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Figure 2: Production mondialele colzaet de tournesol (A)et les principaux pays producteurde colza
(B).

Tableau 1: Surfaces cultivées, producti@t rendementdu colzaen France (source FOP).

Colza - France

2013 2014 2015 2016 2017

Surfaces (Kha) 1437 1503 1499 1550 1405
Production (KT) 4369 5523 5307 4738 5377
Rdt (Q/Oha) 30,4 36,7 35,4 30,6 38,3

Estimations SSP D817
Colza Production UE 28 (MnT)

17118 oY} [ 71 1 78 T Iauemms ) 21,8
16/17 : 17 [181 77 [TAP Tammn 20,5
15/16 53 [ 25 T 31 [3maems s 223
14/15 55 [ 75 T 33 [T5mapmny 243
13114 44 [ 27 [ 29 [IADF i 212
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Figure 3: Productiorde colza des paysle o [ h v Buropéenne



Introduction générale

Le colzaBrassica napud.., appartenant a la famille des Brassicacées, est i$suv
croisement naturel entre le chowB(assica oleraceh.) et la navetteRrassica campestris;
Figure ). Il existe deux variétés de coza }ol [Z]A & po3]A u i}E]S ]E u v:
et le colza de printemps qui est plus répondu en Australie et aad2arCes deux variétés de
colza effectuent respectivement leur cycle de développement en 250-346 g 120-150

jours.

Bien que cette plante soit domestiquée depuis plusieursS Jv ¢« [ vv U o
production mondiale vd connu un essor que depuis ces 20 derniéres années. Ainsi, sa
production mondiale de graines a désormais dépassé celle du tournesol (Agdviac une
productionu}v ] o [ vA]@@Elliensde tonnes en 201Figure 2.A. En 2017-2018¢$
premiers producteurs mondiaux de colza somfhv]}v @ }&kec une production de
21,8 MnT suivie de tres prés par le Canada avec une production de 21,Figae2.B). En
France, malgré la réduction des surfaces ensemencées (réduction de 10% en 2017 quéar rapp
a 2016 Tableau JU o[ pPu vs8 S]J}v ¢« BE v u vS8e u}C ve(conte[30E E 10 </
en 2016)a permis un maintien voire une légére augmentation de la production degsajui
atteignait 5,4 MnT en 201 Figure 3.

> poSuE }ol  }vv 8 pv E P Jv []vs E!'$uPAZE. P&} v}u
alimentaires et industrielsFigure 4. En effet, % & ¢« SE]SUE S]}vVv e PE ]Jv *U o
obtenue peus !SE ]JE S uvsS psjo]e %hypaihe oef le Jrésidd iSsu} de
ol £ASE S]}v [Zpy]meut€Bd p&ED]us % }HE o[ oJu vS §]}v Vv]u o X >]:
peut également subir plusieurs processus de raffinage consédaifSE u $3 vénir Epits
o[Zu]lo < u] Eligdd Wans le domaine non alimentaire comme la chimie verte
(production de lubrifiants, détergents et de produits cosmétiques) soitrtadyction de

biocarburants Figure 4 www.terresinovia.fr).

Pour chacune de ces utilisations, les graines de colza sont sectienriéestion de leur
composition en acides gragdbleau 2. S]S&E [ Aesughaioed)des variétés utilisées
% }UE o[ oJu v8 §]}v Zpu Jv  }vsS] vv vS 0i AiuPC MAM]O WTI9}u%o}e
pcide linolénique %o E P Ee* U E ; FipureP4s 0S5 69 [ ] o]Jv}o J<p ~%oE
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Figure 4: Compositions des grainede colza et leurs utilisations dans o[]v L « &li@dntaire et non
alimentaire. (Sourcesterresoleopro , terresinovia, Néset al., 2008

Tableau 2: Différentes utilisationgle o [ Z pdeocolzaen fonction de la composition en acides grasde
0 [ Z \ektraite des graines.

Riche en acide Riche en acide Faible en acide

Riche en acide
r-linoléique

Diététique

érucique oléique r-linoléique et
riche en acide
oléique
Chimie verte: Chimie verte Alimentation:
Détergent Diététique Friture
Lubrifiant Biocarburant
Produits
cosmétiques

Biocarburant




[Inéga 3Nésietal.,, 2008 X W E ]Joo pE-+U o[Zu]o }ol upslo]e Ve O]
contenaitnaSuE 00 u VS o[ ] EM J<p U ulo PO su% %P S}AE]<|
conséquent, une premiere sélection génétique a été réalisée afin de prodiesreariétés de
colza, appelées variété zéro ®Oprésentant une faible teneur en acide érucique
particulierement bénéfique pour la santé humainehp et al., 2010; Agence nationale de
e« HE]S - V]S |E o[ oJu v§ §]}vU o[ YAr@Jraestégademgntpy $E A
intéressant pour son tourteau (résidu S E ]S U E §]}viche en[[Zqtdioes et en acides
aminés essentield.¢. non synthétisés par les animaux) tels que la méthionine, la thréonine
ou la lysine et en minéraux comme le calcium et le phospHeapds etal., 1979; Solomon
et al, 1991 Terresinovig. Toutefois, ce tourteau, utilisé ve o[ oJu vS §]}v v]u o L
présentait une appétence inversement proportionnelle a sa teneur en glucosesolat
~Z 8§ E}e] ¢ *}U(E&E X ]Jve]U (]v dpswanéfecE«Uglucosinolatdss atec
des teneurs faibles en glucosinolates (<20 pmbtlg matiére séche délipidée) ont aussi été
sélectionnéesCette double sélection du colza a donc conduit a la mise sur le mdeché
variétés de colza dites@0 » qui présentent a la fois de faibles teneurs en acide érucique et

en glucosinolates dans les graines.

Depuis plusieurs décennies, l'agriculture s'est orientée vers desctimmguintensives

%o} UE E %o}v E o[ pPu vs S]}v aonondialevqui ne tessedle] Foitre
(Figure5X d}ps (}]*U 38 ups 8]}v P@U}oSE]usvy(( St vVA]E}vvV u
puisque cette intensificatiorr [ * S }u% PV [uv  HPu vS S]}v o %% }ES
~ 8 v}$ uu vd 1}8 e« (]Jv [} 8 V]E (JESs E v wwdIEXVvSv]v(( sU

[ VV U ] 0 ¢ % % }ES* et]ptodphaté2 ont}germis un doublement des
rendements des principales espéces de grande cultlilenén et al., 2002, ils ont aussi
profondément impactéo[ VA]JE}vv u v§X §]38 @dilisafiodEmassive [ VP E |-
azotés VvP v E e %}o0ou3]}ve VA]JE}vv u v3 o paolpsswagedi % ES -
nitrate verso ¢« }u@E e [es pappBes phréatiquesu au rejet, vers I'atmospheére, de gaz a

effet de serre tels qued %o E }§} /£ C Lasgale}ta e@t., 2014.

Actuellement, les objectifs agronomiques visanmaintenir, voire a améliorer, les
rendements des plantes de grande culture telles que le colza tout ansaut les appod
[JVEE vEe ~v}5 uu v8 1}8 e« (]v [ uenp@reental ddocutur®sE }
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Figure 5: Evolution mondialele la population entre 1950et 2015et prédictions i 1 ¢ < p [2050(Source
FAO)



Dans ce contextey * o $]}v 8 o[ u 0]} & 8]}v A E] § 0 « *}v$ o[}cC
E ZEZ [VA EPuUE AlJ*vs }SV]E =+ A E] S - ((11v
}%8Jule X d}us (}]*U [ uSE » 03 Ev 3]A ¢ 35v}Susloys E ow e
propriétés biostimulantes de substances naturelfés}utlE u 0]} E E o[ *}E % S]}vU 0]
SI}p o & u} Jo]e 8]}v o[ 1}8 }veS]Su pv Shled] E u®SZ G
Jvs E ¢ vS8 X ]Jve]U ¢] 0 ¢ %o E}% E] S ¢ ]}*S]Jupo vBpu]«u ESE ]¢
chez le colza sont étudiées depuis de nhombreuses anrkesiin etal., 2012 2013; Billard
et al., 2019, les effets [ USE ¢ u}o HO ¢ J}O}P]cH » M JU% %olepe ] u%oC

silicium (Si)) et a propriétés biostimulantes potentielles, restent a aetjés peu étudiés.

Dans la bibliographie, le Si est défini comme étant un élément non estemihis
bénéfique pour les plantes nhotamment lorsque celles-ci sont soumises a deshsttégses
et abiotiques. Par exemple, plusieurs études mantvs o (( 8 v S Jargque |les
plantes sont soumises aux basses températures, a une période de sécheressetoess
salin Ma etal., 2001; Ma, 2004; Ma &dl., 2004 Gong eal., 2006; Mahdieh etl., 2015. Des
effets bénéfiques du Si sont aussi observés chez les plantes cullméesles conditions de

carence en phosphate ou en potassiuviafnaji ¢ al., 2012. Chen eal., 2019.

Comptes v ¢ viu E pAE (( S Vv (J<p = n U oB}Zie 5]¢S SCE
tester ses effets sur une culture de colza menée en condition de strefss ancse focalisant
principalement sur la sénescence foliaire, la nutrition azotée mais également sur les

performances agronomiques du colza cultivé en condition de plein champ.

Ce mémoire de these débutera par ugnthese bibliographique » (Chapitre 1) résumant

la place du colza dans la filiere des oléoprotéagineux, les modifisab@mthimiques et

ulo HO JE o e} ] - O * Ve Vv (}o]]E S+ RPSool 968§ Y& S %o (E ¢
* }vv ]eev e cp® o cJo] JpuU ¢« J(( & var} (([SeST}v (Jup « S

o[ 33 v 8J}v ¢ J(( & v8e ¢S@E o Z | 0/& Al PhF )35 K >/AE %o E]u W
S usSZ} o [ voOoGCe e+ usSlo]e *» % }uE @Ee &% Iravél de redberchie sHft

décrits dans la section « Matériels et Méthodes » (Chapitre 11). Les t8satiat ensuite

présentés sous formee trois articles (Chapitre Ill). Ce manuscrit de¢hée[ Z AafEine

partie « Discussion générale » (Chapitre 1V) qui sera suivie de la présemtas principales

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






Ce projet thése a été cofinancé par I'Union Européemnade Conseil Régional de
Normandie, dans le cadre du programme opérationnel FEDER-FSE 20B1{282le¢ Centre
Div]o o [/v v EMIBAY groupe Roullier.
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Chapitre | : Synthése bhibliographique
. Généralité sur le colza
I.1. Cycle de développement

Le colza est la plante annuelle présentant le cycleédel@ppement le plus long parmi
o[ ve u o * %0 VS * VvVH 00 * HOS]A < Celli-cEest compos&dep E } %o
deux phases : la premiere correspond a une phase de croissance végétatava, laquelle
le colza produit de nouvelles feuil % S]}o <« S e« ve enSdHes/rgngs foliaires.
§§ %oZ o [ S Vv p 8§ }1SCo }v ]E ~3 o0 o}iEw S[dw S
rosette (stade BFigurel.l). La seconde phase, appelée phase reproductrice, est initiée lors
deo u}vs Je}v ~"§ e S ¢ § Vv iuedep gaines (StpdE &Ggdyre 1.).
JVEE ]E u vS u }ol % E]JVE U%oo) WIVZ0]e}M0IS JEMISES]IV (O

nécessitent une période de vernalisation.

[.2. La nutrition azotée

Qualifié de « pompe a nitrate », le colza présente(§€E S - %o ]S ¢ [ *}E%S]}V
nitrate (Lainé etal., 1993. Son implantation pendant les périodes inter-culturales perdeet
limiter le lessivage du nitrate issu de la minéralisation de la matiére apgarpendant la
période automno-hivernale. Sa culture nécessite néanmoins des appatissamportants

H JuE- ‘lv C o A 0}% % u vs ~ o\ h&, Rathke efal.j

2005. En effet, malgré sa forte capacité a préleverll} Sminéral, le colzae caractérise par

-_

=1}
—_

P

une faible (] ] v U [P Aznfe (EUAFigurel.2) définie comme le rendement en

PE Jv ¢} 38 vVH % E pv]s [ 1}8 w¥sdlaix-®aubresseetl.s 2010-

>[ h S }ves§]Syu T Ju%}e v3 W o ((] 1 ME F <}E®S]}v
ol ((11]vVv [ h$] o] zodd {EUtA)Radurel.2; Kant etal., 2010; Masclaux-Daubresse
etal., 2010; Xu eal., 2013.

a of ((J]wv [ s}E%38]Iv o[ 1}§ ~ .

Cette sousFu %o} vS§ 3 (Tv] }uu o % 18 e E ]v - 1 E
sol. >« J(( & v ¢ (J&EuU « [ 1}3 es pard¢® pkint&Es sonh principalement le
nitrate (NQ) et o[ uu}v]uu 4 Be nitrate constituant la forme préférentiellement

absorbée par le colza. Leur disponibilité est fonction de la miséatahn de la matiere
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dedroite) ~ [ %oMBrot-Gaudryet al., 2006).



organique par les microorganismes du sol et des nivedyw S EappdmésX >[ ¢} E %S|}V
ces différentes formes est assurée par des transporteurs racinaires spécifiques.démsi,

SH o VEE ¢ suE o <} @EHIDS] et dENH]VohtENontré que les plantes
présentent deux systéemes de transport afin de faire face aux disponibilitétutintes de

cellesei dans le solGrawford et Forde, 2002Vang etal., 2009 :

X un systeme de transport a haute affinité (HATS) saturable par dasiratiet qui
% EU S HAE %0 VS e [ *}JE €E 0 ]J(( E vSee s VEU |
présentesafaibles concentrations (<1 mM) dans le $eib(re 1.3. Ce systeme est
constitué par deux composanteéd/ o[puv  }ve3]3u3]A ~ , d*e 3§ o[ u3 G
(IHATS) par son substrates différents genes codant les systemes de transport
HATS du nitratet o[ uu}vkpnt respectivement appeld$sRT2t AMT2

X un systéme de transport a faible affinité (LATS) non saturable eaiquntervenir
de SE Ve%o}ES PE~ dbsotions dev S](O[E vE » (}EU « [ 1}8
0} E < [sanb présentes a fortes concentrations (> 1 mMgure 1.3. Les
différents genes codant le systéme de transpdutnitrate et arhmonium sont
respectivement appeléSRT1let AMT1

b. >[ ((1 1\JVh38]o]es 8]}v o[ £}8 ~ h§ «

EUtA est elle-méme constituée de 2 sous-composatiiigsifel.2) :

X >[ ((]] v [ eeJu]o $]}VEAA) défileSlut o & pnA [ e*Ju]o §]}v
o[ 1} v }v ]3]} e pai tapport & une condition non limitante en azote.

x >[ ((]]v Z u} ]Jo]e 3]}E#RA) eprédéntant le pourcentagg 1}3
remobilisé depuis les feuilles sénescentes (organes sources) vers les organes puits

(feuilles en croissance ou les graines).

Le colza présente une forte capacité a absorber (EAbA) et a assimilere(B#vAjel
notamment grace a des enzymes foliaires (nitrate et nitrite réductase, glutamine synthase
glutamate déshydrogénase et glutamine oxoglutarate amino-transferase) particuliateme
efficaces. b S E S E]* % €& pv (] o ((]11v [Mgyo]essS]}v 0|
études montrent que cette faible EUtA serait principalemén¢ a une mauvaise Efficience

de Remobilisation o0Zote (ERA) foliaire notamment lors de la sénescence séquentielle qui
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Figure 1.4:Lesdifférents typesde sénescence foliairse manifestantau coursdu cyclede développement
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des tissus végétatifs vers les organes reproductetrs] %.IEsclos2008.



a lieu durant la phase végétative du cycle de développement du ddidadoli etal., 20053

b; Girondé etal., 2019.
I.3. Sénescence foliaires (E u} Jo]e S]}v o[ 1}8
[.3.A. Définition de la sénescence :

La sénescence foliaire est un processusSsyE oU (Jvl] }uu o[ veu o
modifications physiologiques, biochimiques et moléculaires au sein desesdalluu ergane
(feuille par exemplegt conduisant asamort (Leopold, 1975. Ce processus génétiquement
contrélé participe o u} ]Jo]e S]}v § of £A%}ES S]}v e VUHE]U VvSe
phosphore et le soufre) des organes sources (comme les feuilles agées) vers lesmuganes
tels que les méristemes, les bourgeons, les feuilles en croissance, legtftegsorganes de

stockage Qin etal., 2006; Gregersen, 2011

1.3.B. Les différents types de sénescence

Outre la sénescence des cotylédons, il est possible de déstogyix types de sénescence

ayant lieu a des stades de développement difféerehtixolza Figurel.4; Desclos, 2008
a. La sénescence séquentielle

Cette sénescence a lieu au stade végétatif du développement de la (fHate B/C
Stadereprise A P § §]}ve 3§ o[ 3§ v ipecp[ (Stade F). Eé &t tajactérisée
parune % E}PE ¢*]}v &}% S o0 o0}VvP o[ &£ 0 %0 V80 «u (HE
atteignent leur maturité Marouf et Reynaud, 2007 Une partie de | 1} Sissu des feuilles

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

Cette sénescence o] U M <8 "f ~e§ (JE&uU S]}v e PE Jv X
o[ ve u os organes de la plante (feuilles, pivot, tige). Elle est caractérisée paouee f
remobilisation dazote associée alamort o[ % % E ]alufanPurie pdrfode du cycle
de développement ouo|[ *}E %3]}v E v PEE fortemeit F¢duite Ainsi, o[ 1}3
endogéne remobilisé au cours de ce processus de sénescence généralisée degantda

[ 1}8 %o & Jwoyréassorer le remplissage en N des grateséato etl., 2007).
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1.3.C. Modifications physiologiques, biochimiques et moléculaiessociées a la sénescence

Il est clairement admis que le phénomene de sénescence sbimplexe et met en jeu
de nombreuses modifications géniques et métaboliques régulées paonibneux facteurs

endogénes et/ou environnementaux.

Ao[ Z oo 0 [d @ERescence se traduit par un jaunissement des organes

photosynthétiques (principalement les feuilles) associé a la dégradation desmhylles et

o[ Mupo S]}v [ USE * %]Pu vSe S 0 <u oneidesSAlniGcaude S 0
la feuille, la sénescence progresse de labase 9grs/ESE u]3  %o] ebe[ WZoAu % E
o[ < ]e{Watanabe etal., 2013. Les tissus autour du systeme vasculaire sont les derniers
a entrer en sénescence, ce qui permet le transport des molécules issueastaholssme

ipe<pu[ stades avanceés de la sénescer@ar( et Amasino, 1997

Ao[ Z oo ,ola | séndsEence se devise en trois phases durant lesquelles se
produiront de nombreuses modifications métabolique&snimermann et Zentgraf, 2005;
Sorin, 2014 :une %0 Z [1v]8] &]}w vphpad de réorganisatiofo t]e [HV %o Z o

terminale qui conduit a la mort de la celluleigurel.5).
.3.C.1.LaZ » []v]S] S]}v O ¢V ¢ V

B sénescence est un processus finement programmiévS o[]v]S] S]}v 8 e}pue
dépendance de facteurs endogesmu exogénes. Parmi les facteurs endogenes, peuvent étre
cités le stade de développement de la plant&& o[ P o[}E&P v «<«u] (}vsS ]Jvs &,
modifications hormonales (notamment une chute des teneurs en cytokifiotiesres Smart
etal., 199). Les facteurs exogén& HA vs I1SE [} E @ERaquebIxpathogénes
par exemple Morot-Gaudry etal., 2017, ou abiotiques tels queo [Ju E P 3§ 0 « % E]A §]
en certains nutriments (comm aZote, Wingler etal., 2005; Slimane, 20)0Les différents

facteurs induisant la sénescence sont explicités plus en détail dahagédre | 8 1.3.D.

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

[ S p sl}deCEette phase que survient le catabolisme des macromoléeailés
dégradation/réorganisation de certains organites cellulaires. Les chloteplasont les
premiers organites touchés par la sénescenttr{ensteiner et Krautler, 201} leur

dégradation participant au jaunissement des feuilles, premier symptome videela
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sénescence. Durant cette phase, les chloroplastes émble®m gérontoplastes, plastes
présentant un nombre restreint de thylakoides et une accumulatioplastoglobulesBiswal
et al., 2012; Golczyk edl., 20149. Les protéines plastidiales qui peuveaprésenter plus de
70% des protéines foliaires sont majoritairement dégmesidournissant ainsi une quantité
importante [ 1}3a remobilier «}pes (}Eu [ 1] * u]v e S People%tsS]  ~
Dalling, 1988; Gan et Amasino, 1997Parmi ces protéines, la Rubisco (Ribulose 1,5-
biphosphate carboxylase-oxygenase) et les protéines membranaires impliquéesedans |
photosystémes (Light Harvestig complexes (LHCH®€nsteiner et Feller, 2002; Kumar et
al.,2002 +}vs ¢ ] 0 c % E]A]Jo P] + }vs o PE BMv b W§EAIHvV
photosynthétique Htressman etal., 2002; Biswal etal., 2012, Wu etal., 2019. Par

}ve <p v8U o[ v EP] ouylus utdisée [paurva photosynthése, elle conduit a
une production de ROS (« Reactive Oxygen Species » : dérivés réactifs de I'exypeh& | P ] v

Lin stress oxydatifL(u etal., 2003. Par ailleurs,| Ju]vpus]}v o[ 3]A]8 %Z}3}+Cvs
conduit & une chute de la synthése de glucose a un momelgooesoins énergétiques sont

particulierement importants notamment pour assurer les différentes activiédahlliques.

Afin de faire face a cette situation, les peroxysomes vont évehu glyoxysomeset
o[ &]A d&$lanzymes de la voie du glyoxylate vont perneeld synthése de glucides
% E &¢€h/l-cpenzyme A. Ces glucides vont approvisionner le métabolisme mitochondrial
§ Jve] eepE E 0 *Cv3Z e+ [V EP] ~ dWe e v3] odbCupe }v (}v

impliquées dans les réactions cataboliques associées a la sénesdegeski etal., 2000.

[ S P o pendant cette phase que de profondes modificationsap /£ %o E ¢*]}v
genes sont initiees. En effet, les techniques @&] o P ](( & vS8] oion§ [ZC C
soustractive de banques d'ADNc ont révélé que de nombreux génes sont réprimés it&! indu
pendant la sénescenc&(o et Gan, 2005 Les gene  }vS o[ A% E *¢]}vsons E %o E]
appelés SDG (pour Senescence Down-regulated Gerieigure 1.§. Ces genes codent
majoritairement des protéines associées a la photosynthése telles que les pradéitiason
aux chlorophy#s a/b (Cakx chlorophyll a/b binding proteins) Hensel et al., 1993;

Hinderhofer et Zentgraf, 2001; Zimmermann et Zentgraf, 2D05
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Les génes induits durant la sénescence sont apf&&spour Senescence-Associated
Genes Figurel.§. lls peuvent étre classés en deux grougdsnsel etal., 1993; Lohman et

al., 1999:.

x LesSAde classe | spécifiqguement induits lorsqog } (E Bnive en sénescence,
X LesSAGde classe Il présentant une faible expression, constéutu développement
de la planteet }v3 o V]A p [ £ % E «<]}augmentg} @s de 1as

sénescenceGan et Amasino, 1997

Les geneSAGscodent des protéines impliguées dans la dégradation des composées
cellulaires, la remobilisation et le transport de nutriments ou epabes protéines de défense
et de réponse aux stres¥(u etal., 2012. Un exemple deSAGde classe | est le geisAG12
qui code une protéase a cystéine trés fortement exprimée lors de sénes¢Giace 195;
Buchanan-Wollaston etl., 2003. Du fait que le gén&AG12soit exprimé exclusivement
pendant la sénescence, il peut étre utilisé commmanarqueur moléculaire de la sénescence
foliaire du colzaKigure 1.7. Ainsi, chez le colza, il est possible de suivre la progression spatio-
temporelle de la sénescence séquentielle des feuilleswgvant o[ A %o Geomedinitante
desgéneCabet SAG13Gombert etal.,, 200§. S]SE& [ Aestpassib [ *Sla &

§ 8Z }EJ«p [VvEE v eve v [uv (e ¥ APNEVEDIV Jve

genesSAG1lzt Cab(Figure I.7; Gombert eal., 2006; Avice et Etienne, 2014

Wope] HEe* SHu ¢ U}VSE VvS «u o] SACESE seud Jar dépenancesde
facteurs de transcription spécifiqgues. Par exemple, une surexpression de WRKY5&entrai
MV Jv M S]}v o[ ASKR@E2hepArabidopsis thaliangdMiao etal., 2004. [ uSE -
travaux réalisés chez le bl&riticum aestivuh suggéerent que les facteurs de transcription
NACe E ] vS (}ES u vS Ju%co]<pu » ve 0 (& de plosi8yrsweneSAGFE %o E ]

lors de la sénescence foliait€H{ristiansen et Gregersen, 2014

[.3.C.3. Phase terminale de la sénescence

Durant cette phase terminale, il se produit une dégiadades organites restés intact
tout au long du processus de sénescence tels que les mitochondries et le rayare (1.5
Lim etal., 2007. Aing, les mitochondries, organites essentiels pour assurer la production
ATP nécessaire a la bonne progression de la sénestencpvs % @& « EA o ipecpy] SRS

terminale Quirino etal., 2000; Del Rio edl., 2003. De méme, le noyau nécessaire pour la






transcription des génes associés a la sénescence, est mainteng intae <p[ p *$ pos]ju

la sénescencedan et Amasino, 1997; Guo et Gan, 2005; Limakt 2007. Enfin, a la fin de

cette phase,dsvacuoles, les acides nucléiques et les membranes restantes (membranes des

mitochondries, du noyau, de la vacuole et des chloroplastes) atmitr tour dégradés. Ces

évenements sont associés a une forte accumulation(deE u e $1A o [JaBCI® v

cellule qui participeront a la mort cellulaire programmée (PCD « Programetedeath ») de

o[} & RLim etal., 2007; Shahri, 20]1 Cette phase terminale, contrairement aux phases
[Jv]s8] S]}v S8 E }&stirnéyersigliéy Blle correspond au stade ultime de la

sénescence et conduit inéluctablemeria mort o [ } E emmerman et Zentgraf, 2005

1.3.D. Régulation de la sénescence séquentielle

Des approches physiologiques, biochimiques et moléculaires nsenées depuis
plusieurs décennies afin de mieux appréhender les facteurs endogénes et exaggriqués

dans la régulation de ce processus.
1. Facteurs endogéenes

Les facteurs endogénes déclenchant la sénescence interviennent loedltisement de
la feuille. En effet, des que la feuille atteint sa maturité, ellereeen sénescence afin de
% EU SSE o A% }ES Sk lesongprie@Ednucrossancaup et Gan, 2006
>[  Mupo 8]}v ¢« ZK™A § 0 Ju]vuS]}tv o[ 3]A]8 WA} 0ESZ 5]«
qui induisent la sénescence des feuilles, mais il est difficile derditer avec précision si ces
facteurs sont la cause ou la conséquenceo []v U $Jadsénescenceiuo et Gan, 2006
[ USE « ( 8§ unE-+ v }P vghlcidesuet plus précisément, une augmentation du
rapport CN)U 0 ¢ % ZCS}Z}EuU}v ¢ S o] A% E <]}V ( demehte SE v

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

Chez différentes espéces telles que la taldegler etal., 1999 et la tomate Dai etal.,
1999, plusieurs études ont montré que des niveaux élevés en glucides peuveireiral
sénescence des feuilles matur&¥daver et Amasino, 2001; Parrott et., 2005; Wingler et
al., 2009. En effet, leur accumulation dans les feuilles provoque une diom de la
photosynthese et ainsyne induction de la sénescence foliai@uirino etal., 2000; Rolland

et al., 2002. Ce signal « glucides » serait associé au rétrocontrdle négatif dedeglsir



3 -
16 - i

SA

IAA

CoHy
0.5
CK

d’'Arabidopsis thaliana au cours de la sénescence
—

0.25

Evolution des teneurs en phytohormones dans les feuilles

0.125

Figure 1.8: Changementle la production de o[ SZ Cet les niveaux [ ] jasmonique (JA), [ ]
salicylique (SA), [ u /&£ ]WAA) et de cytokinines (CKpu niveau des feuilles Arabidopsis thalianaau
coursde la senescenceles résultats ont été exprimés par rapport aux feuilles témoins non sénessait
dont les valeurs sont rapportéesa 1 [ %o ®hanet al., 2013).

