans la section « Matériels et Méthodes » (Chapitre Il). Les résultats sont ensuite
présentés sous forme de trois articles (Chapitre Ill). Ce manuscrit de thése s’achévera par une
partie « Discussion générale » (Chapitre 1V) qui sera suivie de la présentation des principales

perspectives découlant de ce travail de recherche (Chapitre V).






Ce projet these a été cofinancé par I'Union Européenne via le Conseil Régional de
Normandie, dans le cadre du programme opérationnel FEDER-FSE 2014-2020 et par le Centre

Mondial de I'lnnovation (CMI) du groupe Roullier.
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Figure 1.1: Cycle de développement du colza d’hiver, du semis a la formation des graines (source
Terresinova; Hebinger, 2013)
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etal., 2010).



Chapitre | : Synthése bibliographique

I. Généralité sur le colza

I.1. Cycle de développement

Le colza est la plante annuelle présentant le cycle de développement le plus long parmi
I’ensemble des plantes annuelles cultivées en France et en Europe. Celui-ci est composé de
deux phases : la premiére correspond a une phase de croissance végétative, durant laquelle
le colza produit de nouvelles feuilles pétiolées et sans entrenceud entre les rangs foliaires.
Cette phase s’étend du stade cotylédonaire (stade A) jusqu’au stade de la formation de la
rosette (stade B; Figure I.1). La seconde phase, appelée phase reproductrice, est initiée lors
de la montaison (Stade C) et s’étend jusqu’a la maturation des graines (stade G; Figure 1.1).
Contrairement au colza de printemps, chez le colza d’hiver, la montaison et l'initiation florale

nécessitent une période de vernalisation.

I.2. La nutrition azotée

Qualifié de « pompe a nitrate », le colza présente de fortes capacités d’absorption du
nitrate (Lainé et al., 1993). Son implantation pendant les périodes inter-culturales permet de
limiter le lessivage du nitrate issu de la minéralisation de la matiére organique pendant la
période automno-hivernale. Sa culture nécessite néanmoins des apports azotés importants
au cours de son cycle de développement (de I'ordre de 160 a 250 kg N ha, Rathke et al.,
2005). En effet, malgré sa forte capacité a prélever I'azote minéral, le colza se caractérise par
une faible Efficience d’Usage de I’Azote (EUA; Figure 1.2) définie comme le rendement en

graines obtenu par unité d’azote disponible dans le sol (Masclaux-Daubresse et al., 2010).

L'EUA est constituée de 2 composantes: I'Efficience d’Absorption de I’Azote (EAbA) et
I’Efficience d’Utilisation de I’Azote (EUtA) (Figure 1.2; Kant et al., 2010; Masclaux-Daubresse
etal., 2010; Xu et al., 2012).

a. |'Efficience d’Absorption de I’Azote (EAbA) :

Cette sous-composante est définie comme la capacité des racines a absorber I'azote du
sol. Les différentes formes d’azote du sol prélevées par les plantes sont principalement le
nitrate (NOs3) et 'ammonium (NH4*), le nitrate constituant la forme préférentiellement

absorbée par le colza. Leur disponibilité est fonction de la minéralisation de la matiere
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organique par les microorganismes du sol et des niveaux d’intrants apportés. L'absorption de
ces différentes formes est assurée par des transporteurs racinaires spécifiques. Ainsi, des
études centrées sur I'absorption racinaire du NOs™ et du NHs* ont montré que les plantes
présentent deux systemes de transport afin de faire face aux disponibilités fluctuantes de

celles-ci dans le sol (Crawford et Forde, 2002; Wang et al., 2009) :

e un systéme de transport a haute affinité (HATS) saturable par son substrat et qui
permet aux plantes d’absorber les différentes formes d’azote lorsqu’elles sont
présentes a faibles concentrations (<1 mM) dans le sol (Figure 1.3). Ce systeme est
constitué par deux composantes : I'une constitutive (cHATS) et I'autre inductible
(IHATS) par son substrat. Les différents génes codant les systémes de transport
HATS du nitrate et de 'ammonium sont respectivement appelés NRT2 et AMT2.

e un systeme de transport a faible affinité (LATS) non saturable et qui fait intervenir
des transporteurs permettant |'absorption des différentes formes d’azote
lorsqu’elles sont présentes a fortes concentrations (> 1 mM; Figure 1.3). Les
différents génes codant le systéme de transport du nitrate et de 'ammonium sont
respectivement appelés NRT1 et AMT1.

b. LEfficience d’Utilisation de I’Azote (EUtA) :

EUtA est elle-méme constituée de 2 sous-composantes (Figure 1.2) :

e |’Efficience d’Assimilation de I’Azote (EAA) définie comme le taux d’assimilation de
I’'azote en condition limitante par rapport a une condition non limitante en azote.

e |’Efficience de Remobilisation de I’Azote (ERA) représentant le pourcentage d’azote
remobilisé depuis les feuilles sénescentes (organes sources) vers les organes puits

(feuilles en croissance ou les graines).

Le colza présente une forte capacité a absorber (EAbA) et a assimiler (EAA) le nitrate
notamment grace a des enzymes foliaires (nitrate et nitrite réductase, glutamine synthase,
glutamate déshydrogénase et glutamine oxoglutarate amino-transferase) particulierement
efficaces. Il est caractérisé par une faible efficience d’utilisation de I'azote (EUtA). Ainsi, des
études montrent que cette faible EUtA serait principalement due a une mauvaise Efficience

de Remobilisation de I’Azote (ERA) foliaire notamment lors de la sénescence séquentielle qui
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Figure 1.4: Les différents types de sénescence foliaire se manifestant au cours du cycle de développement
du colza. Durant le stade végétatif, la sénescence est qualifiée de séquentielle, car elle affecte
graduellement les feuilles le long de I'axe de la plante. Lazote est remobilisé des vieilles feuilles sénescentes
(organes sources) vers les feuilles en croissance (organes puits). Au stade reproducteur, la senescence est
dite monocarpique, puisqu'elle se généralise a 'ensemble des organes de la plante et I'azote est remobilisé
des tissus végétatifs vers les organes reproducteurs (d’aprés Desclos, 2008).



a lieu durant la phase végétative du cycle de développement du colza (Malagoli et al., 200543,

b; Girondé et al., 2015).

I.3. Sénescence foliaire et remobilisation de I’azote
1.3.A. Définition de la sénescence :

La sénescence foliaire est un processus naturel, défini comme I'ensemble des
modifications physiologiques, biochimiques et moléculaires au sein des cellules d’un organe
(feuille par exemple) et conduisant a sa mort (Leopold, 1975). Ce processus génétiquement
controlé participe a la mobilisation et a I'exportation des nutriments (tel que I'azote, le
phosphore et le soufre) des organes sources (comme les feuilles agées) vers les organes puits
tels que les méristémes, les bourgeons, les feuilles en croissance, les fruits et les organes de

stockage (Qin et al., 2006; Gregersen, 2011).

1.3.B. Les différents types de sénescence

Outre la sénescence des cotylédons, il est possible de distinguer deux types de sénescence

ayant lieu a des stades de développement différents du colza (Figure 1.4; Desclos, 2008):
a. Lasénescence séquentielle

Cette sénescence a lieu au stade végétatif du développement de la plante (Stade B/C;
Stade reprise de végétation) et s’étend jusqu’au stade floraison (Stade F). Elle est caractérisée
par une progression acropete le long de I'axe de la plante au fur et a mesure que les feuilles
atteignent leur maturité (Marouf et Reynaud, 2007). Une partie de |'azote issu des feuilles

basales sénescentes est alors mobilisée au profit des jeunes feuilles en croissance.
b. La sénescence monocarpique

Cette sénescence a lieu au stade G1 (stade de formation des graines). Elle s’étend a
I'ensemble des organes de la plante (feuilles, pivot, tige). Elle est caractérisée par une forte
remobilisation d’azote associée a la mort de I'appareil végétatif durant une période du cycle
de développement ou I'absorption racinaire de I'azote est fortement réduite. Ainsi, |'azote
endogene remobilisé au cours de ce processus de sénescence généralisée devient la source

d’azote principale pour assurer le remplissage en N des grains (Rossato et al., 2001).
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de la sénescence qui est induite par des facteurs endogénes et exogenes, phase de réorganisation des
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Zimmermann et Zentgraf, 2005; Desclos, 2008).



1.3.C. Madifications physiologiques, biochimiques et moléculaires associées a la sénescence

Il est clairement admis que le phénomene de sénescence est tres complexe et met en jeu
de nombreuses modifications géniques et métaboliques régulées par de nombreux facteurs

endogénes et/ou environnementaux.

A l'échelle de l'organe, la sénescence se traduit par un jaunissement des organes

photosynthétiques (principalement les feuilles) associé a la dégradation des chlorophylles et
a I'accumulation d’autres pigments tels que les anthocyanes et les caroténoides. Au niveau de
la feuille, la sénescence progresse de la base vers I'extrémité apicale du limbe et s’achéve par
I’abscission (Watanabe et al., 2013). Les tissus autour du systéme vasculaire sont les derniers
a entrer en sénescence, ce qui permet le transport des molécules issues du catabolisme

jusgu’a des stades avancés de la sénescence (Gan et Amasino, 1997).

A I'échelle cellulaire, la sénescence se devise en trois phases durant lesquelles se

produiront de nombreuses modifications métaboliques (Zimmermann et Zentgraf, 2005;
Sorin, 2014) : une phase d’initiation suivie d’'une phase de réorganisation puis d’une phase

terminale qui conduit a la mort de la cellule (Figure 1.5).

1.3.C.1. La phase d’initiation de la sénescence

La sénescence est un processus finement programmé dont l'initiation est sous la
dépendance de facteurs endogénes ou exogenes. Parmi les facteurs endogénes, peuvent étre
cités le stade de développement de la plante et I'age de I'organe qui font intervenir des
modifications hormonales (notamment une chute des teneurs en cytokinines foliaires; Smart
et al., 1991). Les facteurs exogeénes peuvent étre d’ordre biotiques (attaques de pathogenes
par exemple; Morot-Gaudry et al., 2017), ou abiotiques tels que 'ombrage et les privations
en certains nutriments (comme I'azote, Wingler et al., 2005; Slimane, 2010). Les différents

facteurs induisant la sénescence sont explicités plus en détail dans le chapitre | § 1.3.D.

1.3.C.2. La phase de réorganisation de la sénescence

C'est au cours de cette phase que survient le catabolisme des macromolécules et la
dégradation/réorganisation de certains organites cellulaires. Les chloroplastes sont les
premiers organites touchés par la sénescence (Hortensteiner et Krautler, 2011), leur

dégradation participant au jaunissement des feuilles, premier symptéme visuel de la
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sénescence. Durant cette phase, les chloroplastes évoluent en gérontoplastes, plastes
présentant un nombre restreint de thylakoides et une accumulation de plastoglobules (Biswal
et al., 2012; Golczyk et al., 2014). Les protéines plastidiales qui peuvent représenter plus de
70% des protéines foliaires sont majoritairement dégradées, fournissant ainsi une quantité
importante d’azote a remobiliser sous forme d’acides aminés et de peptides (People et
Dalling, 1988; Gan et Amasino, 1997). Parmi ces protéines, la Rubisco (Ribulose 1,5-
biphosphate carboxylase-oxygenase) et les protéines membranaires impliquées dans les
photosystémes (Light Harvestig complexes (LHCI/II)) (Hortensteiner et Feller, 2002; Kumar et
al., 2002) sont des cibles privilégiées dont la dégradation conduit a une diminution de I'activité
photosynthétique (Stressman et al., 2002; Biswal et al., 2012, Wu et al., 2012). Par
conséquent, I'énergie lumineuse n’étant plus utilisée pour la photosynthése, elle conduit a
une production de ROS (« Reactive Oxygen Species » : dérivés réactifs de I'oxygéne) a I'origine
d’un stress oxydatif (Lu et al., 2003). Par ailleurs, la diminution de I'activité photosynthétique
conduit a une chute de la synthése de glucose a un moment ou les besoins énergétiques sont

particulierement importants notamment pour assurer les différentes activités cataboliques.

Afin de faire face a cette situation, les peroxysomes vont évoluer en glyoxysomes et
I'activation des enzymes de la voie du glyoxylate vont permettre la synthése de glucides a
partir d’acétyl-coenzyme A. Ces glucides vont approvisionner le métabolisme mitochondrial
et ainsi assurer la synthese d’énergie (ATP) essentielle au bon fonctionnement des enzymes

impliquées dans les réactions cataboliques associées a la sénescence (Hayashi et al., 2000).

C'est également pendant cette phase que de profondes modifications de I'expression des
genes sont initiées. En effet, les techniques de criblage différentiel et d’hybridation
soustractive de banques d'ADNc ont révélé que de nombreux genes sont réprimés ou induits
pendant la sénescence (Guo et Gan, 2005). Les génes dont I'expression est réprimée sont
appelés SDGs (pour Senescence Down-regulated Genes; Figure 1.6). Ces genes codent
majoritairement des protéines associées a la photosynthese telles que les protéines de liaison
aux chlorophylles a/b (Cab: chlorophyll a/b binding proteins) (Hensel et al., 1993;

Hinderhofer et Zentgraf, 2001; Zimmermann et Zentgraf, 2005).
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spatio-temporelle de la sénescence foliaire chez le colza (Brassica napus L.). (A) Accumulation des
transcrits de génes SAG12/Cab révélant la progression temporelle de la sénescence des feuilles. (B)
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et feuille morte (DL) (d’aprés Gombert et al., 2006; Avice et Etienne, 2014).



Les génes induits durant la sénescence sont appelés SAGs (pour Senescence-Associated
Genes; Figurel.6). lls peuvent étre classés en deux groupes (Hensel et al., 1993; Lohman et

al., 1994):

e Les SAG de classe | spécifiquement induits lorsque I'organe entre en sénescence,
e Les SAG de classe Il présentant une faible expression, constitutive du développement
de la plante et dont le niveau d’expression est fortement augmenté lors de la

sénescence (Gan et Amasino, 1997).

Les genes SAGs codent des protéines impliquées dans la dégradation des composées
cellulaires, la remobilisation et le transport de nutriments ou encore des protéines de défense
et de réponse aux stress (Wu et al., 2012). Un exemple de SAG de classe | est le gene SAG12,
qui code une protéase a cystéine tres fortement exprimée lors de sénescence (Gan, 1995;
Buchanan-Wollaston et al., 2003). Du fait que le géne SAG12 soit exprimé exclusivement
pendant la sénescence, il peut étre utilisé comme un marqueur moléculaire de la sénescence
foliaire du colza (Figure 1.7). Ainsi, chez le colza, il est possible de suivre la progression spatio-
temporelle de la sénescence séquentielle des feuilles en suivant I'expression concomitante
des géne Cab et SAG12 (Gombert et al., 2006). A titre d’exemple, il est possible d’estimer la
date théorique d’entrée en sénescence d’une feuille en suivant la cinétique d’expression des

génes SAG12 et Cab (Figure I.7; Gombert et al., 2006; Avice et Etienne, 2014).

Plusieurs études montrent que I'expression des génes SAGs est sous la dépendance de
facteurs de transcription spécifiques. Par exemple, une surexpression de WRKY53 entraine
une induction de I'expression de SAG12 chez Arabidopsis thaliana (Miao et al., 2004). D'autres
travaux réalisés chez le blé (Triticum aestivum) suggerent que les facteurs de transcription
NAC seraient fortement impliqués dans la régulation de I'expression de plusieurs genes SAGs

lors de la sénescence foliaire (Christiansen et Gregersen, 2014).

1.3.C.3. Phase terminale de la sénescence

Durant cette phase terminale, il se produit une dégradation des organites restés intacts
tout au long du processus de sénescence tels que les mitochondries et le noyau (Figure 1.5;
Lim et al., 2007). Ainsi, les mitochondries, organites essentiels pour assurer la production
d’ATP nécessaire a la bonne progression de la sénescence, sont préservés jusqu’a cette phase

terminale (Quirino et al., 2000; Del Rio et al., 2003). De méme, le noyau nécessaire pour la






transcription des génes associés a la sénescence, est maintenu intact jusqu’au stade ultime de
la sénescence (Gan et Amasino, 1997; Guo et Gan, 2005; Lim et al., 2007). Enfin, a la fin de
cette phase, les vacuoles, les acides nucléiques et les membranes restantes (membranes des
mitochondries, du noyau, de la vacuole et des chloroplastes) sont a leur tour dégradés. Ces
évenements sont associés a une forte accumulation de formes actives d’oxygene dans la
cellule qui participeront a la mort cellulaire programmée (PCD « Programmed Cell Death ») de
I'organe (Lim et al., 2007; Shahri, 2011). Cette phase terminale, contrairement aux phases
d’initiation et de réorganisation, est irréversible. Elle correspond au stade ultime de la

sénescence et conduit inéluctablement a la mort de I'organe (Zemmerman et Zentgraf, 2005).

1.3.D. Régulation de la sénescence séquentielle

Des approches physiologiques, biochimiques et moléculaires sont menées depuis
plusieurs décennies afin de mieux appréhender les facteurs endogenes et exogénes impliqués

dans la régulation de ce processus.
1. Facteurs endogénes

Les facteurs endogenes déclenchant la sénescence interviennent lors du vieillissement de
la feuille. En effet, dés que la feuille atteint sa maturité, elle entre en sénescence afin de
permettre I'exportation des nutriments vers les organes en croissance (Guo et Gan, 2005).
L'accumulation des ROS et la diminution de I'activité photosynthétique sont aussi des facteurs
qui induisent la sénescence des feuilles, mais il est difficile de déterminer avec précision si ces
facteurs sont la cause ou la conséquence de I'induction de la sénescence (Guo et Gan, 2005).
D’autres facteurs endogénes comme les glucides (et plus précisément, une augmentation du
rapport C:N), les phytohormones et I'expression de facteurs de transcription sont également

connus pour participer a la régulation de ce processus.
a. Les glucides et rapport C:N

Chez différentes espéeces telles que la tabac (Wingler et al., 1998) et la tomate (Dai et al.,
1999), plusieurs études ont montré que des niveaux élevés en glucides peuvent induire la
sénescence des feuilles matures (Weaver et Amasino, 2001; Parrott et al., 2005; Wingler et
al., 2009). En effet, leur accumulation dans les feuilles provoque une diminution de la
photosynthése et ainsi, une induction de la sénescence foliaire (Quirino et al., 2000; Rolland

et al., 2002). Ce signal « glucides » serait associé au rétrocontréle négatif des glucides sur



3 -
16 - i

SA

IAA

CoHy
0.5

d’'Arabidopsis thaliana au cours de la sénescence
—

CK
0.25

Evolution des teneurs en phytohormones dans les feuilles

0.125

Figure 1.8: Changement de la production de I’éthyléne et les niveaux d’acide jasmonique (JA), d’acide
salicylique (SA), d’auxines (IAA) et de cytokinines (CK) au niveau des feuilles d’Arabidopsis thaliana au
cours de la senescence. Les résultats ont été exprimés par rapport aux feuilles témoins non sénescentes et
dont les valeurs sont rapportées a 1 (d’aprés Khan et al., 2013).

Stimuli négatifs de la sénescence Stimuli positifs de la sénescence

Ethyléne L )
Acide jasmonique

Acide abscissique
Strogolactones

Acide salicylique

. . Stress biotiques et
Brassinostéroides

abiotigues

Détection et transduction du signal
Détection et transduction du signal (e.g., recepteurs kinases, cascades
MAP kinase
A 4 A 4
Divers facteurs de transcription / Divers facteurs de transcription /
régulateurs régulateurs

L > SDGs \ -

L — - -
< < S S

Dégradation des macromolécules
Recyclage des nutriments
Mort des cellules
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I’expression des genes de la photosynthese et a 'augmentation de I'activité de I’hexokinase
(HXK) (Rolland et al., 2002; Zhang et Zhou, 2013). En effet, les plantes de tomates
surexprimant I'enzyme HXK d’Arabidopsis thaliana sont plus sensibles aux glucides et

présentent une sénescence foliaire précoce (Dai et al., 1999).

D’autres études ont montré qu’un faible apport d’azote associé a un fort apport de
glucose induit rapidement la sénescence (Wingler et al., 2005). En outre, I'effet de la nutrition
azotée sur la sénescence interagit aussi avec la lumiére. En effet, une étude conduite par Ono
et al. (1996) sur des plantules de tournesol cultivées avec deux niveaux d’éclairement (450
umol m2 st et 150 umol m2 s!) et deux niveaux d’azote (8 mM et 0,8 mM de NOs’), montre
gue la carence azotée induit moins vite la sénescence chez les plantules cultivées sous faible
éclairement, celle-ci étant incapables d’accumuler des glucides. Le rapport C:N a également
un effet sur la sénescence. En effet, la sénescence peut étre induite par une forte teneur en C
associée a une faible teneur en N soit un fort rapport C:N (Wingler et al., 2005; Aoyama et
al., 2014). Ainsi, une limitation en N minéral induit plus fortement la sénescence lorsqu’elle

est combinée a un ajout de glucose (Wingler et al., 2005; Aoyama et al., 2014).
b. Les hormones

La contribution des phytohormones dans la régulation positive ou négative de la
sénescence a également été largement étudiée (Thomas et Stoddart, 1980). D’une maniere
générale, les cytokinines, les auxines et les gibbérellines sont considérées comme des
phytohormones «anti-sénescence» (Fischer, 2012), tandis que I'acide abscissique, I'éthyléne,
I'acide salicylique, les brassinostéroides, les strigolactones et I’acide jasmonique sont des

hormones connues pour déclencher la sénescence (Figures 1.8 et 1.9).

b.1. Les phytohormones régulant négativement la sénescence

i. Les cytokinines (CKs)

Les cytokinines jouent un réle important dans la régulation de nombreux processus
cellulaires, y compris la sénescence. Au niveau des feuilles, les CKs sont considérées comme
des régulateurs négatifs de la sénescence (Lim et al., 2007; Hwang et al., 2012;
Wojciechowska et al., 2018). En effet, des travaux réalisés chez Arabidopsis thaliana ont
montré d’une part, une diminution des teneurs en cytokinines dans les feuilles sénescentes et

d’autres part, qu’un apport de cytokinines exogéne (ou endogéne) permettait de retarder la
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sénescence foliaire (Zhang et Zhou, 2013). Ainsi, une étude réalisée par Gan et Amasino
(1995) sur des plantes de tabac surexprimant un géne codant l'isopentenyl transférase,
enzyme impliquée dans la biosynthése des cytokinines, a montré un retard de sénescence
chez ces plantes transgéniques. De plus, ces auteurs ont montré que ce retard de sénescence
s’accompagne d’une nette augmentation de la biomasse des plantes et surtout du rendement
grainier avec une augmentation de plus de 50% par rapport au type sauvage. De plus, d’autres
travaux réalisés chez le tabac (Nicotiana tabacum) ont montré qu’une application exogéne de
cytokinines s’accompagne d’une augmentation des teneurs endogenes en cytokinines, d’un
retard de sénescence et d’'une meilleure remobilisation des nutriments (Lara et al., 2004;
Sarwat et al., 2013). A I'inverse, chez des lignées d’Arabidopsis thaliana surexprimant un géne
codant une enzyme (une farnésyl diphosphate synthase: FPS) utilisant Iisopényl
diphosphosphate (IPP: précurseur de la synthése des cytokinines) comme substrat, la
diminution des teneurs en IPP s’accompagne d’une initiation précoce de la sénescence foliaire

(Masferrer et al., 2002).
ii. Les auxines

Si I'implication des cytokinines dans la régulation de la sénescence foliaire est a ce jour
bien établie, celle des auxines est sujette a controverse puisqu’il a été démontré que ces
phytohormones peuvent accélérer ou retarder la sénescence (Figure 1.10). En effet, une étude
menée par Van der Graaff (2006) sur des feuilles d’Arabidopsis thaliana a montré qu’au cours
de leur sénescence, I'induction de I'expression de génes codant des enzymes clés de la
biosynthese des auxines (tryptophane synthase [TSA1], l'acide indole-3-acétique [IAA]
oxydase [AO1] et la nitrilase [NIT1-3]) conduit a une augmentation des teneurs en auxines.

Par ailleurs, de nombreuses études ont montré que le signal auxine serait médié par le
facteur de transcription ARF2 (Auxine Response Factor 2) au cours de la sénescence (Lim et
al., 2010; Ellis et al., 2005). En outre, les auxines induisent I'expression du géne SAUR36
(SMALL AUXIN UP RNA Gene) connu pour étre surexprimé au cours de la sénescence (Figure
1.10; Hou et al., 2013). Alors que ces études montrent que les auxines seraient plutét des
régulateurs positifs, plusieurs études suggerent en revanche que les auxines sont des
régulateurs négatifs de la sénescence. Ainsi, plusieurs auteurs ont montré qu’une application
exogéne d’auxines conduit a une répression de I’expression de génes SAGs (Figure 11.9 et 11.10;

Noh et Amasino, 1999; Hong et al., 2000; Jones et al., 2010; Kim et al., 2011).






Ces résultats contradictoires montrent bien que le réle des auxines n’est clairement pas
établi. En effet, d’autres études suggerent que I’action de ces phytohormones entrainerait une
modification de la balance hormonale impliquant notamment I’éthyléne, une phytohormone
dont I'action est antagoniste a celles des auxines (Sexton et Roberts, 1982; Schippers et al.,

2007).

iii. Les gibbérellines

Les gibbérellines (GAs) sont également connues pour participer a la régulation négative
de la sénescence foliaire et plus particulierement a la dégradation des chlorophylles et des
protéines (Sarwat et al., 2013). Ainsi, chez de nombreuses espéeces végétales telles que Paris
polyphylla, Catharanthus roseus et Dioscorea rotundata, il a été montré que le catabolisme
des chlorophylles est associé a la diminution de la teneur en gibbérelline endogéne au cours
de la sénescence (lle et al., 2006; Pandey et al., 2007; Li et al., 2010). Par ailleurs, chez Paris
polyphyllan, il a été montré qu’une application exogéne de GA3 (pulvérisation hebdomadaire
de 100 mg dm3) conduit & une augmentation des teneurs endogénes de GA4+GA7 (9 ng g*
MF chez les témoins contre 50 ng gt MF chez les plantes traitées) et a un ralentissement de la
sénescence s’accompagnant notamment par une forte diminution de la dégradation des
protéines (-42% 7 semaines aprés |'application de GA3), des chlorophylles et de l'activité

lipoxygénase (Li et al., 2010).

Néanmoins, les GAs ne semblent pas exercer un réle direct sur la sénescence mais agirait
en combinaison avec l'acide abscissique (ABA), une phytohormone considérée comme un
régulateur positif de la sénescence. En effet, une application d’un inhibiteur de la synthése de
GAs (paclobutrazol) conduit a une augmentation de la teneur en ABA (et a une diminution de
celle des GAs) et se traduit par une accélération de la sénescence chez P. polyphylla, suggérant

ainsi un role antagoniste du GA et de I'ABA (Yu et al., 2009).

b.2. Les phytohormones régulant positivement la sénescence

Contrairement aux phytohormones présentées précédemment, I’acide abscissique (ABA),
I'acide salicylique (SA), I'éthylene (ET), I’Acide jasmonique (JA), les brassinostéroides (BR) et
les strigolactones (SL) correspondent a des hormones régulant positivement la sénescence
foliaire (Figure 1.9; Lim et al., 2007; Kusaba et al., 2013; Sarwat et al., 2013; Khan et al., 2014;
Wojciechowska et al., 2018).






i. Acide abscissique (ABA)

L'implication de I’ABA dans la régulation positive de la sénescence foliaire est relativement
bien établie. Ainsi, il a été démontré que les teneurs en ABA augmentaient dans les feuilles
sénescentes et qu’une application exogene d’ABA induisait une augmentation de I'expression
de plusieurs genes SAGs (Zhang et al., 2012; Figure 1.10) ainsi que la production de peroxyde
d’hydrogéne (Weaver et al., 1998; Lim et al., 2007; Choi et Hwang, 2011). De plus, une
application exogéne d’ABA s’accompagne d’une augmentation de la peroxydation lipidique et
I'induction des activités des protéases et des RNases, des événements connus pour étre
associés a la sénescence (Panavas et al., 1998). Au niveau signalétique, I’ABA agit via un
récepteur membranaire appelé RPK1 (receptor-like kinase) dont I'expression augmente au
cours de la progression de la sénescence foliaire (Serwat et al., 2013). En outre, il a été
démontré que des mutants Knoco-Out (KO)-RP1 d’Arabidopsis thaliana montrent une
insensibilité a I'ABA se traduisant par une absence d’induction de la sénescence par cette

phytohormone (Lee et al., 2011).
ii. Acide salicylique (AS), éthyléne, acide jasmonique (AJ) et autres phytohormones

L'augmentation de la teneur en acide salicylique (SA) dans les feuilles sénescentes
(environ 4 fois plus élevée que dans les feuilles non sénescentes) suggere une implication de
cette phytohormone dans la régulation positive de la sénescence (lim et al., 2003, 2007). Cette
hypothése est confortée par une étude réalisée par Morris et al. (2000) qui montre qu’un
défaut de sa synthése entraine un retard de la sénescence et une diminution de I'expression

du géne SAG12 chez Arabidopsis thaliana.

L’éthyléne est également connu pour induire la sénescence foliaire (Abeles et al., 1988)
puisque de nombreux génes impliqués dans sa synthése sont induits durant la sénescence
chez Arabidopsis thaliana. Ainsi, des mutants d’Arabidopsis thaliana insensibles a I'éthyléene
présentent un retard de sénescence par rapport au type sauvage (Lim et al., 2007). Par
ailleurs, il a été observé une répression de plusieurs génes SAGs (SAG1, SAG2 et SAG12)
associée a un retard dans la sénescence chez d’autres mutants présentant des perturbations
dans la voie de signalisation de I'éthyléne (mutants etr1-1, ein2-1 et ein1-1; Grbic et Bleecker,

1995; Wojciechowska et al., 2018; Figure 1.10).






De nombreuses études indiquent également que I'acide jasmonique (AJ) et son dérivé
volatil, le méthyl jasmonate (MelJA) régulent positivement la sénescence. En effet, chez
Arabidopsis thaliana, les teneurs en AJ sont quatre fois plus élevées dans les feuilles
sénescentes que dans les feuilles non sénescentes (He et al., 2002; Seltmann et al., 2010). De
plus, une application exogéne de MelA entraine une expression accrue des génes SAG (Shan
et al., 2011) et s’accompagne d’une induction de la sénescence foliaire chez Arabidopsis
thaliana (He et al., 2002) et d’une augmentation de la remobilisation de I'azote chez le colza
(Rossato et al., 2002; Desclos et al., 2008). Des études suggeérent que I’AJ serait produit lors
de la dégradation de lipides membranaires ce qui expliquerait 'augmentation de ses teneurs

durant la sénescence (Seltmann et al., 2010).

Enfin, des études, peu nombreuses a ce jour, montrent que d’autres phytohormones telles
que les brassinosteroides (BRs) et les strigolactones(SLs) participent également a la régulation
positive la sénescence. Ainsi, un mutant det2 (géne codant une enzyme impliquée dans la
synthése des BRs) présente un phénotype « stay-green » chez Arabidopsis thaliana (Chory et
al., 1994; Sarwat et al., 2013). Par ailleurs, les mutants dad1 (déficients dans la synthése de
SLs), présentent également un phénotype « stay-green » chez Petunia axillaris (Snowden et

al., 2005).
ili. Les espéces réactives de I’'oxygene (« Reactive Oxygen Species » : ROS)

Les especes réactives de I'oxygene (ROS) jouent un role important dans la signalisation de
la sénescence naturelle ou induite par des facteurs biotiques ou abiotiques (Bhattacharjee,
2005; Lee et al., 2011). La production des ROS est I'une des premiéres réponses de la plante
au stress (Ahmad et al., 2010) et a la sénescence (Khanna-Chopra, 2012; Lee et al., 2012). Le
peroxyde d’hydrogene (H20;) et les radicaux libres tels que I’anion superoxyde (0;*) et I'ion
hydroxyle (OH®) sont les principales ROS présentes dans les cellules. Dans des conditions
normales, la production de ROS est maintenue a un faible niveau par des phénomenes de
détoxication chimique impliquant de nombreux métabolites tels que le glutathion,
I'ascorbate, la vitamine E, les caroténoides, les anthocyanes ou encore les flavonols ou
I'intervention d’enzymes telles que les catalases, les peroxydases, la glutathion-S-transférase
ou les superoxydes dismutases. Lorsqu’une plante est confrontée a un stress (biotique et/ou
abiotique) ou lorsqu’un organe entre en sénescence, un déséquilibre cellulaire entre la

production et le piégeage des ROS survient.



Figure 1.11: Les différentes cibles des espéces réactives de 'oxygéne (ROS: « Reactive oxygen Species »).
Les ROS produits lors d’un stress oxydatif vont endommager les structures cellulaires telles que I'ADN, les
lipides et les protéines menant ainsi a la mort des cellules (d’aprés Das et Roychoudhury, 2014).



