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Introduction générale

Le colza (Brassica napus L.), issu du croisement naturel entre le chou (Brassica
oleracea L.) et la navette (Brassica campestris L.), est |la brassicacée la plus cultivée
a travers le monde. Sur les continents américain et océanien, ou les températures
hivernales peuvent étre tres négatives, les variétés de colza de printemps sont
majoritairement cultivées car elles présentent un cycle de développement court de
120 a 150 jours. Au contraire, sur le continent européen sont principalement cultivées
les variétés de colza d’hiver en raison de leur rendement plus élevé. En effet, leur
cycle de développement est plus long (environ 11 mois) et comprend une période de
vernalisation compatible avec les températures hivernales plus modérées.

En 2023 en France, plus de 4 300 000 tonnes de graines de colza ont été produites.
Avec une production en hausse depuis plus de 30 ans, la France est devenue le
premier producteur de l'Union européenne, devant 'Allemagne et |la Pologne. Premiére
oléoprotéagineuse cultivée au sein de I'Union européenne, devant le tournesol et le
soja, le colza s'est imposé notamment parce qu'il présente de nombreux débouchés
tant alimentaires que non alimentaires. Ainsi, avec une graine riche en lipides (jusqu’a
43 % de la matiere seche) et en protéines (environ 19 % de la matiere seche)
[Nesi et al., 2008], le colza est utilisé dans deux filieres principales :

— la production de produits pour I'alimentation humaine ou animale : réputée
pour sa forte teneur en acides gras polyinsaturés tels que l'acide a-linolénique
(C18 :3; wz) et l'acide linoléique (C18 :2; wg), I'huile de colza a montré de
nombreux effets bénéfiques sur la santé humaine. De plus, le tourteau, co-
produit issu de I'extraction de I'huile, présente des teneurs élevées en protéines
(34 % de sa masse séche) et en minéraux (phosphore (P) et calcium (Ca),
notamment). Il est ainsi de plus en plus utilisé pour l'alimentation du bétail en
substitution du tourteau de soja, principalement issu de lI'importation,

— la synthése de produits de chimie verte pour les filieres industrielles : dans
le secteur industriel, I'nuile de colza est principalement utilisée pour la synthéese
de biocarburant appelé biodiesel, un carburant biodégradable et non toxique.
Méme si, en théorie, le biodiesel pourrait remplacer intégralement les carburants
d'origine fossile, trés peu de véhicules (a I'exception de quelques flottes de
poids lourds, de bus et de trains) sont aujourd’hui capables de fonctionner avec
100 % de biodiesel (B100). C'est pourquoi il est le plus souvent mélangé au



gazole dans des proportions allant de 5 % (B5) a 30 % (B30). Il peut ainsi étre
utilisé dans les moteurs actuels sans modification mécanique préalable. De
maniere plus marginale, 'huile de colza est également utilisée pour la synthéese
de biolubrifiants, permettant le fonctionnement des machines agricoles ou de
travaux publics, de tensioactifs, qui entrent dans la composition de lessives et de
produits cosmétiques, de solvants, utilisés comme dégraissants, d'adjuvants de
produits phytosanitaires ou encore d'encre d'imprimerie.

En dépit de ces nombreux débouchés, le colza nécessite de forts apports d’intrants
(notamment azotés et soufrés) afin de garantir un rendement en graines et une qualité
des produits récoltés satisfaisante (Tableau 1). En effet, il fait partie des plantes qui
nécessitent le plus d’apports de fertilisants azotés (supérieurs & 200 kg.ha™1) (Figure
1). Néanmoins, il présente également une efficience de remobilisation de I'azote (N)
endogene qualifiée de médiocre, notamment lors de sa phase de développement
végétatif [Avice et Etienne, 2014a].

TABLEAU 1 - Besoins d'une culture en fertilisant azoté (N) pour produire un quintal

de graines (en kg.q1). Les doses d’'N (en kg.ha!) correspondent aux doses nécessaires
pour obtenir un rendement moyen (en g.ha™1) en France. Modifié de RAGT

Besoinen N pour Rendement moyen en

Culture un quintal France (q.ha™) P dllN

(kg.q™) (Source : Agreste 2020) (kg-ha")
Colza 7 29,6 207
Blé 3 68,5 206
Sorgho 2.4 46,3 111
Orge 2.3 52,7 121
Mais 2.3 29,6 207
Orge 2.3 52,7 121
Tournesol 1.8 20,6 38
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FIGUREL — Evolution des rendements (histogramme) et des teneurs en huile (courbe)
des graines de colza en fonction des doses (de O & 240 kg.ha!) de fertilisant azoté
apportées. Source : Yara

Outre le coUt financier non négligeable que représente I'achat des intrants azotés
(indexés sur le cours du pétrole brut) pour l'agriculteur, l'utilisation excessive de
ceux-ci s'accompagne de problémes environnementaux [Srivastay, 2020]. En effet,
la syntheése, le transport et I'épandage de ces fertilisants générent la libération de
gaz a effet de serre (GES). De plus, une fois sur la parcelle, ces engrais peuvent se
volatiliser et ainsi produire du protoxyde d'azote (N, O), un puissant GES qui contribue
activement a la destruction de la couche d'ozone et au réchauffement climatique
[Manco et al., 2024]. Enfin, les fortes quantités d'azote organique des feuilles chutées
tout au long du cycle de culture peuvent étre minéralisées et lessivées par les eaux de
pluie, polluant ainsi les cours d'eau et/ou les nappes phréatiques.

Compte tenu de tous ces effets négatifs, il devient urgent de repenser I'agriculture
de demain afin de maintenir, voire d'améliorer lesrendements et la qualité des produits
récoltés des plantes de grandes cultures telles que le colza, tout en limitant leurs
empreintes environnementales.

L'analyse des pratiqgues couramment utilisées montre qu'il existe des leviers
d’'amélioration de la gestion de I'azote chez le colza. Ainsi, plusieurs stratégies peuvent
étre envisagées:

— la sélection variétale de génotypes plus efficients notamment en termes
d'utilisation et de gestion de I'azote,

— l'amélioration des pratiques culturales actuelles via I'utilisation d'outils d'aide a
la décision et/ou de diagnostic permettant un meilleur pilotage de la fertilisation
azotée,

— le développement de nouvelles pratiques culturales visant a diminuer les
apports d'intrants (notamment azotés) a la culture du colza en réalisant des
associations avec des fabacées, capables de fixer le diazote atmosphérique
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(N-) et d’'exsuder dans la rhizosphére des composés azotés, qui pourront étre
absorbés par le colza [Genard, 2016],

— la mise au point et l'utilisation de biostimulants d'origine naturelle qui, sans
apporter d'éléments nutritifs en quantités significatives, favorisent la croissance
et le développement des plantes. A titre d'exemple, chez le colza, des apports
de biostimulants de compositions complexes d'extraits d'algues ou d'acides
humiques [Jannin, 2012] et plus récemment des apports de silicium (Si)
[Haddad, 2018] ont montré des effets bénéfiques sur I'absorption, I'assimilation
de I'azote et/ou sa remobilisation.

L'utilisation combinée des différents leviers d'amélioration cités ci-dessus peut étre
envisagée, mais reste actuellement peu documentée dans la littérature. Dans le cadre
de ce travail de thése, nous nous proposons d’apporter du silicium a I'association
colza (Brassica napus L.) -tréfle incarnat (Trifolium incarnatum L.) dans le but
d’évaluer si I'apport de ce biostimulant permet de potentiellement optimiser le
fonctionnement de I'association.

Ce mémoire de thése débutera par une "synthése bibliographique" (chapitre 1)
résumant la place du colza dans la filiere des oléoprotéagineux, son cycle de
développement, et son bilan agro-environnemental. Cette synthése présentera ensuite
les différents leviers envisageables pour limiter 'empreinte environnementale de cette
culture. La partie "résultats" (chapitre 2) seront ensuite présentés sous forme de quatre
articles scientifiques (dont 3 acceptés et 1 en révision) qui seront répartis entre quatre
sections (section 2.1, section 2.2, section 2.3 et section 2.4). Enfin, ce manuscrit de
these se terminera par "une discussion générale" (chapitre 3) et par une présentation
des "principales perspectives" (chapitre 4) qui découlent de ce travail.



Chapitre 1

Synthése bibliographique

1.1 Le colza d’hiver (Brassica napus L.) : généralités, débou-
chés et cycle de développement

1.1.1 Généralités

Seconde oléoprotéagineuse la plus cultivée dans le monde (Source : FAQ), le
colza (Brassica napus) a su imposer sa suprématie dans nos campagnes depuis pres
de 20 ans. Issu du croisement naturel entre le chou (Brassica oleracea L) et le
navette (Brassica campestris L.) [Mason et Snowdon, 2016], le colza est une espéce
amphidiploide de la famille des Brassicacées (anciennement cruciféres). Grace a ses
capacités d'acclimatation a de nombreuses latitudes et a ses nombreuses utilisations,
le colza est cultivé sur la quasi-totalité du globe.

Deux types de colza, se différenciant par la durée de leur cycle de développement,
sont principalement cultivés. Le premier, le colza de printemps, présentant un cycle de
développement de 120 a 150 jours est principalement cultivé au Canada, en Australie
ainsique dans|'Est et le Nord de I'Europe. Le second, le colza d’hiver, est principalement
cultivé sur le continent européen et présente un cycle de développement plus long,
compris entre 250 et 330 jours. Il est semé a la fin du mois d'aodt et récolté durant
I'été de I'année suivante. Le colza d’hiver nécessite une période de vernalisation, un
processus physiologique induit par le froid de la saison hivernale permet d'entrer
dans une phase de repos végétatif lorsqu'il est exposé au moins 5 jours consécutifs a
une température inférieure a 5°C. Cette période de vernalisation permet I'élimination
naturelle des individus les plus fragiles et est essentielle a I'initiation de la floraison
[Chouard, 1960]. En Europe, le colza d'hiver est largement plébiscité en raison de son
rendement élevé comparativement au colza de printemps.

Avec une production mondiale annuelle d'’environ 89 millions de tonnes, la culture
du colza occupait 34 millions d'hectares en 2023. Premiére productrice mondiale,



I'Union Européenne a contribué a 23 % de cette production mondiale (Figure 1.1).
La France, premier producteur de colza au sein de I'Union Européenne, a généré 4,5
millions de tonnes de graines, réparties sur 1,3 million d’hectares, soit 5 % des surfaces
arables francaises (Source : USDA, FAO).

20 millions t 3
Union européenne (27)
Canada

15 millions t
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S millions t
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FIGUREL.1 — Evolution de la production de graines de colza a travers le monde de 1961
a 2022 . Source : Food and Agriculture Organization of the United Nations

1.1.2 Débouchés et valorisation de la culture

Produisant une graine contenant plus de 40 % d’huile et 20 % de protéines
[Wanasundara et al., 2016], le colza est valorisé via deux principales filieres : |a filiére
alimentaire et la filiere industrielle non alimentaire (Figure 1.2 A).

Grace a son huile riche en acides gras insaturés, présentant une forte teneur en
acides gras oméga-3 (wz) et une faible teneur en acide érucique [Linetal, 2013], le
colza permet la production d'une des huiles les plus saines pour la santé humaine.
Les acides gras les plus présents dans I'huile de colza sont les acides oléiques
et linoléiques, tous deux contribuant a maintenir une cholestérolémie normale
et a diminuer I'hypertension (Figure 1.2 B). En outre, I'huile de colza, grace a
sa composition en polyphénols, stérols, flavonoides, tocophérols et phospholipides,
présente de multiples qualités anti-inflammatoires, immunostimulantes et anti-
oxydantes [SzydOwska-Czerniak, 2013]. Plus largement, la littérature rapporte que
la consommation d’huile de colza permet une diminution des risques de maladies
cardiagues, d'accidents vasculaires cérébraux ischémiques, de cancers et d'autres
maladies chroniques [Chew, 2020].
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FIGURE1.2 — Composition générale (A) et composition en acide gras (B) de la graine de
colza. Source : Terre Univia

Par ailleurs, les résidus obtenus apres la trituration des graines, appelés tourteaux,
peuvent étre utilisés dans l'alimentation animale. En effet, ce tourteau, riche en
protéines et en minéraux, peut étre directement incorporé dans les rations alimentaires
des bovins, volailles et porcs [Mattila et al,, 2018]. En France, le tourteau de colza tend
a remplacer progressivement le tourteau de soja dans l'alimentation animale. Bien
gu'il présente des qualités nutritives légérement inférieures a celles du tourteau de
soja (34 % contre 46 %; Tableau 1.1), son colt de production 70 % moins élevé, le
rend particulierement compétitif. De plus, 'utilisation accrue des tourteaux de colza
produits sur le territoire national ou européen contribue a l'autosuffisance protéique
alimentaire et a la réduction des émissions de gaz a effet de serre liées a I'importation
de soja en provenance principalement du continent ameéricain. Enfin, les tourteaux de
colza peuvent également étre une source de protéines pour I'alimentation humaine, en
remplacement des protéines d'origine animale dans des formulations végétaliennes
(Exemple : YUMGO®, Avril®, DSM®).

TABLEAU1.1 — Comparaison de la composition des tourteaux de colza et de soja. Source:
[Trou et al., 2023]

(Soul::;:k”g\,::';o 18) Tourteau de colza Tourteau de soja
Matiére séche (%) 89 88
Protéines brutes (%) 33,9 46,3
Cellulose brute (%) 12,8 6
Matiére grasse (%) 2,2 1,6
Ca absorbable (g/kg) 4,2 1,8
P absorbable (g/kg) 8 4,3

En plus de son utilisation dans l'alimentation humaine, I'nuile de colza peut
étre utilisée dans de nombreux domaines industriels, tels que la synthése de
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biocarburants et la chimie verte biosourcée [Chew, 2020]. Pour la production de
biocarburants, la transestérification des acides gras contenus dans I'huile permet
'obtention de deux produits : le glycérol et le biodiesel [Bouaid et al,2009].
Contrairement a son homologue pétrolier, le biodiesel est un biocarburant biodé-
gradable et non toxique, permettant de réduire jusqu’a 78 % les émissions de CO,
[Coronado et al, 2009](Figure 1.3). De plus, les progrés réalisés dans le domaine de
la chimie verte ont permis la synthése de multiples produits biosourcés issus a la fois
de I'huile et du tourteau de colza [Bandara et al., 2018]. Ce sont alors des biolubrifiants,
des tensioactifs, des encres ou encore des solvants qui ont vu le jour. Moins polluants
et donc plus écologiques, ces produits s'intégrent directement dans un contexte de
décarbonation et constituent de réelles alternatives a la chimie pétroliere.

B20 -15,66%

B100 -78,45%

0 100 200 300 400 500 600 700

g CO, / CV-h

FIGURE1.3 — Comparaison des émissions nettes CO, (en g CO5 par cheval.h!) durant le
cycle de vie complet d'un moteur thermique en fonction du type de carburant utilisé i.e.
B20 (80% de diesel pétrolier et 20% de biodiesel) et B100 (100% de biodiesel). D'apres
[Coronado et al.,, 2009]

1.1.3 Cycle de développement

En France, la culture du colza d’hiver s'étale sur environ 10 mois. Il est semé entre la
fin du mois d'aolt et le début du mois de septembre, a une densité de semis allant de
30 a 60 graines par mZ. La récolte des graines a lieu entre les mois de juin et juillet de
I'année suivante, selon les conditions climatiques. Durant le cycle, les différents stades
de développement sont identifiés a I'aide de I'échelle Biologische Bundesanstalt,
Bundessortenamt und CHemische Industrie (BBCH), qui se base sur les différents
stades phénologiques et/ou 'accumulation de degrés jours [Lancashire et al., 1991].
Le cycle de développement du colza est composé de deux phases principales: la phase
végétative et la phase reproductive (Figure 1.4).
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FIGURE1.4 — Différents stades de développement du colza d'hiver. Source : Yara

La phase végétative débute par la germination, durant laquelle la plante utilise les
réserves disponibles dans la graine pour développer son systéme racinaire (radicelle) et
ses deux cotylédons. A ce stade, la croissance de la plante est lente et modulée par
I'absorption et la synthése de composés carbonés et azotés. Une fois que la plante
a atteint le stade ou elle posséde une vingtaine de feuilles "vraies" et un pivot, elle
est qualifiée de rosette. Durant la période automnale, le colza démontre une capacité
d'absorption de I'N du sol supérieure a celle d'autres plantes de grandes cultures, telles
gue les poacées ou les légumineuses [Laine et al., 1993]. Au cours de cette phase du
cycle de développement, une partie de I'N absorbé est stockée sous forme de protéines
racinaires spécifiques (VSP, vegetative storage protein), qui constitueront une source
d’'N remobilisable vers les organes en croissance (tiges, feuilles et graines) des la reprise
de la végétation au printemps [Noquet et al.,, 2004].

Par ailleurs, durant toute la phase végétative, la sénescence foliaire séquentielle
du colza participe a la remobilisation de I'N des feuilles les plus agées vers les
organes en croissance. Ce processus est essentiel car il permet un recyclage de I'N
endogene nécessaire a la croissance de la plante et notamment a la transition vers
la phase reproductive en conditionnant le nombre de ramifications, l'initiation des
premiers primordiaux floraux dont découlera le nombre de fleurs et les futures siliques
[Bouchet et al,, 2016]. Néanmoins, ce processus de remobilisation n'est pas optimal
puisque les feuilles chutant lors du stade végétatif présentent des teneurs en N
élevées (allant de 2 a 4,5 % de la masse séche) et contribuent a un retour important
d’'N au sol qui, aprés minéralisation, peut entrainer des pollutions environnementales
[Triboi-Blondel et al., 1988, Dejoux et al., 2000].

Durant la phase reproductive, les capacités d'absorption racinaire d'N chutent
drastiguement et I'N endogéne devient la seule source disponible pour le remplissage
des graines [Rossato, 2001]. Dans ce contexte, la remobilisation d'N des tissus
végétatifs tels que les tiges, feuilles et le pivot [Malagoli, 2005] fait appel a un type
de sénescence qualifié de monocarpique, un processus généralisé a tous les organes
de la plante qui permet une remobilisation de I'N endogéne au profit de la graine.
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Contrairement a la sénescence séquentielle, cette sénescence monocarpique est
particulierement efficace puisque les feuilles chutant lors de cette phase reproductive
présentent des teneurs en N tres faibles (de I'ordre de 1 % de la matiére séche).

1.2 Fertilisation et bilan agro-environnemental de la culture
de colza

L'obtention de rendements optimaux du colza nécessite I'application de fertilisants
minéraux et/ou organiques. Dans le sol, I'N, le soufre (S), le potassium (K) et le phosphore
(P) peuvent étre en concentrations limitantes et doivent étre apportés a la culture.
Par ailleurs, certains éléments comme le bore (B) et le molybdéne (Mo) peuvent étre
ajoutés pour favoriser le développement de la plante. Comparativement a d'autres
especes de grande culture, le colza, qualifié de nitrophile, requiert des apports de
fertilisants azotés (allant de 160 a 250 unités) [Rathke et al,, 2005] mais aussi soufrés
(30 unités) importants [Oenema et Postma, 2003].

1.2.1 Besoins en soufre et fertilisation soufrée

La prise de conscience de I'impact anthropique sur les changements climatiques
a conduit de nombreux états a conclure des protocoles d'accords visant a réduire les
émissions de polluants atmosphériques. Par exemple, concernant les émissions de
dioxyde de soufre (SO5), la ratification des protocoles d'Helsinki (1985) et d'Oslo (1994)
a conduit a une forte diminution des émissions de SO, anthropiques au cours des
trente derniéres années, entrainant une réduction des dépdts soufrés sur les terres
arables (Figure 1.5).
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FIGURE1.5 — Evolution des émissions de dioxyde de soufre (SO, ) en France entre 1960
et 2020 suite a la ratification des protocoles d'Helsinki (1985) et d’'Oslo (1994) et de
leur prolongement lors de la COP18 de Doha (2012). Source : CITEPA

Dans ce contexte, de nombreuses cultures telles que le colza, exigeantes en S,
ont été confrontées a une oligotrophisation en S des sols, entrainant des carences
nutritionnelles. Le S est un élément essentiel a la synthéese d'acides aminés soufrés,
tels que la cystéine et la méthionine, de sulfolipides et de composés volatils (nitrile,
thiocyanate et isothiocyanate), mais également a I'élaboration du rendement et de la
gualité des produits récoltés [Poisson et al., 2019]. Ainsi, chez le colza, 'application de
fertilisants soufrés est devenue essentielle pour maintenir un rendement satisfaisant
et une bonne qualité de 'huile et du tourteau [Rathke et al,, 2005].

Cependant, I'application de 30 unités de S préconisée par les instituts techniques
et/ou les chambres d'agriculture est souvent une dose définie par défaut et de maniére
empirigue, qui ne prend en compte ni les types de sols ni les précédents culturaux et ne
correspond pas toujours aux besoins réels en S des plantes. En effet, les travaux réalisés
par Sarda et al. ont mis en évidence qu'il est essentiel de se baser sur des parametres
plus larges, tels que le génotype, le travail du sol, le type de sol, les apports de matieres
organiques, ou encore les précipitations pour calculer les apports en S au plus juste et
ainsi éviter les situations de carence en S mais aussi les apports excessifs de fertilisants
soufrés [Sarda et al.,, 2014]. Ces résultats montrent l'importance de développer des
outils de diagnostic permettant d'identifier les situations de carences en S au champ
et ainsi de mieux piloter la fertilisation en S en 'apportant seulement aux parcelles
déficitaires.

Par ailleurs, les travaux de thése réalisés par Maillard et al. ont mis en évidence une
accumulation importante de Mo dans des colzas carencés en S. Cette accumulation
pouvant étre expliguée par le fait que les transporteurs racinaires impliqués dans
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I'absorption du sulfate (SO427)(SULTR1.1 et SULTR1.2) peuvent également transporter
le Mo [Maillard et al,2016a]. Ainsi, il a été démontré que la surexpression de
ces transporteurs lors d'une carence en S s'accompagnait d'une augmentation
significative desteneursen Mo. Face a ce constat, ces auteurs ont proposé un indicateur
spécifique et précoce (Figure 1.6) basé sur le calcul du ratio des teneurs foliaires en
Mo et en S ([Mo] / [S]), dont la valeur est d’autant plus forte que la carence en S est
sévere [Maillard et al,, 2016b]. Utilisable en condition de plein champ, cet indicateur
pourrait permettre de détecter précocement les carencesen S au sein d'une parcelle et
d'apporter la fertilisation S nécessaire avant que les symptémes de carences ne soient
visibles et avérés.
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FIGURE1.6 — Evolution du ratio des teneurs en molybdéne et en soufre ([Mo]/[S]) chez le
colza en fonction du nombre de jours de carence en S (-S) ou non (+S). Dans les feuilles
déja présentes au moment de la carence en S (A) et dans les feuilles émises durant la
carence (B). Source : [Maillard et al.,, 2016Db]

1.2.2 Besoins en azote du colza

Composant essentiel a la synthése des protéines, I'N est un élément majeur qui
conditionne le rendement ainsi que la qualité des produits récoltés. Dans le but
d’'évaluer la capacité d'une culture a valoriser I'N prélevé dans le sol, un indicateur est
utilisé : I'Efficience d'Usage de I'Azote (EUA), définie comme étant le rendement en
grain obtenu par unité de N disponible dans le sol [Avice et Etienne, 2014b]. 'EUA peut
étre divisée en deux sous-composantes : I'Efficience d'Absorption de I'Azote (EADbA) et
I'Efficience d'Utilisation de I'Azote (EUtA) (Figure 1.7).
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FIGURE1.7 — Schéma des différentes composantes de I'Efficience d’'Usage de I'Azote
(EUA) chez le colza. EUA: Efficience d'Usage de I'Azote; EADA : Efficience d'Absorption
de I'Azote; EUtA : Efficience d'Utilisation de I'Azote; EAA : Efficience d'Assimilation de
I'Azote; ERA : Efficience de Remobilisation de I'Azote. Source : [Dechaumet, 2018]

L'Efficience d'Absorption de I'Azote (EAbA) est définie comme la capacité du
systéme racinaire a absorber I'N présent dans le sol. Chez le colza, 'EAbA est modérée
mais stable durant les premiéres phases du développement (période automno-
hivernale), puis devient tres élevée en sortie d'hiver, lors de la reprise de végétation,
avant de diminuer drastiquement pendant la floraison [Malagoli, 2005]. ). Compte-
tenu de 'augmentation significative de la biomasse a partir du printemps, les apports
enintrants N sont alors généralement effectués durant cette période afin de compléter
le pool d’'N disponible dans le sol. En France, les apports d'N sont fractionnés et
réalisés a trois stades clés du développement : la reprise de végétation, le début de la
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montaison et le stade boutons floraux séparés (Source : Terres Inovia). L'absorption des
différentes formes d'N disponibles dans le sol fait intervenir deux systémes de transport
a haute (HATS) et a faible affinité (LATS). Ainsi, les transporteurs HATS et LATS vont
permettre aux plantes d'absorber respectivement I'N pour de faibles (< 1 mM) et de
fortes concentrations (> 1 mM).

L'Efficience d'Utilisation de I'Azote (EUtA), la seconde composante de I'EUA, est
subdivisée en deux sous-composantes : I'Efficience d'Assimilation de I'Azote (EAA) et
I'Efficience de Remobilisation de I'Azote (ERA). La premiére (EAA) est définie comme la
capacité de la plante a assimiler I'N minéral absorbé dans le sol. La seconde (ERA) est
définie par la capacité de la plante a remobiliser I'N endogéne des tissus sénescents
(sources) vers des tissus en croissance (puits). Chez le colza, les capacités d'assimilation
sont considérées comme efficaces alors que l'efficience de remobilisation est qualifiée
de médiocre [Avice et Etienne, 2014b]. Différents travaux ont mis en évidence que
cette faible ERA serait principalement due a une faible remobilisation de I'N foliaire
lors de la sénescence séquentielle durant la phase végétative. Par exemple, des travaux
conduits sur I'ensemble du cycle de développement ont montré que les feuilles
chutant lors des stades végétatifs peuvent contenir des teneurs en N élevées de
'ordre de 2 a 4,5 % de leur masse séche [Malagoli, 2005] alors que celles tombant
lors des stades de remplissage des graines contiennent seulement 1 % d'N (N
structurel). En outre, des travaux de modélisation ont démontré qu'une optimisation
de la remobilisation de I'N endogéne des organes sénescents vers les graines durant
les stades végétatifs permettrait (i) une augmentation du rendement de 15 % sans
augmentation des apportsenintrants N et (ii) de réduire la quantité d'N restituée au sol
d'environ 15 % [Malagoli, 2005]. L'ensemble de ces travaux montre que I'ERA constitue
le levier majeur d'optimisation de 'EUA du colza.

Pour pallier a ces problemes de remobilisation, la culture du colza requiert de
fortes doses d'intrants N pour assurer des rendements et une qualité des produits
récoltés optimaux, ce qui n'est pas sans conséquence sur son bilan économique et
environnemental. En effet, en plus de constituer un poste de dépenses important
pour l'agriculteur, la fertilisation N est également a l'origine d'effets néfastes sur
'environnement qui sont liés a la fabrication des intrants et a leur utilisation. Par
exemple, lors de fortes précipitations, I'azote nitrique présent dans le sol (issu des
fertilisants N et/ou de la minéralisation de la matiére organique) est lessivé et entraine
la pollution des eaux superficielles et souterraines, contribuant a l'acidification et a
I'eutrophisation des cours d'eau, ainsi qu’'a la prolifération des algues vertes dans
les milieux estuariens. Par ailleurs, les processus de volatilisation de I'N ammoniacal
et de dénitrification participent aux pertes d'N en libérant respectivement dans
I'atmospheére de 'ammoniac (NHz) et du protoxyde d'azote (N, O), troisieme gaz a effet
de serre le plus abondant apreés le dioxyde de carbone (CO5) et le méthane (CHy).

Face 3 ce constat, la France a adopté, en 1991, la directive nitrate 91/676/CEE dans
le but de limiter les pertes d'N dans I'environnement. Celle-ci interdit les apports de
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NOsz" sur les cultures durant la période automno-hivernale, afin de limiter les lessivages
consécutifs lors d'épisodes de fortes précipitations. Cette interdiction n'a que peu
d'impact sur le rendement des cultures puisqu'il est admis que la disponibilité en N
du sol durant cette période est suffisante pour couvrir les besoins en N de la culture
[Colnenneg, 1998]. En outre, cette directive nitrate limite les apports en NOz™ a 170
kg.ha! dans les zones classées vulnérables (Figure 1.8) ou le lessivage de NOz~ peut
menacer, a court terme, la qualité des milieux aquatiques et plus particulierement les
nappes phréatiques.

FIGURE1.8 — Zones francaises classées comme "vulnérables" a la pollution par le nitrate
d'origine Source : [Benoit, 201 3]

Ainsi, les limitations d'apports d'intrants imposées par la directive nitrate peuvent
étre combinées avec des stratégies alternatives visant a améliorer la gestion de I'N
par les plantes de grande culture telles que le colza. Ces stratégies reposent sur la
sélection/amélioration variétale ainsi que sur le développement et la mise en place de
pratiques culturales innovantes.
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1.3 Les différents leviers d'optimisation des performances
agro - environnementales du colza

1.3.1 Variétés de colza présentant une meilleure efficience d'utilisation de
I'azote

Dans le but doptimiser les apports en N, de multiples génotypes de colza
présentant des EUA accrues ont été sélectionnés au cours de ces dernieres décennies.
Pour cela, deux technigues sont principalement utilisées : la création d'organismes
génétiguement modifiés (OGM) et la sélection variétale.