Stimuli négatifs de la sénescence Stimuli positifs de la sénescence

Ethyléne L )
Acide jasmonique

Acide abscissique
Strogolactones

Acide salicylique

. . Stress biotiques et
Brassinostéroides

abiotigues

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

L > SDGs \ -

L — - -
< < S S

Dégradation des macromolécules
Recyclage des nutriments
Mort des cellules

Figure 1.9: Représentation schématiquete la régularisationde la sénescence foliaireles stimuli positifs
déclenchent la sénescence des feuilleen induisant o[ A& %. (Edes faeteursde transcription et

o[ A %o (elesgénesSAGYSenescence Associated Genes) apres transductiosignalet cascadede
signalisation. Les stimuli négatifs quant a eux, réprimem{ A %o. Eles+sgénesSAGset maintiennent

o[ A %o MEes+ggnesSDGqSenescence-Down Regulated genes). Les fleches indiquent une régulation
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Of £% E e**]}v < P v e« oet %o d [} 4P G WS S| } v o[ 3]A]S o[Z A
(HXK) Rolland et al., 2002; Zhang et Zhou, 20L3En effet, les plantes de tomates
‘UE A% E]Ju v3 o[ Widdidopsiy thalignasont plus sensibles aux glucides et

présentent une sénescence foliaire précobai(etal., 1999.

[ USE « 3Sp < }v3 unVdlde appoft [ 1} Sassocié a un fort apport de
glucose induit rapidement la sénescendrigler etal., 2005 X v }uSE& U o (( § 0O VU
azotée sur la sénescence interagit aussi avec la lumiére. En effet, une étudeepad@no
et al. (1996)sur des plantules de tournesol cultivées aveqt &£ v]A p&A& [ o ]JE u vs ~
pumol m2 st et 150 umol meste § p/&E v]A pA& [ 1}8 ~06 uDgz),ndrtré uD E |
que la carence azotée induit moins vite la sénescence chez les plantiieSesusous faible
éclairement, celle-] § vS ]Jv % o0 ¢ [ s glugideske rapport C:N a également
un effet sur la sénescence. En effet, la sénescence peut étre incuitenp forte teneur en C
associée a une faible teneur en N soit un fagport C:N Vingler etal., 2005; Aoyama et
al., 2014. Ainsi, une limitaton v E u]Jv €& o ]Jv H]S %oopes (}ES u vS 0 v ¢

est combinée a un ajout de glucod#iqgler etal., 2005; Aoyama edl., 2019.
b. Les hormones

La contribution des phytohormones dans la régulation posdivenégative de la
sénescence a également été largement étudiBeofnas et Stoddart, 1980 [pv u v] &
générale, les cytokinines, les auxines et les gibbérellines sont considéyéesecdes
phytohormones «anti-sénescencebigcher, 2012, tandis queo [ ] o ]e<q {ddoe,

o[ ] * 0], @es Jorassinostéroides, les strigolactonesaf ] I eu}vdont des

hormones connues pour déclencher la sénesceragu(es 1.8 et |.p

b.1. Les phytohormones régulant négativement la sénescence

i. Les cytokinines (CKs)

Les cytokinines jouent un réle important dans la régulatemambreux processus
cellulaires, y compris la sénescence. Au niveau des feuilles, les CKs sont censidénde
des regulateurs négatifs de la sénescentém( et al., 2007; Hwang etal., 2012
Wojciechowska etal., 2018. En effet, des travaux réalisés chmbidopsis thalianaont
U}vSE [HV % ESU pv  Ju]vudiodkinines dans lpsieuilles sénescentes et

[ USE « %urBpdrt de[cytokinines exogéne (ou endogéne) permettait de retaeder |
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sénescence foliaireZbang et Zhou, 20133 Ainsi, une étude réalisée p&an et Amasino
(1995) sur des plantes de tabac surexprimant un gene codaiifl ¢} %o vBansiEmse
enzyme impliquée dans la biosynthése des cytokinines, a montré ardrde sénescence
chez ces plantes transgéniques. De plus, ces auteurs ont montré que cedets¢descence
[ }u%oe Pt vnette augmentation de la biomasse des plantes et surtout du rendement
grainier avec une augmentation de plus de 50% par rapport au type sauvagkeisDg puSE -
travaux réalisés chez le tabddi¢otiana tabacu } vS u} v § GEne application exogéne de
cytokininese[  } u %oe P Mne augmentation des teneurs endogenes en cytokinlhasy
retard de sénescence etfine meilleure remobilisation des nutrimentkafa etal., 2004,
Sarwat etal., 2013)A o [] v A cfiez des lignéesPrabidopsighaliana surexprimant un géne
codant une enzyme (une farnésyl diphosphate synthase: FPS33anttil aopényl
diphosphosphate (IPP : précurseur de la synthese des cytokinines) comme tsubastra
Jul]vpus]lv e« S v pEes v /WW ¢ }tu% Pv [upuv Jv]¥] S(}o]%BE&E }
(Masferrer etal., 2002.

ii. Les auxines

Al o[Ju%eo] S]}v  edai333 regdlatien de la sénescence foliaire est a ce jour
bien établie, cellades auxines est sujé JVEEIA E+ %op]ecu[]o &s Uu}lvsE
phytohormones pavent accéléreou retarder la sénescenc€igure 1.10. En effet, une étude
menée paNan der Graaff (2006ur des feuilles Arabidopsighalianaamontré <p[ @ juE-

O ME ¢ v« v U of]wexpres$ion de gefies codant des enzymes dida
biosynthése des auxines (tryptophane synthase [TSA1], l'acide indole-3-acétiyd]
oxydase [AO1] et la nitrilase [NIT1-3]) conduit a une augmentation des tenearsires.

Par ailleurs, de nombreuses études ont montré que le signaleaseiait médié par le
facteur de transcription ARF2 (Auxine Response Factor 2) au cours de la séndsoemte (
al., 2010; Ellis etal.,, 2005. En outre, les auxines induisemt| A %o E <]} VSAURIE v
(SMALL AUXIN UP RNA Gene) connu pour étre surexprimé au cours de la séifesparce
1.10; Hou etal., 2013. Alors que ces études montrent que les auxines seraient plutét des
régulateurs positifs, plusieurs études suggérent en revanche que les auxinesle®
régulateurs négatifs de la sénescence. Ainsi, plusieurs auteurs ont moptf@ v %di#a o ]
exogene [ WA Joonduitaunerépree]}v o[ 4 %o @enes3PGgFigure 11.9 et 11.10
Noh et Amasino, 1999; Hong at., 2000; Jones @dl., 2010; Kim esl., 2017).






e E *n0S S }VSE ] S}]E * ulvSE vS ] w[ «gairemefE gas e WA
établi. Eneffed [ pS& ¢« Su ¢ puPP & vS <pu o[ §]lentraineraittn2CsS}Z}E L
modification de la balance hormonale impliquant notammemf \8éhe, une phytohormone

}vS o[ S]}v S8 VvS P}v]es (Seton et Rohers,]1082; Schippersatt,
2007).

iii. Les gibbérellines

Les gibbérellines (GAs) sont également connues pour partidipeegulation négative
de la sénescence foliaire et plus particulierement a la dégradation desophylles et des
protéines Sawat et al., 2013. Ainsi, chez de nombreuses especes végétalkes queParis
polyphylla Catharanthus roseust Dioscorea rotundatail a été montré que le catabolisme
des chlorophylles est associé a la diminution de la teneur en gibibérellidogene au cours
de la sénescencdl€ etal., 2006; Pandey edl., 2007; Li etl., 201Q. Par ailleurschezParis
polyphyllan,] o § u}varEapplichtion exogene déA3 (pulvérisation hebdomadaire
de 100 mg dnf) conduit a une augmentation des teneurs endogenes de GA4+GA7 {9 ng g
MF chez les témoins contre 50 ngMF chez les plantes traitéesf a un ralentissement de la
sénescences|[ }u% Pv v$ v}Sparuunesforte diminution de la dégradation des
protéines (0719 6 « u ]Jv « &pplicatiom fle GA3), des chlorophylles et de l'activité
lipoxygénasel( etal., 2010.

Néanmoins, les GAs ne semblent pas exercer un rdle direcséunekcence mais agirait
en combinaison ave® | | e ]+ €ABA), une phytohormone considérée comme un
régulateur %o }*]151]( o ¢*ve Vv X Vv ((SUQPV %o%od SCWSZ[pv JVvZ]
GAs (paclobutrazol) conduit a une augmentation de la teneur en ABA (& diminution de
celle des GAS) et se traduit par une accélération de la sénescende.gwyphyllasuggérant

ainsi un réle antagonistéu GAetde | ABA Yu etal., 2009.

b.2. Les phytohormones régulant positivement la sénescence

Contrairement aux phytohormones présentées précédems U o[ | o Jeo]<pu ~ el
o[ ] e 0] ColJ<p ~" U o[ §$Z2Co v ~ deU o ] i eu}v]<g ~: U ¢
les strigolactones (SL) correspondent a des hormones régulant positivémsénescence
foliaire Figurel.9; Lim etal., 2007; Kusaba &l., 2013; Sarwat edal., 2013; Khan eal., 2014
Wojciechowska etl., 2018.






i. Acide abscissique (ABA)

>[]Ju% 0] desd}v dans la régulation positive de la sénescence foliaire est relativement
bien établie. Ainsi, il a été démontré que les teneurs en ABA augmeni@démst les feuilles
sénescenteset U[UV %o %0 0] S]}VABAERARISaAIt ufie augmentationde] A %o E ]}V
de plusieurs geneSAGgZhang etal., 2012 Figure 1.10 ainsi que la production de peroxyde

[ZC &} RWVeaver etal., 1998; Lim etal., 2007; Choi et Hwang011). De plus, une
application exogéene f [ }u% Pv augmentation de la peroxydation lipidique et
l'induction des activités des protéases et des RNases, des évenements connus pour étre
associés a la sénescendgafavas efal., 1998. Au nivegt *]Pv o §]«puagit\od un
récepteur membranaire appelé RPK1 (receptor-like kinage)S o[ A% & ¢*]J}v HPu vS§
cours de la progression de la sénescence folicdderwat etal., 2013. En outre, il a été
démontré que des mutants Knoco-Out (KO)-RPArabidopsis thalianamontrent une
insensibilitéa I'ABA se traduisan%. & uV oV [Jv 1 §]}v 0O * Ve V %0

phytohormone [ee etal., 2011).
ii. Acide salicylique (AS), éthyléne, acide jasmonique (AJ) et autrgggbiormones

>[ uPnation de la teneur en acide salicylique (SA) dans les feuillessséntes
(environ4 fois plus élevée que dans les feuilles non sénescentes) suggere une implosti
cette phytohormone dans la régulation positive de la sénescdmee(al., 2003, 207). Cette
hypothése est confortée par une étude réalisée porris et al. (2000)qui montre < L[V
défaut de sa synthésevSE v uv €& 3§ & 0O * Ve V § uv  Julvpus]lv
du geneSAG1zhezArabidopsis thaliana

> [ §Z Cest\¥galement connu pour induire la sénescence folidileles etal., 1989
puisque de nombreux géenes impliqués daassynthése sont induits durant la sénescence
chezArabidopsis thalina. Ainsi,des uu$ v SAraljidopsis thalina insensibles o[ SZCo v
présentent un retard de sénescence par rapport au type sauvhame étal., 2007. Par
ailleurs, il a été observé une répression de plusieurs g8ARSSSAGL SAR et SAGL2)
associée aunretarddanstav ¢ v Z 1 [ USE + upd vdes pedarbatiods v 3
dans la voie de signalisation o[ S Z Qnoutantsetrl-1, ein2-leteinl-1 'E ¢t Bleecker,
1995; Wojciechowska edl., 2018 Figure 1.10.






De nombreuses études indiquent également due ] I eu}Vv]<u etsonedérivé
volatil, e méthyl jasmonate (MeJA) régulent positivement la sénescence. En effet, chez
Arabidopsis thalianales teneurs en AJ sont quatre fois plus élevées dans les feuilles
sénescentes que dans les feuilles non sénescehtesial., 2002; Seltmann edl., 2010. De
plus, une application exogene de MeJA entraine une expression accrue desSSgé&xghan
etal, 201) $§ <[ }u% Rne induction de la sénescence foliaire chgabidopsis
thaliana (He etal., 2002 et [ine augmentation de la remobilisation d@[ 1}éhez le colza
(Rossato efal., 2002 Desclos e#l., 200§. Des études suggerent que[ serait produit lors
de la dégradation de lipides membranaires <p] A % o0]<yu €& ]S o[ yuReneuss S]}v .

durant la sénescencé&éltmann etal., 2010.

Enfin, des études, peu nombreuses a ce jour, morfuent [ USE ¢ % ZCS}Z}EU}V * §
queles brassinosteroides (BRSs) et les strigolactones(SLs) participent également Eateorégu
positive la sénescence. Ainsi, un mutaet?2 (gene codant une enzyme impliquée dans la
synthése des BRs) présente un phénotype « stay-green »Achbilopsis thalian&Chory et
al., 1994; Sarwat eatl., 2013. Par ailleurs, les mutantadl (déficierts dans la syntheése de
SLs), présentd également un phénotype «ajgreen » chePetunia axillarigSnowden et
al., 2005.

ii. > ¢ *% ¢ E §]A ¢ «BEAAE Oxygen-Species » : ROS)

Les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) jouent un rdle importalat signslisation de
la sénescence naturelle ou induite par des facteurs biotiques ou abésti@hattacharjee,
2005; Lee etal., 2011e X > %o E} p S]}v o ZKN 5 o[uVv s % E u] €& « E
au stressAhmad etal., 2010 et a la sénescenc&ljanna-Chopra, 2012; Lee &t, 2019. Le
peroxy [ZC E}P(¢s ~3 0« E ] H/E 0] E * 5 0° <H 20FtM]PW cpu% E)
hydroxyle (OH sont les principales ROS présentes dans les cellules. Dans des conditions
normales, la production de ROS est maintenue a un faible niveau par des phésm ohe
détoxication chimique impliguant de nombreux métabolites tels que latathion,
@fcorbate, la vitamine E, les caroténoides, les anthocyanes ou encore les flavonols ou
o[]vd EA vi]}v teJles hQailes catalases, les peroxydases, la glutathion-S-transférase
ou les superoxydes dismutasks >} (E « <plgnier est confrontée a un stress (biotique et/ou
abiotique) }p o} Ee<u[pv }EP v vS§ E un\déséquikbrev cellllaire entre la

production et le piegeage des ROS survient.



Figure 111: Lesdifférentes cibles des especes réactivele o [} £ CfROS: « Reactive oxygen Specigs
Les ROS produits lors[ p gtress oxydatif vont endommager les structures cellulaires telles que Hed
lipideset les protéines menant ainsi a la mort des celluleq ( %. @aset Roychoudhury2014).



Au niveau cellulaire, cette augmentation de ROS va engaeferélommages importants
gui conduiront a la mort des celluleSi{mad etal., 2010; Koyro eél., 2012; Kim eal., 2017.
Parmi ces dommages, peuvent étre cités les oxydations de protéines, les iamsibit
[ VICUu U 0 ¢ 03 & §]}ve of] EU o % E}AC S]}v vS0]%] -
des acides gras polyinsaturés conduisant a la formatipliéhyde malonique [MDAFigure
1.11; Das et Roychoudhury, 20}4

W E ]Joo pE-U fepille, iha éteumontré que la production de ROS augmente des
lors que la feuille a atteint sa maturité, stade coincidant ave¢niandtion de sa capacité a
les piéger lfal etal., 200). Ainsi, les ROSS v}S uu v§ o % E&}ZAC HGYLC E}P v
agiraient comme des signp &£ oopo |E * % 0p A& %p ES PRNEE intervenant
au cours de la sénescence tels que les g&fgsgNavabpour etal., 2003; Jajic eal., 2019.

2. Facteurs exogenes

Les facteurs environnementaux tels que les stress biotiques (nonédéths cette
synthese bibliographique) et abiotiques peuvent déclencher la sénesdelmiee. En effet,
lorsque les plantes sont soumises a des stress, des modifications detedalormonale
conduisent généralement a des modifications métaboliques qui se trawluar o[]Jv]S] $]}v
de la sénescence foliaird/atanabe, 2013; Zhang et Zhou, 2Q1Barmi les stress abiotiques,
o[ pnPu v$§ §]}empérature, le stress hydrique ainsi que les carences en nutriments et
notamment la privation en azote induisent la sénescefidsrgeret al., 2005; Wojciechowska
etal.,, 2019. » po of]Jv(opu v [UV ¢S E - -senesScerick]gera détatlg€rians le
cadre de cette analyse bibliographique. Par exemple, une limitsteére en soufre (S) est
connue pour induire la sénescenogbglellah etal., 2011 0} @E e« <p[uv % E]A 3]}v u}
V[ UE g % P [Ju%e 3§ A}JE pv E o desdepracessuiduboldset &l $]11v
al., 2009 et 201D En effet, la senescence foliaire des plantes de colza est 1,4 fois plus faible
chez les plantes seulement carerséen soufre par rapport aux plantes présentant une
carence en soufre et en azotBibousset etal., 2009) Par ailleurs, une restriction ou une
privation en N connue pour affecter gravement les rendements desregliGregersen eal.,
2013 Koeslin-Findeklee atl., 2015; Safavi-Rizi @il., 2018 se manifeste également par une

o E S]}v o[]v]S8] 8§]}v o *vVve v U }velvpy vEu[pve PCE
chlorophylles et des protéines foliaireBtienne etal., 2007; Gombert eial., 2010, mais

P ouvsS [pv pPu vs S]}v (Widglenetal) deg. W E
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Figure 112 Propriété chimiquedu silicium dansle sol. Le silicium est présent sous formae molécules
monomeériques non chargées (acide siliciqua)rapHinférieur a 9 .Lorsque I@H est supérieur a 9, celuti
reste solublei u ¢ < pne concentrationde o [} ®de® mM. Au-dela, leSipolymériseet forme un gel de
silice (silice amorphe).
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Figure 113: Représentation schématiquele la silice amorphe. >[ ] silicique dans le sol provient des
aluminosilicates tels que les feldspattet les micas. Lorsque la solutiodu sol est saturéeen acide
silicique, il y a formatiorde silice amorphe ([ %o Eps2teinet al., 2001).



Chez de nombreuses espéces telles que le colza, il a égaleénerirété que le stress
hydrique ¢S pv ¢SE ¢ ]J}S]cpu %tes activi{dsvphofé@ytiques associées a la
sénescence foliaireReviron etal., 1992 llami etal., 199%. v(]vU o[} « HE]S S P oL
un stress environnemental souvent utilisé pour induire la sénescen@rélRécemment,
Markovich etal. (2017)ont utilisé ce facteur environnemental pour induire la sénesceatece
( p]oo - § Arabrdogsis thalianaurexprimant un gene codant un transporteur de
silicium chez le riZOsLsi). Au cours de cette étude, « pS pE-e* }vs u}vSE [HV %
o[]v]S] S]}v 0 eshassocieaune diminution des teneurs foliaires en cytokinines
S [ uSE % @ppdst dquilicium est capable de ralentir la sénescence induite par
o[} » LE]S

[l. Le silicium

[1.1. Lesilicium dans le sol

Le silicium (Si) est un élément omniprésent dans l&pstdin, 1994; Ma and Yamaji,
2008 ou il peut étre présent sous deux formes : une forme solidenet forme soluble
respectivement indisponible et disponible pour les plantesforme solide peut étre divisée
en deux catégories : les silicates complexés [ uSCE * 0 U vSe ~35 0°¢ <Ud 0O ¢ =«

[ opu]v]pu e}fer, par exempleDeer et al., 1992 et le quartz (Si§). L[ ]

utvielo] J<p ~tonstitue la forme soluble lorsque sa concergrigtv v [ A %o ¢ 1
mM (Figure 1.12. Sa solubilité dépend de lavaleur&d, p ¢c}oX §]S Eaun[pHAdeu %0 U
5,5, @fide monosiliciquev|[ ¢S *}ou 0 <y %o} U EAtions infériewes@ 1,7 mM
Lorsque le pH est fortement alcalin (> 9,5), celli-% HUS & ¢S E <}Ood O iHe<yu[
concentratiov o[}E& ZmM (Datnouf etal., 2001; Ma etal., 200]). Au-dela, le Si
polymérise et forme un geF{gure 1.13Guérin, 2014; Hodson «l., 2005).

Dans la solution du sol, la concentration en acide monggsdiogst généralement
comprise entre 0,1 et 8,mM (Epstein, 1999 Ces faibles concentrations s'expliquerjtu v
part, par le fait que le Si soluble est prélevé par les racines a une vitasség@lée que cle
a laquelle il est libéré dans le sol efutre part, par une adsorption du Si sur les colloides

sol Jones etl., 1967.

[1.2. Le silicium chez les plantes
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fortes quantités de SMa et Yamaji, 2008U o " ]gér{éralement pas considéré comme un

élément essentiel.

Néanmoins, seldpstein et Bloom (2003un élément est considéré comme s vS] o0 <[]0

répond a au moinga ah des deux critéres suivants :

9 I'élément fait partie de la structure de molécules impliquées dans le nofitabe de
la plante,
9 une déficience en cet élément entraine une/des perturbation(s) dulecyde

développement de la plante.

Plusieurs études ayant montréu [ uv E v v ] %o féfenteptan@maligé chez
les plantes de grande culture se traduisant notamment par une réducéda droissanceMa

et al., 2002 et 2006; Ma et Yamaji 20Q8e Si peut donc étre considéré, selon les critéres
mentionnés ci-dessus comme un élément essentiel chez certaines plantegjtediés blé ou

encore le maisHpstein, 1994; Ma et Yamaji 2008; Liangaét 2015.

Bien que toutes les plantes cultivées contiennent du Si, il existe uneedisparité de
teneurs en Si dan®$ tissus végétaux en fonction des espeses $]5E [ £ 3160 U 0«
peuvent varier de 0,2 & 10 % de la matiére sechee 0 ¢ % &S] « (E] vwautddt, [ S ] ¢
voire plus, que certains macronutriments essentiels tels que le calé@&umagnésium ou le
phosphore Epstein 1994; Epstein 1999Ainsi, il est possible de classer les plantes en trois

catégories Jones et Handreck, 196mTakahashi etl., 1990:

9 Les fortes accumulatrices : teneurs comprises entre 1,5% a 10% de la matiere

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

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

matiére séche (exemple : le concombre),

9 Lesfaibles accumulatrices : teneurs inférieures a 0,2% de la matiere seche (cas de

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

[IXTXiX D v]eu o [ *}E%S]}v § SE ve( S p "]
> e U V]eu ¢ JuU%O]<h ¢ Ve O] *}E%S]}V U NV 8 ¢ vk(e EEVBr E

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






riz, orge, mais) et le concombrfegven, 2001Casey etl., 2004; Meunier etl., 2003; Ma et
Yamiji, 2006; Rains etl., 2006 Ma et Yamiji, 2015; Meharg et Meharg, 20115

[1.2.1.A. Absorption racinaire de Si

A la différence des autres ions mitE p &€ide mpnosilicique est une molécule non
chargée lorsque le pH de la solution du sol est inférieur a 9. Dd,aédaut diffuser au travers
la membrane plasmique des cellules racinaires. Il peut aussi étre absanséles cellules
racinairesvia des processus de diffusion facilité&o(E * Vv [ <M )%oErEdflety
o[ %% 0] S]iv & ]v |E Z 0} (E p @& fonctian @ qeskcanau} engéngre
une chute de la concentration symplatique eml& cellules racinaires a une valeur inférieure

00 u *pE Hv]A o[ %o} %o consbre & l& tomaENlithhi et M3,
2006).

Outre la diffusion passive, le Si peut étre absorbé grace a gporéeur, caractérisé pour
la premiére fois chez le riz phta et al., 2006par criblage de mutants présentant une faible
absorption de Si. Ce transporteur spécifique, saturable par le Si, nommé QsLsidt le
prélevement de Si de la solution du s@h un processus actifMitani et Ma, 2005. Chez
[ USCE *» *% <«<pS®o v }u E S o S}u S U Jo § Uu}vsSE ««u o]
[ (( Su viaede$transporteurs de type Lsild et Yamaji, 2006 S <u O %% ES Vv Vv
* %0 VS e e PE}N% * [ Hupo S uEntieléfedE desSleur %o v .
densité au sein de la racine (riz>concombre>tomdhkditani et Ma, 2005; Ma et Yamaji,
2006).