Au niveau cellulaire, cette augmentation de ROS va engendrer des dommages importants
qui conduiront a la mort des cellules (Ahmad et al., 2010; Koyro et al., 2012; Kim et al., 2017).
Parmi ces dommages, peuvent étre cités les oxydations de protéines, les inhibitions
d’enzymes, les altérations de I’ADN, la peroxydation des lipides membranaires (notamment
des acides gras polyinsaturés conduisant a la formation d’aldéhyde malonique [MDA]; Figure

1.11; Das et Roychoudhury, 2014).

Par ailleurs, au sein d’une feuille, il a été montré que la production de ROS augmente dés
lors que la feuille a atteint sa maturité, stade coincidant avec la diminution de sa capacité a
les piéger (Inal et al., 2001). Ainsi, les ROS et notamment le peroxyde d’hydrogéne (H20>),
agiraient comme des signaux cellulaires capables d’activer I'expression de génes intervenant

au cours de la sénescence tels que les genes SAGs (Navabpour et al., 2003; Jajic et al., 2015).

2. Facteurs exogénes

Les facteurs environnementaux tels que les stress biotiques (non détaillés dans cette
synthése bibliographique) et abiotiques peuvent déclencher la sénescence foliaire. En effet,
lorsque les plantes sont soumises a des stress, des modifications de la balance hormonale
conduisent généralement a des modifications métaboliques qui se traduisent par l'initiation
de la sénescence foliaire (Watanabe, 2013; Zhang et Zhou, 2013). Parmi les stress abiotiques,
I"'augmentation de la température, le stress hydrique ainsi que les carences en nutriments et
notamment la privation en azote induisent la sénescence (Tilsner et al., 2005; Wojciechowska
et al., 2018). Seule I'influence d’un stress nutritionnel sur la sénescence sera détaillée dans le
cadre de cette analyse bibliographique. Par exemple, une limitation sévére en soufre (S) est
connue pour induire la sénescence (Abdellah et al., 2011) alors qu’une privation modérée
n’aura que peu d’'impact voire un ralentissement de l'initiation de ce processus (Dubousset et
al., 2009 et 2010). En effet, la senescence foliaire des plantes de colza est 1,4 fois plus faible
chez les plantes seulement carencées en soufre par rapport aux plantes présentant une
carence en soufre et en azote (Dubousset et al., 2009). Par ailleurs, une restriction ou une
privation en N connue pour affecter gravement les rendements des cultures (Gregersen et al.,
2013; Koeslin-Findeklee et al., 2015; Safavi-Rizi et al., 2018) se manifeste également par une
accélération de l'initiation de la sénescence, conséquence d’une dégradation accrue des
chlorophylles et des protéines foliaires (Etienne et al., 2007; Gombert et al., 2010), mais

également d’'une augmentation du rapport C:N (Wingler et al., 2006).
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Figure 1.12: Propriété chimique du silicium dans le sol. Le silicium est présent sous forme de molécules
monomeériques non chargées (acide silicique) a un pH inférieur a 9 .Lorsque le pH est supérieur a 9, celui-ci
reste soluble jusqu’a une concentration de l'ordre de 2 mM. Au-dela, le Si polymérise et forme un gel de
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Figure 1.13: Représentation schématique de la silice amorphe. Lacide silicique dans le sol provient des
aluminosilicates tels que les feldspaths et les micas. Lorsque la solution du sol est saturée en acide
silicique, il y a formation de silice amorphe (d’aprés Epstein et al., 2001).



Chez de nombreuses espéces telles que le colza, il a également été montré que le stress
hydrique est un stress abiotique capable d’induire les activités protéolytiques associées a la
sénescence foliaire (Reviron et al., 1992; llami et al., 1997). Enfin, I'obscurité est également
un stress environnemental souvent utilisé pour induire la sénescence foliaire. Récemment,
Markovich et al. (2017) ont utilisé ce facteur environnemental pour induire la sénescence de
feuilles détachées d’Arabidopsis thaliana surexprimant un gene codant un transporteur de
silicium chez le riz (Os-Lsi1). Au cours de cette étude, ces auteurs ont montré d’une part, que
I'initiation de la sénescence est associée a une diminution des teneurs foliaires en cytokinines
et d’autre part, qu’un apport de silicium est capable de ralentir la sénescence induite par

I'obscurité.

Il. Le silicium

11.1. Le silicium dans le sol

Le silicium (Si) est un élément omniprésent dans le sol (Epstein, 1994; Ma and Yamaji,
2008) ou il peut étre présent sous deux formes: une forme solide et une forme soluble
respectivement indisponible et disponible pour les plantes. La forme solide peut étre divisée
en deux catégories: les silicates complexés a d’autres éléments (tels que les silicates
d’aluminium ou de fer, par exemple; Deer et al., 1992) et le quartz (SiO;). L'acide
monosilicique (Si(OH)4) constitue la forme soluble lorsque sa concentration n’excede pas 2
mM (Figure 1.12). Sa solubilité dépend de la valeur du pH du sol. A titre d’exemple, a un pH de
5,5, I'acide monosilicique n’est soluble que pour des concentrations inférieures a 1,7 mM.
Lorsque le pH est fortement alcalin (> 9,5), celui-ci peut rester soluble jusqu’a une
concentration de I'ordre de 2mM (Datnouf et al., 2001; Ma et al., 2001). Au-dela, le Si

polymérise et forme un gel (Figure 1.13; Guérin, 2014; Hodson et al., 2005).

Dans la solution du sol, la concentration en acide monosilicique est généralement
comprise entre 0,1 et 0,6 mM (Epstein, 1999). Ces faibles concentrations s'expliquent d’une
part, par le fait que le Si soluble est prélevé par les racines a une vitesse plus élevée que celle
a laquelle il est libéré dans le sol et d’autre part, par une adsorption du Si sur les colloides du

sol (Jones et al., 1967).

I1.2. Le silicium chez les plantes






Chez les plantes, a I'exception des plantes de I'ordre des Equisétales qui accumulent de
fortes quantités de Si (Ma et Yamaji, 2008), le Si n’est généralement pas considéré comme un

élément essentiel.

Néanmoins, selon Epstein et Bloom (2003), un élément est considéré comme essentiel s'il

répond a au moins a l'un des deux critéres suivants :

v' I'élément fait partie de la structure de molécules impliquées dans le métabolisme de
la plante,
v' une déficience en cet élément entraine une/des perturbation(s) du cycle de

développement de la plante.

Plusieurs études ayant montré qu’une carence en Si peut causer différentes anomalies chez
les plantes de grande culture se traduisant notamment par une réduction de la croissance (Ma
et al., 2002 et 2006; Ma et Yamaji 2008), le Si peut donc étre considéré, selon les critéres
mentionnés ci-dessus comme un élément essentiel chez certaines plantes telles que le blé ou

encore le mais (Epstein, 1994; Ma et Yamaji 2008; Liang et al., 2015).

Bien que toutes les plantes cultivées contiennent du Si, il existe une grande disparité de
teneurs en Si dans les tissus végétaux en fonction des espéces. A titre d’exemple, celles-ci
peuvent varier de 0,2 a 10 % de la matiére seche dans les parties aériennes, c’est a dire autant,
voire plus, que certains macronutriments essentiels tels que le calcium, le magnésium ou le
phosphore (Epstein 1994; Epstein 1999). Ainsi, il est possible de classer les plantes en trois
catégories (Jones et Handreck, 1967 ; Takahashi et al., 1990):

v’ Les fortes accumulatrices : teneurs comprises entre 1,5% a 10% de la matiére

seche (exemple : le riz, le mais et blé),

v Les accumulatrices intermédiaires : teneurs comprises entre 0,5% a 1,5% de la

matiére séche (exemple : le concombre),

v’ Les faibles accumulatrices : teneurs inférieures a 0,2% de la matiére séche (cas de

la majorité des dicotylédones comme le colza ou la tomate).

11.2.1. Mécanismes d’absorption et de transfert du Si
Les mécanismes impliqués dans I'absorption du Si et dans sa répartition dans les différents

tissus de la plante ont été particulierement bien étudiés, notamment chez les céréales (blé,






riz, orge, mais) et le concombre (Raven, 2001; Casey et al., 2004; Meunier et al., 2003; Ma et

Yamiji, 2006; Rains et al., 2006; Ma et Yamiji, 2015; Meharg et Meharg, 2015).

11.2.1.A. Absorption racinaire de Si

A la différence des autres ions minéraux, I'acide monosilicique est une molécule non
chargée lorsque le pH de la solution du sol est inférieur a 9. De ce fait, il peut diffuser au travers
la membrane plasmique des cellules racinaires. |l peut aussi étre absorbé dans les cellules
racinaires via des processus de diffusion facilitée (présence d’aquaporines). En effet,
I"application racinaire de chlorure de mercure qui bloque la fonction de ces canaux engendre
une chute de la concentration symplatique en Si des cellules racinaires a une valeur inférieure
a celle mesurée au niveau de I'apoplaste chez le riz, le concombre et la tomate (Mitani et Ma,

2005).

Outre la diffusion passive, le Si peut étre absorbé grace a un transporteur, caractérisé pour
la premiere fois chez le riz par Ma et al., 2006 par criblage de mutants présentant une faible
absorption de Si. Ce transporteur spécifique, saturable par le Si, nommé OsLsil permet le
prélevement de Si de la solution du sol via un processus actif (Mitani et Ma, 2005). Chez
d’autres especes telles que le concombre et la tomate, il a été montré que I'absorption de Si
s’effectue aussi via des transporteurs de type Lsil (Ma et Yamaji, 2006) et que I'appartenance
de ces plantes a des groupes d’accumulateurs différents dépend essentiellement de leur
densité au sein de la racine (riz>concombre>tomate) (Mitani et Ma, 2005; Ma et Yamaji,

2006).

11.2.1.B. Transferts de Si dans la plante

Une fois dans les cellules de I'endoderme racinaire, le Si est pris en charge par un autre
transporteur, nommé Lsi2, mis en évidence également pour la premiere fois chez le riz (Ma et
al., 2006; Ma et Yamaji, 2015). Il permet le transfert du Si des cellules corticales vers le xyleme
(Ma et al., 2007; Ma et Yamaji, 2015). Toutefois, chez d’autres especes telles que le
concombre, le chargement en Si du xyléme peut également se faire par diffusion passive a
travers la membrane plasmique des cellules corticales (Ma et Yamaji, 2015). Une fois dans la
stéle, une partie du Si est déposée au niveau des parois des cellules des vaisseaux xylémiques

(Balasta et al., 1989) ou il empéche la compression des vaisseaux lorsque le flux transpiratoire
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Figure 1.14: Arrangement des quatre monomeéres de NIP dans la bicouche lipidique (A) et représentation
d’un monomeére de NIP (B). Les canaux NIPs facilitent le passage spécifique des molécules qui sont
représentées par des cercles de couleurs différentes. Les rectangles bleus représentent les hélices de la
région transmembranaire (TMH: transmembrane helix regions). Les acides aminés NPA responsables de la
sélectivité du substrat des NIPs sont représentés par les cercles oranges. H2, H5, LE2 marquent la position
des acides aminés formant le filtre ar/R (ar/Arg; PM = membrane plasmique) (d’aprés Pommerrenig et al.,
2015).
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Figure 1.15: Arbre phylogénétique des transporteurs Lsil et leurs homologues dans le régne végétal. Les
sous-groupes NIP I, NIP Il et NIP 1ll des NIP des angiospermes, NIP3 des Equisétales et d’autres espéces
végétales sont présentés. Les cercles oranges et les cercles rouges représentent respectivement les
protéines permettant ou non l'absorption de Si. Les résidus d'acides aminés du filtre de sélectivité ar/R
conservés et les deux motifs NPA de chaque sous-groupe sont présentés dans les tableaux (les exceptions
sont indiquées entre parenthéses; d’aprés Ma et Yamaji, 2015).



est important. L'autre partie du Si est transférée vers les parties aériennes grace au flux
transpiratoire (Ma et Takahashi, 2002) et la présence de transporteurs Lsi6 responsable du
déchargement du Si contenu dans le xyleme vers les cellules foliaires parenchymateuses
(Yamaji et al., 2008). A titre d’exemple, chez le riz, plus de 90% du Si absorbé est transporté

vers les parties aériennes (Ma et Takahashi, 2002).

11.2.1.C. Caractéristiques fonctionnelles des transporteurs de Si

Les transporteurs Lsil et Lsi6 appartiennent a la famille des aquaporines et a la sous-
famille des Nodular-26-like Intrinsic Proteins (NIPs), qui assurent le transport de I’eau et/ou
de petits solutés non chargés transportés de fagon sélective, tels que le glycérol, I'acide
lactique, I'ammoniac, I'acide borique, I'arsénite, le sélénite et I'acide silicique (Wallace et
Roberts, 2005; Zhao et al., 2010; Bienert et Chaumont, 2011). Les NIPs sont des protéines
tétramériques possédant six domaines transmembranaires (Figure 1.14). La sélectivité des NIP
est liée a la présence de deux motifs NPA (Asn-Pro-Ala) ainsi qu’a quatre acides aminés
formant un filtre de sélectivité constitué d’un acide aminé aromatique et d’une arginine (Wu

et Beitz, 2007; Mitani-Ueno et al., 2011).

Tous les transporteurs Lsil appartenant au groupe NIPIIl possedent un filtre composé de
résidus GSGR (Gly-Ser-Gly-Arg; Figure 1.15). Récemment, des transporteurs de Si appartenant
a une autre sous-famille de NIPs ont été mis en évidence chez la préle (Equisetum arvense;
EaNIP3s; Grégoire et al., 2002), I'une des espéeces végétales la plus accumulatrice de Si (Ma et
al., 2001; Hodson et al., 2005). Contrairement aux autres transporteurs Lsil, les EaNIP3s sont
caractérisés par la présence d’un filtre de sélectivité distinct appelé STAR (Thr-Ala-Arg, Figure

1.15; Grégoire et al., 2012).

Le transporteur Lsi2 a d’abord été identifié chez le riz (Ma et al., 2007), puis par la suite,
des génes orthologues ont été isolés chez I'orge (HvLsi2), le mais (ZmLsi2; Mitani et al., 2009a)
et la citrouille (CmLsi2; Mitani et al., 2011). Ils appartiennent a une famille de transporteurs
putatifs d'anions non caractérisés a ce jour et possédant 11 domaines transmembranaires.
Ces transporteurs présentent des similitudes avec le transporteur d'arsénite (ArsB) identifié

chez les procaryotes (Ma et al., 2007).

Les transporteurs Lsil et Lsi2 sont exclusivement localisés au niveau racinaire. Plus

précisément, chez le riz qui posséde deux cadres de Caspari empéchant la diffusion de Si par
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Figure 1.16: Représentation schématique de l'absorption, du chargement et du déchargement du Si
chez le riz, 'orge et le mais. Le Si est absorbé via la présence des transporteurs Lsil, puis transféré dans
le xyleme via lintervention des transporteurs Lsi2. Dans les feuilles, le Si est déchargé grace a
I'intervention de transporteurs Lsi6. L'épaisseur des fleches représente la contribution des processus
chez chacune des plantes étudiées (d’apres Ma et Yamaji, 2015).



voie apoplastique, Lsil et le Lsi2 sont localisés au niveau de I'exoderme et de I'endoderme
racinaires (Ma et Yamaji, 2015). L’absorption de Si au niveau de I'endoderme est assurée par
le transporteur Lsil et son transfert vers I’exoderme se fait via le transporteur Lsi2. Par la suite,
I’entrée de Si dans les cellules exodermiques se fait a nouveau grace au transporteur Lsil et
sa sortie vers les cellules xylémique par le transporteur Lsi2 (Figure 1.16; Ma et al., 2006; Ma

et al., 2007).

Chez d’autres espéces comme |'orge et le mais dont I'organisation cellulaire des racines
est différente du riz, les transporteurs Lsil sont localisés au niveau des cellules épidermiques
et des cellules corticales alors que les transporteurs Lsi2 sont localisés au niveau des cellules
de I'endoderme (Figure 1.16). Le Si disponible dans le sol est absorbé par les cellules
épidermiques et/ou les cellules corticales grace aux transporteurs Lsil (HvLsil et ZmLsil
respectivement chez I'orge et le mais). Une fois dans ces cellules, le Si est transféré d’une
cellule a I’autre par voie symplastique jusqu’aux cellules de I'endoderme. Enfin, le chargement
en Si du xyleme depuis les cellules endodermiques se fait grace a lintervention des
transporteurs Lsi2 (HvLsi2 ou ZmLsi2, respectivement chez I'orge et le mais) (Figure 1.16;

Mitani et al., 2009a et 2009b).

Bien qu’identifiés chez de nombreuses especes de mono- et dicotylédones, a ce jour,

aucun transporteur de Si n’a été mis en évidence chez les Brassicacées telles que le colza.

11.2.2. Accumulation de Si chez les plantes

Le Si est le seul élément qui n’est pas toxique pour la plante lorsqu’il est accumulé en
grande quantité dans les tissus. Apres avoir été absorbé, il est déposé au niveau des parois
cellulaires (Yoshida, 1965; Ma et Takahashi, 2002; Raven, 2003), au niveau des méats et des
espaces intercellulaires (Meunier et al., 2003) sous forme de phytolithes (polymeres
amorphes de Si (Motomura et al., 2000; Farooq et Dietz, 2015; Guerriero et al., 2016;
Meunier et al., 2017 ). Ces phytolithes forment une double couche de silice au niveau de la
paroi des cellules (Ma et al., 2001). Il existe deux types de cellules «silicifiées»: les « silica
cells » et les « mortor cells » (Figure 1.17). Les « silica cells » sont localisées au niveau des tissus
vasculaires et ont une forme d’«haltére», tandis que les «motor cells» sont des cellules
bulliformes présentes au niveau foliaires (notamment chez le riz; Figure 1.17). Lorsque la

teneur foliaire en Si dans les feuilles de riz est inférieure a 5%, seules les «silica cells» sont



Figure 1.17: Observation microscopique de la silice au niveau de I'épiderme des limbes des feuilles de
Pleioblastus chino. Les observations ont été réalisées sur la face adaxiale (A et B) et la face abaxiale des
limbes (C et D). bu, cellule bulliforme (bulliform cell); lo, longue cellule (long cell); mi, micro-poils (micro
hair); pr, poils épineux (prickle hair); si, cellule de silice (silica cell); st, stomate (d’aprés Motomura et al.,
2000).



présentes alors que les «motor cells» apparaissent lorsque celle-ci est supérieure a 5%. Chez
le riz, des «silica cells» sont également observées dans I'épiderme et les tissus vasculaires de

la tige et des gaines (Ma et al., 2006).

11.2.3. Les effets bénéfiques du Si

Bien que le Si ne soit pas considéré comme un élément essentiel pour les plantes, il est
classé par de nombreux auteurs parmi les éléments leur étant bénéfiques (Guntzer et al.,
2012a; Liang et al., 2015). En effet, le Si déposé au niveau de I'épiderme des feuilles et des
tiges peut améliorer la croissance des plantes, accroitre le rendement (Kuai et al., 2017) et
augmenter leur résistance a différents stress biotiques et abiotiques (Coté-Beaulieu et al.,
2009). Les effets bénéfiques du Si sont généralement seulement observés lorsque les plantes

sont soumises a des stress biotiques et abiotiques.
11.2.3.A. Effets bénéfiques du Si chez les plantes soumises a stress biotique

De nombreuses études montrent qu’un apport de Si réduit la sévérité des maladies
fongiques telles que le mildiou chez le blé et le riz, I'oidium chez I'orge, le blé, le concombre
et le melon (Miyake et Takahashi 1978). En outre, chez le riz, les dégats causés par les
cicadelles sont réduits chez les plantes ayant recu du Si (+Si) comparativement aux plantes
témoins (-Si) (Guével et al., 2007; Ma et Yamaji, 2015). Une autre étude réalisée par De
Ameida et al. (2008) montre qu’une application foliaire de silicate de calcium pendant 30 jours
entraine une mortalité de Thrips palmi, réduisant ainsi les dommages causés par ce ravageur
de I'aubergine. Le Si améliore également la résistance de la tomate aux fusarioses causées par

Fusarium oxysporum f. sp radicis-lycopersicib (Huang et al., 2011).
11.2.4.B. Effets bénéfiques du Si chez les plantes soumises a un stress abiotique

Au cours des derniéres décennies, il a été montré qu’un apport de Si permettait aux
plantes de mieux tolérer au nombreux stress abiotiques tels que I'exposition aux basses et
hautes températures (Agari et al., 1998, Epstein, 2001; Ma, 2004; Liang et al., 2007), le vent,
la sécheresse, la salinité (Bybordi, 2012), |a toxicité aux métaux lourds (Cd et Al, notamment)
et la toxicité liée a I'exces de certains éléments nutritifs (Mn, Fe et P) (Ma et al., 2001). A titre
d’exemple, des études montrent qu’un apport de Si améliore la tolérance du riz au stress salin

(Matoh et al., 1991; Ma et al., 2001, Etesami et jeong, 2018).






Le Si est également connu pour atténuer les effets négatifs engendrés par une carence en
P chez différentes plantes comme le riz et I'orge (Datnoff et al., 2001). Par ailleurs, un apport
de Si a également des effets bénéfiques chez les plantes ayant recu une fertilisation azotée
trop importante. Ainsi, chez le riz, un excés de fertilisation N s’"accompagne généralement
d’une réduction de la verticalité des feuilles conduisant a une diminution de leur perception
de la lumiére et par conséquent, une diminution de leur activité photosynthétique. Ainsi, des
travaux effectués chez le riz montrent que I'apport de Si améliore le port de feuilles (feuilles
plus érigées) et diminue ainsi I'impact négatif de cet exces de fertilisation azotée (Zanao Junior

et al., 2010; Tavakkoli et al., 2011).

Chez de nombreuses espéeces végétales (riz : Agarie et al., 1998; sorgho: Sonobe et al.,
2010; concombre: Hattori et al., 2008; mais: Gao et al., 2006; blé: Gong et Chen, 2012), il a
été montré qu’un apport de Si augmente la tolérance a la secheresse. Cet effet bénéfique se
traduisant notamment par une réduction de la transpiration des plantes traitées, serait la
conséquence de la formation de la double couche de silice au niveau de la paroi des cellules
épidermiques foliaires (Yoshida 1965; Wong et al., 1972; Matoh et al., 1991; Zhu et Gong,
2014; Coskun et al., 2016). Cette réduction du flux transpiratoire est également suggérée par
une étude de Gong et al. (2003) montrant que chez le blé soumis a un stress hydrique, les

feuilles de plantes traitées au Si (+Si) sont plus épaisses que celles des plantes controles (-Si).

11.2.4. Mode d’action du Silicium

Méme si I'effet bénéfique du Si en condition de stress est bien établi, son(ses) mode(s)
d’action conduisant a I'amélioration de la tolérance des plantes aux stress reste(nt) mal

connu(s). Ainsi, a ce jour, plusieurs hypothéses sont émises.

1.2.4.A. Mode d'action du Si chez les plantes soumises a un stress biotique

a. Renforcement de la barriére physique

Le Si accumulé sous forme amorphe au niveau cellulaire jouerait un réle de barriere
mécanique limitant la pénétration d’agents pathogenes (Guerriero et al., 2016; Kim et al.,
2002). Ceci expliquerait son effet positif sur la résistance des plantes aux maladies puisque les
sites primaires de polymérisation du Si (i.e. parois des cellules foliaires et des vaisseaux du
xyleme) correspondent aux voies d'infection privilégiées des agents pathogénes (Fawe et al.,

2001; Fauteux et al., 2005).
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et effet bénéfique pour la santé humaine (E) (d’aprés Farooqand et Dietz, 2015).



b. Stimulation des mécanismes de défense

En plus de son role de barriere physique, le Si peut aussi augmenter la résistance des
plantes aux stress en agissant sur certaines voies métaboliques (Kim et al., 2002; Figure 1.18
et 1.19). Ainsi, plusieurs études montrent qu’un apport de Si (racinaire ou foliaire)
s’accompagne notamment (i) d’'une induction de l'activité d’enzymes impliqués dans la
défense des plantes, telles que les chitinases, les polyphénoloxydases (PPO), les glucanases,
les peroxydases (POX), la phénylalanine ammoniac-lyase (PAL), et/ou (ii) d’une augmentation
de la production de composés antimicrobiens, tels que les composés phénoliques, les
flavonoides, les phytoalexines et les protéines PR (Pathogenesis Related Proteins). A titre
d’exemple, une étude réalisée par Fortunato et al. (2015) montre que le Si augmente la
résistance du soja a I'agent pathogene Corynespora cassiicola en induisant, au niveau des
zones nécrotiques (sites d’infection), I’activité des chitinases, des B-1-3-glucanases, des PAL,
des POX et des PPO. Dans ce cas, le Si agirait soit comme un « modulateur », c’est-a-dire un
«stimulateur» ou un «activateur» des réactions de défense de la plante (voir § Il.4). Par
ailleurs, le Si permettrait d’améliorer la résistance systémique des plantes aux stress en
induisant la synthése de phytohormones, tels que |'acide salicylique (SA), I'acide jasmonique
(JA) et I'éthylene (Datnoff et al., 2001; Fauteux et al., 2005; Etesami et al., 2018) capables de

diffuser dans toute la plante (Figure 1.19).

11.2.4.B. Mode d’action du Si chez les plantes soumises a un stress nutritionnel

Dans la littérature, les effets du Si sur la nutrition minérale des plantes concernent
majoritairement le phosphate (P) et le potassium (K). Ainsi, le prélevement par les plantes du
P est stimulé par un apport de Si (Ma, 2004; Eneji et al., 2008). Ces effets seraient la
conséquence de mécanismes induits in planta par le Si, comme par exemple une

augmentation des phosphorylations (Cheong et Chan, 1973).

L'apport de Si améliore la disponibilité du potassium (K) dans le sol (Chen et al., 2016).
Par ailleurs, une étude réalisée par Miao et al. (2010), montre que |'application de Si chez des
plantes de soja carencées en K engendre une meilleure croissance et un meilleur statut interne
de K. L'apport de Si réduit aussi la peroxydation des lipides membranaires induite par une
carence en K viag une augmentation de I'activité d’enzymes antioxydantes (Etesami et al.,

2018).
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Figure 1.19: Mécanismes d'action du silicium dans I'amélioration de la résistance des plantes aux stress
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Outre les effets positifs avérés d’un apport de Si sur la nutrition potassique et phosphatée
des plantes, il n’existe a notre connaissance aucune autre étude rapportant des effets du Si
en réponse a d’autres carences en macronutriments. Dans ce travail de these, I'effet d’'un
apport en Si sur I'atténuation des effets d’un stress azoté a donc été étudié chez le colza
(Brassica napus L.), une espéece de grande culture connue pour étre particulierement sensible

a ce stress (car trés exigeante en N) et peu accumulatrice de Si.

lIl. Problématique et objectifs de recherche

Comme précisé dans cette synthése bibliographique (cf §.1.2), en dépit de sa bonne
capacité a absorber I'azote minéral, le colza présente une faible efficience d’usage de cet
élément (EUA) notamment a cause de sa mauvaise efficience de remobilisation de I'N (ERA;
Malagoli et al., 200543, b; Tilsner et al., 2005; Gombert et al., 2006) lors de la sénescence
séquentielle. Ainsi, au cours de la période végétative, les feuilles sénescentes chutent avec
des teneurs en N résiduel élevées pouvant atteindre 2 a 3% de la matiére séche (Rossato et
al., 2001; Malagoli et al., 2005a et b). Cette perte d’N affecte le rendement de la culture et
contribue également a (i) la pollution des nappes phréatiques via la lixiviation du nitrate et (ii)
la pollution de I'air via la production de GES (gaz a effet de serre) liés a la volatilisation de gaz
tels le protoxyde d’azote. Une approche de modélisation visant a identifier les potentiels
leviers d’amélioration de l'indice de récolte d’azote chez le colza, a montré qu’une
augmentation de la durée de vie des feuilles permettrait un meilleur synchronisme entre la
période de vidage de ces organes et le remplissage des grains qui pourrait conduire a une
augmentation du rendement grainier d’environ 15% sans modifier les apports d’intrants N

(Malagoli et al., 2005b).

Plusieurs études montrent des possibilités d’amélioration de I'Efficience d’Usage de
I’Azote (EUA) chez le colza, par exemple en agissant sur I'Efficience d’Assimilation de I’Azote
(EAA) et/ou sur I'Efficience d’Absorption de I’Azote (EAbA) (Schulte auf’m Erley et al., 2007;
Good et Beatty, 2011). Toutefois, dans un contexte de réduction des intrants azotés,
I'optimisation de I'Efficience de Remobilisation de I’Azote (ERA) des feuilles sénescentes est

probablement I'un des principaux leviers pour améliorer |'Efficience d’Utilisation de I’Azote






(EUtA) du colza. En effet, une augmentation de la remobilisation des organes sénescents ou
de la durée de vie des feuilles, permettrait de mieux mobiliser I'N stocké dans ces organes
sources et ainsi de limiter sa perte via la chute des feuilles sénescentes. De plus, une telle
stratégie pourrait également conduire a un maintien, voire une augmentation, des
rendements en réponse a de faibles apports d’intrants azotés (Malagoli et al., 2005b) et ainsi
améliorer le bilan agro-environnemental de la culture du colza (Masclaux-Daubresse et al.,

2010; Gregersen et al., 2013).

La remobilisation de I’'azote lors de la sénescence apparait donc comme un processus
essentiel dans I’élaboration du rendement grainier du colza. En effet, une sénescence trop
précoce induite par des facteurs exogénes (comme une carence en azote) provoque la chute
précoce des organes végétatifs limitant ainsi la fourniture de nutriments aux organes en
croissance (organes puits) et notamment les grains chez I'orge et le blé (Gregersen et al.,
2008, Lobell et al., 2012). A I'inverse, une sénescence foliaire retardée permet de maintenir
I'activité photosynthétique de la plante et ainsi, la production de molécules carbonées

nécessaires a |'élaboration du rendement (Richards, 2000; Long et al., 2006).

Dans un contexte de limitation des apports azotés et d’optimisation de I'EUA ou plus
précisément de I'ERA du colza, une modification des pratiques culturales consistant a
effectuer un apport de silicium représente une alternative particulierement intéressante. En
effet, outres les études montrant un effet bénéfique d’un apport de Si pour améliorer la
résistance aux stress biotiques et abiotiques (Frew et al., 2018), une étude récente montre
pour la premiere fois qu’un apport de Si effectué sur des feuilles détachées d’Arabidopsis
thaliana sur-exprimant un transporteur de Si de riz (OsLsil), s"accompagne d’un retard de
sénescence foliaire (Markovich et al., 2017). Cette étude constitue une piste de recherche

trés intéressante pour améliorer le bilan agro-environnemental de la culture du colza.

La thématique de recherche développée au cours de cette thése a consisté, dans un
premier temps, a étudier les effets d’un apport de Si sur la sénescence séquentielle et
I’absorption d’azote chez de colza (Brassica napus L.) soumis ou non a une privation en N.

(Article 1 publié dans Frontiers in Plant Science : doi : 10.3389/fpls.2018.00516).

Dans un deuxieme temps, une expérimentation a été réalisée sur un dispositif de cases

lysimétriques d’une part, pour valider, en conditions de plein champ, les résultats obtenus






en conditions controlées et d’autre part, pour évaluer 'impact d’un apport de Si (12 Kg ha"
1) sur les performances agronomiques du colza et notamment son rendement et la qualité
de ses graines (Article 2 : en cours d’expertise dans « Journal of Plant Nutrition and Soil

Science»).

Enfin dans une derniére partie, une étude visant a mieux appréhender I'impact d’un
apport de Si sur la régulation du transcriptome racinaire de plantes de colza cultivées en

hydroponie est présentée sous la forme d’un article actuellement en préparation.

Les travaux conduits au cours de cette thése ont d’ores et déja fait 'objet de plusieurs

communications orales et affichées dans des congrés nationaux et internationaux :

v" Haddad, C., Arkoun, M., A., Yvin, J. C., Etienne, P. & Lainé, P. (16 au 17 mars 2017).
Effect of silicon on foliar senescence and nitrogen remobilization in Brassica napus L.
20°™e Journées de |'école doctorale (EANBISE) au Havre (France). Poster

v' Haddad, C., Arkoun, M., A,, Yvin, J. C., Etienne, P. & Lainé, P. (12 au 13 juillet 2017).
Effect of silicon on growth and nitrogen nutrition of Brassica napus L. Journées SFR
Normandie Végétale a Rouen (France). Poster.

v' Haddad, C., Arkoun, M., A., Yvin, J. C., Etienne, P. & Lainé, P. (21 au 24 aodt 2017).
Effect of silicon on foliar senescence and nitrogen remobilization in Brassica napus L.
18™ International Plant Nutrition Colloquium (IPNC) a Copenhague (Danemark).
Poster.

v' Haddad, C., Arkoun, M., A., Yvin, J. C., Etienne, P. & Lainé, P. (27 au 30 novembre
2017). Silicon increases leaf life span in N-deprived Brassica napus L.. 3™
biostimulants world congress en Floride (Etats-Unis). Poster (Prix du meilleur
poster).

v" Haddad, C., Arkoun, M., Jamois, F., SCHAWARZBENBERG, A., Yvin, J. C., Etienne, P. &
Latné. (22 au 23 mars 2018). Effect of Silicon supply on leaf senescence in nitrogen
deprived Brassica napus L. plants. 21™¢ Journées de I'école doctorale (EdNBISE) a
Rouen (France). Communication orale.

v" Haddad, C., Arkoun, M., A,, Yvin, J. C., Etienne, P. & Lainé, P. (17 au 18 Mai 2018). Silicon
promotes a delay of leaf senescence of Brassica napus L. grown in nitrogen deficiency.
Journées SFR Normandie Végétale a Deauville (France). Poster.

v" Haddad, C., Arkoun, M., A., Yvin, J. C., Etienne, P. & Lainé, P. (25 au 27 Juin 2018).
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Tableau Il.1: Composition de la solution nutritive utilisée pour les cultures réalisées en conditions
controlées.