La création d'OGM consiste a modifier I'expression de génes impliqués dans
I'assimilation ou la remobilisation de I'N. Par exemple, comparativement a des plantes
sauvagesalimentéesavec 200 U d'N, des colzas génétiquement modifiés surexprimant
au niveau racinaire une alanine aminotransférase d'orge présentent un préléevement
d'NOz~ augmenté de 76 % et un rendement équivalent avec une dose d'N inférieure
de 40 % [Good et al.,, 2007]. Ces travaux montrent que l'obtention d'OGM peut étre
une stratégie pertinente pour augmenter les performances agronomiques du colza
tout en réduisant les doses d'intrants N. Cependant, bien que la culture d'OGM
a des fins commerciales soit autorisée dans divers pays a travers le monde, elle
est interdite depuis 2008 en France et en Europe (a lI'exception de certains pays
autorisés a cultiver le mais MON810 synthétisant un insecticide efficace contre la
noctuelle (Sesamia nonagrioides) et la pyrale du mais (Ostrinia nubilalis)) (Source :
ministere de I'Agriculture). Dans ce contexte, I'obtention d'OGM est réservée a des fins
de recherche fondamentale visant notamment a mieux appréhender les différents
meécanismes impliqués dans 'usage de I'N chez les végétaux. Par conséquent, d'autres
voies d'amélioration des performances agro-environnementales du colza doivent étre
explorées.
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FIGURE1.9 — Evolution des rendements au cours des diverses améliorations des variétés
de colza. Colza ++ : apparition des 1S variétés résistantes a des maladies telles que le
phoma provoqué par Leptosphaeria maculans; Colza O : variétés sans acide érucique;
Colza 00 : variétés sans acide érucique et sans glucosinolate; Hybrides : Variété mise
au point via l'utilisation de I'hybridation interspécifique. Source : OCL

La sélection variétale a permis l'obtention de variétés de colza dites "simple
zéro, (0)" dépourvues d'acide érucique puis "double zéro, (00)" dépourvues d'acide
érucique et de glucosinolates (Figure 1.9). Les colzas 00 ont la particularité de
produire des graines sans acide érucique, responsable de maladies cardio-vasculaires,
et sans glucosinolates, composés non appétents pouvant se retrouver dans le tourteau
consommeé par le bétail [Chévre et al.,, 1998].

Afin d'améliorer les rendements, |'utilisation de la variabilité génétique a été peu a
peu remplacée par l'utilisation de I'hybridation interspécifique [Nabloussi, 2015]. Cette
technique a permis d'augmenter la diversité génétique du colza, en le croisant avec
des especes proches telles que la ravenelle (Raphanus raphanistrum). Cependant, la
sélection variétale et I'nybridation ont été réalisées pendant la Révolution Verte (1960-
1990) et avaient pour objectif principal d'identifier des variétés a haut rendement sans
limitation des doses d'N apportées. Ainsi, les variétés issues de ces programmes de
sélection ne correspondent pas aux préoccupations actuelles qui visent a maintenir
les rendements tout en limitant les apports d'intrants.

C'est dans ce contexte gu'est né le projet Investissements d'avenir RAPSODYN
(2012-2019, Responsable Dr N. Nési, Directrice de recherche a I'INRAE UMR 1349
IGEPP, Le Rheu), associant divers laboratoires de recherche publique, instituts
techniques et sociétés privées, dont l'objectif consistait a identifier de nouvelles
variétés de colza a forte efficience d'usage de I'N en condition de faibles apports de
fertilisants azotés. Ce projet a notamment permis d'exploiter la variabilité génotypique
naturelle et d'identifier des variétés qui assimilent et remobilisent mieux I'N issu de la
fertilisation et de la minéralisation des matiéres organiques. Par exemple, les travaux
de Girondé et al. visant a cribler une dizaine de génotypes présentant des efficiences
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de remobilisation de I'N foliaire contrastées ont permis de montrer que les génotypes
les plus efficients étaient ceux qui avaient la plus forte activité protéolytique associée a
de fortes activités des protéases a cystéine, sérine et aspartate [Girondé et al., 2015b].
Parmi les protéases identifiées, certaines telles que les protéases RD21-like et SAG12
ont méme été proposées comme des candidats potentiellement utilisables pour
cribler et identifier des génotypes de colza a forte efficience d'usage de I'N dés le
stade cotylédonaire [Poret et al., 2017].Ces travaux d'importance ouvrent de nouvelles
perspectives et notamment, celle de disposer prochainement de variétés de colza qui
seront plus économes en intrants et plus efficaces dans la gestion de leur pool d'N
endogene.

L'identification de ces variétés plus efficientes n'est pas incompatible avec le dé-
veloppement d'autres stratégies visant a améliorer les pratiques culturales existantes.
Dans ce contexte, le développement d'outils de diagnostic (cf. ratio [Mo]/[S] présenté
ci-avant) et/ou de pilotage de la fertilisation, mais également le développement de
nouvelles pratiques culturales, constituent d’'autres voies d'approche.

1.3.2 Amélioration des pratiques culturales existantes

En 1998, le Centre d'Etudes Technique Interprofessionnel des Oléagineux
Métropolitains (CETIOM qui a fusionné en 2015 avec I'UNIP (Union Nationale
Interprofessionnelle des plantes riches en Protéines) pour devenir Terre Inovia) a
conduit de nombreuses expérimentations sur les besoins en N des grandes cultures.
Lesrésultatsissus de cestravaux ont permis de proposer un outil appelé "Réglette azote
colza", toujours utilisé de nos jours. Cet outil prenant en compte différents facteurs tels
qgue le type de sol (superficiel ou profond), 'apport de matieres organiques, les objectifs
de rendement, le poids frais du colza en entrée et en sortie d’'hiver ainsi que l'Indice de
Nutrition Azotée (INN) de la culture, propose aux agriculteurs des doses d’'N a apporter
gui sont ajustées aux besoins de la plante.

Depuis, d’'autres outils, utilisant des technologies plus récentes et pouvant étre
classés en fonction de leurs échelles d'utilisation et de précision, se sont développés.
Par exemple, les satellites de télédétection (Farmstar®, par exemple), basés sur I'analyse
de prises de vues d'une parcelle cultivée, permettent d'obtenir un état des lieux de son
statut N et de préconiser les doses d'N a appliquer en fonction des différentes zones
identifiées (Figure 1.10)
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FIGURE1.10 — Rapport généré par le satellite de télédétection Farmstar®. En combinant
I'analyse des images satellites, des précédents culturaux et la composition du sol, cet
outil permet de cartographier précisément les besoins de la culture en intrants azotés
au niveau d'une parcelle de blé et de préconiser les doses d'N a apporter. Source :
Farmstar®

Dansle méme esprit, des capteurs embarqués sur les engins agricoles ou les drones,
utilisant la réflectance et/ou I'analyse d'images, permettent aussi de connaitre le statut
nutritionnel de zones spécifiques au sein d'une parcelle. A I'échelle de I'individu, des
outils portatifs non destructifs utilisant des capteurs de transmittance/réflectance
tels que la pince SPAD® (Konica Minolta Inc., Japon) ou de fluorescence tels que le
Multiplex® (Force-A, Orsay, France) permettent quant & eux d'évaluer le statut azoté
et/ou les teneurs en chlorophylles, en flavonoides et en anthocyanes de la plante
[Rosso et al.,, 2022]. Enfin, différents outils de fluorescence a rayons X portatifs (XRF)
peuvent générer rapidement et précisément un bilan élémentaire complet de la plante
[Poisson et al,, 2019].

En outre, la spectrométrie proche infrarouge (NIRS) permet la réalisation d’'analyses
rapides et non destructives d'échantillons végétaux. Cette technologie permet de
déterminer la teneur en N des feuilles, mais aussi la teneur en protéines et en lipides
des graines [Wanetal, 2018]. Cependant, bien que présentant une polyvalence
intéressante, 'utilisation de la spectrométrie proche infrarouge reste limitée en raison
des traitements informatiques importants nécessaires pour exploiter les données.

Outre | 'utilisation de ces outils, le fractionnement des épandages de fertilisants
(notamment N) pourrait étre reconsidéré afin de mieux correspondre aux besoins
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nutritionnels de la plante a des stades clés de sa croissance et ainsi d'optimiser leurs
prélevements.

Par ailleurs, l'utilisation de nouvelles formulations d’engrais N a libération lente
et contrélée pourrait également étre une stratégie pour limiter les pertes d'N
par volatilisation. Ces engrais innovants pourraient, par exemple, inclure dans leur
formulation des inhibiteurs d'uréases et de nitrification, permettant de limiter la
volatilisation d'ammoniac (NHz), le lessivage du nitrate (NOz") et la production de
protoxyde d'azote (N,O). Par exemple, chez le colza, Arkoun et al. ont montré que
I'utilisation d'inhibiteurs d'uréases et de la nitrification couplée a un apport d'engrais
uréigue ou ammoniacal permet de limiter les pertes d'N par volatilisation de 43 %, la
lixiviation de NOz~ de 23 % et s'accompagne d'un meilleur prélevement d'N issu du
fertilisant chez le colza [Arkoun etal,2012].

1.3.3 Les cultures associées

Les cultures associées sont définies comme la coculture de deux ou plusieurs
especes sur la méme parcelle lors d'une partie significative de leurs cycles de
développement [Willey, 1979].Ce type de pratique permet I'échange de services
entre les différentes plantes de I'association. Ces services peuvent étre des services
de fertilisation [Génard et al,, 2016, Génard et al,, 2017a]), de répulsion d'insectes ou
de maladies [Trenbath, 1993, Hauggaard-Nielsen et Jensen, 2001]), de limitation de
la prolifération des adventices, ou encore de support [Lopez-Ridauraetal,2021].
L'utilisation de ce type de pratiqgue avait progressivement disparu dans nos campagnes,
mais la volonté de résoudre les problématiques environnementales actuelles les a
remises sur le devant de la scéne. En effet, cette pratique culturale peut permettre de
diminuer lesapports enintrants et en produits phytosanitaires, mais aussi de réduire les
pressions exercées sur I'environnement et la biodiversité. Dans ce contexte, et de par la
place prépondérante des Poacées dans les systémes de culture actuels, les associations
Fabacées - céréales ont été les plus étudiées [Ducheneetal,2017].Cependant,
I'utilisation de ce type de systéme dans le cadre de la culture de Brassicacées a vu
réecemment son intérét grandir.

Deux stratégies d’association Brassicacées - Fabacées peuvent étre envisagées :
la premiere, la plus étudiée, consiste a utiliser des variétés de Fabacées a caractére
gélif. Dans ce cas de figure, l'action de la Fabacée est concentrée entre I'automne
et une partie de I'hiver, les basses températures hivernales induisant par la suite
la mort de la Fabacées. Des essais réalisés par Terres Inovia et I'INRAE ont mis en
évidence une augmentation des quantités d'N disponible pour le colza d'hiver et
provenant de la Fabacée de 'ordre de 10 & 15 kg.ha!, lors d’'une association entre le
colza et une Fabacée gélive telle que la lentille (Lens culinaris), la vesce (Vicia sativa),
la féverole (Vicia faba) , la gesse (Lathyrus sativus) ou encore le tréfle d'Alexandrie
(Trifolium alexandrinum) [Malagoli, 2005].En outre, ces essais ont permis de montrer

20



que l'utilisation de ce type d'association permet de réduire les apports d'intrants
azotés d'environ 30 kg.ha'! sans impacter le rendement du colza. Au contraire,
des travaux réalisés sur l'association moutarde (Brassica juncea L.) - lentille (Lens
culinaris M.) ont montré une diminution de rendement d'environ 50 % chez les deux
plantes partenaires [Chardon et al., 2012].Cette étude montre que l'association d’'une
Fabacée avec une Brassicacée d'intérét peut négativement impacter le rendement
de cette derniére et s'explique principalement par une compétition forte entre les
deux plantes pour lI'espace, la lumiére et certains nutriments. Ces observations mettent
en avant le caractéere prépondérant de la sélection des espéces a associer, afin de
limiter I'impact sur la production de graines de la plante d'intérét agronomique. En
outre, I'association Brassicacées-Fabacées a montré de nombreux bénéfices dans le
cadre de la lutte contre les ravageurs. Ainsi, I'utilisation de I'association colza-féverole
permet de diminuer de facon significative le nombre de pucerons cendrés (parasite
du colza) [Jamont et al.,, 2014] et de réduire les dommages induits par le charancon et
I'altise sur le colza [Cadoux et al.,, 2015].Enfin, l'utilisation de Fabacées a caractéere gélif
permet une couverture homogéne des sols et permet de réduire le développement
d’adventices [Morison et al.,, 2014].

Bien que moins étudiées, I'utilisation de Fabacées a caractere non gélif présente
elle aussi de nombreux bénéfices. De par leurs implantations s'étalant sur tout le
cycle de croissance de la plante d'intérét, les Fabacées a caractere non gélif peuvent
fournir des services a des moments clés du cycle de développement de la Brassicacée.
Ces Fabacées tolérant les basses températures rencontrées pendant I'hiver peuvent
alors "rhizodéposer" des composés azotés issus de la fixation du N, atmosphérique
gui seront potentiellement prélevés par le colza tout au long de son cycle de culture
et plus particulierement, lors de la reprise de végétation jusqu'au remplissage des
graines. Néanmoins, les Fabacées non gélives étant implantées durant des périodes
plus longues, il est essentiel de sélectionner les espéces utilisées afin d'optimiser les
processus de fixation de N, atmosphérique et de transfert de composés racinaires
exsudés vers la Brassicacée tout en limitant la compétition (nutriments et eau du sol,
lumiére) entre les deux plantes.

Dans ce contexte, les travaux de Génard (2012-2016) ont permis de cribler
sept espéces de Fabacées en association avec le colza. Ces travaux réalisés en
conditions contrdlées ont permis de retenir trois fabacées pertinentes (le lupin blanc
(Lupinus albus L), la vesce commune (Vicia sativa L.) et le tréfle incarnat (Trifolium
incarnatum L.)) qui présentent toutes une augmentation de leur capacité a fixer le N5
atmosphérique lorsqu’elles sont associées au colza (Figure 1.11). Pour expliquer ces
résultats, cet auteur indique que le colza, plante nitrophile, diminue tres fortement
la concentration en NOz™ dans la solution du sol, ce qui a pour effet de stimuler la
fixation de N, atmosphérique de la Fabacée compagne, comme ceci a été montré dans
plusieurs études [Xia et al,, 2017a, Corre-Hellou et al., 2006, Jensen, 1996]. Parmi ces
trois espéces, le lupin, en dépit de ses fortes capacités de fixation de N, atmosphérique
(Figure 1.11) ) et d'exsudation lorsqu'il est associé au colza [Génardetal,2016],
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N'a pas été retenu car il s'est avéré non adapté aux conditions pédoclimatiques
locales. Par ailleurs, la vesce, particulierement efficace pour fixer le N> atmosphérique
lorsqu'elle est associée au colza (Figure 1.11), n'a pas été sélectionnée car elle présente
I'inconvénient d'utiliser le colza comme tuteur naturel et d'entrer en compétition pour
la lumiére, avec pour conséguence une réduction de la croissance de ce dernier. En
se basant alors sur les parametres de croissance du colza étudiés au stade rosette
ainsi que sur les capacités de la Fabacée a se développer mais surtout a fixer le N5
atmosphérique et a rhizodéposer des composés azotés dans le sol en présence de la
Brassicacée, ce criblage a permisde retenir I'association colza (Brassica napus L.) - trefle
incarnat (Trifolium incarnatum L.).
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FIGURE1.11 — Pourcentage d’'N provenant de la fixation atmosphérique (Ndfa) chez
le lupin blanc (L), le tréfle incarnat (T) et la vesce (V) commune cultivés seuls
(histogrammes blancs) ou en association (histogrammes gris) avec le colza (C). Les
valeurs indiguent les moyennes + erreur standard (n=5). Les astérisques * (p<0,05) et **
(p<0,01) indiquent des différences significatives entre la monoculture et I'association.
Source: [Génard et al, 20173a]

Enfin, en complément des effets bénéfiques apportés par les modifications des
pratigues culturales présentées précédemment, il est possible d'améliorer la croissance
et le développement des plantes, la qualité des produits récoltés, ainsi que leur
résistance face a certains stress en utilisant des biostimulants d'origine biologique.

1.3.4 Les biostimulants

Selon larticle EU 2019/1009, "un biostimulant est un produit qui stimule les
processus de nutrition des végétaux indépendamment des éléments nutritifs qu'il
contient, dans le seul but d'améliorer une ou plusieurs des caractéristiques suivantes
des végétaux ou de leur rhizospheére : (i) I'efficacité d'utilisation des éléments nutritifs,
(i) la tolérance au stress abiotique, (iii) les caractéristiques qualitatives et/ou (iv) la
disponibilité des éléments nutritifs confinés dans le sol ou la rhizospheéere".
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Les biostimulants vont améliorer la croissance des plantes, leur rendement
et la qualité nutritive des produits ainsi que l'assimilation d'éléments nutri-
tifs [Kabiretal, 2020, Maignanetal,2021] (Figure 1.12). Concernant I'N, il a
été montré que certains biostimulants sont capables d'augmenter son préleve-
ment [Dellagi et al., 2020] et/ou sa remobilisation [Maignan et al., 2020]). De par leurs
capacités a augmenter l'efficience d'utilisation de I'N des végétaux, les biostimulants
prennent de plus en plus de place dans le paysage agricole en venant en complément
des engrais conventionnels sans les remplacer et en permettant de diminuer leurs
apports [Rouphael et Colla, 2018, Xu et Geelen, 2018].
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FIGURE1.12 - Principaux modes d'action des biostimulants retrouvés dans la littérature
chez 'ensemble des végétaux. Source : [Hellequin, 2019]

Les biostimulants peuvent se présenter sous différentes formes telles que des
extraits d'algues, des hydrolysats de protéines (1/3 des biostimulants vendus), des
substances humiques ou encore des micro-organismes [Cristofano et al., 2021]. Bien
gue les effets de ces différents biostimulants soient avérés chez plusieurs espéces
veégétales, I'état de l'art ci-aprés se focalisera uniguement sur ceux ayant montré des
effets bénéfiques chez le colza.

Ainsi, l'application d'un extrait d'origine algale (AZALS5, extrait d'’Ascophyllum
nodosum) sur des cultures de colza a montré que celui-ci permet une augmentation
de la biomasse totale (+23 % pour les parties aériennes et +102 % pour les racines)
et de la teneur en chlorophylles ainsi qu'une amélioration de l'absorption du NOz~
associée a l'induction des génes codant les transporteurs dédiés (BnaNRT1.1 et
BnaNRT2.1) [Jannin, 2012]. En outre, l'application d'un acide humique (HA7, extrait
de tourbe) sur des plantes de colza s'accompagne également d'une augmentation de

23



la croissance et des teneurs en fer (Fe) et en soufre (S), associée a une augmentation de
I'expression des transporteurs COPT2 et SULTR (1.1 et 1.2), impliqués respectivement
dans leur absorption racinaire [Billard et al., 2014].

Par ailleurs, des microorganismes agissant directement ou indirectement sur la
plante, nommés Plant Growth Promoting (PGP) [Glick, 2012], peuvent améliorer la
croissance et le rendement de la culture de colza. Par exemple, un apport de bactéries
PGP Pseudomonas fluorescens permet d'augmenter la biomasse des plantes (+23,97
%) en conditions de plein champ [Lally et al,, 2017]. De plus, l'apport de PGP peut
permettre d'atténuer les effets négatifs des stress biotiques. Ainsi, il a été montré que
des bactéries de la famille Bacillus, endophytes du colza, possedent des propriétés
atténuant la maladie de la jambe noire provoquée par une infection de la bactérie
pathogene Leptosphaeria maculans [Lipkova et al., 202 1].

Enfin, des éléments minéraux qualifiés d'éléments bénéfiques non essentiels pour
la croissance des plantes (tels que le cobalt (Co), le sélénium (Se) et le silicium (Si))
sont aussi considérés comme des biostimulants du fait de leur capacité a favoriser le
développement des plantes lorsque celles-ci sont confrontées a des stress biotiques
ou abiotiques [du Jardin, 2015]. Parmi les biostimulants minéraux de composition
trés simple, le roéle du Si chez les végétaux est actuellement particulierement étudig,
comme le montre 'augmentation du nombre de publications ayant trait a ce dernier
au cours de la derniére décennie [Pavlovic et al,, 2021] (Figure 1.13)
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FIGURE1.13 — Nombre de publications relatives aux effets biostimulants du silicium
chez les plantes de 2010 a 2020. Source : [Pavlovic et al., 2021]

Second élément le plus abondant au sein de la cro(te terrestre apres l'oxy-
gene (O; [Landréetal, 2020]), le Si représente environ 27 % de la masse totale
terrestre [McKeague et Cline, 1963] (Figure 1.14).

24



2%
2%

2.5%
3%
3.5%

I Oxygene (O)

[ Silicium (5i)

B Aluminium (Al
[] Fer jFe)

[ Calcium {Ca)

B Sodium (Na)

B Potassium (K)

B Magnésium (Ma)
B Autres

FIGURE1.14 — Composition élémentaire relative de la crolte terrestre. Source :
Adaptation de : [MclLeod et Shaulis, 2018]

Bien gu'il ne soit pas considéré comme un élément essentiel pour les plantes,
le Si a montré de nombreux effets bénéfiques sur la croissance, le développement
et la santé de nombreuses espéeces végétales [Zajaczkowska et al., 2020]. Toutes les
plantes cultivées a travers le monde contiennent du Si. Cependant, sa teneur au sein
des tissus (allant de 0,2 a 10 % de la matiére séche) varie trés fortement en fonction
des especes et peut parfois atteindre des valeurs égales voire supérieures a celles de
macronutriments essentiels tels que le calcium (Ca), le magnésium (Mg) ou encore le
phosphore (P; [Epstein, 1994, Epstein, 1999]).

Ainsi, une classification des espéces végétales en trois catégories a été proposée en
fonction de leur teneur en Si mesurée dans la matiere séche [Takahashi et al,, 1990]:

— les fortes accumulatrices (telles que la préle (Equisetum arvense), le riz (Oryza
sativa) ou le mais (Zea mays)) dont les teneurs en Si sont comprises entre 1,5 a
10% de la matiere séche,

— les accumulatrices intermédiaires (telles que le concombre (Cucumis sativus)),
dont les teneurs en Si varient de 0,5 3 1,5% de la matiére séche,

— les faibles accumulatrices (telles que la tomate (Solanum lycopersicum) ou le
colza (Brassica napus)) chez lesquelles le Si représente moins de 0,5% de la
matiére seche.

Méme si d'autres hypothéses peuvent étre émises (voir partie "perspectives"),
les différences de teneurs en Si endogéne seraient principalement liées a la
présence ou non de transporteurs racinaires (Lsi) de type aquaporines (NIP
Nodular-26-like Intrinsic Proteins) dédiés a I'absorption de Si sous la forme d'acide
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monosilicique [Ma et Yamaji, 2015]. Ainsi, si chez des especes telles que le riz, les
transporteurs racinaires (Lsi) ont été identifiés et bien caractérisés, la recherche de
génes hétérologues est restée vaine chez les espéces non accumulatrices telles que
le colza.

Chez ces plantes non accumulatrices, lI'absorption plus modeste de Si pourrait
se faire via d'autres aquaporines moins spécialisées dans le transport de cet
élément [Kaur et Greger, 2019]. Une fois absorbé, une grande majorité du Si (99
%) est déposé sous forme de phytolithes (dépdbts de silice amorphe) au niveau des
parois pectocellulosiques, des méats et des espaces intercellulaires [Meunier, 2003,
Meunier et al., 2017] et contribue ainsi a épaissir la paroi (Figure 1.15), qui constitue
une barriere physique renforcée limitant par exemple l'infection d'agents patho-
genes [Van Bockhaven et al.,, 2013] et permet également un meilleur port des plantes.
Le 1 % de Sirestant est sous forme soluble dans les cellules et serait capable de moduler
I'activité de certaines enzymes (notamment celles impliquées dans le stress oxydatif
et dans la défense des plantes) et/ou de moduler I'expression de nombreux génes.
D'un point de vue physiologique, la plupart des études suggérent qu'en l'absence de
stress biotique ou abiotique, le Si n'a que peu voire pas d'effet [Coskun et al, 2019].
En revanche, en condition de stress, le Si peut permettre aux plantes de croitre d’'une
maniére quasi similaire aux plantes témoins n'ayant pas subi de stress.

Bien que de nombreuses études présentent les effets bénéfigues d'un apport
de Si lors de stress biotiques et abiotiques chez de nombreuses espéces végétales,
peu d'études se focalisent sur ses effets chez le colza. Il a été notamment montré
gue le Si atténue chez cette plante les effets d'une infection par le champignon
Sclerotinia sclerotiorum, responsable de la pourriture blanche, ou par le champignon
Plasmodiophora brassicae, provoquant la hernie du chou, en induisant notamment
des genes impliqués dans la synthese de molécules antioxydantes [Feng et al.,, 2021,
Sarkar et al., 2023].

FIGURE1.15-Cellulesfoliairesderizalimenté (B) ou non (A) ensilicium (Si), observées au
microscope électronique a transmission. La fleche (B) indique les dépbts pariétaux de
Si. N: noyau; Cy : cytoplasme; CW : paroi pectocellulosique. Source : [Kim et al.,, 2002]

26



Par ailleurs, la littérature rapporte que le Si permet d'atténuer une grande variété
de stress abiotiques, notamment les carences nutritionnelles, en particulier chez les
plantes accumulatrices de Si (36 publications entre 2010 et 2020, Figure 1.16). L'effet
du Sichez les plantes non accumulatrices cultivées en conditions de stress nutritionnel
est plus modestement étudié, avec seulement 9 étudesen 10 ans,dont 6 en réponse a
des carences en micronutriments (3 pour le bore (B), 2 pour le zinc (Zn) et 1 pour le Fe)
et seulement 3 en réponse a des carences en macronutriments (2 pour I'N et 1 pour le
potassium (K)) (Figure 1.16).

m Accumulatrice de Si m Non accumulatrice de Si
20

15 -

Nombre de publications depuis 2010

Macro-éléments Micro-éléments

FIGURE1.16 — Recensement des publications traitant des effets d'apport de Si lors de
carence en macro et microéléments chez des plantes accumulatrices (bleu) ou non
(rouge) depuis 2010. Adaptation de: [Aliet al,, 2020]

Parmi les travaux portant sur la carence en N, ceux menés par Haddad (2015-
2018) ont permis de mieux comprendre les effets d'un apport de Si chez le colza.
Ces études montrent qu'en condition limitante en N, une plante traitée (+Si) avec
12 kg.ha! de Si (apporté sous forme d'acide silicique) présente des capacités de
prélevement de I'N du sol augmentées (+130 % comparativement aux plantes témoins
-Si). Ce résultat peut notamment s'expliquer par 'augmentation de I'expression du
géne BnaNRT2.1 (codant un systeme de transport a forte affinité pour le NO3z7) en
réponse au Si constatée en conditions contrélées [Haddad et al., 2018].

Par ailleurs, il a également été montré gu'un ajout de Si permet de retarder
la sénescence foliaire séquentielle et d'augmenter les capacités photosynthétiques
des feuilles matures, notamment en augmentant leur durée de vie (Figure
1.17A; [Haddad et al,, 2018]). Ces résultats pourraient s'expliguer par une meilleure
détoxification des formes actives de I'oxygeéne comme l'indique la chute des teneurs
foliaires en peroxyde d’hydrogéne (H,O-, Figure 1.17B) et malondialdéhyde (MDA ,
Figure 1.17C), deux marqueurs du stress oxydatif.
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FIGUREL.17 — Evolution de la sénescence foliaire séquentielle (A) chez des plantes
de colza carencées en N pendant 12 jours et prétraitées ou non avec du Si
(1,7 mM sous forme de silicate de sodium) et des teneurs foliaires en peroxyde
d’hydrogéne (H,0O,, B) et en malondialdéhyde (MDA, €) au 12°™M¢ jour de carence en
N. Source : [Haddad et al.,, 2018]

Considérant les travaux de modélisation de Malagoli et al,, cette augmentation de
la durée de vie des feuilles pourrait étre favorable a une augmentation du rendement
en graines du colza [Malagoli, 2005]. Ceci a été confirmé lors de I'expérimentation en
condition de plein champ (apport de 12 kg.ha™t de Si), ou il a été constaté (i) un retard
de la sénescence foliaire au stade montaison et (ii) une augmentation du rendement
en graines de +16 % [Lainé et al,, 2019]. Ces travaux montrent qu’'un apport de Si
s'accompagne d'une atténuation du stress N du colza, et ce, en dépit de sa faible
capacité a accumuler cet élément. Le colza étant également trés exigeant en S, il peut
étre supposé qu'un apport de Si pourrait s'avérer bénéfiqgue lorsque celui-ci se trouve en
carence en S. Néanmoins, a ce jour, aucune étude visant a appréhender ses potentiels
effets n'a été entreprise.

En outre, le Si permet d'augmenter la tolérance aux stress biotiques et abiotiques
chez les Fabacées [El Moukhtariet al, 2022b]. Par exemple, des études montrent
gu'un apport de Si améliore la symbiose entre les cellules racinaires et les bactéries
du genre Rhizobium et permet, in fine, daugmenter les capacités de fixation du
N> atmosphérique chez les Fabacées cultivées en conditions de stress hydrique ou
salin [Putra et al, 2020]. Ainsi, d'une maniére générale, il est admis qu'un apport
de Si a des Fabacées cultivees en conditions de stress abiotiques augmente
significativement le nombre de nodules, leurs teneurs en nitrogénase, ainsi que leurs
teneurs en léghemoglobine, améliorant directement leurs capacités de fixation du N
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atmosphérique [Putra et al., 2021].

Bien que ces résultats aient été constatés chez de nombreuses Fabacées, telles que
le soja, le pois chiche, ou la luzerne, les effets d'un apport en Sisur le trefle incarnat, et en
particulier chez des plantes carencées en S ou ne disposant que de N> atmosphérique
comme unigue source d'N, n'ont jusgu’a présent jamais été étudiés.

1.4 Objectifs et stratégies de recherche

Les travaux développés dans ce manuscrit de these visent a compléter les résultats
obtenus lors de deux théses précédemment réalisées et soutenues au sein de I'UMR
INRAE-UNICAEN 950 EVA. La premiere these, réalisée par Génard (2012-2016), avait
pour objectifs d’analyser et de comprendre le fonctionnement de l'association colza-
Fabacée, et plus particulierement d'évaluer I'impact de la présence de la Fabacée sur
les performances agronomiques (biomasse, nutritions azotée et soufrée, rendement
grainier et qualité des graines) du colza (plante d'intérét) cultivé en condition de
faibles intrants en N. La seconde thése, conduite par Haddad (2015-2018), avait pour
but d'étudier les effets d'un apport en Si sur la gestion de I'N chez le colza, et plus
particulierement sur les capacités d'absorption de I'N et les processus de remobilisation
de I'N associés a la sénescence foliaire ségquentielle du colza cultivé en condition de
carence en N.