[1.2.1.B. Transferts de Si dans la plante

hv (}]* Vve 0+ oOOHO * ol v} &Gu & ]Jv]E Uw IE*S % &
transporteur, nommeé Lsi2, mis en évidence également pour la premiere foidechizdMa et
al., 2006; Ma et Yamaiji, 20)5Il permet le transfert du Si des cellules corticales vers le xyleme
(Ma et al., 2007; Ma et Yamaji, 20X d}pus (}]*U Z 1 [ uUEE ¢« *+% =+ 3 00
concombre, le chargement en Si du xyleme peut également se faire par diffuessisive a
travers la membrane plasmique des cellules corticaldss €t Yamaji, 201p Une fois dans la
stéle, une partie du Si est déposée au niveau des parois des cellules des xaiys&aigues

(Balasta efal., 1989 ou il empéche la compression des vaisseaux lorsque le flux transpiratoire
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Figure 114: Arrangement des quatre monomerede NIP danda bicouche lipidique (A)et représentation

[ L \monomere de NIP (B).Les canaux NIPs facilitent le passage spécifique des molécules qui sont
représentées par des cerclede couleurs différentes. Les rectangles bleus représentent les hélimeka
région transmembranaire (TMH: transmembrane helix regions). Les acides aminégebiiRsablesle la
sélectivitédu substrat des NIPs sont représentés par les cercles oranges. H2,BA%narquentla position
des acides aminés formant le filtrar/R (ar/ Arg PM = membrane plasmique) [ %. ommerreniget al.,
2015).
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Figure 115: Arbre phylogénétique des transporteurs Lsidt leurs homologues dange regne végétal.Les
sous-groupes NIP, NIPII et NIP Il des NIP des angiospermes, NIP3 des Equiséttles] S Especes
végétales sont présentés. Les cercles orangtsles cercles rouges représentent respectivement les
protéines permettantou non o[ <} E %e33i}les résidus d'acides aminés filtre de sélectivitéar/R
conservést les deux motifs NPAle chaque sous-groupe sont présentés dans les tableaux (les exceptions
sont indiquées entre parentheses;| %. ®a<et Yamaji,2015).



est important. >[ uSE& @&d SE&s] transférée vers les parties aériennes grace au flux
transpiratoire Ma et Takahashi, 2002et la présence de transporteurs Lsi6 responsable du
déchargement du Si contenu dans le xyleme vers les cellules foliaireschpneateuses

(Yamaji etal., 200§ X  §]S &Empld, oftez le riz, plus de 90% du Si absorbé est transporté

vers les parties aérienneblé et Takahashi, 2002

I1.2.1.C. Caractéristiques fonctionnelles des transporteurs de Si

Les transporteurs Lsil et Lsi6 appartiennent a la famille des amespet a la sous-
famille des Nodula26-like Intrinsic Proteins (NIPs), qui assurent levts %o } E S o[ M Sl}u

de petits solutés non chargés transportés de facon sélective, tels que le glykzcme

o S]<p U o— uu}v] U o- ] }JE]J<p U o— E- v]S Wakaceseto V]S S
Roberts, 2005; Zhao «il., 2010; Bienert et Chaumont, 20L1Les NIPs sont des protéines
tétramériques possédant six domaines transmembranairggufe 1.13. La sélectivité des NIP
est liée a la présence de deux motifs NPA (Asn-Rroe Jve] <pu[ <«p SCE ] ¢ wulv

formant un filtre de sélectivité }veS]Su [V ] ul]v E}u &arpinine Bu [V
et Beitz, 2007; Mitani-Ueno edl., 201J).

Tous les transporteurs Lsil appartenant au groupe NIPIII possed@dtrelcomposé d
résidus GSGR (Gly-Ser-Gitg-Figure 1.1%. Récemment, des transporteurs de Si appartenant
a une autre sous-famille de NIPs ont été mis en évidence chegl&a(@quisetum arvense
EaNIP3sGrégoire efal., 2002, o[uv especes végétalea plus accumulatrice de I¥a et
al., 2001; Hodson edl., 2009. Contrairement aux autres transporteurs Lsil, les EaNIP3s sont
caractérisé % E 0 %o E °* Vv [uv (JoSCE e 0 S AZKEFArgFigle 3 %o %o C
1.15; Grégoire etal., 2019.

v

Le transporteur Lsi2 [ }E § ] v3](] (MAekab, 2a87,)puis par la suite,
des genes orthologues ont été isolés chez I'okp $i2), le maiZfrLsi2 Mitani et al., 20093
et la citrouille CrLsi2 Mitani et al., 201J). lls appartiennent a une famille de transporteurs
putatifs d'anions non caractérisés a ce jour et possédant 11 domaines transmembranaires.
Ces transporteurs présentent des similitudes avec le transporteur d'ars@xis®) identifié

chez les procaryotedda etal., 20079).

Les transporteurs Lsil et Lsi2 sont exclusivement localisés au racewire. Plus

précisément, chez le riz qui possede deux cadres de Caspari empéchéiusiardde Si par
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Figure 116. Représentation schématiquele o[ <} (E %d8 chaldementet du déchargementdu Si
chezleriz, o[} @&tle mais.LeSiest absorbéviala présence des transporteurs Lsil, puis transféré dans
le xyléeme via o[]v$ & Adess{rausporteurs Lsi2. Dans les feuilles, $ est déchargé grace a
o[]vs E AdestEdrisporteurs Lsi6 >[ %o ]eeeg @eches représente la contribution des processus
chez chacune des plantes étudiées[( %o ®da €t Yama;ji,2015).



A}] %0}% 0 *53]<p U >¢]i & 0o >¢]7 ¢}vd 0} o0]* *+ pu V]AEW o[ £
racinaires fa et Yamaji, 2015 X >[ ¢} E % S]}v Al u v]A oflv} G&u -
0 S3E VeU%o}ES UE >¢]i 3§ o}v SE veyidleFaAspErew [SEE Pard@ suite, ( ]3
o[ VvVSG&E Al ve 0 ¢ o0OHO ¢ dpuv@au r@ce aw trgngporteur Lsil et

sa sortie vers les cellules xylémique par le transporteur Egi2ie 1.16Ma et al., 2006; Ma

et al., 2007.

Z1l [USE *» *% + }uu O[}EP 38 0 ube }vSew[EEP v 3]}
est différente du riz, les transporteurs Lsil sont localisés au niveau dides@pidermiques
et des cellules corticales alors que les transporteurs Lsi2 sont localiségeau des cellules
o[ v } @&Higure- 1.16. Le Si disponible dans le sol est absorbé par les cellules
épidermiques et/ou les cellules corticales grace aux transporteurs Hsikil et ZnLsil
respectivement Z 1 o[}EP  ¥Xohw K}]e ve =+ oopo U 0o "] 5§ SCE
OOMO o[ USE %o E A}] *Cu%o0 *3]cu ipecu[vWAbargerngnd e o[
v "] u £Cou %oL]®e O ° oopo ¢« Vv } Eul<pn c]¢v (] PE
transporteurs Lsi2HW.si2 ouZmLsi2, respectivementZ | o[} EP S igure .G ~
Mitani et al., 2009a et 2009h

] v <u[] v8](] « Z Ireuses papéces de mono- et dicotylédones, a ce jour,

H UV SE Ve%}ES uE ANl vl 8 u]e v A] v Zol o}el E o]
[1.2.2. Accumulation de Si chez les plantes
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grande quantité dans les tissus. Apres avoir été absorbé, il est déposeeau des parois
cellulaires Yoshida, 1965; Ma et Takahashi, 2002; Raven, 2083 niveau des meéats et des
espaces intercellulairesMeunier et al., 2003 sous forme de phytolithes (polyméres
amorphes de SiMotomura et al., 2000; Farooqg et Dietz, 2015; Guerriero a&it, 2016
Meunier etal., 2017). Ces phytolithes forment une double couche de silice au niveda d
paroi des cellulesMa et al., 200]). Il existe deux types de cellules «silicifiées»: les « silica
cells » et les « mortor cells Bigure 1.17. Les « silica cells » sont localisées au niveau des tissus
vasculaires et ont une forme [dhaltére», tandis que les «motor cells» sont des cedlul
bulliformes présentes au niveau foliaires (notamment chez tekigurel.17). Lorsque la

teneur foliaire en Si dans les feuilles de riz est inférieure & 5%esskad «silica cells» sont
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Figure 117: Observation microscopiquele la silice au niveau de I'épiderme des limbes des feuillesle
Pleioblastus chinoLes observations ont été réalisées sur la face adaxiélet B) et la face abaxiale des
limbes(Cet D). bu, cellule bulliforme (bulliform cell); lo, longue cellule (long cetf)i, micro-poils (micro
hair); pr, poils épineux (prickle hair); si, cellute silice (silica cell); st, stomate ( %. G&lotomura et al.,
2000.



présentes alors que les «motor cells» apparaissent lorsque celle-ci esteaupéit 5%. Chez
le riz, des «silicacellss}vd P o u v3 } « EA « ve 0[] %] @Eu sdeo e« §]eep

la tige et des gaineda et al., 2006.

11.2.3. Les effets bénéfiques du Si

Bien que le Si ne soit pas considéré commé&ément essentiel pour les plantes, il est
classé par de nombreux auteurs parmi les éléments leur étant bénéfiGuastzeret al.,
20123; Liang etal.,, 2015« X v (( SU o "] %0} * H vliA o[ %] CEu
tiges peut améliorer la croissance des plantes, accroitre le renderfesat etal., 2017 et
augmenter leur résistance a différents stress biotiques et abiotiq@ésétBeaulieu etal.,
2009. Les effets bénéfiques du Si sont généralement seulement observés lorsquantes pl

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

viu E pe ¢ Sy ¢ U}VSE VS <u[pV YHaksdv@EEé deshaldeiequ] s

fongiques telles que le mildiou chez le blé et lelididium chez I'orge, le blé, le concombre
et le melon Miyake et Takahashi 1998 En outre, chez le riz, les dégéats causés par les
cicadelles sont réduits chez les plantes ayant recu du Si (+Si) comparati\emgriantes
témoins (-Si) Guével etal., 2007; Ma et Yamaji, 20)5Une autre étude réalisée p&e
Ameida etal. (2008)u}vSE <u[puV %o%0] S]}v (}o] ]&E vioJi §juE- o Ju
entraine une mortalité dd hrips palmiréduisant ainsi les dommages causés par ce ravageur

o[ u ELR]JSIiaméliore également la résistance de la tomate aux fusarioses caaisées p

Fusarium oxysporum f. sp radicis-lycopebgiduang etal., 201J).
11.2.4.B. Effets bénéfiques du Si chez les plantes soumisessiress abiotique

Au cours des derniéres décennies, il a été mond uv %o %o } (E S "au¥e (Eu S8
plantes de mieux tolérer au nombreux stress abiotiques tels que A %o } * | Shdsses|ete
hautes températures/Agari etal., 1998, Epstein, 2001; Ma, 2004; Liaatal., 2007, le vent,
la sécheresse, la salinitBybordi, 20132, la toxicité aux métaux lourds (CdAdt notamment)
et la toxicité liee o[ Atle eertains éléments nutritifs (Mn, Fe et Rla(etal., 200J). A titre
[ £ u%o0 U ¢ Sy < u}vsSE deSSicgniéliore dtbAcfadRdk riz au stress salin
(Matoh etal., 1991 Ma etal., 2001, Etesami et jeong, 2018






Le Si est également connu pour atténuer les effets négagendrés par une carence en
P chez différentes plantes comme le riz g} (E(Patnoff etal., 200). Par ailleurs, un apport
de Si a également des effets bénéfiques chez les plantes ayant recartiligafion azotée
trop importanteX Jve]U Z 1 o E]JIU pv A -« ( E5]o]e S]IWSE [ }i
[uv & p Slgverticalité des feuilles conduisant a une diminution de [@nception
de la lumiére et par conséquent, une diminution de leur activité photds$tique. Ainsi, des
travaux effectués chezlera}vS@E vS <gu O %o %o} ES Nl u cs)(f€tilles %0} E S
plus érigées) S Ju]vun ]Jve] o[Ju%e S v P §]( S Aee (Fando@uias]o]e S]]}y

et al., 2010; Tavakkoli eal., 2017).

Chez de nombreuses especes végétalesAgarie etal., 1998 sorgho: Sonobe etfal.,

2010;concombre:Hattori et al., 2008;mais:Gao etal., 2006;blé: Gong et Chen, 20)2il a
S U}VSE <P[HV %o %o} ES "l HPu vs o S}o E w (]J<p o Z & -

traduisant notamment par une réduction de la transpiration des plamtagées, serait la
conséquence de la formation de la double couche de silice au niveaudeolades cellules
épidermiques foliairesYloshida 1965; Wong etl., 1972; Matoh etal., 1991; Zhu et Gong,
2014 Coskun etl., 2019. Cette réduction du flux transpiratoire est également suggérée par
une étude deGong etal. (2003)montrant que chez le blé soumis a un stress hydrique, les

feuilles de plantes traitées au Si (+Si) sont plus épaisses que celleardes pbntrdles (-Si).
[/ XTXdX D} [ S]}v M ~]o] Juu

D!'u <] o (( S v (J<p  u oh]destreds ek§ bien établi, see$) mode(s)
[ S]konduisant ao[ u o]} & $§]}elérance des plantes aux stress reste(nt) mal

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

11.2.4.A. Mode d'action du Si chez les plantes soumises a un shiesgjue

a. Renforcement de la barriére physique
Le Si accumulé sous forme amorphe au niveau cellulaire joueraiile de barriere
u Vv]<g oJu]l]S v8 o % v SE S]}v (Gkernere €kal. 32016, Kime etal.,
2002. Ceci expliquerait son effet positif sur la résistance des plantes aux esjadisque les
sites primaires de polymeérisation du Si (i.e. parois des celioliaires et des vaisseaux du
xyléme) correspondent aux voies d'infection privilégiées des agents pathoffeaes etal.,
2007, Fauteux etal., 2005.
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Figure 118 Les différentes formes de Si présentes dansle sol (A). Effet bénéfiquede o[ ]
monosilicique présent dange sol (B)ou dansla plante (C). Sourcele Sipour o[ o]Ju v $hérhhine (D)
et effet bénéfique pourla santé humaine (E)~ [ %oF&roegandet Dietz,2015).



b. Stimulation des mécanismes de défense
En plus de son réle de barriere physique, le Si peut augsienter la résistance des
plantes aux stress en agissant sur certaines voies métabolifirasetal., 2002 Figure 1.18
et 1.L19). ]Jve]U %oope] HEe* Sy + u}lvSE vS (racinave ddo ToliaEed "N
[ }u% Pv Vv}$ uu vs ~]e [pnv l'attiviig d@dzymes impliqués dans la
défense des plantes, telles que les chitinases, les polyphénoloxydases (PPO), lesgdican
les peroxydases (POX), la phénylalanine ammoniac-lyase{PA&) }u ~]]* [uv HPu vs §]
de la production de composés antimicrobiens, tels que les composésoldnges, les
flavonoides, les phytoalexines et les protéines PR (Pathogenesis Related Proteiims). A t
[ £ u%o0 U pv Sy BEértundte et & (ZH15) montre que le Si augmente la
résistance du ¥i o[ P vS % Gafyjhespora cassiicokn induisant, au niveau des
[}Jv e v E}S]cpu o ~«]8 ¢« [Jv( 38]}veU o[ 35JA3§lucanaseg, ]depWwPALs U ot
des POX et des PPO. Dans ce cas, le Si agirait soit comme un « modulates&»dire un
«stimulateur» ou un «activateur» des réactions de défense de la plante §vbid). Par
Joo pE<U o0 7] % Eu §S@sidtancd gyseeniigie @es plantes aux stress en
induisant la synthese de phytohormones, tels que l'acide salicy(i§4¢, I'acide jasmonique
(JA) et I'éthyleneatnoff etal., 2001; Fauteux eal., 2005; Etesami edl., 2018 capables de
diffuser dans toute la plantd=(gurel.19).

[IXTX3X X D} [ 8]}v u "] Z 1 0 ¢ %0 v3 3EJAW¥Ve0 pV ¢SE oo \

Dans la littérature, les effets du Si sur la nutrition raileédes plantes concernent
majoritairement le phosphate (P) et le potassium (K). Ainsi, le prélévepaemes plantes du
P est stimulé par un apport de 34, 2004; Eneji etal.,, 2009. Ces effets seraient la
conséquence de mécanismes induits planta par le Si, comme par exemple une

augmentation des phosphorylation€lteong et Chan, 1973

>[ %o %0} ES A"l uo]}E o0 J*%}v] ]o]S @hém el 20U ~<e Ve
Par ailleurs, une étude réalisée pdiao etal. (2010)U u}vSE <«<u O %% 0] S]}v "
plantes de soja carencées en K engendre une meilleure croissanceetll@ur statut interne

<X >[ %o %o} E & Al E p]E Hee] O % EIEC FIF % E %Y ¢ u
carence en Kia pv. pPu v3§ 3]}v o[ &]A hitioxjdant€sEtesami etal.,
2019.



Traitement Mécanismes Stress atténué

Augmentation du systeme racinaire des plantes
Régulation de la biosynthése des phytohormones
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Figure 119: Mécanismes d'actiordu silicium danso [ u o]} &elayesistance des plantes aux stress
biotiques et abiotiques( [ %. Etesamiet Jeong,2018).



Outre les effets positifs avéréppuv - %o %o } (E S ANl *ME 0 VUSE]S]}IV %0}S o]

* %0 VS U ]Jo v[ A]*S VISE }vv Jee v M pY (pS& psy ¢
Vv E %}ve [ UWSE «+ E v » v u E}VUSE]Ju v3eX ((vW¥ [usE A
%o % }ES Vv ] & o §S vu S]}v e (( 8+ Ptudiéed@ leecolkhs v
(Brassica napuk.), une espéce de grande culture connue pour étre particulierement $ensib

ace stress (car tres exigeante Bhet peu accumulatrice de Si.

[1l. Problématique et objectifs de recherche

Comme précisé dans cette synthése bibliographique I(2J, &n dépit de sa bonne

% 13 «JE €E of 1}8 upsés@dteolly o( J}ol ((] ] v et P
élément (EUA) notamment a cause desap A ]  ((] ] v E u} |INYERA}V o[
Malagoli etal., 2005a, b; Tilsner eal., 2005; Gombert etal., 2006 lors de la sénescence
séquentielle. Ainsi, au cours de la période végétative, les feuilles sénescdrutent avec
des teneurs en N résiduel élevées pouvant atteindre 2 a 3% de la matiere (Ragsato et
al., 2001; Malagoli etal., 2005a eth. S5 %o @& affecte le rendement de la cultuet
contribue égalemend (i) la pollution des nappes phréatiqueia la lixiviation du nitrate et (ii)
0 %o}oo0uS]wala pmpducdn de GES (gaz a effet de serre) liés a la volatilisatigazde
§ o 0 % (E}S} A Qne agpigcke de modélisation visant a identifier les potentiels
o A] E+ [ u otep@® [}V E }os [ 1}8 2 mootré qud v
augmentation de la durée de vie des feuilles permettrait un meilleur spmésme entre la
période de vidage de ces organes et le remplissage des grains qui pourrait canduiee
augmentation du rendement graini@& [ VA]J@E}v ifi9  ve u} J(] & 0 ¢ %% }ES
(Malagoli etal., 2005H.

Pope] pnEe+ Sy + u}vsSE vs * %o}ee] ]JOo]S ¢ [ u ocsppg&Ed8]}v 0
o[ 1}8 AYchez le colza, par exemple en agissantsiir((] ] v [ *e]Ju]o S]}v o[ T
(EAA) et/ousuro| ((] ] v [ *}E % 3] }RADA)O[ApHS ~ p([u aE200Z 3
Good et Beatty, 2011 Toutefois, dans un contexte de réduction des intrants azotés,
0-}%Slul]e §]}v ol ((11v Z u} ]BA} dg3 Yeuilles sgnkbéentes est
% E} 0 U VS 0O—pV * % E]V 1% pPAE o0 AV E-[Hs]E 33}v]} Eo [ElF






(EUtA) du colza. En effet, une augmentation de la remobilisation des orgéanescents ou

de la durée de vie des feuilles, permettrait de mieux mobilid§rstocké dans ces organes
sources et ainsi de limiter sa perta la chute des feuilles sénescentes. De plus, une telle
stratégie pourrait également conduire a un maintien, voire une augmentation, des
rendements en réponse a de faibles apporfstrants azoté (Malagoli etal., 20050 et ainsi
améeliorer le bilan agro-environnemental de la culture du coMasglaux-Daubresse l.,

2010; Gregersen dl., 2013.

> (& u} ]o]e $33ote lorsode la sénescence apparait donc comme un processus

ee vS] O ve o[ 0 }E 8]}v pH E Vv uvd PE Jv] E* w }EIE3%v ((
précoce induite par des facteurs exogenes (comme une carence en azote) proxainuge
précoce des organes végétatifs limitant ainsi la fourniture de nutrimentscaganes en

E}lee v ~}EP Vv s %p]Ses 3 v}3 uu v3 o « PGEdersen Bal, o[} EP
2008, Lobell etl., 2012« X o[JVA E+ U pv v e v (}o]]E E 3§ E %0
o[ 3]A]8 %0Z}3}eCVa plafe et ainsi, la production de molécules carbonées

Vv ¢ ]JE ¢ o[ o }E& 3]}V Righ&ksy2000;L$ng at., 2009.

Dans un contexte de limitation des apports azot8s [} % S]u]e Sdfvh I} %oO e

précisément de o[ Zdu coka une modificationdes pratiques culturales consistant a

effectuer un apport de silicium représente une alternative patt@rement intéressante. En

effet, outres les études montrant un effet bénéfigud dv %o %o }SEpSUr améliorer la

résistance aux stress biotiques et abiotiquEse(v etal., 2019, une étude récente montre

%o}UE 0 %oE u] E (}]* <H[MUV %o %o} ES N Z( (s AlfabidepdE e ( u]
thaliana sur-exprimant un transporteur de Si de r2sg+]ieU [ }Ju% Pv [uv E 5 E
sénescence foliairdV{arkovich etal., 2017. Cette étude constitue une piste de recherche

tres intéressante pour améliorer le bilan agro-environnemental de la cultutha.

La thématique de recherche développée au cours de tedtse a consisté, dans un
premier temps,a étudier o ¢« (( S [HVv desdksiiEHaS sénescence séquentielle et
I[ *}E% 3]}V cliet)de colzaBrassica napus.) soumis ou non & une privation en N.
(Article 1 publié danBrontiers in Plant Scienceloi : 10.3389/fpls.2018.00516).

Dans un deuxieme temps)e expérimentation a été réalisée sur un dispositif de cases

lysimétriques [uv %o E S/dlid¥s, }gnEonditions de plein champ, les résultats obtenus






v }v ]8]}ve JVSEE€0 -+ 3§ [ pS@r O] s USapfquide SA(1@ Kg ha
1) sur les performances agronomiques du colza et notamment son renglenet la qualité
de ses grainegArticle 2W v }uE-+ [ &£ % JBWBHal of Rlant MNutrition and Soll

Science).

Enfin dans une derniére partie, une étudde+ v3$ U] WAE %% E Z v E of]u%:
apport de Si sur la régulation du transcriptome racinaire gi&antes de colza cultivs en

hydroponie ¢S5 % E * vS e}pe 0o (}CEuU [uv ES] o SHU 00 u vsS VvV %o

Les travaux conduits au cours de cette these off E « § I (]S o[} i1 S %0 0 L

communications orales et affichées dans des congres nationauxeehationaux :

9 Haddad, C., Arkoun, M., A., Yvin, J. C., Etienne, P. & Lafhé,a@ 17 mars 2017)
Effect of silicon on foliar senescence and nitrogen remobilizati@rassica napuk.
20°™me Journées de I'école doctorale (EANBISE) au Havre (France). Poster

9 Haddad, C., Arkoun, M., A., Yvin, J. C., Etienne, P. & La{b2,aR 13 juillet 2017)
Effect of silicon on growth and nitrogen nutrition Bfassica napug.Journées SFR
Normandie Végétale a Rouen (France). Poster.

9 Haddad, C., Arkoun, M., A., Yvin, J. C., Etienne, P. & Lafpg,d 24 aolt 2017).
Effect of silicon on foliar senescence and nitrogen remobilizati@rassica napuk.

18" International Plant Nutrition Colloquium (IPNC) a Copenhague e(Dank).
Poster.

9 Haddad, C., Arkoun, M., A., Yvin, J. C., Etienne, P. & Lainé, Pu (20 movembre
2017). Silicon increases leaf life span in N-depriveBrassica napusL. 3
biostimulants world congress en Floride (Etats-Unis). Poster (Prix duillewe
poster).

9 Haddad, C., Arkoun, M., Jamois, F., SCHAWARZBENBERG, A., Yvin, J. C.,&tienne, P.
Lainé (22 au 23 mars 2018)Effect of Silicon supply on leaf senescence in nitrogen
deprived Brassica napus. plants.21®™ Journées de I'école doctorale (EANBISE) a
Rouen (France). Communication orale.

9 Haddad, C., Arkoun, M., A., Yvin, J. C., Etienne, P. & LImM@UPL8 Mai 2018)Silicon
promotes a delay of leaf senescenceBoéssica napuk. grown in nitrogen deficiency.
Journées SFR Normandie Végétale a Deauville (France). Poster.