Macroélements [conc finale] mM Oligoéléments | [conc finale] uM
NH,NO; 1 H,BO, 14
K,SO4 1 MnSO,, H.0
KH,PO, 0,4 ZnS0,, 7H,0
K,HPO, 0,15 NiCl, 6H,0
CaCl,, 2H20 3 Cuso,, 5H,0 0,7
MgSO., 7H,0 0,5 (NH,)s M0,0,, 0,7
EDTA, 2NaFe, 3H,0 0,2 CoCl, 0,1
KCl 1
MgCl,, 6H,0 0,5
CaCOs 0,9
’ Récolte (D0)

Partie aériennes

’ Une semaine ‘

Analyses
RNA-seq

Partie racinaires // AN

2

Solution nutritive (ImM
NH4NOs)+ Na,Sio, (1,7mM)

) - Partie aériennes
Solution nutritive

NH4NOs (1mM)

Analyses
RNA-seq

-Si Partie racinaires // I N

Solution nutritive (1mM
NH4NOs) + NaCl (3,4 mM)

Figure Il.1: Protocole expérimental suivi pour la réalisation des analyses transcriptomiques et
métabolomiques. les plantes de colza sont cultivées en hydroponie avec une solution nutritive contenant
1mM de NH,NO;. Aprés la formation de la 4™ feuille vraie, les plantes sont réparties en deux lots: le
premier regoit un apport de 1,7 mM de Si (Na,SiO;), tandis que le deuxieme lot ne regoit pas de Si (-Si;
témoin). Apres une semaine de culture (DO), les plantes sont récoltées, les parties racinaires étant
séparées des parties aériennes. Les analyses transcriptomiques sont réalisées sur les échantillons
racinaires.

Na,SiO, + 2HCI +H,0 ———  2NaCl + Si(OH),

Silicate de sodium Acide orthosilicique

Figure 11.2: Formation d’acide orthosilicique (Si(OH),) a partir de silicate de sodium (Na,SiO;) en
solution aqueuse acide (pH 5,6) (adapté d’aprés Yamagata et al., 2012).



Chapitre Il : Matériels et méthodes

Le silicium (Si) étant un élément constitutif du verre, les expérimentations et dosages
décrits ci-aprés ont été réalisés en utilisant du matériel de laboratoire en polypropyléne pour

limiter les contaminations.

I. Matériel végétal et conditions de culture

I.1. Culture des plantes en conditions controlées (articles 1 et 3)

Des graines de colza d’hiver variété « Citizzen » sont stérilisées en surface avec de
I’éthanol (80% v/v) pendant 30 secondes puis avec de I’hypochlorite de sodium (20% v/v)
pendant 20 minutes sous agitation avant d’étre rincées abondamment a I'eau osmosée. Ces
graines sont ensuite mises a germer sur de la perlite imbibée d’eau osmosée pendant 4 jours
a l'obscurité. Puis, les plantules sont exposées a la lumiére naturelle en présence d’'une
solution nutritive dont la composition est décrite dans le Tableau Il.1. Juste apres I'émergence
de la premiere feuille vraie (au bout de 2 semaines), les plantules sont transférées dans des
bacs en plastique contenant 20L de solution nutritive (Tableau Il.1) et exposées a la lumiére
naturelle supplémentée par des lampes a vapeur de sodium haute pression (MASTER
GreenPower T400W, Philips) dispensant un rayonnement photosynthétiquement actif (PAR,
« Photosynthetically Active Radiation ») d’environ 450 umoles de photons.m™2.s! au niveau
de la canopée. La thermopériode et la photopériode appliquées sont de 20°C/16h (jour) et
15°C/8h (nuit). Aprés I'émergence des quatre premiéres feuilles vraies, les plantes sont
séparées en deux lots :

-un premier lot de plantes (+Si; Figure Il.1) est cultivé en présence de la solution
nutritive décrite précédemment (Tableau Il.1) a laquelle est additionné du Si (+Si) sous forme
de silicate de sodium (NazSiOs, 9H;0) a raison de 1,7mM. 600 ml de HCI (0.1 M) sont ajoutés
dans chacun des bacs afin de permettre, la formation d’acide orthosilicique (Si(OH)4) forme
de Si absorbable par les plantes, a partir du silicate de sodium (NaxSiOs), (Figure 11.2).

-un second lot de plantes (-Si; témoin; Figure 1l.1) est cultivé avec la méme solution
nutritive (Tableau I1.1) a laquelle est ajouté une solution de NaCl (3,4 mM) afin de compenser
I'apport de NaCl lié a la formation d’acide d’orthosilicique (coproduit de la réaction; Figure

11.2) obtenu en condition +Si.
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Figure 11.3: Protocole expérimental suivi pour I'étude de lI'effet d’un apport de Si sur la sénescence
foliaire du colza induite par une privation en N. Aprés leur germination, les plantules de colza sont
cultivées en hydroponie avec une solution nutritive contenant 1 mM NH,NO,. Les plantes sont ensuite
réparties en deux lots: un lot prétraité avec 1,7 mM de Si (+Si) et I'autre sans Si (-Si). Aprés une semaine
(D0), les plantes sont a nouveau séparées en deux: la moitié de chacun des deux lots précédents (+Si et —
Si) est maintenu sur 1mM de NH,NO; (-Si+N et +Si+N) tandis que 'autre moitié est soumis a une privation
en N afin d’induire la sénescence foliaire (-Si-N et +Si-N). Aprés 12 jours (D12) les plantes privées d’N sont
réalimentées pendant 9 jours (D21) avec une solution nutritive contenant 1 mM NH,NO;dans le but de
suivre leur capacité de récupération suite a un stress azoté. Les plantes sont récoltées a 0, 3,6, 9, 12 et 21
jours apres le prétraitement Si (DO).



Les solutions nutritives sont continuellement aérées, renouvelées tous les 3 jours et leur
pH est controlé et ajusté si besoin a 5,6. Pour les expérimentations présentées dans I'article
3, les plantes sont récoltées aprés une période de prétraitement au Si d’une semaine (DO;
Figure Il.1). Pour les expérimentations présentées dans I'article 1, les plantes sont, apres cette
période de prétraitement au Si (D0), a nouveau réparties en deux lots : la moitié de chaque
lot de plantes (-Si et +Si) est maintenue sur une solution contenant 1 mM de NH4NOs (-Si+N;
+Si+N), alors que I'autre moitié est privée en N (ON; -Si-N; +Si-N) pendant 12 jours (D12) afin
notamment d’étudier I'effet d’un prétraitement en Si sur la progression de la sénescence
foliaire induite par la privation en N (Figure 11.3).

Les plantes privées en azote (-Si-N; +Si-N) sont ensuite réalimentées en azote (1mM de
NHsNOs) pendant 9 jours (D21) dans le but d’étudier I'effet du prétraitement Si sur leur

capacité « a récupérer » apres une période de privation N (Figure 11.3).

I.2. Culture des plantes en conditions de plein champ (cases lysmétriques; article 2)

Cette expérimentation menée en conditions plein champ est réalisée sur le dispositif de
cases lysimétriques situé a Lieury (Commune de I'Oudon, Calvados). Des graines de colza
(Brassica napus L. variété « Citizzen ») ont été semées le 17 septembre 2017 (Figure 11.4) dans
une pépiniére située a proximité des cases lysimétriques. Aprés I'apparition de la 4°™e feuille
vraie, les plantules sont repiquées dans 15 cases lysimétriques (superficie: 1,96 m?,
profondeur de sol : 1,10 m) a une densité de 60 plantes par case, soit 30 plantes/m? (Figures

1.4 et II.5).

Au stade C1 (stade reprise de végétation; 17 mars 2017), toutes les cases lysmétriques
sont fertilisées avec 40 kg ha' de Phosphore (sous forme de P,0s), 50 kg ha de Potassium
(sous forme de K;0) et 30 kg ha™' de Soufre (sous forme de MgS0a,) (Figure I1.5). A la méme
date, 6 cases recoivent une fertilisation N (sous forme de NH4NOs) de 30 kg ha'%, 6 autres cases
recoivent une fertilisation de 80 kg ha™ tandis que les 3 derniéres, qui constitueront le
traitement ON, ne recoivent aucune dose d’azote. Le 31 mars 2017, un deuxiéme apport de
30 ou 80 kg de N ha! est réalisé seulement sur les cases précédemment fertilisées en N de

maniére a obtenir une fertilisation N finale de 60 (60N) et 160 (160N) kg de N ha™! (Figure I1.5).
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Figure 11.5: Protocole expérimental mis en place pour étudier I'effet d’'un apport de Si chez des plantes de
colza cultivées en conditions de plein champ. Des plantules de colza (Brassica napus L. variété « Citizzen »)
provenant de graines semées le 17 septembre 2016 dans une pépiniere située a proximité des cases,
lysimétriques sont repiquées (stade 4¢me feuille vraie apparente) sur des cases lysimétriques (17 mars
2017) a une densité de 30 plantes/m? (surface de la case: 1,96 m?). A cette méme date, toutes les cases
lysmétriques sont fertilisées avec 40 kg ha' de Phosphore (sous forme de P,0Os), 50 kg hal de Potassium
(sous forme de K,0) et 30 kg ha™ de Soufre (sous forme de MgS0O,). De plus, 6 cases regoivent une
fertilisation N (sous forme de NH,NO;) de 30 kg hal, 6 autres cases regoivent une fertilisation de 80 kg ha!
tandis que les 3 dernieres (qui constitueront le traitement ON) ne recoivent aucune dose d’azote. Le 31
mars 2017, un deuxiéme apport de 30 ou 80 kg de N ha! est réalisé sur les cases précédemment fertilisées
en N de maniére a obtenir une fertilisation finale de 60 (60N) et 160 (160N) kg de N ha™. Les plantes de la
moitié des cases 60N et 160N recoivent un apport fractionné de Si (4 apports: 1 kg ha?! au stade C1, 1 kg
hal au stade E et deux apports de 5 kg ha au stade F) sous forme de Si(OH), afin d’obtenir une dose finale
de 12 Kg halde Si (60N+Si et 160N+Si). Pour chaque case, la moitié des plantes (soit une surface de 1 m?)
est récoltée au stade « Floraison; T1: 16 mai 2017) alors I'autre moitié est récoltée au stade « graines
matures; T2: 07 Juillet 2017).



La moitié des cases 60N et 160 N recoivent un apport fractionné de Si (4 apports: 1 kg ha' au
stade C1, 1 kg ha* au stade E et deux apports de 5 kg ha! au stade F; Figure I1.5) sous forme
de Si(OH)4 afin d’obtenir une dose finale de 12 Kg ha de Si (60N+Si et 160N+Si).

e . 2 . .
Pour chaque case, la moitié des plantes (soit une surface de 1 m) est récoltée au stade
« Floraison; T1 : 16 mai 2017) alors que I'autre moitié est récoltée au stade « graines matures;

T2 :07 Juillet 2017).

Il. Analyses physiologiques, élémentaires et biochimiques

II.L1. Mesure de I'activité photosynthétique et estimation de la teneur en chlorophylles
(Articles 1 et 3)

Dans le cadre de I'expérimentation décrite dans l'article 1 (section § 1ll.1.1), la feuille

mature de chaque plante a été repérée juste avant I'apport de Si. Une estimation de sa teneur

en chlorophylles ainsi que son activité photosynthétique ont été mesurées quotidiennement

chez les plantes témoins (-Si+N; -Si-N) et les plantes traitées au Si (+Si+N; +Si-N).

11.1.1. Estimation de la teneur en chlorophylles (Articles 1 et 3)

La teneur en chlorophylles des feuilles matures est estimée a I’aide d’une pince SPAD «Soil
Plant Analysis Development» (SPAD modele 502, Minolta, Japon). Cet appareil est pourvu
d’une fenétre émettant des radiations rouges (650 nm) et infrarouges (940 nm) (Figure 11.6)
qui traversent la feuille et sont ensuite captées par un récepteur qui les convertit en signal
analogique puis numérique. Le rapport entre les intensités des radiations rouges (650nm,
spécifiques de des chlorophylles) et infrarouges (faiblement absorbées par les chlorophylles)
permet d’estimer les teneurs en chlorophylles (exprimées en unité arbitraire ou unité SPAD;
Figure 11.6). Plus la valeur indiquée est élevée, plus la teneur en chlorophylles est élevée.

Les teneurs en chlorophylles ont été mesurées quotidiennement sur 6 plantes de chaque
traitement et pour chaque répétition biologique, 10 mesures ont été réalisées a des endroits

différents du limbe.

11.1.2. Mesure de 'activité photosynthétique (Articles 1 et 3)
Les mesures de l'activité photosynthétique des feuilles matures sont mesurées
guotidiennement entre 9h00 et 10h00 a I'aide d’un systeme de mesures d’échanges gazeux

portatif LI-6400 (LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA; Figure 11.7). Cet appareil de mesure est
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Figure 11.6: principe de mesure des teneurs relatives en chlorophylles a I'aide du SPAD modéle 502
(Minolta, Japon). Deux faisceaux (rouge et infrarouge) sont émis par la pince qui enserre le limbe.
Les faisceaux traversent la feuille et sont captés par la cellule réceptrice, I'énergie photonique est
alors convertie en signal numérique. Le rapport des intensités lumineuses (rouge et infrarouge)
permet de définir une teneur relative en chlorophylles exprimée en unité SPAD (unité arbitraire). Plus
la valeur indiquée est élevée, plus la teneur en chlorophylles est élevée.
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Figure 11.7: Appareil de mesure de l'activité photosynthétique LICOR (LI-6400 (LICOR, Lincoln,
Nabraska, USA). Le LICOR est piloté par une interface logicielle mesurant et enregistrant la transpiration,
la conductance et la photosynthese sur une surface foliaire. Il est constitué d’une console assurant la
gestion des données et le pilotage de I'appareil (A) ainsi que d’'une chambre de mesure (B) ou sont
mesurés les flux gazeux et I’humidité au contact de la partie de la feuille séquestrée. Les mesures sont
effectuées a l'aide de deux analyseurs de gaz (IRGA: Infra Red Gas Analyser) 'un mesurant l'air de
référence extérieur, et I'autre I’air de la chambre ou se trouve I'échantillon.




constitué d’une pince qui enregistre des variations de teneurs en CO; et en H,O sur une
surface foliaire de 6 cm?. L’'ensemble des mesures est réalisé a une température de 20°C, sous
une atmosphére de 400 ppm de CO; et un PAR (Photosynthetic Active Radiations) de 400
umol.m=2.s! (Figure I1.7). Pour chaque traitement, des mesures sont effectuées sur 6 plantes

et 3 mesures sont réalisées a des endroits différents du limbe.

1I1.2. Analyses élémentaires

Toutes les analyses élémentaires menées dans le cadre de ces travaux de these ont été
effectuées sur la plateforme d’isotopie de Normandie (PLATIN’) de la SFR ICORE de l'université

de Caen Normandie.

1.2.1. Analyse de l'azote total par spectrométrie de masses isotopiques (IRMS)
(Articles 1 et 2)

L'analyse de l'azote total est réalisée a I'aide dans un analyseur élémentaire C/N/S
(EA3000, Euro Vector, Milan, Italie) couplé a un spectrométre de masse de mesures de ratio
isotopique (IRMS; Figure 11.8). Ces analyses ont été réalisées sur la plateforme d’isotopie de
Normandie (PLATIN’) de la SFR ICORE de l'université de Caen Normandie

Les échantillons lyophilisés et finement broyés sont pesés précisément dans une capsule
en aluminium de fagon a analyser entre 80 et 100 ug d’azote. Chaque échantillon est injecté
dans une colonne de combustion en présence d’un flux constant d’hélium afin d’éviter une
contamination par le dioxyde de carbone et I'azote de l'air (Figure 11.8). Les échantillons
subissent ensuite une combustion totale afin de passer a I'état gazeux (N2, CO3, H20 et oxyde
d’azote), grace a une élévation de température (1030°C) assurée par un apport d’oxygeéne en
téte de la colonne d’oxydation constitué d’oxyde de chromium et de cobalt. Les échantillons
sous forme gazeuse sont réduits (réduction des gaz en N; et CO;) suite a leur passage dans
une colonne de cuivre métallique chauffée a 650°C. Aprés piégeage de I’H,0 dans une colonne
contenant du perchlorate de magnésium et du carbosorb®, le N, et le CO; sont séparés sur
une colonne de chromatographie en phase gazeuse a 45°C avant d’étre injectés dans le
spectrometre de masse ou ils sont dans un premier temps ionisés (Figure I1.8). Dans un
deuxiéeme temps, les ions moléculaires positifs ainsi formés sont accélérés dans un champ
électrique puis déviés par un champ magnétique, leur angle de déviation étant directement

affecté par le rapport de leur masse (m) sur leur charge (z). Toutes les molécules de N ionisées
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Figure 11.8: Analyseur élémentaire C/N/S (EA3000, Eurovector) couplé au spectrométre de masse de ratio
isotopique (IRMS, Isotope Mass Spectometer, Isoprime GV Instrument) utilisé pour déterminer les
teneurs en azote des échantillons . GC: Gas Chromatography (chromatographie en phase gazeuse); TCD:
Thermal Conductivity Detector (détecteur a conductibilité thermique).



étant de méme charge, leur angle de déviation est donc uniguement dépendant de leur
masse. Ainsi, la déviation de I'azote moléculaire de masse 28 (**N*4N) sera plus importante
que celle de I'azote de masse 29 (}*N*°N), elle-méme plus importante que celle de I'azote de
masse 30 (*°N'°N). Les ions sont ensuite collectés par trois détecteurs et les signaux qui en
résultent sont ensuite amplifiés puis transmis a un systeme informatique (Figure 11.8).

La quantification de I'azote est réalisée en faisant la somme des signaux obtenus a partir
des masses 28 (**N*N), 29 (**N*°N) et 30 (*>N*°N). L’analyseur IRMS fournit directement le
pourcentage d’azote (% N) et la quantité de N total (Qt N) dans un tissu donné est calculée
comme suit :

Qt N = (%N * MS)/100 ot MS = matiere seche de I’échantillon

11.2.2. Analyses multi-élémentaires par spectrométrie de masse haute résolution a
plasma a couplage inductif (ICP-MS-HR) (Article 2)

Les macroéléments (Na, Mg, P, S, Ca et K) et les microéléments (Mo, Cd, Pb, B, Mn, Fe, Co,

Ni, Cu, Zn et Se) sont analysés par ICP-MS-HR a partir de 40 mg de matiére seche. Les
échantillons préalablement broyés sont minéralisés par I'action d’acide nitrique (HNO3) et
d’un agent oxydant (H20;) avant d’étre analysés a I'lCP-MS-HR. Pour ce faire, 900 ul d’eau
ultra pure et 1 ml de solution composée d’'un mélange de HNOs: H,0; (soit 800 pl de HNO3
(qualité Optima Grade (Fisher)) + 200ul de H,0; (Qualité PlasmaPURE plus 30-32 % (SCP
Science)) sont ajoutés au 40 mg de MS contenus dans un tube en téflon de 50 ml (Figure 11.9A).
100 pul de solution de standards internes sont ensuite ajoutés (Gallium : 10 ppm; Rhodium : 3
ppm; Iridium : 2 ppm). Les tubes en téflon sont ensuite fermés puis placés dans un rotor
HVT50 T16 avant d’étre mis au four a micro-ondes pour un cycle de minéralisation qui
comprend 4 étapes et dure 47 minutes (Figure 11.9.B) : 5 minutes d’augmentation de
température pour atteindre 130°C, 2 minutes a 130 °C, 5 minutes d’augmentation de
température pour atteindre 190 °C et 35 minutes a 190°C (Figure 11.10). Les tubes sont ensuite
refroidis pendant une vingtaine de minutes. Les échantillons minéralisés sont repris dans 50
ml d’eau ultra pure puis filtrés a I'aide d’un filtre téflon de 0,45 um avant d’étre analysés par

ICP-MS-HR.

Les analyses élémentaires sont effectuées a I'aide d’un ICP-MS HR Element2 (Thermo

Fisher Scientific, France). L’échantillon liquide est prélevé par une aiguille pour étre acheminé



Figure 11.9: Dispositif de minéralisation acide des échantillons dans un four a micro-onde.
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Figure 11.10: Cycle de minéralisation au micro-ondes (Multiwave ECO, Anton Paar, les Ulis, France)
suivi pour la digestion des échantillons avant analyses ICP-MS-HR.



jusqu’a la chambre de nébulisation cyclonique ou il est nébulisé en fines gouttelettes (Figure
1.11). Le gaz vecteur (argon) entraine environ 6 ul de I’échantillon dans la torche a plasma qui
ionise I’échantillon. Une fois ionisé, les ions subissent une accélération électrique et transitent
via une optique de transfert vers un champ magnétique ou ils sont séparés en fonction de leur
rapport masse/charge (m/z) (Figure I1.11). Avant d’arriver au détecteur, les ions traversent un
champ électrique qui élimine les ions de trop faible énergie cinétique. Apres ce double filtrage,
chaqueion arrive sur un détecteur qui mesure un nombre de coups par seconde, celui-ci étant
proportionnel a la teneur de I'’élément dans I’échantillon végétal. Le signal est ensuite intégré
par une interface informatique qui donne les résultats directement en parties par million

(ppm : pg gt de MS) (Figure 11.11).

Concernant le Si, des essais de quantification par cette méthode ont été réalisés mais
n‘ont pas donné de résultats satisfaisants notamment du fait que le Si est piégé par des
particules d’aluminium au cours de I'étape de préparation des échantillons, ce qui conduit a
une importante sous-estimation des teneurs en Si in planta. De ce fait, une méthode

colorimétrique a été mise au point pour doser cet élément.
11.2.3. Dosage du Silicium (Si) par colorimétrie (Article 1)

La méthode de dosage de Si a été adaptée a partir de la méthode décrite par Dai et al.
(2005).
Le Si absorbé par les plantes étant principalement accumulé sous forme amorphe au niveau
pariétal, il est nécessaire de procéder a une minéralisation afin de doser I'’ensemble du Si
contenu dans la plante. Dans la littérature, il existe plusieurs méthodes de minéralisation du
Si, comme par exemple, la minéralisation acide (Nayar et al., 1975) nécessitant |'utilisation
d’acides forts tels que l'acide perchlorique (HCIO4), I'acide nitrigue (HNOs) ou l'acide
sulfurique (H2S04) ou encore via I'utilisation combinée d’un acide faible, I'acide fluorhydrique
(HF) et d’un acide fort, I'acide chlorhydrique (HCI; Saito et al., 2005). L'utilisation de ces
méthodes est particulierement délicate du fait de la présence d’acides forts ou d’acide

fluorhydrique, extrémement toxique.

D’autres études rapportent que le Si peut aussi étre minéralisé en présence de produits
chimiques fortement alcalins tels que le carbonate de sodium (Na;COs) et I’hydroxyde de

sodium (NaOH). Cette méthode exige I'utilisation de creusets en platine trés onéreux pour
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Figure 11.11: Trajet des ions en ICP-MS-HR (Element 2, Thermo Fisher, France). Les fleches rouges
représentent le trajet suivi par I'échantillon qui est dispersé en fin aérosol suite a sa collision avec le flux
d’argon dans la chambre de nébulisation. L'échantillon est ensuite introduit dans la torche plasma ou il
est ionisé avant de traverser l'interface qui va permettre le transfert des ions vers le spectromeétre de
masse. A la sortie de I'interface, les ions sont envoyés dans un champ magnétique ou ils seront séparés
en fonction de leur rapport masse/charge (m/z) avant de traverser un champ électrique qui éliminera les
ions de trop faible énergie cinétique. Pour chaque ion, le détecteur mesure les impulsions électriques
générées (en coups par seconde) et le signal est ensuite intégrer par une interface informatique qui
donne la teneur exprimée en partie par million (ppm: pg g* MS).




travailler a des tres hautes températures (1000 °C dans un four a moufle). Par ailleurs, elle
nécessite |'utilisation d’acides forts (HCl ou H2SO4) pour reprendre le minéralisat obtenu (Liang
etal., 2015). Enfin, une derniére méthode de minéralisation par autoclave (Autoclave-Induced
Digestion : AID) en présence de NaOH, décrite par Dai et al. (2005) a été retenue de par ses
caracteres peu dangereux et peu colteux. Ainsi, apres lyophilisation et broyage, a 100 mg de
MS sont ajoutés 3 ml de NaOH (50% v/v). Le mélange est vortexé avant d’étre autoclavé a
121°C pendant 20 minutes et le volume est ajusté a 10 ml avec de I'eau ultra pure. Ces
solutions sont ensuite dosées par la méthode colorimétrique au bleu de silico-molybdate
(Hallmark et al., 1982; Dai et al., 2005) : 160 ul d’échantillon sont ajoutés a 1200 pl d’acide
acétique (20% v/v). 400 ul de molybdate d’ammonium (43,7 mM; pH 7) sont ensuite ajoutés
a ce mélange qui aprés homogénéisation est laissé a température ambiante pendant 5
minutes pour favoriser la formation de complexes silico-molybdates. 200 pl d’acide tartrique
(20%) sont ensuite ajoutés afin de minimiser les interférences avec le phosphore (P) via la
formation de complexes phospho-molybdate. 40 ul de solution réductrice (2 g de Na;SOs et
0,4 g d'acide 1-amino-2-naphtol-4-sulfonique, 25 g de NaHSOs dissouts et ajustés a 250 ml
avec de l'eau ultra pure) sont ajoutés pour permettre la réduction du complexe silico-
molybdate (apparition d’une coloration bleue). Aprés 30 minutes, I'absorbance est mesurée a
une longueur d'onde de 650 nm et les concentrations en Si sont déterminées en se référant a
une droite d’étalonnage dont les concentrations sont comprises entre 0 et 100 mg L™ (Figure

11.12).

Cette méthode de dosage du Si a été validée au laboratoire grace a I'utilisation d’un
standard de référence certifié : une poudre de feuilles de citronnier (CRM NCS ZC73018 : Citrus
Leaves - Sylab) dont la teneur en Si (0,4 %) correspond a une moyenne des teneurs obtenues

par six laboratoires internationaux indépendants.

11.3. Analyses biochimiques

11.3.1. Détermination des teneurs en peroxyde d’hydrogéne (H20:) (Article 1)

Le dosage de peroxyde d’hydrogéne (H20:) dans les tissus végétaux est effectué en suivant
la méthode décrite par Yu et al. (2003). 200 mg de MF sont repris dans 3 ml de tampon
phosphate (50 mM; pH 6,5; 4°C). Le mélange est ensuite centrifugé (11500 g; 4°C) pendant
15 minutes puis 1 ml de TiCls (0.1% dans H2S04 20% (v/v)) est ajouté au surnagent (3 ml) avant

centrifugation (11500 g) a température ambiante pendant 15 minutes. L'absorbance du
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Figure 11.12: Droite d’étalonnage du dosage du silicium réalisée a partir de solutions standard de SiO,.

Figure 11.13: Systeme UHPLC-MS/MS utilisé pour le dosage des phytohormones. Ce systéme est constitué
d’une chromatographie liquide ultra haute pression (UHPLC, Nexera X2 UHPLC system, Shimadzu, Japan)
couplé a un spectrométre de masse QTrap 6500+ (Sciex, Canada) équipé d'une source électrospray (ESI:

Electro Spray lonisation).




nouveau surnageant est mesurée a 410 nm et les concentrations en H,0; (exprimées en umol
g MF) sont calculées en utilisant le coefficient d’extinction molaire de ce composé: Euzoz =

0,28 uM*cm™,

11.3.2. Détermination des teneurs en malondialdehyde (MDA) (Article 1)

Les teneurs en malondialdehyde (MDA) dans les tissus végétaux sont déterminées en
utilisant la méthode a I'acide thiobarbiturique (TBA) décrite par Hasanuzzaman et al. (2011).
A 200 mg de MF sont ajoutés 4 ml d’acide thiochloroacétique (TCA; 5%) et le mélange est
ensuite centrifugé a 5000 g pendant 30 minutes. Le surnageant (1 ml) est récupéré puis
mélangé avec 4 ml de TBA (0,5% de TBA dans 20% de TCA). Le mélange réactionnel est chauffé
au bain-marie a 95°C pendant 30 minutes puis rapidement refroidi sur la glace. L’absorbance
est ensuite mesurée a 532 et 600 nm. La concentration de MDA, exprimée en nmol g* MF, est
déterminée en effectuant la différence d’absorbances (As3;-Asoo) et en utilisant le coefficient

d’extinction du MDA : Evpa= 155 mM1cm™.

11.3.3. Détermination des teneurs en cytokinines (Article 1)

Les cytokinines ont été analysées au CMI de Saint Malo (Groupe Roullier) par
chromatographie liquide ultra haute pression (UHPLC) couplée a la spectrométrie de masse

en tandem (MS/MS) (Figure 11.13).

Les cytokinines sont extraites a partir de 10 mg de matiére fraiche préalablement broyés
en présence d’azote liquide et auxquels est ajouté 1 ml de solution MeOH/H,0/acide formique
(70%/29%/1%, v/v/v) contenant des étalons internes (0,2 ng/ml) marqués au deutérium
([2H4]-SA, [?Hs]-JA, [2He]-ABA, [?H2]-JA-ILE, [2H2]-GA4, [2H4]-1-aminocyclopropane carboxylic
acid (D-ACC), [?Hs]-Dihydrozeatin, [2Hs]-Dihydrozeatin riboside, [?Hg]N6-Isopentenyladenine,
[?He]N6-Isopentenyladenosine, [*Hs]-trans-zeatin, Dihydrophaseic acid (DPA), phaseic acid
(PA), [?Hs]-dihydrophaseic acid (D-DPA), and [?Hs]-phaseic acid (D-PA)). Le mélange est ensuite
agité pendant 30 minutes a température ambiante puis centrifugé pendant 20 minutes (16000
rom ; 4°C). Le surnagent est récupéré puis évaporé a sec sous azote en utilisant un systéme
Turbovap LV (Biotage, Suéde). Les extraits secs sont ensuite dissouts dans 2 ml d'acide
formique a 2% (v/v) avant purification sur colonne (SPE : solid-phase extraction; Evolute

express ABN 3mL-60 mg; Biotage, UK). L’élution des cytokines est réalisée par ajout de 2 ml






d’une solution MeOH/NH40H (95%/5%, v/v). L’éluat est évaporé a sec et repris dans 100 pl

d’eau ultra pure contenant 0,1% d’acide formique.

L'analyse des cytokinines est réalisée en utilisant un systéme Nexera X2 UHPLC (Shimadzu,
Japan) couplé a un spectrometre de masse QTrap 6500+ (Sciex, Canada) équipé d'une source
électrospray (ESI : Electro Spray lonisation) : 2 ul d’échantillon sont injectés dans une colonne
core-shell Kinetex Evo C18 (100 x 2,1mm, 2,6um, Phenomenex, USA). Les phases mobiles
(débit 0,7 ml min't) sont composées d'un solvant A contenant 0,1% (v/v) d'acide formique
(LCMS, Fluka analytics, Allemagne) et d’un solvant B contenant de |'acétonitrile (Fisher
Optima, Angleterre) et 0,1% (v/v) d’acide formique. Le gradient des deux solvants utilisé est
le suivant : 98% de solvant A et 2% de solvant B de 0 a 3 min, 80% de solvant A et 20% de
solvant B de 3 a 4 min, 75% de solvant A et 25% de solvant B de 4 a 4 min 30 et 100% de
solvant B de 4 min 30 a 6 min. Les échantillons élués de la colonne sont ensuite ionisés par la
source ESI (5 KV) produisant des ions positifs. Chaque composé est ensuite quantifié en

utilisant le logiciel MultiQuant V 3.0.2 (Sciex, Canada).

11.3.4. Détermination des teneurs en huile, en protéines et en glucosinolates des
graines par analyses NIRS (Near InfraRed Spectroscopy)

Les graines issues de I'expérimentation de I'article 2 ont été analysées a 'lUMR INRA IGEPP
de Rennes a l'aide d’un spectrometre portatif proche infrarouge monochromator (NIRSystem
model 6500, FOSS NIRSystem Inc, Silver Spring, MD) en mode réflectance. Les mesures ont
été obtenues a partir d’un scan réalisé sur environ 5 g de graines seches. Les résultats sont
calculés a I'aide une courbe de calibration externe établie pour les teneurs en huile, en
glucosinolates et en protéines dans les graines de colza (équation commercialisée par CRAW,
Gembloux, Belgique). Trois répétitions techniques sont effectuées pour chaque échantillon (3
répétitions biologiques) et les teneurs en huiles, en protéines et en glucosinolates sont
exprimées en fonction de la matiére séche des graines. Par ailleurs, le rapport ®6/®3 est

déterminé a partir des teneurs en acides linoléique (®-6) et linolénique (®-3).