Les travaux réalisés dans le cadre de ces deux théses laissent penser qu'un apport
de Si a l'association colza-tréfle incarnat pourrait permettre une potentialisation du
fonctionnement de l'association et une meilleure gestion de la ressource azotée. Dans
ce contexte, l'objectif finalisé des travaux développés dans cette thése vise a mieux
appréhender les effets d’'un apport de Si sur les performances agronomiques
du colza cultivé en association avec le tréfle incarnat (Trifolium incarnatum L.).
Au sein de cette association, la présence de deux plantes exigeantes en S (colza et
trefle) et d'une plante nitrophile (colza) laisse supposer que les deux plantes vont étre
rapidement confrontées a une carence en S et que le tréfle devra, quant a lui, faire face
a de faibles disponibilités en N dans le sol. Par conséquent, l'effet d'un apport de Si

sera évalué, d'une part, chez le colza et le trefle cultivés en monoculture en situation

de carence en S et, d'autre part, chez le trefle cultivé en I'absence de N dans la solution
nutritive. Enfin, la derniére partie de cette thése visera a appréhender 'effet d'un apport
de Si sur le fonctionnement du colza et du tréfle cultivés en association.
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Chapitre 2

Résultats

Les résultats obtenus au cours de ce travail de these sont présentés sous forme de
guatre articles (a ce jour : deux publiés, un en attente de validation finale par I'éditeur
et en révision) :

— Section 2.1 - Article 1 : Assessing the effect of silicon supply on root
sulfur uptake in S-fed and S-deprived Brassica napus L. Plants, 2022,
https ://doi.org/10.3390/plants11121606,

— Section 2.2 - Article 2 : Silicon supply improves nodulation and dinitrogen
fixation and promotes growth in Trifolium incarnatum L. subjected to a long-
term sulfur deprivation. Plants, 2023, https ://doi.org/10.3390/plants12122248,

— Section 2.3 - Article 3 : lonomic and proteomic changes highlight the effect of
silicon supply on the nodules functioning of Trifolium incarnatum L. Frontiersin
Plant Science, 2024 (en attente de validation finale par I'éditeur),

— Section 2.4 - Article 4 : Silicon supply improves the N rhizodeposition and N
transfer from Trifolium incarnatum L. to Brassica napus L. in intercrops (En
révision dans Héliyon).
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2.1.1 Préambule

Contexte : Depuis les années 80, la diminution des émissions soufrées d'origine
anthropique dans I'atmosphére s'est accompagnée d'une oligotrophisation en soufre
(S) des sols, ce qui a conduit a des carences en S chez la plupart des plantes de
grandes cultures. Ainsi, chez Brassica napus L., trés exigeante en S, ces carences en S
impactent négativement le rendement et la qualité des produits récoltés. Pour pallier a
ces carences, un apport en fertilisant soufré de l'ordre de 30 kg.ha! est généralement
préconisé afin de limiter les effets négatifs sur la croissance de cette plante. Alors que
de nombreuses études rapportent qu'un apport de silicium (Si) permet de limiter les
impacts négatifs liés a de nombreuses carences nutritionnelles, a ce jour,aucune étude
N'a évalué si un apport en Si permettait d'atténuer les effets négatifs de la carence en
S chez Brassica napus L. [Ali et al.,, 2020, Pavlovic et al.,, 2021]

Objectifs et démarche expérimentale : Cette étude a donc pour but d'évaluer les
effets d'un apport en Si sur des plantes de Brassica napus L. soumises ou non a
une carence en S, en se focalisant notamment sur leur croissance et |I'expression de
transporteurs racinaires (BnaSultrl.1 et BnaSutrl.2) impligués dans l'absorption du

sulfate (SO427). Pour ce faire, des plantes ont été cultivées en hydroponie sous quatre
modalités différentes : alimentées (+S) ou non en S (-S) et additionnées (+Si) ou non en
Si (-Si). Les plantes ont été récoltées trois semaines aprés le début de 'application de
ces traitements et 72 heures apres une réalimentation en S des plantes privées de S
(-S).

Faits marquants : Un apport de Si n'a pas d’effet sur la diminution de croissance
observée chez les plantes privées de S (-S+Si). Toutefois, comparativement
aux plantes -S-Si, l'apport de Si a modéré la surexpression de BnaSultrl.1,
sans pour autant affecter l'absorption racinaire de sulfate. Apres 72 heures
de réapprovisionnement en S, l'apport de Si (-S+Si) permet un maintien de la
surexpression du géne BnaSultrl.1, qui est fortement réprimé chez les plantes
Nn'ayant pas recu de Si (-S-Si).
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2.1.2 Introduction

Since the 1980s, the occurrence of sulfur deficiencies has been increasingly
observed in field crops [Blake-Kalff et al., 2001, Kost et al.,, 2008]. This low availability
of S in soils is due to the combination of several factors including a significant
decrease in S atmospheric emissions from anthropic activities, a decrease in the
use of organic fertilizers and use of sulfur-free fertilizers associated with intensive
management practices [Grant et al, 2012, McNeill et al.,, 2005]. In this context, plants
are increasingly exposed to S deficiencies that are particularly detrimental for
plants with high sulfur requirements for growth and seed production. This is
notable in Brassica napus L. whose seed yield and seed quality are negatively
affected by S deficiency [D'Hooghe et al,, 2014, Mondal et al.,, 2022]. Phenotypically,
S deficiency usually leads to a decrease in growth, a yellowing of young leaves,
and production of anthocyanin in mature leaves [De Bang et al, 2021]. Moreover,
some studies have reported that genes encoding 34SOZ‘ transporters, especially
those encoding BnaSultrl.1 and BnaSultrl.2 (both of which are high-affinity
transporters mainly involved in root sulfate uptake) were strongly up-regulated in
roots of oilseed rape subjected to S-deficiency [Sorin et al.,, 2015, Zhang et al, 2015].
Studies performed in numerous plant species have reported that because S is
a constituent of cysteine and methionine, S deficiency leads to a disruption of
many aspects of plant metabolism including S and N metabolism [Sorin et al,, 2015,
Aarabi et al, 2020, Courbet et al, 2021b]. In the same way, because S is also required
for the synthesis of phytohormones [Miretal,2022] and non-enzymatic antioxi-
dant compounds such glutathione and S-adenosine methionine [Binetal, 2017,
Dubreuil-Maurizi et al,, 2011, Watanabe et al,, 2021], S deficiency is usually associated
with an alteration of growth and defense mechanisms in plants facing biotic or biotic
stresses [Kopriva et al.,, 2019].

Interestingly, the addition of Si, especially to crops under biotic and abiotic
stress conditions, improves their resistance and the quality and yield of the
crops harvested [Korndorfer et al, 2001, Epstein, 2009, Souri et al,, 2021]. Although
most work has been conducted on plants with high Si accumulation such as
rice [Ma et al., 2006], several studies have also shown that Si supply can be beneficial
in plants with low Si accumulation, such as Brassica napus. In general, one of
the common defense mechanisms triggered by Si to mitigate biotic and abiotic
stresses is the detoxification of reactive oxygen species (ROS) [Ahanger et al., 2020]. For
example, in cucumber roots infected with Pythium spp., Cherifet al. [Chérif et al., 1994]
reported that Si supply induced peroxidase and polyphenoloxidase activities. In
particular, in Brassica napus and Brassica juncea exposed to salinity or drought, Si
was shown to upregulate a wide range of non-enzymatic (ascorbate and glutathione
pools) and enzymatic antioxidants activities [Alamri et al.,, 2020, Bukhari et al,, 2021,
Hasanuzzaman et al,, 2018a, Hasanuzzaman et al,, 2018b]. In addition to alleviating
drought and salinity stresses, many studies report that Si supply is also beneficial
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in helping plants overcome main macronutrient (N, P, K) deficiencies. Two main
mechanisms for Si-mediated deficiency mitigation have been highlighted : increased
nutrient uptake in roots, and improved nutrient utilization in plant tissues (for
review : [Pavlovic et al,2021]). For example, in rice cultivated under N starvation,
Si has been reported to enhance the rate of N assimilation [Wu etal, 2017] and
to improve the performance of ammonium transporters (OsAMT), but it does not
induce OsAMT gene expression [Sheng et al., 2018]. In N-deprived Brassica napus L.
plants, Si supply induced the expression of genes encoding root nitrate transporters
(BnaNTR1.1 and BnaNTR2.1) and led to an improved nitrogen uptake and growth
recovery when the plants were resupplied with N for 12 days [Haddad et al, 2018].
Unlike other macronutrients, only a few studies have dealt with Si and S interac-
tions [Pavlovic et al.,, 2021, Ali et al.,, 2020] and the early results seem to depend on the
plant species. Indeed, Buchelt, et al. [Buchelt et al., 2020] reported no effect of Sion S
uptake accumulation in forage crops, while other authors have indicated that Si supply
results in a decreased expression of genes encoding sulfur transporters (OsSultrl.1
and OsSultr2.1) [Réthoré et al, 2020] and a consistently decreased S accumulation
in shoots [Réthoré et al., 2020, Maillard et al,, 2018] in rice or barley subjected to S
deficiency. For Brassica napus L., which unlike the above-mentioned species does not
accumulate Si and has a high demand for sulfur, there are no studies to date on S-Si
interactions [Ali et al.,, 2020].

In this context, the aims of this study were to assess whether a Si supply (i) alleviated
stress associated with S deficiency in Brassica napus L. and/or (ii) modulated the root
sulfate transporters activity and S accumulation in plants. For this, the effect of Si supply
on growth, expression of root sulfate transporter genes (Bnasultrl.1 and Bnasultrl.2)
were monitored. To evaluate the activity of sulfate transporters in plants fed with (+S) or
without (-S) sulfate during 21 days (D21), sulfate influx was measured at D21 using
short-term labelling with 34SOZ~. Finally, the effect of Si supply on modulating the
expression of S transporters observed in this study and its consequences on S uptake
during a 72h S re-feeding are discussed.

2.1.3 Materials and methods
Plant Growth Conditions and Experimental Design

The experimental design is summarized in Figure 2.1. In a greenhouse, seeds of
Brassica napus L. var. Citizzen were germinated on perlite over deionized water for
four days in the dark. Then seedlings were transferred to natural light conditions and
supplied with nutrient solution for two weeks containing : KNOz (1mM), KH>PO4
(0.25mM), KCI (1mM), CaCl, (3mM), MgSO4 (0.5mM), EDTA-2NaFe (0.2mM), HzBOz
(14MM), MNnSO., (5,LLM), ZNSOy (3MM), CuSOq, (O.7/LM), (NH4)6(MO)7024 (O.7MM), CoCl»
(0.1uM). This nutrient solution classically used for Brassica napus cultivated in
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hydropnic conditions is derived from Hoagland nutrient solution and results in
mineral levels in plant tissues comparable to those observed in field-grown plants
[Maillard et al,, 2016b, Courbet et al,, 202 1a, Etienne et al., 2018]. Just after first leaf
emergence (i.e., after 2 weeks), seedlings were transplanted for one week into a
plastic tank (20L) containing the nutrient solution described above. Natural light was
supplied by high pressure sodium lamyps (Philips, MASTER GreenPower T400W) with
photosynthetically active radiation of 450umol photons m~2s~1 at canopy height.At
the emergence of the fourth leaf (DO), plants were separated into four batches : the
first two batches corresponded to plants maintained on S (+S; 500uM) and supplied
(+S+Si) or not (+S-Si) with 1.7 mM silicon for 21 days (D2 1), the maximal concentration
for which Si remained soluble [Ma et al,, 2001]. The nutrient solution described above
with the addition of sodium metasilicate (Na,SiOz) to reach a final concentration
of 1.7mM Si was provided to +S+Si plants. The other two batches corresponded to
plants deficient in S (-S; OuM) and supplied (+Si) or not (-Si) with silicon (1.7mM).
For these plants, nutrient solution was modified as follows to suppress S : KNOz
(1mM), KH,PO, (0.25mM), KCI (1mM), CaCl, (3mM), MgCl, (0.5mM), EDTA-2NaFe
(O.ZmM), HzBOz (14—MM), MnCl» (5,LLM), ZnCl> (3,U,M), CuCl» (O.7/JM), (NH4)6(MO)7024
(0.7uM), CoCl, (0.1uM). Whatever the S treatment, Si-deprived plants were supplied
with NaCl (final concentration : 3.4mM) to compensate the sodium supplied by Si
treatment. From D21, irrespective of the treatment, the plants were grown for 72 h
(D21+72 h) with S ( + Sy2k; 500uM) using the initial nutrient solution. During plant
cultivation, nutrient solutions were renewed every three days and their pH was adjusted
to 5.8+0.2. As described in several studies [Diagoetal,2016, Pinellietal, 2018,
Maignan et al,, 2020], the chlorophyll and anthocyanin contents were assessed in
aerial parts at day 21 (D21) with an optical sensor system (Multiplex® fluorometer,
Force A, Orsay, France). Plants were harvested at DO, D21 and D21+72 h (Figure 2.1).
At each harvest, shoots and roots were separated and then 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
dry weight (DW) determination and elemental analysis.
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FIGURE2.1 — Experimental design used to study the effect of silicon supply on Brassica
napus L. grown with or without sulfur for 21 days followed by S supplementation for 72
h. After three weeks of cultivation with sulfur (+S; 500uM) (DO), plants were separated
into four batches: the first two batches (filled black arrow) corresponded to plants that
continued to be fed with S (+S; 500uM) and supplied (+Si; 1.7mM) or not (-Si) with
silicon for 21 days (D21). The other two batches (dotted black arrow) corresponded to
plants deficient in S (-S) and supplied (+Si; 1.7mM) or not (-Si) with silicon. From D21,
irrespective of the treatment, all plants were resupplied for 72 h (D21+72 h) with S ( +
S72h; 500uM) (filled blue arrow).

Measurement of Sulfate Influx

The root sulfate influx was performed at D21 by using a short-term sulfate uptake
labeling experiment (34502‘). Briefly, roots were washed twice for 1 min in a solution of
Ca(NO3)2 (1 mM) before immersion for 5 min in a solution of 2004M Na3**S02~ (90%
of atom excess) to study root sulfate influx in plants grown with or without S and Si.
Roots were then rinsed twice in a solution of Ca(NOz)> (1mM) at 4°C for 1 min to stop
the SOZ~ uptake. Roots and shoots were separated and weighed before drying in an
oven (60°C) for dry weight (DW) determination. Total S and **S contents in roots and
shoots were determined with 6 mg of fine powder placed in tin capsules before analysis
in an isotope-ratio mass spectrometer (Delta V Advantage, ThermoFisher, Bremen,
Germany) linked to a C/N/S analyzer (EA3000, Euro Vector, Milan, Italy). The value of the
isotope abundance (A%) given by the IRMS in sample or natural standard is calculated
as:

A% = 100x3*S/(34S + 3%9)

Then, the content of **S (Q3%4S) in each sample was calculated as following :

A% = Q34S = (A%sample_A%natural.standard)XQS/loo

where QS represents the total sulfur contents and A%naturalstandard represents the
natural abundance of 34S, je., 4.2549%.

Finally, sulfate influx was expressed as the total **S content in whole plant (Q>%S)
per gram of dry roots and per hour.

Determination of Total S and Si Contents

In roots and shoots from unlabeled plants, Si and S contents were quantified
with approximately 1g of dry weight powder analyzed with an X-ray-fluorescence
spectrometer (XEPOS, Ametek, Berwyn, PA, United States) using calibration curves
obtained from international standards with known contents.
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Extraction and Quantification of RNAs, Reverse Transcription (RT) and Q-PCR
Analysis

At D21 and D21+72 h, total RNAs were extracted from frozen root tissue previously
ground in a mortar containing liquid nitrogen. 200 mg of powder was suspended
in 750uL extraction buffer (100mM LiCl, 100mM TRIS, 10mM EDTA, 1% SDS (WN),
pH 8) and 750uL of hot phenol (80°C, pH 4). After vortexing for 40 s, 750uL of
chloroform :isoamylalcohol (24/1, v/v) was added. After centrifugation of the mixture
(15,000 g, 5 min, 4°C) the supernatant was collected and 750uL of 4M LiCl solution
(w/v) was added before overnight incubation at 4°C. After centrifugation at 15,000
g for 20 min at 4°C, the pellet containing total RNAs was resuspended with
100uL of sterile water before purification with an RNeasy Mini Kit according to the
manufacturer’s protocol (Qiagen, Courtaboeuf, France). Total RNA was quantified by
spectrophotometry at 260nm (BioPhotometer, Eppendorf, Le Pecq, France) before
reverse transcription (RT) step.

For RT, 1ug of total RNAs was converted to cDNA with an iScript cDNA synthesis
kit according to the manufacturer’s protocol (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France).
Relative expression of genes encoding sulfate transporters (BnaSultrl.1; accession
number : AJ416460 and BnaSultrl.2; accession number : AJ311388) was
monitored in roots using quantitative polymerase chain reaction (g-PCR). Q-PCR
amplifications were performed using specific primers for each housekeeping gene
(EF1-a (accession number : DQ312264); forward : 5'-gcctggtatggttgtgacct-3/,
reverse : 5'-gaagttagcagcacccttgg-3’' and 18S rRNA (accession number : X16077);
forward : 5'-cggataaccgtagtaattctag-3’, 5'-reverse : gtactcattccaattaccagac-3’)
and target genes (BnaSultrl.1 : forward : 5'-agatattgcgatcggaccag-3’, reverse :
5'-gaaaacgccagcaaagaaag-3' and BnaSultrl.2 : 5’-ggtgtagtcgctggaatggt-3', 5'-
aacggagtgaggaagagcaa-3).

g-PCRs were performed with 4ulL of 100x diluted cDNA, 500nM of primers, and
1x SYBR Green PCR Master Mix (BioRad, MarnelaCoquette, France) in a thermocycler
(CFX96 Real Time System, BioRad, MarnelaCoquette, France). A program composed of
an activation step at 95°C for 3 min and 40 cycles of a denaturing step at 95°C for 15 s
followed by an annealing and extending step at 60°C for 40 s, was used. For each pair of
primers, PCR efficiency was around 100% and the specificity of PCR amplification was
monitored though the presence of a single peak in the melting curves after the g-PCR.
In addition, the g-PCR product was sequenced to confirm that the correct amplicon
was produced from each pair of primers (Eurofins, Ebersberg, Germany). For each
sample, the subsequent g-PCRs were performed in four biological replicates (n=4). At
each harvest time (D21 and D21+72 h), the relative expression of the genes in each
sample was compared with the referent sample (corresponding to the +S-Si treatment)
using the delta Ct (AACt) method and the following equation:

Relative expression = 2 22t with AACt = ACtsample - ACtreferent and with ACt =
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Ct target gene - Cl housekeeping gene: Where Ct refers to the threshold cycle determined for
each gene (housekeeping or target) in the exponential phase of PCR amplification.
Using this analysis method, the relative expression of the target gene in the referent
sample (+S-Si) was equal to 1 [Livak et Schmittgen, 2001].

Statistical Analysis

The experiment was performed with four independent replicates. Thus, all data are
indicated as the mean=£SE (n = 4). Statistical analyses were performed using R software
(version 4.2.0: R Core Team, 2022) and Rcmdr (version 2.7-2). After normality analysis
(Shapiro-Wilk test), data were analyzed using analysis of variance (ANOVA) and mean
values were compared using Tukey's HSD post-hoc test. For gene expression and S
contents (Figure 2.6 and Figure 2.7), significant differences between data at D21 and
D21+72 h were determined using Student’s t-test (p < 0.05).

2.1.4 Results

Effect of S Deficiency Associated or Not Associated with Si Supply on Brassica
napus Growth

For each treatment, a representative image of the plants cultivated under
hydroponic conditions is shown in Figure 2.2A. Visually, regardless of the Si treatment
(+Si or -Si), it can be observed that plants deprived of S (-S) for 21 days were smaller
than plants well supplied with S (+S). In agreement with the images in Figure 2.2A, the
total dry weight of -S plants was significantly reduced compared to +S plants. Indeed,
between DO and D21, the total dry weight of plants evolved from 0.96+0.01 g.plant™!
to 11.51+1.22,12.46+1.18,8.194+0.71 and 8.794+1.17 g.plant! for +S-Si, +S+Si, -S-Si
and -S+Si, respectively (Figure 2.2B). This difference was due to a tendency for the
shoot biomass to decrease and especially to a significant decrease in the dry weight
of the roots of -S plants compared to the +S plants. Irrespective of the treatment, the
shoot/root ratio at D21 did not change significantly (4.11+0.49, 4.714+0.46, 4.804+0.33
and 4.834+0.57 for +S-Si, +S+Si, -S-Si and -S+Si, respectively). In addition, Figure 2.2B
shows that whatever the S supply (+S or -S), Si treatment had no significant effect on
shoot and root dry weight.
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FIGURE2.2 — Representative pictures (A) and dry weights (B) of roots and shoots of
Brassica napus L. plants cultivated in hydroponic conditions for 21 days (from DO to
D21) with (+S; 500uM) or without sulfur (-S; OuM) and with (+Si; 1.7mM) or without
silicon (-Si) supply. Italic values indicate the whole plant biomass. Data are means+SE
(n = 4). Different Latin letters indicate that the mean dry weight of whole plant or of
each plant compartment (roots or shoots) are significantly different (p < 0.05).

Leaf Chlorophyll and Anthocyanin Indices

In agreement with several previous studies [Diago et al,, 2016, Pinelliet al,, 2018],
an optical sensor (Multiplex®) was used to evaluate the chlorophyll and anthocyanin
indices of Brassica napus leaves subjected to the different treatments (+S-Si; +S+Si,
-S-Si,and -S+Si) for 21 days (Figure 2.3A,B). Regardless of the treatment, the chlorophyll
(SFR_R and SFR_QG) index remained constant (around 5) (Figure 2.3A). Figure 2.3B
shows that when plants were fed with S (+S), silicon supply (+Si) there was no significant
effect on the anthocyanin index of aerial parts. In contrast, in S-deprived plants (-S),
silicon supply (+Si) significantly increased the anthocyanin index of aerial parts (from
0.0054+0.004 to 0.021+£0.003 in -S-Si and -S+Si plants, respectively). Moreover, our
results indicated that a typical increase in the anthocyanin index in response to S
deprivation was significant only when plants were fed with Si (+Si). This result correlates
with the purplish coloration of leaves that can be observed in the -S+Si plants in Figure
2.2A.
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FIGURE2.3 — Chlorophyll (Chl, A) and anthocyanin (Anth., B) indices measured
with an optical sensor (Multiplex®) in shoots of Brassica napus L. cultivated in
hydroponic conditions for 21 days (D21) with (+S; 500uM) or without sulfur (-S; OuM)
concentrationsand with (+Si; 1.7mM) or without silicon (-Si) supply. Data are means+SE
(n=4). Different lowercase letters indicate significant difference in the indices (p < 0.05).

Contents of Sulfur and Silicon in Plants

As expected, whatever the Sitreatment (+Si or -Si), the S content in S-deprived whole
plants at D21 was significantly lower (around 10-fold) than in S-fed plants (+S) and
comparable to that in plants at DO (Figure 2.4A). However, the distribution of the S
between roots (25%) and shoots (75%) did not change, irrespective of the treatment.
As is usually reported for Si content, despite the use of nutrient solution without Si,
-Si plants showed an increase in the content of Si between DO and D21 (Figure 2.4B).
Nevertheless, addition of sodium metasilicate (Na,SiOz) in the nutrient solution for 21
days led to a significant increase in the Si content in whole plants compared to plants
cultivated without Si (-Si), regardless of the S supply (+S or -S). Furthermore, among
the +Si plants, the content of Si in the S-fed plants (+S) was significantly higher than in
S-deprived plants -S). Interestingly, this increase in the content of Si was mainly due to
Si accumulation in roots, for example, from 2.5+0.2to 11.6+1.5 mg- plant‘1 between
+S-Si and +S+Si plants (around 4.5-fold), whereas the Si content was less increased
(around 1.5-fold) in leaves of the same plants (Figure 2.4B).
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FIGURE2.4 — Roots, shoots and total contents of S (A) and Si (B) in Brassica napus L.
cultivated in hydroponic conditions for 21 days (21D) with (+S; 500uM) or without
sulfur (-S; OuM) concentrations and with (+Si; 1.7mM) or without silicon (-Si) supply.
ltalic values indicate the content S or Si in whole plant (mg-plant?). Data are
means=SE (n = 4). Different Latin letters indicate that the S or Si content in whole plant
or in each plant compartment (roots or shoots) are significantly different (p < 0.05).

Relative Gene Expression of BnaSultrl.1 and BnaSutrl.2 in Roots

In S-fed plants (+S), the relative expression of genes encoding the two sulfate
transporters, BnaSutrl.1 and BnaSultrl.2, was not modified in response to Si supply.
Compared to +S plants, S deprivation led to a strong induction of the genes encoding
both transporters (Figure 2.5A,B). For example, the expression of BnaSultrl.2 in S-
deprived plants was increased 30-fold on average, regardless of the Si supply (-Si or
+Si) (Figure 2.5B). Interestingly, even though the expression of BnaSultrl.1 was also
very strongly induced in response to S deprivation, it is notable that this induction was
around two fold lower (75 vs. 160) in -S+Si plants than in -S-Si plants.
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FIGURE2.5 — Relative expression of genes encoding the sulfate transporters BnaSultri.1
(A)and BnaSultr1.2 (B) in roots of Brassica napus L. cultivated in hydroponic conditions
for 21 days with (+S; 500uM) or without sulfur (-S; OuM) concentrations and with (+Si;
1.7mM) or without silicon (-Si) supply. Data are means+SE (n = 4). Different lowercase
letters indicate that means are significantly different (p < 0.05).

Root Sulfate Transporters Activity

The activity of sulfate transporters in plants fed with (+S) or without (-S) sulfate
during 21 days (D21) was determined by measuring sulfate influx at D21 using
short-term labelling with 34SO4‘ (Figure 2.6A). In S-fed plants (+S), the root sulfate
transporter activity reached around 6.5umol SOZ’ g! of root DW h?, irrespective of
the Si treatment (-Si or +Si). In S-deprived plants, the activity of root sulfate transporters
is stronger than in S-fed plants and achieves 15umol SO?{ g ! of root DW in both -S-Si
and -S+Si plants (Figure 2.6A). Interestingly, despite a negative effect of Si supply on
expression of genes encoding root transporters (especially BnaSultrl.1) in S-deprived
plants, the root sulfate transporters activity of the -S-Si and -S+Si plants were similar.
To explore this further, the total S taken up by plants was determined after 3 days of
S resupply ( + S72p). The results indicated that the S amount taken up during the 72 h
of S resupply by previously S-fed plants (+S) was similar, regardless of the Si treatment
(around 5mg S. plant™! in both (+S-Si) + Sy, and (+S+Si) + S5, plants) (Figure 2.6B). In
plants previously subjected to S deprivation (-S), the S amount taken up was increased
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much more strongly than in +S plants, and reached around 25mg S. plant™® in both
+Si ((-S+Si) + Svy2p) and -Si ((-S-Si) + Sv24) plants. Consistent with the results discussed
above, compared to 21 day, this strong sulfate uptake led to an increase in S contents
in both plant compartments in (-S-Si) + Sy2, and (-S+Si) + Sy, plants (2- and 3-fold
in roots and shoots, respectively), while the S contents in roots and shoots of +S plants
remained similar (Figure 2.6C).
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FIGURE2.6 — Activity of root sulfate transporters of Brassica napus L. at D21 (A),
the S amount taken up between D21 and D21+72 h (B), and the S content in the
root and shoot compartments of plants at D21+72 h (C). Plants were previously
cultivated in hydroponic conditions for 21 days with (+S; 500uM) or without sulfur (-S;
OuM) concentrations and with (+Si; 1.7mM) or without Si (-Si) supply and then were
resupplied with S for 72 h ( + S72p; 500uM). Data are means+SE (n = 4). Different
lowercase letters indicate that the means are significantly different (p < 0.05). (C) for
each treatment, red marks indicate the mean+SE (n = 4) of S content in the plant
compartments at 21 days. For each treatment, the red asterisk indicates significant
differences (p < 0.05) between the Samountsat D21 and at D21+72 h.
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Relative Expression of Genes Encoding Root Sulfate Transporters in Plants
Resupplied with S

Compared to D21, the relative expression of the genes encoding the BnaSultrl.1
and BnaSultrl.2 sulfate transporters in +S plants remained similarat D21 + 72 h (+S-Si)
+S72h and (+S+Si) +Sy24 (Figure 2.7). Compared to D21, in previously S-deprived plants
without Si ((+S-Si) + Sv2p), the S resupply for three days (D21 + 72 h) resulted in a
significant down-regulation of expression of both genes (around 3-fold) (Figure 2.7).
In previously S-deprived plants fed with Si ((+S+Si) + S724), the S resupply also led to a
down regulation of BnaSultrl.2 (Figure 2.7B) while expression of BnaSutrl.1 remained
high and at the same level as at D21 (Figure 2.7A).
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FIGURE2.7 — Relative expression of genes encoding the sulfate transporters BnaSultrl.1
(A) and BnaSultrl.2 (B) in roots of Brassica napus L. at D21+72 h : plants were
previously cultivated in hydroponic conditions for 21 days with (+S; 500uM) or without
sulfur (-S; OuM) concentrations and with (+Si; 1.7mM) or without Si supply (-Si) and
then were resupplied with S for 72 h ( + Sy3p; 500uM). Data are means+SE (n = 4).
Different lowercase letters indicate that means are significantly different (p < 0.05). For
each treatment, red marks represent the relative expression of each gene observed
in roots at 21 days (Figure 2.6). For each treatment and each gene, asterisks indicate

significant differences (p < 0.05) between the relative expressionat D21 andat D21+72
h.
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2.1.5 Discussion

The aim of this study was to evaluate the effect of Si supply on growth and
sulfate root transporters activity in Brassica napus fed with or without sulfate. After
21 days, plant biomasses were significantly lower in the S-deprived plants than in
the S-fed plants (Figure 2.2), as reported in previous studies performed on Brassica
napus grown under similar hydroponic conditions and the same duration of S
deficiency [Maillard et al.,, 2016b]. In the current study, despite the addition of Si being
accompanied by an increase in the content of Si in the plant (Figure 2.4B), there was
no impact on plant growth (Figure 2.2) regardless of the sulfur treatment (-S or +S).
These results are in agreement with previous studies that generally reported minor or
no beneficial effects of Si on biomass production in unstressed plants [Epstein, 2009,
Van Bockhaven et al.,, 2013], nor on plants subjected to severe deficiencies in essential
macronutrients such as N, P and K [Good et al., 2004, Lainé et al., 2019]. A previous
study showed that one of the beneficial effects of Si supply was to delay chlorophyll
degradation in Brassica napus under N deficiency [Haddad et al.,, 2018]. Therefore,
chlorophyll content was monitored to assess whether Si supply had a similar effect
on plants grown in S deficiency. As shown in Figure 2.3A, such an effect was not
observed on the chlorophyll indices in either +S plants, which was expected, or in -S
plants. The lack of effect of Si on S-deprived plants can also be explained because a
delay in chlorophyll degradation by Si is usually reported when senescence is induced
by nutritional stress [Haddad etal, 2018, Markovich et al,2017] and because S
deprivation is instead known to not induce or even sometimes to delay senescence
[Abdallah et al,, 2011]. In contrast to chlorophyll, the leaf anthocyanin content was
strongly increased when S-deprived plants were fed with Si compared to -S-Si plants
(Figure 2.2A and Figure 2.3B). This result agrees with earlier studies reporting that
Si treatment leads to an increase in anthocyanin content in several plant species
[Karagianniset al.,, 2021, Thind et al,, 2021, Yaoetal,2011]. This accumulation of
anthocyanins under Si treatment could be an advantage in coping with biotic and
abiotic stresses due to the anthocyanins non-enzymatic antioxidant properties, which
is particularly important under -S conditions. Indeed, whatever the Si supply, the
low content of S in -S plants (Figure 2.4A) suggested, as classically reported, that S
compounds and specifically those with antioxidant properties (such as glutathione)
might be lacking. This is especially true when plants are supplied with Si because it
was demonstrated that Si further lowered the low glutathione content in S-deprived
plants [Maillard et al,, 2018].