9 Haddad, C., Arkoun, M., A., Yvin, J. C., Etienne, P. & Lainé, P. (25 au 27 Juin 2018).






Chapitre I: Synthése bibliographique

Silicon increases leaf life span irdBprivedBrassica napuk. 20th Nitrogen Workshop

aRennes (France). Présentation orale.
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Tableau 11.1: Composition de la solution nutritive utilisée pdes cultures réalisées en conditions

controlées.
Macroélements [conc finale] mM Oligoélements |[conc finale] uM
E, EK 1 H.BO, 14
< AK 1 MnSQ, HO 5
<, WK 0,4 ZnSQ, 7THO 3
K,HPQ 0,15 NiCl 6H,0 1
CaCJ, 2H20 3 CusQ 5HO 0,7
DPAK U 6, K 0,5 (NH)s M0;O,, 0,7
d UTE & U i| K 0,2 CoCJ 0,1
KCI 1
DP o U 0, K 0,5
CaC@ 0,9
‘ Récolte (DO)
Une semaine ‘ Partie aériennes
+Si (1,/mM) Partie racinaires 5<
x
Solution nutritive (ImM
E, EK NzxSIQ (1,7mM)
Germination repiquage
Solution nutritive Partie aériennes
E, EK ~iuD- "o
_Si Partie racinaires §<z;:
x

Solution nutritive (ImM
E, EK+NaCl(3,4nM)

Figure 1.1: Protocole expérimental suivi pourla réalisation des analyses transcriptomiquegt
métabolomiques.les plantesde colza sont cultivéesn hydroponie avec une solution nutritive contenant
1mM de NH,NG,. Apres la formationde la 4°™e feuille vraie, les plantes sont répartiesn deux lots: le
premier recoitun apportde 1,7 mM de Si(NaSiQ), tandis que le deuxiéme lohe recoit pasde Si(-Si
témoin). Aprés une semainée culture (DO), les plantes sont récoltées, les parties racinaires étant
séparées des parties aériennes. Les analyses transcriptomiques sont réalisées sur lesilléoka
racinaires.

NaSiQ + 2HCI +i0 ——  2NaCl +5i(0OH),

Silicate de sodium Acide orthosilicique

Figurell.2: Formation [ ] orthosilicique (Si(OH) a partir de silicate de sodium (NgSiQ,)) en
solution aqueuse acide (pH 5,6) (adapté][ %. GBamagateet al., 2012).



Chapitrell : Matériels et méthodes

Le silicium (Si) étant un élément constitdtifverre, les expérimentations et dosages
décrits ci-apres ont été réalisés en utilisant du matériel de laboratirpolypropylene pour

limiter les contaminations.

. Matériel végétal et conditions de culture

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

e« PE Jv - }ol arip®] A Ciiizzén » sont stérilisées en surface avec de
o[ 8Z v}o ~0i9 AlAe % v Vv3 ii « }v e« %ple A 0[ZC%} Zo}@E
% Vv v3 11 u]vps o e}pue P]S 8]}v A vs [ISE E]Jv =+ }v uu v$
graines sont ensuite mie P EGu & uCE 0 % Eo0]S ]Ju ] [ B }eu}e
o[} « HE]S X Wu]eU 0 ¢ %0 VSHO * *}vS A %o}e - dpvopu] E
solution nutritive dont la composition est décrite dangkbleau I1.1Juste apres I'émergence
de la premiere feuille vraie (au bout de 2 semaines), les plantulestrem#férées dans des
bacs en plastique contenant 20L de solution nutritiVak{eau 1.1) et exposées a la lumiére
naturelle supplémentée par des lampes a vapeur de sodium haute pression (RIASTE
GreenPower T400W, Philips) dispensant un rayonnement photosynthétiguemen{RAdRf
h WZ}8}eCv3Z 8] ooC 3]A Z ] 8]}v ie [ VAt adimiveauu}o o
de la canopée. La thermopériode et la photopériode appliquées sog0&€&/16h (jour) et
15°C/8h (nuit) Aprés o[ u EP v * <WSE % E u]l] E ¢« ( ploo « AE ]
séparées en deux lots
-un premier lot de plantes;(F§jure 1.} est cultivé en présence de la solution
nutritive décrite précédemmenfliableau 11.} a laquelle est additionné du Si (+Si) sous forme
de silicate de sodiunNgSiQ, 9H0) a raison de 1,7mM. 600 ml de HCI (0.1 M) sont ajoutés
Ve Z UV e e (]v % Eu SSE U o (}EuU S]Kv,a)forhe }ESZ}e.
de Si absorbable par les plantes, a partir du silicate de sodia®iQ), (Figure I1.2.
-un second lot de plant&s {emoin; Figure 11.) est cultivé avec la méme solution
nutritive (Tableau 1.} a laquelle est ajouté une solution de NaCl (3,4)rafih de compenser
O[ %o %0} ES E o o] 0 (}@E®u $]}v cdpraduit de} lERdctiohbigufep  ~

[1.2) obtenu en condition +Si.



Modalités

I | | | 1
Si (1,7mM) I I | 1 +N
i | 1 |
I T T
Solution nutritive | I i . I -
~iuD E, EK { ON NHNO; (ImM)
+Na,SiQ, (1,7mM) | ! ! ! ! 1
Germination repiquage | 1 | I : I
| | |
| |
Solution nutritive | INH4NO3 (!.mM) 1 | I -Si+N
E, EK ~iuD- I | | | | I
| | | i .
-Si : [ 1 [ NN
| |
| | |
Solution nutritve 1 I I I * 1
~iuD E, EK -l " ON, " I NH,NO, (1mM) ! -SiN
+NaCl (3,4nM) 1 I I " I 1
: | | | | :
I | | | | I
v \4 v \4 v v
DO D3 D6 D9 D12 D21

Figurell.3: Protocole expérimental suivi pouro[ Spde o[ (( § dpport de Sisur la sénescence
foliaire du colza induite parune privation en N. Apres leur germination, les plantulede colza sont
cultivéesen hydroponie avec une solution nutritive contenant M NH,NG,. Les plantes sont ensuite
répartiesen deux lots:un lot prétraité avec 1,7mM de Si(+Si)et o[ u S&&sSI(-Si). Aprés une semaine
(DO), les plantes sont a nouveau séparées deux: la moitiéde chacun des deux lots précédents (€5it
Si) est maintenu surM de NH,NG; (-Si+Net +Si+N) tandis queo [ p &@itié est soumis a une privation
enN afin []v p]aBénescence foliaire $+N et +SiN). Aprésl2 jours (D12) les plantes privées [ Esont
réalimentées pendant 9 jour§D21) avec une solution nutritive contenant inM NH,NO,dans lebut de
suivre leur capacitée récupération suite aun stress azoté. Les plantes sont récoltées a 0, 3, 6,2et 21
jours apres le prétraitemensi(D0).



Les solutions nutritivesnt continuellement aérées, renouvelées tous les 3 jours et leur

pH est contrélé et ajusté si besoin a X6W}uE o0 ¢ A% E]Ju vS S]}ve % E « VvS

3, les plantes sont récoltées aprés une pério % E SE& ]S u vS p ] (OQv =+ u ]Jv

Figurell.1» X W}HE 0 ¢ A% E]Ju vS S]}ve %o (Es plantes sont, apresce@eS] o
période de prétraitement au Si (D0), a nouveau réparties en deux tnoitié de chaque

lot de plantes (-Si et +Si) est maintenue sur une solution contenari de NHNG; (-Si+N
="]=E-<U o0} e mgaitiéept privée en N (ONSiN; +Si-N) pendant 12 jours (D12) afin
viSuuvs [ Spu] & ol (( 8 [HUV %E SE& ]S u vsS o AJvep®E 0O
foliaire induite par la privation en NFigure 1.3).

Les plantes privées en azo@&; +Si-N) sont ensuite réalimentées en azote (1mM de

iu

%0 (E

NHINGze %0 v vS O ijuEe ~ Tie Ve 0O MS [ SH ] EMG[(€E p % E

capacité « a récupérerapres une période de privation [Rigure 11.3.

[.2. Culture des plantes en conditions de plein champ (cases lysmétisgaeticle 2)
Cette expérimentation menée en conditions plein champéssdisee sur le dispositif de
cases lysimétriques Siu >] WEC ~ }uupv o[Ku }vu 0A }eeX

(Brassica napuk. variété « Citizzen ») ont été semées le 17 septembre Egirr¢ll.4) dans

P

MV %0 % ]v] E <]SH % E}AE]U]S e o ¢ 0Ce]u SUBJeyille X % E -

vraie, les plantules sont repiquées dans 15 cases lysimétriques (superfiié :me,
profondeur de sol : 1,10 m) a une densité de 60 plantes par case, quar3@s/n? (Figures
1.4 et 11.5.

Au stade C1 (stade reprise de végétation; 17 mars 2017), toutessésslgsmétriques
sont fertilisées avec 40 kg thde Phosphore (sous forme de®), 50 kgha'de Potassium
(sous forme de ¥O) et 30 kchat de Soufre (sous forme de Mg8QFigure I1.5. A la méme
date, 6 cases recgoivent une fertilisation N (sous formBlHENGs) de 30 kg hd, 6 autres cases
recoivent une fertilisation de 80 kg Raandis que les 3 derniéres, qui constitueront le
traitement ON,v. & }]A v8 p pv }e [ 1}8 X > ii u E« HEU pv
30 ou 80 kg de Ma! est réalisé seulement sur les cases précédemment fertilisées en N de

maniére a obtenir une fertilisation N finale de 60 (60N) et 160 (160N R¢yhat (Figure 11.5.

A



A

14 m

Figurell.4: Photographie [ vcase lysimétrique apres repiquage des plantese colza.

[Sadecl] [ Suded [ Stadelo 65
Fertilisation N, P, K, SFertilisation N Modalités
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1 : 1
N 1 1
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i > 60N
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. 1 1
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17 Mars 2017 31 Mars 2017 7 Avril 2017 25 Avril 2017 16 Mai 2017 07 Juillet 2017
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Figurell.5: Protocole expérimental mign place pour étudiero[ (( § agpport de Sichez des plantesle
colza cultivéesn conditionsde plein champ.Des plantulegle colza BrassicanapusL. variété « Citizzen)
provenant de graines semées 147 septembre2016 dans une pépiniére située a proximité des cases,
lysimétriques sont repiquées (stade*® feuille vraie apparente) sur des cases lysimétriquég (mars
2017 aune densitéde 30 plantes/n? (surfacede la case: 196 m?). A cette méme date, toutes les cases
lysmétriques sont fertilisées avet0 kg ha'de Phosphore (sous forméde P,O;), 50 kg ha'de Potassium
(sous formede K,0) et 30 kg ha® de Soufre (sous formede MgSQ). De plus, 6 cases regoivent une
fertilisation N (sous formele NH,NG,) de 30 kg hal, 6 autres cases recoivent une fertilisatiole 80 kg ha't
tandis que les 3 derniéres (qui constitueront le traitemenhNPne recoivent aucune dose [ 1}§ Le31
mars2017, un deuxieme apporde 30 ou 80 kg deN hat est réalisé sur les cases précédemment fertilisées
en N de maniéere a obtenir une fertilisation finalde 60 (60N) et 160 (160N) kgde N hal. Les plantesle la
moitié des case$0N et 160N recoiventun apport fractionnéde Si(4 apports: 1kgha?! au stade C1, kg
ha' au stade Eet deux apportdde 5 kgha' au stadeF)sous formede Si(OH)afin [} § win&dose finale
de 12 Kghalde Si(60N+Siet 160N+Si). Pour chaque case, la moitié des plantes (soit une sudacen?)
est récoltéeau stade « Floraison; T116 mai 2017) alorso [ W $r@tié est récoltéeau stade « graines
matures; T207 Juillet2017).



La moitié des cases 60N et 160 N recoivent un apport fractionné de Si (4sadpkg ha au
stade C1, 1 kg hlaau stade E et deux apports de 5 kg'laau stade FFigure 11.9 sous forme
de Si(OH) (Jv [} 8§ VIE uv }+ (]v "6de Si (BON+SI 2t 160N+Si).

WIHWE Z «p « U o u}ls] « %0 Vi e ~&} & ploSepEY S i
h&o0}E Je}vV di W ido u ] 7iide 0}Ee* <p o pSE @& BV * uSSEE }0\8
diW 16 :p]Joo 8§ TiideX
[I. Analyses physiologiques, élémentaires et biochimiques

1.1, D «puCE o[ 3]A]138 %o Z}Sspsnadidn dd katenesir en chlorophylles
(Articles 1 et 3)
Danso E of £% E]Ju vS S]gv ESTEQGS i &Wkl.B)] Jar feuille
u SpE Z < %0 V$ § E % E ipes HAwWS]V %oy E s A X

en chlorophylles ainsi que son activité photosynthétique ont été mesuréesdjanohement

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

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

Lateneurenchlorophyl e e« ( pJoo * u SHE + 5 <3]u okSoll [uv %o

Plant Analysis Development» (SPAD modele 502, Minolta, Japon). Cet appapeilirest
[uv ( VISEE uleS gadiations rouges (650 nm) et infrarouges (940 riigufe 1.6)

qui traversent la feuille et sont ensuite captées par un récepteuragiconvertit en signal
analogique puis numériquéd.e rapport entre les intensités des radiations rouges (650nm,
spécifiques de des chlorophylles) et infrarouges (faiblement absorteieles chlorophylles)
permet d[ «§]ule§Beneurs en chlorophylles (exprimées en unité arbitraire ou unit®SPA
Figure 11.9. Plus la valeur indiquée est élevée, plus la teneur en chlorophylleseeseé!

Les teneurs en chlorophylles ont été mesurées quotidiennemebt@antes de chaque
traitement et pour chaque répétition biologique, 10 mesures ont é&lisées a des endroits

différents du limbe.

[1.L1.2. D «uE& ctivatf photosynthétique (Articles 1 et 3)
> ¢ u suE - activitd [photosynthétique des feuilles matures sont mesurées
<u}8]1 1 vv u vs v3E 6Zi1 $§ iizZii o[ ] [UV *CeP u P WA E -
portatif LI-6400 (LI-COR, Inc., Lincoln, NE,; B#fre 11.7. Cet appareil de mesure est



Emission de 2 rayons lumineux

650 nm
940 nm

Récepteur :
Photodiode

Détection du rayonnement transmis

Figurell.6: principede mesure des teneurs relativeen chlorophylles ao [ ]du SPAD modéle 502
(Minolta, Japon).Deux faisceaux (rouget infrarouge) sont émis par la pince qui enserre le limbe.
Les faisceaux traversent la feuilet sont captés par la cellule réceptricep [ v pldjonique est
alors convertieen signal numérigue. Le rapport des intensités lumineuses (rogenfrarouge)
permetde définir une teneur relativeen chlorophylles expriméen unité SPAD (unité arbitraire). Plus
la valeur indiquée est élevée, plus la teneem chlorophylles est élevée.

A B

Figure 11.7: Appareil de mesure de o[ §] Ahstosynthétigue LICOR (18400 (LICOR, Lincoln,
Nabraska, USA).e LICOR est piloté paneinterface logicielle mesurargt enregistrant la transpiration,
la conductanceet la photosynthése suune surface foliaire.ll est constitué [pvconsole assurant la
gestion des donnéest le pilotagede o[ %o %d{AJEains que [pvchambrede mesure (B)ou sont
mesures les flux gazewt o[ Z pu Jali€ontactde la partie de la feuille séquestrée. Les mesures sont
effectuées a o[ ] de deux analyseursie gaz (IRGA: Infra Red Gas Analyser) umvesurant o [ {€E
référence extérieuret o[ u S Ededd ch@nbreou setrouve o[ Z vs]oo}v




}vesS]Spu [ v gulehvegistre des variations de teneurs € et en O sur une
surface foliaire ded u@ X >[ ve smesures est réalisé a une température de 20°C, sous
une atmosphére de 400 ppm de €&t un PAR (Photosynthetic Active Radiations) de 400
umol.nm2.s?t (Figure 1.7). Pour chaque traitement, des mesures sont effectuées sur 6 plantes

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

[1.2. Analyses élémentaires

Toutes les analyses élémentaires menées dans le dades travaux de thése ont été
effectuéese W& 0 %0 S (}EU []*}S5}%0] E}YEuU v ] ~W>AJE[S o

de Caen Normandie.

1.2.1. v oC- o[ 1}3parsjpearométrie de masses isotopiques (IRMS)
(Articles 1 et 2)

>[ v oCe &}¥}6 3 E o] ua [ahalyseuy €lémentaire C/N/S
(EA3000, Euro Vector, Milan, Italie) couplé a un spectrométre de masse de mesures de rat
isotopique (IRMSFigure 1.8). Ces analyses ont été réaliséeg E 0 %0 § (}EuU []°}S} %o
E}YEuv] ~W> d/E[ o "&Z | KZ O[UV]A E-]S3 v E}Eu v

Les échantillons lyophilisés et finement broyés sont pesés précisdarenune capsule

V opu]v]pu ( }v v oCe E VvVEE 61 3§ iii RPv [*B §wv & «p
dans une colonne de combustion en prés [uv (opAE }vesS vsS [Z o]Jpu (]v [
contamination par le dioxyde de carbo & o[ 1}3 Figufe ]Id. Les échantillons
U ]ee vS vep]S pv  }u peS]J}v S§}S o (]v %Cx HP etaxdyd® § P | p/
[ 1}§ U PE Hv o A 3]}v § U% E SUE ~(I[}ECPeauEv %o

SRS o }o}vv [}AEC S]}v }vesS]Spy [}AEQG o0SXZXEJu]dguvsjoo}v
sous forme gazeuse sont réduits (réduction des gaz et ICQ) suite a leur passage dans
uv }o}vv HIAE u 8§ oo]l<p Z p(( 0 fi i B0X¥an%wu@e colékrie P P
contenant du perchlorate de magnésium et du carbosorb®,letNe CQ sont séparés sur
Hv  }ol}vv ZEIU S}PE %Z] VvV %Z « P I pei & d@Ble A vi [!
spectrométre de masse ou ils sont dans un premier temps ionfsgsiré 11.8. Dans un
deuxiéme temps, les ions moléculaires positifs ainsi formés sont accélérés dahamp
électrique puis déviés par un champ magnétique, leur angle de déviation ditactement

affecté par le rapport de leur masse (m) sur leur charge (z). Toutes les moléculgsnisdés
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Figurell.8: Analyseur élémentaire C/N/S (EA3000, Eurovector) coupléspectrometrede massede ratio
isotopique (IRMS, Isotope Mass Spectometer, Isoprin@&V Instrument) utilisé pour déterminer les
teneurs en azote des échantillons GC Gas Chromatography (chromatograptee phase gazeuse); TCD:
Thermal Conductivity Detector (détecteur a conductibilité thermique).



étant de méme charge, leur angle de déviation est donc uniqguement digpende leur
u e X Jve]U o Al §]}v o[ 1}3 sse}aB {UNYN) §Era plusuimportante
qm 00 o[ 1}8 UNWN), élie--!u %oO e JU%}ES VS «<p 00 o
masse 30PN™N). Les ions sont ensuite collectés par trois détecteurs et les siguauen
résultent sont ensuite amplifiés puis transmis a un systeme informatigigeie 1.8).

> <u vS](] S]}v o[ 1}8 3 E o]- V (]* vS ope}ud ES]JEP
des masses 284N), 29 N!*N) et 30 ®'NPE+X >[ v oCe W& /ZD”™ (}uEvV]S JE&E
pourcentaP [ 1} ~9 E« § o «p v3]$§ E $}S 0 ~YSEe oywouv S]e
comme suit

3POL:"0U5; srrotMSA u §] E « Z o[ Z vS]oo}v

I1.2.2. Analyses multi-élémentaires par spectrométrie de masse haute résolution
plasma a couplage inductif (IGRS-HR) (Article 2)
Les macroéléments (Na, Mg, P, S, Ca et K) et les microéléments (MoBCEIRPBg, Co,
Ni, Cu, Zn et Se) sont analysés par M3HR a partir de 40 mg de matiére seche. Les
échantillons préalablement broyés sont miE o]e ¢ % & o[ S]}v [ Pp) etv]SE]«u
[uv P vs }EE,v3A~yS [IS@Es vopMI®/,ZX W}IpE (]J]&® U 06ii Ro
ultra pure et 1 ml de solution } u %o } * [UV u o VvP3: O E&it 800 ul de HNO
(qualité Optima Grade (Fisher)) + 200ul dgOH(Qualité PlasmaPUR#us 30-32 % (SCP
Science)) sont ajoutés au 40 mg de MS contenus dans un tube en téB0mad-igure 11.9A.
100 pl de solution de standards internes sont ensuite ajoutés (GalliunpprhiDRhodium : 3
ppm; Iridium : 2ppm). Les tubes en téflon sont ensuite fermés puis placés dans un rotor
,sdfiii dio A vs [ISE ul]e ponfes @ur un]cy@ed de minéralisation qui
comprend 4 étapes et dure 47 minuteBigure I1L19.B W A u]vus ¢ [ uPu vs §]}v
tempéraSpyE %o}uE S8 Jv & (ii£ U T u]vpus - iti £ U A u]Jvus -
température pour atteindre 190 °C et 35 minutes a 19FiGute 11.10. Les tubes sont ensuite
refroidis pendant une vingtaine de minutes. Les échantillons minéralisés sorg dzms 50
uo [ MU HMOSE Y%opEO[WRJu]e [0 ®SE S (O}Vv iudin Ru A vs [!§
ICPMSHR.

> e VvV OCe e 0UVS]JE ¢ ¢}vS (( Sp-MS HREIgment? (Thermd
&J*Z €& ~ ] v8](] U &E v -« Xestpréfeve paoumpraiguikqijour étre acheminé



Figurell.9: Dispositifde minéralisation acide des échantillons dans four & micro-onde.
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Figurell.10: Cyclede minéralisation au micro-ondes (Multiwave ECO, Anton Paar, les Ulis, France)
suivi pourla digestion des échantillons avant analyses IGFS-HR



ipe<p[ o Z u &E v po]e S]}v C o}v]adingsTgduitelettesigyre | «
111X > P 1 A § pE ~ EP}ve vEE Jv VA]J]E}v 0 R® cuo[<pZ vi]oc
1}v]e of illdn.whe fois ionisé, les ions subissent une accélération électriquensiteat
viaune optique de transfert vers un champ magnétique ou ils sont séparés diofode leur
rapport masse/charge (m/zF{gure 1.1 X A v8 [ EE]A E ipns travesept@lU o -
champ électrique qui élimine les ions de trop faible énergie cinétique&sfqe double filtrage,
chaque ion arrive sur un détecteur qui mesure un nombre de coups pardecoelui-ci étant
%o E}% }ES]}vV 0 0 § v pEchantifoovégétd. Lesignal est ensuite intégré
par une interface informatique qui donne les résultats directement en partasngillion
(ppm : pg ¢ de MS) Figure 11.1).

Concernant le Si, des essais de quantification par cette neéthadeté réalisés mais
V[}vS % ¢ }vv E *p0S Se o S]e( ]* vSe V}B|uue ¥ S%o JuP( B0 < O
% ES] po « [ opu]v]jpu p }tucE- o[ S %o N E %pPE B IN]S -
une importante sous-estimation des teneurs enisiplanta De ce fait, une méthode

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

La méthode de dosage de Si a été adaptée a partir de la méthaite géc Dai etal.

(2005)
Le Si absorbé par les plantes étant principalement accumulé sous formrplzemau niveau
% E] S oU Jo 5 v o |E %0 (E } E HV u]lv @ o]m v (]v

contenu dans la plante. Dans la littérature, il existe plusieurs mé&bal® minéralisation du
Si, comme par exemple, la minéralisation acidayar etal., 1975« v +¢]8 v3 o[uS]o]* 8]
[ 1 ¢« (J&Se S o <«p of | %a® Zof} @]<pv]SExi}p ~0EK]
sulfurique (HSQ) ou encorevia o[uS]o]e §]}v }u ]v [uv ] (] o Uo[ ] (
~, &+ § [pv ] (JESU o[ ] ;Shud@a.c2ami<xt >fpuoo]s S]}v .
uszZ} e 5 % E&S] po] €& u vs o] 8 M (]S s du %HE] » Vv [

fluorhydrique, extrémement toxique.

O USE ¢« Spu ¢ E %% }ES VS <gp 0 "] %o S Hee] !'SE]Su]v E o
chimiques fortement alcalins tels que le carbonate de sodium@Re S 0o[ZC E}AC
°} JHu ~E K,X 88 u §7} AP o[pnS]o]e S]3E « é& @urSe Vv %ocC
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Figure 11.11: Trajet des ionsen ICRMSHR (Element 2, Thermo Fisher, France). Les fleches rouges
représententle trajet suiviparo[ Z v Sdu estdisperséen fin aérosol suite &acollision avede flux

[ E Rlpus la chambreale nébulisation. >[ Z v § geteehsuite introduit dans la torche plasmau il
est ionisé avante traverser o []v S @&uj va permettre le transfert des ions vers le spectrométoe
masse. A la sortigle o []v$ Q6 iond sont envoyés dans1 champ magnétiqueu ils seront séparés
enfonctionde leur rapport masse/charge (m/z) avade traverserun champ électrique qui €liminera les
ions de trop faible énergie cinétique. Pour chaque ion, le détecteur meswge impulsions électriques
générées (en coups par seconde) le signal est ensuite intégrer par une interface informatique qui
donne la teneur expriméen partie par million (ppmug gt MS).



travailler a des trés haustempératures (1000 °C dans un four a moufle). Par ailleurs, elle

v *¢]8 o[uS8]o]e S1}v [ ] SQ)i@.$reprendrell@ minéralisat obtenliang

etal., 2015. Enfin, une derniére méthode de minéralisation par autoclave (Autoclaiteséal

Digestion : AID) en présence de NaOH, décriteDaaretal. (2005)a été retenue de pares

caracteres peu dangereux et peu colteux. Ainsi, aprés lyophilisatimmoygdge, a 100 mg de

MS sont ajoutés 3 ml de NaOHi@ AlA+X > u o vP 3 AJES £ A vs [!3C

121°C pendant 20 minutes et le volume estu+$ ii uo A o] pCeSE %o}

solutions sont ensuite dosées par la méthode colorimétrique au bleu de-silitgbdate

(Hallmark etal., 1982 Dai etal.,, 2009: i01 Ro [ Z vS]oo}v ¢}vS i}us o iTih R
§l<p ~119 AlA+X 8ii Ro uloC 8§ [ uu}v]pu ~EFUGIUDY %, 6

a ce mélange qui aprés homogénéisation est laissé a température ambiante pemdan
minutes pour favoriser la formation de complexes siligdgoC S X Tii Ro [ ] § ESC
(20%) sont ensuite ajoutés afin de minimiser les interférences avec le phosfftatia la
formation de complexes phospho-molybdate. 40 pl de solution réductriced@ NaSQ et
0,4 g d'acide 1-amino-2-naphtol-4-sulfonique, 25 g de NaldBSouts et ajustés a 250 ml

A eau[ ultra pure) sont ajoutés pour permettre la réduction du complexe silico

ultoC 8§ ~ %% E&]S]}v [uv }o}&E S]}v 0 H e« Xce #st@mesuiéealvus U
une longueur d'onde de 650 nm et les concentrations en Si sont déterminées eérsmt@

uv  E}]8 [ S o}vv P }v8 o }v VSE S]}veS}ive uRFMu@E ] ¢ vSQ
11.12).