11.4. Analyses moléculaires

11.4.1. Extraction des ARN:otaux €t analyses de I’expression des genes par PCR (Articles
1let3)
Les ARNiotaux SONt extraits a partir de 200 mg de matiére fraiche (feuilles matures et

racines) préalablement broyés dans |'azote liquide auxquels sont ajoutés 750 ul de tampon



Tableau I1.2: Séquences nucléotidiques des amorces utilisées pour I'amplification en Q-PCR. A: Adénine, T:
Thymine, G: Guanine, C: Cytosine.

Séquences nucléotidiques des amorces  n° d'accession du

géne

Sens 5'-TTTCGAGGGTGACAACATGA-3'

eHla Anti-sens 5-CCGTTCCAATACCACCAATC-3' XM_013854440.2

Sens 5'-CGGATAACCGTAGTAATTCTAG-3'

183 Anti-sens 5'-GTACTCATTCCAATTACCAGAC-3' KX709373.1

Sens 5'-ATGGTAACCGAAGTGCCTTG-3'

BnaNRTL.1 Anti-sens 5'-TGATTCCAGCTGTTGAAGC-3' A293028.1

Sens 5'-TGGTGGAATAGGCGGCTCGAGTTG-3'

BnaNRT2.1 Anti-sens 5'-GTATACGTTTTGGGTCATTGCCAT-3' AJ278360.1

Sens 5'-GTCCTTGACGCTGCAGCCGGTG-3'

AF188744.1
oS Ll Anti-sens 5'-CGGGCTGGCCCATCCATCAAC-3'
Sens 5'-ATAACGACCGCAGATTTTGG-3'
— XM_013862524.2
Anti-sens 5'-AGCTACGCCCGTAACAGCTA-3'
Sens 5'-GGATGTGCGAGTTTCATGTG-3'
BnaChit XM_013835916.2
Anti-sens 5'-TGATGAAAGCCTGACGAGTG-3'
Sens 5'-TGCAGTTTTGTCTGGACGAG-3'
Bnalon XM_013788930.2
Anti-sens 5'-CGCGGTAATTTTCAGGGTTA-3'
Sens 5'-GTCCTGGGAAGAACTCATGG-3'
Brapl XM_013843966.2

Anti-sens 5'-GGTAGGGACTCTGACGACGA-3'




d’extraction (LiCl 100 mM, Tris base 100 mM, EDTA 10 mM et SDS 1%, pH 8) et 750 pl de
phénol chaud (pH 4; 80°C). Le mélange est vortexé pendant 40 secondes avant d’ajouter 750
ul de chloroforme/alcool isoalylique (24/1, v/v). Aprés homogénéisation, le mélange est
centrifugé pendant 5 minutes (12000 g; 4°C). Le surnagent est ensuite récupéré et les acides
nucléiques sont précipités toute la nuit (4°C) par ajout de 750 uL de LiCl (4 M). Le lendemain,
le mélange est centrifugé a 4°C pendant 20 minutes (12000 g) puis le surnageant est éliminé.
Le culot contenant les acides nucléiques est repris dans 100 ul d’eau ultra pure. Les ARN sont
ensuite purifiés (dessalage et traitement DNase) a I'aide du Kit Qiagen RNeasy Mini Kit en

suivant le protocole préconisé par le fournisseur (Qiagen, Courtaboeuf, France).

Les ARN totaux sont dosés par spectrophotométrie UV a 260 nm (et a 280 nm) sachant
qu’une unité d’absorbance correspond a 40 pg ml™? d’ARNiotaux. La pureté des ARNiotaux €St
vérifiée grace au rapport des absorbances Azso/A2s0 dont la valeur doit étre proche de 2. La
qualité des ARN extraits a été contrélée en déposant 1 ug d’ARN (dénaturé 9 minutes a 70°C
puis 10 min a 4°C) sur un gel d’agarose (1%) en présence d’un tampon de charge (0,025 % de
bleu de bromophénol (w/v), 0,025 % de xyléne cyanol (w/v), 3 % de glycérol (v/v), 2,5 puL de
bromure d’éthidium (BET a 10 mg/ml), 100 pl de MOPS X10, 615 pl de formamide désionisé
et 188 ul de formaldéhyde).

Pour la reverse transcription, a 1 ug d’ARN sont ajoutés 2 ul de Mix Iscript 5X (Bio-Rad
Courtaboeuf, France) et 0,5 ul d’enzyme Reverse transcriptase IScript, gsp H20 10ul. Le
mélange est incubé pendant 5 minutes a 25°C puis 30 minutes a 42°C (synthése du brin
d’ADNc) et 5 minutes a 85°C pour stopper la réaction. Les échantillons sont conservés a -20°C

avant analyses par PCR semi-quantitative (Indicateurs SAG12/Cab) ou Q-PCR.

Analyse de I'expression relative des génes par Q-PCR : Pour chaque gene d’intérét (ou géne

cible dont on souhaite quantifier I'expression), des amorces (sens et anti-sens) ont été
validées au laboratoire, les séquences nucléotidiques de ces amorces sont représentées dans
le tableau 11.2. Chaque réaction de Q-PCR est réalisée en mélangeant 4 ul d’ADNc (dilués 200
fois) et 11 ul de Mix réactionnel composé de : 500 nM d’amorces (sens et anti-sens spécifiques
de chaque gene, cf Tableau I1.2) et de 1X tampon SYBER Green PCR Master Mix (Bio-Rad,
Courtaboeuf, France). Le mélange est ensuite incubé dans un thermocycleur CFX 96 puits (Bio-
Rad, Coutaboeuf, France). La Taq polymérase utilisée étant de type « Hot Start », la PCR

commence par une étape de chauffage de 3 minutes a 95°C pour rompre la liaison entre



Tableau I11.3: Séquences nucléotidiques des amorces utilisées en PCR semi-quantitative pour amplifier les
génes EF1-a, BnaSAG12 et Cab.

Séquences nucléotidiques des amorces n® d'accession des

génes

Sens 5'-TTTCGAGGGTGACAACATGA-3'

EFla Anti-sens 5-“CCGTTCCAATACCACCAATC-3' XM_013854440.2

Sens 5'-GGCAGTGGCACACCAMCCGGTTAG-3'
Cuce dC L Anti-sens 5'-AGAAGCMTTCATGGCAAGACCAC-3'

XM_022696851.1

Sens 5'-GGCAGCCCATGGTACGGATC-3'
cab Anti-sens 5'-CCTCCTTCGCTGAAGATCTGT-3'

XM_013836544.2




I’enzyme et I'anticorps et permettre a la Taq polymérase d’étre active. Un programme de 40
cycles (comprenant deux étapes, une étape de dénaturation de 10 secondes a 95°C et une
étape d’hybridation et d’élongation de 40 secondes a 60°C) est ensuite réalisé. Pour chaque
échantillon, des réactions de Q-PCR sont également réalisées pour amplifier 2 genes de
références dont I'expression n’est pas affectée par les conditions expérimentales : EF1-a et
ARN18S (18S). Pour chaque condition expérimentale, les réactions de QPCR sont réalisées sur

3 répétitions biologiques.

Pour chaque réaction Q-PCR, les cycles seuils ou Ct (Cycle treshold) des génes d’intérét et
de références sont déterminés afin de calculer I'expression de relative des génes d’intéréts.
Cette quantification relative est basée sur la méthode des « Deltadelta de Ct (AACt) » en

utilisant I’équation suivante :

Expression relative = 2714ACt]

Le AACt est calculé comme suite :

AACt = ACtéchantillon traité ACtéchantfillon témoin

Avec

ACt = Ctgéne étudié — Ctgénes de références

Le Ct des génes de référence (EF1-a et 18S) représente la moyenne géométrique des Ct
obtenus pour ces deux génes. L'expression relative du chaque géne d’intérét de I’échantillon
traité est calculé relativement a I'expression du méme gene dans I’échantillon témoin qui est,

par définition, est égale a 2°, c’est-a-dire 1 (Livak et Schmittgen, 2001).

Analyse de I'expression des génes par PCR semi-quantitative : La PCR semi-quantitative a été

utilisée seulement pour la quantification des deux génes utilisés comme indicateur spatio-
temporel de sénescence comme décrit par Gombert et al. (2006) et dont le détail est donné
dans le chapitre | §1.3.C.2. Les réactions de PCR semi-quantitatives sont réalisées a partir de
50 ng d’ADNc (1 ul) dans un volume final de 11 pl en présence d’'un mélange réactionnel
contenant : un tampon avec MgCl, 10X (Tris Hcl 10 mM, KCl 50 mM, MgCl, 1,5 mM, triton
X100 a 1% et de la BSA 0,2 mg ml?), 0,5 M de Taqg polymérase (5 U pl : QBIOgen), 250 uM de
dNTPs et 0,65 uM d’amorces sens et anti-sens (EF1-a, BnaSAG12 et Cab; Tableau II.3). Le

mélange a été ensuite incubé dans un thermocycleur GenAmp PCR System 2700 (Applied



Tableau 11.4: Programme utilisé en PCR semi-quantitative (thermocycleur GenAmp 2700, Applied
Biosystems).

Etape Température Durée
Dénaturation /
et activation 95 °C 5 minutes

de la Taq

Polymérase
Dénaturation 95 °C 30 secondes
Hybridation Tm des arlworces = | 30 secondes X
des amorces 58 °C

Cycles
Elongation 72°C 1 minute
Fin

d’élongation 72 °C 10 minutes /
des transcrits

Arrét de la /

réaction et 4°C oo

conservation
des amplicons




Biosystems, Levallois-Perret, France). Aprés une étape de chauffage a 95°C pendant 5 minutes
(Dénaturation de I’ADN et activation de I'enzyme «hot start », les réactions de PCR sont
effectuées en réalisant X cycles comprenant les étapes suivantes (Tableau 11.4) : une étape de
dénaturation a 95°C pendant 30 secondes, une étape d’hybridation des amorces a 58°C
pendant 30 secondes, une étape d’élongation a 72 °C pendant une minute. Pour chaque
couple d’amorces, le nombre de cycles « X » est optimisé afin d’éviter une saturation du signal
en fin de réaction : X est égal a 26 pour le géne EF1-a et a 22 pour les genes BnaSAG12 et Cab.
Les produits d’amplification sont séparés sur gel d’agarose 1,2% en présence de bromure
d’éthidium (0,5 pg ml?). Le géne EF1-a est un géne de référence utilisé pour contréler les
étapes de RT et de PCR et également pour la normalisation des quantités de transcrits des
genes d’intéréts. Les produits d’amplification de chaque gene (SAG12, Cab et EF1-¢) sont
visualisés sous U.V. (Gel-Doc EZ, Imager, Biorad, Coutaboeuf, France) et I'intensité des bandes
obtenues sur gel est déterminée en utilisant le logiciel d’analyse d’images (Image Lab) couplé

au Gel-Doc EZ Imager.

1.4.2. Analyse différentielle de I'’expression des génes par RNA-Seq (Article 3)

Cette analyse visant a identifier les génes racinaires dont I’expression est modulée (induite
ou réprimée) par un apport d’une semaine de 1,7 mM de Si, a été réalisée en prestations de
services sur la plateforme ISP2 POPS de Saclay (y compris I'analyse statistique inhérente). Le
séquencage des ARN est réalisé en utilisant la technologie de séquencage Illumina NexSeq500.
Les banques d’ARN-seq sont obtenues via le protocole d’ARNm TruSeq Stranded (lllumina®,
Californie, U.S.A.) et les échantillons d’ARN sont séquencés en Paired-End avec une taille de
260 pb et une longueur de lecture de 75 bases. L'analyse différentielle (racines traitées au Si
versus racines non traitées) est réalisée en suivant la méthode décrite par Rigaill et al. (2016).
Un géne est considéré comme différentiellement exprimé si sa p-value est inférieure a 0,05.
Les résultats ont été envoyés sous la forme d’un tableau présentant I'ensemble des génes
différentiellement exprimés (et les p-values) dans les racines traitées (+Si) comparativement
a celles non traitées au silicium (-Si).

Les génes d’intérét ont été replacés dans les voies métaboliques auxquelles ils sont

associés utilisant le logiciel en libre accés MapMen (https://mapman.gabipd.org/) aprés avoir

recherché individuellement leur code « gene ontology (GO)» de chaque géne.


https://mapman.gabipd.org/




I1l. Méthodes d’analyses statistiques

Les résultats sont exprimés par la moyenne des valeurs obtenues pour I'ensemble des
répétitions biologiques (n=3 ou n=4) * 'erreur standard (SE). La normalité et ’homogénéité
des données sont respectivement vérifiées en utilisant le test de Shapiro—Wilk a 95% et le test
de Bartlett. Les analyses de variance (ANOVA) sont réalisées en utilisant le test de Tukey’s
disponible dans la version du logiciel Rx64 3.3.2 permettant de faire des comparaisons
multiples des traitements pratiqués. Lorsque seulement 2 traitements sont comparés sur une
variable dépendante, un test de Student (p<0.05) est pratiqué via I'utilisation du logiciel

XLState.
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Chapitre Ill: Résultats, Article 1

Chapitre Ill: Résultats

Chapitre lll.1. Silicon promotes growth of Brassica napus L. and delays Leaf
senescence induced by nitrogen starvation. Frontiers in Plant Science, 2018,
Doi: 10.3389/fps.2018.00516

Contexte: Plusieurs études rapportent un effet bénéfique d’un apport de silicium (Si) chez les
plantes, notamment lorsque celles-ci sont soumises a des conditions de stress telles que les
carences en nutriments. Le colza est une plante oléagineuse trés exigeante en azote, mais
présente une faible Efficience d’Usage de I'Azote (EUA) liée a une faible Efficience de
Remobilisation de I’Azote (ERA). En effet, durant la sénescence séquentielle, les feuilles
chutent avec des teneurs élevées en azote (N) provoquant ainsi une diminution de rendement.
Différentes études montrent qu’une augmentation de la durée de vie des feuilles en retardant
la sénescence permettrait d’améliorer la remobilisation de I'N des feuilles et pourrait conduire
a une augmentation significative du rendement grainier.

Objectif: Le but de ces travaux est d’étudier, chez Brassica napus, 'effet d’'un court apport de
Si (7 jours; 1,7 mM) sur la progression de la sénescence foliaire, I'absorption d’N mais
également sur la capacité des plantes a reprendre leur croissance apres une période de
privation en N.

Démarche expérimentale: Les plantes de colza sont prétraitées avec du Si (+Si; 1,7 mM) ou
non (-Si) pendant 7 jours (DO) avant d’étre séparées en quatre lots carencés ou non en N
pendant 12 jours (D12): -Si+N; +Si+N, -Si-N; +Si-N. Les plantes carencées en N (+Si-N et -Si-N)
sont ensuite réalimentées avec une solution nutritive contenant 1mM de NH4NOs jusqu’a la
fin de I'expérimentation (D21). Durant la culture, la cinétique d’expression des genes SAG12
et Cab, la détermination des teneurs foliaires en H,0, et de MDA (marqueurs de stress
oxydatif) et en cytokinines a permis de suivre la progression de la sénescence de la feuille
mature. En paralléle, les parametres de croissance et I'expression de genes codant les
transporteurs d’N ont été suivis a des dates clés de la culture.

Principaux résultats: Cette étude montre que le colza, en dépit de ses faibles capacités
d’accumulation du Si, absorbe cet élément et le stocke majoritairement au niveau racinaire.
Un prétraitement au Si permet d’atténuer le stress dii a une carence azotée notamment en
réduisant le stress oxydatif au niveau de la feuille mature. Par ailleurs, durant la carence en N,
comparativement aux plantes non traitées au Si (-Si-N), un retard de la progression de la
sénescence de la feuille mature a été observé chez les plantes +Si-N. Ce retard est associé a
un maintien de la teneur en chlorophylles et de I'activité photosynthétique mais également a
une teneur en cytokinines plus élevée dans la feuille mature. Lorsque de I'N est a nouveau
disponible, il a été montré que, comparativement aux plantes témoins (-Si-N), les plantes
prétraitées au Si (+Si-N) présentent une meilleure récupération se traduisant par une
augmentation de la teneur en chlorophylles des feuilles matures mais également par une plus
forte expression du transporteur racinaire de nitrate (BnaNRT2.1).
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Abstract

Silicon (Si) is the second most abundant element in soil and has several beneficial effects,
especially in plants subjected to stress conditions. However, the effect of Si in preventing
nitrogen (N) starvation in plants is poorly documented. The aim of this work was to study the
effect of a short Si supply duration (7 days) on growth, N uptake, photosynthetic activity, and
leaf senescence progression in rapeseed subjected (or not) to N starvation. Our results
showed that after 1 week of Si supply, Si improves biomass and increases N uptake and root
expression of a nitrate transporter gene. After 12 days of N starvation, compared to -Si plants,
mature leaf from +Si plants showed a high chlorophyll content, a maintain of net
photosynthetic activity, a decrease of oxidative stress markers [hydrogen peroxide (H,02) and
malondialdehyde (MDA)] and a significant delay in senescence. When N-deprived plants were
resupplied with N, a greening again associated with an increase of photosynthetic activity was
observed in mature leaves of plants pretreated with Si. Moreover, during the duration of N
resupply, an increase of N uptake and nitrate transporter gene expression were observed in
plants pretreated with Si. In conclusion, this study has shown a beneficial role of Si to alleviate
damage associated with N starvation and more especially its role in delaying of leaf

senescence.

Keywords: N privation, N uptake, SAG12/Cab indicator, leaf life span, photosynthetic activity

I1l.1.A. Introduction

In the lithosphere, silicon (Si) is the second most abundant element after oxygen both in
terms of weight and number of atoms (Epstein, 1994). Despite this high abundance in soil, Si
is never found in a free form but usually combined with other elements to form oxides

compounds or silicates, which are not available for plant nutrition. Thus, only a low proportion






of Siis taken up by roots in the form of uncharged silicic acid [Si(OH)a], which is present in the
soil solution at concentrations ranging from 0.1 to 0.6 mM (Epstein, 1994). This Si root uptake
involves specific Low Silicon 1 (LSi1) channel identified for the first time in rice by Ma and
Yamaji (2006). Si can be then translocated to the shoots thanks to two other Si transporters,
i.e., LSi2 [which allows Si efflux outside the Casparian strip in the roots (Ma et al., 2007)] and
LSi6 expressed only in leaves. Subsequently, Si is polymerized and accumulated in amorphous
forms in plant tissues (SiO2-nH,0) (Bauer et al., 2011). Because of the ubiquitous presence of
Si in the environment, vascular plants accumulate large ranges of Si, from 0.1 to 15% of dry
weight (DW) (Epstein, 1999) and agricultural crops are usually classified into three main
groups (weak, medium, and strong Si accumulators) according to their Si contents. Thus,
dicotyledon species with low Si contents (around 0.1% of DW) are classified as “weak Si
accumulators.” Monocotyledon crops are considered either as “intermediate accumulators”
if Si content is between 1-3% of DW (as rye, oats, or wheat) or as “strong accumulators” if
their Si content reach 15% of DW (as cultivated rice) (Jones and Handreck, 1967; Epstein,
1999; Broadley et al., 2012). Although Si is not an essential nutrient for most plants, it is
considered to have a beneficial effect on improving resistance against biotic and abiotic
stresses and agricultural crop quality and yield (Epstein, 1994, 1999; Korndorfer and Lepsch,
2001). For example, in some plants such rice, Arabidopsis and sugarcane, Si confers a
protective role and improves pest and pathogen resistance (Ishiguro, 2001; Meyer and
Keeping, 2001; Fauteux et al., 2005). Some studies have also shown that Si enhances plant
tolerance against heavy metals, drought, salinity and nutrient deficiencies (Epstein, 1999;
Chen et al., 2016). These beneficial effects were usually attributed to the mechanical role of
Si (for example by deposition of opal or phytoliths), which acts by reinforcing cell walls and
thus increases resistance to many biotic and abiotic stresses (Fauteux et al., 2005). Moreover,
some authors suggest that the role of Si is more complex and that soluble Si can also act as a
signal to modulate metabolic pathways (Samuels et al., 1991; Fawe et al., 2001; Fauteux et
al., 2005). Indeed, some studies have shown that Si treatment of plants alleviates stress
response genes (Fauteux et al., 2005) and induces an accumulation of enzymes involved in
photosynthesis and detoxification of reactive oxygen species (Savant et al., 1997; Schmidt et
al., 1999) and also phytohormone synthesis (Rodrigues et al., 2015; Van Bockhaven et al.,
2015). In cucumber, Adatia and Besford (1986) have also observed that Si treatment increases

leaf area, leaf erectness chlorophyll and RuBisCo contents. More recently, Markovich et al.






(2017) have shown in detached Arabidopsis leaves overexpressing a rice Si channel (LSi1) that
Si treatment promotes a delay of leaf senescence induced by darkness. Taken together, all
these studies suggest that Si could increase the leaf life span of plants, particularly when
grown under stress conditions. This hypothesis may be of great interest for agricultural crops,
such as Brassica napus L., characterized by low nitrogen (N) efficiency especially due to its
inefficient endogenous leaf N remobilization associated with senescence (Avice and Etienne,
2014). Thus, it has been observed that senescent leaves fall with high N content (2-2.5% of
dry weight; Rossato et al., 2001; Malagoli et al., 2005b). As demonstrated by Malagoli et al.
(2005a) using a mechanistic model, an extension of the leaf life span could improve N transfer
from vegetative to reproductive tissues and consequently allow an increase in yield (around
+15%) or N seed content. To our knowledge, apart from works focused on the effect of Si
nutrition in alleviating salinity or heavy metal stress (Hashemi et al., 2010; Farshidi et al.,
2012; Hasanuzzaman et al., 2017), no studies have explored the effect of Si on growth and
leaf senescence in Brassica napus grown under N starvation. The aim of this study is to
evaluate the effects of a short duration of Si treatment (7 days) on the growth, N uptake and
photosynthetic activity of Brassica napus L. subjected (or not) to N starvation and then
resupply with N. In addition, during this experiment, the Si effect on (i) root and mature leaf
cytokinin contents, (ii) oxidative stress markers in mature leaf, and (iii) temporal leaf
senescence progression was closely monitored using physiological and molecular senescence

indicators.

111.1.B. Materials and methods

a. Plant Growth Conditions and Experimental Design

In a greenhouse, seeds of Brassica napus L. var. “Citizzen” were germinated on perlite over
deionized water for 4 days in the dark. Then seedlings were transferred to natural light
conditions and supplied with nutrient solution for 10 days containing: NHsNOs (1 mM), K2SOa4
(1 mM), KH2PO4 (0.4 mM), K2HPO4 (0.15 mM), CaCly (3 mM), MgS04 (0.5 mM), EDTA-2NaFe
(0.2 mM), H3BO3 (14 uM), MnSOa4 (5 uM), ZnSO4 (3 uM), CuSO4 (0.7 uM), (NH4)6Mo07024 (0.7
uM), CoCl; (0.1 uM), and NiCl> (1 uM). Just after first leaf emergence (i.e., after 2 weeks),
seedlings were transferred for 1 week into a plastic tank (20 L) containing the nutrient solution

described above. Natural light was supplied by high pressure sodium lamps (Philips, MASTER
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Figure Ill.1.1: Experimental design used to study the effect of silicon pretreatment on growth
parameters of Brassica napus L. cultivated with or without nitrogen for 12 days and then resupplied
with N (from Day 12 to 21). After a period of pretreatment for 1 week with (+Si: 1.7 mM Na,SiO;) or
without silicon (control: =Si), plants were separated into two groups: the first was supplied with 1 mM
of NH,NO; (-Si+N and +Si+N) and the second was N deprived (-Si-N and +Si-N). Day 0 (DO)
corresponds to the end of the Si pretreatment and the beginning of the N treatment. After 12 days
(D12), N-deprived plants were resupplied with 1 mM of NH,NO; until 21 days after the end of the Si
pretreatment (D21). Plants were harvested after 0, 3, 6, 9, 12, and 21 days for N-deprived plants

(dashed arrows).
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GreenPower T400W) with a PAR (Photosynthetically Active Radiations) of 450 umol
photons.m2.s! at canopy height. At the emergence of the fourth leaf, silicon (Si) pretreatment
was applied for 1 week (Figure 1ll.1.1). For this, plants were separated into two groups: the
first (+Si) was supplied with the nutrient solution described above with the addition of 1.7mM
silicon (Si as sodium metasilicate: Na;Si03.9H,0) and the second (-Si; Control) with the
nutrient solution plus NaCl (3.4 mM) to compensate the sodium supplied by sodium
metasilicate in the +Si treatment. Nutrient solutions were aerated and renewed every 3 days
and their pH was adjusted daily to 5.6 with HCI (or NaOH). After the Si pretreatment period
(Day 0), plants were again divided into two groups: one half of each of the +Si and —Si plants
was supplied with ImM of NH4NOs (-Si+N and +Si+N) and the other halves were N deprived (-
Si-N and +Si-N). All plants were grown in these N conditions for 12 days (D12). Then, N-
deprived plants (-Si-N or +Si-N) were resupplied with 1 mM NH4NOs for 9 days (D21) to study
the effect of Si pretreatment on their capacity to take up newly supplied N (Figure 111.1.1).
Throughout the experiment, plants were grown with a thermoperiod of 20/17 C day/night and
a photoperiod of 16 h. Plants were harvested at 0, 3, 6, 9, and 12 days and at 21 days for N-
deprived plants, which were resupplied with N (Figure Ill.1.1). At each harvest, shoots and
roots were separated, and then from shoot, mature leaf corresponding to leaf with maximal
area and biomass was separated (Supplementary Figure 111.1.S1). Different tissues were
frozen in liquid N and stored at -80 C for further analysis. An aliquot of each tissue was dried

in an oven (60°C) for DW determination.
b. Chlorophyll Contents and Net Photosynthetic Activity of the Mature Leaf

According to Ruiz-Espinoza et al. (2010), a SPAD-502 chlorophyll meter (Soil Plant Analysis
Development; Minolta, model SPAD-502) was used as a relevant non-destructive method to
estimate leaf chlorophyll content. The measurements of SPAD values were performed every
day in mature leaves selected at the beginning of N starvation (DO). After 2 hours of
illumination, net photosynthetic activity was monitored on the same leaf using a LI-6400 (LI-
COR, Lincoln, NE, United States) at 500 umol.m2.s! photosynthetic photon flux (PPF) provided
by a LED light.






c. Total Nitrogen and Silicon Analysis

An aliquot of dry plant tissue was crushed to powder and placed in a capsule for isotopic
analysis to analyze between 60 and 80 pg N. The total N was determined with a continuous
flow isotope mass spectrometer (Isoprime, GV Instruments, Manchester, United Kingdom)

linked to a C/N/S analyser (EA3000, EuroVector, Milan, Italy).

Silicon contents in plants tissues were determined at day O using a colorimetric method
previously described by Dai et al. (2005). Briefly, 100 mg of dried and crushed plants tissues
were added to 3 ml of NaOH (50%) and autoclaved at 121°C for 20 min. After adjustment of
the volume to 10 ml with ddH20, 160 ul of sample solution were transferred into a 2 ml tube
containing 1.2 ml of acetic acid (20%). Then 400 pl of ammonium molybdate solution (43.7
mM, pH 7) were added and mixed thoroughly. After 5 min, 200 ul of tartaric acid (20%) and
40 pl of reducing solution were added (made by mixing solution A: 2 g of Na,SO3 and 0.4 g of
1-amino-2-naphthol-4-sulfonic acid in 25 mL of dH>0 and solution B: 25 g of NaHSO3 in 200 ml
of ddH;0 and adjusted to 250 ml with ddH,0). After 30 min, the absorbance was measured at
a wavelength of 650 nm and the silicon content was determined by referring to a standard
curve prepared from a silicon solution standard at 1000 SiO> mg.L™. All reagents were stored

in plastic bottles.
d. RNA Extraction, Reverse Transcription, Q-PCR and Semi Quantitative PCR Analysis

Total RNAs were extracted from 200 mg of mature leaves or roots. Samples were ground
to a powder with a pestle in a mortar containing liquid nitrogen. The resulting powder was
mixed with 750 ul extraction buffer (0.1 M TRIS, 0.1 M LiCl, 1 mM EDTA and SDS10% (W/V),
and pH8) and 750 pl of hot phenol (80°C, pH4), and the mixture was vortexed for 40 s. After
the addition of chloroform/isoamyl alcohol (24:1), the homogenate was centrifuged at 15000
g (5 min at 4°C). The supernatant was transferred into 750 pl of LiCl solution (4 M) and
incubated overnight at 4°C. After centrifugation (15000 g for 30 min at 4°C), the pellet was
suspended in 100 ul of sterile water. Purification of RNAs including a step of DNA digestion by
DNAse treatment was performed using RNeasy mini kit according to the manufacturer’s
protocol (Qiagen, Courtaboeuf, France). Quantification of total RNAs was performed by
spectrophotometry at 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf, Le Pecq, France) before Reverse

Transcription (RT) analysis and the quality of RNAs (Supplementary Figure 111.1.S3) is






monitored by separation of 1 ug of total RNAs on agarose gel (1% w/v) containing ethidium
bromide (0.5 ug/ml). For reverse transcription, 1 pug of total RNAs was converted to cDNA with
an iScript cDNA synthesis kit using the manufacturer’s protocol (Bio-Rad) before quantitative

(Q-PCR) or semi quantitative PCR analysis.

For Q-PCR amplification the following primers were selected: EF1 (Forward: 5’-
TTTCGAGGGTGACAACATGA- 3’; Reverse: 5'-CCGTTCCAATACCACCAATC-3’) and 18S (Forward:
5’-CGGATAACCGTAGTAATTCTAG-3’; Reverse: 5- GTACTCATTCCAATTACCAGAC-3’) as
housekeeping genes. BnaNRT1.1 (Forward : 5’-ATGGTAACCGAAGTGCCTTG-3’; Reverse : 3'-
TGATTCCAGCTGTTGAAGC-5’), BnaNRT2.1 (Forward: 5'-TGGTGGAATAGGCGGCTCGAGTTG-3’;
Reverse:  5'-GTATACGTTTTGGGTCATTGCCAT-3’), and BnaAMT1.1  (Forward: 5’-
GTCCTTGACGCTGCAGCCGGTG- 3’; Reverse: 5-CGGGCTGGCCCATCCATCAAC-3’) as target
genes. The Q-PCR reactions were performed with 4 pL of 200X diluted cDNA, 500 nM of the
primers and 1X SYBER Green PCR Master Mix (Bio-Rad) in a total volume of 15 pL in a
ChromoFour System (Bio-Rad). For each pair of primers, a threshold value and PCR efficiency
were determined using a cDNA preparation diluted >10-fold. For both 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 Q-PCRs and by sequencing the Q-PCR
product to confirm that the correct amplicons were produced from each pair of primers. The
relative expression of the target gene in each simple was compared to the control sample and

was determined with the delta-delta Ct method using the following equation:

Relative expression = 2~[ACtsample—ACt control]

With ACt = Cttarget gene Cthousekeeping genes
Where the Ct of housekeeping genes is the geometric mean between the Ct of two

housekeeping genes.

Relative expression of the different nitrogen transporter genes in the control sample was
made equal to one and the relative expression of the other treatments was then compared

with the control (Livak and Schmittgen, 2001).

According to Gombert et al. (2006), analysis of BnaSAG12 and Cab gene expression was
performed using semi quantitative PCR. Reactions were performed using specific primers for

the Brassica napus Cab gene LHCI type | (Forward: 5'-GGCAGCCCATGGTACGGATC-3’; reverse:






5’-CCTCCTTCGCTGAAGATCTGT-3'), BnaSAG12 (Forward: 5’-
GGCAGTGGCACACCAMCCGGTTAG-3’; reverse: 5-AGAAGCMTTCATGGCAAGACCAC-3’) as
target genes and EFl-a (Forward: 5-TTTCGAGGGTGACAACATGA-3’; reverse: 5'-
CCGTTCCAATACCACCAATC-3') as an internal control gene (Nicot et al., 2005).

PCRs were performed with Qbiogene Taq polymerase (MP Biomedicals, lllkirch, France)
on a thermocycler (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s
protocol. The amplification program was as follows: 1 cycle at 95°C for 5 min, 20 for Cab and
BnaSAG12 and 26 for EF1-a cycles including a denaturing step at 95°C for 30 s, a primer’s
hybridization step at 58°C for 45 s and an amplification step at 72°C for 1 min. Each PCR
reaction was finished with one cycle at 72°C for 10 min. Four single 267, 220, 161, and 164 bp
cDNAs were amplified for the BnaSAG12, Cab, and EF1-a genes, respectively, and the identity
of each fragment was checked by sequencing (Biofidal, Vaulx-en-Velin, France). RT-PCR
products were separated by electrophoresis via agarose gels (1%) containing ethidium

bromide (0.5 pg/ml).