As already reported in many studies [Sorinetal, 2015, Zhangetal, 2015,
Courbet et al.,, 202 1b], sulfur deficiency led to a strong induction of the expression of
genes encoding two transporters (BnaSultrl.1 and BnaSutrl.2; Figure 2.5A,B) that are
mainly involved in sulfate uptake by roots [Gigolashvili et Kopriva, 2014]. Nevertheless,
it can be highlighted that in -S plants, supplying Si was associated with a lower
induction of BnaSutrl.1 gene expression than in -S-Si plants (Figure 2.5A). This result
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is consistent with other work performed in rice where expression of the Sultrl.1 gene
was lower when S-deprived plants were cultivated in the presence of Si compared to
S-deprived plants grown without Si supply [Réthoré et al.,, 2020]. However, this result
contrasts with what is observed in plants deprived of N or P, where silicon supply
induces the root expression of transporters involved in the uptake of these nutrients
[Haddad et al., 2018, Kostic et al.,, 2017]. Because sulfur is involved in the maintenance
of redox status, it is possible that the lower induction of BnaSultr1.1 in the presence of
Si could be due to a lower need for sulfur as Si is known to have a beneficial effect on
the redox status of plants [Haddad et al., 2018, Mostofa et al., 2021]. This beneficial
effect could be a consequence of an increase in sulfur-free antioxidant metabolites
such as the anthocyanin accumulation described previously in -S+Si plants (Figure
2.3B) but also of the induction of many ROS detoxifying enzymes by Si, as reported
in many studies (for review : [Kim et al,, 2017]). This assumption is reinforced by the
lower hydrogen peroxide (H>O>) and malondialdehyde (MDA) contents in shoots of
-S+Si plants than in -S-Si plants observed in our study (Supplementary Data 2.8). Due to
the S-transporter gene expression induction being observed in the complete absence
of S supply, the contents of sulfur observed at D21 were not significantly different from
DO (from 7 to 10 mg.plant™; Figure 2.4A) and do not allow to evaluate the effect of Si
on the actual sulfur uptake during this period. To overcome this, the instantaneous root
sulfate transporters activity of plants was measured at D21 using >4S-labelled sulfate
(Figure 2.6A). Despite a strong induction in S-deprived plants and contrasting levels
of induction according to the Si level (160- and 75-fold for BnaSultr1.1 and 35- and
26-fold for BnaSultr1l.2 in -S-Si and -S+Si plants, respectively), the variable expression
of the genes encoding sulfate transporters results in a sulfate transport activity that was
only double the levels in the +S plants. This apparent mismatch between the high level
of expression of genes encoding S transporters and the capacity to take up S suggests
a limitation in the ability of S-deprived plants to synthesize (post-transcriptional
regulation) or operate sulfate transporters (metabolic perturbation). For example,
this limitation of transporter synthesis could be a consequence of the numerous
metabolic disturbances and more particularly, the decrease in the biosynthesis of sulfur
amino acids and proteins usually observed in S-deprived plants [Courbet et al., 2021Db,
Li et al,, 2020]. A previous study showed that S resupply was accompanied by a strong
increase in de novo synthesis of amino acids and proteins [Zhangetal, 2015]. If
transporter synthesis is indeed prevented by S availability, then it cannot be excluded
that the higher expression of BnaSultrl.1 in -S-Si plants (compared to -S+Si plants)
under S resupply may result in higher transporter synthesis that might be associated
with higher sulfate uptake (and vice versa) upon S resupply. To check this hypothesis,
the amount of sulfur taken up as well as the S contents were evaluated in plants
previously deprived of sulfur and re-fed with sulfur for 72 h (Figure 2.6B,C). After 72
h of S re-supply, the increase in tissue contents of S-replenished plants indicated that
in addition to using the absorbed S for growth (+3 g in 3 days, data not shown),
such plants were again able to store S in their tissues and use it locally to sustain S
metabolism. Moreover, even though the cumulative quantity of S absorbed in 72 h
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was significantly higher in -S plants than in +S plants, it is interesting to note that the
amount of sulfur absorbed during this period was independent of the Si treatment.
This result parallels work performed on forage crops, which demonstrated that Si
supply did not affect uptake and accumulation of S [Buchelt et al.,, 2020]. Furthermore,
after 72 h of S resupply in Si-treated plants we observed a repression of the gene
expression of both of the sulfate transporters (from 160- to 46-fold for Bnasultrl.1
and from 37- to 10-fold for BnaSultr1.2 between D21 and D21 + 72 h; Figure 2.7) as
typically observed in such situations [Zhang et al,, 2015, Bielecka et al., 2015]. More
surprisingly, our study highlights no repression of the BnaSultr1.1 gene after 72 h of S
resupply in Si-treated plants (Figure 2.7A). Under S starvation, it has been shown that
the genes encoding the sulfate transporters Sultrl.1 and Sultrl.2 are induced by a
low sulfur assimilation capacity, which leads in particular to a non-use of OAS and to
its accumulation [10,52] [Aarabi et al., 2020, Koprivova et Kopriva, 2014]. In contrast,
when sulfur is resupplied, the decrease in OAS content following the resumption of
sulfur metabolism leads to a repression of these root transporters [Kopriva et al.,, 2019].
During the Sresupply performed in our study, the absence of repression of BnaSultrl.1
gene expression in S-deprived and Si-treated plants alone suggested that silicon might
interact directly or not with the regulatory pathway described above. In any case,
the different expression patterns of BnaSultrl.1 that manifested in the presence or
absence of Si supply (i.e., a strong expression at D21 followed by a strong repression
at D21 + 72 h in -S-Si plants versus a more moderate expression (E75) at D21 but
maintained over time (D21 + 72) in -S+Si plants) might provide an explanation for the
similar amounts of sulfur taken-up during the 72 h S re-supply in plants previously
deprived of S, irrespective of the Si treatment.

In conclusion, according to a recent review [Ali et al,, 2020], the current study is
only the third to investigate S-Si interactions and the first to explore the effect of
Si supply on S uptake in Brassica napus L., a field crop of substantial agronomic
interest with high sulfur requirements and low Si accumulation. This study reveals
that although Si supply does not lead to changes in sulfur status, a significant effect
on the expression of genes encoding sulfate transporters has been observed. This
apparent discrepancy raises questions about the impact of Sion the transcriptional and
post-transcriptional regulatory pathways of S transporters in Brassica napus cultivated
under S deficiency. Future investigations combining comparative omics approaches
should be undertaken to decipher the mechanisms involved in these regulatory
pathways.
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FIGURE2.8 — Hydrogen peroxide (H,O5) and malondialdehyde (MDA) contents in shoots
of Brassica napus L. cultivated in hydroponic conditions for 21 days (D21) with
(+S; 500 uM) or without sulfur (S; O uM) concentrations and with (+Si; 1.7 mM) or
without silicon (-Si) supply. Data are means + SE (for n = 4). Different lowercase letters
indicate significant difference in the indices (p< 0.05). Hydrogen peroxide (H>O>) and
malondialdehyde (MDA) contents were determined according to methods previously

described by Haddad et al.
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2.2 Un apport en silicium améliore la nodulation et la
fixation de I'azote et favorise la croissance de Trifolium
incarnatum L. en condition de carence en soufre
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2.2.1 Préambule

Contexte : Chez les Fabacées, plusieurs études montrent que la carence en S
diminue de facon significative leur capacité a fixer le diazote atmosphérique (N>),
notamment en réduisant leur nombre de nodules racinaires et leur teneur en
nitrogénase [Varin et al,, 2010, Scherer et al., 2008]. Le Si est reconnu comme étant un
élément permettant d'atténuer de nombreux stress nutritionnels. Cependant, les effets
d'un apport en Si chez des Fabacées soumises a une carence en S n'ont, jusqu'alors,
jamais été étudiés. Une telle étude s'avere particulierement pertinente sil'on considere
gue certaines Fabacées, telles que le tréfle incarnat (Trifolium incarnatum L.), cultivées
en association avec le colza (plante trés exigeante en S), seront confrontées a une
carence en S résultant de la forte compétition entre les deux plantes pour la ressource
en S du sol.

Objectifs et démarche expérimentale : Les effets d'un apport en Si ont été étudiés

sur de plantes de Trifolium incarnatum L. soumises a une carence en S pendant 63
jours. Pour ce faire, les plantes ont été cultivés en hydroponie selon quatre modalités :
alimentées (+S) ou non en S (-S), et additionnées (+Si) ou non en Si (-Si). L'effet d'un
apport de Sisur la croissance, la nodulation, et |la capacité de fixation de I'N> de la plante
a été étudié. En outre, un marquage 1°N a été réalisé afin de discriminer l'origine de I'N
(solution nutritive ou atmospheére) contenu dans les plantes.

Faits marquants: Apres 63 jours de culture, quel que soit les conditions de
fertilisation S (+S ou S), un apport de Si augmente la biomasse et la capacité

de fixation du N, du tréfle ainsi que I'abondance en nitrogénase des nodules
racinaires. De maniére trés intéressante, il est également constaté qu'un apport de
Si induit une augmentation du nombre et de la biomasse totale des nodules
seulement chez les plantes privées en S qui conduit a une augmentation des
capacités d’absorption de N, qui est significativement supérieure a celle observées
chez les plantes +S+Si.
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2.2.2 Introduction

At the end of the 20th century, various policies were implemented to drastically
decrease SO, emissions into the atmosphere [Hoesly et al, 2018, Aasetal,2019]
in order to improve air quality and reduce the negative effects of these emissions
on human health [Orellanoetal, 2021]. Consequently, this legislation has led to
a strong decrease in sulfur (S) deposits on agricultural soils and has increased the
occurrence of S deficiency [Feinberg et al.,, 2021], especially in plants requiring high S
such as brassicas [D'Hooghe et al,, 2013, Sorin et al,, 2015, Etienne et al,, 2018] and
legumes [Varinetal, 2010, Zuberetal, 2013, Gaoetal, 2016, Becanaetal,2018].
A sulfur deficiency can lead to many metabolic perturbations [Razaetal, 2020b,
Ristova et Kopriva, 2022] such as reduced atmospheric dinitrogen (N2) fixation
[Scherer et al.,, 2008, Varinetal,2010] and nitrogen (N) uptake from saoil
[Karmoker et al,, 1991] and it usually leads to sharp drops in the yield and quality
of the harvested product [Zuber et al,, 2013, Girondé et al,, 2015a]. Finally, due to the
decrease in seed quality, sulfur deficiency hasindirect negative impacts on the health of
human and animal consumers [Yu et al.,, 202 1]. Currently, use of Sfertilizers at a dose of
about 30 kg S.ha~*! [Génard et al., 2017b] is the most widely used strategy to support
S deficient crops. However, in the global agroecological context of reducing inputs, it is
urgent that other strategies be developed to alleviate the stress of plants experiencing
S deficiency. Among them is consideration of supplementation with silicon (Si), whose
beneficial effects on plants subjected to biotic [Verma et al,, 2021, Bakhat et al,, 2018]
and abiotic [Moraes et al., 2022] stresses has been widely described in the literature.
For example, a recent review reported that Si mitigates the negative effect of abiotic
stresses as early as seed germination [El Moukhtari et al., 2022b] and several studies
have reported that Si supply enables alleviation of plants experiencing drought
[Wang et al.,, 2021] or heat stress [Mustafa et al,, 2021]. In the same way, a Si supply
enables better tolerance to salt stress by sustaining various biological process such
as photosynthesis or by stimulating detoxification of reactive oxygen species (ROS)
[El Moukhtari et al., 2022a]. Moreover, it has been shown that Si supplementation is
beneficial in plants subjected to nutrient deficiency, such as deficits in N, P and K,
and to a lesser extent S [Haddad et al,, 2018, Pavlovic et al,, 2021, Lainé et al., 2022].
In legumes, the beneficial effects of silicon have also been demonstrated in plants
subject to a large panel of abiotic stresses. For example, in several legume species
exposed to salt stress, Si supply leads to maintenance of atmospheric N, fixation
by increasing the number of nodules and their leghemoglobin concentration
and nitrogenase activity [El Moukhtarietal, 2022c, Putraetal,2021]. Although
Si has several beneficial effects under a variety of adverse conditions, there are
currently no studies that have focused on the effects of Si application to legumes
subjected to S-deficiency. Indeed, currently only three studies demonstrate beneficial
effects of Si application in barley [Maillard etal,2018], rice [Réthoréetal, 2020]
and rapeseed [Lainéetal,2022] subjected to S-deficiency. In this study, we
focused on Trifolium incarnatum L. because previous studies have shown that
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this legume species is of agroecological interest especially when it cultivated in
mixed crops. For example, in Trifolium incarnatum L. - Brassica napus L. intercrop,
several works recently report shown that the transfer of nitrogenous compounds
from clover to rapeseed improved the agronomic performance of this field crop
[Génard et al,, 2017b, Génard et al,, 20173, Génard et al., 2016].

The objectives of this study were to assess the effect of Si supply in Trifolium
incarnatum L. subjected (or not) to a long-term S deficiency (63 days). For this, the
effect of Si supply on the growth, nodulation (number, biomass and nitrogenase
abundance of nodules) and atmospheric N5 fixation capacity was performed in S-
deprived or S-fed plants and those supplied or not with Si (1.7 mM) over 21, 42 and 63
days. Finally, the beneficial effects of Si supply on growth, nodulation and N» fixation
observed in S-fed and mainly S-deprived plants have been discussed.

2.2.3 Materials and methods
Plant Growth Conditions and Experimental Design

The experimental design is summarized in Figure 2.9. In a greenhouse, seeds of
Trifolium incarnatum L. were germinated on perlite over deionized water for four
days in the dark [Génard et al, 2017b]. When the first leaf emerged, seedlings were
transferred to natural light conditions and supplied with nutrient solution for two weeks
containing : KNOz (1 mM), KH>PO4 (0.25 mM), KCI (1 mM), CaCl, (3 mM), MgSO, (0.5
mM), EDTA-2NaFe (0.2 mM), HzBOz (14 uM), MnSO4 (5 uM), ZnSO,4 (3 uM), CuSO,
(0.7 uM), (NH4)6(M0)7024 (0.7 uM),CoCl> (0.1 uM). After two weeks, the seedlings were
transplanted in hydroponics tanks (20 L, nine plants per tank) containing the nutrient
solution described above and inoculated with Rhizobium leguminosarum bv trifolii
(T354) [Génard et al, 2017a] previously grown in YEM liquid medium [Gulati, 1979]
for 72 h. After four weeks (DO), plants were separated into four sets : the first two
sets corresponded to plants maintained on S (+S; 500 uM) and supplied (+S+Si) or not
(+S-Si) with 1.7 mM silicon for 63 days (D63). The nutrient solution described above
with the addition of 1.7 mM silicon (Si as sodium metasilicate : Na,;SiOz) or NaCl (3.4
MM to compensate the sodium supplied by the Si treatment) to the +S+Si and +S-Si
plants, respectively. The other two sets corresponded to plants deficient in S (-S) and
supplied (-S+Si) or not (-S-Si) with silicon for 63 days. For this, the nutrient solution
was modified as follows to remove S : KH>PO4 (0.25 mM), KCI (1 mM), CaCl, (3 mM),
MgCly (0.5 mM), EDTA-2NaFe (0.2 mM), HzBOz (14 uM), MnCl, (5 uM), ZnCl, (3 uM),
CuCly (0.7 uM), (NH4)e(M0)7024 (0.7 uM) and CoCl, (0.1 uM). In addition, plants were
supplied with K1°NOz (1 mM, 0.5% isotopic excess) in order to discriminate between
the N taken up from nutrient solution and the N derived from atmospheric fixation
in the plants. Throughout the culture duration, natural light was supplied by high
pressure sodium lamps (Philips, MASTER GreenPower T400W) with photosynthetically

56



active radiation of 450 umol photons.m~2.s~! at canopy height. Nutrient solutions,

continuously aerated with a compressed air bubbling system, were replaced every
three days. The pH of the nutrient solution was monitored each day and adjusted
if necessary to 5.8 4+ 0.2. At each solution renewal, 10 mL of medium containing
Rhizobium leguminosarum bv trifolii (T354) was added to each tank. After 21, 42 and
63 days of cultivation, plants were harvested (Figure 2.9). At each harvest, the nodules
were counted, separated from roots, weighed and frozen at -80°C. In addition, shoots
and roots were separated and weighed. Then, an aliquot of each plant compartment
was placed in liquid nitrogen and stored at -80°C and the rest was dried at 60°C. After
dry weight determination, samples were ground to perform the elemental analyses.

IZI)O D|21 D4|12 D(|53
Transplanting and ' T i S+ Si-
Sowing .
Rhizobium supply
| | ; ; | S+ Sit
| |
— 2 weeks I 4 weeks
(S+si) [Tt SEEEDEEEEEED e | s-Si-
----------- f-=--------------------| S-Si+

Growth of seedlings for 6 weeks S and Si treatments and "°N labeling for 63 days

FIGURE2.9 — Experimental design used to study the effect of silicon supply on Trifolium
incarnatum L. grown with (+S) or without (-S) sulfur. After six weeks of cultivation with
sulfur (+S; 500 uM) (DO), plants were separated into four batches : the first two batches
(full line) corresponded to plants that continued to be fed with S (+S; 500 uM) and
supplied (+Si; 1.7 mM) or not (-Si) with Si for 63 days (D63). The other two batches
(dotted lines) corresponded to plants deficient in' S (-S) and supplied (+Si; 1.7 mM) or
not (-Si) with silicon. At DO, all plants were fed with K*>NOz (1 mM, 0.5% isotopic excess).

Determination of Total, S, Si, N and °N Concentrations and Calculation of the
Distribution of Nitrogen Sources in Plants

For S and Si concentration determinations, approximately 1 g of the dried powder
was analyzed with an X-ray-fluorescence spectrometer (XEPOS, Ametek, Berwyn, PA,
USA) using calibration curves obtained from international standards.

To determine the total N and 1°N concentrations, 1.5 mg of each dried powder was
precisely weighed and placed into tin capsules before analysis with a continuous flow
isotope ratio mass spectrometer (IRMS, Horizon, NU Instruments, Wrexham, UK) linked
to a C/N/S analyzer (EA3000, Euro Vector, Milan, Italy). The total N amount (Ntot) in each
organ or in the whole plant was calculated as::
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%N = DW

Ntot =
© 100

The amount of *°N (1°N) was determined by the following :

%N z Ntot

15
N =
100

As the nutrient solution was labeled with a 0.5% isotopic excess, it was possible to
calculate the total amount of nitrogen taken up from the nutrient solution (Nps) :

BNtotal x 100
an = -
0.5

The amount of nitrogen from dinitrogen (N>) atmospheric fixation (Natm) was then
obtained by subtracting the amount of nitrogen taken up from the nutrient solution
from the total nitrogen in the plant. Then, the proportion of each N source (% of N or
% Natm) Was calculated as follows :

Nps(or Natm) « 100

%Nups (or %Natm) = T
whole.plan

Extraction and Quantification of Proteins from Nodules

Total proteins were extracted from nodules using the protocol described by
[Varin et al, 2010]. Fresh nodules were ground in liquid nitrogen in a mortar and
approximately 30 mg of the resulting powder was mixed in 2 mL of cold acetone
containing 10% trichloroacetic acid (W/v). This mixture was centrifuged at 16,000x g (4
min at 4 °C), the supernatant was then removed the pellet was resuspended with 1.75
mL of ammonium acetate (0.1 M)/methanol (80%) buffer to precipitate the proteins.
After centrifugation at 16,000x g (3 min at 4 °C), the supernatant was removed, and
the pellet was washed with 1 mL of acetone (80%) and centrifuged again. The resulting
pellet was resuspended with 800 uL of phenol pH 8 and 800 ulL of sodium dodecyl
sulfate (SDS) buffer [30% saccharose (wW/v), 2% SDS (w/v), 0.1 M TRIS-HCI (w/v), 0.5% 3-
mercaptoethanol (V/v), pH 8] then centrifuged at 16,000x g (10 min at 4 °C). The upper
phenolic phase was recovered and 800 uL of ammonium acetate (0.1 M)/methanol
(80%) buffer was added. After storing overnight at -20 °C, the mixture was centrifuged
at 16,000x g (10 min at 4 °C). Then the pellet was washed with 1 mL of methanol
(1LO0%) and after centrifugation at 16,000x g (10 min at 4 °C) it was washed again
with 1 mL of acetone (80%). The pellet was resuspended with a buffer containing
dithiothreitol (DTT, 11.11 mM), thiourea (2.22 M), urea (6.66 M) and Tris buffer 2 M
(33.33 mM) and used for the determination of the protein concentration using the
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Bradford method [Bradford, 1976].

Immunodetection and Quantification of Nitrogenase in Root Nodules

The abundance of nitrogenase in nodules was determined after Western blotting
of 20 ug of total proteins previously separated by SDS-PAGE (12% polyacrylamide
gels at a constant current : 250 V, 75 mA, 1 h). Western blots were carried
out on a polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (Immobilon-PVDF, Millipore
Bedford, USA) by semi-dry electroblotting (Pierce™ G2 Fast Blotter, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA). Conditions for protein transfer and immunoblotting were
carried out as previously described [Varin et al, 2010]. Briefly, after Western blotting,
PVDF membrane was incubated overnight with chicken polyclonal anti-nitrogenase
(NifH) from IgG antibodies (Agrisera, SE 911, Vanadas, Sweden; dilution 1 :2000).
Subsequently the PVDF membrane was washed four times with TBST (Tris-base
10 mM, NaCl 150 mM, pH 8, 0.1% Tween 20) before incubation with secondary
antibody (rabbit anti chicken immunoglobin Y coupled to phosphatase alkaline;
dilution 1 :6000) for 1 h. The nitrogenaseantibody complex was revealed using the
Bio-Rad alkaline phosphatase kit as a single signal at a molecular weight between 25
and 37 kDa (supplementary figure 2.15). Independently performed gels and Western
blots were scanned and analyzed using the Millipore Bioimage computerized image
analysis system to determine the intensity of signal (U.A.) that was proportional to the
nitrogenase abundance in each nodule sample. The nodule nitrogenase concentration
(U.A.g~ ! FW) was calculated by dividing the intensity value by the fresh nodule biomass
(20 ng) used for Western blot analysis. Then the total abundance of nitrogenase in all
the nodules of one plant was estimated by multiplying the nitrogenase concentration
by total nodule biomass of this plant. Finally, at each harvest time, the results were
expressed relative to the abundance of nitrogenase in the total nodules from control
plants (+S-Si).

Statistical Analysis

The experiment was performed with five independent replicates. All data are
indicated as the mean=+S.E (n = 5). Statistical analyses were performed using R software
(version 4.2.0 : R Core Team, 2022). At each harvest date (D21, D42 and D63),
significant differences between treatments were determined using Student’s t-test (p
<0.05).
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2.2.4 Results

Effect of Si Supply on Growth of Trifolium incarnatum Subjected or Not to S-
Deprivation

At D21, whole plant biomasses were similar and reached about 5 g plant‘l,
regardless of the S and Si supplies. At day 42, irrespective of the Si supply (-Si or +Si),
S-deprivation had no impact on whole plant biomasses (Figure 2.10). However, it is
notable that the Si supply led to a significant increase in shoot biomass (around 1.5-
fold) in both S-fed and S-deprived plants. In comparison to S-fed plants, at D63 a S-
deprivation led to a significant decrease in total biomass when plants were cultivated
without Si, which was as expected. In contrast, whichever S treatment was considered
(+S or -S), Si supplementation resulted in an increase in total plant biomass (by 1.2- and
2-fold in +S+Si and -S+Si plants, respectively; Figure 2.10). In S-fed plants (+S+Si), this
effect is explained by an increase in shoot biomass alone. In S-deprived plants, this was
partly the result of an increase in root biomass, but mainly due to a strong increase in
shoot biomass. Interestingly, it could be highlighted that a Si supply offset the negative
effect of S deprivation on plant growth because the total biomass of -S+Si plants was
increased by around 13g. plant™! compared to -S-Si plants, and reached a biomass
similar to S-fed plants (24.75g. plant™* + 2.5 g) (Figure 2.10).
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FIGURE2.10 - Root and shoot dry weights of Trifolium incarnatum plants cultivated in
hydroponic conditions for 21 (D21), 42 (D42) and 63 days (D63) with (+S; 500 uM) or
without (-S) sulfur and supplied with (+Si; 1.7 mM) or without (-Si) Si. Data are means +
SE (n = 5). Different lowercase and uppercase letters indicate that the mean dry weight
between organs or whole plants harvested at the same time (D21, D42 or D63) are
significantly different (p < 0.05), respectively.
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Determination of Total Sulfur (S) and Silicon (Si) Concentrations in Plants

As expected, the S concentration in roots and shoots in S-deprived plants were
always lower than in those of S-fed plants (Figure 2.11A,B), whatever the harvest date
(D21, D42 or D63). In general, Si supply had no effect on S concentrations in plants
compartments except at D21 where the S concentrations in roots and shoots in -
S+Si plants were slightly lower than those of -S-Si plants (Figure 2.11A,B). In the same
manner, whichever S treatment was considered (-S or +S), the Si concentrations in roots
and shoots of plants cultivated without Si (+S-Si or -S-Si) were always lower than those
of plants supplied with Si (-S+Si or +S+Si). Moreover, in plants supplied with Si, it was
evident that the Si concentrations in roots increased throughout the treatment (from
1.8 to 3.5mg.g”* DW on average), while the Si concentration in shoots was always
lower and remained stable (around 1.1mg.g~! DW), regardless of the harvest date
(Figure 2.11C,D). These data show that, as previously demonstrated in Brassica napus
by [Haddad et al, 2018], Trifolium incarnatum preferentially accumulates Si in roots.
Finally, it was observed that Si concentrations were not affected by the presence or the
lack of S in the nutrient solution (Figure 2.11C,D).
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FIGURE2.11 - Sulfur (A,B) and silicon (C,D) concentrations in roots and shoots of
Trifolium incarnatum plants cultivated in hydroponic conditionsfor 21 (D21), 42 (D42)
and 63 days (D63) with (+S; 500 uM) or without (-S) sulfur and supplied with (+Si; 1.7
mMM) or without (-Si) Si. Data are means 4+ SE (n = 5). Different lowercase letters indicate
that the means between plants harvested at the same time (D21, D42 or D63) are
significantly different (p < 0.05).
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Effect of Silicon Supply on Root Nodulation

In S-fed plants, regardless of the harvest date (D21, D42 or D63) or whether plants
were treated with or without Si, the number of nodules per plant (approximately 7000
nodules plant™!; Figure 2.12A), the weight of a single nodule (Figure 2.12B), and
the weight of all nodules per plant (Figure 2.12C) remained similar. Compared to +S-
Si plants, in -S-Si plants, the number of nodules (around 4000 nodules.plant™1), the
weight of a single of nodule (Figure 2.12B) and the weight of all nodules by plant
(Figure 2.12C) decreased for all treatment durations. These results showing a negative
effect of S-deprivation on nodulation agree with previously reported work performed
in Trifolium repens, another clover species [ [Varin et al,, 2010]. In contrast, surprisingly,
the provision of a Si supply to -S+Si plants alleviated the negative effect of S deprivation
on the number of nodules per plant, which again was similar to the observations in
S-fed plants at D21 and D42 (between 6000 and 7000 nodules.plant™!) and even
to a high increase at 63 days (15,000 vs. 7000 nodules.plant™ in -S+Si and +S-Si,
respectively) (Figure 2.12A). In addition, while the addition of Si in these -S+Si plants did
not affect the weights of individual nodules or even decreased their individual weights
at D63, it nevertheless led to an increase in the total weight of the nodules per plant at
D21 (around 2-fold), D42 (around 1.5-fold) and more especially at D63 (around 4-fold)
compared to the -S-Si plants (Figure 2.12C).
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FIGURE2.12 — Number of nodules (A), fresh weight of individual nodules (B) and
total fresh weight of all the nodules (C) of Trifolium incarnatum plants cultivated in
hydroponic conditions for 21 (D21), 42 (D42) and 63 days (D63) with (+S; 500 uM) or
without (-S) sulfur and with (+Si; 1.7 mM) or without (-Si) Si supply. Data are means + SE
(n = 5). Different lowercase letters indicate that the means between plants harvested
at the same time (D21, D42 or D63) are significantly different (p < 0.05).