Cette méthode de dosage du Si a été ya H o }ESIIE PG o[us]o]-
standard de référence certifié : une poudre de feuilles de citroni@&M NCS ZC73018 : Citrus
Leaves - Sylab) dont la teneur en Si (0,4 %) correspond a une moyenne des teneurs obtenues

par six laboratoires internationaux indépendants.

[1.3. Analyses biochimiques
1.3.1. S GEu]v SJ}v ¢ S v pE+s Vv % E}ALQ) Artfjde@)E}IP v ~,
Ledosagedibo E}AEC [ Z Ch@ HBnsdes-tissus végétaux est effectué en suivant

la méthode décrite paivu etal. (20B). 200 mg de MF sont repris dans 3 ml de tampon
phosphate (50 mM; pH 6,5; 4°Cle mélange est ensuite centrifugé (11500 §4pendant
15 minutes puis 1 ml de Ti@0.1% dans #$Q 20%(V/v)) est ajouté au surnagent (3 ml) avant

centrifugation (11500g) a température ambiante pendant 15 minutes.[ L erbance du
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Figurell.12: Droite [ S§ o} v vdiPdosagedu silicium réalisée a partirde solutions standardde SiO,.

Figurell.13: Systeme UHPLC-MS/MS utilisé polérdosage des phytohormonesCesystéme est constitué

[ 1 vchromatographie liquide ultra haute pression (UHPLC, Nexera X2 UHBtainsyshimadzu, Japan)
couplé aun spectrométrede masse QTrap 6500+ (Sciex, Canada) équipé d'une source électrospray (ESI
Electro Spray lonisation).



nouveau surnageant est mesurée a 410e@intes concentrations enJd, (exprimées en pmol
g! MP sont calculéesv ps]o]e vS o } ((] ] vsS [ Aespwoirijostudper=] E
0,28 uMt e,

[1.3.2. Détermination des teneurs en malondialdehyde (MDA) (Article 1)
Les teneurs en malondialdehy@dDA) dans les tissus végétaux sont déterminées en

ps]o]e vs§ o u SZ} ol ] §Z]} & ]S Hashnuzzanmbn &l. (2CENS % E
A 200 mg de MF sont ajoutés 4 m[ ] S$Z]} Zo}E} §3%) ettedmélange est
ensuite centrifugé a 5000 g pendant 30 minutes. Le surnageant (1 ml) egtérécpuis
meélangé avec 4 ml de TBA (0,5% de TBA dans 20% de TCA). Le mélange réactionnel est chauffé
au bain-u &E| OAE %o v VS 11 UJVUS ¢ %op]e E %] u vS E (E}] ] *H4
est ensuite mesurée a 532 et 600 nm. La concentration de MDA, exprinméaam® MF, est

S EGul]v v (( Sp vsS o ](( & v s3>Aboo) €} €@n utilisant te coefficient

[ £3]v §]}v :jaude= 155 mMtcm?,

11.3.3. Détermination des teneurs en cytokinines (Article 1)

Les cytokinines ont été analysées au CMI de Saint Malo (GrouperRqar
chromatographie liquide ultra haute pression (UHPLC) couplée a la spectrométriasse

en tandem (MS/MS)Higure 1.13).

Les cytokinines sont extraites a partir de 10 mg de matiére fraiéaklplement broyés

vV %0 (E < azote ljguide et auxquels est ajouté 1 ml de solution MeQB/Eicide formique
(709%429%/1%, viviv) contenant des étalons internes (0,2 ng/ml) marqués au dieuér
([PHa]-SA, fHs]-JA, PHe]-ABA, fH]-JAILE, IH]-GA4, [2H]-1-aminocyclopropane carboxylic
acid (D-ACC)?Hs]-Dihydrozeatin, Hs]-Dihydrozeatin riboside 2Hs]N6-Isopentenyladenine,
[?Hs]N6-Isopentenyladenosine ?Hs]-trans-zeatin, Dihydrophaseic acid (DPA), phaseic acid
(PA), fHs]-dihydrophaseic acid (D-DPA), afitk]-phaseic acid (D-PA)). Le mélange est ensuite
agité pendant 30 minutes a température ambiante puis centrifugé peng@minutes (16000
rpm; 4°C). Le surnagent est récupéré puis évaporé a sec sous azote en uiitisgysteme
Turbovap LV (Biotage, Suede). Les extraits secs sont ensuite dissouts dans 2 ml d'acide
formique a 2% (v/v) avant purification sur colonne (SPE : solid-phase extra€tiolute

express ABN 3mL-60 pigjiotage, UKX >[ ous]}tv « Crédligée par afpout de 2 mi






[HV *}opd]}v DuOH, (I5%/5%A | A «Xuat §st évaporé a sec et repris dans 100
[ UL HOSE %opE }vS v vs iUI9 [ ] (JEuUJ«p X

L[ v o @escytokinines est réalisée en utilisant un systéme Nexera X2 UHPLC (Shimadzu,
Japan) couplé a un spectrometre de masse QTrap 6500+ (Sciex, Canada) équipgudiene s
électrospray (ESI : Electro Spray lonisati@)l [ Z vS]oo}v ¢}vS ]wnhe &leneve
core-shell Kinetex Evo C18 (100 x 2,1mmy 2, uU WZ v}iu v EU h”" oX > ¢ %Z « o
(débit 0,7 ml mirt) sont composées d'un solvait contenant 0,1% (v/v) d'acide formique
(LCMS, Fluka analytics, Allemagne) ¢tudsolvant B }vS v v3§ acétoritrile (Fisher
Optima, Angleterregt 0,1% (v/v) pcide formique. Le gradient des deux solvants utilisé est

le suivant :98% de solvant A et 2% de solvant B de 0 & 3 min, 80% de solvant A de20%
solvant B de 3 & 4 min, 75% de solvant A et 25% de solvant B damna3d et 100% de
solvant B de 4 min 30 a 6 min. Les échantillons élués de la colonnersuiite ionisés par la
source ESI (5 KV) produisant des ions positifs. Chaque composé est ensuiteéqaantifi

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

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

> ¢ PE Jv * Jeepu o[ A % E]uont®t&qhalysées[ohLYZo/BEZ /' WW

de Rennes 3[l ] [UV *% SE}IU SE % }ES S]( %o &} Z JVv(E E}uP u}v
model 6500, FOSS NIRSystem Inc, Silver Spring, MD) en mode réflectance. Les ntesures on

§ } SV e % ES]E [puv * v E o] «pdEhesy BesEpultdts Bon P E ]\

O HO * o[ ] VRY; U E o] & S]}v AS (EiEe § DHJ]o%JuE&E
glucosinolates et en protéines dans les graines de colza (équation commséeciadir CRAW,
Gembloux, Belgique). Trois répétitions techniques sont effectuées pague échantillon (3
répétitions biologiques) et les teneurs en huiles, en protéines et enogjinglates sont
exprimées en fonction de la matiere seche des graines. Par ailleurs, le raffiafB est

déterminé a partir des teneurs en acides|v}o ]Zpoe~ S o]Jv}oZrpcpu ~

[1.4. Analyses moléculaires
11.4.1. Extraction des ARNaux S VvV 0Ce o Of A% E *]}v (MatiBley ¢ % E '
1et3)

Les ARMux sont extraits a partir de 200 mg de matiere fraiche (feuilles matures et

E ]V e %E o0 ouvd E}C e+ ve o[ I} o0]cu] A UGy o}v3s
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H/ITXTW N < v

* VR O }S] J<p = o

Thymine, G: Guanine, C: Cytosine.

U}l @%o o |{ § ] G]|+PCECR¥WdERIne,[T:

Séquences nucléotidiques des amorces n° d'accession du

géne
Sens 5-TTTCGAGGGTGACAACRTGA-
EFLs Anti-+ v+ -6ZGTTCCAATACCACCBATC- | XM_013854440.2
Sens 5-CGGATAACCGTAGTAATTCTAG-
= Anti-sens 5'-GTACTCATTCCAATTACCAGACt SRS
Sens 5-ATGGTAACCGAAGTGCETTG-
SnalRTL.1 Anti-sens 5-TGATTCCAGCTGTTGBAGC- | /92930281
Sens 5-TGGTGGAATAGGCGGCTCGRGTTG-
BnaNRTZ.L 1" Anti-sens 5-GTATACGTTTTGGGTCATTGCCAT- /2789661
Sens 5-GTCCTTGACGCTGCAGCBGGTG-
BnaAMT1.1 _— AF188744.1
' Anti-sens 5-CGGGCTGGCCCATCCABCAACH
Sens 5-ATAACGACCGCAGATTITGG-
- ens XM_013862524.2
Anti-sens 5'-AGCTACGCCCGTAACAGGCTA-
Sens 5-GGATGTGCGAGTTTCAIGTG-
BnaChit ens XM_013835916.2
Anti-sens 5'-TGATGAAAGCCTGACGAGTG-
Sens 5-TGCAGTTTTGTCTGGABGAG-
BnaMon ens XM_013788930.2
Anti-sens 5'-CGCGGTAATTTTCAGGESTTA-
Sens 5-GTCCTGGGAAGAACTCATGG-
— ens XM_013843966.2
Anti-sens 5'-GGTAGGGACTCTGACGRCGA-




[ £SE S§]}v ~>] o iii uDU d&]s =« iii ubDU detifs0ubdes ~ ~ {9l
phénol chaud (pH 4; 80°C). Le mélang&SeA}ES /£ % v v3 di ¢ }v « A vs [ i}
pl de chloroforme/alcool isoalylique (24/1, v/v). Apres homogénéisation, le mélasge
centrifugé pendant 5 minutes (12000 g; 4°C). Le surnagent est ensuite reaipéséacides
nucléiques sont précipités toute la nuit (4°C) par ajout de 750 uLGl€4_M). Le lendemain,
le mélange est centrifugé a 4°C pendant 20 minutes (12000 g) puisibgsant est éliminé.
> Ho}S }vE8 v vS oe ] cvhp O ]J<cpe o8 E %E]X >ve MERO [ M
ensuite %o WE](] * ~ e+ 0o P § SC& ]S u vS mEgen*RNeasgy]Mini Kit eSS Y]

suivant le protocole préconisé par le fournisseur (Qiagen, Courtaboeuf, france

Les ARN totaux sont dosés par spectrophotométrie UV a 260 nm (enhenp8&chant
<pu[uv  puv]S bancelcdrespond a 40 ug ™l [ Z&aux. La pureté des ARMux est
veérifiée grace au rapport des absorbancesdA2g0 dont la valeur doit étre proche de Ra
gualité des ARN extraits a été controlée en déposant.. P N (d&naturé 9 minutes a 70°C
puisl0mina4°C)surud o [ P (G v % E * Vv [pv éharge {0,025 % de
bleu de bromophénol (w/v), 0,025 % de xyléne cyanol (w/v), 3 % de glygérelU TUM[ ...>

Elup&E [ S@ET] @4 @0 mg/ml), 10 ... o D KW* vy iddJSfoamdmide @ésionisé
et i606 de formaldéhydg

Pour la reverse transcriptich,i ...P [ ZEajegtesi ..de Mix Iscript 5X (Bio-Rad
Courtaboeuf, France) § 1UA [.vdCu Z A E- t&<E I8erifgE Jf%p 40 10pl. Le
mélange est incubé pendant 5 minutes a 25°C puis 30 minutes a 42°C (synthbsa du

[ E et5 minutes a 85°C pour stopper la réaction. Les échantillons sosgm@s a -20°C

avant analyses par PCR semi-quantitative (Indicatea@2/Cal) ou Q-PCR

An 0C- o[ £ % E <<}blgend mrE)-RCRour Z <u P v []wd gBneS ~
] o }v8 }v }luzZ 18 <«u vSs](), @ s amoiEés (Gens Jétvanti-sens) ont été

validées au laboratoire, les séquences nucléotidiques de ces amorces s@dagges dans

letableau 1.2 Chaque réactionde QY Z <3 (E 0] vuovP v8§d Ro [ E -
fois) et 11 pl de Mix réactionnel compose 8¢ fiii vD [ u}@E& < ~sensspécifigues

de chaque génegf Tableau 112) et de 1X tampon SYBER Green PCR Master Mix (Bio-Rad,
Courtaboeuf, France). Le mélange est ensuite incubé dans un thermod@€l¥g6 puits (Bio-

Rad, Coutaboeuf, France). La Taqg polymérase utilisée étant de type « Hot &aRGR

commence par une étape de chauffage de 3 minutes a 95°C pour rompagstm lentre



Tableau 11.3: Séquences nucléotidiques des amorces utilisées en PCRjsamtitative pour amplifier les
geneskEF1+, BnaSAG1&t Cab

Ségquences nucléotidiques des amorces n°daccession des

genes

Sens 5-TTTCGAGGGTGACAACRTGA-
EFLs Anti-+ v+ -BZGTTCCAATACCACCBATC-
Sens 5-GGCAGTGGCACACCAMCCGBTTAG
BnaSAGL2 I Anti-sens 5'-AGAAGCMTTCATGGCAAGATCAC
Sens 5-GGCAGCCCATGGTACGGATC-

Cab Anti-sens 5-CCTCCTTCGCTGAAGABCTGT-

XM_013854440.2

. XM_022696851.1

XM_013836544.2




o[l vICu 8 o[ v8] }E % 3§ % Eu $3CE 0 d <« %}oCu @i« [!SCE
cycles (comprenant deux étapes, une étape de dénaturation de 10 seconde€ &t95fe

§ % [ZC E] S]}v Sde[40 (eddndds a 60°C) est ensuite réalisé. Pour chaque
échantillon, des réactions de Q-PCR sont également réalisées pour anliienes de
références }vS o[ A% E ¢*]}v V[ ¢S % ¢ (( 8§ % & o:€EFRwefs]}ve A
ARNL8S(189. Pour chaque condition expérimentale, les réactions de QPCR sont réalisées sur

3 répétitions biologiques.

Pour chaque réaction @ ZU o ¢ C 0 ¢ » plJos }p 8§ ~ C o SE& <Z}o ¢ o
de références sont détermés (]v 0 HO E o] A% E °*°]}V E o 3]A .
Cette quantification relative est basée sur la méthode des «@Delta de Ct 4 4 )3 en

ud]o]e v o[ <p 3]}v *u]A v
'TLNAOOEKJ NARASPERA Lt
Le 44 &st calculé comme suite :
R (NRyoacurrad @B poacurraa c+aala
Avec

SR WPRigrcexb: PP apwarUra0a00

v

Le Ct des genes de référendeFl+ § i)0réprésente la moyenne géométrique des Ct

} S viue %}UE o UE PV o X >[ £%E **]}v E o A ZuwsZogjv P
SE ]S 5 o0 po E o0 S]JA uvsS O £%E <<]po}lu &'w}]P au] v3Wo
par définition, est égale &2) [a-dire 1 Livak et Schmittgen, 2001

VOCe o[ A %6 @enes]gar PCfemi-quantitative La PCR semi-quantitative a été

utilisée seulement pour la quantification des deux génes utilisésnee indicateur spatio-
temporel de sénescence comme décrit @mbertet al. (2006)et dont le détail est donné
dans le chapitre | 81.3.C.2. Les réactions de PCR semi-quantitatives sont réalséeda p
fii vP [ E ~i Roe ve pv A}lopu (]Jv o ii RP VE% Bl3vw 0 [\
contenant : un tampon avec MgCl0X (Tris Hcl 10 mM, KCI 50 mM, MdCh mM, triton
X100 a 1% et de la BSA 0,2 mg)nd,5 M de Taq polymérase (5 U piQBIOgen), 250 uM de
EdWe § iUORA R DB sdnset @ati-sens EF1+, BnaBAGL2 et Cah Tableau 11.3. Le

meélange a été ensuite incubé dans un thermocycleur GenAmp PCR S3&6n{Applied



Tableaull.4: Programme utiliséen PCR semi-quantitative (thermocycleur GenAngY00, Applied
Biosystems)

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

de la Taq
Polymérase
Dénaturation 95°C 30 secondes

Hybridation | Tm des amorces 3 30 secondesl X

des amorces 58°C
Cycles
Elongation 72°C 1 minute
Fin
[ o}vP §]]}v 72°C 10 minutes /

des transcrits

Arrét de la /

réaction _et 4°C L
conservation

des amplicons




Biosystems, Levallois-Perret, France). Aprés une étape de chauffage a 3t peninutes
~ v SuE 3]}v ol E & &]A 3§]}v >g [les r€actiorts ApSPCR <&
effectuées en réalisant X cycles comprenant les étapes suivarabkegull.4) : une étape de
dénaturation a 95°C pendant 30 secondes; u § %o [ZC E] S]}es a$w8°CG}E
pendant 30 secondes, une$é %o [ o}vP 3S]B/pendant une minute. Pour chaque

Ju% o0 [ slénombredecycles« X »@%5]Ju]e (]Jv [ A]S8 & pv e« SPE 3]}v
en fin de réaction : X est égal a 26 pour le ggRé&+ et a 22 pour les gené&naSAG12t Cab
> ¢ % E&} ]S [ u%o0](] S]}v ¢}vsS ¢ %,2% en pegende de bfoAuIE } «

[ $Z] Juu ~1UW LR BenddF1+ est un géne de référence utilisé pour controler les
étapes de RT et de PCR et également pour la normalisation des quantitéssieritsades

P v e [JvEaX®E!'S® % E} uljficatioh de%schaque geneSAGA2, Cabet EF1-p sont
visualisés sous U.V. (Gel-Doc EZ, Imager, Biorad, CoutaBo@uf,v tntefisid des bandes
obtenues sur gel est déterminée gn§]o]s v§ o o}P] ] o [ v oCe [Ju P ¢« ~/u P

au Gel-Doc EZ Imager.

11.4.2. Analyse différentielle deo [ A %o eles gEnes par RN8eq(Article 3)

Cette analyse visant aidentifiere P v « (E v & < idnvest mpddée ((Eduite
ou réprimée) par un apport[pv ¢ u pe 1,7 mM de Si, a été réalisée en prestations de
e« EA] e+ suyE 0 %0 3 (}JEU /"W WKWA Ao C~E GAGXE]e of
séquencage des ARN est réalisé en utilisant la technologie de séquencage lllar8eg500.
> ¢  vV<u ¢ {sefiSont obtenuesia 0 % E}S} }o0 [ ZEu dE&pu”" <« "SE v ~

0](}E&V] U hXAX Xe § o« Z vS]oo}ve [ ZBdeayessSune tallerdes v W ]

260 pb et une longueur de lecture de 75 basey. v oC+ ](( & v8] oo ~E& v « SC&E
versusracines non traitées) est réalisée en suivant la méthode décrit®jggaill etal. (2016)
Un gene est considéré comme différentiellement exprimé si sa p-valuaféseure a 0,05
Les résultats ont été envoyés sous (IAE u [uVv § 0 H % @& » v3 vS8 o[ ve U O
différentiellement exprimés (et leg-values) dans les racines traitées (+Si) comparativement
a celles non traitées au silicium (-Si).

> ¢« P v o []08t & eplacés dans les voies métaboliques auxquelles ils sont

associés utilisant le logiciel en libre accés MapMeip$://mapman.gabipd.org) aprés avoir

recherché individuellement leur code « gene ontology (GO)» de chgeue






[ll. Méthodes [ v 0Ce o o8 S]eS]cu
> ¢ (E ep03 3¢ ¢}vd A% E]Ju » % E o u}C vv e« A oepE- } 3
E % S5]S]}ve J}o}Pl<pu o ~VAI }pu VAOGs F o] EE I @&@[23uyP ® ]S" X

des données sont respectivement vérifiees en utilisant le test de Shiagikoa 95% et le test

de Bartlett. Les analyses de variance (ANOVA) sent o] ¢ v pS]o]e vS 0 S 5§ (
disponible dans la versiodu logiciel Rx64 3.3.2 permettant de faire des comparaisons
multiples des traitements pratiquékorsque seulement 2 traitements sont comparés sur une

variable dépendante, un test de Student (p<0.05) est pratig@éo[puS]o]e S]}v u o0}P] ]
XLState.


















Chapitre IlI: Résultats, Article 1

Chapitre Ill: Résultats

Chapitre 1l111. Silicon promotes growth oBrassica napu&. and delays Leaf
senescence induced by nitrogen starvatidfrontiers in Plant Scienc@018,
Doi: 10.3389/fps.2018.00516

Contexte: Wope] HEe Su o E %%}IES vS pv ((§ v (]1<Z T[auw
plantes, notamment lorsque celles-ci sont soumises a des conditionseds selles que les
carences en nutriments. Le colza est une plante oléagineuse tres exigeanteten raais
présente une( ] o ((11v [he P o [lidg & ure taible Efficience de
Z u} Jo]e 8]}v o[ 1}8 ~ Zdwint la sépessance séquentielle, les feuilles
chutent avec des teneurs élevées en azote (N) provoquant ainsi une diomnigirendement.

J(( € v§ ¢ Spu ¢ u}vSE vS <u[puv  pPu vieg deslfeuillesen rgidilant
O * Ve V % EuSSE ]S [uo]}&E Eo & u} %fr&EV]S 91
a une augmentation significative du rendement grainier.

Objectif L pn§ « SE A pA& <3 Bfasscaln&buso [B(@[puv JHES %%
Si (7 jours/ iU6 uDe suE 0 % E}PE <]}V 0O °* Ve V (}o
également sur la capacité des plantes a reprendre leur croissance aprés uodepée
privation en N.

Démarche expérimentaleLes plantes de colza sont prétraitées avec du Si (+Si; 1,7 mM)
non (-] % v v3 6 i}JpuEe ~ i A vs [ISE % E *vW W SH
pendant 12 jours (D12)Si+N; +Si+NSiN; +Si-N. Les plantes carencées en N (+Si-BH) -
sont ensuite réalimentées avec une solution nutritive contenant 1mM deN& i L < 1 [
(1v of A% E]Ju vS S§]}v ~ TieX HE vS 0 HOSUEPUBAGI2V
et Cah la détermination des teneurs foliaires en@4 et de MDA (marqueurs de stress
oxydatif) et en cytokinines a permis de suivre la progression de la sénesdenadeuille
uSuE X Vv % E oo o U o0¢°¢ % E usSE - E}]ee v S
SE Ve }ES WE+ [E }vd & e<plA]e 0 0

HOSH
Principaux résultés: Cette étude montre que le colza, en dépit de ses faibles capacité
[ Mupo S]}v p MU o} E § ouvsS S o0 5} IlpuE}@E]YC
hv % E SE ]S uUuvS H ] % Eu S [ SS vy E 0 §& wu vS
réduisant le stress oxydatif au niveau de la feuille mature. Pauis|ldurant la carence en N,
comparativement aux plantes non traitées au Sitf¥), un retard de la progression de la
sénescence de la feuille mature a été observé chez les plantes +Si-N. Ce retard estass(
pv u Jvs] v 0 $VUE Vv Zo}E}%ZCoo + 5 u d{ B]A]S V%
HV 8§V HE Vv C3}I]v]v » %oue o0 A ve 0 (ofiEoo*Su SwiqE
disponible, il a été montré que, comparativement aux plantes témoiBsN(}; les plantes
prétraitées au Si (+Si-N) présentent une meilleure récupération se sadluipar une
augmentation de la teneur en chlorophylles des feuilles matures mais égalgraenne plus
forte expression du transporteur racinaire de nitraBn@NRT2)1
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lll.1. Silicon Promotes Growth oBrassica napud.. and Delays Leaf Senescence

Induced by Nitrogen Starvation
Cylia Haddad-?2 Mustapha Arkouh Franck Jamdis Adrian SchwarzenbefgJean-Claude Yvijn
Philippe Etienné ™V Zand Philippe Laing&’™V#*

! Normandie Université, Caen, France,

2 UMR 950 Ecophysiologie Végétale, Agronomie et Nutritions NCS, Uaider§laen Normandie, Caen, France,
3 Institut National de la Recherche Agronomique, UMR 950 Ecophysiologitalédégronomie et Nutritions
NCS, Caen, France,

4 v8E& Dl}v]o o[/vv}A §]}vU 'ENaléoFrahg¢eoo] EU " Jv§

Abstract

Silicon (Si) is the second most abundant element in soilansgeveral beneficial effects,
especially in plants subjected to stress conditions. However, the effect of @geventing
nitrogen (N) starvation in plants is poorly documented. The aim of this waskto study the
effect of a short Si supply duration (7 days) on growth, N uptake, photosyathctivity, and
leaf senescence progression in rapeseed subjected (or not) to N starvation. Olis resu
showed that after 1 week of Si supply, Si improves biomass and incidageake and root
expression of a nitrate transporter gene. After 12 days of N starvation, compar&il plants,
mature leaf from +Si plants showed a high chlorophyll content, a maintdi net
photosynthetic activity, a decrease of oxidative stress markers [hydrogen peroxidg érd
malondialdehyde (MDA)] and a significant delay in senescence. Wheprieteplants were
resupplied with N, a greening again associated with an increase of phabesirctivity was
observed in mature leaves of plants pretreated with Si. Moreover, during tnation of N
resupply, an increase of N uptake and nitrate transporter gene expressom ebserved in
plants pretreated with Si. In conclusion, this study has shown a beefie of Si to alleviate
damage associated with N starvation and more especially its role in delayingafof |

senescence.