These agarose gels were scanned under UV light with a Gel DocTM EZ scanner (Bio-Rad,
Marnes-la-Coquette, France) and the transcript levels were quantified with ImagelabTM
software (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) after normalization with the EF1- a gene. The
data related to the BnaSAG12 and Cab transcript levels were expressed as a percentage of the
maximum of both transcripts observed in mature leaves (the maximum level of transcripts
was observed at day 21 for BnaSAG12 and day O for Cab). The date of entry into senescence
of mature leaves was determined according to the method of Gombert et al. (2006); the
theoretical time (Th.T.) of senescence for a given leaf rank is determined using the time course
of expression of BnaSAG12 (up-regulated during senescence) and Cab (down-regulated during
senescence). The intersection point corresponding to the concomitant up-regulation of
BnaSAG12 and down regulation Cab genes was considered as the time of onset of foliar

senescence.
e. Cytokinin Analysis by UHPLC-MS/MS

To 10 mg of frozen grounded leaves and roots, 1 mL of a solution at -20 C of 70%
MeOH/29% H,0/ 1.0% formic acid containing isotopically labeled internal standards at 0.2

ng/mL ([?H3]-Dihydrozeatin, [?Hs]-Dihydrozeatin riboside, [*Hs]N®-Isopentenyladenine,






[?He]N®-Isopentenyladenosine, [?Hs]-trans-zeatin) was added. The mix was stirred at room

temperature for 30 min then centrifuged (16000 rpm; 4°C).

The supernatant was evaporated to dryness under nitrogen using a Turbovap LV system
(Biotage, Sweden). Dry extracts were dissolved with 2 mL of a 2% formic acid solution. The
extracts were purified using a solid phase extraction (SPE) Evolute express CX 3 mL-60 mg

(Biotage, United Kingdom).

The extracts were added in two steps to improve cytokinins retention, then the samples
were washed with 1 mL of 2% formic acid / 98% H20 solution. A second wash was performed
with 1 mL of MeOH. The elution of the cytokinins was done with 2 mL of a 95% MeOH/5%
NH40H solution in two steps. The eluates were evaporated to dryness and dissolved in 100

mL of H20 containing 0.1% of formic acid before analysis by using UHPLC-MS/MS system.

The separation and detection were achieved using a Nexera X2 UHPLC system (Shimadzu,
Japan) coupled to a QTrap 6500+ mass spectrometer (Sciex, Canada) equipped with an
lonDriveTM turbo V electrospray (ESI) source. 2 ul of cytokinins extract was separated into a
Kinetex Evo C18 coreshell column (100 mm X 2.1 mm, 2.6 um, Phenomenex, United States) at
a flow rate of 0.7 mL/min, and the column oven maintained at 40°C. The mobile phases were
composed of solvent A Milli-Q water (18 MQ, Millipore, United States) containing 0.1% formic
acid (LCMS grade, Fluka analytics, Germany), and solvent B acetonitrile LCMS grade (Fisher
Optima, United Kingdom) containing 0.1% formic acid. The gradient elution started with 2%
B, 0.0-3.0 min 20% B, 3.0— 4.0 min 25% B, 4.0-4.5 min 100% B, 4.5—6.0 min 100% B, 6.0-6.5
min 2%, and 6.5-8.5 min 2% B. The capillary voltage was set to 5kV producing mainly [MCH]C

ions. All quantitative data was processed using MultiQuant software V 3.0.2 (Sciex, Canada).
f. Determination of Hydrogen Peroxide (H.0,) and Malondialdehyde (MDA) Contents

Hydrogen peroxide (H20;) was determined according to the method previously described
by Yu et al. (2003). H,0, was extracted from 200 mg of fresh mature leaf homogenized with
3 ml of 50 mM potassium-phosphate buffer (pH 6.5) at 4°C. After centrifugation, (11500 X g;
15 min), the supernatant (3 ml) was mixed with 1 ml of 0.1% TiCls in 20% sulfuric acid (H2S04;
v/v).
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Figure 111.1.2: Dry weight (A), total silicon content (B), silicon amount (C) and total nitrogen amounts
(D) in shoots and roots of Brassica napus L. at the end of the Si pretreatment (Day 0). This harvest time
(Day 0) corresponds to the end of the pretreatment period of plants with (+Si) or without Si (-Si;
Control). Data are means SE (for n = 4). and T indicate significant differences between —Si (control)
and +Si plants with p <0.05 and p <0.001, respectively.



The mixture was then centrifuged (11500 X g; for 15 min) and the supernatant was used for
measurement of absorbance at 410 nm. H,03 content was calculated using €= 0.28 puM* cm™

as the molar extinction coefficient and expressed as umol g* FW.

Lipid peroxidation was estimated from malondialdehyde (MDA), a decomposition product
of the peroxidized polyunsaturated fatty acid component of the membrane lipid. The MDA
content in mature leaf at Day 12 (-Si-N and +Si-N) was determined based on thiobarbituric
acid-reacting substances (TBARS) as previously described in Hasanuzzaman et al. (2011).
Briefly, fresh leaf tissue (0.2 g) were homogenized with 4 ml of 5% trichloroacetic acid (TCA)
and centrifuged at 5000 X g during 30 min. A total of 1 mL of the supernatant was mixed with
4 mL of 0.5% TBA made in 20% TCA, incubated at 95°C for 30 min, then quickly cooled on ice,
before measurement of absorbance at 532 and 600 nm. Then, the MDA content was
calculated based on the difference in absorbance (As3>—Aso0) and is expressed as nmol gt FW.

For this, €= 155 mM™* cm™ was used as the molar extinction coefficient.
g. Statistical Analysis

The experiment was performed with three replicates except for measurements at day O,
which were performed with four replicates due to the weak biomass of the plants. The
resulting variations in data are expressed as the mean + standard error (SE) forn=3 (orn=4
at DO). The results were subjected to statistical analysis in R software. Data were analyzed
using analysis of variance (ANOVA) after verifying compliance of normality of the data and
homogeneity of variance using the Shapiro—Wilk and Bartlett tests, respectively. Mean values

were compared using Tukey’s test.

111.1.C. Results

a. Plant Growth, Si and N Uptakes and Root Cytokinin Content in Brassica napus
Treated With Silicon (Day 0)

The biomass of whole plants treated with silicon (+Si) was significantly higher than control
plants (-Si) and rose 4.2 mg plant™? versus 2.9 mg plant™, respectively. Both root and shoot
biomasses were significantly higher in +Si plants and were about 0.8 and 3.5 mg, and 0.5 and
2.4 mg plant? for +Si and -Si plants, respectively (Figure Ill.1.2A). The Si content in +Si whole
plants was also significantly higher than in -Si whole plants. Consequently, the total amount

of Si was 2.6-fold higher in +Si plants than control (13.73 versus 5.33 mg plant?)
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Figure 11.1.3: Relative root expression of the BnaNRT1.1, BnaNRT2.1, and BnaAMT1.1 genes in Brassica
napus L. at the end of the Si pretreatment period (D0). This harvest time (Day 0) corresponds to the end
of the pretreatment period of plants with (+Si) or without Si (-Si; Control). Insert represents active
cytokinin (Isopentenyladenine: IP) contents in roots. Detail of cytokinin contents are available in
Supplementary Table S1. Data are means SE (for n = 4). Indicates significant differences between —Si

(control) and +Si plants with p < 0.05.
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Figure 111.1.4: Effect of Si pretreatment on total dry weights of Brassica napus L. supplied or not supplied
with N. During the 12 days after the Si pretreatment, control (-Si) and Si pretreated (+Si) plants were
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indicate that the means of total plant dry weights are significantly different at p < 0.05.



(Figure 111.1.2B). Moreover, in +Si plants, Si content was significantly higher in root than in

shoot content (0.75% versus 0.26%) (Figure 111.1.2C).

In +Si plants, the total N amount was significantly increased in shoot (1.50-fold) and roots
(1.35-fold) compared to -Si plants (Figure 111.1.2D). At the same time, in +Si plants the relative
expression level of BnaNRT2.1 (encoding high affinity nitrate transporter) in the roots
increased significantly (3-fold) compared to -Si plants, while the expression level of the
BnaNRT1.1 and BnaAMT1.1 genes (encoding low affinity nitrate and ammonium transporters,
respectively) remained the same (Figure 111.1.3). Moreover, except a decrease of root trans-
zeatin (t-Z) content observed in plant treated with Si, all other cytokinin contents at DO (and
especially Ne- Isopentenyladenine (IP) considered as one of the main active forms) studied in
roots and shoots remained the same level in -Si and +Si plants (Figure IIl.1.3 and

Supplementary Table 111.1.51).

After this period of Si pretreatment, -Si and +Si plants were transferred for 12 days onto a
solution deprived of Si and containing (+N) or lacking (-N) N (Figure 111.1.4). In +N conditions,
the total biomass of plants previously treated with Si (+Si+N) was significantly higher than in
plants not supplied with Si pretreatment (-Si+N). Indeed, the biomass of +Si+N plants reached
21.59 g plant! versus only 13.69 g plant? for =Si+N plants. Under -N conditions, the total
biomasses of +Si and -Si plants were significantly lower than the total biomasses of plants
grown under +N conditions. Moreover, whatever the Si pretreatment (+Si or -Si), the total

plant biomasses (about 10 g.plant?) were not significantly different (Figure 111.1.4).

b. Effect of Si Pretreatment on the Evolution of Physiological Indicators of Leaf

Senescence

To follow the impact of Si pretreatment on leaf senescence progression, non-destructive
physiological senescence indicators (net photosynthetic activity and SPAD values) were
monitored in mature leaves from plants grown with or without N for 12 days. Under +N
conditions, a Si pretreatment had no effect on SPAD values or the photosynthetic activity of
mature leaves compared to control (-Si) (Figures 111.1.5A,B). From day 0 to day 12 the SPAD
values and net photosynthetic activity of mature leaves of -Si plants under N deficiency (-N)

decreased from 35 to 5 SPAD units and from 18 to 0 mmol CO; m™? s%, respectively.
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Figure I11.1.5: Change in SPAD values and net photosynthetic activity of mature leaf from Brassica napus
L. Plants were pretreated with (+Si) or without (-Si) and supplied with (N supply; A,B) or without
nitrogen (N starvation; C,D) for 12 days. After this time, N-deprived plants were resupplied with N (N
resupply; C,D) for 9 days (D21). Data are means SE (for n = 3). *, #, and T indicate significant differences
between -Si (control) and +Si plants with p < 0.05, p < 0.01, and p < 0.001, respectively.



Compared to -Si plants, no difference in the SPAD value and net photosynthetic activity in +Si
plants was observed until days 7 and 5, respectively. After these times, the values of both of
these physiological parameters remained significantly higher in +Si plants than in -Si mature
leaves. Thus, after 12 days of N starvation, SPAD values and net photosynthetic activity were
14.35 SPAD units (versus 6.8 in -Si plants) and 4.0 mmol CO2 m2 s (versus O in -Si plants),

respectively (Figures 111.1.5C,D).

After this period of N starvation, -Si and +Si plants were resupplied with nitrogen from day
12 to day 21 and both physiological parameters were measured (Figures 111.1.5C,D). In —Si
plants, net photosynthetic activity remained zero and SPAD values decreased continuously to
reach 0 SPAD units at 16 days, corresponding to the time when mature leaf fall was observed.
In contrast, when +Si plants were resupplied with N, increases in both physiological
parameters were observed in mature leaves and reached 25.5 SPAD units and 9.5 mmol CO;

m= s at day 21, respectively (Figures 111.1.5C,D).

c. Effect of Si Pretreatment on the Evolution of Molecular Indicators Senescence and

Cytokinin, Malondiadehyde and Hydrogen Peroxide Contents in Mature Leaf

Considering the evolution of physiological indicators of senescence previously studied
(Figure 111.1.5), a relevant molecular indicator of Brassica napus leaf senescence
(BnaSAG12/Cab) was used to characterize the senescence progression in -Si and +Si mature
leaves from plants cultivated under N starvation (from DO to D12) and after N resupply (from

D12; Figure 111.1.6).

The phenotypic evolution of mature leaves from —Si-N plants (Figure 11l.1.6A) began with
yellowing from day 6, and increased daily until day 9 when the leaf was fully yellow. In +Si-N

plants, mature leaf yellowing only started between 9 and 12 days of N starvation.

In Brassica napus, previous studies have demonstrated that the onset of leaf senescence
is characterized by a concomitant down and up-regulation of Cab and BnaSAG12 gene
expression, respectively (Gombert et al., 2006). Considering this, time course of Cab and
BnaSAG12 genes expression was estimated in mature leaves from N-deprived plants. The

results indicated a concomitant down- and up-regulation of Cab and BnaSAG12 from 6 days
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Figure 111.1.6: Images, changes in SAG12/Cab molecular senescence indicators and active cytokinin,
hydrogen peroxide, and malondialdehyde contents in mature leaf from N-deprived Brassica napus
pretreated or not with Si. (A) Images of mature leaf from plants pretreated without (-Si) or with Si (+Si)
cultivated during 12 days without N (—N; from DO to Day 12) and resupply with N (+N; from Day 12). (B)
BnaSAG12 and Cab gene expressions monitored by RT-PCR in mature leaves harvested after 0, 3, 6, 9,
and 12 days of N starvation and 9 days after N resupply (day 21). EF1-a was used as a cDNA synthesis
and amplification control. (C) Quantification of BnaSAG12 and Cab transcripts using ImagelLabTM
software after normalization with the EFI1-a gene. Arrows indicate the theoretical time (Th.T.) of the
onset of senescence of mature leaf determined as previously described by Gombert et al. (2006). (D)
Active cytokinin (N6-Isopentenyladenine: IP) content in mature leaf at 12 from plants pretreated without
(=Si) or with (=Si) Si and cultivated without N (—N) during 12 days (From DO to D12). (E) Hydrogen
peroxide (H,0,) content in mature leaf at 12 from plants pretreated without (-Si) or with (-Si) Si and
cultivated without N (—N) during 12 days (From DO to D12). (F) Malondialdehyde (MDA) content in
mature leaf at 12 from plants pretreated without (-Si) or with (-Si) Si and cultivated without N (—N)
during 12 days (From DO to D12). Data are means SE (for n = 3). * and ** indicate significant differences
between —Si and +Si plants with p < 0.01 and p < 0.05, respectively.




in =Si-N plants, respectively. In +Si-N plants the same expression pattern of Cab and BnaSAG12

was observed only after 9 days of N starvation (Figure 111.1.6C).

The kinetic quantification of BnaSAG12 and Cab expression allowed determination of the
Th.T. of the onset of mature leaf senescence, and was characterized by the intersection point
between curves of the Cab and BnaSAG12 transcript levels. Under -N conditions, Th.T was 6.3
versus 8.7 days in mature leaves of -Si and +Si plants, respectively (Figure 111.1.6C). All these
results indicated that Si pretreatment is associated with a delay in leaf senescence (+2.4 days)
in plants grown under N starvation. Surprisingly, when N deprived plants were resupplied with
N (from D12), a down regulation of BnaSAG12 and an up-regulation Cab gene expression were
observed at D21 in mature leaf from +Si plants while the same leaf was fallen at D16 in -Si
plants (Figures 111.1.6B,C). This data indicating a reversion of senescence process only in
mature leaf of +Si plants is in agreement with the greening again but also with the
photosynthetic activity recovery and the increase of SPAD of this leaf previously observed

(Figure 111.1.5).

At the end of the N starvation period cytokinin contents (and especially IP content) were
determined in +Si and -Si mature leaf from N-deprived plants, (Figure lll.1.6D and
Supplementary Table 111.1.51). At D12 (corresponding to the end of N starvation), IP contents
is significantly higher in mature leaf of +Si-N plants (1.9-fold; Figure 111.1.6D) than in mature
leaf of —Si-N while other cytokinin contents [i.e., trans-zeatin and N6- Isopentenyladenosine
(IPAdo)] remain at the level whatever Si treatment (Supplementary Table 111.1.51). Moreover,
at Day 12, the oxidative stress markers, i.e., H,0; and MDA were significantly lower in +Si-N
than in =Si-N mature leaf. Thus, in mature leaf of +Si-N plants, H,O, and MDA contents were

5.9 umol gt FW (versus 10.7 in =Si-N) and 4.6 nmol g'* FW (versus 8.5 in =Si-N), respectively.

d. N Uptake and N Transporter Gene Expression After the N Resupply Period in N-

Deprived Plants Previously Pretreated or Not Treated With Si

During the 9 days of N resupply, +Si-N plants took up more N than —Si-N plants (268 versus
388 mg plant?) (Figure IIl.1.7A). This 1.5-fold increase in N uptake by +Si-N plants was
associated with root up-regulation of the nitrate transporter genes, BnaNRT1.1 and
BnaNRT2.1. Indeed, compared to -Si-N, the relative expression levels of BnaNRT1.1 and

BnaNRT2.1 in +Si-N plant roots were increased by 2.5 and 4.9-fold, respectively. At the same
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Figure l11.1.7: Amount of nitrogen taken up by plants between 12 (D12) and 21 days (D21; A), and the
relative root expression of the BnaNRT1.1, BnaNRT2.1, and BnaAMT1.1 genes in Brassica napus (B).
Plants were pretreated with (+Si) or without (Control: =Si) silicon after N starvation for 12 days (D12) and
9 days after N resupply (D21). Data are means SE (n = 3). *, ** and *** indicate significant differences
between -Si (Control) and +Si plants with p < 0.05, p < 0.01 and p < 0.001, respectively.



time, no effect of Si pretreatment was observed on root expression of the ammonium

transporter, BnaAMT1.1 (Figure 111.1.7B).

111.1.D. Discussion

The aim of this study was to evaluate the effect of a short pretreatment with silicon (1
week) on growth, N uptake, chlorophyll content, net photosynthetic activity and temporal leaf

senescence progression induced by N starvation in Brassica napus L.

Our study showed that Brassica napus, which is considered non-Si accumulator species
(<10 mg g'! DW; Guntzer et al., 2012b), is able to take up and store Si in roots in particular
(Figures 111.1.2B,C). This result is in agreement with previous work that has shown Si root

storage in Brassica napus grown in hydroponic conditions with Si (Farshidi et al., 2012).

After a short period of Si treatment (7 days with 1.7 mM of Si), the growth of +Si+N plants
is increased by 1.45-fold compared to -Si plants. This beneficial effect of Si on plant biomass
is sustainable only if plants are supplied with nitrogen (Figure 111.1.4). To our knowledge, this

work is the first to demonstrate a beneficial effect of Si on growth of unstressed plants.

Indeed, the beneficial effect of Si on growth has been shown mainly in plant species
subjected to a wide range of abiotic stresses such as drought or salinity (Eneji et al., 2008;
Tuna et al., 2008; Da Cunha and Do Nascimento, 2009). This biomass increase is associated
with an increase in the amount of N in +Si+N plants (Figure I1l.2D) and with induction (by
threefold) of expression of the gene that encodes the BnaNRT2.1 nitrate transporter (Figure
111.1.3). Considering that Si may promote cytokinin biosynthesis (Markovich et al., 2017) and
that cytokinin is one of factors which may modulate expression of high affinity nitrate
transporters (HATS) encoded by NRT2.1 gene (Gessler et al., 2004; Dluzniewska et al., 2006;
Sakakibara et al., 2006), root cytokinin contents have been monitored in plant pretreated
with or without Si (Figure 11l.1.3 and Supplementary Table I1I.1.51). Our results show that
whatever Si pretreatment (+Si or -Si), IP contents (considered as one of the main active
cytokinin forms) remained at the similar level. Moreover, a decrease of trans-zeatin riboside
contents was observed in roots of +Si plants. Some studies shown that only an increase of
cytokinin levels is able to modulate (up- and down-regulation) NRT2.1 gene expression (Collier

et al., 2003; Gessler et al., 2004; Sakakibara et al., 2006). Consequently, in our study, the






induction of NRT2.1 observed in root of +Si plant can not be explained by an increase of
cytokinin levels. Thus, in this study, it can be suggested that Si may act as a signal able to
induce nitrate transporter gene expression in Brassica napus as previously shown in corn salad
where an induction of a Low Affinity nitrate Transporter (LATS) by Si has been demonstrated

by Gottardi et al. (2012).

Under N starvation (from Day 0 to 12), this study has shown that after days 5 and 7 the
net photosynthetic activity and leaf SPAD values of +Si plants were significantly higher than -
Si plants, respectively (Figures 111.1.5C,D). In another study performed in Zea mays L., we have
also observed a preservation of chlorophyll content in mature leaf from —N+Si plants
compared to —N-Si plants (Supplementary Figure 111.1.52). According to Latef and Tran (2016)
which have shown that seed-priming with Si improved photosynthetic pigment contents in
leaves of maize exposed to alkaline stress, our results suggest that the beneficial effect of Si
on leaf senescence induced by N starvation is not specific to Brassica napus L. This result is
confirmed by the use of specific Brassica napus molecular indicators of leaf senescence
(BnaSAG12/Cab) that showed that the progression of leaf senescence in +Si plants was shifted
by 2.6 days compared -Si plants. Moreover, at Day 12, this delay of mature leaf senescence
observed in +Si-N plants is associated with a significant increase of leaf IP contents (1.9-fold)
comparatively to —Si-N plants (Figure 111.1.6D). These results were in agreement with a recent
work undertaken in detached leaves of Arabidopsis thaliana overexpressing a silicon root
transporter of rice and showing that the decrease of chlorophyll degradation and delay of leaf
dark-induced senescence in Si treated plants is associated with an induction of cytokinin
biosynthesis and increase of leaf content of this phytohormone (Markovich et al., 2017).
Moreover, in this study, Si pretreatment induces a significant reduction of oxidative stress
markers such as H,0; and MDA in mature leaf (Figures l11.1.6E,F). This result is consistent with
some studies showing that Si improve the antioxidant capacity and the activity in some
antioxidant enzymes in different plants species subjected to abiotic or biotic stresses (Habibi,
2016; Latef and Tran, 2016; Hasanuzzaman et al., 2017). Thus in our study the delay of leaf
senescence observed in +Si-N plant could be the consequence of the increase of leaf cytokinin

content and/or by a better antioxidant capacity (Figures 111.1.6E,F).

Surprisingly, this work has shown that when N-deprived plants were resupplied with N

(days 12—-21), senescing mature leaves from +Si plants recovered net photosynthetic activity






(Figure 111.1.5B) and turned green again (Figures Ill.1.5A, 6A), while mature leaves from -Si
plants continue to senesce and fall at day 16. This result is reinforced by the down-regulation
of BnaSAG12 concomitantly with up-regulation of Cab observed at day 21 in mature leaves of
+Si plants (Figure llIl.1.6A), confirming a reversal of leaf senescence progression only in plants
pretreated with Si. Zimmermann and Zentgraf (2005) have detailed the chronological events
occurring during leaf senescence and have shown that the progression of this process is
triphasic (i.e., initiation, reorganization and terminal phases) with both of the first phases
considered as reversible in contrast to the last, which are irreversible and lead to the death
and abscission of the leaf. In this study, silicon generates a delay in leaf senescence in +Si
plants compared to -Si plants. Previous works have demonstrated that BnaSAG12 gene
encoding a cysteine protease was induced during early stage to late stage of leaf senescence
(Gombert et al., 2006; Desclos-Théveniau et al., 2015). Thus, the down regulation of
BnaSAG12 in mature leaf from +Si-N plants resupplied with N suggests that leaf senescence
was either in initiation or reorganization phases, i.e., in a reversible phase. In contrast, the
abscission of the mature leaf from —Si-N plants resupplied with N confirms that after the
duration of N starvation, leaf senescence was already engaged in the irreversible terminal

phase.

Finally, during this study, it was also shown after a period of N resupply that the +Si-N
plants were able to take up a greater amount of nitrogen compared to —Si-N plants (Figure
II.1.7A). This increase in N uptake is associated with the higher root level expression of genes
encoding nitrate transporters (BnaNRT1.1 and BnaNRT2.1) in +Si plants (Figure 111.1.7B). This
long-term Si effect (compared to the effect observed during Si apply) may be the indirect
consequence of the maintenance of photosynthetic activity, which allows the synthesis of
sufficient carbohydrate substrates to regulate the number and/or activity of nitrate
transporters (Lejay et al., 2003; Feng et al., 2011). For the Brassica napus crop, the benefit
effect of Si supply and especially the improvement of recovery capacity after a period of
abiotic stress is very interesting. Indeed, it could be suggest that Si autumnal supply could
alleviate stress of plants during winter season and thus promote a better growth at the

beginning of the spring and promote yield.






11I.1.E. Conclusion

This study is the first to demonstrate a beneficial effect of Si in preventing N starvation in
Brassica napus. Indeed, in addition to a decrease of oxidative stress markers (H.0, and MDA)
and a delay in leaf senescence during N starvation associated with an increase of leaf cytokinin
content (especially IP), Si treatment is associated with reversal of this process when N
nutrition conditions are again favorable. Thus, the resulting stay green effect in the leaf may
allow an increase in leaf life span and promote a better synchronism between leaf senescence
and seed filling (Ray et al., 1983). Indeed, many authors (Malagoli et al., 2005a; Gregersen et
al., 2013) have suggested that an increase in the leaf life span of plants with low nitrogen use
efficiency (such as Brassica napus; Avice and Etienne, 2014) may improve the remobilization

of endogenous N from leaves to seeds and increase the yields of these crops.

Moreover, our study like Markovich’s suggest that Si is able to act as a cellular signal able to
module directly or/and indirectly gene expression. Future experiments using large-scale
molecular approaches will need to be performed to explore the metabolic pathways

modulated by Si and open new investigation ways.
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Supplementary Figure 111.1.S1: Phenotype of Brassica napus. L plants cultivated without (-Si+N; A) or
with silicon (+Si+N; B) during one week (D0) and grown without N for 12 days (-Si-N and +Si-N; C and
D). The black arrows indicate the mature leaf identified at the beginning of the N starvation (DO) and
used to follow the time of course of photosynthetic activity, SPAD measurements senesscence
progression (BnaSAG12/Cab).
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Supplementary Figure 111.1.52: Effect of Si treatment on SPAD values of mature leaf from Zea maize L.
Plants were pretreated with (+Si) or without (-Si) silicon during one week and supplied with (+N) or
without N (-N) for 21 days. Data are means + SE (for n=4). * indicates significant differences between —Si
(control) and +Si plants with p<0,001.
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Supplementary Figure 111.1.53: Control quality of total RNAs extracted from mature leaf of N (-N)
deprived plants treated with (+Si) or without (-Si). At each time (Day 0, 3, 6, 9, 12, and 21 only for +Si-N),
three biological repetitions have been performed. 1 ug of total RNAs were separated on agarose gel (1%)
containing 0.5 pg/ml of ethidium bromide (0.5 pg/ml). After separation, agarose gels were scanned
under UV light with a Gel DocTM EZ scanner (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) and visualized using
ImagelLabTM software (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).







Chapitre Ill: Résultats, Article 2

Chapitre ll1.2. Silicon supply promotes agronomic performances of Brassica
napus cultivated under filed conditions. In review in Journal of Plant Nutrition
and Soil Science.

Contexte: Brassica napus L. est une plante oléagineuse largement cultivée pour ses nombreux
débouchés alimentaires et non alimentaires. Afin d'obtenir un rendement satisfaisant, le colza
requiére une quantité importante en azote (N) qui est apporté par fertilisation (140-200 Kg N
ha an). Bien que le colza soit qualifié de pompe a nitrate, il est caractérisé par une faible
Efficience d'Utilisation de I'Azote (EUA) qui en plus de limiter le rendement grainier est
également a 'origine de pollutions environnementales. Compte-tenu des résultats obtenus
en conditions contrélées et montrant que le Si stimule I'absorption d’N et retarde la
sénescence notamment lorsque le colza est soumis a une privation en N, des expérimentations
réalisées en condition de plein champ ont été conduites afin d’évaluer les effets d’'un apport
de Si sur les performances agronomiques du colza.

Objectif: Cette étude réalisée a I'aide d’un dispositif de cases lysimétriques a pour but
d’étudier I'effet d’'un apport de Si (12 kg ha?) sur les performances agronomiques du colza
fertilisé avec 60 (60N) et 160 kg ha* de N (160N).

Démarche expérimentale: Les plantes sont cultivées dans des cases lysimétriques avec deux
niveaux de fertilisation azotée; 60 kg N ha™ et 160 kg N ha™ en présence (60N+Si; 160N+Si)
ou en absence (60N; 160N) de Si (12 kg ha™t) apporté sous forme d’acide silicique. Les plantes
ont été récoltées au stade début de floraison (stade G1) et au stade de maturation des graines
(stade G5).

Résultats: Cette étude a montré qu'un apport de Si (12 kg hal) n'a pas d'effet sur les
performances agronomiques lorsque les plantes recoivent une fertilisation de 60 kg ha™ d’N.
En revanche, chez les plantes fertilisées avec 160 kg ha* d’N, un apport en Si prolonge la durée
de vie des feuilles au moins jusqu'au stade de la floraison (G1), améliore la croissance et le
rendement en graines et leur contenu en micronutriments (en particulier Co et Fe) (Stade G5).
L'utilisation d'indices agronomiques tels que |'efficacité agronomique (AE), lI'indice de récolte
azoté (NHI) et I'efficience de prélevement d’azote du sol (ANR) a montré que l'augmentation
du rendement est liée a une meilleure absorption de I'N du sol par les plantes traitées au Si et
non pas a une meilleure remobilisation de I'N des feuilles vers les graines

De plus, cette étude suggere que dans nos conditions de plein champ, et seulement lorsque
I’azote n’est pas limitant (160N) pour la croissance des plantes, un apport de Si (12 kg ha)
pourrait permettre une réduction de la dose de fertilisant azoté de 160 kg ha a environ 106
kg ha! (soit un facteur 1,5) sans impacter le rendement et la qualité grainiére du colza.
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Abstract

To limit the environmental pollution associated with intensive N fertilizer use, the
development of alternative practices must be considered in particular for crops requiring high
N inputs as rapeseed. In this context, effects of Si supply on agronomic performances of
Brassica napus cultivated in field conditions with two nitrogen (N) fertilizer levels (60 and 160
kg N ha!) were studied.

This study showed that a Si supply (12 kg Si ha?) has no effect on agronomic performances
of plants cultivated with the lower N input (60N). In contrast, in plants fertilized with 160 kg N
ha', positive effects of Si supply were observed on preservation of green leaves at least until
flowering stage and at the final stage, on growth, on seed yield and seed micronutrient
concentrations (especially Co and Fe). The use of agronomic indexes such as agronomic
efficiency, nitrogen harvest index and agronomic nitrogen recovery showed that the increase
of seed yield is related to a better uptake of N from the soil by Si treated plants but not from
an improvement of N mobilization towards seeds.

Moreover, this study suggest that in our field conditions and only when N is not limiting

for plant growth, a Si supply could allow to reduce the N input by around 1.5 fold (from 160
kg N ha to around 106 kg N hat) without impact on seed yield.
Taken together, all these results showed that a Si supply combined with non-limiting N inputs
(160N) improves N uptake efficiency and lead to an increase of yield. Furthermore, this Si
supply promotes also a biofortification of Brassica napus seeds especially by increasing Co and
Fe seed allocations.

Abbreviations

HR ICP-MS: High-Resolution Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry; IRMS: Isotope-
Ratio Mass Spectrometry; NIRS: Near Infra-Red System.

111.2.A. Introduction

Silicon (Si) is the second most abundant element in the soil after oxygen and reaches about
28 % of the earth’s crust (Ma and Yamaji, 2006; Sommer et al., 2006). Si is mainly present in
soil as crystalline aluminosilicates, an insoluble form and not directly available for plants
(Epstein and Bloom, 2005). In contrast, silicic acid [Si(OH)4] is the soluble form of silicon in soil
solution ranging from 0.1 to 0.6 mM (Epstein, 1994), Si is taken up by plants using specific

root transporters (Lsil; Ma et al., 2006). Vascular plant species have different ability to take






up and accumulate Si leading to define 3 groups classified in function of Si concentration:
“strong accumulators” with a Si content reaching 15% of DW (as rice), “intermediate
accumulators” with a Si content comprised between 1-3% of DW (as rye, oats, or wheat), and
finally) “weak Si accumulators” such as rapeseed with a Si content less than 0.1% of DW (Jones
and Handreck, 1967; Epstein, 1999; Broadley et al., 2012, Haddad et al., 2018). Although
silicon is not considered as an essential element for higher plants, several beneficial effects
have been shown especially in plants against various biotic and abiotic stresses. For example,
Si application reduces the severity of fungal diseases such as powdery mildew in barley (Ma
et al., 2001) and other diseases such as blast and brown spot in rice (Datnoff et al., 1997;
Rodrigues et al., 2003). Moreover, some studies have shown that Si supply improves the plant
tolerance to toxic metals such as Cd, Al and Cr (Nhan and Hai, 2013; Zhang et al., 2013b) and
to salt stress (Farshidi et al., 2012). Furthermore, a recent study has shown a beneficial effect
of Si supply to alleviate damage associated with nitrogen (N) starvation in rapeseed, a plant
species even considered as a weak Si accumulator. More precisely, this study shown that Si
supply promotes a better N uptake associated with an induction of nitrate transporters,
induces a delay of leaf senescence during N starvation and a regreening of senescent leave
when N was resupply (Haddad et al., 2018). These results showing an increase of leaf life span
were particularly interesting since rapeseed is characterized by a low N use efficiency
(Malagoli et al., 2005a; Avice and Etienne, 2014). Indeed, Malagoli et al. (2005b) using a
modelling approach have shown that an increase of leaf life span by 15% could allow to a
better synchronism between N leaf remobilization and N seed filling leading to an
improvement of seed yield (+15%).-Taken together, these data suggest that a Si supply could
improve N management of Brassica napus and allow to reduce the high N inputs required for

this crop (160-250 Kg N ha™) to ensure it seed production (Rathke et al., 2005).