Effect of Silicon Supply on the Total Plant N Derived from Uptake and N> Fixation

Whatever the S treatment (+S or -S), at D21 the Si supply had no effect on either
the amount of N taken up from nutrient solution or the amount of N derived from
atmospheric N5 fixation (Figure 2.13A). In contrast, at D42, a Si supply led only to an
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increase in the N amount derived from atmospheric N5 fixation in plants cultivated
with or without S. For example, at D42, in S-fed plants, the Si supply led to an increase
in the amount of N> derived from the atmosphere by around 1.8-fold and contributed
to an increase in the total N amount from 296 + 28 to 434 + 23 mgplant™* compared
to +S-Si plants (Figure 2.13A). In addition, at D63, it can be pointed out that in plants
grown without Si, S deprivation significantly reduced (by 1.5-fold) the total amount of
nitrogen in plants from 644 + 45 to 400 + 41 mg.plant 1. This decrease is explained by
adecrease inthe amount of nitrogen taken up from the nutrient solution and especially
by a decrease in N5 fixation capacity, which dropped from 45 to 30% (Figure 2.13B).
At this harvest time, irrespective of the S treatment (+S or -S), a Si supply increased
the N5 fixation capacity, which resulted in an increase in the total N amount in plants.
However, this Si effect was exacerbated in S-deprived plants. Indeed, in a spectacular
way, supplying Si to S-deprived plants allowed a strong increase in both the amount
of N fixed (around 2.7-fold) and the total N (around 1.8-fold), which reached values
comparable to those observed in S-fed plants. Thus, by improving the N» fixation of S-
deprived plants (by 30-55%; Figure 4B), a Si supply mitigates the negative effect of S
deprivation on N nutrition and thus maintains the total amount of N in -S plants at a
level similar to that observed in +S plants (Figure 2.13A).
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FIGURE2.13 — Root and shoot total nitrogen amounts (A) and distribution of nitrogen
sources (B) in Trifolium incarnatum plants cultivated in hydroponic conditions for 21
(D21), 42 (D42) and 63 days (D63) with (+S; 500 uM) or without (-S) sulfur and with
(+Si; 1.7 mM) or without (-Si) Si. Data are means + SE (n = 5). Different lowercase italic
letters to the left of the histogram and different uppercase letters above or inside of the
histogram indicate that the means between plants harvested at the same time (D21,
D42 or D63) are significantly different (p < 0.05).

Effect of Silicon Supply on Abundance of Nitrogenase in Nodules

At each harvest date and for each treatment, the concentration of nitrogenase in
nodules (U.A. mg~! FW) was determined using Western blot analysis (supplementary
figure 2.15). From these data, at each harvest date, the total abundance of nitrogenase
in all nodules of one plant was assessed (see Materials and Method for details) and
expressed relative to +S-Si plants (considered as controls) to study the effects of Sand Si
treatments on this parameter (Figure 2.14). At D21, a negative effect of S-deprivation
on nitrogenase relative abundance was observed and Si supply had no effect on this
parameter, irrespective of the S treatment. At 42 and D63, the negative effect of S-
deprivation on nitrogenase relative abundance was observed only in plants cultivated
without Si. Indeed, compared to -S-Si plants, the Si supply increased the nitrogenase
relative abundance by 5-fold and 6-fold at D42 and D63, respectively. This increase is
a consequence of the increase in nitrogen concentration in nodules (supplementary
figure 2.15) and of the increase in the total nodule biomass (Figure 2.12C) in -S+Si
plants compared to -S-Si plants. Interestingly, the nitrogenase relative abundance
in -S+Si plants at D63 again became similar to the values observed in +S+Si plants,
suggesting a new time period in which supplying Si alleviated the negative effect of
S-deprivation. In S-fed plants, even though a Si supply also resulted in an increase
(around 3-fold) in the nitrogenase relative abundance at D42 and D63 (Figure 2.14),
this increase was only due to an increase in the nitrogenase concentration in nodules
of +S+Si plants (supplementary figure 2.15) because the total biomass of nodules was
similar in +S-Si and +S+Si plants (Figure 2.12C).
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FIGURE2.14 — Change in the total amount of nitrogenase in nodules of Trifolium
incarnatum cultivated in hydroponic conditions for 21 (D21), 42 (D42) and 63 days
(D63) with (+S; 500 puM) or without (-S) sulfur and with (+Si; 1.7 mM) or without (-Si)
Si supply. For each time (D21, D42, or D63) and each treatment the total amount of
nitrogenase was expressed relative to the value obtained for the +S-Si plants. Data are
means + SE (n = 3). Different lowercase letters indicate that the mean between plants
harvested at the same time (D21, D42 or D63) are significantly different (p < 0.05).

2.2.5 Discussion

Silicon is largely known to alleviate negative effects of abiotic stress in plants
[Haddad et al,, 2018, Lainé et al., 2022, Mostofa et al,, 2021, Lainé et al,, 2019] and to
improve plant health [Putraetal, 2021]. However, the effect of Si supply on S-
deprived plants is currently poorly documented, as reported by [Pavlovic et al, 2021,
Ali et al.,, 2020]. The main objective of this study was to evaluate the effect of Si
supply on the growth, nodulation and atmospheric N5 fixation capacity of Trifolium
incarnatum subjected (or not) to long-term sulfur deprivation (63 days). This study
demonstrated that the growth of Trifolium incarnatum was not affected by S deficiency
during the 21 first days of treatment (Figure 2.10). This result agrees with previous work
performed in Brassica napus cultivated in hydroponic conditions and subjected to the
same duration of S-deprivation [Lainé et al., 2022]. In contrast, when the S-deprivation
was prolonged (D63), this study showed that a strong decrease in both shoot and total
biomasses occurred in -S-Si plants compared to +S-Si plants (Figure 2.10). This result
agrees with previous studies reporting that long-term S deficiency limits growth in
several leguminous plant species [Varinetal, 2010, Zuber et al., 2013]. A supply of
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Si to these S-deprived plants led to an increase in shoot biomass at D42, and more
interestingly to an increase in root and shoot biomass at D63, which allowed -S+Si
plants to reach a total biomass similar to and even higher than that of S-fed plants
(Figure 2.10). These beneficial effects of Si on the biomass of S-deprived plants agree
with earlier studies showing that Si alleviates the negative effects on growth of plants
experiencing macronutrient deficiencies (for review see [Pavlovic et al, 2021]) such
as N [Haddad etal, 2018], K [Dos Santos Sarah etal,2021] or P [Huetal, 2020,
Beier et al,, 2022]. However, with the beneficial effects of Si being poorly documented
in plants subjected to S-deficiency [Pavlovic et al,, 2021, Ali et al.,, 2020], this study is
the first to demonstrate enhancement of growth of S-deprived clover plants following
application of Si. In addition, in our study, it was surprising to find that Si supply also
promoted the growth of S-fed plants by enhancing shoot biomass from D42 to D63
(Figure 2.10). Indeed, in the literature it is usually stated that the benefits of Si for
growth are mainly observed in plants under biotic and abiotic stresses [Epstein, 1999].

To explain these beneficial effects of Si in Trifolium incarnatum, our study has focu-
sed on N nutrition, which is one of the major macronutrients and considered the most
important component for supporting plant growth [Engels, C et Marschner, H.,, 1995,
Leghari, S.J. et al, 2016]. Our results show that at D63, compared to S-fed plants, the
S-deprivation in -S-Si plants resulted in a significant decrease in the total amount
of N, and this was mainly explained by a significant decrease in N> atmospheric
fixation while the uptake of N from the nutrient solution was not affected (Figure
2.13). This decrease in N3 fixation is associated with a decrease in the number of
nodules, the biomass of individual nodules and the total biomass of nodules per
plant (Figure 2.12). Further, it was also associated with a significant decrease in total
nitrogenase abundance (Figure 2.14) in roots in -S-Si plants, which occurred after 21
days of S-deficiency. These negative effects of S-deficiency on N5 fixation, the number
and biomass of nodules the nitrogenase abundance all agree with previous studies
[Jamal et al, 2010, Zenda et al,, 2021]. In particular, there are close parallels with work
performed on Trifolium repens by [Varin et al.,, 2010], who reported that S-deficiency
reduced cysteine and methionine contents, both of which are key amino acids for
nitrogenase synthesis. As previously reported, these responses to S-deprivation could
be explained by an increase in ROS [Chandra et Pandey, 2014], which will directly
impact the structures and the activity of nodules [Mhadhbi et al,]. Compared to -S-
Si plants, supplying Si to S-deprived plants (-S+Si) led to an increase in the amount
of total N, mainly due to the strong increase in N> fixation from D42 onwards (Figure
2.13B). This improvement in N5 fixation was associated with an increase in number
and total biomass of nodules frorm D21 (Figure 2.12) and later (from D42) with
a higher nitrogenase abundance in the nodules (Figure 2.14 and supplementary
figure 2.15) of -S+Si plants relative to -S-Si plants. This beneficial effect of Si agrees
with numerous studies that have reported exogenous Si supply as being one of the
most effective strategies to enhance nodulation and N» fixation in legumes under
stressed conditions, including metal toxicity, salinity, alkalinity and pathogen attack
[El Moukhtari et al., 2022c, Putraetal, 2021, Putra et al, 2022]. Since nitrogen is a
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macronutrient required for plant growth, the increase in nitrogen fixation caused by
Si leads to an increase in the amount of total nitrogen -S+Si plants (Figure 2.13) and
improves their growth (Figure 2.10). However, our study is currently the only one to
show these beneficial effects of Siin response to S-deficiency. Given the central role of S
in numerous biological processes (such as N5 fixation, nitrogenase and leghemoglobin
synthesis and ROS detoxification), it is therefore difficult to explain how a Si supply
is able to alleviate the negative impacts of S-deprivation, and particularly regarding
nodulation and N» fixation. In addition, in S-fed plants, supplying Si also led to an
enhancement of the total N and N5 fixation (Figure 2.13) without any effect on the
number and biomass of nodules (Figure 2.12). In this case, the improvement in N»
fixation is essentially due to the strong increase in the nitrogenase concentration in
nodules (supplementary figure 2.15). This result agrees with a previous study showing
that a Si application on Medicago truncatula increased the nitrogenase concentration
in nodules and improved their N5 fixation capacity [Putra et al, 2021].

The current study has shown clearly that supplying Si alleviates the negative
effects of S-deprivation in Trifolium incarnatum, especially by promoting root
nodulation and N» fixation. Nevertheless, it is very difficult to explain the mechanisms
related to these Si beneficial effects without being speculative. Indeed, regardless
of the explanations advanced by earlier studies on other abiotic stresses where
beneficial effects of Si on nodulation and N5 fixation in legumes have been reported,
the underlying mechanisms remain unclear and only some assumptions can be
formulated [El Moukhtari et al., 2022c]. Forexample, [Putra et al,, 202 1] reported that
Si supplementation might affect key symbiotic signals such as flavonoid compounds
and would promote the attraction of rhizobia and increase the degree of nodulation.
Another assumption supported by the same authors concerned the silicification
of nodules, which would enhance their N5 fixation efficiency. This hypothesis is
compatible with the preferential accumulation of Si in the roots of Trifolium
incarnatum (Figure 2.11C) observed in this study. Finally, it is well known that S-
deprivation leads to ROS production, which might be significantly reduced by Si
supply as shown recently by [Lainé et al,, 2022]. As suggested by some authors, the
decrease in oxidative stress in -S+Si plants can lead to better nitrogenase activity,
with this enzyme known to be inhibited in the presence of ROS [Putraetal, 2021,
Mostofa et al,, 2021]. Even if our pioneering study has demonstrated for the first time
that Si supply alleviates the negative effect of S-deficiency in Trifolium incarnatum,
further investigation is required to verify all or part of these hypotheses and to decipher
the fine mechanisms that remain unclear or misunderstood.

In conclusion, the results of this study suggest that Si fertilization could be
considered as part of emerging agroecological and agricultural practices to optimize
fertilizer inputs. For example, to reduce the quantity of Ninputs applied during Brassica
napus crop growth, several recent studies have explored mixed cropping of this plant
with legume species [Jamont et al., 2013],and in particular with Trifolium incarnatum
[Génard et al,, 2017b, Génard et al,, 2017a]. Indeed, the high sulfur requirements of
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Brassica napus for growth can decrease the availability of S in the soil and lead to
decreases in the N» fixation capacity of the companion legume. Thus, as suggested
by this study, Si fertilization could alleviate this by increasing the atmospheric N»
fixation capacity of clover and eventually lead to an enhancement of the agronomic
performance of this mixed cropping by improving the transfer of exuded N compounds
from Trifolium incarnatum to Brassica napus [Génard et al.,, 2016].
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FIGURE2.15 — Change in nitrogenase abundance in nodules of Trifolium incarnatum
plants cultivated in hydroponic conditions during 21 (D21), 42 (D42) and 63 days
(D63) with (+S; 500 uM) or without (S) sulphur and with (+Si; 1.7 mM) or without
(-Si) Si supply. Representative western blot performed with specific antibody of
nitrogenase (NifH) (A). At each harvest date and for each treatment, the quantification
of nitrogenase abundance was expressed to the fresh weight of the nodules (B). Data
are means $ SE (n=3). Different Latin letters indicate that the mean of comyparison of

nitrogenase relative amount between plants harvested at the same time (D21, D42,
D63) are significantly different (p < 0.05)
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2.3.1 Préambule

Contexte : 'azote (N) est I'un des macroéléments essentiels a la croissance et au
développement des végétaux. La plupart des végétaux assurent leur croissance grace
a I'N prélevé dans le sol, ce qui les rend particulierement sensibles a la carence en N.
Au contraire, les Fabacées, qui ont la capacité de fixer le diazote atmosphérique (N5)
grace a la présence de nodules racinaires issus de la symbiose avec des bactéries du
sol, sont beaucoup mMmoins affectées par la carence en N. Ainsi, de nombreuses études
rapportent que la densité des nodules racinaires et la capacité de fixation du N> des
Fabacées augmentent lorsque la disponibilité en N dans la solution du sol diminue
[Xia et al.,, 2017b]. En outre, d'autres études montrent qu'un apport de silicium (Si) chez
des Fabacées cultivées sur un milieu non limitant en N mais devant faire face a d’'autres
stress abiotiques (carence en S (voir résultats présentés précédemment, Chapitre 3),
sécheresse, salinité par exemple) conduit également a une augmentation du nombre
et de la taille des nodules, mais aussi de leur capacité de fixation du N,. Cependant, a ce
jour, aucune étude n'a évalué l'effet d'un apport de Si sur les parameétres d'acquisition
du N5 (nodulation et fixation du N>) chez des Fabacées cultivées en absence d’'N dans
la solution du sol.

Objectifs et démarche expérimentale : Cette étude vise donc a étudier les effets

d'un apport de Sisur les parametres d'acquisition du N> chez le tréfle incarnat (Trifolium
incarnatum L.), ne disposant que de N> comme seule source d'N disponible pour
assurer sa croissance. Pour ce faire, des plantes de tréfle incarnat dont la présence
de nodules a été préalablement constatée ont été cultivées en hydroponie avec une
solution nutritive dépourvue d'N en présence (+Si) ou en I'absence de Si (-Si) pendant
25 jours. Les effets du Si sur la croissance des plantes et leur nodulation racinaire ainsi
gue sur le ionome et le protéome des nodules isolés ont été étudiés.

Faits marquants : Comparativement au traitement -Si, 'apport de Si augmente la
nodulation et les capacités de fixation de N, de Trifolium incarnatum L. cultivés
en l'absence d'N dans la solution nutritive. L'analyse ionomique des nodules révele

qu'un apport de Si augmente la quantité de plusieurs macro-éléments (potassium,
phosphore et soufre) et microéléments (cuivre, zinc et molybdéene) connus pour
améliorer l'efficacité de la nodulation et la fixation de N,. En outre, I'analyse
protéomigque comparative des nodules (+Si versus -Si) a mis en évidence qu’'au
niveau du symbiosome, le Si module I'accumulation de 989 et 212 protéines
respectivement dans les cellules racinaires et dans le bactéroide.
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2.3.2 Introduction

Silicon (Si), the second most abundant element in the Earth's crust
[MclLeod et Shaulis, 2018], has recently gained attention due to its beneficial
effects on plant growth and stress alleviation. Over the last ten years, interest has
grown in gaining a deeper understanding of the role of Si in plants from both
fundamental and applied points of view, as evidenced by the increasing number of
research papers and review articles on the subject [Pavlovic et al, 2021]. Although
Si is not considered an essential element for plants, all studies have highlighted a
beneficial effect of Si that only manifests itself when plants are subjected to biotic
[Vermaetal,2021] and abiotic stress [Conceicaoetal,2019, Senaetal,2022].
In  particular, several studies have demonstrated that Si supply alleviates
stress in plants subjected to nutritional deficiencies, such as N, P, K and S
[Kandhol et al,, 2024, Lainéetal, 2022, Haddadetal,6 2018, Pavlovicetal,2021].
These positive effects related to Si supply include mechanical (e.g. cell wall
strengthening) and physiological changes (e.g. delayed leaf senescence and/or
regulation of root transporters) [Markovich et al.,, 2017, Etienneetal, 2021,
Lainé et al,2022], as well as transcriptomic changes in leaves and roots
[Etienne et al, 2021, Haddad etal,2019] and/or proteomic modifications (e.g.
increases in enzymes involved in the detoxification of reactive oxygen species)
[Chung et al, 2020, Akhter et al,, 2022, Kandhol et al.,, 2024]

Nitrogen is an essential macronutrient for plant growth and development, and is
usually considered a key factor for ensuring the yield and seed quality of many crops
[Rutting et al.,, 2018]. While the N nutrition of most plant species relies entirely on their
ability to take up inorganic N from the soil solution, Fabaceae also have the ability to fix
atmospheric N> thanks to root nodules resulting from a symbiotic association with soil
rhizobia [Lindstrom et Mousavi, 2020]. Several studies have shown that the number
of root nodules and their fixation capacity are differentially modulated as a function of
the inorganic nitrogen availability in the soil. Indeed, Xia et al. 2017 [Xia et al,2017b]
reported that, in soybean, root nodulation was suppressed by high N (>50mg. L)
whereas it was accelerated by low N concentrations (<50mg. L'1). Finally, in a recent
study, Ke et al. (2024) [Ke et al., 2024] reported that a total N-deprivation had no effect
on root nodulation or nitrogenase activity in soybean. In addition, N> fixation is also
impaired by various abiotic stress conditions such as other macronutrient deficiencies
like potassium [Liu et al,2022a], phosphorus [Sulieman et Tran, 2015] and sulfur
[Varin et al, 2010, Coquerel et al., 2023], or drought stress [Freitasetal, 2022] and
saline stress [Nitawaki et al., 2021], which lead to a decrease in the number of nodules
and nitrogenase content.

Recent studies indicate positive effects of Si supply on the nodulation efficiency
of plants subjected to stress [El Moukhtarietal, 2022c] or non-stress conditions
[Putra et al, 2021, Putra et al.,, 2022]. For example, several studies report that Si supply
improves the number of nodules and the level of N, fixation in Medicago sativa L.
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and Trigonella foenum-graecum L. subjected to salt stress [El Moukhtarietal, 2021,
Lamsaadi et al, 2023] and in Trifolium incarnatum L. grown under sulfur deficiency
[Coquerel et al,, 2023]. However, to date, no study has investigated the effect of Si
supply on nodulation efficiency and N> fixation capacity in plants depending on N>
atmospheric as sole N source.

This study aimed to investigate the effects of Si on physiological traits such as
shoot and root biomasses, total N and Si content, N> fixation capacity, nodulation
parameters (nodule biomass, number, density and their nitrogenase content) in
Trifolium incarnatum L. inoculated with Rhizobium leguminosarum bv trifolii for a
period of 25 days. In addition, an ionomic approach and a fine comparative proteomic
analysis (+Si versus -Si) that distinguished the two nodule symbionts were carried out
to decipher the beneficial effects of Si on nodulation efficiency and N-fixing capacity
in particular.

2.3.3 Materials and methods
2.3.4 Plant growth conditions and experimental design

The experimental design is summarized in Figure 2.16. Seeds of Trifolium
incarnatum L. were germinated on perlite over deionized water [Génard et al., 2017a]
for four days in the dark in a greenhouse. When the first leaves emerged, seedlings
were transferred to natural light conditions and supplied for one and a half weeks with
nutrient solution containing : KNOz (1 mM), KH,PO4 (0.25 mM), KCI (1 mM), CaCl, (3
mM), MgSO, (0.5 mM), EDTA-2NaFe (0.2 mM), HzBOz (14 uM), MnSO, (5 uM), ZnSO, (3
uM), CuSOy, (0.7 uM), (NH4)gM07054 (0.7 uM), CoCl, (0.1 uM). Then, the seedlings were
transplanted into hydroponics tanks (20 L, nine plants per tank) containing the nutrient
solution described above and inoculated with Rhizobium leguminosarum bv trifolii (
strain T354, MSDJ1056) [Génard et al,, 2017b, Mazurier, 1989] previously grown in
YEM liquid medium [Gulati, 1979] for 72 h. After two weeks (DO), when plants are
sufficiently developed and nodulated, inorganic N (KNOz) source was removed in the
nutrient solution to so that plants only use atmospheric N and separated into two
sets : the first set (+Si) corresponded to plants fed with 1.7 mM of Na,SIOz for 25 days
(D25). The second sets corresponded to plants not supplied with silicon (-Si) for 25
days. To compensate for the sodium provided by the Si in the first set, this second set
was fed with the nutrient solution described above, supplemented with 3.4 mM NacCl.
Throughout the culture duration, light was supplied by high pressure sodium lamps
(Philips, MASTER GreenPower T400W) with photosynthetically active radiation of 450
pmol photons.m~2.s~1 at canopy height. Nutrient solutions, continuously aerated with
a compressed air bubbling system, were replaced every three days. The pH of the
nutrient solution was monitored each day and adjusted if necessary to 5.8 + 0.2. At
each solution renewal, 10 mL of medium containing Rhizobium leguminosarum bv

75



trifolii (T354) was added to each tank.

At DO and D25, plants were harvested, the nodules were counted, manually
separated from roots, weighed and frozen at -80°C. In addition, shoots and roots were
separated and weighed. Subsequently, an aliquot of each plant compartment was
placed in liquid nitrogen and stored at -80 °C and the rest was dried at 60°C for 72h.
After dry weight (DW) determination, samples were ground to perform the elemental
analyses.

Sowingand growth Transplanting and
Rhizobiumsupply DO (narvest) D25 (narvest)
ST,

| +Si
|
2 weeks } 2 weeks
i
i
1
_Si -Si
Growth of seedling for 4 weeks Application of N deprivation, Si treatments and rhizoboium

supply for 25 days

FIGURE2.16 - Experimental design used to study the effect of silicon supply on Trifolium
incarnatum L. grown without nitrogen. After four weeks of cultivation with nitrogen (
1mM), plants were N-deprived and separated into two batches (DO) : the full line and
the dotted line corresponded to plants supplied with (+Si; 1.7 mM) or without (-Si)
silicon for 25 days (D25), respectively.

Determination of macro- and microelements concentrations and N amount
derived from the atmosphere

To determine the total N concentration, 1.5 mg of each dried powder was precisely
weighed and placed into tin capsules before analysis with a continuous flow isotope
ratio mass spectrometer (IRMS, Horizon, NU Instruments, Wrexham, UK) linked to a
C/N/S analyser (EA3000, Euro Vector, Milan, Italy). The total N amount (Ntot) in each
organ or in the whole plant was calculated as::

%N x DW (or FW)
100

Ntot =

In addition, the N amount derived from the atmosphere (Natm) during the period was
calculated as:
Natm = Ntot at D25 — Ntot at DO

The N concentration in nodules (n=5) has been estimated by dividing the pro-
tein concentration in the nodules (see below) by the conversion factor 6.25
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[Marks et al., 1985]. For total Si concentration determination, approximately 1 g of
the ground dry root or shoot sample was analysed with an X-ray-fluorescence
spectrometer (XEPOS, Ametek, Berwyn, PA, USA) using calibration curves obtained
from international standards. The other macroelement (magnesium : Mg, phosphorus:
P, sulfur : S, potassium : K and calcium Ca) and microelement (copper : Cu;
molybdenum : Mo, iron : Fe, zinc : Zn; boron : B and cobalt : Co) concentrations
were quantified in nodules from 40 mg of fresh powder previously subjected to
mineralization before analysis using high-resolution inductively coupled plasma mass
spectrometry (HR-ICP-MS, Element 2™, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany)
as previously described by Maillard et al. (2016) [Maillard et al., 2016b]. Briefly, fresh
nodules previously powdered using a mortar containing liquid nitrogen were subjected
to microwave acid sample digestion (Multiwave ECO, Anton Paar, les Ulis, France)
with 1 mL of concentrated nitric acid (HNOz), 250 uL of H,O,, 900 L of ultrapure
water and 10 uL of internal standard of gallium (10 pug L1) and rhodium (2 pg L1).
Digested samples were diluted with ultrapure water to obtain a 2.0% (v/v) solution
of HNOz before filtration through a 0.45 um Teflon filter. Quantification of each
element was performed from calibration curves after being corrected from the recovery
rate by subtracting the blank and using internal standards (Ga and Rh). The quality
of mineralization and quantification was evaluated using certified reference plant
material (Citrus leaves, CRM NCS ZC73018, Skylab, Metz, France). For each element,
the amount in nodules was calculated by multiplying the concentration by the fresh
nodule biomass.

Proteins analysis :

Extraction and quantification of proteins from nodules Total proteins were
extracted from nodules using the protocol previously described by Varin et al. (2010)
[Varin et al, 2010]. Briefly, freshly isolated nodules were ground in liquid nitrogen
in @ mortar. Approximately 30 mg of powder was mixed in 2 mL of cold acetone
containing 10% trichloroacetic acid (w/v) and centrifuged at 16,000 g (4 min at 4 °C).
The supernatant was then removed and the pellet was resuspended with 1.75 mL of
ammonium acetate (0.1 M)/methanol (80%) buffer to precipitate the proteins. After
centrifugation at 16,000 g (3 min at 4 °C), the supernatant was removed and the
pellet was washed with 1 mL of acetone (80%) and centrifuged again. The resulting
pellet was resuspended with 800 uL of phenol (pH 8) and 800 ulL of sodium dodecyl
sulfate (SDS) buffer [30% saccharose (W/V), 2% SDS (w/v), 0.1 M TRIS-HCI (w/V), 0.5% (-
mercaptoethanol (v/), pH 8] then centrifuged at 16,000 g (10 min at 4 °C). The upper
phenolic phase was recovered and 800 L of ammonium acetate (0.1 M)/methanol
(80%) buffer was added. After storing overnight at -20 °C, the mixture was centrifuged
at 16,000 g (10 min at 4 °C). Then, the pellet was washed with 1 mL of methanol
(1LO0O%) and after centrifugation at 16,000 g (10 min at 4 °C) it was washed a second
time with 1 mL of acetone (80%). The pellet was resuspended with a buffer containing
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dithiothreitol (DTT, 11.11 mM), thiourea (2.22 M), urea (6.66 M) and Tris buffer 2 M
(33.33 mM) and used for the determination of the protein concentration using the
Bradford method [Bradford, 1976].

Quantification of nitrogenase abundance in nodules The abundance of ni-
trogenase in nodules was determined after Western blotting of 20 ug of total
proteins extracted from isolated nodules previously separated by SDS-PAGE (12%
polyacrylamide gels at a constant current : 250 V, 75 mA, 1 h). Western blots were
carried out as recently described by Coquerel et al. (2023) [Coquerel et al,2023].
Briefly, after Western blotting, PVYDF membrane was incubated overnight with chicken
polyclonal anti-nitrogenase (NifH) from IgG antibodies (Agrisera, SE 911, Vanadas,
Sweden; dilution 1 :2000). Subsequently, the PVDF membrane was washed four
times with TBST (Tris-base 10 mM, NaCl 150 mM, pH 8, 0.1% Tween 20) before
incubation with secondary antibody (rabbit anti chicken immunoglobin Y coupled to
alkaline phosphatase; dilution 1 :6000) for 1 h. The nitrogenaseantibody complex was
revealed using a Bio-Rad alkaline phosphatase kit as a single signal at a molecular
weight of between 25 and 37 kDa. Western blots were scanned and analysed using
a Millipore Bioimage computerized image analysis system to determine the intensity
of signal (U.A)) that was proportional to the nitrogenase abundance in each nodule
sample. The nodule nitrogenase concentration (U.A. g* FW) was calculated by dividing
the intensity value by the fresh nodule biomass (20 ©g). Then the total abundance
of nitrogenase in all the nodules of one plant was estimated by multiplying the
nitrogenase concentration by total nodule biomass. The nitrogenase abundance at
D25 was expressed relative to the nitrogenase abundance determined at DO (100%).

Proteomic mass spectrometry sample preparation and protein identifica-
tion Five ug of each nodule protein extract were prepared using the mo-
dified gel-aided sample preparation protocol described by Fischer and Kessler
(2015) [Fischer et Kessler, 2015]. Samples were digested with trypsin/Lys-C overnight
at 37°C. For nano-LC fragmentation, peptide samples were first desalted and
concentrated onto a uC18 Omix (Agilent, Santa Clara, USA) before analysis. The chro-
matography step was performed on a NanoElute (Bruker Daltonics, Massachusetts,
USA) ultra-high-pressure nano flow chromatography system. Approximatively 50 ng
of each peptide sample were concentrated onto a C18 pepmap 100 (5 mm x 300 um
i.d.) precolumn (Thermo Scientific, Dreieich, Germany) and separated at 50°C onto a
reversed phase Reprosil column (25 cm x 75 m i.d.) packed with 1.6 um C18 coated
porous silica beads (lonopticks). Mobile phases consisted of 0.1% formic acid, 99.9%
water (V) (A) and 0.1% formic acid in 99.9% ACN (v/V) (B). The nanoflow rate was set
at 300 nl/min, and the gradient profile was as follows : from 2 to 15% B within 15
min, followed by a second increase to 25% B within 15 min and a third one to 37% B
within 5 min and final to 95% within 7 min and re-equilibration. MS experiments were
carried out on a TIMS-TOF pro mass spectrometer (Bruker Daltonics, Massachusetts,
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USA) with a modified nano electrospray ion source (CaptiveSpray, Bruker Daltonics,
Massachusetts, USA). A 1400 spray voltage with a capillary temperature of 180°C
was typically employed for ionizing. MS spectra were acquired in the positive mode
in the mass range from 100 to 1700 m/z and a 0.75 to 1.30 1/kO window. In
the experiments described here, the mass spectrometer was operated in PASEF
DIA mode with exclusion of single charged peptides. The DIA acquisition scheme
consisted of 24 variable windows ranging from 300 to 1000 m/z. Database searching
and LFQ quantification (using XIC) were performed using DIA-NN (version 1.6.2)
[Demichev et al.,, 2020]. Updated UniProt Rhizobium leguminosarum and Trifolium
repens databases were used for library-free search generation. For RT prediction and
extraction mass accuracy, we used the default parameter 0.0, which means DIA-NN
performed automatic mass and RT correction. The top six fragments (ranked by their
library intensities) were used for peptide identification and quantification. The variable
modifications allowed were as follows : Nterminal-acetylation and oxidation (M). In
addition, C-propionoamide was set as a fixed modification. Trypsin/P was selected. Data
were filtered according to a False Discovery Rate (FDR) of 1%. Cross-run normalization
was performed using RT-dependent.