Keywords:N privation, N uptakeéSAG12Cabindicator, leaf life span, photosynthetic activity

[11.1.A. Introduction

In the lithosphere, silicon (Si) is the second most aburedlantent after oxygen both in
terms of weight and number of aton{&pstein, 199 Despite this high abundance in soil, Si
is never found in a free form but usually combined with other elermeat form oxides

compounds or silicates, which are not available for plant nutrition. Thug,alow proportion






of Siis takemp by roots in the form of uncharged silicic acid [SigDMhich is present in the

soil solution at concentrations ranging from 0.1 to 0.6 ni<gtein, 1993 This Si root uptake

involves specific Low Silicon 1 (LSil) channel identified for the firstiti rice byMa and

Yamaji (2006)Si can be then translocated to the shoots thanks to two otheraSsporters,

I.e., LSi2 [which allows Si efflux outside the Casparian strip in the(Matst al., 2007] and

LSi6 expressed only in leaves. Subsequently, Siis polymerized and accumwatedohous

forms in plant tissues (Si@H:0) (Bauer etal., 201). Because of the ubiquitous presence of

Si in the environment, vascular plants accumulate large ranges of Si, from D6%4t of dry

weight (DW) Epstein, 1999 and agricultural crops are usually classified into three main

groups (weak, medium, and strong Si accumulators) according to their Si conteass. T

dicotyledon species with low Si contents (around 0.1% of DW) are lassi = ~"A | 7]
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their Si content reach 15% of DW (as cultivated ridepg¢s and Handreck, 1967; Epstein,

1999; Broadley etl., 2012. Although Si is not an essential nutrient for most plants, it is

considered to have a beneficial effect on improving resistance against laiod abiotic

stresses and agricultural crop quality and yiélggtein, 1994, 1999; Korndorfer and Lepsch,

2001). For example, in some plants such rice, Arabidopsis and sugarcane, Si confers a

protective role and improves pest and pathogen resistarisbiguro, 2001; Meyer and

Keeping, 2001; Fauteux etl., 2005. Some studies have also shown that Si enhances plant

tolerance against heavy metals, drought, salinity and nutrient deficier(Bpstein, 1999;

Chen etal., 201§. These beneficial effects were usually attributed to the mechanatalof

Si (for example by deposition of opal or phytoliths), which acts mfamsing cell walls and

thus increases resistance to many biotic and abiotic stressegd€ux etal., 2005. Moreover,

some authors suggest that the role of Si is more complex and thatledhilcan also act as

signal to modulate metabolic pathwaySgmuels etal., 1991; Fawe eal., 2001; Fauteux et

al., 2005. Indeed, some studies have shown that Si treatment of plants alleviates stress

response gened-@uteux etal., 2005 and induces an accumulation of enzymes involved in

photosynthesis and detoxification of reactive oxygen speSasgnt etal., 1997; Schmidt et

al., 1999 and also phytohormone synthesiBddrigues etal., 2015; Van Bockhaven etl.,

2015). In cucumberAdatia and Besford (1986)ave also observed that Si treatniencreases

leaf area, leaf erectness chlorophyll and RuBisCo contents. More reddatlyovich etal.






(2017)have shown in detached Arabidopsis leaves overexpressing a rice Si channel (LSil) tha
Si treatment promotes a delay of leaf senescence induced by darknéssn iagether, all
these studies suggest that Si could increase the leaf life spatanfsp particularly when
grown under stress conditions. This hypothesis may be of great interesgfimultural crops,
such asBrassica napus., characterized by low nitrogen (N) efficiency especially due to its
inefficient endogenous leaf N remobilization associated with senescéwes(and Etienne,
2014). Thus, it has been observed that senescent leaves fall with high Bntq@t2.5% of

dry weight;Rossato etl., 2001; Malagoli etl., 20058. As demonstrated bialagoli etal.
(2005a)using a mechanistic model, an extension of the leaf life span copldve N transfer
from vegetative to reproductive tissues and consequently allow an increagelth (around
+15%) or N seed content. To our knowledge, apart from works focused on the eff&ct
nutrition in alleviating salinity or heavy metal strestaghemi etal., 2010; Farshidi teal.,
2012; Hasanuzzaman ef., 2017, no studies have explored the effect of Si on growth and
leaf senescence iBrassica napugrown under N starvation. The aim of this study is to
evaluate the effects of a short duration of Si treatment (7 days) on thetty; N uptake and
photosynthetic activity ofBrassica napud. subjected (or not) to N starvation and then
resupply with N. In addition, during this experiment, the Si eféec{i) root and mature leaf
cytokinin contents, (ii) oxidative stress markers in mature leaf, and téimporal leaf
senescence progression was closely monitored using physiological and molecakresee

indicators.

[11.1.B. Materials and methods

a. Plant Growth Conditions and Experimental Design

In a greenhouse, seedBofissica napus X A EX »~ 18]Il v_ A E P Eu]v §
deionized water for 4 days in the dark. Then seedlings were transferred taraidight
conditions and supplied with nutrient solution for 10 days contadnNHNG; (1 mM), KSQ
(1 mM), KHPQ (0.4 mM), KHPQ (0.15 mM), Cagl3 mM), MgS®(0.5 mM), EDA2NaFe
(0.2 mM), HBG (14 uM), MnS®(5 uM), ZnSE(3 uM), CuS£(0.7 uM), (NEH6Mo7O04 (0.7
pM), CoGl (0.1 uM), and Niel(1 pM). Just after first leaf emergence (i.e., after 2 weeks),
seedlings were transferred for 1 week into a plastic tank (20 Lpaung the nutrient solution

described above. Natural light was supplied by high pressure sodium lampss(FMIASTER
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Figure Il.1.1: Experimental design usetb study the effect of silicon pretreatmenton growth
parametersof BrassicanapusL. cultivated withor without nitrogen for 12 days and then resupplied
with N (from Dayl12 to 21). After a periodof pretreatment for 1 week with (+Si: 1./M Na,SiQ) or
without silicon (control: tSi), plants were separated into two groups: the first was supplied witini
of NHNG; (tSi+N and +Si+N) and the second was N deprivé8itN and +SiN). Day 0 (DO)
correspondgo the end of the Sipretreatment and the beginningf the N treatment. After12 days
(D12), N-deprived plants were resupplied with M of NH,NG, until 21 days after the endof the Si
pretreatment (D21). Plants were harvested after 0, 3, 6, 92, and 21 days for N-deprived plants
(dashed arrows).



GreenPower T400W) with a PAR (Photosynthetically Active Radiations) of 450 pmol
photons.m?.s! at canopy height. At the emergence of the fourth leaf, silicon (Si)ganent

was applied for 1 weekE(gure 1111.1). For this, plants were separated into two groups: the
first (+Si) was supplied with the nutrient solution described above thie addition of 1.7mM
silicon (Si as sodium metasilicate: 28i&3.9H0) and the second (-Si; Control) with the
nutrient solution plus NaCl (3.4 mM) to compensate the sodium supplied biursod
metasilicate in the +Si treatment. Nutrient solutions were aerated and reneavedy 3 days

and their pH was adjusted daily to 5.6 with HCI (or NaOH). After thee®eatment period
(Day 0), plants were again divided into two groups: one half of each of the d&3$8aplants

was supplied with ImM of NiNIG; (-Si+N and +Si+N) and the other halves were N deprived (-
SiN and 6iN). All plants were grown in these N conditions for 12 days (D12, The
deprived plants &N or 45iN) were resupplied with 1 mM NNQs for 9 days (D21) to study
the effect of Si pretreatment on their capacity to take up newly digopN (Figure 1111.1).
Throughout the experiment, plants were grown with a thermoperiod oflZ0C day/night and

a photoperiod of 16 h. Plants were harvested at 0, 3, 6, 9, and 12 dayast &iddays for N-
deprived plants, which were resupplied with Ridure 1111.1). At each harvest, shoots and
roots were separated, and then from shoot, mature leaf correspondirigabwith maximal
area and biomass was separateSupplementary Figure I1.SJ). Different tissues were
frozen in liquid N and stored aB0 Cfor further analysis. An aliquot of each tissue was dried

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

According tBuiz-Espinoza el. (2010) a SPAD-502 chlorophyll meter (Soil Plant Analysis
Development; Minolta, model SPAD-502) was used as a relevant non-destructive method to
estimate leaf chlorophyll content. The measurements of SPAD values were perfexasd
day in mature leaves selected at the beginning of N starvation (D0). Aftesugs of
illumination, net photosynthetic activity was monitored on the same leahg a LI-6400 (LI-
COR, Lincoln, NE, United States) at 500 unmkhphotosynthetic photon flux (PPF) provided
by a LED light.






c. Total Nitrogen and Silicon Analysis

An aliquot of dry plant tissue was crushed to powder dackd in a capsule for isotopic
analysis to analyze between 60 and 80 pug N. The total N was determitied continuous
flow isotope mass spectrometer (Isoprime, GV Instruments, Manchester, United Kingdom)
linked to a C/N/S analyser (EA3000, EuroVector, Milan, Italy).

Silicon contents in plants tissues were determinedagtO using a colorimetric method
previously described bRai etal. (2005) Briefly, 100 mg of dried and crushed plants tissues
were added to 3 ml of NaOH (50%) and autoclaved at 121°C for 20 min. djttsinaent of
the volume to 10 ml with ddH20, 160 pl of sample solution were transfenteda 2 ml tube
containing 1.2 ml of acetic acid (20%). Then 400 pl of ammonium molybdateoso{d8.7
mM, pH 7) were added and mixed thoroughly. After 5 min, 200 pdudétic acid (20%) and
40 pul of reducing solution were added (made by mixing solution A: 2 g.8(Nand 0.4 g of
1-amino-2-naphthol-4-sulfonic acid in 25 mL op@tand solution B: 25 g of NaHS©®200 ml
of ddHO and adjusted to 250 ml with dd@8). After 30 min, the absorbance was measured at
a wavelength of 650 nm and the silicon content was determined by rafetd a standard
curve prepared from a silicon solution standard at 100Q 8i@.L. All reagents were stored

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

Total RNAs were extracted from 200 mg of mature leaves or roatpleésawere ground
to a powder with a pestle in a mortar containing liquid nitrogen. Témulting powder was
mixed with 750 ul extraction buffer (0.1 M TRIS, 0.1 M LiCl, 1 mM EDTA &h@%sDwV/V),
and pH8) and 750 pl of hot phenol (80°C, pH4), and the mixture was &drfex 40 s. After
the addition of chloroform/isoamyl alcohol (24:1), the homogenate was centrifagdé000
g (5 min at 4°C). The supernatant was transferred into 750 pl of LiGloso(d M) and
incubated overnight at 4°C. After centrifugation (15000 g for 30 mi°&Y, the pellet was
suspended in 100 pl of sterile water. Purification of RNAs including ao6@NA digestionyp
DNAse treatment was performed using RNeasy mini kit accor8ihgSZ u vu( SpE EJ[-
protocol (Qiagen, Courtaboeuf, France). Quantification of total RNAs was perfdosned
spectrophotometry at 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf, Le Pecq, FraafmelReverse
Transcription (RT) analysis and the quality of RN&\spglementary Figure .83 is






monitored by separation of 1 ug of total RNAs on agarose gel (1% w/v) miogtaithidium
bromide (0.5 pg/ml). For reverse transcription, 1 pg of total RNAs was conuertEaNA with
an iScript cDNA synthesis kitjusP SZ u vu( SpE @Ed-Ré@d)®&efSre gquantitative
(Q-PCR) or semi quantitative PCR analysis.

For Q-PCR amplification the following primers were seled®d: (FOEA E-W f]
TTTCGAGGGTGACAACATEY- Z A ECOTTECAATACCACCAARBA18S(Forward:
A-CGGATAACCGTAGTAATTCTAG-3Z A E-» \BTAGTCATTCCAATTACCAGAC- -
housekeeping gene8naNRT1.{Forwad W -ATGGTAACCGAAGTGCCTNG-Z AWE [
TGATTCCAGCTGTTGAAGBHaNRT2.XForward: i-TGGTGGAATAGGCGGCTCGAGM G-

Z A E+ WGTATALGTTTTGGGTCATTGGCAT-  vBnaAMT1.1 (Forw E W - Ff]
GTCCTTGACGCTGCAGCCGHNG- Z A EGGWGATGGCCCATCCATCRAC-»+ & EP 3
genes. The Q-PCR reactions were performed with 4 pL of 200X diluted cDNA 50 the
primers and 1X SYBER Green PCR Master Mix (Bio-Rad) in a total volumel oh 1%
ChromoFour System (BRed). For each pair of primers, a threshold value and PCR efficiency
were determined using a cDNA preparation diluted >10-fold. For paits of primers, PCR
efficiency was@00%. The specificity of PCR amplification was examined by monitoring the
presence of the single peak in the melting curves after Q-PCGRisyasequencing the Q-PCR
product to confirm that the correct amplicons were produced freath pair of primers. The
relative expression of the target gene in each simple was compared to the teatnple and

was determined with the delta-delta Ct method using the followaggation:

:th—<~¢ :té,"i.2>(@;q|:ktnjc‘6<'ramlrpmj?
With é -L T_pecr ezﬁc “Tmsqciccngle eclcq
Where the Ct of housekeeping genes is the geometric mean between the Ct of two

housekeeping genes.

Relative expression of the different nitrogen transporter geéméise control sample was
made equal to one and the relative expression of the other treatments was tioempared

with the control Livak and Schmittgen, 2001

According t&ombert etal. (2006) analysis oBnaSAGl12andCabgene expression was
performed using semi quantitative PCR. Reactions were performed using speaifess for

the Brassica napuSabgeneLHCII type + & } E A -GC@AGHCCATGGTACGGAVCE A E-+ W






A-CCTCCTTCGCTGAAGATCY,GT- BnaSAG12 ~&}EA E W - [
GGCAGTGGCACACCAMCCGGITABverseW -AGAAGCMTTCATGGCAAGAGGAGs

target genes and EF1+ ~&}EA EIWCGAGGGTGACAACATIGA- E A &+ W A
CCGTTCCAATACCACCAAEEan internal control gendlicot & al., 2005.

PCRs were performed with Qbiogene Taqg polymerase (MP Biolsiellliciech, France)
on a thermocycler (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) accordingtou vpu( SpE EJ[-
protocol. The amplification program was as follows: 1 cycle at 95°Cnfiam,520 forCaband
BnaSAGl1and 26 forEF1+ cycles including a denaturing step at 95CEE 11 < U % E]Ju E
hybridization step at 58°C for 45 s and an amplification step a€ 7@f 1 min. Each PCR
reaction was finished with one cycle at 72°C for 10 min. Four single 267,622@&nd 164 bp
cDNAs were amplified for tiBraSAG12Cah andEF1+ genes, respectively, and the identity
of each fragment was checked by sequencing (Biofidal, \éelin, France). RT-PCR
products were separated by electrophoresis via agarose gels (1%) containingurathidi

bromide (0.5 pg/ml).

These agarose gels were scanned under UV light with a Gel DocTM EZ(Boaditet,
Marnes-la-Coquette, France) and the transcript levels were quantiigd ImageLabTM
software (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) after normalization hetBE1-r gene. The
data related to theBnaSAG1andCabtranscript levels were expressed as a percentage of the
maximum of both transcripts observed in mature leaves (the maximum level of transcripts
was observed at day 21 f@naSAG12and day 0 focCal). The date of entry into senescence
of mature leaves was determined according to the methodsoimbert etal. (2006) the
theoretical time (Th.T.) of senescence for a given leaf rank is detedmuising the time course
of expression oBnaSAG1Rup-regulated during senescence) dab(down-regulated during
senescence). The intersection point corresponding to the concomitant up-tegulaf
BnaSAGland down regulationCab genes was considered as the time of onset of foliar

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

To 10 mg of frozen grounded leaves and roots, 1 mL of a solutio20aC-of 70%
MeOH/29% KO/ 1.0% formic acid containing isotopically labeled internal standards at 0.2
ng/mL (PHs]-Dihydrozeatin, 3Hs]-Dihydrozeatin riboside, 2iHs]NS-Isopentenyladening






[2Hs]Né-1sopentenyladenosine 2Hk]-trans-zeatin) was added. The mix was stirred at room

temperature for 30 min then centrifuged (16000 rpmC4°

The supernatant was evaporated to dryness under nitrogen usiadpavap LV system
(Biotage, Sweden). Dry extracts were dissolved with 2 mL of a 2% formic acidnsoliie
extracts were purified using a solid phase extraction (SPE) Evolute express €0 3ngL

(Biotage, United Kingdom).

The extracts were added in two steps to improve cytokinins reterthen the samples
were washed with 1 mL of 2% formic acid / 98% H20O solution. A second wash waseérfor
with 1 mL of MeOH. The elution of the cytokinins was done with 2 mL of avB8941/5%
NH4O0H solution in two steps. The eluates were evaporated to dryness and dissoh@ai

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

The separation and detection were achieved using a Nexera X2 UHPLC systadz(Shi
Japan) coupled to a QTrap 6500+ mass spectrometer (Sciex, Canada) equipped with
lonDriveTM turbo V electrospray (ESI) source. 2 ul of cytokinins extract was sepatatad
Kinetex Evo C18 coreshell column (100 mm X 2.1 mm, 2.6 um, Phenomenex, United States) at
a flow rate of 0.7 mL/min, and the column oven maintained at 40°C. Thdergiases were
composed of solvent A Milli-Q watergl DOU D]oo] % } & Ucdmtajring 0*®%Sormic
acid (LCMS grade, Fluka analytics, Germany), and solvent B acetonitrileyta@d®8-isher
Optima, United Kingdom) containing 0.1% formic acid. The gradient elutidedtaith 2%

B, 0.0t3.0 min 20% B, 3104.0 min 25% B, 41@.5 min 100% B, 416.0 min 100% B, 616.5
min 2%, and 6.8.5 min 2% B. The capillary voltage was set to 5kV producing mainly [MCH]C

ions. All quantitative data was processed using MultiQuant software ¥ B@iex, Canada).
f. Determination of Hydrogen Peroxide ¢@,) and Malondialdehyde (MDA) Contents

Hydrogen peroxide 46b) was determined according to the method previously desatibe
by Yu etal. (2003) HO, was extracted from 200 mg of fresh mature leaf homogenized with
3 ml of 50mM potassium-phosphate buffer (pH 6.5) at 4°C. After centrifugation, (1X5§0
15 min), the supernatant (3 ml) was mixed with 1 ml of 0.1% ifi@0D% sulfuric acid §8Q,

VIV).
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Figurelll.1.2: Dry weight(A), total silicon content(B), silicon amount(C)and total nitrogen amounts
(D)in shoots and rootof Brassica napuk.at the endof the Sipretreatment (Day 0). This harvest time
(Day 0) correspondso the end of the pretreatment periodof plants with (+Si)or without Si (tSi
Control). Data are meansSE(for n = 4). and e indicate significant differences betweetSi(control)
and +Si plants with p <05 and p <0001, respectively.



The mixture was then centrifuged (11500 X g; for 15 min) and the satannwas used for
measurement of absorbance at 410 nmChcontent was calculated using 0.28 uMt cnrt

as the molar extinction coefficient and expressed as pmdryy.

Lipid peroxidation was estimated from malondialdehyde (MDA), a decompgsibduct
of the peroxidized polyunsaturated fatty acid component of the membrarnid.liphe MDA
content in mature leaf at Day 12 (-Si-N arfsiM) was determined based on thiobarbituric
acid-reacting substances (TBARS) as previously describ¢dsanuzzaman eal. (2011)
Briefly, fresh leaf tissue (0.2 g) were homogenized with 4 ml of 5%oatreedetic acid (TCA)
and centrifuged at 5000 X g during 30 min. A total of 1 mL o$tipernatant was mixed with
4 mL of 0.5% TBA made in 20% TCA, incubated at 95°C for 30 min, thenapatgdyon ice,
before measurement of absorbance at 532 and 600 nm. Then, the MDA comasnt
calculated based on the difference in absorbanaga#Reo0) and is expressed as nmot GW.

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

The experiment was performed with three replicates except foisareanents at day 0,
which were performed with four replicates due to the weak biomass of glents. The
resulting variations in data are expressed as the mean + standard errdo(8E) 3 (orn =4
at D0). The results were subjected to statistical analysis in R software w2a¢ analyzed
using analysis of variance (ANOVA) after verifying compliance of normality of thherth
homogeneity of variance using the ShapgWdlk and Bartlett tests, respectively. Mean values

were compared usingl pl C[s § ¢5X

[11.1.C. Results

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

The biomass of whole plants treated with silicon (+Si) was sigtiyficeymer than control
plants (-Si) and rose 4.2 mg plantersus 2.9 mg planit respectively. Both root and shoot
biomasses were significantly higher in +Si plants and were aboun.8.8 mg, and 0.5 and
2.4 mg plant for +Si and -Si plants, respectivefjg(re 1111.2A). The Si content in +Si whole
plants was also significantly higher than in -Si whole plamissé&juently, the total amount

of Si was 2.6-fold higher in +Si plants than control (13.73 versus 5.33 mgYpla
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Figurelll.1.3: Relative root expressioof the BnaNRT1,1BnaNRT2,land BnaAMT1.1genes inBrassica
napusL.at the end of the Sipretreatment period(D0). This harvest time (Day 0) correspontisthe end
of the pretreatment periodof plants with (+Si)or without Si (tSi Control). Insert represents active
cytokinin (Isopentenyladenine: IP) contenis roots. Detail of cytokinin contentsare availablein
Supplementary Table SIDataare means SE(for n = 4). Indicates significant differences betwedSi
(control) and +Si plants with p <05.

30

N
(¢}

N
o

—— >

=
o

Dry weight (g plant)
o
H O

(&)

o

-Si+N +Si+N -Si-N +Si-N

D12

Figurelll.1.4: Effectof Sipretreatmenton total dry weightsof BrassicanapusL. suppliedor not supplied
with N. During thel2 days after theSipretreatment, control (tSi)and Sipretreated (+Si) plants were
grown with (tSi+N, +Si+Njr without N (tSitN, +SitN). Dataare means SE(for n = 3). Different capitals
indicate thatthe meansof total plant dry weights are significantly differerit p < 005.



(Figure 1111.2B). Moreover, in +Si plants, Si content was significantly highesanthan in
shoot content (0.75% versus 0.26%ig(re 1111.20.

In +Si plants, the total N amount was significantly asee in shoot (1.50-fold) and roots
(1.35-fold) compared taSiplants Figure 1111.2D). At the same time, in +Si plants the relative
expression level oBnaNRT2.1(encoding high affinity nitrate transporter) in the roots
increased significantly (3-fold) compared to -Si plants, whike eékpression level of the
BnaNRT1.andBnaAMT1.-genes (encoding low affinity nitrate and ammonium transporters,
respectively) remained the samEigure 1111.3). Moreover, except a decrease of root trans-
zeatin (t-Z) content observed in plant treated with Si, all other dginkcortents at DO (and
especially i Isopentenyladenine (IP) considered as one of the main active forms) stadied i
roots and shoots remained the same level in -Si and +Si pl&ngsiré 1111.3 and

Supplementary Table I1.SJ).

After this period of Si pretreatment, -Si and +Si plaate transferred for 12 days onto a
solution deprived of Si and containing (+N) or lacking (-NBigui(e 1111.4). In +N conditions,
the total biomass of plants previously treated with Si (+Si+N) wasisagrilf higher than in
plants not supplied with Si pretreatment (-Si+N). Indeed, tloenlaiss of +Si+N plants reached
21.59 g plant versus only 13.69 g plahfor tSi+N plants. Under -N conditions, the total
biomasses of i and -Si plants were significantly lower than the total biomassgdanfts
grown under +N conditions. Moreover, whatever the Si pretreatment (+S%ipr the total

plant biomasses (about 10 g.plaitwere not significantly differenfgure 1111.4).

b. Effect of Si Pretreatment on the Evolution of Physiological Indicators e&fL

Senescence

To follow the impact of Si pretreatment on leaf senescence gssign, non-destructive
physiological senescence indicators (net photosynthetic activity d@DSvalues) were
monitored in mature leaves from plants grown with or without N for 12 daysder N
conditions, a Si pretreatment had no effect on SPAD values or the phthesignactivity of
mature leaves compared to control (-Sfjdures IIL.5A,B. From day O to day 12 the SPAD
values and net photosynthetic activity of mature leaves of -Si plarderuN deficiency (-N)

decreased from 35 to 5 SPAD units and from 18 to 0 mmph€©G&?, respectively.



Figurelll.1.5: Change in SPAD values and net photosynthetic actviitjhature leaf fromBrassicanapus
L. Plants were pretreated with (+Sgr without (tSi) and supplied with(N supply; A,B)or without
nitrogen (N starvation; C,D) forl2 days. After this time, N-deprived plants were resupplied with(N
resupply; C,D) for 9 day®21). Dataare means SE(for n = 3).*, #, and «indicate significant differences
between tSi(control) and +Si plants with p <05, p <001, and p < 0001, respectively.



Compared to -Si plants, no difference in the SPAD value and atigymthetic activity in $i
plants was observed until days 7 and 5, respectively. After these times, the valeth aff
these physiological parameters remained significantly higher iplais than in -Si mature
leaves. Thus, after 12 days of N starvation, SPAD values and net phottisyatkigity were
14.35 SPAD units (versus 6.8 in -Si plants) and 4.0 mmoh€6* (versus 0 inSiplants),
respectively Figures IIL.5C,D.

After this period of N starvation, -Si and +Si plants wstgppdied with nitrogen from day
12 to day 21 and both physiological parameters were measukegu(eslll.1.5C,D. In tSi
plants, net photosynthetic activity remained zero and SPAD values decreaseatliooisty to
reach 0 SPAD units at 16 days, corresponding to the time when maturf@lleafs observed.
In contrast, when +Si plants were resupplied with N, increases in pbtsiological
parameters were observed in mature leaves and reached 25.5 SPAD units anch@L.EQ

m2 st at day 21, respectivelyigures 11L.5C,D.

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

Cytokinin, Malondiadehyde and Hydrogen Peroxide Contents in Matueaf

Considering the evolution of physiological indicators néssence previously studied
(Figure 1111.5), a relevant molecular indicator oBrassica napusleaf senescence
(BnaSAGLZah was used to characterize the senescence progression in -Si and +Si mature
leaves from plants cultivated under N starvation (from DO to D12) and Mftesupply (from
D12;Figure I1I1.6).

The phenotypic evolution of mature leaves frt®aN plants Figure 1111.6A) began with
yellowing from day 6, and increased daily until day 9 when the leaffully yellow. In $tN

plants, mature leaf yellowing only started between 9 and 12 dayssiaiVation.