In this context, the aim of this study was to investigate the effect of silicon supply (12 kg
Si ha?') on agronomic performances of rapeseed cultivated under field conditions and
fertilized with high (160 kg N ha) and low (60 kg N ha') N inputs. Firstly, the effect of a Si
supply on whole plant biomass and leaf senescence has been studied at flowering stage.
Secondly, the effect of Si supply on agronomic performances through the of yield component

measurement, analysis of seed quality and the calculation of N use efficiency indexes such as
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Supplementary Table 111.1.51: Detail of cytokinin contents (expressed in pg mg? DW) in roots and
shoots, (DO) and in mature leaf and roots (D12) of Brassica napus L. plants pretreated with (+Si) or
without (-Si) silicon for one week and supplied with (-Si+N; +Si+N) or without (-Si-N; +Si-N) nitrogen for
12 days (from DO to D12). Data are means * SE (for n=3). * and ** indicate significant differences (in
bold) between —Si and +Si plants with p<0.01 and p<0.001, respectively. IP: N-Isopentenyladenine; t-Z:
Trans-zeatin; IPAdo: N.-Isopentenyladenosine.

. P t-Z IPA do
Harvest time Organ Treatment
g (pg mg* DW) | [pg mg* DW | (pg mg* DW)
5 0.015 0.010 0.025
Control +0.002 +0.002 +0.001
Shoots (Control)
+5i 0.012 0.007 0.021
5o +0.001 +0.001 +0.002
5 0.097 0.043 0.369
{Control) +0.001 +0.002* +0.009
Roots
#5i 0.102 0.020 0.328
+0.001 £0.001 +0.011
Si+N 0.028 0.059 0.046
+0.001* +0.016 +0.006
£5isN 0.018 0.017 0.033
Mature +0.001 +0.000 +0.000
leaf Si-N 0.012 0.055 0.199
+0.001%* +0.024 +0.104
15i-N 0.022 0.040 0.225
£0.001 +0.018 +0.176
Di2
_Si+N 0.095 0.012 0.303
+0.001 +0.001 +0.013%*
+SisN 0.090 0.014 0.414
+0.002 +0.001 +0.024
Roots
-Si-N 0.056 0.007 0.101
+0.002 +0.001 +0.001
15i-N 0.042 0.006 0.059
+0.001 +0.000 +0.003




Nitrogen Harvest Index (NHI) Agronomic Efficiency (AE) and Agronomic Nitrogen Recovery

(ANR).
111.2.B. Materials and methods

a. Site, climatic conditions and lysimeter description

The field experiment was performed from September 2016 to July 2017 using lysimeter
system located at Lieury, in the north of France (00° 00’ 34.3” W, 48° 59’ 24.2” N). The
lysimeter device was composed of 15 polyester resin lysimeter boxes with an area of 1.96 m?
(1.4 m x 1.4 m), and a depth is 1.10 m. Rain-fall and air temperature were measured
continuously at a meteorological station at the Lycée Le Robillard in Lieury (Calvados, France;
Figure 111.2.1). The mean minimum and maximum air temperatures were 5.86 and 16.23 °C,
respectively, and total precipitations reached 508.2 mm during the period of rapeseed
cultivation (2016-2017).

Each lysimeters box was filled with a Calcaric Cambisol arable soil (World Reference Base for
soil resources, 2006) with 4.3 % of organic matter in 0-20 cm, a basic pH and a calcium

carbonate content which increases with the depth (Table 111.2.1).

b. Experimental design

Seeds of rapeseed (Brassica napus L. ‘Citizzen’) were sown on 17 September 2016 as
previously described by Génard et al. (2017). At stage B4 (i.e. after the appearance of 4 first
leaves), young plants were carefully transplanted into the lysimeters, with a density of 60
plants per lysimeter. At stage C1 (rosette stage; March 17,2017), the 15 lysimeters boxes were
separated into five batches (each batch was composed of 3 lysimeters boxes; Figure 111.2.2. All
lysimeters were fertilized with phosphorus (P: 40 kg P ha in form of P,0s), potassium (K: 50
kg K hat in form of K20) and sulfur (30 kg K hatin form of MgS04). Among them, three used
as ON controls did not receive N fertilization (Supplementary Figure 111.2.51). On the twelves
remaining boxes, two N fertilization levels (60 and 160 Kg N ha!) were supplied in form of
ammonium nitrate fractioned in two inputs (30 or 80 Kg N ha* at March 17, 2017 and 30 or
80 Kg N ha! at March 31, 2017 (stage E)). Finally, half of 60 and 160N lysimeters was supplied
with 12 kg of Silicon ha™* (60N+Si and 160N+Si) in form of Si(OH)4 fractioned in 4 inputs: 1 kg
ha in stage C1 (March 17, 2017), 1 kg ha in stage E (bolting stage, March 31, 2017), and two

inputs of 5 kg ha™ during stage F (flowering stage, April 7 and 25, 2017). In contrast, the other
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Figure 11l.2.1: Mean monthly temperature and precipitation recorded at the meteorological station
during the 2016-2017 growth season. Arrows indicated main experimental steps .

Table 111.2.1: Physical and chemical characteristics of the soil in the lysimeters. nd: non-detected value

pH Total S |Organic C| Total N |InorganicN| C:N CEC CaCO;

. T
Depth | Particle size distribution (%) (Water) |(mgs g?)|(me CghlmgNg?)| (mgNg?) | ratio [molke)| (%)

(cm)
Sand Silt Clay
0-20 32 38 30 7.9 0.1 25.4 3.2 7.4 7.9 16.5 10
20-40 34 38 28 8.1 0.1 15.0 1.9 7.5 8.0 11.5 12
40-65 41 35 24 8.3 0.1 7.6 0.9 4.5 8.2 7.2 28
65-100 49 34 17 8.4 nd 3.4 0.4 4.7 8.5 4.6 38




half of 60N and 160N lysimeters were considered as control of Si supply (60N and 160N) and
did not receive Si inputs (Figure 111.2.2).

For all treatments, plants cultivated on half lysimeter area (i.e. 30 plants corresponding to
1 m?) were harvested at stage G1 (rosette stage; harvest T1, May 16, 2017) and at G5 stage
(ripening stage; harvest T2, July 07, 2017). At each harvest date, plant organs (taproot, stem,
leaves), and pods (T2)) were separated, weighted and dried oven for 48 hours at 60°C for dry
weight (DW) determination and then ground to fine powder in order to perform elemental

analyzes.

c. Determination of percentage of green and senescent leaf
At harvest T1, all leaves present on plants were collected and total leaf dry weight (TLDW)
was determined. Then, leaves were separated in fully green leaves (FGL without yellow area)
and senescent leaves (SL) characterized by visual yellow area and dry weight of each batch is
determined (FGLDW and SLDW, respectively). For each treatment, the percentage of green or

senescent leaves on plants was calculated as follow: [(FGLDW or SLDW)/TLDW] x 100.

d. Elemental analysis
For N analysis, an aliquot of each dried sample (pericarps, seeds, taproots, stem and leaves
of plants at T2) was placed into tin capsules using a microbalance and the total N
concentration was 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).
In mature seeds, macro (N, P, K, S, Ca, Mg) and micronutrients (Zn, Mn, B, Cu, Mo, Se, Cd,
Ni, Fe, Co) were quantified by high-resolution inductively coupled plasma mass spectrometry
(HR ICP-MS, Thermo Scientific, Element 2™) with prior microwave acid sample digestion
(Multiwave ECO, Anton Paar, les Ulis, France) performed with 800 ul of concentrated HNO3,
200 ul of H20; and 1 ml of Milli-Q water for 40 mg DW. All samples were spiked with three
internal standards solution containing gallium, rhodium and iridium with final concentrations
of 5,1 and 1 pg I}, respectively. Then, all samples were diluted with 50 ml of Milli-Q water to
obtain solutions containing 2.0% (v/v) of nitric acid. Before analysis with HR ICP-MS, these
solutions were filtered at 0.45 um using a teflon filtration system (Digifilter, SCP Science,

Courtaboeuf, France). Quantification of each element was performed using external standard
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Figure 111.2.2: Experimental design used to study the effect of silicon (Si) on the agronomic performance of
Brassica napus L. cultivated into lysimeter boxes. When plants were at stage C1 (March 17, 2017),
fertilization combining nitrogen (N: 30 or 80 kg ha™ for 60 and 160 N treatments, respectively), phosphorus
(P: 50 kg hal), potassium (K: 50 kg ha1) and sulfur (S: 30 kg hal) was applied. At stage E (March 31, 2017), a
second N fertilization with 30 or 80 kg N ha! was applied for 60 and 160 N treatments, respectively. In
addition, for each N treatment (60 and 160 N), a silicon fertilization (Si: 12 kg ha in form of Si(OH),) is
applied in 4 times (March 17; 31 and April 7; 25, 2017: 60N+Si and 160N+Si) or not (Controls: 60N and 160
N). For all treatments, plants were harvested at T1 and T2 corresponding to G1 and G5 stages, respectively.



calibration curves and concentrations were expressed in mg g* and pg g* of seed DW for

macro and micronutrients, respectively.

e. Determination of oil, protein and glucosinolate concentrations in mature seeds with
Near Infrared Spectroscopy (NIRS)

Five g of seed samples were scanned on a monochromator Near InfraRed System (model
65000, FOSS NIRSystem Inc., Silver Spring, MD, USA) equipped with the transport module in
the reflectance mode. The results were predicted from an external calibration established for
oil, protein and total glucosinolate (GLS) concentrations (CRAW, Gembloux, Belgium). Oil and
proteins concentrations were expressed in % of seed dry matter (DW) and GLS (glucosinolates)

concentrations were expressed in pg g* of seed DW.

f. Determination of nitrogen use efficiency indexes

Agronomic efficiency (AE), nitrogen harvest index (NHI) and agronomic nitrogen recovery
(ANR) were calculated to characterize the nitrogen use efficiency of Brassica napus crop
fertilized with two levels of N inputs (60 or 160N) and supplied or not with Si.
AE which represents the efficiency of the crop to convert applied nitrogen to seed yield was
calculated as follow:

AE = [(SW with fertilizer (son, sone+si, 160N or 160N+si) - SW without fertilizer(on))/Nf (60 or 160N),
where SW and Nf correspond to seed weight and nitrogen supply by fertilizer, respectively.

Value of SW without fertilizer (on) was described in Supplementary Figure 111.2.51.

ANR defined as the efficiency of capture of nitrogen from soil was calculated as follow:

ANR = [(Nt with fertilizer - Nt without fertilizer)/Nf] x 100,
where Nt and Nf correspond to total nitrogen in plant and nitrogen supply by fertilizer,
respectively. Nt without fertilizer was determined as the addition of vegetative and seed N

amounts shown in Supplementary Figure 111.2.51.

NHI which represents the efficiency of nitrogen mobilization towards the seeds was calculated

using the following equation:

NHI = [Ns(s0n, 60N-+si, 160N or 160N+5i) /Nt(60N, 60N+Si, 160N or 160N+si)],






where Ns and Nt correspond to total N in seed and in whole 60N or 160N plants supplied
(60N+Si or 160N+Si) or not (60N or 160N) with Si, respectively.

g. Statistical analysis
Results are reported as means + standard errors (SE) for n=3. All statistical analyses were
performed with the software Microsoft® Excel 2010/XLStat® 2016. Analysis of variance were
conducted using Student test after verifying compliance of normality of the data and

homogeneity of variance using the Shapiro-Wilk and Bartlett tests, respectively .

111.2.C. Results

a. Effect of silicon supply on plant growth and leaf development

At the developmental stage G1 (i.e. flowering, harvest T1) of Brassica napus, for a given
level of nitrogen fertilization (60 or 160 kg N ha™), silicon supply (12 kg Si ha!) has no effect
on biomass of different compartments and on total biomass of plants. Thus, cumulative
biomasses of plants were 18.91.0+1.74, 18.47+0.95, 24.18+1.24 and 25.46.0+1.33 g plant™ for
60N, 60 N+Si, 160N and 160N+Si plants, respectively (Figure 111.2.3A). Moreover, for plants
cultivated with 60 kg N ha, Si supply has no effect on the distribution of green (69.5 and
74.2% for 60N and 60N+ Si, respectively) and senescent leaves (30.5 and 25.8% 60N and
60N+Si, respectively). In contrast, for plants cultivated with 160 kg N ha, the distribution of
green and senescent leave is significantly different in plants treated by Si (160+Si) compared
to control (160N). Thus, in plants cultivated with 160N, Si supply increases the percentage of
green leaves (84.9% versus 75.7% in 160N+Si and 160N, respectively plants) and decreases
percentage of senescent leaves (15.1% versus 24.3% in in 160N+Si and 160N plants,

respectively) (Figure 111.2.3B).

At the developmental stage G5 (stage corresponding to mature seeds, harvest T2), Si
supply has no effect on total plant and compartments biomasses of plants cultivated with 60
N. In plants cultivated with 160N, Si supply leads to an increase of taproot biomass (2.94+0.03
g plant? versus 2.67+0.09 in 160N+Si and 160N plants, respectively) and whole plant biomass
(45.13+0.73 g plant™ versus 40.23+1.33 g plant?in 160N+Si and 160N plants, respectively)
(Figure 111.2.4A). Moreover, total N amount in 160N+Si plants is significantly higher than in
160N plants while Si supply have no effect on N amount of plant cultivated with 60N (Figure

11.2.4B). However, it can be underlined that the increase of N amount in 160N+Si plant is not
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link to an increase of N concentration (Figure 111.2.4C) but to an increase of total biomass

(Figure 111.2.4B).
b. Effect of silicon supply on yield and seed quality components

Si supply has no effect on yield of plants cultivated with 60N while it leads to a significant
increase of yield of plants cultivated under 160N. Thus, the yield of 160N+Si plants reaches
4247.20+75.23 versus only 3644.37+182.48 kg ha' for 160N plants. Moreover, a Si supply has
no effect on quality components including the thousand seed weight, glucosinolate, oil and

protein concentrations of seeds from 60N and 160 N plants (Table 111.2.2).
c. Effect of silicon supply on elemental seed composition

Using ICPMS method, concentrations of 6 macronutrients (N, P, K, S, Ca, Mg) and 10
micronutrients (Zn, Mn, B, Cu, Mo, Se, Cd, Ni, Fe, Co) has been analyzed in seeds from plants
cultivated with 60 or 160 N and supplied with or without Si. For a given N fertilization, Si supply
has no effect neither on N concentration of seeds (Figure 1lIl.2.5A) neither on seed
concentrations of other macronutrients (P, K, S, Ca, Mg; Supplementary Table 111.2.51). Among
micronutrients, Co and Fe concentrations increase in seeds of plants supplied with Si (60N+Si
and 160N+Si) compared to their respective controls (60N and 160N). Moreover, Si supply leads
to Ni concentration increase by 2.23 folds only in seeds of plants cultivated with 60N (Figures
11.2.5B and 1ll.2.5C). For the seven other micronutrients, Si supply did not modify their
concentrations in seeds from plant whatever the N fertilization input (Supplementary Table

11.2.51).
d. Effect of silicon on nitrogen use efficiency components of plants

For 60 N plants cultivated with or without Si supply, no significant difference was observed
for agronomic efficiency (Fig. 6A), apparent nitrogen recovery (Figure 111.2.6B) and nitrogen
harvest index (Figure 111.2.6C) and for residual N concentration in fallen leaves (Figure 111.2.6D).
In contrast, when plants were cultivated with 160N, a Si supply lead to an increase of
agronomic efficiency and ANR by 1.5 and 1.3 folds, respectively. In add, in these plants, Si
supply did not improve neither the nitrogen harvest index neither the N residual
concentrations in fallen leaves from these plants. Moreover, it can be noticed that the residual

N concentrations in fallen leaves from plants cultivated under 60N (60N and 60N+Si) is



Table 111.2.2: Yield component, concentration of oil, protein and glucosinolate concentrations and
linoleic acid (w-6): linolenic acid (w-3) ratio (w-6:w-3 ratio) in mature seeds from rapeseed cultivated
with 60 (60N) or 160 kg of N ha! (160N) and supplied with or without Si (12 Kg hal: 60N+Si and
160N+Si). Values correspond to mean % SE for n=3.The data obtained for seeds from plants treated
with silicon (60N+Si and 160N+Si) were compared to their respective control using the Student t test
and * indicated significant difference at p<0.05.

Glucosinolate Oil concentration Protein
Yield (kg ha™) Thousand-seed weight (g) concentration (% DW) wb:w3ratio  concentration
(gg™ DW) (% DW)
60N 2696.96+217.90 5.27+0.33 13.10+0.85 49.70+0.96 2.37+0.27 14.77+0.13
60N+Si 3122.13+74.37 4.92+0.21 15.43+0.55 50.45+0.55 2.42+0.13 14.58+0.45
160N 3644.37+182.48 4.81+0.40 17.97+0.66 47.410.67 2.48+0.06 16.50£0.10
160N+Si 4247.20+£75.23 * 4.5410.28 16.53+1.54 47.93+0.42 2.24+0.10 17.33+0.26
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Figure 111.2.5: Nitrogen (A), Iron (B), Cobalt (C) and Nickel (D) concentrations in mature seeds of plants
harvested a T2 (G5 stage). Plants were grown in lysimeter with 60 (60N) or 160 kg of N ha! (160N) and
supplied with or without Si (12 Kg hal: 60N+Si and 160N+Si). Values correspond to mean + SE for n=3.
The data obtained from plants treated with silicon (60N+Si and 160N+Si) were compared to their
respective control using the Student t test and * indicated significant difference at p<0.05.



significantly lower than those in fallen leaves from 160 N plants (160N and 160N+Si) and reach
about 0.9 and 1.2 %, respectively (Figure 111.2.6D).

111.2.D. Discussion

For the lower nitrogen inputs (60 kg N ha), whatever the developmental stage studied
(flowering and final stages), a Si supply (12 Kg Si ha) has no effect on the growth, yield and
seed quality of rapeseed cultivated in field conditions (Figures 11l.2.3 and 111.2.4A; Table
111.2.2). This result suggest that the supply of beneficial micronutrient such as Si is not relevant
to promote development of plant facing to a low availability of an essential macronutrient as
N (Good et al., 2004). When plants where cultivated with a higher N input, Si increases the
percentage of green leaves on plants at flowering stage (harvest T1) compared to control
plants (84.85% and 75.73% in 160N+Si and 160N, respectively) (Figure 111.2.3). This result is in
agreement with previous studies showing that Si supply delays leaf senescence in Arabidopsis
thaliana, Sorghum bicolor and Brassica napus cultivated in controlled conditions (Markovich
et al., 2017; Haddad et al., 2018). Moreover, at final stage of development, Si supply lead to
an increase of whole plant biomass, especially due to an increase of root and seed biomasses,
related to an increase of N amount (+12.8%) in +Si plants (Figures 111.2.4B and 111.2.4C; Table
111.2.2). These results suggest that the Si supply stimulates N uptake throughout an increase
of root biomass allowing a better N prospection of soil and/or an induction of root expression
of genes encoding nitrate transporters (NRT2.1 and NRT2.2) as previously shown in several
studies (Gottardi et al., 2012; Haddad et al., 2018). As previously suggested by Haddad et al.
(2018), the preservation of photosynthetic capacity associated with the delay of leaf
senescence observed in 160N+Si may explain both the increase of expression of these genes
and the increase of whole plant biomass. Moreover, the increase of N uptake in 160N+Si is
also reinforced by the determination of Agronomic Nitrogen Recovery (ANR) translating that
the efficiency of plants to pick up N from soil isimproved. Indeed, ANR determined for 160N+Si
plants is significantly higher than it calculated for 160N plants (from 57 to 43%). This better N
uptake leads to an increase of seed yield of 160N+Si (4.2 T ha'') compared to 160N plants (3.6
T hal). This result is in agreement with a recent work performed in two genotypes of Brassica
napus cultivated in filed conditions with 360 kg urea ha and showing that a Si spray supply
lead to an improvement of seed yield (Kuai et al., 2017). Nevertheless, Si supply has not effect

on seed yield quality components, such as thousand-seed weight, oil, glucosinolate, protein
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concentrations, and w6: w3 ratio which are not significantly different in seeds from 160N and
160 N+Si (Table 111.2.2). Moreover, no significant difference of N residual in leaf of these plants
suggesting that Si has not impact on N remobilization from leaf towards seeds. This result is in
agreement with nitrogen harvest index, a component which indicates efficiency of N plant
remobilization to the seeds, which is similar between 160N and 160N+Si plants (Figure
111.2.6C). Taken together, these results show that the better N uptake by 160N+Si plant leads
to an increase of seed yield but does not conduct to a production of seeds with higher N
concentrations (Figure 11l.2.5A). This is confirmed by the agronomic efficiency (Figure 111.2.6A),
a component which measures efficiency of converting N supplied to seed yield, which is 1.5
fold higher for 160N+Si than 160N plants. This means that 1 kg of N supplied with Si allows a
production of 14.2 kg of seeds against only 9.3 kg of seeds when N is supplied alone. All these
data indicates that Si supply allow to reduce the N input only when N is not limiting for plant
growth. For example, in our study it could be suggest that Si supply could allow a decreasing
N input from 160 kg N ha™* to around 106 kg N ha'* without impact on seed yield. In addition,
this study shows that a Si supply has positive effect on micronutrient concentrations in seeds.
Thus, Si supply leads to an increase of nickel (Ni) concentration is observed only in seeds from
plants cultivated with the lower N fertilization (60N; Figure 11l.2.5D) and for the both N
fertilization levels (60 or 160N) to an increase of seeds iron (Fe) and cobalt (Co) concentrations
(Figures 111.2.5B and 111.2.5C). Even if an improvement of remobilization/allocation of these
nutrients by Si cannot be excluded, this increase of nutrient concentrations in seed could be
also due to a stimulation of root uptake as demonstrated for Fe and nitrate in Brassica napus
and Valerianella locusta L. (Gottardi et al., 2012; Haddad et al., 2018). These results are so
interesting because these micronutrients in addition to be knew to be important for plant
metabolism (Tottey et al., 2003), they are also considered as beneficial for mammalian
nutrition and health (Abbaspour et al., 2014). Thus, for example, Fe and Co are involved in
synthesis of hemic enzymes (as hemoglobin and myoglobin; Yip et al., 1996; McDowell et al.,
2003) and for synthesis of B12 vitamin, respectively. Moreover according to the World Health
Organization (2002), Fe is one of nutrients deficient in the diet of more than half of the world’s
and an increase of it in edible part of plant (so called biofortification) could allow to face it as

previously suggested by Billard et al. (2014).
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111.1.E. Conclusion

As a conclusion, this study shows that, in field conditions, a Si supply lead to a better N
efficiency by Brassica napus cultivated with N input considered as not limiting for growth and
development. This better N efficiency is due to a better N uptake but not a better N
remobilization allowing an improvement of seed yield without affect seed quality. In addition,
this study shows the great interest to combine N and Si fertilizers in order to lead a

biofortification of Brassica napus seeds.
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Supplementary Table 111.2.51: Macro (grey) and micronutrient (white) concentrations in mature seeds
from rapeseed plants harvested at T2 (G5 stage). Plants were cultivated in lysimeter with 60 (60N) or
160 kg of N ha? (160N) and supplied with or without Si (12 Kg of SiO, ha; 60N+Si, 160N+Si). Values
represent mean * SE for n=3.

Element 60N 6ON+Si 160N 160N+Si
Ca(mgg?) 3.89+0.08 3.87+0.18 3.61%0.19 3.52+0.21
K (mg g) 5.61+0.39 5.34+0.20 5.72+0.04 5.61+0.15
Mg (mg g?) 1.83+0.07 1.74+0.07 1.82+0.06 1.72+0.04
P (mgg?) 4.12+0.13 3.93+0.20 3.6210.17 3.54+0.09
S(mgg?) 3.04+0.05 2.86+0.08 3.45+0.12 3.17+0.11
B (g g?) 11.2240.25 10.84+0.14 11.73+0.33 11.3040.55
Cd (ngg?) 23.08+5.31 24.10+1.32 28.87+1.73 29.99+2.11
Cu (ugg?) 2.61+0.07 2.58+0.06 2.90+0.35 2.79+0.17
Mn (ug g?) 25.46+0.61 25.40+1.16 27.2640.58 26.10+0.61
Mo (ug g) 0.38+0.06 0.40%0.02 0.35+0.01 0.35+0.02
Se (ng g) 37.20+0.66 30.21+4.27 25.80+3.37 29.90+1.85
Zn (ug g) 28.77+0.64 27.89+0.66 36.43+5.33 33.41+4.13







Chapitre Il : Résultats, Article 3

Chapitre IV.3. Silicon supply broadly affects the root transcriptome of
Brassica napus L.

Contexte: Bien que le silicium (Si) ne soit pas considéré comme un élément essentiel pour la
croissance des plantes, plusieurs études démontrent son effet bénéfique sur les plantes
particulierement quand elles sont cultivées en condition de stress. L'origine de ces effets est
encore mal connue. En effet, si certains auteurs attribuent au Si un role exclusivement
mécanique (renforcement des parois cellulaires), d’autres suggerent que cet élément pourrait
étre a l'origine, au niveau cellulaire, de modifications de I'expression de genes impliqués
notamment dans les voies métaboliques conduisant a une meilleure tolérance aux stress
biotiques et abiotiques. Les résultats obtenus en conditions controlées et notamment ceux
montrant un effet du Si sur I'expression de génes codant les transporteurs d’N, permettent de
suggérer que chez le colza, le Si pourrait effectivement avoir un réle signalétique en plus de
son action mécanique.

Objectif: Chez le colza, le Si absorbé est majoritairement accumulé au niveau racinaire, une
approche de « RNA sequencing (RNAseq) » a été conduite afin d’étudier I'effet d’'un apport de
Si de courte durée (7 jours, 1,7 mM) sur le transcriptome racinaire.

Démarche expérimentale: Des plantes de colza sont prétraitées avec du Si (+Si; 1,7 mM) ou
non (-Si) pendant 7 jours. Les plantes sont récoltées en séparant parties aériennes et parties
racinaires et leur biomasse fraiche est déterminée. Les ARN totaux racinaires sont extraits par
la méthode au phénol chaud avant d’étre envoyés a la plateforme IPS2 de Saclay en vue de
I’'analyse comparative des transcriptomes racinaires des plantes +Si et -Si par RNAseq.

Résultats: L'acquisition des résultats de I'analyse RNAseq étant trés récente (courant Juillet
2018), seule une analyse préalable des données sera présentée dans le cadre de cet article
actuellement en cours de rédaction. La rédaction définitive de celui-ci, nécessitera une analyse
plus poussée qui sera effectuée dans le courant de I'année 2019.

Les résultats montrent que le traitement Si se traduit par une modulation de I'expression de
1040 genes, parmi lesquels 323 sont induits et 717 sont réprimés. L'utilisation de logiciels
d’analyses transcriptomiques (MapMan) a permis de classer les génes différentiellement
exprimés dans les différentes voies métaboliques. Ainsi, ces analyses montrent notamment
gue de nombreux genes impliqués dans le renforcement des parois cellulaires ou dans la
résistance aux stress biotiques et abiotiques sont surexprimés dans les racines de plantes
traitées au Si.

Bien que préliminaires, ces résultats montrent le role signalétique du Si au niveau racinaire
chez le colza.
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Abstract

Main conclusion: Modulation of gene expression in root of Brassica napus by silicon (Si)

supply could allow plants to cope with future stress.

The origin of the beneficial effects of silicon (Si) on plants, especially when they are subject to
stress, remains poorly understood. Some authors shown that Si alleviates plant stress and
consider that this is mainly due to a mechanical effect on the cell wall. In addition, others
studies shown that Si could also affect expression of genes and modulate some metabolic
pathways, especially in plants cultivated in stress conditions. In a previous study, Haddad et
al. (2018) shown that a pretreatment of Brassica napus plant by Si (1.7mM) during one week
allows to alleviate stress induce by N privation. From these results, it can be suggest that this
better resistance of Si-treated plants could be due to the establishment of defense
mechanisms prior to the exposure to the N stress. The aim of this work was to test this
assumption in Brassica napus roots (where Si is mainly stored) using a transcriptomic
approach by RNA sequencing (RNAseq). Our results showed that the Si supply leads to a
modulation of the expression of genes in root of Brassica napus. Functional categorization of
the differentially expressed genes (DEGs) shows that numerous genes are involved in different
metabolic pathways and especially, in cell wall synthesis, phytohormones metabolism and in
stress response. All these results show that Si modifies the root metabolism of Brassica napus,

which could allow a better adaptation to future stresses.






Key words: Brassica napus, roots, RNAseq, Silicon

111.3.A. Introduction

Silicon (Si) is a major constituent of the earth’s crust, covering 28% of the lithosphere
(Epstein, 1994). For several years, the role of silicon in plant has been extensively studied
through numerous studies (Cuskon et al., 2019). Yet to date, Si is considered as a beneficial
but not essential element for plant growth and development (Guntzer et al., 2012). The
beneficial effects of Si supply has been found especially in plants subjected to either biotic or
abiotic stresses (Keeping and Reynolds, 2009; Liang et al., 2015. For example, Si is effective
to reduce diseases caused by both fungi and bacteria in different plant species (Ma and
Yamaji, 2006), to increase plant resistance to drought (Eneji et al., 2008), to alleviate salt-
stressed (Azeem et al., 2015). In a recent study, Haddad et al. (2018) shown that a
pretreatment of Brassica napus plant by Si (1.7mM, one week) enhances growth and alleviates
stress induced by N privation. This study suggests that Si supply plants could promote defense
mechanisms prior to the exposure to the N stress. Main known mechanisms attributed to Si-
benefits are the mechanical barrier formed by the accumulation and polymerization of Si as
Si(OH)a in cell walls (Guerriero et al., 2016), which promotes strengthening of the extracellular
matrix and provides increased mechanical support to the plant. However, the role of Si
remains still inconclusive (Epstein 1994; Guntzer et al., 2012; Pontigo et al., 2015) since Si
does not seem to act as a direct signal or second messenger (Vivancos et al., 2015; Coskun et
al., 2019). Indeed, only few genes are modulated by a Si supply especially when plants are
cultivated under unstressing conditions (Fawe et al., 2001; Watanabe et al., 2004; Fauteux et
al., 2006; Chain et al., 2009; Rasoolizadeh et al., 2018).

To decipher the role of Si in priming defense mechanism we performed a wide-ranging
analysis of the influence of Si on the root transcriptome of Brassica napus because of the major
role of this compartment not only in Si uptake but also in its storage (Lux et al., 2003; Haddad
et al., 2018). Thus, a comparative analysis of the root genes expression between plants
supplied with (1.7 mM) or without Si has been performed using RNA sequencing (RNAseq)
technology to detect differentially expressed genes (DEGs) and identify the functional

categorizes and metabolic pathways in which they could be involved.

111.3.B. Materials and methods

a. Seedling growth and Si treatment






Brassica napus L. (var. “Citizzen”) seeds were germinated on perlite over deionized water
for 4 days in dark. Seedlings were then transferred to natural light conditions and supplied
with the nutrient solution previously described by Haddad et al. (2018). After emergence of
the first leaf (after 2 weeks), seedlings were transferred to hydroponic tanks (20 L) containing
the same nutrient solution as before. The natural light was supplemented by high-pressure
sodium lamps (MASTER Greenpower T400W, Philips) providing photosynthetically active
radiation (PAR) of 450 umol of photons.m2.s? at the canopy level for 16h per day. The
thermoperiod was 20°C (day) and 15°C (night). After the emergence of the fourth leaf, plants
were split in two batches: one (+Si) supplemented with 1.7 mM sodium silicate (NaxSiOs,
9H,0) and the other one (-Si) supplemented with 1.7 mM of sodium chloride. The pH of the
nutrient solutions were buffered to 5.6. After one week, roots of plants were rinsed three
folds with nutrient solution without Si (pH 5.6) then shoot and root samples were separated
and frozen in liquid nitrogen and stored at —-80°C for further analysis. For all analysis, three
biological replicates (n=3) corresponding to a pool of three plants were used.

b. Silicon analysis

Silicon content in plants were determinate from 100 mg of dried and crushed plants
tissues (shoots and roots), using a colorimetric method previously described by Haddad et al.
(2018).

c. RNA extraction and RNA sequencing (RNAseq) technology

Total RNAs were extracted from 200 mg of root samples using hot phenol method as
previously described by Haddad et al. (2018). Purification of RNAs including a step of DNA
digestion by DNAse treatment was performed using RNeasy mini kit according to the
manufacturer’s protocol (Qiagen, Courtaboeuf, France).