Identification and GO enrichment analysis of differentially accumulated proteins
To quantify the abundance of differentially accumulated proteins (DAPs) under Si
supply, data from DIA-NN were then analysed using the DEP package from R. Briefly,
proteins that were identified in two out of three replicates of at least one condition were
filtered, missing data were input from Perseus software using a normal distribution,
and differential enrichment analysis was based on linear models and empirical Bayes
statistics. The dataset was subjected to analysis of variance (Anova) using Perseus.
To determine DAPs, a 1.5-fold variation in the relative abundance (Fold-Change; FQC)
and a 0.05 FDR from multiple-sample tests or 0.01 p-value from two-sample tests
were used. All these proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange
Consortium [Perez-Riverol et al.,, 2022] via the PRIDE partner repository with the data-
set identifier IPXO008420001. Gene Ontology (GO) enrichment analysis for Trifolium
DAPs was initially performed using ShinyGO (version V.08; [Geetal, 2020]) based
on the Ensemble Plants gene ID (Ensembl Release 104, archived on Jan. 5, 2024)
and then ReviGO (version 1.8.1; [Supeketal,2011]) based on the Gene Ontology
database (go.obo; January 17, 2024) and the UniProt-to-GO mapping database
from the EBI GOA project (goa_uniprot_gcrp.gaf.gz; February 9, 2024) to summarize
enriched GO by removing redundant terms (medium allowed similarity). Since no
GO enrichment analysis software could be found for Rhizobium leguminosarum,
ClueGO (version 2.5.10; Jun 21, 2023; [Bindeaetal, 2009]), which is based on
Rhizobium leguminosarum GO annotation (release of July 7,2019), was used to create
functionally grouped GO term networks using Kappa statistics (Kappa Score=0.4).
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Statistical Analysis

All data are indicated as the mean + S.E (n=10 for plant samples, n=5 for nodule
samples and n=3 for proteomic analysis). Statistical analyses were performed using R
software (version 4.2.0 : R Core Team, 2022). Significant differences between harvest
dates and treatments were determined using Student’s t-test.

2.3.5 Results

Effect of Si supply on growth, total N and Si amounts of Trifolium incarnatum
cultivated under N-deprivation

Regardless of the Si treatment (-Si or +Si), after 25 days both plants showed
significantly higher root and shoot biomasses than plants harvested at DO. In addition,
the total biomass of +Si plants was significantly higher than this of -Si plants. This
increase can be explained by a rise in shoot biomass (15.70+ 1.78gand 11.93+0.879
for +Si and -Si plants, respectively) (Figure 2.17A). As expected, the addition of Si to the
nutrient solution led to a significant 5- and 8-fold increase in the Si amounts in shoots
and roots, respectively. This resulted in a Si accumulation in +Si whole plants of about
4.5-fold relative to control plants (-Si; Figure 2.17B). A Si supply between DO and D25
led to a significant increase in the N amount (from 206 + 19 mg to 293 £+ 12 mg) in
+Si plants, while no difference was observed in -Si plants (Figure 2.17C). This increase
in the amount of N in +Si plants is due to an enhanced capacity to fix atmospheric
dinitrogen (N>), which was highlighted by the difference in the N amounts in whole
plants between DO and D25 (Figure 2.17D).
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FIGURE2.17 — Total dry weight (A), total Si (B) and total N amounts (C) in Trifolium
incarnatum L. plants grown with (+Si; 1.7 mM) or without (-Si; O mM) silicon for 25
days (DO to D25). The total N amount derived from the atmosphere (D) is calculated by
subtracting the total amount of Nin the plantsat D25 and DO. Different letters indicate
that the mean (£S.E.) obtained for each parameter for the whole plant (uppercase
letters) or for each compartment (lowercase letters) is significantly different (p < 0.05).

Effect of Si supply on nodules parameters

Compared with DO, -Si plants did not affect nodule parameters (total number
per plant, density and biomass) or their relative nitrogenase abundance (Table 2.1).
Compared with -Si plants, by D25 the supply of Si (+Si) had increased the total number
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of nodules per plant (by about 2.3-fold, from 1469+ 252 to 3402 + 339), nodule root
density (by about 1.5-fold, from 64 + 8 to 84 + 5 nodule. gt of FW root) and the
nodules relative nitrogenase abundance (by about 2.2-fold, from 136 + 1 to 303 +
20 %) (Table 2.1). Composition analysis of the macroelements (S, P, K, N, Ca and Mg)
and microelements (Cu, Mo, Fe, Zn, Mn, B and Co) in nodules revealed that supplying
Si was associated with a significant increase in total amount of S, P, K Cu, Mo, Zn and
B without changing their concentration (Figure 2.18 and Supplemental Table 2.2). An
increase in both the total N amount (from 0.62 + 0.02 to 1.23 + 0.12 pg. nodule!) and
its concentration (from 189.8 + 8.5to 324.4 + 36.5 ug. g™t of nodule FW) was observed
in nodules of +Si treated plants compared to -Si plants. For the other macroelements
(Caand Mg) and microelements (Fe, Mn and Co), the total amount in nodules remained
similar, regardless the Si treatment (Figure 2.18 and Supplemental Table 2.2).

TABLEAU2.1 — Changes in the number, biomass, density and relative abundance of
nitrogenase in nodules of Trifolium incarnatum L. supplied (+Si) or not supplied (-Si)
with Si (DO to D25). Values are means + SE (n=5). Different letters indicate significant
differences between harvest dates (DO and D25) and treatments (p < 0.05).

Relative abundance of

Number of nodules  Biomass of a single nodule Nodule density nitrogenase in nodule
(nodules.plant) (mg FW. nodule?) (nodule.g of FW root) 8 %)
(]
D si 1461.97 1.59 66.15 100
f (+273)a (£0.11) a (+14.61)a (£34.22)a
Si 1469.07 1.75 64.05 136.08
(+252)a (£0.14) a (£8.25)a (+1.53)a
D
* o 3402.76 2.61 84.57 303.37
(+339)b (+0.24) b (+4.87) b (+20.62)b
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FIGURE2.18 - Macroelement (A) and microelement (B) amounts in nodules from
Trifolium incarnatum L. plants grown with (+Si; 1.7 mM) or without (-Si; O mM) silicon
for 25 days. The amount of Fe is divided by 10 and the amounts of K, Mo and Zn are
divided by 5. Asterisks indicate that means & S.E. (n=4) obtained for one element are
significantly different between both Si treatments (*: p < 0.05 and **: p < 0.01).

Effect of Si supply on the whole-nodule proteome

In order to better understand the impact of Si supply on the nodule proteome
at D25, proteins were identified in nodules of -Si and +Si plants. Among the 8499
proteins identified, 7299 (i.e. 85,8%) accumulated to similar levels irrespective of the Si
treatment, and 1200 were significantly modulated in +Si plants compared to control (-
Si) plants (Figure 2.19). Thus, 14.2% of the identified proteins corresponded to proteins
that were differentially accumulated (DAPs) between +Si and -Si. Among these DAPs,
323 and 877 were up- and down-accumulated by the Si supply, respectively (Figure
2.19).In order to refine this global proteomic analysis, the nodule proteins belonging to
the host root cells of Trifolium incarnatum L. were distinguished from those belonging
to the bacteria (Rhizobium leguminosarum bv trifolii). Thus, of the 8499 proteins
identified in the nodules, 6993 (i.e. 82.3%) were tagged as proteins of host root cells
(Figure 2.20) and 1506 (i.e. 17.7%) were labelled as proteins of the bacteria (Figure
2.22).
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FIGURE2.19 - Volcano plots representing all proteins identified in nodules of Trifolium
incarnatum L. supplied (+Si) or not (-Si) with Si for 25 days. The X-axis indicates the
log, FoldChange (FC) and the Y-axis specifies the -logig(p-value) of all nodule proteins
identified. All proteins with a FC > 1.5 or < -1.5 and a p-value < 0.05 are considered
as differentially accumulated proteins (DAPs) in response to Si supply. Proteins with
unchanged accumulation are shown as grey dots and up- and down-accumulated
proteins are indicated by red and blue dots, respectively.

Effect of Si supply on proteome of host root cells

Of the 6993 nodular proteins belonging to host root cells, 6005 had a similar
abundance regardless of the Si treatment and 988 were differentially accumulated in
response to Si supply (+Si vs -Si). Of these DAPs, 708 (i.e. 78% of DAPs) were down-
accumulated and 280 (ie. 22% of DAPs) were up-accumulated in response to Si
supply (Figure 2.20). The GO enrichment analysis of these 988 detected DAPs revealed
that 711 GO terms were significantly enriched, including 373 related to biological
process (BP), 216 to molecular function (MF) and 122 to cellular component (CQC)
categories . The top 10 of each of the GO categories (BP, MF and CC) are shown
in Figure 2.21. For BP, the most enriched GO terms were primarily related to N
compound metabolism (GO 19701566, GO :0006518, GO :0043043, GO :0043603,
GO :0043604), but also to small molecule metabolic process (GO :0044281),
cellular macromolecule biosynthetic process (GO :0034645), oxoacid metabolic
process (GO :0043436) and organic acid metabolic process (GO :0006082). With
regard to MF, the most enriched GO terms were mainly related to nucleotide
binding (GO :0032553, GO :0000166, GO :19011265, GO :0017076, GO :0032555,
GO :0035639) and translation (GO :0006412, GO :0045182 and GO :000135) but
also small molecule binding (GO :0036094) and anion binding (GO :0043168). Finally,
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for CC, the main enriched GO terms were related to membrane- and non-membrane-
bounded organelle (GO :0043227 and GO :0043228), intracellular-membrane- and
non-membrane-bounded organelle (GO :0043231 and GO :0043231), cytoplasm
(GO :005737), ribosome (GO :0005840), nucleus (GO :0005634), protein-containing
complex (GO :0032991 and GO :0140535) and eukaryotic translation initiation factor
3 complex (GO :0005852).
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FIGURE2.20 - Volcano plots representing all proteins belonging to host root cells
identified in nodules. The X-axis indicates the logsFoldChange (FC) and the Y-axis
specifies the -logio(p-value) of identified proteins. All proteins with a FC > 1.5 or < -
1.5 and a p-value < 0.05 are considered as differentially accumulated proteins (DAPs)
in response to Si supply (+Si versus control -Si). Proteins with unchanged accumulation
are shown as grey dots and up- and down-accumulated DAPs are indicated by red and
blue dots, respectively.
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FIGURE2.21 — Top ten enriched GO terms from the GO enrichment analysis of nodule
DAPs belonging to host root cells. Yellow, green and red areas indicate biological
process (BP), molecular function (MF) and cellular component (CC) categories,
respectively. The y-axis indicates the number of up- (red) or down-accumulated (blue)
DAPs in each GO term. The numbers beside each histogram correspond to an FDR
calculated based on a nominal p-value. For each GO category (BP, MF or CC), enriched
GO terms are ranked according to increasing FDR values.
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Effect of Si supply on proteome of host bacteria

Among the 1506 nodular proteins belonging to the bacteria (Rhizobium
leguminosarum bv trifolii), 1294 had a similar accumulation irrespective of the Si
treatment and 212 were differentially accumulated in response to Si. Among these
DAPs, 169 and 43 were down- and up-accumulated in response to Si, respectively
(Figure 2.22). Because the usual enrichment analysis tools (such as Shiny GO) do not
allow GO enrichment analysis for Rhizobium leguminosarum bv trifolii proteins, a GO
term was assigned to each protein before they were clustered into functional groups
for each category (BP, MF and CC) using ClueGO software (Figure 2.23). Regarding BP,
most of the DAPs (63.47%) were assigned to functional groups related to translation
(20.51%), oxidoreductase process (18.92% including oxidoreductase activity and cell
redox homeostasis), organonitrogen compound biosynthetic process (17.63%) and
protein histidine kinase activity (6.41%). For the MF category, most of the DAPs
(82.67%) were assigned to ion binding (46.92% including anion binding (26.92%), zinc
ion binding (17.69%) and magnesium ion binding (2.31%)), oxidoreductase activity
(10.37%), tRNA binding (8.46%), protein histidine kinase activity (8.46%) and ion
transmembrane transporter activity (8.46%). Finally, for the CC category, 71.11%, 20.0%
and 8.89% of DAPs were assigned to cytoplasm, ribosome and cell envelop, respectively
(Figure 2.23).
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FIGURE2.22 - Volcano plots representing all proteins identified in nodules and
belonging to bacteria. The X-axis indicates the log,FoldChange (FC) and the Y-axis
specifies the -logig(p-value) of identified proteins. All proteins with a FC > 1.5 or < -
1.5 and a p-value < 0.05 are considered as differentially accumulated proteins (DAPs)
in response to Si supply (+Si versus control -Si). Proteins with unchanged accumulation
are shown as grey dots and up- and down-accumulated proteins are indicated by red
and blue dots, respectively.
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FIGURE2.23 — Bacterial DAPs were grouped into GO term networks according to their
kappa scores.

2.3.6 Discussion

The aim of this study was to decipher the effects of silicon supply on the nodulation
and N fixation capacity of Trifolium incarnatum L. grown in the presence of N5 as
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the sole N source. In -Si plants, the shoot and root biomass at D25 was increase
compared to DO plants, while the total amount of N was not significantly different.
This result suggests that the amount of N derived from N, fixation during the
period (21.5 mg plant™l) is sufficient to sustain the growth of plants (Figure 2.17).
This finding is consistent with maintenance of the number, biomass, and density
of nodules as well as their nitrogenase abundance in Si plants after 25 days (D25)
compared with DO plants (Table 2.1). This absence of change in nodulation parameters
agrees with a recent study reporting that soybean cultivated with a nutrient solution
without N for 25 days had numbers of nodules and a nodule biomass similar to
plants fed with 2 mM nitrate [Keetal,2024]. In contrast, +Si plants possessed
nodules that were bigger, more numerous and contained higher levels of nitrogenase
than -Si plants, leading to an increase in their total N supply due to a sharp rise
in their atmospheric N, fixation capacity (from 21.5 to 87.5mg. plant1). All this
contributed to improving the growth of +Si plants compared with -Si plants (Figure
2.17 and Table 2.1). Taken together, these results highlight the beneficial effect of
Si supply on plants, improving nodulation, N5 fixation capacity and growth. These
results are consistent with studies in numerous legume species where supplying Si
enhanced the number and size of root nodules as well as the nodules’ N, fixation
capacity, and improved growth under biotic [Putraetal, 2022] and other abiotic
stresses [El Moukhtari et al., 2024, Coquerel et al.,, 2023, El Moukhtari et al., 2022c].
In the current study, more refined analyses were carried out to better understand
the beneficial effects of Si supply. lonomic analysis highlighted that supplying Si
leads to an increase in several macroelements (such as P and K) and microelements
(such as Cu, Zn and B) amounts in nodules (Figure 2.18). Independently, all of these
elements are known to have positive effects on nodulation and N> fixation in nodules.
As an example, some studies have reported that accumulation of metals such as Cu
or Zn but also macroelements like K and P increases the level of N, fixation and
the amount of N in plant tissue [Shukla et Yaday, 1982, Premaratne et Oertli, 1994,
Gonzalez-Guerrero et al,, 2014, Yao et al, 2022]. Moreover, B has been shown to be an
important microelement in facilitating establishment of the symbiosis between root
cells and bacteria [Bolanos et al.,, 1996]. From the present study it may be suggested
that macroelements and microelements, whose quantities increased in nodules, may
act individually or synergistically to improve nodulation efficiency (Table 2.1) and/or the
N--fixing capacity (Figure 2.17D) of +Si plants, consequently increasing the N amount
in nodules (Figure 2.18A) as well as whole +Si plants (Figure 2.17C).

The proteomic analysis carried out during this study enabled identification of a
total of 8499 proteins in the nodules, of which 6993 (82.3%) belonged to the host
root cells of Trifolium incarnatum L. and 1506 (ie. 17.7%) belonged to the bacteria
(Figures 2.20A and 2.22A). This representativeness of both proteomes in nodules is
consistent with results reported for nodules of Medicago truncatula [Thal et al, 2018].
Comparative analysis of the proteomes from nodules of +Si and -Si plants (+Si versus -
Si; control) revealed that Si supply modulates the proteomes of both host root cells
and bacteria because 788 (280 up and 708 down) and 212 (43 up and 169 down)
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DAPs belonged to the host root cells and bacteria, respectively (Figures 2.20A and
2.22A). The GO enrichment analysis with the 788 DAPs from host root cell revealed
a large number of GO terms that were significantly enriched (373, 216 and 122 for
BP, MF and CC categories, respectively). Despite this wide dispersion, it is noteworthy
that the most enriched GO terms in the BP and MF categories were related to the
synthesis of organic nitrogen compounds, amides and peptides (Figure 2.21B). These
results are in line with the increase in the amount of N in nodules (Figures 2.18A) but
also with previous studies reporting that peptides (such as CLE peptides) and amides
(asparagine in particular) are able to enhance the growth and activity of nodules
[Sulieman et Tran, 2013]. For the CC Go category, one of the most enriched terms
was related to "organelle bound" suggesting that some DAPs could be associated
with the symbiosome membrane, which is defined as a physical barrier controlled
by the plant that regulates ions and organic compounds exchanges between the
symbionts [Clarke et al,, 2014]. Among transporters identified in this membrane, the
ABC transporter family is known to participate in the transfer of ions (such as Mo
and Mn) and amino acids from the cytoplasm of host root cells to the symbiosome
[Udvardi et Poole, 2013]. However, in this study we identified 15 members of the ABC
transporter family that are all down-accumulated by Si (Supplemental Table 2.3). In
the literature, ABC transporters are well known to be upregulated in response to
numerous biotic and abiotic stresses (such as salinity, drought and nutrient deficiency)
[Lietal,2021, Kou et al,2024]. In our study, it is possible that the difference in ABC
transporter accumulation can be explained by stress attenuation by Si supply , as
reported in many studies [Haddadetal, 2018, Alietal, 2020, Aradjo etal, 2022].
More interestingly, an increase in the total S amount in nodules was observed
in our study and proteome analysis revealed an accumulation of the SULTR3.5
transporter (AOA2K3KYJ1, Figure 2.24). This SULTR3.5 transporter is a homologue
of the SST1 transporter known to be located in the symbiosome membrane that
ensures the transport of sulfate from the cytoplasm of the host root cell to the
symbiosome [Schneider et al,, 2019]. As previously described in Trifolium repens
[Varin et al, 2010], the increase in the amount of S in the nodule (Figure 2.18) and
its possible transport via the SULTR3.5 transporter could explain the increase in
nitrogenase abundance observed in +Si plant nodules (Table 2.1). In addition, because
an earlier study reported that sulfate transporters are also able to transport Mo
[Maillard et al.,, 2016b], it cannot be excluded that the SULTR3.5 transporter could
be also involved in transporting Mo to the symbiosome. Notably, many studies have
reported that Mo and S are both crucial elements for the synthesis of three metal
prosthetic groups ([4Fe-4S], P-cluster and FeMo-co) required for synthesis and activity
of the nitrogenase complex in bacteria [Schneider et al,, 2019, Lilay et al.,, 2024]. This
assumption is supported by the up-accumulation of an iron-sulfur cluster carrier
protein named NBP35 (AOA3ZE1BX74, Figure 2.24), which is involved in the biogenesis
of the FeMo-co cofactor [Pardouxetal,2019]. In addition, proteome analysis of
the bacteria revealed an accumulation of FixC and NfeD proteins (AOA3ZE1AXWSO
and AOA3E1BENO, Figure 2.24), known to provide the reducing power required
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for nitrogenase functioning [Garcia Costasetal,2017, Del Cerroetal,2019] and
associated with nodulation efficiency [Garcia-Rodriguez et Toro, 2000], respectively.
Taken together, these data are consistent with the enhanced nitrogenase abundance
and nitrogen-fixing capacity observed in nodules of +Si plants (Table 2.1 and Figure
2.17D), leading to high ammonia production, which could be assimilated via two
pathways. Firstly, a portion of the ammonia could be directly assimilated by glutamine
synthase (AOA3E1BV33, Figure 2.24), which is up-accumulated in the cytoplasm of
the bacteria. Since glutamate synthase (GItS, AOA3E1BE74) is down-accumulated
in the bacteria of nodules in +Si plants, it can be assumed that in this condition,
glutamine is either used directly for bacterial protein synthesis or exported to the
cytoplasm of the host root cells. The second and most classical pathway described
in the literature [Udvardiet Poole, 2013] consists of exporting ammonia to the
symbiosome space, where its protonation to ammonium might be facilitated by the
high concentration of H* observed to be accumulated under +Si conditions by the
ATPAse H* pump (AOA2K3LQ89, Figure 2.24) located in the symbiosome membrane.
Finally, ammonium exported to the cytoplasm of host root cells can be assimilated
into glutamine by the cytoplasmic glutamine synthase (AOA2K3MBR2, Figure 2.24),
which is also up-accumulated in response to Si. All these results are consistent with
the increase in glutamine content observed in nodules of Medicago truncatula treated
with Si [Putra et al, 2021, Putra et al,, 2022],and could explain the significant increase
in the amount of N in the nodules of +Si plants, as shown in our study (Figure 2.18).

This study demonstrates that Si supply increases the nodulation and N--fixation
capacity of Trifolium incarnatum L. By combining multilevel approaches such as
physiological, ionomic and proteomic approaches focused on the nodule, this work
provides new insight on the effects of Si and paves the way for a better understanding
of the impact of Si on improving nodule function,and more specifically, on the N5 -fixing
capacity of nodules. For the first time, the proteomic approach distinguished between
the effects of Si on both symbionts (i.e. host root cells and bacteria) and provided a new
dataset on the DAPs present in the two nodule partners, which is now available to the
scientific community working on Si as well as those seeking to improve the agronomic
performance of the Fabaceae.

91



Shoot

Shoot biomass
Si amount
Total N amount

Root

Si amount

Total N amount

N, fixation

Nodule number
Nodule biomass
Nodule density
Nitrogenase amount

DAPs
/Nodure cell T P + - I. . amuunt+ : \
lasm e )
Cytoplas Kamount *. /[l suLtRs 5 A0A2K3KYIL 3
. a —
3 S, L — | ®
. - i
s ® H* ATPase ADAZK3LOSS
Cu amount ¥ L -
Bamount -, £ 4 i
o s / | 2 NfeD ADASE1BENO
o ® i
‘f" N,Iixatinn+ * \ GS
- &3 NH, Ly NH, 2 ADAZKSMERZ, iy
'|“ : A Nitrogenase complex | ) ;
] BN + NfiH abunbance G AOADEL BV / i 4
vk . / :
ADAZK3ITZO, ADAZKINLYS, ADAZK3KANZ, .. ADASELANWS, ADASELSICH s / ; 2
ADAZK3IKCS2, ADAZK3KZ92, ADAZK3L5BA, ‘ ; A DAPs ADA3E1BET4 / ;
AOAZK3L813, ADA2K3M189, ADA2KIMYSL, ol y !
AOAZK3IN3Z3, ADAZKINAAS, ADAZKINALZ N\ s y :
ADAZK3NTZ3, ADAZK3POOS, ADAZK3PINMZ 2 - ~ * ‘
\ e Symbiosome space_—" N amount 4 L4 /

FIGURE2.24 — Summary diagram of the main effects of the Si supply on plant growth
and nodule parameters in Trifolium incarnatum L. Red arrows indicate an increase
in the parameters measured in this study. Red and blue Uniprot IDs (supplemental
data SD1) correspond to proteins that are up- and down-accumulated in response to
Si supply, respectively. The enlargement corresponds to nodules including host root
cells of Trifolium incarnatum L. and the symbiosome including bacteria (Rhizobium
leguminosarum bv trifolii). ABC : ABC transporter cassette, DAPs : differentially
accumulated proteins (up- and down-accumulated in red and blue, respectively),
GS : glutamine synthase, GItS : glutamate synthase, GIn : glutamate, Glu : glutamine,
NifH : iron protein subunit of the bacterial Fe-Mo-co type nitrogenase, NfeD : protein
involved in nodulation efficiency [Garcia-Rodriguez et Toro, 2000], SM : symbiosome
membrane, SULTR3.5 : sulfate transporter homologue to SST1 [Schneider et al.,, 2019]
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Supplemental data

TABLEAUZ2.2 — Macro (S, P, K, N, Ca and Mg) and micro- (Cu, Mo, Fe, Zn, Mn, B and Co)
element concentrations in nodules of Trifolium incarnatum L. supplied (+Si) or not (-
Si) with Si during 25 days. Asterisk indicates that means + S.E. (n=4) are significantly
different between both Si treatment (p< 0.05).

Concentration (pug g FW)
-Si -Si
@ s 1439.2£61.1 1290.4 + 73.4
T P 1218.8+82.4 1174.1+74.3
E K 4617.6 +178.3 4947 +159.8
8 N 189.8+8.5 324.4£36.5
g Ca 579.9 + 36.4 474.141.8
Mg 357.5+42.8 247.8+24.6
Cu 4.4+£0.5 5.8:0.6
2 Mo 39.1+3.1 385+2.4
£ Fe 61.5+ 0.6 59.0 + 3.2
< Zn 15.47 £3.2 22.13+3.3
£ Mn 7.9 £0.9 7.4 £0.7
= B 2.1 £0.2 1.9 +0.1
Co 0.5+0.1 0.3+0.1
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TABLEAUZ2.3 — List of 1 of 15 ABC transporters down-regulated by Si in host root cell.

UNIPROT | Organisme | logFC | pvalue | FDR | Expression Protein Name from Uniprot
0.018544 D -
A0A2K3KZ92 | Trifolium | -0.67 0.738 own ABCtransporter F family member 3-like protein
64 regulated
0.022080 D =
AOA2K3N3Z3 | Trifolium 0.67 0.764 own ABC transporter F family member 3-like protein
95 regulated
0.024875 D =
ADA2K3MYS1 |  Trifolium 083 078 own ABC transporter C family member 4-like protein
39 regulated
0.046154 Down-
ADA2K3IM189 Trifolium -0.95 0.849 ABC-type xenobiotic transporter (EC 7.6.2.2)
39 regulated
- 0.011295 Down- . " .
ADA2K3L5B4 Trifolium -1.04 0.675 ABC transporter C family member 8-like protein
26 regulated
0.029231 Down-
ADA2K3INAU2 Trifolium -1.19 0.801 ABC transporter B family member 19-like protein
7 regulated
o 0.009791 Down- . ] ]
ADA2K3NTZ3 Trifolium -1.20 0.662 ABC transporter G family member 31-like protein
23 regulated
0.032284 Down-
AOA2K3POQ4 Trifolium -1.20 0.812 ABC transporter A family member 1-like protein
9 regulated
. 0.018678 Down- ) )
ADAZK3N4AS Trifolium -1.21 0.739 ABC1 family protein
53 regulated
0.001680 Down-
ADA2K3JTZ9 Trifolium 0.43 ABC transporter B family member
72 regulated
0.001835 Down-
ADA2K3L813 | Trifolium 0.444 Shall ABC-type xenobiotic transporter (EC 7.6.2.2)
26 regulated
0.007467 D -
ADA2K3KAN2 Trifolium 0.634 Opn ABC transporter C family member 3-like protein
42 regulated
0.000105 D -
AOA2K3PIM2 | Trifolium 0.121 o ABC-type xenobiotic transporter (EC7.6.2.2)
61 regulated
0.000143 D -
ADA2K3NDE | Trifolium 0.129 own ABC transporter B family member
32 regulated
0.000267 D -
AOA2K3KCS2 | Trifolium 0.181 own ABC transporter B family member
73 regulated
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2.4 Un apport en silicium augmente la rizodéposition et les
transferts d'azote depuis Trifolium incarnatum L. vers
Brassica napus L.

Silicon supply improves the N rhizodeposition and N transfer
from Trifolium incarnatum L. to Brassica napus L. in intercrops

Raphaél Coquerel, Mustapha Arkoun, Philippe Lainé et Philippe Etienne

En révision dans Héliyon

95






2.4.1 Préambule

Contexte : Déja largement étudiées depuis des décennies, les cultures associées
peuvent étre une solution permettant de réduire les doses de fertilisants azotés
nécessaires aux plantes de grandes cultures (colza par exemple) grace aux transferts de
composés azotés rhizodéposés par les Fabacées. Dans ce contexte, des études réalisées
au laboratoire ont montré que Trifolium incarnatum L. était 'une des Fabacées les plus
efficaces en termes de transfert d'azote (N) vers le colza. Compte tenu des effets d'un
apport de silicium (Si) précédemment constatés au laboratoire (Thése Génard 2012-
2016) chez les deux plantes présentes au sein de l'association Brassica napus L. -
Trifolium incarnatum L., il peut étre suggéré qu’'un apport de Si puisse potentialiser
le fonctionnement de cette association, notamment en accentuant les transferts d'N
du trefle vers le colza.

Objectifs et démarche expérimentale: Les effets d'un apport de Si sur la
rhizodéposition et les transferts d'N de Trifolium incarnatum L. vers Brassica napus
L. cultivés en association ont été étudiés. Pour ce faire, le systéme racinaire du trefle a

été divisé en deux parties égales grace a un dispositif appelé "split-root", afin de cultiver
en hydroponie une moitié des racines alimentées avec une solution nutritive contenant
du nitrate (NOz") marquée au 1°N, ne comportant pas de Si, alors que 'autre moitié est
cultivée dans un pot contenant un mélange sol-sable et une plante de colza alimentée

avec une solution nutritive contenant du NOz~ non marquée et additionnée (+Si) ou
non (-Si) de Si.