IBrassica napygprevious studies have demonstrated that the onset of leaf senescence
is characterized by a concomitant down and up-regulationCab and BnaSAG12jene
expression, respectively{Gombert etal., 2009. Considering this, time course 6aband
BnaSAG1l3enes expression was estimated in mature leaves from N-deprived plants. The

results indicated a concomitant down- and up-regulatiorCabandBnaSAG1#&om 6 days
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Figure lll.1.6: Images, changes i5A@2/ Cab molecular senescence indicators and active cytokinin,
hydrogen peroxide, and malondialdehyde contents in mature leaf frodrdeprived Brassicanapus
pretreated or not with Si (A) Imagesof mature leaf from plants pretreated without {Si)or with Si(+Si)
cultivated duringl2 days without N (N; from DOto Day12) and resupply with N (+N; from Dal2). (B)
BnaSAG2 and Cabgene expressions monitoredy RFPCRn mature leaves harvested after 0, 3, 6, 9,
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software after normalization with theER-r gene. Arrows indicate the theoretical timerfiT.) of the
onset of senescencef mature leaf determinedas previously describedy Gombertet al. (2006. (D)
Active cytokinin(N6-Isopentenyladenine: IP) content in mature leatf12 from plants pretreated without
(tSi) or with (tSi) Siand cultivated without N ¢N) during 12 days (From DGo D12). (E) Hydrogen
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cultivated without N (tN) during 12 days (From DGo D12). (F) Malondialdehyde (MDA) contenin
mature leafat 12 from plants pretreated without (Si)or with (tSi)Siand cultivated without N ¢N)
during12 days (From D@o D12). Dataare means SE(for n = 3). * and** indicate significant differences
between tSiand +Si plants with p < 01 and p < 005, respectively.



in tSkN plants, respectively. Ir5+N plants the same expression patternGdbandBnaSAG12
was observed only after 9 days of N starvatiBig(re 1111.6Q.

The kinetic quantification BhaSAG12andCabexpression allowed determination of the
Th.T. of the onset of mature leaf senescence, and was characterized bydfrseation point
between curves of th€abandBnaSAG1&anscript levels. Under -N conditions, Th.T was 6.3
versus 8.7 days in mature leaves of -Si and +Si plants, respedigeise(1111.60. All these
results indicated that Si pretreatment is associated with a delégaihsenescence P44 days)
in plants grown under N starvation. Surprisingly, when N deprived plaeres resupplied with
N (from D12), a down regulation BhaSAG1and anup-regulation Cab gene expression were
observed at D21 in mature leaf from +Si plants while the same leafalles fit D16 in -Si
plants Figures II1.6B,G. This data indicating a reversion of senescence process only in
mature leaf of +Si plants is in agreement with the greening again laat aith the
photosynthetic activity recovery and the increase of SPAD of thispleaiously observed
(Figure 1111.5).

At the end of the N starvation period cytokinin contentsl (@specially IP content) were
determined in +Si and -Si mature leaf from N-deprived plarfEsgute I111.6D and
Supplementary Table I1.SJ). At D12 (corresponding to the end of N starvation), IP contents
is significantly higher in mature leaf oB5#N plants (1.9-foldfFigure 11I1.6D) than in mature
leaf of tStN while other cytokinin contents [i.e., trans-zeatin and N6- Istg@riadenosine
(IPAdo)] remain at the level whatever Si treatmedtipplementary Table 11.S1). Moreover,
at Day 12, the oxidative stress markers, i.eQ3and MDA were significantly lower ifsHN
than in tStN mature leaf. Thus, in mature leaf diN plants, HO, and MDA contents were

5.9 umol gt FW (versus 10.7 itSiN) and 4.6 nmol-§FW (versus 8.5 itSiN), respectively.

d. N Uptake and N Transporter Gene Expression After the N Resupply Paridd
Deprived Plants Previously Pretreated or Not Treated With Si

During the 9 days of N resupplyS#N plants took up more N thatSiN plants (268 versus
388 mg plant) (Figure 111.7A). This 1.5-fold increase in N uptake b$iM plants was
associated with root up-regulation of the nitrate transporter gen&@)aNRT1.land
BnaNRT2.1Indeed, compared toStN, the relative expression levels BhaNRT1.land
BnaNRT2.1n +SiN plant roots were increased by 2.5 and 4.9-fold, respectively. Asahe
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time, no effect of Si pretreatment was observed on root expression of the ammmniu
transporter,BnaAMT1.{Figure 1111.7B).

[11.1.D Discussion

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

senescence progression induced by N starvatiddrassica napuk.

Our study showed that Brassica napus, which is considere8iramtumulator species
(<10 mg g DW;Guntzer etal., 2012, is able to take up and store Si in roots in particular
(Figures 1111.2B,3. This result is in agreement with previous work that has shown $i roo

storage inBrassica napugrown in hydroponic conditions with igrshidi etal., 2012).

After a short period of Si treatment (7 days with 1.7 i)y the growth of $i+N plants
IS increased by 1.45-fold compared to -Si plants. This benefifeat ef Si on plant biomass
is sustainable only if plants are supplied with nitrogEiggre 1111.4). To our knowledge, this

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

Indeed, the beneficial effect of Si on growth has been shown miaigdiant species
subjected to a wide range of abiotic stresses such as drought ortygdlmieji etal., 2008;
Tuna etal., 2008; Da Cunha and Do Nascimento, 200khis biomass increase is associated
with an increase in the amount of N in +Si+N plafigyre 1112D) and with induction (by
threefold) of expression of the gene that encodes BreaNRT2.hitrate transporter Figure
[11.1.3). Considering that Si may promote cytokinin biosynthédarkovich etal., 2017 and
that cytokinin is one of factors which may modulate expression of highitgf nitrate
transporters (HATS) encoded BRT2.1gene Gessler etl., 2004; Dluzniewska «l., 2006;
Sakakibara etal., 2009, root cytokinin contents have been monitored in plant pretreated
with or without Si Figure 1111.3 and Supplementary Table I1.SJ). Our results show that
whatever Si pretreatment (+Si or -Si), IP contents (considered as one ohdin active
cytokinin forms) remained at the similar level. Moreover, a decrease of trarisrzézoside
contents was observed in roots of +Si plants. Some studies shown thaaromhcrease of
cytokinin levels is able to modulate (up- and down-regulathdRY 2.lgene expressiorCpllier

et al., 2003; Gessler edl., 2004; Sakakibara al., 200§. Consequently, in our study, the






induction of NRT2.1observed in root of +Si plant can not be explained by an inereés
cytokinin levels. Thus, in this study, it can be suggested that Si may actgmlaasile to
induce nitrate transporter gene expressiorBrassica napuas previously shown in corn salad
where an induction of a Low Affinity nitrate Transporter (LATS) bys®ides demonstrated
by Gottardi etal. (2012)

Under N starvation (from Day 0 to 12), this study has shiostrafter days 5 and 7 the
net photosynthetic activity and leaf SPAD values of +Si plants wergcsigtly higher than -
Si plants, respectivelyrigures 111.5C,D. In another study performed iiea mayd.., we have
also observed a preservation of chlorophyll content in mature leaf frix+Si plants
compared totN-Si plants§upplementary Figure 11.S2. According td_atef and Tran (2016)
which have shown that seed-priming with Si improved photosynthegmpnt contents in
leaves of maize exposed to alkaline stress, our results suggest that teédieneffect of Si
on leaf senescence induced by N starvation is not specifdrdesica napuk. This result is
confirmed by the use of specifiBrassica napusnolecular indicators of leaf senescence
(BnaSAGIZah that showed that the progression of leaf senescence in +Si plagshifted
by 2.6 days compared -Si plants. Moreover, at Day 12, this delay of mMaadrsenescence
observed in $iN plants is associated with a significant increase of leaf IP content®(d)9
comparatively totSiN plants Figure I111.6D). These results were in agreement with a recent
work undertaken in detached leaves of Arabidopsis thaliana overexpreassigcon root
transporter of rice and showing that the decrease of chlorophyll degradatidrdatay of leaf
dark-induced senescence in Si treated plants is associated withdaction of cytokinin
biosynthesis and increase of leaf content of this phytohormdwarkovich etal., 2017.
Moreover, in this study, Si pretreatment induces a significant cddao of oxidative stress
markers such asa, and MDA in mature leaF{guredll.1.6E,F. This result is consistent with
some studies showing that Si improve the antioxidant capacity and the gctivisome
antioxidant enzymes in different plants species subjected to abiotiiatic stressesHabibi,
2016; Latef and Tran, 2016; Hasanuzzamamlet2017. Thus in our study the delay of leaf
senescence observed iBH#N plant could be the consequence of the increase of leaf cytokinin

content and/or by a better antioxidant capacityigures I111.6E,F.

Surprisingly, this work has shown that when N-deprivedplaare resupplied with N

(days 1221), senescing mature leaves from +Si plants recovered net photosyntheticyactivit






(Figurelll.1.5B and turned green agairFigureslil.1 5A, 6A, while mature leaves from -Si
plants continue to senesce and fall at day 16. This result is reinforced bipwreregulation

of BhnaSAG12oncomitantly with up-regulation of Cab observed at day 21 in medeaves of
+Si plantsKigure 1111.6A), confirming a reversal of leaf senescence progression only in plants
pretreated with SiZimmermann and Zentgraf (2005)gave detailed the chronological events
occurring during leaf senescence and have shown that the progressionsoprbcess is
triphasic (i.e., initiation, reorganization and terminal phases) witthbaf the first phases
considered as reversible in contrast to the last, which are irreversible adddetne death
and abscission of the leaf. In this study, silicon gatesr a delay in leaf senescence in +Si
plants compared to -Si plants. Previous works have demonstrated BhaBAG12jene
encoding a cysteine protease was induced during early stage to late ftéepdf senescence
(Gombert et al., 2006; Desclos-Théveniau et., 2019. Thus, the down regulation of
BnaSAG1ih mature leaf from $iN plants resupplied with N suggests that leaf senescence
was either in initiation or reorganization phases, i.e., in a reversible phasentrast, the
abscission of the mature leaf frontSiN plants resupplied with N confirms that after the
duration of N starvation, leaf senescence was already engaged in the irreversitimal

phase.

Finally, during this study, it was also shown afteeraod of N resupply that the SN
plants were able to take up a greater amount of nitrogen comparedSiN plants Figure
[11.1.7A). This increase in N uptake is associated with the higher root levedssipn of genes
encoding nitrate transporterdnpaNRT1.AndBnaNRT2)in +Si plantsHigure 1111.7B). This
long-term Si effect (compared to the effect observed during Si apply) mdkiebedirect
consequence of the maintenance of photosynthetic activity, which alldwvessiynthesis of
sufficient carbohydrate substrates to regulate the number and/or agtivaf nitrate
transporters ejay etal., 2003; Feng edal., 201]). For theBrassica napusrop, the benefit
effect of Si supply and especially the improvement of recovery capacdy afperiod of
abiotic stress is very interestintndeed, it could be suggest that Si autumnal supply could
alleviate stress of plants during winter season and thus promote gebgrowth at the

beginning of the spring and promote vyield.






[11.1.E Conclusion

This study is the first to demonstrate a beneficial effect af@Beventing N starvation in
Brassica napudndeed, in addition to a decrease of oxidative stress markef3 @hd MDA)
and a delay in leaf senescence during N starvation associated with an increagegidki@in
content (especially IP), Si treatment is associated with reversal of theggowhen N
nutrition conditions are again favorable. Thus, the resulting stay gedieat in the leaf may
allow an increase in leaf life span and promote a better synchrobetmeen leaf senescence
and seed fillingRay etal., 1983. Indeed, many authordalagoli etal., 2005a; Gregersen et
al., 2013 have suggested that an increase in the leaf life span of plaith low nitrogen use
efficiency (such aBrassica napy#ivice and Etienne, 20)4may improve the remobilization

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

Moreover, our study likeD C |} A]sddgest that Si is able to act as a cellular signal able to
module directly or/and indirectly gene expression. Future experiments usirgg-scale
molecular approaches will need to be performed to explore the metabddithvpays

modulated by Si and open new investigation ways.
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Supplementary Figurdll.1.S1: Phenotypeof Brassica napusL plants cultivated without (-Si+NA) or

with silicon (+Si+N;B) during one week(D0) and grown without N for 12 days (SN and 5iN; C and

D). The black arrows indicatéhe mature leaf identifiedat the beginningof the N starvation(DO) and
used to follow the time of course of photosynthetic activityy, SPAD measurements senesscence
progressionBnaSAG2/ Cal.
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Supplementary Figuréll.1.S2: Effecof Sitreatment on SPAD valuesf mature leaf from Zea maizel.
Plants were pretreated with (+Sgr without (-Si) silicon during one week and supplied with (+¥)
without N (N) for 21 days. Data are means SE(for n=4). * indicates significant differences betweetsi
(control) and +Si plants witp<0,001
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Supplementary Figure 111.1.S3Control quality of total RNAs extracted from mature leabf N ()
deprived plants treated with (+S9Qr without (-Si).At each time (Day 0, 3, 6, 9,2, and21 only for +SiN),

three biological repetitions have been performed. By of total RNAs were separatedn agarose gel (1%)
containing 0.5 .g/ml of ethidium bromide (0.5 .g/ml). After separation, agarose gels were scanned
under UVlight with a Gel DocTMEZscanner (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) and visualized using
ImageLabTM software (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).






Chapitre I112. Silicon supply promotes agronomic performancesirfassica
napuscultivated under filed conditions. In review in Journal of Plant Nutrition
and Soil Science.

Contexte Brassica hapuk. est une plante oléagineuse largement cultivée pour ses nombrel
débouchés alimentaires et non alimentaires. Afin d'obtenir un rendersetisfaisant, le colza
requiére une quantité importante en azote (N) qui est apporté patilisation (140-200 Kg N
ha! an?). Bien que le colza soit qualifié de pompe a nitrate, il est céigét par une faible
Efficience d'Utilisation de I'Azote (EUA) qui en plus de limitelefelement grainier est

P ouvs o [dedppiuiions environnementales. Compte-tenu des résultats obtenu

v }v ]S]}ve }vSE€0 ¢ S u}vSE vS «<gu gv "[ESRuuB SoE
sénescence notamment lorsque le colza est soumis a une privation en N, des expetionent
E o] * v }v ]S]}v %0 ]V Z u% }vS S o}w |(SSe (hw [9
de Si sur les performances agronomiques du colza.

Objectif. Cette étude E 0] o[f[uy J*%}*]15]( e ¢ 0CeJu SE]
[SH ] & o (( 8§ [pvi(Pkghad Sur les*performances agronomiques du colza
fertilisé avec 60 (60N) et 160 kg* de N (160N)

Démarche expérimentaleLes plantes sont cultivées dans des cases lysimétriques avec de

niveaux de fertilisation azotée; 60 kg N'*het 160 kg N hiden présence (60N+Si ; 160N+Si)
ou en absence (60N; 160N) de Si (1B&kfe %o %o} ES e}pe (}EuU [ ] <]o]
ont été récoltées au stade début de floraison (stade G1) et au stade deatiah des graines
(stade G5).

Résultats Cette étude a montré qu'un apport de Si (12 lkg') n'a pas d'effet sur les
performances agronomiques lorsque les plantes recoivent une fertiisale 60 kgha® |N.
En revanche, chez les plantes fertilisées avec 18a@kg [ Eun apport en Si prolonge la durée
de vie des feuilles au moins jusqu'au stade de la floraison (G1), amklioroissance et le
rendement en graines et leur contenu en micronutriments (en particulier Ee)tStade G5)
L'utilisation d'indices agronomiques tels que l'efficacité agronomique (Al)jcéide récolte
azoté (NHl) eto[ ((] ] v % E o A u vs [ I3&onte qielaugb@ntation
du rendement est liée a une meilleure absorption de I'N du aolgs plantes traitées au Si et
non pas a une meilleunemobilisation de I'N des feuilles vers les graines

De plus, cette étude suggere que dans nos conditions de plein champ,|ense lorsque
o[ 1} V[ *3 % < o]updunid creissalice des plantes, un apport de Si (12aky
pourrait permettre une réduction de la dose de fertilisant azoté de KgBa' a environ 106
kgha? (soit un facteur 1,5) sans impacte rendement et la qualité grainiére du colza.
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Abstract

To limit the environmental pollution associated with intendWédertilizer use, the
development of alternative practices must be considered in particularégrscrequiring high
N inputs as rapeseed. In this context, effects of Si supply on agrormeriormances of
Brassica napusultivated in field conditions with two nitrogen (N) fertdidevels (60 and 160
kg N ha') were studied.

This study showed that a Si supply (12 kg hiaa no effect on agronomic performances
of plants cultivated with the lower N input (60N). In contrast, lemps fertilized with 160 kg N
hal, positive effects of Si supply were observed on preservation of green lealeesatintil
flowering stage and at the final stage, on growth, on seed yield and seednmuident
concentrations (especially Co and Fe). The use of agronomic indexes such as agronom
efficiency, nitrogen harvest index and agronomic nitrogen recovery showed tbamthease
of seed yield is related to a better uptake of N from the soil byeBi¢d plants but not from
an improvement of N mobilization towards seeds.

Moreover, this study suggest that in our field conditionsarig when N is not limiting
for plant growth, a Si supply could allow to reduce the Nuirtpy around 1.5 fold (from 160
kg N ha' to around 106 kg N h8 without impact on seed yield.
Taken together, all these results showed that a Si supply combinachait-limiting N inputs
(160N) improves N uptake efficiency and lead to an increase of yieldhefFudre, this Si
supply promotes also a biofortification Bfassica napuseeds especially by increasing Co and
Fe seed allocations.

Abbreviations

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

I11.2.A. Introduction

Silicon (Si) is the second most abundant element in the swibaftgen and reaches about
16 9 }( §Z (E SM4 and® amdji, 2006; Sommet al., 200§. Si is mainly present in
soil as crystalline aluminosilicates, an insoluble form and not directly alaitab plants
(Epstein and Bloom, 200Q5In contrast, silicic acid [Si(QH$ the soluble form of silicon in soil
solution ranging from 0.1 to 0.6 mMEgstein, 1994 Si is taken up by plants using specific

root transporters (LsilMa et al., 2009. Vascular plant species have different ability to take






up and accumulate Si leading to define 3 groups classifiednictidun of Si concentration:
NeSE}IVP Hupo S}Ee-_  A]sZ Al jvs vs &  Z]vP iA9 }( t ~
Hupo 8}Ee-_ A]3Z "] }vd vs }B%.aEHIW (as rgedoats, ot wheat), and
(Jv ooCe "A | 7] HUHO S}Ee_ op Z o (E*%&¥0.19%JFOEN0Ore }vs vE
and Handreck, 1967Epstein, 1999Broadley etal., 2012, Haddad e&l., 201§. Although
silicon is not considered as an essential element for higher plants, s$deeficial effects
have been shown especially in plants against various biotic and abiotic stiéssegample,
Si application reduces the severity of fungal diseases such as powdery mildaviey (Ma
et al., 200) and other diseases such as blast and brown spot in Deénfff et al., 1997;
Rodrigues etl., 2003. Moreover, some studies have shown that Si supply improves the plant
tolerance to toxic metals such as Cd, Al and\Da( and Hai, 2013; Zhang at, 2013h and
to salt stressKarshidi etal., 20129. Furthermore, a recent study has shown a beneficial effect
of Si supply to alleviate damage associated with nitrogen (N) starvatiopésead, a plant
species even considered as a weak Si accumulator. More precisely, this studytsab®n
supply promotes a better N uptake associated with an induction iwate transporters,
induces a delay of leaf senescence during N starvation and a regreersegesicent leave
when N was resupplyHaddad etal., 2018. These results showing an increase of leaf life span
were particularly interesting since rapeseed is characterized by aNowse efficiency
(Malagoli etal., 2005a; Avice and Etienne, 2014ndeed,Malagoli etal. (2005b)using a
modelling approach have shown that an increase of leaf life span bycb&¥ allow to a
better synchronism between N leaf remobilization and N seed dillieading to an
improvement of seed yield (+15%). Taken together, these data suggest thatigp8i could
improve N management drassica napuand allow to reduce the high N inputs required for
this crop (160-250 Kg N fiato ensure it seed productiorR@athke etal., 2005.

In this context, the aim of this study was to investigate ffexieof silicon supply (12 kg
Si ha) on agronomic performances of rapeseed cultivated under field conditams
fertilized with high (160 kg N Hxand low (60 kg N h& N inputs. Firstly, the effect of a Si
supply on whole plant biomass and leaf senescence has been studiemvating stage.
Secondly, the effect of Si supply on agronomic performances througbftyield component

measurement, analysis of seed quality and the calculation of N useerffjcindexes such as



Supplementary Tablelll.1.S1: Detail of cytokinin contents (expressed ipg mg! DW) in roots and
shoots, (D0) andin mature leaf and roots(D12) of Brassica napus&. plants pretreated with (+Sipr
without (-Si) silicon for one week and supplied with (-Si+N; +SieiNyithout (-StN; +SiN) nitrogen for
12 days (from DOto D12). Dataare means £SE(for n=3). * and ** indicate significant differences (in
bold) between tSiand +Si plants witlp<0.01 and p<0.001, respectivelylP. Ng-Isopentenyladenine; t-Z:
Trans-zeatin; IPAdo:Nsopentenyladenosine.



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

(ANR).
[11.2.B. Materials and methods

a. Site, climatic conditions and lysimeter description

The field experiment was performed from September 2016 to July Mg lysimeter
eC*S u o} § § >] HJECU Jv 8Z Vv}IESZ }( &E v HdIX Oif 70Xi_
lysimeter device was composed of 15 polyester resin lysimeter boxes with an ate¥60h?

(1.4 m x 1.4 m), and a depth is 1.10 m. Rain-fall and air temperature were measured
continuously at a meteorological station at the Lycée Le Robilidtceury (Calvados, France;
Figure 1112.1). The mean minimum and maximum air temperatures were 5.86 and 16.23 °C,
respectively, and total precipitations reached 508.2 mm during the peobdapeseed
cultivation (20162017).

Each lysimeters box was filled with a Calcaric Cambisol arable soil (World Ret@éasader

soil resources, 2006) with 4.3 % of organic matter in 0-20 cm, a basic pH ealdium

carbonate content which increases with the depifable I11.2.].

b. Experimental design

Seeds of rapeseeBréssica napus> X Z ]8]11 v[e An@7 Séphember 2016 as
previously described b§énardet al. (2017). At stage Bide( after the appearance of 4 first
leaves), young plants were carefully transplanted into the lysinsetenth a density of 60
plants per lysimeter. At stage C1 (rosette stage; March 17, 2017), the 15 lysimeters boxes wer
separated into five batches (each batch was composed of 3 lysimeters lboyese 111.2.2 All
lysimeters were fertilized with phosphorus (P: 40 kg P imaform of RGs), potassium (K: 50
kg K ha in form of KO) and sulfur (30 kg K Aan form of MgS@. Among them, three used
as ON controls did not receive N fertilizatiddupplementary Figure 111.31). On the twelves
remaining boxes, two N fertilization levels (60 and 160 KgN Wware supplied in form of
ammonium nitrate fractioned in two inputs (30 or 80 Kg N'la& March 17, 2017 and 30 or
80 Kg N haat March 31, 2017 (stage E)). Finally, half of 60 and 160N lysimeters wasdauppl
with 12 kg of Silicon ha(60N+Si and 160N+Si) in form of Si¢gdtdrtioned in 4 inputsi kg
ha'in stage C1 (March 17, 201Ikg ha' in stage E (bolting stage, March 31, 2017), and two
inputs of 5kg hat during stage F (flowering stage, April 7 and 25, 2017). In contrastthke
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Figure lll.2.1: Mean monthly temperature and precipitation recordedat the meteorological station
during the 2016t2017growth season Arrows indicated main experimental steps .

Tablelll.2.1: Physical and chemical characteristiobthe soilin the lysimeters.nd: non-detected value

pH Total S |Organic  Total N |InorganicN C: N CEC | CaC@

. . o
Depth | Particle size distribution (% Waten) [(mg s ®)limg ¢ ®lmg N g waN g | ratio |(mol kg®|  (6)

(cm)

Sand Silt Clay
0-20 32 38 30 7.9 0.1 25.4 3.2 7.4 7.9 16.5 10
20-40 34 38 28 8.1 0.1 15.0 1.9 7.5 8.0 115 12
40-65 41 35 24 8.3 0.1 7.6 0.9 4.5 8.2 7.2 28
65-100 49 34 17 8.4 nd 3.4 0.4 4.7 8.5 4.6 38




half of 60N and 160N lysimeters were considered as control of Skys(§fN and 160N) and
did not receive Si inputs{gure 111.22).

For all treatments, plants cultivated on half lysimeter area30 plants correspondint
1 n?) were harvested at stage G1 (rosette stage; harvest T1, May 16, 2017) and at G5 stage
(ripening stage; harvest T2, July 07, 2017). At each harvest date, plant organst(tsi@gog
leaves), and pods (T2)) were separated, weighted and dried oven for 48 h@0%afor dry
weight (DW) determination and then ground to fine powder in order to perforemental

analyzes.

c. Determination of percentage of green and senescent leaf
At harvest T1, all leaves present on plants were collectetbtddeaf dry weight (TLDW)
was determined. Then, leaves were separated in fully green leaves (FGL withowtgrela)
and senescent leaves (SL) characterized by visual yellow area and dry weight ludtebak
determined (FGLDW and SLDW, respectively). For each treatment, the percentagenafrgree
senescent leaves on plants was calculated as follow: [[FGLDW or SLDW)/TLDW] x 100.

d. Elemental analysis

For N analysis, an aliquot of each dried sample (pericarps, seedstdapi@n and leaves
of plants at T2) was placed into tin capsules using a microbalancetrendotal N
concentration was determined with a continuous flow isotope ratio mass spectrometer
(Horizon, NU Instruments, Wrexham, United Kingdom) linked to a C/N/S analy3&0(EA
Euro Vector, Milan, Italy).