Sequencing technology used was on lllumina NexSeq500 (IPS2 POPS platform). RNAseq
libraries were performed by TruSeq Stranded mRNA protocol (Illumina®, California, and U.S.A)
in paired-ends (PE), sizing of 260bp and a read length of 75 bases. Twelve samples by lane of
NextSeq500 using individual bar-coded adapters and giving approximately 25 million of PE
reads by sample were generated. A classical trimming (Qscore>20, read length>30) was
performed to remove sequences of bad quality and the mapper STAR_2.5.2a was used to align
reads against the Brassica napus transcriptome (with local option and other default
parameters). The abundance of each 52962 genes (annotation V5 from Genoscope:

http://www.genoscope.cns.fr/brassicanapus/data/) was calculated by counts PE reads mapping
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unambiguously one gene. According to these rules, 25% reads unmapped and 10% of PE reads
with multi-hits were removed and 65% of PE reads were associated to a gene without
ambiguity.

d. RNAseq bioinformatic analysis

Differential analysis followed the procedure described in Rigaill et al. (2016). Library size
was normalized using the trimmed mean of M-value (TMM) method and count distribution
was modeled with a negative binomial generalized linear model. Dispersion was estimated by
the edgeR method (V1.12.0, McCarthy, 2012). Expression differences were compared
between +Si and -Si plants using likelihood ratio test and p-values were adjusted by the
Benjamini-Hochberg procedure to control False Discovery Rate (FDR, p-value < 0.05).
Considering our experimental context (Si supply attended to have a priming effect on
unstressed plants), we have chosen to consider a gene as differentially expressed for an
adjusted p-value <0.05 whatever the absolute value of “Log2 fold change”. Fragments Per
Kilobase Million (FPKMs) were calculated for visual analysis only, and were obtained by
dividing normalized counts by gene length. For all Differentially Expressed Genes (DEGs), the
gene ontology and the MapMan bank identification number (BIN) ontology were assigned
using Brassica napus GO annotations from Genoscope (2015-04-27) and Mercator Automated
Sequence Annotation pipeline (V3), respectively. In addition, each Brassica napus CDS (from
Genoscope V5) was Blast on NCBI Viridiplantae nucleotide database to find the best Brassica
napus RNA match.
RNAseq expression data were validated by using four DEGs with contrasted fold changes for
RT-qPCR analyze. RT and gPCR were performed following the protocol described by Haddad
et al. (2018). The primers used and the results of RT-qPCRs are presented in Supplementary
Table 111.3.51.

Gene ontology enrichment analysis for Differentially Expressed Genes (DEGs) was
performed with gene ontology (GO) information slimed to plants using BINGO plug-in (V3.0.3)
of the Cytoscape platform (V3.7.0). Hypergeometric test was applied to identify enriched GO
terms (p-value <0.05 was considered as significant). In addition, pathway analysis of DEGs was
carried out using MapMan (V3.6.0) with the Brassica napus CDS annotation (Genoscope V5),
the biotic stress pathway overview layout and a p-value cut-off of 0.05.

e. RNA-Seq data management
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Figure 111.3.1: (a) Number of Differentially Expressed Genes (DEGs) in root of Brassica napus supplied with 1.7 mM
of Si during one week. Number of DEGs was determined in function of the "Log2 fold change" cut-off on the
RNAseq dataset genes for which p-value adjusted is < to 0.05. (b) Functional classification of all DEGs (without
"Log2 fold change" cut-off). DEGs were categorized into major MapMan BIN groups (BIN numbers in brackets).
DEGs with multiple BIN assignments were affected in each corresponding functional class. For each functional class,
the up-regulated (red), down-regulated (blue) and the total number (in frame) of DEGs were indicated.



All steps of the experiment, from growth conditions to bioinformatic analyses, were
managed in CATdb database (Gagnot et al., 2007; ProjectID: NGS2017_08_Brasilice). RNAseq
project was submitted in the international repository GEO (Gene Expression Omnibus; Edgard

et al. 2002; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo; GEO accession: GSE122968).

f. Statistical Analysis

Statistical analyses of silicon contents were performed with the software Microsoft® Excel
2010/XLStat® 2016. Analysis of variance were conducted using Student test after verifying
compliance of normality of the data and homogeneity of variance using the Shapiro-Wilk and

Bartlett tests, respectively.

111.3.C. Results and discussion

The present study aims to provide a comprehensive root transcriptome survey to identify
metabolic pathways responsive to external silicon supply to Brassica napus cultivated under
no-stressing conditions. For this, plants was cultivated in hydroponic conditions for 7 days and

supplemented (+Si; 1.7 mM) or not (-Si) with silicon.

Despite Brassica napus belong to a non-Si accumulator species (Guntzer et al. 2012), Si
was efficiently taken up by Brassica napus (3.89+0.19 versus 6.34+0.05 mg g'* DW in -Si and
+Si plants, respectively) and mainly stored in the roots (0.173+0.02 versus 0.384+0.02 mg g**
DW in -Si and +Si plants, respectively). These results are in agreement with those reported by
Farshidi et al. (2012) and more recently by Haddad et al. (2018). This storage of Si mainly in
roots is an argument to focus on the effect of Si on genes regulation and subsequent metabolic

pathways modulations in this compartment.

This study shows that the number of DEGs in response to Si is quite low in roots (74 DEGs;
Figure l1l.3.1.A) when the log2Fold change threshold is arbitrary set up to 1.5, a classical value
for DEGs analysis with RNAseq. This result is in agreement with numerous studies showing
that Si supply on unstressed plants lead to only 50 DEGs in roots of soybean (Rasoolizadeh et
al., 2018) or 2, 20 and 47 DEGs in leaves of Arabidopsis, rice and wheat, respectively
(Watanabe et al. 2004, Chain et al. 2009, Fauteux et al., 2006). Nevertheless, considering the
assumption that Si could play an indirect role leading to a priming effect on unstressed
Brassica napus plants (Haddad et al., 2018), it seems to be relevant to consider also genes

with lower log2Fold changes. Thus, by applying this criteria (all log2fold changes for a FDR
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Figure 111.3.2: (a) Gene Ontology (GO) enrichment for differentially expressed genes (DEGs) in root of Brassica
napus after 7 days of treatment with silicon. Size of node is related to the number of transcripts in that category
and color shading is according to p-value (white: no significant differences; yellow: p-value = 0.05; orange: p-
value < 5.00 10-7). (b) Metabolic pathway overview (from MapMan) of DEGs involved in stress response. Each
square represent one DEG and its shading represents its up (red) or down-regulation (blue). The color scale
refers to the fold change of differentially expressed transcripts.



adjust p-value <0.05), the number of DEGs in the roots reach 1040 (Figure lll.3.1.a). Among
them 323 (31%) genes were significantly up-regulated and 717 (69%) were down-regulated
(Figure 111.3.1.a). Upon functional categorization (BIN Groups) of these DEGs, except the “not
assigned” (21% of DEGs) and “Misc” (10.4% of DEGs) categories, the most representative
categories were “RNA”, “Protein”, “Signaling”, “Hormone metabolism”, “stress”, Transport”,
“Development” and “Cell wall” (54% of DEGs for the 8 categories on 30; Figure 111.3.1.b). This
indicates that rapeseed initiates broad molecular modifications in response to Si supply but it
is interesting to note that DEGs were not randomly distributed but belong to a limited number
of functional categories. RNA, signaling, hormone metabolism, stress and cell wall are the
functional categories often reported in various studies on silica (Manivannan et al., 2017).
This strengthen hypothesis on the putative physiological roles of Si to alleviate stresses in
plants (Pontigo et al., 2015; Etesami and Jeong, 2018, Coskun et al., 2019).

In agreement with this role of Si in preventing stresses, GO enrichment and MapMan
classification revealed a modulation of numerous DEGS directly or indirectly associated with
biotic and abiotic stress responses (Figures 111.3.2 a and b). Their functional annotation (Table
111.3.1) shows that 30 of them are related to biotic stress (BIN 20.1) and 21 to abiotic stress
(BIN 20.2). Most of them are down-regulated (41) by Si under our conditions. DEGs involved
in stress phytohormone metabolisms such as ABA, ethylene, JA and SA (BIN 17.1; 17.5; 17.7
and 17.8) were also mainly down-regulated (Figure 111.3.2.b; Table 111.3.1). These results are in
agreement with previous studies showing that Si while prevents biotic (or abiotic) damages it
down-regulates in the same time numerous stress resistance genes (Rasoolizadeh et al.,
2018), and/or it adjusts the level of phytohormones to maintain plant homeostasis (Kim et al.
2014 ; Fauteux et al. 2006 ; Ghareeb et al., 2011). Therefore, in these conditions, the effect
of Si could be prophylactic making plant more efficient to respond to future stresses. As
reviewed in an original way by Wang al. (2017), Si-mediated primes plant defense responses
involving the establishment of physical and biochemical mechanisms. The reinforcement of
the cell wall is one of the most documented throughout numerous studies showing a benefit
role of Si deposition in the cell wall rigidity associated to a better pathogen resistance (Coskun
et al., 2019). In unstressed environments, Si increases also cell wall elasticity during extension
growth by interacting with pectins and polyphenols, or by enhancing roots suberization or
lignification, resulting in anatomical plasticity and adaptive regulation of root function (Hattori

et al. 2003; Hossain et al., 2007; Fleck et al., 2011; Zhang et al., 2013; Barberon et al., 2016).



Table 111.3.1. Number of Differentially Expressed Genes (DEGs) from transcriptome of Brassica napus
roots related to cell wall, hormone metabolism, biotic and abiotic stresses MapMan categories,
grouped by the first two layers (or the first three layers for BIN 20).

BIN code Total DEGs Up-regulated Down-regulated BIN name
10.1 5 1 4 cell wall.precursor synthesis
10.2 4 1 3 cell wall.cellulose synthesis
10.3 1 0 1 cell wall.hemicellulose synthesis
10.6 19 18 1 cell wall.degradation
10.7 17 7 10 cell wall.modification
10.8 3 2 1 cell wall.pectin esterases
17.1 4 1 3 hormone metabolism.abscisic acid
17.2 8 0 8 hormone metabolism.auxin
17.3 6 2 4 hormone metabolism.brassinosteroid
17.4 1 0 1 hormone metabolism.cytokinin
17.5 17 0 17 hormone metabolism.ethylene
17.6 4 2 2 hormone metabolism.gibberelin
17.7 13 2 11 hormone metabolism.jasmonate
17.8 3 1 2 hormone metabolism.salicylic acid
20.1 12 5 7 stress.biotic
20.1.1 3 0 3 stress.biotic.respiratory burst
20.1.2 3 1 2 stress.biotic.receptors
20.1.3 1 0 1 stress.biotic.signaling.MLO-like
20.1.5 1 0 1 stress.biotic.regulation of transcription
20.1.7 10 1 9 stress.biotic.PR-proteins
20.2 3 1 2 stress.abiotic
20.2.1 7 1 6 stress.abiotic.heat
20.2.2 1 0 1 stress.abiotic.cold
20.2.3 6 0 6 stress.abiotic.drought/salt
20.2.4 1 0 1 stress.abiotic.touch/wounding
20.2.99 3 1 2 stress.abiotic.unspecified




This assumption supported by the apoplastic obstruction model proposed by Coskun et al.
(2019), could explain that the Si supply improves yield of rice (Detmann et al., 2012) or total
biomass of Brassica napus (Haddad et al., 2018). Accordingly, in our study, 49 DEGs (29 up-
and 20 down-regulated) related to cell wall synthesis (BIN 10.1-3), degradation (BIN 10.6) and
modification (BIN 10.7) were modulated by Si in roots (Figures Ill.3.2.a and 11l.3.2.b; Table
11.3.1).

111.3.D. Conclusion

The high-throughput transcriptome analysis, for the first time performed in roots of
Brassica napus allowed to obtain an overall survey of genes related to the responses to Si of
Brassica napus cultivated under unstressing conditions. Taking into account the modulated
gene-network in root, this study provides evidence that even under unstressed conditions, Si

modulates a large pattern of genes involved in stress response.
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Supplementary Table 111.3.51: Expression of selected DEGs in root Brassica napus supply with 1.7 mM of
Si during 7 days. Log2Fold Change and 2-AACt represent the modulation of the expression of selected genes
(in red in the table S1) from RNAseq and RT-gPCR analysis, respectively. For both analysis, the control was -
Si plants.

log2Fold Change 5-BACt gene accession

Gene ID Nucleotide sequences of primers

(p-value)

number

EF1l-a

#N/A

#N/A

Forward 5'-
TTTCGAGGGTGACAACATGA-3'

Reverse 5°'-
CCGTTCCAATACCACCAATC-3'

XM_013854440.2

18S

#N/A

#N/A

Forward 5'-
CGGATAACCGTAGTAATTCTAG-3'

Reverse 5'-
GTACTCATTCCAATTACCAGAC-3'

KX709373.1

BnaA07g32570D

-8.09 (7.38E-99)

0.03+0.01 *

Forward 5'-
ATAACGACCGCAGATTTTGG-3'

Reverse 5'-
AGCTACGCCCGTAACAGCTA-3'

XM_013862524.2

BnaA05g03440D

-4.60 (2.46E-11)

0.34+0.23 *

Forward 5'-
GGATGTGCGAGTTTCATGTG-3'

Reverse 5'-
TGATGAAAGCCTGACGAGTG-3'

XM_013835916.2

BnaA09g13190D

2.25 (1.529E-06)

1.49+0.25 *

Forward 5'-
TGCAGTTTTGTCTGGACGAG-3'

Reverse 5'-
CGCGGTAATTTTCAGGGTTA-3'

XM_013788930.2

BnaC03g21710D

1.73 (6.43E-03)

1.61+0.16 *

Forward 5'-
GTCCTGGGAAGAACTCATGG-3'

Reverse 5'-
GGTAGGGACTCTGACGACGA-3'

XM_013843966.2
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Chapitre IV: Discussion générale

Les expérimentations conduites dans le cadre de cette these visaient a étudier I’effet d’un
apport de silicium (Si) chez le colza (Brassica napus L.), une espéce notamment caractérisée
par sa faible valorisation de 'azote absorbé. Le choix du Si a été motivé par les nombreuses
études montrant des effets bénéfiques de cet élément chez diverses espéces végétales
soumises a des stress biotiques et abiotiques variés (Ma et Yamaji, 2015; Rizwan et al., 2016;
Frew et al., 2018). Cependant, parmi ces études, peu d’entre elles se sont intéressées a la
caractérisation des effets physiologiques, biochimiques et moléculaires consécutifs a un court
apport de Si. Par ailleurs, trés peu d’études ont été menées chez le colza d’hiver, certainement
du fait qu’il soit considéré comme un faible accumulateur de Si contrairement a d’autres
espéces végétales telles que celles appartenant a la famille des Poacées comme par exemple
le riz, le blé, I'orge ou encore le mais. Dans le cadre de ces travaux, nous sommes partis du
postulat que le caractere faiblement accumulateur de Si du colza n’était pas forcément un
inconvénient puisque certains éléments bénéfiques peuvent agir a trés faible dose. Dans ce
contexte, I'objectif général de ces travaux de thése a consisté a étudier I'effet d’'un apport
de Si sur la gestion de I’'N du colza et plus particuliéerement sur les processus de sénescence
associés a la remobilisation mais également sur les capacités d’absorption de I’'N par cette
plante. Ainsi, deux expérimentations, I'une en conditions controlées au stade végétatif et
I'autre en condition de plein champ sur I'ensemble du cycle de culture ont été réalisées sur

des plantes soumises ou non a une alimentation azotée restreinte.
l. Contrairement a d’autres espéces, chez le colza, le Si est stocké dans les racines

L'initiation de cette nouvelle thématique de recherche a soulevé une question majeure a
laquelle il était nécessaire de répondre avant de développer les recherches envisagées: le
colza considéré comme faiblement, voire non accumulateur de Si, absorbe-t-il cet élément

lorsqu’il est disponible dans le milieu sous sa forme assimilable (acide silicique: Si(OH)4)?

Il était d’autant plus important de répondre a cette interrogation, que la majorité des
travaux publiés a ce jour ne présentent que tres rarement le contenu en Si in planta. Dans ce
contexte, il a été nécessaire de mettre au point a partir des différentes méthodes disponibles
dans la littérature, une méthode colorimétrique de dosage de Si. Ce préalable a été

relativement long, environ 3 a 4 mois, mais a aboutit a la validation d’un protocole basé sur la






formation du complexe silicomolybdique (Hallmark et al., 1982; Dai et al., 2005) dont le détail
est présenté dans la partie « Matériel et méthode de ce manuscrit (11.2.3) » et qui s’est révélée

particulierement fiable pour doser le Si dans les tissus végétaux.

Grace a cette méthode, il a donc été possible de doser le Si dans les tissus racinaires et
aériens de colza cultivés en hydroponie avec une solution nutritive contenant ou pas du Si (1,7
mM de Si). Les résultats obtenus nous ont montré que les plantes de colza cultivées pendant
7 jours en présence de Si contenaient significativement plus de Si que les plantes non traitées,
révélant ainsi que le colza est capable de prélever cet élément lorsque celui est disponible
dans la solution. Par ailleurs, la détermination des teneurs en Si dans les parties aériennes et
racinaires montrent que cet élément est plus fortement accumulé au niveau racinaire (teneurs
proches de 0,7% dans les racines des plantes alimentées avec du Si contre 0,3% dans les
racines des plantes témoins) et peu au niveau foliaire (0,26 contre 0,20% respectivement dans
les parties aériennes des plantes alimentées ou non en Si) (Chapitre lll, Figure 111.1.2). Cette
accumulation racinaire de Si est surprenante puisque chez la majorité des végétaux, cet
élément est généralement stocké au niveau des parties aériennes. Cette particularité pourrait
étre liés a une faible activité (ou une faible présence) des transporteurs racinaires de type Lsi2,
impliqués dans le transfert du Si des racines vers les parties aériennes via la seéve xylémique,
et ou des transporteurs foliaires Lsi6 assurant le déchargement xylémique (Ma et Yamaji,
2015). Afin de vérifier ces hypothéses, I'existence de transporteurs (Lsil, Lsi2 et Lsi6) a été
recherchée au cours de nos études. Pour ce faire, les séquences des génes codant des
transporteurs de Si disponibles dans la littérature (mais, riz, blé) ont été utilisées pour
rechercher des genes orthologues dans le génome de colza. Cependant, cette recherche n’a
permis d’identifier aucun gene susceptible de coder des transporteurs de type Lsil, Lsi2 et
Lsi6. L'absence de transporteur de type Lsil est surprenante dans la mesure ou celui-ci est

nécessaire pour le prélevement racinaire de Si par les plantes (Chapitre I, Figure 1.16).
Il. Le Si améliore I'absorption d’N chez le colza

L’expérimentation conduite en hydroponie a montré que les jeunes plantes de colza
alimentées pendant 7 jours avec 1mM NH4NOs et 1,7 mM de Si (+N+Si) avaient une biomasse
racinaire et foliaire significativement supérieures (facteur 1,5 quel que soit I'organe considéré)
a celle seulement alimentées avec 1 mM de NH4NOs sans Si (+N-Si) (Chapitre lll, Figure

l1I.L1.2A). Par ailleurs, cette augmentation de croissance s’accompagne d’une augmentation
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Figure IV.1: Remobilisation apparente de I'azote entre TO et T12 de la feuille mature de colza prétraité ou
non au silicium pendant une semaine et carencé en azote (-N-Si; -N+Si) pendant 12 jours. Les données
sont des moyens + SE (pour n = 3).



des quantités d’N dans les parties racinaires et aériennes. Afin de mieux appréhender I’origine
de cette augmentation du prélevement d’azote, une étude de I'expression des genes codant
les transporteurs racinaires de nitrate et d'ammonium a été réalisée. Les résultats montrent
qgue le traitement Si conduit seulement a une augmentation de I'expression du géne
BnaNRT2.1 codant un systéme de transport a forte affinité pour le nitrate (Chapitre lll, Figure
111.1.3). Ce résultat est en accord avec d’autres études, réalisées chez la laitue, montrant que
le Si régule I'expression de génes codant des transporteurs d’azote (Gottardi et al., 2012). De
plus, I'expérimentation menée en conditions de plein champ sur un dispositif de cases
lysimétriques confirme ce résultat. En effet, au cours de cette expérimentation, les plantes de
colza traitées avec 12 Kg ha! de Si et cultivée en présence de 160 kg ha d’azote présentent
une meilleure (x1,3) capacité a prélever I'azote du sol (évaluée par le « Agronomic Nitrogen
Recovery » (ANR); Chapitre Ill, Figure 11l.2.6) comparativement aux plantes n’ayant pas été
traitées avec du Si. L'ensemble de ces résultats montre bien que le Si a un effet bénéfique
chez le colza en stimulant ses capacités d’absorption de I'azote ce qui pourrait permettre de

limiter les apports d’intrants azotés sans impacter négativement le rendement.

. En situation de privation en N, le Si module la progression de la sénescence sans

affecter la remobilisation d’N et permet une meilleure récupération des plantes

Un prétraitement au Si d’'une semaine permet de différer la sénescence foliaire des
plantes soumises pendant 12 jours a une privation en azote. Ainsi, il a été constaté que le
traitement Si permettait chez ces plantes un maintien des teneurs en chlorophylles dans les
feuilles matures. L'utilisation de marqueurs moléculaires de progression de la sénescence
(SAG12/Cab) a permis d’estimer que la durée de vie de ces feuilles matures était prolongée
de 2,6 jours (Chapitre lll, Figure 111.1.6). Ce retard de sénescence pourrait étre la conséquence
d’une plus forte teneur foliaire en cytokine active (Ns-Isopentenyladenine, Chapitre Ill, Figure
111.1.6) et d’'une possible induction d’enzymes de détoxification (Liang et al., 2015; Shi et al.,
2010; Tripathi et al., 2012; Liu et al., 2013) conduisant a une diminution des teneurs foliaires
en peroxyde d’hydrogene et en malondialdéhyde (Chapitre Ill, Figure 111.1.6), deux marqueurs

de stress oxydatif.

Toutefois, ce retard de sénescence ne s’accompagne pas d’une remobilisation d’azote plus
efficace puisque la remobilisation d’azote foliaire apparente (calculée entre 0 et 12 jours) est

identique chez les plantes -N+Si et -N-Si (Figure IV.1). Cette absence d’effet du Si sur






I’efficacité de remobilisation a également été constatée en condition de plein champ via le
calcul de « Nitrogen Haverst Index » (NHI) dont les valeurs sont identiques que les plantes
soient traitées au non avec du Si (Chapitre Ill, Figure 11l.2.6). Néanmoins, bien que
I’'augmentation de durée de vie foliaire ne s’accompagne pas d’un meilleur vidage en azote
des feuilles, elle pourrait cependant avoir un effet positif sur la meilleure absorption d’azote
observée en réponse au traitement Si. En effet, ce maintien de I'activité photosynthétique
pourrait contribuer a une synthése prolongée de composés carbonés dont certains (glucose,
par exemple) sont essentiels a la syntheése d’énergie et d’autres, tels que le saccharose, sont
capables de stimuler I'expression des genes codant les transporteurs racinaires d’azote (Lejay
et al., 2003). Cette hypothése est en accord avec les résultats obtenus lorsque les plantes
initialement privées en azote (-N+Si et -N-Si) sont réalimentées avec 1 mM de NH4NOs. En
effet, une induction de I'expression des génes codant des transporteurs d’azote BnaNRT1.1 et
BnaNRT2.1 (Chapitre lll, Figure 111.1.7) a été observée seulement chez plantes préalablement
traitées avec du Si. Cette induction étant trés tardive par rapport au traitement Si (qui a eu
lieu 3 semaines auparavant), un effet indirect du Si, via le maintien de la production de
composés carbonés, semble le plus probable. Ceci suggere que le Si pourrait agir soit
directement sur I’expression des génes codant les transporteurs d’azote lorsque la plante est
correctement alimentée en N (J0O), soit indirectement lorsque les plantes sont en situation de

privation en azote.

Cet effet stay-green observé au stade rosette en condition controlée a été observé
également lors de I'expérimentation conduite en condition plein champ. En effet, au stade
floraison uniquement, comparativement aux plantes cultivées avec 160 kg N ha?, une
augmentation du pourcentage de feuilles vertes (associée a une diminution du pourcentage
de feuilles sénescentes) a été observée chez les plantes ayant recu 12 Kg ha de Si et une
fertilisation de 160 kg N ha. Toutefois, aucun impact de I'apport de Si n’a pu étre mis en
évidence sur la sénescence des plantes cultivées avec 60 kg N ha™* (Chapitre Ill, Figure 111.2.3).
Ce résultat est d’autant plus surprenant que de nombreuses études rapportent que I'effet
bénéfique du Si est généralement observable lorsque les plantes sont soumises a un stress
biotique ou abiotique (Ma et Yamaji, 2015; Tripathi et al., 2015; Meunier et al., 2017; Ali et

al., 2018). Toutefois, il peut étre suggéré que la faible dose d’azote apportée (60 kg N ha') est






trop limitante (sur une longue durée de culture) et impacte tellement la croissance qu’il

devient impossible d’observer un potentiel effet bénéfique du Si.

Outre les effets sur I'absorption de I'azote, le prétraitement Si permet également aux
plantes de mieux récupérer apres une période de carence en N. En effet, lorsque de I'azote
est a nouveau disponible dans le milieu, les plantes +Si-N voient leur teneur en chlorophylles
et leur activité photosynthétique (feuille mature) augmenter mais présentent également une
induction de I'expression des genes codant les transporteurs de nitrate (BnaNRT1.1 et
BnANRT2.1) qui s’"accompagne d’un plus fort prélevement d’azote (Chapitre Ill, Figure 111.1.7).
D’'un point de vue agronomique, ce processus de récupération pourrait s’avérer
particulierement intéressant puisqu’il pourrait permettre aux plantes de mieux s’adapter a la
disponibilité fluctuante des nutriments dans le sol au cours d’un cycle de culture. A titre
d’exemple, il peut étre suggéré qu’un prétraitement Si pourrait s’accompagner d’une
meilleure résistance des plantes a une privation en nutriments (par exemple en azote)
consécutive a une période de sécheresse et ainsi permettre a ces plantes de reprendre leur
croissance plus rapidement lorsque les conditions hydriques deviennent a nouveau

favorables.
IV. Le Si améliore le rendement en graines et leur contenu en micronutriments

Lors de I’expérimentation menée en condition de plein champ, il a été montré qu’un
apport de 12 Kg Si ha! permettait d’améliorer le rendement grainier des plantes cultivées avec
160 kg N ha? (Chapitre 1ll, Tableau 111.2.2) d’environ 16%. Ce gain de rendement est en accord
avec les résultats de Kuai et al. (2017) montrant qu’une pulvérisation racinaire d’acide
silicique se traduit par une augmentation du rendement grainier du colza. Dans notre étude,
le gain de rendement peut, en partie, s’expliquer par un meilleur préléevement de I'azote du
sol (montré grace a I'indice ANR, Chapitre lll, figure 111.2.6) et apriori, pas par une meilleure
remobilisation d’azote des feuilles vers les graines (montré grace I'indice NHI, Chapitre i,
figure 111.2.6). En outre, si les teneurs en protéines et en huile des graines n’est pas impactée
par I'apport de Si, ce dernier permet néanmoins une augmentation significative des teneurs
en fer (Fe) et cobalt (Co) dans les graines quelle que soit le niveau de fertilisation azoté
pratiqué. Par ailleurs, il a également été montré que cet apport de Si permettait d’augmenter
la teneur en nickel (Ni) des graines de plantes cultivées avec 60 kg N ha™. Bien qu’inattendu,

cet effet biofortifiant du Si qui conduit a un enrichissement des graines en micronutriments






bénéfiques pour la santé humaine (Fe: lutte contre I'anémie, Co: utile a la synthese de
vitamine B12 et Ni: régulation de la tension artérielle et la glycémie) pourrait s’avérer
particulierement intéressant puisqu’il est largement avéré que ces micronutriments font
défaut dans les régimes alimentaires actuels (Allen, 2006). Par ailleurs, I'augmentation de la
teneur en Ni chez les plantes traitées au Si est également intéressante puisque cet élément
est essentiel au bon fonctionnement des uréases des plantes, enzymes qui permettent
I’"hydrolyse de 'urée en ammonium. Ainsi, le Ni pourrait éviter I'accumulation toxique d’urée
dans les feuilles et ainsi permettre une meilleure utilisation de cette molécule azotée par les
végétaux, et notamment le colza considéré comme une plante particulierement sensible au

stress uréique (Arkoun et al., 2012).
V. Le Si module I’expression de nombreux génes racinaires

Dans la littérature, il est généralement admis que le Si absorbé par les végétaux joue
principalement un réle mécanique en s’accumulant au niveau pariétale et améliore ainsi, le
port des feuilles et une meilleure acclimatation au stress biotiques et abiotiques (Zando Junior
et al., 2010). Toutefois, selon d’autres auteurs (Fawe et al., 2001; C6té-Beaulieu et al., 2009 ;
Grégoire, 2013), 1% du Si absorbé reste a I'état soluble au niveau cellulaire et agirait comme
molécule signal capable de moduler I'expression de certains genes. Dans le cadre de nos
études, la modulation de I'expression de plusieurs genes (BnaNRT1.1, BnaBNRT2.1, Cab,
SAG12) suggere en effet un role signalétique du Si. Nos résultats sont en accord avec les
études menées jusqu’a présent de facon parcellaire, sur I’effet du Si sur I'induction de certains
genes cibles. Par ailleurs, peu d’études moléculaires sans apriori ont été réalisées afin de
caractériser 'effet du Si sur I'expression du transcriptome complet. A titre d’exemple, une
étude menée via une approche microArray a été réalisée par Watanabe et al., 2005 et montre
gu’un apport de Si conduit a la modulation de I'expression de seulement 5 genes chez Oryza

sativa.

Face a ce constat, il a donc été entrepris de réaliser une approche moléculaire afin de
caractériser, chez le colza, I'ensemble des génes dont I'expression est modulée par un apport
de 1,7 mM de Si pendant une semaine (Chapitre lll, Figure 111.3.2). Dans un premier temps,
cette approche a été uniquement conduite au niveau racinaire puisque cet organe constitue

le compartiment ol s’accumule majoritairement le Si chez le colza (Chapitre lll, Figure 111.1.2).






Cette approche d’expression différentielle (transcriptome de racines contrdle versus
racines traitées au Si) par « RNAsequencing (RNAseq) a été réalisée par la plateforme IPS2 de
Saclay. Suite a la réception tardive des résultats de transcriptomiques, seule une analyse
préliminaire est proposée dans le cadre de ce travail de thése. Néanmoins, les premiers
résultats montrent que de nombreux genes sont modulés par le Si, contrairement a ce qui a
pu étre montré, chez le riz par Watanabe et al. (2005). En effet, notre étude montre que le Si
affecte I'expression racinaire de 1079 génes, ce résultat est en accord avec une étude faite
Fauteux et al., 2006 sur des plantes d’Arabidopsis thaliana stressées par le mildiou, traitées
ou non avec le Si, qui montre une modulation de I'expression de 4 000 genes. Dans notre
étude, de nombreux genes impliqués dans la réponse au stress sont réprimés par le Si. Ces
résultats sont surprenants dans la mesure ou dans la littérature, de nombreuses études
montrent que |’expression de nombreux genes de résistance aux stress est augmentée en

réponse au Si (Fauteux et al., 2006; Gao et al., 2007; Reynolds et al., 2009; Ali et al., 2018).

Ainsi, Il peut étre suggérer que ce résultat serait d( au fait que les plantes utilisées lors de
notre expérimentation n’étaient pas cultivées en condition de stress. En effet, il est
généralement admis que I'effet d’un apport de Si ne se manifeste que lorsque les plantes sont
en situation de stress. De plus, I'induction de I'expression de nombreux genes codant des
protéines impliquées le renforcement de la paroi cellulaire a été observé dans les racines de
plantes traitée au Si. Ce résultat est en accord avec des travaux montrant que le Si est
largement impliqué dans le renforcement pariétal (Guntzer et al., 2012b). Cet épaississement
de la paroi constituant un premier niveau de défense cellulaire (barriére physique), il pourrait

en partie expliquer la répression des génes de réponse au stress observée.

Bien que préliminaires, ces travaux confirment bien que chez le colza, le Si a en plus de son

role mécanique, un role signalétique avéré.
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Chapitre V: Principales perspectives

Sur la base de ces travaux de thése, plusieurs perspectives peuvent étre envisagées afin

de valider et/ou conforter certains résultats obtenus.
1-Approndir et élargir les résultats issus de I’analyse transcriptomique différentielle:

Concernant 'analyse du transcriptome racinaire, le RNAseq générant de nombreux faux
positif, il sera nécessaire de valider rapidement I'expression des génes impliqués dans des

voies métaboliques clés (renforcement pariétal, défense, statut redox) par Q-PCR.

Par ailleurs et compte-tenu des résultats obtenus au niveau foliaire (Article 1), une analyse
différentielle des transcriptomes des parties aériennes sera également envisagée. Cette
étude pourra étre réalisée d’une part, a JO, afin de montrer 'effet du Si sur le transcriptome
foliaire de plantes non stressées et d’autre part, a J12, afin de mieux appréhender les voies
métaboliques impliquées dans la meilleure résistance des plantes prétraitées au Si au stress

azoté.
2-Optimiser les apports de Si peut-il permettre un gain de rendement supérieur ?

Dans notre étude en condition de plein champ, une dose unique de Si (12 kg Si ha?) a été
apportée, ce qui ne permet pas de savoir si celle-ci correspond a la dose optimale conduisant
a un gain de rendement maximal. Afin de répondre a cette question, un effet dose de Si sera
envisagé en condition contrélée a partir de plantes cultivées en présence de 160 kg N ha™!
dans des pots remplis d’'un sol de méme nature que celui contenu dans les cases lysimétriques.
Au cours de cette expérimentation, les paramétres ayant attrait a la croissance, au rendement,

et a la qualité de la graine feront I'objet d’une attention particuliere.