Faits marquants : Un apport de Si (dans le compartiment ou la moitié du systeme
racinaire de tréfle est alimentée en 1°N) induit une augmentation significative de la
biomasse du colza se trouvant dans I'autre compartiment (pot). En outre, I'apport
de Si augmente la quantité d’'N rhizodéposé par le tréfle, la quantité d’N transféré
du tréfle vers le colza et modifie sa répartition au sein du colza (augmentation des
guantités de N transféré dans les siliques).
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2.4.2 Introduction

Nitrogen (N) fertilization is widely used to ensure the growth, yield and quality
of the harvested products of many field crops [Tian et al, 2023, Yahbietal, 2022].
However, the intensive use of N fertilizers over more than six decades has led
to economic and environmental costs [M.Sainjuetal,2020]. For example, the
industrial synthesis of N fertilizers, which consumes a lot of fossil fuels, releases large
guantities of greenhouse gases into the atmosphere that are harmful to human
health [Menegatetal, 2022]. In addition, several studies have reported that the
high doses of N to fertilize field crops lead to N losses that cause environmental
impacts such as groundwater contamination [Gaoetal,2012], soil acidification
[Tian et Niu, 2015] and/or greenhouse gas emissions [De Vries, 2021]. In view of these
negative economic and ecological effects, it is becoming urgent to develop more
sustainable alternative cropping practices to reduce N inputs without compromising
the agronomic performance of field crops. To achieve this objective, the intercropping
of legume species suitable for fixing atmospheric nitrogen (N>) with non-fixing
crops is considered to be one of the most sustainable ways of introducing N
into agroecosystems [Fustec et al, 2010, Razaetal,2020a, Kebede, 2021]. Even
though for several decades intercropping systems have mainly focused on corn,
soybeans and wheat [Landschoot et al, 2024], more recently they have also been
considered for rapeseed, which is another crop that requires high doses of N fertilizer
[Cadoux et al,, 2015]. In these intercropping systems, legumes fix N5 thanks to their
symbiotic relationship with soil rhizobacteria and are able to rhizodeposit part of
this N into the soil, which can then be taken up by the non-fixing companion
plant [Gouetal, 2023, Razaetal,2020a]. As reported by Ta and Faris (1987)
[Ta et Faris, 1987], the extent of N rhizodeposition resulting from mineralization of
litter, root necromass and/or root exudation of N-compounds is different between
legume species, especially due to variation in their N, -fixation and exudation capacities.
For example, several studies comparing different legume species (clover, vetch and
lupin) intercropped with rapeseed have reported that clover and lupin have much
higher N, fixation and N exudation capacities than vetch [Génardetal,2017al.
Interestingly, these same authors showed that irrespective of the legume species,
the N->-fixing capacity of the intercrops was always higher than the monocrops.
This result is explained by the high N uptake capacity of rapeseed, which leads to
N impoverishment in the soil solution, thus promoting nodulation and N fixation
capacity in legumes [Génard et al., 2017a, Xia et al., 2017b]. Using 1°N labelling, these
studies have also shown that the proportion of N transferred from legumes to rapeseed
is far from negligible, reaching over 3% of the total N in rapeseed [Génard et al.,, 2016].
Furthermore, several field experiments have revealed that intercropping legumes with
rapeseed led to better growth and more efficient nitrogen or sulfur use in rapeseed and
reduced weed growth and insect pest pressure compared to rapeseed grown alone
[Cadoux et al,, 2015, Génard et al., 2017b, Breitenmoser et al.,, 2022].
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Although intercropping appears to be an effective cropping practice for increasing
N use efficiency and reducing inputs in field crops, other strategies are also
worth considering. Among them, silicon (Si) fertilization is increasingly recognized
as a relevant practice for improving N use efficiency and agronomic parameters
in many field crops such as maize, rice and rapeseed [Etesamiet Adl, 2020,
Pavlovic et al.,, 2016]. Indeed, numerous studies have indicated that Si supply improves
N nutrition by enhancing N uptake, assimilation and/or remobilization in many
plant species [Detmannetal,2012, Haddadetal,2018, Mabagalaetal, 2020,
Wu et al,, 2017]. For example, in Brassica napus L. grown under N deprivation, Si
supply leads to an increase in expression of genes encoding root nitrate transporters
(BnaNRT1.1 and BnaNRT1.2), which allows better N uptake when nitrate is resupplied
[Haddad et al,, 2018]. In field conditions, Lainé et al. (2019) [Lainéetal,2019]
reported that supplying Si enhanced the agronomic performance of Brassica napus
L. by improving usage of N fertilizer and suggested that Si fertilization could allow
a reduction in N inputs without altering rapeseed yield. In the same way, numerous
studies have demonstrated that Si supply improves growth and N fixation capacity
in many legume species [Etesamiet Adl, 2020, Putra et al., 2020]. For example, in
a recent study, Coquerel et al (2023) [Coquerel et al.,, 2023] showed that Si supply
increases the number and size of nodules as well as their nitrogenase content. All
of these factors lead to an elevation in N5 fixation capacity and growth of Trifolium
incarnatum L. cultivated under S-deprivation. Interestingly, in the literature, the
positive effects of Si fertilization on N use efficiency are only observed in plants grown
in mMonoculture and never in intercropping.

In light of this finding, the aim of our study was to assess whether Si supply is
able to potentiate the functioning of Brassica napus L. and Trifolium incarnatum
L. intercropping. More precisely, the effects of Si supply on the amount of N
rhizodeposited from Trifolium incarnatum L. and its transfer and allocation to Brassica
napus L. were examined.

2.4.3 Materials and methods

Plant growth conditions and experimental design

Seeds of Trifolium incarnatum L. and Brassica napus L. (var. Mosaik) were
germinated on perlite over deionized water during four days in the dark in a
greenhouse. When the first leaf emerged, seedlings were transferred to natural
light conditions and were supplied for one and a half weeks with nutrient solution
containing : KNOz (1 mM), KH,PO,4 (0.25 mM), KCI (1 mM), CaCl, (3 mM), MgSO,
(0.5 mM), EDTA-2NaFe (0.2 mM), HzBO=z (14 uM), MnSO, (5 uM), ZnSO4 (3 uM),
CuSOy (0.7 uM), (NH4)gM07054 (0.7 uM), and CoCl, (0.1 uM). The seedlings were then
transplanted into hydroponic tanks (20 L, 10 plants per tank) containing the nutrient
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solution described above and inoculated with Rhizobium leguminosarum bv trifolii
(strain T354, MSDJ1056, [Mazurier, 1989, Génard et al,, 2017b]) previously grown in
YEM liquid medium for 72h. After two weeks, rapeseed plants were transplanted into
4L pots (one plant per pot) containing 5.5kg of a mix of silty-clay soil and sand (v v
1/3). Roots of clover were separated into two equal parts using polylactic acid split-root
supports, with half of the roots being placed in a donor compartment (DC) containing
4| of the nutrient solution previously described, labelled with K1>NOx (isotopic excess =
0.5 %). The nutrient solution was continuously aerated with a compressed air bubbling
system and its pH was monitored each day and adjusted if necessary to 5.8 + 0.2. The
nutrient solution was renewed every three days and inoculated with 10 mL of medium
containing Rhizobium leguminosarum bv trifolii. The remaining half of the root system
was placed in the receiver compartment (RC) containing the rapeseed plant, enabling
interaction between the roots of the donor plant (clover) and receiver plant (rapeseed)
(Figure 2.25). Each pot was watered daily with 2x30 mL of the unlabelled nutrient
solution described above, to which 1.7 mM silicon (Si as sodium metasilicate : Na,;SiOz)
was added for +Si plants or 3.4 mM NacCl (to compensate the sodium supplied by the
Si treatment) for -Si control plants. Throughout the culture duration, natural light was
supplied by high pressure sodium lamps (Philips, MASTER GreenPower T400W) with
photosynthetically active radiation of 450umol photons m~2s~* at canopy height. After
10 weeks (stage BBCH75; [Lancashire et al., 1991], plants were harvested and shoots
and roots were separated, weighed, and an aliquot of each compartment was dried
at 60°C for 72h. After dry weight determination, samples were ground to perform the
elemental analyses.
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FIGURE2.25 — Experimental design. The receiver compartment (RC) contains soil
treated (+Si; 1.7mM) or not (-Si) with Si. The donor compartment contains nutritive
solution enriched with KI°NOz (1mM, >N excess of 0.5%). Trifolium incarnatum L. is
the donor plant with half of its root system growing in DC and the other half growing
in RC. Brassica napus L. is the receiver plant growing in RC.

Determination of N and °N amount

To determine the total N and 1°N concentrations, 1.5 mg of each dried powder was
precisely weighed and put into tin capsules. Samples were analysed with a continuous
flow isotope ratio mass spectrometer (IRMS, Horizon, NU Instruments, Wrexham,
United Kingdom) linked to a C/N/S analyser (EA3000, Euro Vector, Milan, Italy). The total
N amount (Ntot) in each plant compartment was calculated as :

The amount of >N (*°N) in each compartment was determined by the following :

15
15N — % "N excess of compartment & N ot

15
% °N excess labelled of nutrient solution

With : ISN EXCESS |5pelled of nutrient solution — 0.5%

To estimate of total N transfer from the donor plant (Trifolium incarnatum L.) to the
receiver plant (Brassica napus L.), it was assumed that 1°N and %N were transferred
in equal proportions. According to Ledgard et al. (1985) [Ledgard et al, 1985], the
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ratio between 1°N in the receiver and the total 1>N (in both the receiver and the donor
plants) was used to calculate the percentage of total N transferred from the donor to
the receiver (ra peseed (%N tronsfer) or soil (%residuo/N rhizodeposited)-

15
. N amountrapeseed (or soil)

JoN transfer (0T %oresidual N rhizodeposited) = 15 5 100
N amountrapeseed (or soil) + N amountgonor

Then, the total amount of N transferred (mg N) from the donor to the receiver plant
(Ntransfer) OF the total amount of residual N rhizodeposited (ResNrhizo.; mg N) from the
donor to the soil was calculated as:

70N transfer (01 Yoresidual N rhizodeposited) x Ntot donor
100

Ntransfer (or ResNrhizo) =

Finally, the percentage of N derived from transfer (%Ndft) in rapeseed was calculated

as:
Niransfer © 100

N tot receiver

%Ndft =

Statistical Analysis

The experiment was performed with three independent biological replicates. All
data are represented as the mean=£S.E (n=3). Statistical analyses were performed
using R software (version 4.2.0 : R Core Team, 2022). Significant differences between
treatments were determined using Student's t-test (p < 0.05).

2.4.4 Results
Effect of Si supply on biomass and total N amount in rapeseed and clover

After 10 weeks, Si supply led to a significant increase in the total biomass of
rapeseed plants, reaching around 17g. DW plant™! versus 12g. DW plant™! in -Si plants
(Figure 2.26). This increase in B. napus L. plant biomass is mainly explained by the
higher biomass of pods and flowers, which increased by 1.6 and 2-fold, respectively.
In addition, the Si supply significantly increased the total N amount in the whole plant,
leaves, pods and flowers, as well as the >N isotopic excess in pods (from 1 to 5.9% in -Si
and +Si plants, respectively) and whole plants (from 1.4 to 4.1% for -Si and +Si plants,
respectively) (Table 2.5). In clover, the addition of Si to the RC roots had no significant
impact on total biomass, shoot biomass or the biomass of RC or DC root parts (Table
2.4). In addition, in clover, the total N amount and the 1°N isotopic excess in whole
plants and in their different compartments was similar, irrespective of the Si treatment
(Table 2.5).
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FIGURE2.26 — Dry weight of Brassica napus L. plants supplied with (+Si; 1.7 mM) or
without silicon (-Si) and cultivated in soil (RC) for 10 weeks. Values correspond to the
mean + SE for n=3. Different lowercase and uppercase latin letters indicate significant
differences between organs and whole plants, respectively (p<0.05).

TABLEAUZ2.4 — Dry weight of Trifolium incarnatum L. (donor plant) supplied with (+Si;
1.7 mM) or without silicon (-Si) for 10 weeks. The Si was supplied (+Si) or not (-Si) in the
receiver compartment (RC). DC : donor compartment. Values are mean =+ SE for n=3.

Data obtained from +Si plants were compared to -Si plants (control) using Student's t
test.

Dry weight (g. plant?)

RC roots DC roots Shoots WhDIE

plants
-Si 26206 42+04 434442 50.2+58
+Si 3.1+ 0.7 46+0.5 387+0.5 46.4+0.7
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TABLEAU2.5 — Total N amounts and >N excess (in brackets; in atom%) of Trifolium
incarnatum L. (donor plant) and Brassica napus L. (receiver plant) supplied with (+Si;
1.7 mM) or without silicon (-Si) for 10 weeks. The Si is supplied (+Si) or not (-Si) in the
receiver compartment (RC) and nutrient solution containing 1>N labelling is supplied in
donor compartment (DC). Values correspond to mean + SE for n=3. Data obtained from
+Si plants were compared to -Si plants (control) using Student’s t test and significant
differences (p<0.05) are indicated in bold.

Total N amount (mg plant?) and 1°N excess (Atom% )

Brassica napus L. Trifolium incarnatum L.
Roots Stems Leaves Flowers Pods Wihole RC roots DC roots Shoots Wiinle
plants plants
i 18+3.0 27+ 1 20+6 3+0.3 53+7 122+10 64.5+12 1157+13  1227+74 1408196
(3.2+1.1) (1.5+0.9) (2.2+1.3) (1.8+04) (1+0.2) (1.420.2) (19.946.3) (53.942.0) (32.3#4.7) (33.444.5)
2034 42+ 6 40+ 4 61 0.3 78+1 185%12 96.2+17 133.7+4.8 1215:+200 1445+207

U 2:08) (3.2¢16) (23:06) (27:1.9) (5.9+0.6) (4.140.7)  (13.9¢13) (56.9:3.7) (31.4:2.8) (32.6£2.7)

Effect of Si supply on N rhizodeposition from clover and N transfer to rapeseed

Supplying Si led to a significant increase in the amount of N rhizodeposited from
Trifolium incarnatum L. to the RC, with values increasing from 70.9 £ 7.6 in to 99.8 +
7.3 mg in the -Si RC and the +Si RC, respectively (Table 2.6). In addition, the Si supply
increased the N transfer (%), i.e. the proportion of clover N transferred to rapeseed (from
0.42 to 1.6 % in -Si and +Si plants, respectively). This resulted in a significant increase
in the amount N transferred from clover to rapeseed, which rose from 5.7 to 23.3 mg
in -Si and +Si plants, respectively (Table 2.6). Finally, the addition of Si resulted in an
approximately 3-fold increase overall in the Ndft, i.e. the proportion of Brassica napus
L. N derived from transfer, which was 12.2% in +Si plants but only 4.2% in -Si plants
(Table 2.6).

TABLEAU2.6 — N rhizodeposited by Trifolium incarnatum L. (donor plant) in the
receiver compartment (RC) and N transferred to Brassica napus L. (receiver
plant). N rhizodeposited corresponds to the total amount of N rhizodeposited from
Trifolium incarnatum L. (donor plant) to the receiver compartment (RC). N transferred
corresponds to the amount of rhizodeposited N taken up by Brassica napus L. (receiver
plant). N transfer (%) corresponds to the proportion of total N transferred from Trifolium
incarnatum L. to Brassica napus. Ndft (%) indicates the proportion of total N in Brassica
napus L. derived from transferred N. Si was supplied (+Si) or not (-Si) to the receiver
compartment (RC), and the nutrient solution containing 1°N labelling was supplied
to the donor compartment (DC). Values correspond to the mean + SE for n=3. Data
obtained from +Si plants were compared to -Si plants (control) using Student’s t test
and significant differences (p<0.05) are indicated in bold.
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N Rhizodeposited in N transferred N transfer Ndft

the RC (mg) to B. napus(mg) (%) (%)
-Si 709+7.6 57+03 0.42+0.03 42+08
+Si 99.8+7.3 23.3+3.8 1.60% 0.1 12.2+1.3

Si effect on the distribution of N derived from Trifolium incarnatum L. in the RC

The distribution of rhizodeposited N from clover in the RC is summarized in Figure
2.27. In this RC compartment, the amount of total N rhizodeposited from Trifolium
incarnatum L. (i.e. 70.9 + 7.6 in to 99.8 + 7.3 mg in -Si RC and +Si RC, respectively;
(Table 2.6)) is distributed in both the soil and in rapeseed. In soil (RC), even though
the addition of Si did not lead to any change in the amount of residual rhizodeposited
N, it significantly decreased the proportion of residual rhizodeposited N, as reflected
in the soil values of 92.9 % and 76.0 % in -Si RC and + Si RC, respectively (Figure
2.27). This result indicates that Si supply enhanced the rhizodeposited N uptake by
Brassica napus L. and caused an increase in the amount of N transferred, as shown
in Table 2.6. As presented in Figure 2.27, Si has no effect on the distribution of the N
transferring within the roots, stems and flowers because the amounts of transferred N
(and the proportion of rhizodeposited N) were similar in these different compartments
of Brassica napus L., regardless of the Si supply. In contrast, supplying Si increased
the amount of N transferred to leaves (0.6 in -Si plants compared to 2.2 mg in +Si
plants) and especially to pods (1.5 in -Si plants compared to 17.2 mg in +Si plants)
in Brassica napus L. (Figure 2.27). These observations in +Si plants are due to the
significant increase relative to -Si rapeseed plants in the allocation of rhizodeposited N
in both of these organs. Indeed, the proportion of N transferred reached 2.3% (vs. 0.9%
in -Si plants) in leaves and 16.8% (vs. only 2.2% in -Si plants) in pods of +Si rapeseed
plants (Figure 2.27).
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FIGURE2.27 - Distribution of total rhizodeposited N from Trifolium incarnatum L. (donor
plant) to the receiver compartment (RC). The N amount transferred to the receiver plant
and the residual N amount rhizodeposited from the donor plant to soil (RC) supplied
with silicon (+Si; 1.7 mM; gold boxes) or without silicon (-Si; O mM; grey boxes) for 10
weeks. Values correspond to the mean 4+ SE for n=3. Data obtained from +Si plants
were compared to -Si plants (control) using Student’s t test, and significant differences
(p<0.05) are indicated in bold.

2.4.5 Discussion

As part of the current agro-ecological transition, intercropping is considered a
cultural practice relevant to reducing reliance on N fertilizers to promote the growth
and yield in many field crops [Rubialesetal, 2021]. For the first time, this study
focuses on the intercropping performance of Brassica napus L., a field crop, and
Trifolium incarnatum L., an N5-fixing legume that is very effective at increasing
the pool of N available in the soil [Génard et al, 2016]. More specifically, by using
a split root system combined with 1°N labelling, this study assessed the effect
of Si supply on N rhizodeposition, its transfer from Trifolium incarnatum L. to
Brassica napus L., and its distribution among the different plant compartments.
This study showed that, irrespective of the Si treatment, clover rhizodeposits N and
that part of this N is transferred to rapeseed (Figure 2.27 and Table 2.6). This result
agrees with previous studies reporting N transfer between legumes and rapeseed
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when these two plants are intercropped [Fustecetal, 2010, Génardetal, 2016,
Jamont et al,, 2013]. Interestingly, our study demonstrates the novel finding that Si
supply increases the amount of N rhizodeposited by clover (Figure 2.27 and Table
2.6) relative to -Si plants. Although it is difficult to decipher the role of Si in the N
rhizodeposition by clover, it cannot be ruled out that this is a consequence of the
positive effect of Si on nodulation, the abundance of nitrogenase in nodules, and the
N->-fixing capacity observed in legumes and in Trifolium incarnatum L. in particular
[Putra et al.,, 2022, Coquerel et al., 202 3]. This assumption is corroborated by previous
studies indicating that in intercrops with rapeseed, the legume species with the best
N> -fixing capacity are also those possessing the highest capacity for root N exudation
[Génard et al, 2016, Génard et al,, 2017a]. In addition, the present study indicated
that Si supply increased the N transfer from clover to rapeseed and it was preferentially
allocated to the pods (Figure 2.27 and Table 2.6). The better N transfer was due to an
increase in the uptake of rhizodeposited N (Figure 2.27), which can be explained by
the positive effect of Si on the expression of genes encoding N transporters in Brassica
napus L., as previously reported [Haddad et al,2018]. This result is in line with an
earlier study demonstrating that in field-grown Brassica napus L., Si supply led to an
increase in the use efficiency of the N solution in the soil [Lainé et al.,, 2019]. Overall,
the positive effects of Si resulted in an increase in the total biomass of Brassica napus
L. and better pod biomass, as well as a greater N content supplied by clover to the
pods (Figure 2.26 and 2.27). These effects agree with previous studies reporting that
Si increases the number of seeds and the proportion of N allocated to them in several
plant species such as rice and maize [Liu etal, 2018, Liuetal, 2022b].

For the first time, this study highlights the beneficial effects of Si supply on Brassica
napus L. - Trifolium incarnatum L. intercrops including increases in N rhizodeposition
by clover and the promotion of N transfer to rapeseed. Thus, use of Si-fertilizer could be
particularly beneficial to improve the agronomic performance of the intercrop and to
reduce the N input required by the Brassica napus L. crop.
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Chapitre 3

Discussion générale

En réponse aux défis économiques et environnementaux actuels, lI'agriculture
doit se réinventer et développer de nouvelles stratégies agronomiques pour réduire
'utilisation de fertilisants, notamment azotés, tout en maintenant des niveaux de
production et de qualité des produits récoltés élevés [Savci, 2012]. Dans ce contexte,
un des enjeux consiste a réduire I'impact environnemental des cultures en envisageant
différentes pistes de recherche, parmi lesquelles peuvent étre citées I'amélioration
variétale, les modifications des pratiques culturales ainsi que le recours a des
biostimulants. Ces travaux de thése s'inscrivent dans la continuité de deux précédentes
théses réalisées a 'UMR INRAE-Unicaen 950 EVA et qui avaient pour objectifs, d'une
part, d'évaluer le potentiel agronomique et environnemental du colza cultivé en
association avec des Fabacées [Cenard, 2016] et d'autre part, d'étudier les effets d’'un
apport de biostimulant de formulation simple (silicium, Si) sur les performances
agronomiques du colza cultivé en monoculture [Haddad, 2018]. Les travaux de
Génard (2012-2016) ont notamment mis en évidence que, parmi un panel de 7
Fabacées (vesce commune, gesse fourragere, fenugrec, lupin blanc, tréfle incarnat et
lentille fourragére) cultivées en association avec le colza, le tréfle incarnat (Trifolium
incarnatum L.) était 'une des espéces qui présentait a la fois les meilleures capacités
de fixation de diazote atmosphérique (N>) et de transfert de composés azotés vers le
colza. Ces résultats suggerent que l'association colza-tréfle incarnat pourrait étre une
solution pertinente pour limiter les apports d'intrants azotés requis pour la culture du
colza. Par ailleurs, les travaux de C. Haddad (2015-2018) ont mis en avant des effets
positifs d'un apport de Si chez Brassica napus L. cultivé en monoculture, en montrant
notamment que le Si augmentait I'expression de genes codant pour des transporteurs
racinaires de nitrate (NOz") (NRT 2.1) et provoquait un retard de la sénescence foliaire
séquentielle. Ces résultats suggerent qu'un apport de Si permettrait, d'une part, un
meilleur prélevement du NOz™ de la solution du sol par le colza et, d'autre part,
une augmentation de la durée de vie des feuilles, ce qui conduirait a une meilleure
remobilisation de 'azote (N) foliaire en améliorant le synchronisme entre le vidage en
N des feuilles (sénescence) et le remplissage des grains, comme cela a été suggéré par
I'approche modélisatrice développée par [Malagoli, 2005].
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Compte tenu des résultats obtenus lors de ces deux études, l'originalité de ce
travail de thése a consisté a combiner les deux approches, jusqu’alors traitées de
maniére indépendante, en testant I'effet d’'un apport de Si sur les performances
agronomiques du colza (Brassica napus L.) associé au tréfle incarnat (Trifolium
incarnatum L.).

3.1 Effets bénéfiques du silicium chez le colza cultivé en
monoculture et soumis a une carence en soufre

Les effets du Si chez des plantes de colza cultivées en monoculture et soumises
a une carence en soufre (S) ont été étudiés (Chapitre 3.section 2.1, page 37-58).
Nos résultats ont révélé que, bien que l'apport en Si n'entraine pas de modification
de la teneur en S, un effet significatif sur I'indice en anthocyanes foliaires (Figure
2.3B) et I'expression des génes codant les transporteurs racinaires de sulfate (SO42)
(Figure 2.7) a été mis en évidence. En effet, les plantes carencées -S+Si présentent
un indice en anthocyane foliaire d’environ 0,023 contre 0,005 pour les plantes -S-
Si. Des travaux récents rapportent qu'en cas de carence en S, la chute des teneurs
en composeés soufrés a propriétés antioxydantes comme le glutathion est associée
a une augmentation du stress oxydatif [lto et al, 2022]. Dans notre étude, chez les
plantes -S+Si, 'accumulation d’anthocyanes, molécules aux propriétés antioxydantes
également avérées, pourrait permettre de pallier a la diminution de ces teneurs
en molécules soufrées antioxydantes. Cette hypothese est en partie validée par la
baisse des teneurs en peroxyde d'hydrogene (H>O5) et en malondialdéhyde (MDA)
(margueurs du stress oxydatif) mesurées chez les plantes -S+Si comparativement aux
plantes -S-Si.

Par ailleurs, de nombreuses études rapportent que chez le colza, les génes codant
les transporteurs racinaires de SO42" (BnaSultrl.l et BnaSultrl.2) sont fortement
induits en réponse a une carence en S. Dans cette étude, une induction de I'expression
des génes codant les transporteurs racinaires de SO.2°, qui est plus modérée chez
les plantes -S+Si que chez les plantes -S-Si, est observée. Ce résultat peut s'expliquer
par des besoins en S plus modestes des plantes -S+Si, résultant notamment de leur
moindre dépendance en composés soufrés antioxydants pour lutter contre le stress
oxydatif induit par la carence en S. Ces résultats montrent un effet bénéfique du Si
chez le colza au cours de la carence en S.

De plus, cette étude montre que cet effet bénéfique peut étre prolongé au-dela
de la période de carence et notamment lorsque le S est a nouveau disponible pour la
plante. En effet, aprés 72 heures de réapprovisionnement en S, I'expression des genes
codant les transporteurs racinaires de SO42” est maintenue 3 un niveau élevé chez les
plantes ayant recu du Si pendant la période de carence en S, alors qu'elle est quasiment
nulle chez les plantes qui n'en ont pas recu. Ce maintien d’'expression a un niveau élevé
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pourrait conférer un avantage a ces plantes en leur permettant de prélever du S sur
une plus longue période et/ou de répondre plus efficacement a un nouvel épisode de
carence en S.

Ces résultats mettent en évidence des effets positifs d'un apport en Si chez le colza
cultivé en condition de carence en S et sont particulierement intéressants dans le
cadre de son association culturale avec une plante également exigeante en S telle que
le tréfle, et de surcroit dans un contexte de forte occurrence de carences suite a la
forte réduction des émissions de S d'origine anthropique constatée depuis plusieurs
décennies.

3.2 Effets bénéfiques d’'un apport de silicium sur la nodula-
tion et les capacités de fixation du diazote atmosphérique
chez Trifolium incarnatum L. soumis a une privation de
soufre ou d’azote dans la solution nutritive

Le recours au trefle dans I'association avec le colza se justifie par ses capacités a
fixer le N> atmosphérique et a rhizodéposer des composés azotés absorbables par le
colza. Cette fixation de N5 nécessite I'établissement d'une symbiose entre les racines du
trefle et des bactéries du sol du genre Rhizobium pour former une structure spécialisée
visible a I'il nu appelée nodule (Figure 6.1). Au sein de ces nodules, sont présentes des
cellules racinaires hote renfermant chacune plusieurs structures intracellulaires isolées
du cytoplasme de la cellule végétale appelées symbiosomes. Chagque symbiosome
contient un espace péribactérien (appelé espace du symbiosome) délimité par une
membrane d'origine végétale et un ou plusieurs bactéroides (rhizobia différenciés)
capables de fixer le N, grace a la nitrogénase, un complexe enzymatique bactérien
catalysant la réaction:

N, +8H* +8¢ + 16ATP = 2NH= + Hy + 16ADP + 16Pi
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FIGURE3.1 — Détail de la symbiose entre un tissu racinaire de Fabacée et des
bactéries rhizosphériques du genre Rhyzobium. A : Nodule contenant des cellules
racinaires hoéte de Rhyzobia et renfermant de nombreux symbiosomes. B : Détail d'une
cellule racinaire héte avec de nombreux symbiosomes contenant un (ou plusieurs)
bactéroide(s) (Rhyzobia différenciés). C : détails d'un symbisome. Cyt : cytoplasme; Gl :
dictyosome de l'appareil de Golgi; GS : glutamine synthase; Mt : mitochondrie; NHsz :
ammoniac; NH;* : ammonium; Nc : noyau; NOD26 : transporteur dammonium de
type aquaporine; Ps : plaste; Px : peroxysome; MS : membrane du symbiosome; ES :
espace du symbiosome; Va : vacuole.

Adapté de [Shen et Feng, 2024, Ma et al.,, 2024, Popp et Ott, 2011]

Cependant, la mise en place et I'efficacité de cette symbiose peuvent étre impactées
par de nombreux facteurs, et en particulier les stress nutritionnels tels que la carence
en S [Varinetal,2010] ou encore la disponibilité en N dans la solution du sol
[Zoffoli et al., 2021], autant de conditions auxquelles le trefle cultivé en association
avec le colza, plante exigeante en N et S, pourra étre confronté. Bien que les multiples
impacts positifs d'un apport de Si chez les Fabacées soumises a des stress abiotiques
soient bien documentés, a ce jour, les effets d’un tel apport sur la nodulation et les
capacités de fixation du N, du tréfle cultivé en I'absence de S ou de N (dans la
solution nutritive) restent méconnus.

C'est pourquoi les deux essais réalisés durant ces travaux de these (Chapitre 3.
section 2.2, pages 60-80 et section 2.3, pages 81-105) avaient pour objectif d'évaluer
les effets d'un apport de Si chez le trefle incarnat cultivé en 'absence de Sou de N (dans
la solution nutritive). Que ce soit en absence de S ou de N dans la solution nutritive, un
apport de Si conduit a une augmentation de la biomasse séche des plantes (dés 25
jours et au-dela de 42 jours respectivement en cas de privation en N et S) (Figure 2.10
et 2.17A). Ces résultats sont particulierement intéressants puisque dans le cadre d’'une
association avec le colza, la compétition pour les ressources en nutriments pourrait étre
en défaveur du trefle, qui pourrait se retrouver confronté a de faibles disponibilités en
N et/ou S dans la solution du sol [Génard et al.,, 2017al].

Dans ce contexte, il peut étre suggéré qu'un apport de Si puisse permettre au trefle
de croitre en dépit de ces conditions nutritionnelles défavorables. En outre, I'impact
d’'un apport de Si sur la mise en place de la nodulation et le fonctionnement des
nodules a été étudié dans les conditions de contraintes nutritionnelles décrites
précédemment (-S et -N). Dans ces deux conditions, en réponse a l'apport de Si, il a été
observé une augmentation du nombre et de la densité des nodules, de I'abondance
relative en nitrogénase dans ces nodules ainsi que de leur capacité de fixation du N>
(Figure 2.12,2.13,2.17D et Tableau 2.1). Ces effets bénéfiques liés a 'apport de Si sont
en accord avec ceux rapportés, par exemple, chez Medicago truncatula L. cultivées
respectivement en présence de différentes souches de Rhizobium [Putra et al,, 2021]
ou chez Medicago sativa L. soumis a un stress salin [El Moukhtari et al,, 2021].

Compte tenu de ces effets bénéfiques, une étude visant a mieux appréhender
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'impact d'un apport de Si sur le fonctionnement des nodules a été réalisée en
combinant des approches ionomique et protéomique (section 2.3, page 81 - 105).
L'analyse ionomique réalisée a partir de nodules isolés de plantes traitées ou non
au Si révele gu’un apport de Si conduit a une augmentation significative de la
guantité de macro (K, N, P et S) et micro (B, Cu, Mo et Zn) éléments dans le nodule,
dont certains sont connus pour étre bénéfigues voire essentiels a I'établissement
de la symbiose (comme le B; [Bolanosetal, 1996]) et au bon fonctionnement
des nodules (S, P, K, Mo, et Zn; [Shukla et Yaday, 1982, Premaratne et Oertli, 1994,
Gonzalez-Guerrero et al, 2014, Yaoetal, 2022]). Par exemple, le S et le Mo sont
deux éléments essentiels a la synthése des trois groupements prosthétiques mé-
talliques entrant dans la composition du complexe nitrogénase [Becana et al, 2018,
Alam et al,, 2015]. L'augmentation de 30 % des quantités de ces deux éléments
en réponse a un apport de Si pourrait ainsi conduire a une meilleure synthése
de nitrogénase fonctionnelle et, pour partie, expliquer la plus forte abondance de
ce complexe enzymatique mais également la meilleure capacité de fixation du N-
observées chez les plantes +Si.

Par ailleurs, I'analyse protéomique comparative (+Si vs -Si) des nodules révele que
I'apport de Si module globalement I'accumulation de 1200 protéines, parmilesquelles
323 sont suraccumulées et 877 sont sous-accumulées. Contrairement aux €tudes
décrites dans la littérature qui réalisent généralement les enrichissements n Gene
Ontology (GC.0.) z a partir du pool global de protéines identifiees dans le nodule
[Yao et al., 2022], l'originalité de notre étude réside dans le fait d'avoir recherché
'appartenance de chacune des protéines identifiées a I'un des deux symbiontes
(cellules racinaires héte ou bactéroides). Ainsi, cette analyse a montré que parmi
les 1200 protéines dont I'accumulation est modulée par le Si, 988 (708 moins et
280 plus accumulées) et 212 (169 moins et 43 plus accumulées) appartiennent
respectivement aux cellules racinaires héte et aux bactéroides. A partir du pool de
protéines appartenant aux cellules racinaires, 'enrichissement G.O. montre qu'en dépit
d'une large dispersion, les termes G.O. les plus enrichis sont liés a la synthése de
composés azotés organiques et notamment d'amides et de peptides. Ces résultats
corroborent l'augmentation de la quantité d’'N dans les nodules observés lors de
I'analyse ionomique mais aussi les résultats d'études antérieures rapportant que
certains peptides (tels que les peptides CLE) et amides (asparagine en particulier)
sont capables d'augmenter la croissance et l'activité de fixation de N, des nodules
[Sulieman et Tran, 2013].

En outre, a partir du pool de protéines appartenant au bactéroide, faute de
logiciel d'analyse d'enrichissement dédie a Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, des
groupes fonctionnels ont été générés en utilisant I'outil Cluego [Bindea et al., 2009]
basé sur I'annotation G.O. des protéines de Rhizobium leguminosarum. A l'issue de
cette analyse, 68 % des protéines ayant une accumulation modifiée par le Si et
appartenant au bactéroide ont pu étre affectées principalement dans les groupes
fonctionnels "traduction (20,5 %)" et "processus oxydoréduction (18,9 %)". Ces résultats
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sont en accord avec des études précédentes, et notamment celles conduites chez le
colza, montrant qu'un apport de Si module I'expression de nombreux génes codant
des protéines entrant dans la constitution des ribosomes et des enzymes interve-
nant dans la détoxification des formes réactives de l'oxygene [Haddad et al,, 2019,
Etienne et al., 2021]. Enfin, 17,6 % des protéines du bactéroide ayant été affectées
au groupe fonctionnel "biosynthése de composés organiques azotés', il peut étre
suggéré que l'apport de Si augmente la synthése de composés organiques azotés
dans le bactéroide, qui, elle-méme, serait favorisée par 'augmentation des capacités
de fixation du N, précédemment décrite. Cette analyse globale a été complétée par
une analyse plus fine du réle de certaines protéines dont le niveau d'accumulation est

modulé par le Si afin de mieux appréhender le mode d’action de celui-ci au sein du
nodule.
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FIGURE3.2 —-Schéma récapitulatif des principaux effets de I'apport de Si sur la croissance
de Trifolium incarnatum L et sa nodulation.

La figure 3.2 présente de maniére synthétique une compilation des résultats
issus de cette analyse et de ceux obtenus par l'approche ionomique. A titre
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d'exemple, le transporteur de SO42" SULTR3.5, homologue du transporteur SST1
localisé dans la membrane du symbiosome, est fortement accumulé en réponse
au Si et pourrait permettre le transport de S (dont la quantité est augmentée en
présence de Si) du cytoplasme de la cellule racinaire héte vers le bactéroide. Etant
donné que les transporteurs de SO,2° peuvent également transporter du molybdate
[Maillard et al,, 2016b], la méme hypothése peut étre avancée concernant le Mo :
ce transporteur SULTR3.5 pourrait assurer le transport du molybdate depuis le
cytoplasme de la cellule racinaire héte jusqu’au symbiosome. Ainsi, 'augmentation du
transport de ces deux éléments (S et Mo) pourrait permettre une meilleure synthése
des groupements prosthétiques [4Fe-4S] et FeMoco de la nitrogénase et conduire
a une meilleure capacité de fixation du N> [Schneider et al,, 2019, Lilay et al., 2024].
Cette hypotheése est confortée par I'accumulation dans le bactéroide de la protéine
NBP35 qui est nécessaire a la synthéese du cofacteur FeMoco [Pardoux et al,, 2019].

En outre, 'augmentation des capacités de fixation du N> en réponse au Si peut
également s'expliquer par I'accumulation dans le bactéroide de la protéine FixC,
connue pour augmenter l'activité de la nitrogénase en lui apportant du pouvoir
réducteur [Garcia Costasetal,2017, Del Cerroetal,2019] et de la protéine NfeD,
connue pour améliorer l'efficience de la nodulation [Garcia-Rodriguez et Toro, 2000].
Cette meilleure fixation de N5 pourrait conduire a une synthése accrue d'ammoniac
(NH=z) dans le cytosol du bactéroide, qui sera assimilé selon deux voies possibles. Ce
NH=z peut soit étre assimilé localement en glutamine par la glutamine synthétase
(GS) bactérienne. Compte tenu de la diminution de lI'accumulation de la glutamate
synthase (GItS) en réponse au Si dans le cytosol du bactéroide, il peut étre suggéré que
la glutamine soit utilisée pour la synthése de protéines bactériennes et/ou exportée
vers le cytosol de la cellule racinaire héte. L'ammoniac produit peut également diffuser
a travers la membrane du bactéroide pour étre protoné en ammonium (NHz;*) dans
'espace du symbiosome grace a une pompe a protons H*ATPase dont la quantité
augmente en réponse au Si. 'ammonium est ensuite transporté vers le cytoplasme
de la cellule racinaire héte pour étre réduit en glutamine par la GS, dont la quantité
augmente également en réponse au Si. L'ensemble de ces travaux confirme les effets
bénéfigues d'un apport de Si sur la nodulation et les capacités de fixation du N, chez
le trefle cultivé en absence d'N dans la solution nutritive.

Par ailleurs, les approches conduites sur des nodules isolés ont permis de montrer
pour la premiéere fois que le Si agit en modulant le ionome du nodule mais
également en modulant le protéome des deux symbiontes, et plus particulierement
enaugmentant laquantité de protéinesimpliquées dansl'augmentation de 'efficience
de la nodulation et de la fixation de N».
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3.3 Effets bénéfiques d’'un apport de silicium chez le tréefle
cultivé en association avec le colza

Les effets bénéfiques d'un apport de Si observés chez le colza et le tréfle cultivés
en monoculture laissent supposer que le Si pourrait permettre une optimisation du
fonctionnement de I'association de ces deux plantes. Parmi les leviers d'optimisation
possibles, I'effet d’'un apport de Si sur les capacités de fixation de N, et de
rhizodéposition de composés azotés par le tréfle ainsi que leur transfert vers le
colza a été étudié. Pour ce faire, le systéme racinaire du trefle a été scindé en deux
parties égales, I'une placée dans un pot (donneur) contenant de la solution nutritive
marquée au >N (hydroponie) et recevant ou non du Si (1,7 mM), tandis que l'autre
partie est placée dans un pot (receveur) contenant un mélange sol/sable (50/50 Vv/V)
et une plante de colza (Figure 2.25). La capacité de fixation du N, a été évaluée en
mesurant la quantité de 14N dans le tréfle, alors que les quantités de composés azotés
rhizodéposés par le trefle dans le compartiment receveur ainsi que leur transfert vers
le colza ont été déterminées grace a un marquage 1°N.

Un apport en Si conduit a une augmentation d'environ 40 % des quantités
de composés azotés rhizodéposés par le tréfle dans le compartiment receveur
comparativement a la situation ou le trefle n'a pas recu de Si (Tableau 2.6). Ce résultat
s'explique par une forte élévation des capacités de fixation de N, atmosphérique, qui
est associée a une augmentation du nombre de nodules chez le trefle ayant recu
un apport de Si. Ces effets bénéfiques du Si sur les parametres de nodulation et de
fixation du N> sont en accord avec ceux obtenus chez le trefle soumis a une carence
en S [Coquerel et al, 2023] mais également chez d'autres |égumineuses soumises
a un stress salin  [El Moukhtari et al,, 2022c]. En outre, notre étude montre une
augmentation des quantités de 1°N dans le colza, ce qui atteste d’'un meilleur transfert
des composés azotés rhizodéposés par le tréfle traité au Si comparativement au trefle
Nn'‘en ayant pas recu. Enfin, il semble intéressant de noter que I'N transféré depuis le
trefle est principalement redirigé vers les siliques. Ce résultat suggére que le colza
absorbe les composés azotés rhizodéposés principalement lors du remplissage des
siliques, un stade de développement au cours duquel il a été montré que l'absorption
du NOz" était nulle en dépit de sa disponibilité dans le milieu [Rossato, 2001].

L'ensemble de ces résultats, qui démontre les effets bénéfiques d'un apport de Si
sur le fonctionnement de I'association colza-tréfle et en particulier sur les transferts d'N
de la Fabacée vers le colza, laisse penser que le Si pourrait étre un levier d'amélioration
du bilan environnemental de la culture du colza. Néanmoins, un apport de Si devra étre
généralisé a I'ensemble de 'association afin d'évaluer son impact sur les composantes
du rendement et sur la qualité des produits récoltés du colza cultivé en association
avec le tréfle en conditions contrblées et de plein champ sous différents niveaux de
fertilisation azotée.
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Chapitre 4

Perspectives

Compte tenu des résultats obtenus dans le cadre de ce travail de these, plusieurs
perspectives peuvent étre envisagées afin d'approfondir nos connaissances sur les
effets bénéfigues du Si sur le fonctionnement de I'association colza-tréfle (axe 1)
mais également d'élucider les facteurs permettant d’accroitre la disponibilité dans
le sol de sa forme absorbable (acide mono-silicique Si(OH),4) par les végétaux (axe 2).

Axe 1 : Un apport de Si améliore-t-il les performances agronomiques du colza
cultivé en association avec le tréfle?

Lors de nos essais sur I'association colza-tréfle, bien que des résultats intéressants
aient été obtenus notamment au niveau des transferts d'N de la Fabacée vers le colza,
une des limites de cette étude réside dans le fait que le Si n'ait été apporté qu'a un
seul des deux partenaires de I'association. Une des perspectives directes de ces travaux
serait donc de réaliser un apport de Si a 'ensemble de 'association afin de vérifier si :

- Un apport de Si a I'association colza-tréfle permet de diminuer les doses
de fertilisants azotés usuellement requis pour la culture du colza : des études
réalisées par Lainé et al. en conditions de plein champ ont montré qu'un apport de
Si en monoculture permet une meilleure valorisation de I'N issu du fertilisant et un
maintien du rendement avec une réduction d’'environ 30% des doses d'intrants azotés
[Lainé et al., 2019]. Par ailleurs, les travaux réalisés au cours cette thése montrent un
meilleur transfert de composés azotés rhizodéposés de la Fabacée vers le colza lorsque
le trefle recoit un apport de Si. Compte tenu de ces résultats, une expérimentation
conduite en conditions contrbélées et visant a apporter différentes doses de fertilisants
azotés a l'association colza-tréfle traitée ou non avec du Si afin de confirmer ou
d'infirmer I'hypothese selon laquelle un apport de Si sur I'association permettrait de
réduire les doses d'intrants azotés sans affecter le rendement et la qualité grainiére du
colza.

- Un apport de Si permet une optimisation du rendement et de la qualité
des graines du colza cultivé en association avec le tréfle : des études réalisées en
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conditions de plein champ ont montré qu'un apport de Si a une monoculture de
colza lors de la reprise de végétation permet d'augmenter le rendement, la teneur
en microéléments des graines ainsi que leur qualité en huile (diminution du rapport
we . wz) [Lainé et al,, 2019]. Compte tenu de ces effets, il semble pertinent de tester
I'effet d'un apport de Si en conditions de plein champ afin de mieux appréhender son
effet sur les performances agronomiques du colza cultivé en association. Par ailleurs,
en fonction des résultats obtenus lors de I'expérimentation en conditions contrblées
présentées ci-dessus, différentes doses de fertilisants azotés pourront étre appliquées
afin de valider les effets du Si sur une potentielle optimisation des doses d'intrants
azotés nécessaires a la culture du colza cultivé en association.

- En outre, d'un point de vue plus fondamental, il serait intéressant d'élucider
le ou les mécanisme(s) conduisant a I'augmentation de la nodulation et de la
taille des nodules observée chez le tréfle en réponse a un apport de Si. Une
premiére hypothése peut étre émise quant a un effet positif direct d'un apport de Si
sur la croissance des Rhizobia présents dans la rhizosphére, ce qui conduirait a une
augmentation de la nodulation et/ou @ un nombre de symbiosomes plus importants
dans les cellules racinaires infectées. Pour vérifier cette hypothése, des apports de Si
pourraient-&tre réalisés sur des cultures in vitro de Rhizobia et le nombre de colonies
(UFC : "unité formant colonie") pourra étre ensuite déterminé par ensemencement de
boites de Pétri contenant un milieu gélosé adapté a la culture de ces bactéries. Une
seconde hypothése, qui n'exclut pas la premiére, consiste a supposer que l'apport de
Si pourrait stimuler I'exsudation racinaire de composés tels que des flavonoides et/ou
d'autres molécules carbonées et/ou azotées, qui pourraient favoriser la croissance mais
aussi le chimiotactisme des Rhizobia et ainsi conduire a une meilleure nodulation de
la Fabacée. Pour confirmer ou infirmer cette hypothése, une analyse métabolomique
comparative des exsudats racinaires de trefle incarnat ayant recu ou non un apport de
Si pourra étre pratiquée afin d'identifier le(s) métabolite(s) potentiellement capable(s)
de stimuler la nodulation.

Axe 2 : Existe-t-il des facteurs permettant d’accroitre la disponibilité de la forme
absorbable du Si par les végétaux?

Nos résultats ont révélé des effets bénéfigues du Si, notamment sur la croissance,
mais également sur leur capacité d'acquisition de I'N (absorption par le colza et fixation
du diazote atmosphérigue par le tréfle). L'ensemble de ces résultats suggére donc
que l'utilisation de Si en agriculture pourrait avoir des effets bénéfiques tant sur
le rendement que sur l'efficience d'utilisation des fertilisants azotés du tréfle et/ou
du colza cultivés en monoculture ou en association. Toutefois, de telles pratiques
réalisées a I'échelle de la parcelle, voire de I'exploitation, nécessiteraient le recours a
de fortes quantités de Si qui entrainerait des pollutions environnementales liées a
son extraction, son transport ainsi que son épandage. Compte tenu du fait que le Si
est le deuxieme élément le plus abondant au sein de la croUte terrestre, il apparait
opportun de rechercher des stratégies permettant d'augmenter la disponibilité de sa
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forme absorbable par les plantes a partir des réserves de Si amorphe présent dans les
sols.

- Les plantes fortement accumulatrices sont-elles capables de rendre disponible
et d’absorber du Si a partir d’'un pool de Si amorphe du sol? Dans la littérature,
cette hypothése est souvent avancée mais n'a jusqu'alors jamais été démontrée. Par
conséquent, un ensemble d'expérimentations pourra étre réalisé afin de confirmer
ou d'infirmer tout ou partie de cette derniere. Dans un premier temps, une
expérimentation consistant a cultiver du colza (faible accumulateur de Si) et du mais
(Zea mays L., fort accumulateur de Si) en monoculture sur un substrat stérile et riche
en Siamorphe (environ 90 %, sable) permettra de Vvérifier, en réalisant le dosage du Si in
planta, que le mais est plus a méme que le colza de rendre disponible et d'absorber du
Si a partir de ces réserves en Si amorphe. Le cas échéant, dans un deuxieme temps,
une autre expérimentation pourra étre réalisée en cultivant le mais en association
avec le colza afin de vérifier si la présence de ce fort accumulateur engendre une
augmentation de la teneur en Si du colza en favorisant sa disponibilité au niveau de
la rhizosphére.

- Les plantes fortement accumulatrices de Si exsudent-elles des composés ca-
pables d’augmenter la disponibilité de Si absorbable au niveau de la rhizosphére?
L'hypothése selon laquelle certaines plantes seraient capables d’exsuder des composés
racinaires capables de modifier le pH de la rhizosphere et ainsi d'augmenter la part de
Si absorbable a été formulée par [Epstein, 2001] mais n'a, a ce jour, jamais été validée.
Ainsi, une expérience pourrait consister a collecter périodiguement des exsudats
racinaires a partir de jeunes plantes de mais et de colza (en monoculture) cultivées en
conditions stériles. Des analyses métabolomiques et protéomiques comparatives de
ces exsudats seront ensuite réalisées afin d'identifier d'éventuels composés/enzymes
(par exemple, la silicase) capables d'augmenter la disponibilité du Si assimilable par
les plantes. Si de tels composés sont identifiés, des apports exogenes de ces derniers
pourront étre réalisés chez des plantes de colza cultivées sur sable afin de vérifier si cet
apport s'accompagne d'une augmentation du prélévement racinaire de Si a partir du
stock de Si amorphe du sable.

- Des populations bactériennes spécifiques sont-elles a l'origine du fort
prélevement de Si par les plantes accumulatrices? |l n'‘est pas a exclure que la
meilleure absorption de Si par les plantes accumulatrices (mais) puisse également
résulter de la présence d'une flore microbienne spécifique. En effet, il a été récemment
montré, dans la rhizosphere du riz, I'existence de bactéries silicolytiques présentant
une activité enzymatique (silicase) qui permet de rendre disponible le Si amorphe
[Kang et al, 2017, Pastore et al, 2020]. Ainsi, des expérimentations pourront étre
conduites afin de caractériser la flore microbienne présente dans les sols sur lesquels
sont cultivés des plantes de colza et de mais en monoculture, ne recevant aucun
apport de Si. Ces expérimentations, faisant appel a des approches de microbiologie
du sol, pourront étre réalisées en partenariat avec une équipe de recherche ayant
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ces compétences, comme par exemple, 'unité AGHYLE d'UniLaSalle de Rouen. Si des
communautés bactériennes silicolytiques sont identifiées dans la rhizosphére du mais,
I'effet d'un apport exogene d'exsudats caractérisés ci-dessus pourra étre réalisé sur un
sol nu afin de confirmer leur potentiel impact sur la composition de la microflore et en
particulier sur la croissance de bactéries silicolytiques.
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Context & objectives

Sulfur (S) is an essential element for growth and quality product in Brassica napus L. Interestingly, the addition of silicon (Si) to crops under biotic and
abiotic stress conditions, improves their resistance and the quality and yield of the crops harvested. However, in literature, effect of Si supply to alleviate S
deficiency is poorly documented. The aims of this study were to assess whether a Si supply can alleviate negative effect of S deficiency in Brassica napus L.
For this, effects of Si supply on growth, sulfur amount and expression of gene encoding root sulfate transporters have been monitored in plants subjected
(S) or not to S-deficiency (+S) for 3 weeks and resupplied with S during 72h.
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S deprivation during 21 days leads to a decrease in After 21 days of S deprivation, Si supply In S deprived plants, the induction of BnaSultr 1.1

whole plant biomass. However, whatever the S leads to a reduction in oxidative stress | is lower in +Si than in -Si plants (A). Surprisingly,
nutrition (+S or -S), Si supply has no effect on plant reflected by an increase in anthocyanin | in plants previously deprived of S, sulfur resupply
growth. content (A) and a decrease in H,0, (B) | maintains the expression of BnaSultr 1.1 in +Si
and MDA contents in shoots (C). plants while it is strongly reduced in -Si plants (B).

0 oNn & perspe -

The current study is only the third to investigate S-Si interactions and the first to explore the effect of Si supply to alleviate S deficiency in Brassica napus L., a
field crop of substantial agronomic interest with high sulfur requirements and low Si accumulation.

Interestingly, this study reveals that Si supply leads to a lower induction of the expression of genes encoding sulfate transporters (especially BnaSultr1.1) in
roots of -S+Si plants compared to -S-Si plants. After the period of S-deprivation, S resupply leads to a down regulation of expression of this transporter which
is lower in +Si than -Si plants. This maintain of expression of sulfate transporter could enable of +Si plants to take up sulfur more efficiently over a longer

period than -Si plants. The results of this study suggest new investigation ways to elucidate the role of Si to alleviate the negative effect of S deficiency in
Brassica napus.
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Context & objectives

Sulfur (S) is an essential element for growth and quality product in Brassica napus L. Interestingly, the addition of silicon (Si) to crops under biotic and
abiotic stress conditions, improves their resistance and the quality and yield of the crops harvested. However, in literature, effect of Si supply to alleviate S
deficiency is poorly documented. The aims of this study were to assess whether a Si supply can alleviate negative effect of S deficiency in Brassica napus L.
For this, effects of Si supply on growth, sulfur amount and expression of gene encoding root sulfate transporters have been monitored in plants subjected
(S) or not to S-deficiency (+S) for 3 weeks and resupplied with S during 72h.

Experimental design
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whole plant biomass. However, whatever the S leads to a reduction in oxidative stress | is lower in +Si than in -Si plants (A). Surprisingly,
nutrition (+S or -S), Si supply has no effect on plant reflected by an increase in anthocyanin | in plants previously deprived of S, sulfur resupply
growth. content (A) and a decrease in H,0, (B) | maintains the expression of BnaSultr 1.1 in +Si
and MDA contents in shoots (C). plants while it is strongly reduced in -Si plants (B).

0 oNn & perspe -

The current study is only the third to investigate S-Si interactions and the first to explore the effect of Si supply to alleviate S deficiency in Brassica napus L., a
field crop of substantial agronomic interest with high sulfur requirements and low Si accumulation.

Interestingly, this study reveals that Si supply leads to a lower induction of the expression of genes encoding sulfate transporters (especially BnaSultr1.1) in
roots of -S+Si plants compared to -S-Si plants. After the period of S-deprivation, S resupply leads to a down regulation of expression of this transporter which
is lower in +Si than -Si plants. This maintain of expression of sulfate transporter could enable of +Si plants to take up sulfur more efficiently over a longer
period than -Si plants. The results of this study suggest new investigation ways to elucidate the role of Si to alleviate the negative effect of S deficiency in
Brassica napus.
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Effect of silicon supply on nodulation and Nz
fixation capacity of Trifolium incarnatum grown in
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Context & Objectives xperimental design
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literature, effect of Si supply to alleviate S deficiency is poorly
documented. The aims of this study were to assess the effect
of silicon supply in Trifolium incarnatum subjected (or not) to a
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A Si supply to -S plants alleviated the
negative effect of S deprivation on the
number of nodules per plant, a high
increase at D63 (15,000 vs. 4000
nodules plant-* in +S plants supply (+5i)
or not (-Si) with Si, respectively) is
observed.

Treatments

At D63, a Si supply led to a significant increase in shoot biomass in both +S

and -S plants. In comparison to +S plants, at D63 -S plants have a lower total
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The current study has shown clearly that supplying Si alleviates the negative effects of S-deprivation in Trifolium incarnatum, especially by promoting root nodulation and
N: fixation. Interestingly, this study shows that Si supplementation increases biomass and the total nitrogen amount in plants gronwed with or whitout S. In addition, we
found that this increase in total nitrogen amount results in both nitrogenase abundance and nodules numbers which lead to an improvement of N: fixation capacity
especially in plant growned under S defiency. All these results pave the way for new agricultural and agroecological practices to limit the negative effects of S deprivation
on agronomic performance of Trifolium incarnatum.
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Titre : Etude d'un apport de silicium sur le métabolisme azoté et les performances agronomiques du
colza (Brassica napus L.) et du tréfle (Trifolium incarnatum L.) cultivés en monoculture et en association.

Résumé : Chaque année, plus de 3,7 millions de tonnes d’engrais azotés sont utilisées par I'agriculture
frangaise. Bien qu’étant un élément essentiel au bon développement et a la bonne croissance des plantes,
la fertilisation azotée est de plus en plus décriée en raison des nombreuses nuisances aux écosystemes
et a la biodiversité gu'il induit. Le colza (Brassica napus L.) est 'une des plantes de grandes cultures
les plus exigeantes en azote (N), en raison de sa faible efficience d'usage de cet élément. Dans le but
de maintenir une croissance et des rendements optimaux de la culture de colza tout en limitant les
apports en fertilisants azotés, il est essentiel de mettre au point de nouvelles pratiques culturales plus
respectueuses de I'environnement. Dans ce contexte, 'utilisation combinée des cultures associées a base
de Fabacées et de produits biostimulants constitue une alternative intéressante aux pratiques actuelles
de la culture de colza. Du fait de ses nombreux effets bénéfiques lors de stress biotiques et abiotiques, le
silicium (Si) semble étre un biostimulant pertinent. Les objectifs de ces travaux de thése visent a observer
les effets d'un apport en Si sur (i) les performances agronomiques du colza et du trefle en monoculture
cultivés en conditions contrélées et (ii) sur une possible potentialisation du fonctionnement de l'associa-
tion colza-tréfle incarnat. Dans un premier temps, Nos travaux ont permis de montrer qu’en condition de
carence en soufre (S), un apport de Si s'accompagne d'une baisse du stress oxydatif et d'une modulation
de I'expression des genes codant les transporteurs racinaires de sulfate qui permet aux plantes traitées
au Si d'étre plus efficaces pour absorber le S lorsque celui-ci est a nouveau disponible. Dans un second
temps, I'apport de Si a une culture de trefle incarnat soumis a une carence en S ou cultivé avec une
solution nutritive dépourvue d’N a un impact positif sur la nodulation et les capacités de fixation du diazote
atmosphérique. Le Si induit une augmentation significative du nombre de nodules racinaires ainsi que
de leur teneur en nitrogénase. En outre, I'étude du ionome et du protéome des nodules a permis de
mieux comprendre les effets d'un apport en Si en montrant notamment I'accumulation d'éléments et
de protéines impliqués directement ou indirectement dans la fixation de diazote atmosphérique. Enfin,
nos travaux ont mis en lumiére les effets bénéfiques d'un apport en Si sur une association colza-trefle no-
tamment en augmentant le transfert d’'N de la Fabacée vers la Brassicacée et en améliorant le rendement
grainier du colza.

Mots-clés : Colza (Brassica napus L.), culture associée, fixation et transfert d’azote, nodulation, nutri-
tions azotée et soufrée, silicium, trefle incarnat (Trifolium incarnatum L.).

Title: Impact of silicon on nitrogen metabolism and agronomic performances of rapeseed (Brassica
napus L.) and crimson clover (Trifolium incarnatum L.) grown in monoculture and in association.

Abstract: Over 3.7 million tonnes of N fertilizers are used in French agriculture every year. Although N
fertilization is an essential element for the growth of crops, it is increasingly criticized for its harmful effects
on ecosystems and biodiversity. rapeseed (Brassica napus L.) is one of the most N requiring field crops,
due to its low N use efficiency. To maintain optimum the growth and the yield of rapeseed with lower
N fertilizer inputs, it is crucial to develop new cultural practices more respectful of environment. In this
context, the combination of rapeseed-clover intercrops and biostimulants is an interesting alternative to
the current cultivation practices of rapeseed. Considering its numerous beneficial effects under biotic and
abiotic stresses, Silicon (Si) appears to be a relevant biostimulant. The aim of this PhD work was to observe
the effects of Si supply on (i) the agronomic performance of monoculture rapeseed and clover grown
under controlled conditions, and (ii) the possible potentiation of the functioning of the rapeseed-clover
intercrop. Firstly, our work has shown that under sulfur (S) deficiency conditions, the supply of Sileadsto a
reduction in oxidative stress and modulation of the expression of genes encoding root sulfate transporters,
allowing +Si plants to take up S more efficiently when it becomes available again. Secondly, the Si supply
to crimson clover subjected under S-deficiency or or grown without N in the nutrient solution, had a
positive impact on nodulation and atmospheric dinitrogen fixation capacities. Si induces a significant
increase in the number of root nodules and their nitrogenase content. In addition, the study of the
nodule ionome and proteome has enhanced our knowledge of the benefit effects of Si supply, particularly
by showing the accumulation of elements and proteins directly or indirectly involved in the fixation of
atmospheric dinitrogen. Finally, our work has highlighted the beneficial effects of Si supply on a rapeseed-
cloverintercrop, notably by increasing the N transfer from the Fabaceae to the Brassicaceae and improving
the yield of the rapeseed.

Keywords: Crimson clover (Trifolium incarnatum L.), intercropping, nitrogen and sulfur nutritions,
nitrogen fixation and transfer, nodulation, rapeseed (Brassica napus L.), silicon.
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