3-Chez colza, les mécanismes d’acquisition du Si sont-ils similaires a ceux identifiés chez les

plantes fortement accumulatrices comme le mais ?

Des travaux préliminaires réalisés dans le cadre de cette thése n’ont pas permis de trouver
des genes orthologues aux genes Lsil, Lsi2 et Lsi6 identifiés chez d’autres espéces telles que
le riz, le mais ou I'orge. Toutefois, nous travaux confirment que le colza est bel et bien capable
d’absorber le Si et de le stocker méme si contrairement aux espéces accumulatrices, il stocke
cet élément préférentiellement au niveau racinaire. Ces arguments suggerent que colza

présente peut-étre des systemes de transports différents a ceux identifiés chez les autres






plantes (accumulatrice notamment). Afin de confirmer ou d’infirmer cette hypotheése, nous
nous proposons de caractériser I'absorption du Si grace a I'utilisation d’isotopes stables du Si
(Si?° ou Si®%). De maniére similaire a ce qui a pu étre fait I'azote (Lainé et al., 1995; Malagoli
et al., 2004), les cinétiques d’absorption du silicum marqué en fonction de sa concentration
dans le milieu externe pourraient permettre de de caractériser les systémes de transport
racinaires intervenant lors du préléevement du Si. En parallele, la méme expérimentation
réalisée chez le mais permettra a partir des parameétres cinétiques obtenus (constante
d’affinité et vitesse maximale d’absorption de Si) de vérifier si les systemes d’absorption
intervenant chez ces deux plantes, qui se différencient par une capacité d’accumulation du Si

contrastée, sont identiques ou non.

Ce travail de recherche montre bien I'effet du Si sur la sénescence foliaire du colza qui est
retardé de 2,6 jours. Afin de vérifier la généricité des effets observés chez le colza, une étude
de I'impact d’un apport de Si peut étre également étudié chez des plantes de grande culture
fortement accumulatrice de Si telles que le mais qui ne présente qu’une sénescence
monocarpique contrairement au colza, présentant deux types de sénescence, séquentielle et

monocarpique, au cours de son développement.
4-Le Si présente-il un effet bénéfique sur la nutrition uréique du colza ?

Un autre effet du Si qui est observé au cours de ces travaux de thése est I'augmentation
des teneurs en Ni dans les plantes traitées au Si (Chapitre lll, Figure 111.2.5). Ce résultat suscite
un questionnement sur 'effet du Si les uréases in planta enzyme qui utilise le Ni comme
cofacteur afin d’assurer I'hydrolyse de I'urée en ammonium. En effet, les uréases sont
caractérisées par la présence d’'un centre métallique dans leur site actif, qui requiert deux
atomes de nickel indispensables a leurs activations (Dixon et al., 1975). Des études réalisées
au laboratoire montrent que le colza se caractérise par une faible capacité d’absorption et
d’assimilation de I'urée (Arkoun et al., 2012). Ce défaut d’assimilation s’explique notamment
par une faible activité des uréases endogenes qui peut étre potentialisée par un apport de Ni

(Arkoun et al., 2013).

Afin de répondre a cette question, une expérimentation en condition contrélées sur des
plantes de colza cultivées en présence (ou non) de Si avec de l'urée sera envisagée. Chez ces

plantes, 'effet du Si sur l'utilisation de I'urée par le colza sera recherchée en suivant (i)






I'activité des uréases foliaires et racinaires (dosage d’ammonium et d’urée) et (ii) I’expression
des genes codant ces uréases. Par ailleurs, le suivi de la croissance, les teneurs en
chlorophylles, le suivi de la progression de la sénescence foliaire ainsi que I'étude de
marqueurs de stress oxydatif (MDA et H,0;) permettra d’évaluer si un apport de Si permet a

la plante de mieux supporter le stress lié a I'alimentation uréique.

5-Un apport de Si peut-il permettre d’optimiser les performances des associations fabacées-

colza ?

Chez les fabacées, la nodulation et la fixation du diazote atmosphérique (N2) nécessitent
un apport suffisant en macro et micronutriments (Smith, 1982). Cependant, peu d’études
concernent le réle du Si sur ces processus et notamment sur la croissance des nodules et la
fixation de |'azote. En effet, la majorité des études portant sur les fabacées étudié I'effet du Si

sur la croissance des plantes et non sur ses performances de fixation de N,.

A notre connaissance, seules quelques études montrent un effet bénéfique du Si sur la
nodulation notamment chez le niébé (Vigna unguiculata) (Mali et Aery, 2008; Johnson et al.,
2017; lzaguirre-Mayoral et al., 2017). Par ailleurs, une étude réalisée par Nelwamondo et
Dakora (1999) montre une augmentation significative de la biomasse racinaire, du nombre de
nodules et de leur matiére seche mais également du N; fixé par les plantes de niébé inoculées

avec une souche de Bradyrhizobium.

De plus, les fabacées contribuent a I'enrichissement du sol en azote via la rhizodéposition
de composés azotés provenant de la fixation de N2 mais également de la minéralisation de la
nécromasse racinaire et de la litiere (Hggh-Jensen et Schjoerring, 2001). A titre d’exemple,
des études menées sur I'association fabacées-poacées montrent que les fabacées enrichissent
le sol en azote via la rhizodéposition (Ledgard et Steele, 1992; Paynel et al., 2001), cet azote
organique étant disponible pour la poacées compagne. Ce processus de transfert d’azote
entre plantes compagnes a notamment été étudié dans le cadre de nouvelles associations
fabacées-colza. Ainsi, au sein de ces associations, une étude menée par Génard et al. (2016)
a permis de montrer que le tréfle incarnat (Trifolium incarnatum L.) présentait une
rhizodéposition particulierement efficace pour permettre des transferts d’azote vers le colza.

Au vu de ces résultats, une étude visant, dans un premier temps, a caractériser |'effet d’'un






apport de Si sur les capacités de fixation du N et d’exsudation du trefle incarnat serait

particulierement intéressante.

L’effet du Si sur les capacités de fixation de N, du tréfle sera évalué via (i) un marquage
15N, réalisé par exemple en collaboration avec 'UMR AgroEcologie de Dijon qui posséde les
infrastructures et les compétences nécessaires et (ii) des analyses isotopiques d’azote
(Plateforme PLATIN’, Université de Caen) réalisées respectivement in planta et sur le sol afin
d’évaluer les capacités de fixation et d’exsudation du trefle traité ou non avec du Si. A l'issue
de cette expérimentation, les plantes seront récoltées afin d’évaluer I'impact d’un apport de
Si sur la croissance du trefle, sur le nombre de nodules, la teneur en leghémoglobine et

I'activité nitrogénase.

Dans un second temps, un apport de Si sera testé sur le fonctionnement de cette
association treéfle-colza. En effet, des travaux réalisés au laboratoire (Génard, 2016 et 2017)
ont montré une augmentation des capacités de fixation du N, atmosphérique des fabacées
(trefle, lupin, vesce) cultivées en association avec le colza. Cette augmentation peut
s’expliquer, pour partie, par les fortes capacités d’absorption d’azote nitrique du colza qui
conduisent a une diminution des teneurs en nitrate du sol, une forme d’azote connue pour
diminuer les capacités de fixation des fabacées via I'inhibition de I'activité nitrogénase des
nodules (Génard, 2016). Considérant les résultats obtenus récemment et montrant un effet
bénéfique du Si sur le prélevement d’azote du colza, il peut étre suggéré que 'apport de Si
potentialise I'effet sur la fixation du N2 du tréfle lorsque celui-ci est cultivé en association. Afin
d’évaluer cet effet, une association colza-tréfle (traitée ou non au Si) fertilisée avec du K'>NO3
sera cultivée en conditions contr6lées dans des pots remplis de sol inoculé avec une
suspension de rhizobium. Ce marquage nous permettra d’évaluer précisément I'impact du Si
sur I'absorption de I’azote du colza et sur les capacités de fixation du N> atmosphérique par le

trefle cultivé en association.
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INTRODUCTION

Brassica napus L. is an oleaginous crop requiring high nitrogen (N) inputs (140-200 Kg N ha! year). Nevertheless, oilseed rape
is characterized by a poor nitrogen remobilization due to a drop of leaves with high nitrogen contents (2-2.5%; [1]). Previous
studies suggest that a delay of leaf senescence process may increase the leaf life span which allow a better N remobilization
especially during abiotic stress.

OBJECTIVE

Silicon (Si) is known as a beneficial element for plants especially to protect them against biotic and abiotic stress such as N
deficiency. In this context, the aim of our experiment was to study the effect of Si supply on vegetative growth and
remobilization of nitrogen associated with leaf senescence of oilseed rape grown with or without nitrogen.

+NH4NO3

+ Silicon (Na,SiO;)

harvested for

MATERIALS AND METHODS
After germination on perlite, seedlings were transplanted into a plastic
tank (20L) containing nutrient solution, after one week, plants were
separated into two batches: the first is treated with Si ( +Si: 1.7 mM
Na,SiO;) and the second is not treated with silicon (-Si: Control) . After
one week of Si pretreatment, plants were grown during 12 days with

(+N-Si; +N-Si) or without nitrogen (-N-Si; -N+Si). Then, they were
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roots (A).

Whatever N supply (+N or —N), Si has no effect on growth of

rapeseed (data not shown).

In N-deprived plants, nitrogen amount in mature leaf is higher in

plant treated with Si than without Si (B).

In +N+Si plants, Si has no effect on chlorophyll content or

photosynthetic activity (C).

In contrast, in -N+Si plants, Si supply reduced the degradation of

\chloroghyll and induced a delay of leaf senescence (D). /
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CONCLUSION
These results indicate that silicon taken up by rapeseed
promotes a delay of senescence induce by N deficiency
and may improve N remobilization by increase leaf life
span.
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References: [1]: Malagoli P, Laine P, Rossato L, Ourry A.(2005).Dynamics of nitrogen uptake and mobilization in field-grown winter oilseed rape (Brassica napus) from stem extension to

harvest I. Global N flows between vegetative and reproductive tissues in relation to leaf fall and their residual N. Annals of botany, 95(5), 853-861.
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Abstract

Brassica napus.L is an oleaginous crop requiring high nitrogen (N) inputs. Consequently, in
despite of an increase of endogenous N remobilization from oldest leaves to young leaves
associated with an acceleration of leaf senescence.

Silicon (Si) is known as a beneficial element for plants especially to protect them against stress.
The aim of this work was to study the effect of Si on growth and management of N of oilseed
rape. Plants were grown in a hydroponic culture, after two weeks of pre-culture, plants were
separated into two batches: the first is treated with Si (1.7 mM and 1mM of 15NH4 °NO3)
and the second is not treated with Si. After one week of pretreatment, plants were grown
during 21 days with (ImM of 14NH4 14NO3: +N-Si; +N-Si) or without N (-N-Si; -N+Si). The
effects of Si-pretreatment on growth and N-management in oilseed rape were investigated.
Analysis of Si content in Si-pretreated plants reveals that Si is absorbed by plant. After one
week of pretreatment, silicon contents were 6.31 and 0.05 mg.g-1 of DW in plants treated
with or without Si, respectively.

In N supplied-plants (+N), Si has no effect on growth and N management. In contrast, in N
deprivedplants (-N), mature leaf from plants Si-pretreated (-N+Si) shown a higher leaf
chlorophyll than mature from untreated plant (-N-Si). This result suggest that Si-pretreatment
allow to maintain leaf chlorophyll contents in leaves of N deprived plants. In the same time,
during 21 days of N-deficiency, Si-pretreated plants (-N+Si) have a higher photosynthetic
activity than control plants (-N-Si). Finally, using 15N, this study has shown a delay of N
remobilization in —N+Si plants compared to control (-N-Si). These results shown that a Si-
pretreatment induces metabolic process which protect plant against stress (N-
deprivation).However, cellular mechanisms behind in these benefit effect remain poorly
understood especially in oilseed rape.

Keywords: plant physiology, nitrogen metabolism, Brassica napus.L, leaf senescence
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,g;. 1. Context and objective

Brassica napus L. is an important agricultural crop that requires a large amount of nitrogen (N: 140-200 Kg ha year™) to maintain yield and
the quality of harvest product. Nevertheless, this crop is characterized by a low N Use Efficiency (NUE). Indeed, only 50 % of the N input is
recovered in the seeds, while a significant proportion of N returns to the soil via leaf fall with high N contents (2-3%), leading to
environmental pollutions by nitrate leaching and/or the production of greenhouse gases such as nitrous oxide. To improve the agro-
environmental balance of rape, the aim of our experiment is to study the effect of silicon (Si) supply, which is known as a beneficial element
for plants especially to protect them against biotic and abiotic stress (e.g. nutritional deficiency), on growth and nitrogen uptake of oilseed

rape plants grown with or without nitrogen.

&f 2. Materials and methods

After germination on perlite, oilseed rape seedlings were transplanted Daro Da\‘ 12 DaVI 21
for one week into a plastic tank containing a nutrient solution. Plants % % %

i i N suppl
were then separated into two batches: the first is supplied with Si (+Si: Plan(téownlttr:cla)ut Si ‘ BEYY 1 ‘

1.7mM) while the second is not treated with silicon (Control). After one

week of Si pretreatment, plants were separated into four batches and
grown during 12 days with (-Si+N; +Si+N) or without (-Si-N; +Si-N)

nitrogen. After this period, plants that were deficient in nitrogen have

been supplied with nitrogen for 9 days (D21). At days 0, 12 and 21,

plants were harvested for measurements of growth and nitrogen

N supply
management.
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Conclusion

e Qur results indicate that after one week of Si treatment, plants supplied with N (+Si ; day 0) show a higher expression of genes encoding
root nitrate transporter BnaNRT2.1 and a higher root N uptake comparatively to -Si plants, leading to an improvement of growth.

» After a period of N deficiency (from day 0 to day 12), plants pretreated with silicon (+Si-N) and then resupplied with N (from day 12 to day
21) show an increase of the expression of genes encoding root nitrate transporters BnaNRT1.1 and BnaNRT2.1 and of the root nitrogen

uptake, comparatively to control plants (-Si-N).
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Abstract

Brassica napus.L is an oleaginous crop requiring high nitrogen (N) inputs, but only 50% of N
supplied in form of fertilizer is found in rapeseed, the rest of N can be loosed by leaching and
provoke environmental pollutions. Silicon (Si) is known as a beneficial element for plants
especially to protect them against stress. The aim of this work was to study the effect of Si on
growth and management of N of oilseed rape.

Plants were grown in a hydroponic culture, after two weeks of pre-culture, plants were
separated into two batches: the first is treated with Si (1.7 mM and 1mM of NH4NO3) and the
second is not treated with Si. After one week of pretreatment, plants were grown during 12
days with (ImM of NHsNOs: +N-Si; +N-Si) or without N (-Si-N; +Si-N). The effects of Si-
pretreatment on growth and N-management in oilseed rape were investigated. After this
period, plants that were deficient in nitrogen have been supplied with nitrogen for 9 days
(D21).

Analysis of Si content in Si treated plants reveals that Si is absorbed by plant. After one week
of Si treatment, silicon contents were 7.50 and 1.05 mg.g™* of DW in roots of treated with or
without Si, respectively. Si taken up by plants up regulates the high affinity nitrate transport
system BnaNRT2.1, this induction led to a better nitrogen uptake and improved plant growth.
In N supplied-plants (+N), Si has no effect on growth and N management. In contrast, in N
deprived-plants (-N), Si-pretreated (+Si-N) shown a higher amount of nitrogen uptake
between D21 and D12 than untreated plant (-Si-N). This improvement in uptake is due to an
induction of roots nitrate transponders (BnaNRT1.1 and BnaNRT2.1).

These results indicate that silicon allows better uptake of nitrogen via the up-regulation of the
expression of roots nitrate transporter BnaNRT2.1, Which is at the origin of the improvement
of plant growth. After a period of nitrogen deficiency, plants pretreated with silicon (+Si-N)
up-take more nitrogen than control plants (-Si-N), this is due to the up-regulation of the
expression of roots nitrate transporters BnaNRT1.1 and BnaNRT2.1.

KeyWords: Nitrogen, Brassica napus L., Silicon, plants growth, nitrogen transporters
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INTRODUCTION

Brassica napus L. is an oleaginous crop requiring high nitrogen (N) inputs (140-200 Kg N ha! year). Nevertheless, oilseed rape
is characterized by a poor nitrogen remobilization due to a drop of leaves with high nitrogen contents (2-2.5%; [1]). Previous
studies suggest that a delay of leaf senescence process may increase the leaf life span which allow a better N remobilization
especially during abiotic stress. Silicon (Si) is known as a beneficial element for plants especially to protect them against biotic
and abiotic stress such as N deficiency. In this context, the aim of our experiment was to study the effect of Si supply on
vegetative growth and remobilization of nitrogen associated with leaf senescence of oilseed rape grown with or without
nitrogen.

MATERIALS AND METHODS Day0 Day 12
After germination on perlite, oilseed rape seedlings were transplanted for one week l $
> +N-Si
into a plastic tank (20L) containing a modified Hoagland solution. Plants were then +N (control) > Effect of S under
optimal N nutrition
separated into two batches: the first was treated with Nitrogen (+N; as a control) Period of pretreatment =
. . - . . . w‘-" (with or without 5i)
and the second was supplemented with nitrogen and silicon (+N +Si; with a Si W ¢ ————— d— ------- >
i 7 days N Si
concentration of 1.7 mM). After one week of Si pretreatment, plants were separated .
into four batches and grown during 12 days with (+N-Si; +N+Si) or without (-N-Si; - +N 45i " N +Si
N+Si) nitrogen. Then, they were harvested for measurements of growth, nitrogen
management, chlorophyll content and photosynthetic activity.
RESULTS
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References: [1]: Malagoli P, Laine P, Rossato L, Ourry A.(2005). Dynamics of nitrogen uptake and mobilization in field-grown winter oilseed rape (Brassica napus L.) from stem extension to harvest I. Global N flows
between vegetative and reproductive tissues in relation to leaf fall and their residual N. Annals of botany, 95(5), 853-861.
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Introduction:

Brassica napus L. is an oleaginous crop requiring high nitrogen (N) inputs. Consequently, in
despite of an increase of endogenous N remobilization from oldest leaves (source organ) to
growing tissues (young leaves and reproductive organs) associated with an acceleration of leaf
senescence, N deficiency affects negatively yield and seed quality.

In numerous plants, silicium (Si) is known as a beneficial element especially to protect them
against biotic and abiotic stress. Even if oilseed rape is known as plant which no cumulate Si,
the aim of this work was to study the effect of Si supply on vegetative growth and
management of nitrogen (including leaf senescence progression) of oilseed rape especially in
of N deficiency conditions.

Methods:

Oilseed rape were grown in a hydroponic culture, after two weeks of pre-culture, plants
were separated into two patches: one is treated with Si (+Si: 1.7 mM of sodium silicate and
1mM of labelling nitrogen supplied as 1>NH4*°>NOs3;) ) and the other is not treated with silicon
(-Si: control) .

After one week of Si pretreatment, plants were grown during 14 days with (1mM of
Y“NH4NOs: +N-Si; +N+Si) or without nitrogen (-N-Si; -N+Si) and harvested at 0, 3, 6, 9, and 14
days (Day 0 corresponds to N-deficiency application).

The effects of a Si pretreatment on growth, nitrogen management and foliar senescence in
N-deprived and N-supplied oilseed rape were investigated.

Results and discussion:

Si contents in Si pre-treated plants reveals that Si is absorbed by oilseed rape. Indeed, after
one week of Si supply (i.e. 0 day), silicon contents in roots were 6.31 and 0.05 mg.g* of DW in
plants treated with or without silicon, respectively.

In N supplied-plants (+N), Si has no effect on growth and nitrogen management. In contrast,
in N deprived-plants (-N), mature leaf from plants pretreated by Si (-N+Si) shows a higher leaf






chlorophyll than mature from Si untreated plant (-N-Si). This result suggests that Si pre-
treatment allow to maintain leaf chlorophyll contents in leaves of N-deprived plants. In the
same time, during the 14 days of N deficiency, Si pretreated plants (-N+Si) have a higher
photosynthetic activity than control plants (-N-Si). Finally, >N labelling and the molecular
senescence indicator reveal a significant delay of N mobilization and senescence progression
in mature leaf from -N+Si plants compared to control (-N-Si).

Conclusions:

Taken together, these results show that a Si pre-treatment (one week) induces metabolic
process which protect Brassica napus against abiotic stress such as N deprivation.
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From D0 to D12: In +Si+N plants, Si has no effect on chlorophyll content

and photosynthetic activity of mature leaf. In contrast, in +Si-N plants, a Si
supply allows a maintain of chlorophyll content and photosynthetic activity

associated with a delay of senescence in mature leaf.

Si taken up by rapeseed improves biomass and increases N uptake and root expression of a nitrate transporter gene (BnaNRT2.1).
In N-deprived plants, Si promotes a delay of leaf senescence allowing a better recovery of chlorophyll contents and photosynthetic
activity when plant were re-supplied with N.

Our study showed that Si is a beneficial element for rapeseed especially to cope to N deficiency by allowing it to increase leaf life

span. Thus, Si may improve the agro-environmental balance of rapeseed by reducing the asynchronism between N remobilization

from leaves and pods filling.
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Abstract

Brassica napus is usually characterized by low nitrogen (N) use efficiency and especially by a
low remobilization of N. Indeed, during vegetative development, senescing leaves fall with
high N content and contribute to environmental pollution. The use of biostimulants
constitutes an alternative to reduce N losses by limiting asynchronism between leaf N
remobilization and seed filling period. In this context, the effect of silicon (Si) was studied on
growth parameters of oilseed rape previously supplied with (+Si) or without Si (-Si) and then
supplied or deprivated of N during 12 days. After that, all plants were supplied with N until
the end of the experiment. Our results show that Si increases expression of a nitrate
transporter gene and N uptake and improves growth of N supplied plants while no effect was
observed in N deprivated plants. In N deprived-plants, leaf of Si treated plants show a higher
chlorophyll content and photosynthetic activity than -Si plants. These results were
consolidated at molecular level using SAG12/Cab indicator which shows a delay of leaf
senescence.

Thus, under N stress conditions, Si supply slows down the progression of leaf senescence and
maintains photosynthetic activity. Moreover, when N deprivated plants were resupply with N,
a greening associated with an increase of photosynthetic activity were observed in senescing
leaves. All these results suggest a biostimulaton and beneficial effects of Si and especially an
increase of leaf life span which may allow a better synchronism between N leaf remobilization
and seed filling at the reproductive stage.
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Abstract

Brassica napus.L is an oleaginous is characterized by high nitrogen (N) inputs and senescing
leaves falling with high N content, both leading to environmental pollution. Silicon (Si) is
Known as a beneficial element for plants especially to protect them against biotic and abiotic
stresses. The aim of our work was to study the effect of Si on growth and management of N
in rapeseed. After two weeks in hydroponic conditions, plants were separated into two
batches: the first was treated with 1.7 mM of Si and 1mM of NH4sNOs while the second received
only 1ImM of NH4NOs(control). After one week of this Si pretreatment (Day0), plants were
grown during 12 days with (ImM of NH4NOs: -Si+N; -Si+N) or without N (-Si-N; +Si-N). After
this Period (Day12), N deprived plants were re-supplied with 1ImM of NH4NOs for 9 days (Day
21).Analysis of plants treated with Si revealed that Si was well taken up by plants. After one
week of Si treatment (at Day 0), silicon Amount was higher in +Si than -Si plants. Moreover,
molecular analysis showed that Si up Regulates the gene encoding high affinity nitrate
transporter BnaNRT2.1, this induction leading to a better nitrogen uptake associated with an
increase of plant growth.

At Day 12, in N supplied plants (+Si+N), silicon had no effect on growth, chlorophyll content,
photosynthetic activity and N management. In contrast, in N deprived plants (+Si-N), Si
Induced a preservation of chlorophyll content and photosynthetic activity in mature leaf
compared to -Si-N plants. Consequently, when all plants were re-supplied with N, an increase
of N uptake associated with and induction of genes encoding low and high nitrate transporters
(BnaNRT1.1 and BnaNRT2.1, respectively)were only observed in +Si-N plants. To our
knowledge, this study is the first to demonstrate that a Si supply is able to delay leaf
senescence of N deprived plants and to up-regulate the expression of roots nitrate
transporters leading to an increase of plant growth.
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INTRODUCTION

Brassica napus L. is an oleaginous crop requiring high nitrogen (N) inputs (140-200 kg N ha
year?). Nevertheless, rapeseed is characterized by a poor N remobilization (Avice and Etienne,
2014). Indeed, leaves fall with a high N contents (2-2.5%) that may lead to environmental
pollutions by nitrate leaching and the production of greenhouse gases such as nitrous oxide.
To improve the agro-environmental balance of rapeseed, the use of biostimulants such as
silicon (Si) constitutes an interesting alternative. In this context, the aim of our experiment
was to study the effect of Si (a beneficial element for some plants especially to protect them
against biotic and abiotic stress; Epstein, 1999) on vegetative growth, N uptake and leaf
senescence progression of rapeseed subjected (or not) to N starvation.

MATERIAL AND METHODS

After germination on perlite, rapeseed seedlings were transferred for one week into a plastic
tank containing nutrient solution with 1 mM N. Then, plants were separated into two batches:
the first was supplied with the same nutrient solution with the addition of silicon (+Si: 1.7mM),
and the second (-Si: 0.0 mM) was supplied with the nutrient solution only. After one week of
Si pretreatment period, at day 0, each batch was again separated into two groups and grown
during 12 days with (-Si+N; +Si+N) or without N (-Si-N; +Si-N). Afterward, N-deprived plants
have been re-supplied with N for 9 days (D21: -Si+rN; +Si+rN). At the end of Si pretreatment,
plants were harvested for measurements of Si uptake (monitored by a colorimetric method),
N uptake (determined with a continuous flow isotope mass spectrometer), and relative root
expression of BnaNRT1.1, BnaNRT2.1, and BnaAMT1.1 genes involved in nitrate (NRTs) and
ammonium (AMT) uptake. Chlorophyll content and net photosynthetic activity were
performed daily by a SPAD-502 chlorophyll meter and LI-COR, respectively, once the beginning
of N starvation (day 0).

RESULTS AND DISCUSSION

Our study showed that rapeseed, which is considered a non-Si accumulator species (Hodson
et al., 2005), is able to take up and store Si in roots at the end of the Si pretreatment (Fig. 1A).
After a short period of Si treatment (7 days), the growth of +Si plants is increased by 1.45 fold
compared to -Si plants (data not shown). This biomass increase is associated with an increase
in the amount of N in +Si plants (Fig. 1B) and with induction (by 3 fold) of expression of the
gene that encodes the BnaNRT2.1 nitrate transporter (Fig. 1C).
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Figure 1. Silicon (Si) content (A), total nitrogen (N) amounts (B) and relative root expression of the BnaNRT1.1,
BnaNRT2.1, and BnaAMT1.1 genes (C) at the end of the Si pretreatment for rapeseed. Asterisks represent
significant differences from the control at P<0.05 (*), P<0.001 (**¥*).

Under N starvation (from day 0 to 12), this study has shown that from day 5 and 7 the leaf
SPAD and net photosynthetic activity values of +Si plants were significantly higher than those
of -Si plants (Figs. 2A and B). These two parameters are usually considered as physiological
indicators of leaf senescence (Gombert et al., 2006), and our result suggest that a Si
pretreatment induces a delay in leaf senescence in +Si plants submitted to N starvation
compared to -Si plants. When N-deprived plants were resupplied with N (days 12 to 21),
senescing mature leaves from +Si plants recovered net photosynthetic activity (Fig. 2B) and
turned green again (Fig. 2A), while mature leaves from -Si plants continue to senesce and fall
at day 16, confirming a reversal of leaf senescence progression only in plants pretreated with
Si.
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Figure 2. Change in SPAD values (A) and net photosynthetic activity (B) of mature leaf from rapeseed. Asterisks
represent significant differences from the control at P<0.05 (*), P<0.01 (**).

CONCLUSION

Si taken up by rapeseed improves biomass and increases N uptake and root expression of a
nitrate transporter gene (BnaNRT2.1). In N-deprived plants, Si promotes a delay of leaf
senescence allowing a better recovery of chlorophyll contents and photosynthetic activity
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when plant were re-supplied with N. Our study showed that Si is a beneficial element for
rapeseed especially to cope to N deficiency by allowing it to increase leaf life span. Thus, Si
may improve the agro-environmental balance of rapeseed by reducing the asynchronism
between N remobilization from leaves and pods filling.
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Titre : Effet d’'un apport de silicium sur la sénescence foliaire et les performances agronomiques du colza
EJNBISE-UFR des Sciences-Université de Caen-These de I’'Université de Caen Normandie.

Résumé : Le colza (Brassica napus L.) est une plante de grande culture nécessitant de forts intrants azotés
et présentant une faible Efficience d’Utilisation de I’Azote (EUA) principalement due a une faible efficience
de remobilisation cet élément durant la sénescence foliaire. Actuellement, une amélioration du bilan agro-
environnemental de la culture du colza, nécessite la mise au point de nouvelles pratiques culturales
permettant de maintenir (voire d’améliorer) son rendement tout en limitant les doses d’intrants azotés.
Dans ce contexte, I'utilisation d’éléments bénéfiques tels que le silicium (Si) dont les effets ont déja été
démontrés dans la tolérance a certains stress nutritionnels (phosphore et potassium) constitue une
alternative intéressante. Les objectifs de cette étude visent a étudier I'effet du Si (i) sur la progression de la
sénescence foliaire, I'absorption et la remobilisation de I'azote et les performances agronomiques du colza
cultivé en hydroponie ou en conditions de plein champ et soumis ou non a une limitation ou une privation
en azote. Nos travaux montrent, qu’en dépit de son caractere faiblement accumulateur en Si, le colza
absorbe le Si puis le stocke essentiellement au niveau racinaire. Par ailleurs, un apport de Si de courte durée
(7 jours; 1,7 mM) a des jeunes plantes privées en azote provoque un retard de sénescence des feuilles
matures associé un maintien de leur teneur en chlorophylles et de leur activité photosynthétique. De plus,
au champ, un apport de Si (12 kg ha?) & des plantes cultivées avec 160 kg N ha' s’accompagne d’une
augmentation du rendement grainier (+4,2 quintaux ha?). L'utilisation de I'indice agronomique «Agronomic
Nitrogen Recovery (ANR)» combinée a I'étude de I'expression de génes codant des transporteurs d’azote
(BnaNRT1.1, BnaNRT2.1, BnaAMT1.1) montrent que le Si agit notamment en stimulant I'absorption de
I'azote chez le colza. Enfin, une analyse différentielle par RNAseq des transcriptomes racinaires de jeunes
plantes traitées ou non avec du Si pendant une courte durée (7 jours ; 1,7 mM), montre que le Si module
I’expression de 1079 genes, 334 étant induits et 745 réprimés. Ce résultat indique qu’en plus de son réle
mécanique, le Si exerce également un réle signalétique.

Mots clés : Absorption, azote, colza, indicateurs agronomiques, RNAseq, sénescence, silicium
Tiltle: Effect of silicon supply on foliar senescence and agronomic performances of rapeseed

Abstract: Rapeseed (Brassica napus L.) is a crop that requires high nitrogen inputs and has a low Nitrogen
Utilization Efficiency (NUE) mainly due to a low remobilization efficiency during leaf senescence. Currently,
an improvement of the agro-environmental balance of rapeseed, requires the development of new cultural
practices to maintain (or even improve) its yield in response to low nitrogen inputs. In this context, the use
of beneficial element such as silicon (Si) with previously demonstrated effects on tolerance to some
nutritional stress (phosphorus and potassium), constitutes an interesting alternative. The objectives of this
study are to investigate the effect of Si on the progression of leaf senescence, nitrogen uptake and
remobilization but also on agronomic performances of rapeseed grown in hydroponics or in field conditions
and submitted or not to a limitation or deprivation of nitrogen inputs. Our work shows that despite being
considered as a low Si accumulator, rapeseed takes up and stores Si mainly in its roots. In addition, a Si
supply for a short time (7 days; 1.7 mM) to young plants deprived of nitrogen leads to a delay of senescence
of mature leaves associated with a maintenance of their chlorophyll content and their photosynthetic
activity. In addition, in field conditions, a supply of Si (12 kg ha) to plants grown with 160 kg N ha leads to
an increase of yield (+4.2 quintals ha). Furthermore, calculation of the "Agronomic Nitrogen Recovery
(ANR)" combined with the expression of genes encoding nitrogen transporters (BnaNRT1.1, BnaNRT2.1, and
BnaAMT1.1) shows that Si increases the nitrogen uptake. Finally, a differential analysis by RNAseq of roots
transcriptomes from young plants treated or not with Si for a short time (7 days; 1.7 mM), shows that Si
modulates the expression of 1079 genes, 334 being induced and 745 repressed. This result indicates that in
addition to its mechanical role, Si acts also a signal, a role very poorly demonstrated in the literature.

Keywords: agrononomic indexes, nitrogen, rapeseed, RNAseq, senescence, silicon, uptake