In mature seeds, macro (N, P, K, S, Ca, Mg) and micronutriemts (#3,Cu, Mo, Se, Cd,
Ni, Fe, Co) were quantified by high-resolution inductively aaiplasma mass spectrometry
(HR ICP-MS, Thermo Scientific, EleméNy) vith prior microwave acid sample digestion
(Multiwave ECO, Anton Paar, les Ulis, France) performed with 800 pul of concertiid@d
200 pl of HOz and 1 ml of Milli-Q water for 40 mg DW. All samples were spiked wige th
internal standards solution containing gallium, rhodium and iridium wathlfconcentrations
of 5, 1 and 1 pg#, respectively. Then, all samples were diluted with 50 ml of Millia@mto
obtain solutions containing 2.0% (v/v) of nitric acid. Before analyiisHR ICP-MS, these
solutions were filtered at 0.45 um using a teflon filtration system (idayi, SCP Science,

Courtaboeuf, France). Quantification of each element was performed agtegnal standard
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Figurelll.2.2: Experimental design usetb study the effect of silicon (Si)on the agronomic performanceof
Brassica napusl. cultivated into lysimeter boxes When plants wereat stage C1 (Marchl7, 2017),
fertilization combining nitroger{N: 30 or 80 kg ha' for 60 and 160N treatments, respectively), phosphorus
(P. 50 kg ha?), potassium(K 50 kg hal) and sulfur(S 30 kg ha?) was applied At stage E (Marcl81, 2017), a
second N fertilization with30 or 80 kg N ha'l was applied for60 and 160 N treatments, respectivelyn
addition, for each N treatment&0 and 160 N), a silicon fertilization (Sil2 kg ha? in form of Si(OH) is
appliedin 4 times (Marchl7; 31 and April 7;25, 2017 60N+Si andL60N+Si)or not (Controls:60N and160
N). For all treatments, plants were harvested T1 and T2 correspondirtg G1 and G5 stages, respectively.



calibration curves and concentrations were expressed in thgrgl ug ¢ of seed DW for

macro and micronutrients, respectively.

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

Five g of seed samples were scanned on a monochromator Near Infygste (model
65000, FOSS NIRSystem Inc., Silver Spring, MD, USA) equipped with the transperirmodu
the reflectance mode. The results were predicted from an external calibratiaibleshed for
oil, protein and total glucosinolate (GLS) concentrations (CRAW, Gembloux, Belgiamd. Oi
proteins concentrations were expressed in % of seed dry matter (DW) andl@dSifwplates)

concentrations were expressed in ug of seed DW.

f. Determination of nitrogen use efficiency indexes

Agronomic efficiency (AE), nitrogen harvest index (NHI) and agronomic miteageery
(ANR) were calculated to characterize the nitrogen use efficiendgradsica napusrop
fertilized with two levels of N inputs (60 or 160N) and suppliedairwith Si.
AE which represents the efficiency of the crop to convert applied nitrégeseed yield was
calculated as follow:

AE = [(SW with fertilizegon, son+si, 160N or 160N+siSW Without fertilizgsny)/Nf (eo0 or 160N
where SW and Nf correspond to seed weight and nitrogen supply biiziert respectively.
Value of SW without fertilizgsnywas described iSupplementary Figure 111.2.S1

ANR defined as the efficiency of capture of nitrogen from soil was calculatetoxe. f

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

amounts shown irSupplementary Figure 111.2.S1

NHI which represents the efficiency of nitrogen mobilization towahe® seeds was calculated

using the following equation:

NHI = [N@on, 60N+si, 160N or 160N+E)t(60N, 60N+Si, 160N or 160N} si)






where Ns and Nt correspond to total N in seed and in whole 60N @N Y8ants supplied

(60N+Si or 160N+Si) or not (60N or 160N) with Si, respectively.

g. Statistical analysis
Results are reported as means * standard errors (SE) for n=3.igitstanalyses were
performed with the software Microsoft® Excel 2010/XLStat® 2016. Analysisasfce were
conducted using Student test after verifying compliance of normatlitythe data and

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

I11.2.C. Results

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

At the developmental stage GX.(flowering, harvest T1) drassica napydor a given
level of nitrogen fertilization (60 or 160 kg N-Basilicon supply (12 kg Si-Hahas no effect
on biomass of different compartments and on total biomass of plarttsis,;Tcumulative
biomasses of plants were 18.91.0+1.74, 18.47+0.95, 24.18+1.24 and 25.46.0+1.33 fpplant
60N, 60 N+Si, 160N and 160N+Si plants, respectivigyré 111.23A). Moreover, for plants
cultivated with 60 kg N hj Si supply has no effect on the distribution of green (69.5 and
74.2% for 60N and 60N+ Si, respectively) and senescent leaves (30.5 and 25.8%d 60N
60N+Si, respectively). In contrast, for plants cultivated with 160 kgiNtha distribution of
green and senescent leave is significantly different in plants tcebyeSi (160+Si) compared
to control (160N). Thus, in plants cultivated with 160N, Si suppigases the percentage of
green leaves (84.9%ersus75.7% in 160N+Si and 160N, respectively plants) and decreases
percentage of senescent leaves (15.1#rsus 24.3% in in 160N+Si and 160N plants,
respectively) Eigure 111.23B).

At the developmental stage G5 (stage corresponding to mature seeds, hHB2yeSt
supply has no effect on total plant and compartments biomasses of ptantisated with 60
N. In plants cultivated with 160N, Si supply leads to an increfasg@mot biomass (2.94+0.03
g plant! versus2.67+0.09 in 160N+Si and 160N plants, respectively) and wholeljdenass
(45.13+£0.73 g plartversus40.23+1.33 g plartin 160N+Si and 160N plants, respectively)
(Figure 1112.4A). Moreover, total N amount in 160N+Si plants is significantlgdnighan in
160N plants while Si supply have no effect on N amount of plativatdd with 60N Figure

[11.2.4B). However, it can be underlined that the increase of N amount in 16(0Net&iis not
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link to an increase of N concentratiokigure 111.24Q but to an increase of total biomass

(Figure 111.24B).
b. Effect of silicon supply on yield and seed quality components

Si supply has no effect on yield of plants cultivated &@bh while it leads to a significant
increase of yield of plants cultivated under 160N. Thus, the yiellbON+Si plants reaches
4247.20+75.2%ersusonly 3644.37+182.48 kg ffor 160N plants. Moreover, a Si supply has
no effect on quality components including the thousand seed weightoginolate, oil and

protein concentrations of seeds from 60N and 160 N plah&ble 111.2.2.
c. Effect of silicon supply on elemental seed composition

Using ICPMS method, concentrations of 6 macronutrients (N, P, &, Ndg)Cand 10
micronutrients (Zn, Mn, B, Cu, Mo, Se, Cd, Ni, Fe, Co) has been analyzes inwsaelants
cultivated with 60 or 160 N and supplied with or without Sr.dgiven N fertilization, Si supply
has no effect neither on N concentration of seedsg(re III.25A) neither on seed
concentrations of other macronutrients (P, K, S, Ca,3dgplementary Table [11.81). Among
micronutrients, Co and Fe concentrations increase in seeds dsgapplied with Si (60N+Si
and 160N+Si) compared to their respective controls (60N and 160N). Moreover, Sisagply
to Ni concentration increase by 2.23 folds only in seeds of plattisated with 60N Figures
[11.2.5B and 111.2.5C For the seven other micronutrients, Si supply did not modify their
concentrations in seeds from plant whatever the N fertili@atinput Supplementary Table
111.2.51).

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

For 60 N plants cultivated with or without Si dypipo significant difference was observed
for agronomic efficiency (Fig. 6A), apparent nitrogen recovéiguge 111.26B) and nitrogen
harvest indexKigure 111.26Q and for residual N concentration in fallen leavéigre 1112.6D).

In contrast, when plants were cultivated with 160N, a Si supply teadn increase of
agronomic efficiency and ANR by 1.5 and 1.3 folds, respectively. In add, in thete Bi
supply did not improve neither the nitrogen harvest index neithee tN residual
concentrations in fallen leaves from these plants. Moreover, it @nditiced that the residual

N concentrations in fallen leaves from plants cultivated under 60N (88N 60N+Si) is



Table111.2.2: Yield component, concentratiorof oil, protein and glucosinolate concentrations and
linoleic acid (w-6): linolenic acidw-3) ratio (w-6:w-3 ratio) in mature seeds from rapeseed cultivated
with 60 (60N) or 160 kg of N hal (160N) and supplied with or without Si(12 Kgha': 60N+Si and
160N+Si).Values correspondo mean +SEfor n=3.The data obtained for seeds from plants treated
with silicon EON+Si andL60N+Si) were comparetb their respective control using the Student t test
and * indicated significant differencat p<0.05.

Glucosinolate Oil concentratior Protein
Yield(kgha?) Thousandseed weigh{g)  concentration (% DW) “6:"3ratio  concentration
(hg g' DW) ’ (% DW)
60N 2696.9¢217.90 5.27+0.33 13.10+0.85 49.70+096 2.37+£0.27 14.77+0.13
60N+Si 3122.1374.37 4.92+0.21 15.43+0.55 50.45+055 2.42+0.13 14.58+0.45
160N 3644.3%182.48 4.81+0.40 17.97+0.66 47.4+067 2.48+0.06 16.50+0.10
160N+Si 4247.2@75.23 * 4.54+0.28 16.53+1.54 47.93+042 2.24+0.10 17.33+£0.26
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Figurelll.2.5: Nitrogen (A), Iron (B), Cobalt (C) and Nickel (D) concentratiomsnature seedsof plants
harvested a TAG5 stage).Plants were grown in lysimeter witB0 (60N) or 160kg of N ha! (160N) and
supplied withor without Si(12 Kgha': 60N+Si andL60N+Si). Values corresporid mean +SEfor n=3.
The data obtained from plants treated with silicor6@N+Si and160N+Si) were comparedo their
respective control usinghe Student t test and * indicated significant difference p<0.05.



significantly lower than those in fallen leaves from 160 N plants (160N@dN+Si) and reach

about 0.9 and 1.2 %, respectivekidure 111.26D).

[11.2.D. Discussion

For the lower nitrogen inputs (60 kg Nthavhatever the developmental stage studied
(flowering and final stages), a Si supply (12 Kg-3ites no effect on the growth, yield and
seed quality of rapeseed cultivated in field conditiofsgQres 111.2.3and 111.2.4A; Table
[11.2.2). This result suggest that the supply of beneficial micronutriertt s13cSi is not relevant
to promote development of plant facing to a low availability of an esaéntacronutrient as
N Good etal., 2009. When plants where cultivated with a higher N input, Sieases the
percentage of green leaves on plants at flowering stage (harvest T1) comparedttol c
plants (84.85% and 75.73% in 160N+Si and 160N, respectiigiyig 1112.3). This result is in
agreement with previous studies showing that Si supply delays leaf senesoeredidopsis
thaliana, Sorghum bicolor anBrassica napusultivated in controlled conditiongvarkovich
et al., 2017; Haddad eal., 2018. Moreover, at final stage of development, Si supply lead to
an increase of whole plant biomass, especially due to an increase ofmfdsead biomasses,
related to an increase of N amount (+12.8%) in +Si pl&ngsies 111.2.4B and I111.2.4Table
[11.2.2). These results suggest that the Si supply stimulates N uptake throughdncrease
of root biomass allowing a better N prospection of soil and/or an induction dfexpression
of genes encoding nitrate transporters (NRT2.1 and NRT2.2) as previously shewerah s
studies Gottardi etal., 2012; Haddad eal., 2018. As previously suggested Bpddad etal.
(2018) the preservation of photosynthetic capacity associated with the yded& leaf
senescence observed in 160N+Si may explain both the increase of expression of these genes
and the increase of whole plant biomass. Moreover, the increase of N uptak®0iN+Si is
also reinforced by the determination of Agronomic Nitrogen Recovery (ANR)atiagsihat
the efficiency of plants to pick up N from soil is improvadeed, ANR determined for 160N+Si
plants is significantly higher than it calculated for 160&htd (from 57 to 43%). This better N
uptake leads to an increase of seed yield of 160N+Si (4.2)Tcbmpared to 160N plants (3.6
T hat). This result is in agreement with a recent work performed in twaggres ofBrassica
napuscultivated in filed conditions with 360 kg urea-hand showing that a Si spray supply
lead to an improvement of seed yieldyai etal., 2017. Nevertheless, Si supply has not effect

on seed yield quality components, such as thousand-seed weight, obsgiotate, protein
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Figurelll.2.6: Agronomic efficiency (A), apparent nitrogen recovery (B), nitrogen hast index (C)
and N contentin fallen leaves (D)of plants harvested & TXG5 stage).Plants were cultivatedn
lysimeter with60 (60N) or 160kg of N ha! (160N) and supplied withor without Si(12 Kgof SiQ ha?;
60N+Si,160N+Si). Values correspond mean +SEfor n=3. The data obtained from plants treated with
silicon EON+Si and160N+Si) were comparedo their respective control §ON and 160N) usingthe
Student t test and * represent the statistic differences (p<08). Different letters indicate significant
difference between treatments (p<05).



concentrations, and 6: ~3 ratio which are not significantly different in seeds from 160N and
160 N+SiTable I11.2.2. Moreover, no significant difference of N residual in leaf of thp@aets
suggesting that Si has not impact on N remobilization from leaf towardssé&ad result is in
agreement with nitrogen harvest index, a component which indicatesierffty of N plant
remobilization to the seeds, which is similar between 160N and 160plagis Eigure
[11.2.6Q. Taken together, these results show that the better N uptake by $G0Nlant leads

to an increase of seed yield but does not conduct to a production ofssesith higher N
concentrationsigure 111.25A). This is confirmed by the agronomic efficierfeg@re 111.26A),

a component which measures efficiency of converting N suppliesgéal yield, which is 1.5
fold higher for 160N+Si than 160N plants. This means that 1 Mgsapplied with Si allows a
production of 14.2 kg of seeds against only 9.3 kg of seeds whemuppiges alone. All these
data indicates that Si supply allow to reduce the N inpuyavthen N is not limiting for plant
growth. For example, in our study it could be suggest that Si supply ctmudabdecreasing

N input from 160 kg N hato around 106 kg N hawithout impact on seed yield. In addition,
this study shows that a Si supply has positive effect on microntitti@mcentrations in seeds.
Thus, Si supply leads to an increase of nickel (Ni) concentration is obsely&u seeds from
plants cultivated with the lower N fertilization (60jgure 111.25D) and for the both N
fertilization levels (60 or 160N) to an increase of seeds iron (Fe)odnadt ¢Co) concentrations
(Figures 111.2.5B and 1l1.2.5CEven if an improvement of remobilization/allocation of these
nutrients by Si cannot be excluded, this increase of nutrient conceotr&in seed could be
also due to a stimulation of root uptake as demonstrated for Fe and eitreBrassica napus
andValerianella locustd.. Gottardi etal., 2012; Haddad eal., 2018. These results are so
interesting because these micronutrients in addition to be knew éoirportant for plant
metabolism (Tottey et al., 2003, they are also considered as beneficial for mammalian
nutrition and health Abbaspour etal., 2014. Thus, for example, Fe and Co are involved in
synthesis of hemic enzymes (as hemoglobin and myogl¥igretal., 1996; McDowell etl.,
2003 and for synthesis of B12 vitamin, respectively. Moreover accorditigetd/orld Health
Organization (2002 & ]+ }v }( VUSE] v8e (] ] vs]v §Z Z] A} Ea}[&E
and an increase of it in edible part of plant (so called btdfoation) could allow to face it as

previously suggested IBillard etal. (2014)
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I11.1.E Conclusion

As a conclusion, this study shows that, in field conditions, aflyslead to a better N
efficiency byBrassica napusultivated with N input considered as not limiting for growth and
development. This better N efficiency is due to a better N uptake but noetteioN
remobilization allowing an improvement of seed yield without affect sagality. In addition,
this study shows the great interest to combine N and Si fertilizersrder to lead a

biofortification of Brassica napuseeds.
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Supplementary Tabldll.2.S1: Macro (grey) and micronutrient (white) concentrations mature seeds
from rapeseed plants harvesteat T2 (G5 stage).Plants were cultivatedn lysimeter with 60 (60N) or
160 kg of N hal (160N) and supplied withor without Si(12 Kgof SiQ ha?; 60N+Si, 160N+Si). Values
represent mean iSEor n=3.

Element 60N 60N+Si 160N 160N+Si
Ca (mg @) 3.89+0.08 3.87+0.18 3.61+0.19 3.52+0.21
K (mg d) 5.61+0.39 5.34+0.20 5.72+0.04 5.61+0.15
Mg (mg ¢ 1.83+0.07 1.74+0.07 1.82+0.06 1.72+0.04
P (mgd) 4.12+0.13 3.93+0.20 3.62+0.17 3.54+0.09
S (mg g) 3.04+0.05 2.86+0.08 3.45+0.12 3.17+0.11
B(ug gb) 11.22+0.25 10.84+0.14 11.73+0.33 11.30+0.55
Cd 6gg?) 23.08+5.31 24.10+£1.32 28.87+£1.73 29.99+2.11
Cu (ug 9) 2.61+0.07 2.58+0.06 2.90+0.35 2.79+£0.17
Mn (ug gb) 25.46+0.61 25.40+1.16 27.26+0.58 26.10+£0.61
Mo (ug gb) 0.38+0.06 0.40+0.02 0.35+0.01 0.35+0.02
Se 6gg?) 37.20+£0.66 30.21+4.27 25.80+3.37 29.90+1.85
Zn (ug 4) 28.77+0.64 27.89+0.66 36.43+5.33 33.41+4.13







Chapitre I\V3. Silicon supply broadly affects the root transcriptome of
Brassica napus.

Contexte Bien que le silicium (Si) ne soit pas considéré comme un élément esseuntidéap
croissance des plantes, plusieurs études démontrent son effet bénéfiquéesyslantes
% ES3] po] & u v8 <p v 00 * *}v3d pHOS]A w }v ]S]HA S
encore mal connue. En effet, si certains auteurs attribuent au Si @ axtlusivement
mécanique~E& V(}E u vS ¢ % E}]* 00O rtEue edl eldmpmst@usraitl
1S E o[}E]P]v U p Vv]A p oopo JE U UIPITM *3]d%e 0]
notamment dans les voies métaboliques conduisant a une meilleure tolérance 1@ss s
biotiques et abiotiques. Les résultats obtenus en conditions controléemtaimment ceux
U}VSE vS pv ((S MU "] *ME o] A% E <]}V P v «Eu §5 0S
suggérer que chez le colza, le Si pourrait effectivement avoir un rélaldige en plus de
son action mécanique.

Objectif: Chez le colzde Si absorbé est majoritairement accumulé au niveau racinaire, U
approche de « RNA sequencing (RNAseq) § }v u]s (]Jv [ Sp ] & o ((
Si de courte durée (7 jours, 1,7 mM) sur le transcriptome racinaire

Démarche expérimentaleDes plantes de colza sont prétraitées avec du Si (+Si; 1,7 mM
non (-Si) pendant 7 jours. Les plantes sont récoltées en séparant parties aérienagsest p
racinaires et leur biomasse fraiche est déterminée. Les ARN totaux racinaires sont gatra
o u 382} H %Z vio Zp Avs [ISE VA}C e« o0 %o $

o[ v oCs }u% E 3]A e« $E ve E]%S}u o BiphivRNEseq. * %o

Résultats >[ «<u]*]S8]}v e+ E epoSs S of] voCe ZE < 1o
2018), seule une analyse préalable des données sera présentée dans le eadteadticle
actuellement en cours de rédaction. La rédaction définitive de celnécessitera une analyse
%oO e Y%o}pues <u] ¢ E (( Sp ve 0 }uE vS§ o[ vv Ti
> ¢ (E *poS 8¢ ujvSE vS <p 0o SE ]S u vS "[}v S@&[ 4]% o
1040 genes, parmi lesquel323 sont induits et 717 sontE %0 E]u < Xiorr fig $ogicjels
[ v o Ctramscriptomiques (MapMan) a permis de classer les genes différentiellem
exprimés dans les différentes voies métaboliques. Ainsi, ces analyses montrantment
gue de nombreux genes impliqués dans le renforcement des paroidageltiou dans la
résistance aux stress biotiques et abiotiques sont surexprimés dans lessrat@nplantes
traitées au Si.
Bien que préliminaires, ces résultats montrent le réle signalétique du Siveau racinaire
chez le colza.
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Abstract

Main conclusion:Modulation of gene expression in root oBrassica napusy silicon (Si)

supply could allow plants to cope with future stress.

The origin of the beneficial effects of silicon (Si) on plants, espewiadiy they are subject to
stress, remains poorly understood. Some authors shown that Si alleviatessptess and
consider that this is mainly due to a mechanical eff@ctthe cell wall. In addition, others
studies shown that Si could also affect expression of genes and modulate reetabolic
pathways, especially in plants cultivated in stress conditions. In agoegtudy,Haddad et
al. (2018)shown that a pretreatment dBrassica napuplant by Si (1.7mM) during one week
allows to alleviate stress induce by N privation. From these resuttan be suggest that this
better resistance of Si-treated plants could be due to the establishment ebénde
mechanisms prior to the exposure to the N stress. The aim of this work was tthiest
assumption inBrassica napusoots (where Si is mainly stored) using a transcriptomic
approach by RNA sequencing (RNAseq). Our results showed that the Si suppliolaa
modulation of the expression of genes in rootBrassica napus-unctional categorization of
the differentially expressed genes (DEGs) shows that numerous genes avedndifferent
metabolic pathways and especially, in cell wall synthesis, phytohormones metalasiim
stress responseAll these results show that Si modifies the root metabolistragsica napys

which could allow a better adaptation to future stresses.






Key words Brassica napysoots, RNAseq, Silicon

[11.3.A. Introduction

No] v ~"]e e ui}E& }ves]sSpu vscoverig 28%@fSAH hthodphers
(Epstein, 1994 For several years, the role of silicon in plant has been extensivelgdtudi
through numerous studiesCuskon etal., 2019. Yet to date, Si is considered as a beneficial
but not essential element for plant growth and developme@uttzer etal., 2012. The
beneficial effects of Si suppias been found especially in plants subjected to either biotic or
abiotic stressesKeeping and Reynolds, 2009; Liangat 2015 For example, Si is effective
to reduce diseases caused by both fungi and bacteria in differemit gpecies Nla and
Yamaji, 2008, to increase plant resistance to drought (Eneji et al., 2008), to allesalte
stressed Azeem etal., 2015. In a recent studyHaddad etal. (2018) shown thata
pretreatment ofBrassica napuglant by Si (1.7mM, one week) enhances growth and alleviates
stress induced by N privation. This study suggests that Si supply gbdadgpromote defense
mechanisms prior to the exposure to the N stress. Main known mechanisms &dtiibu Si-
benefits are the mechanical barrier formed by the accumulation and paigatéon of Si as
Si(OHyin cell wallsGuerriero etal., 2019, which promotes strengthening of the extracellular
matrix and provides increased mechanical support to the plant. However, tleeofoSi
remains still inconclusiveepstein 1994; Guntzer «il., 2012; Pontigo eal., 2015 since Si
does not seem to act as a direct signal or second messe¥Yiganos etl., 2015; Coskun et
al., 2019. Indeed, only few genegre modulated by a Si supply especially when plants are
cultivated under unstressing conditiorfsawe etal., 2001; Watanabe eal., 2004; Fauteux et
al., 2006; Chain eal., 2009;Rasoolizadeh eal., 2019.

To decipher the role of Si in priming defense mechanism werpexd a wide-ranging
analysis of the influence of Si on the root transcriptome of Brassioasiagrause of the major
role of this compartment not only in Si uptake but also in its storaga étal., 2003; Haddad
et al.,, 2019. Thus, a comparative analysis of the root genes expression betweers plant
supplied with (1.7 mM) or without Si has been performed using RNA setuge(RNAseq)
technology to detect differentially expressed genes (DEGs) and identify theticioal

categorizes and metabolic pathways in which they could be involved.

[11.3.B. Materials and methods

a. Seedling growth and Si treatment






Brassica naplis (A E X ~ ]&getswere germinated on perlite over deionized water
for 4 days in dark. Seedlings were then transferred to natural light tondiand supplied
with the nutrient solution previously described by Haddad ef{2018). After emergence of
the first leaf (after 2 weeks), seedlings were transferred to hydroponic tanks)(@@ntaining
the same nutrient solution as before. The natural light was supplementeddbygressure
sodium lamps (MASTER Greenpower T400W, Philips) providing photosynthetically active
E ] S]}v ~W Ze }( di1 ..uts! a( the Zgndpy de¢el for 16h per day. The
thermoperiod was 20°C (day) and 15°C (night). After the emergence &bulth leaf, plants
were split in two batches: one (+Si) supplemented with 1.7 mM sodillicate (NaSiQ,
9H0) and the other one (-Si) supplemented with 1.7 mM of sodiumratdo The pH of the
nutrient solutions were buffered to 5.6. After one week, roots of ptanere rinsed three
folds with nutrient solution without Si (pH 5.6) then shoot and root sample®wseparated
and frozen inlkpu] Vv]SE}P v v <8 Hor furthep @nalysis. For all analysis, three
biological replicates (n=3) corresponding to a pool of three plants were used

b. Silicon analysis

Silicon content in plants were determinate from 100 mg addand crushed plants
tissues (shoots and roots), using a colorimetric method previously describiddduad etal.
(2018)

c. RNA extraction and RNA sequencing (RNAseq) technology

Total RNAs were extracted from 200 mg of root samples using hot pheti@dras
previously described bidaddad etal. (2018) Purification of RNAs including a step of DNA
digestion by DNAse treatment was performed using RNeasy mini kit according to the
uvp( SHE E[* % E}S} }o ~Y] P vU }uES } p(U &E v X
Sequencing technology used was on Illumina NexSeg500 (IPS2 POPS platform). RNAseq
libraries were performed by TruSeq Stranded mRNA protocol (Illumina®, CalitordiU.S.A)
in paired-ends (PE), sizing of 260bp and a read length of 75 bases. $amlies by lane of
NextSeq500 using individual bar-coded adapters and giving approxinZgatyillion of PE
reads by sample were generated. A classical trimming (Qscore>20, read lengthes30) w
performed to remove sequences of bad quality and the mapper STAR_2.5.Raed® align
reads against theBrassica napudranscriptome (with local option and other default
parameters). The abundance of each 52962 genes (annotation V5 from Genoscope

http://www.genoscope.cns.fr/brassicanapus/dajaivas calculated by counts PE reads mapping







unambiguously one gene. According to these rules, 25% reads unmapgded% of PE reads
with multi-hits were removed and 65% of PE reads were associated &ne \githout
ambiguity.
d. RNAseq bioinformatic analysis

Differential analysis followed the procedure describeRigaill etal. (2016) Library size
was normalized using the trimmed mean of M-value (TMM) method and coumtbdigon
was modeled with a negative binomial generalized linear model. Dispessie estimated by
the edgeR method (V1.12.0, McCarthy, 2012). Expression differences were compared
between +Si andSi plants using likelihood ratio test anglvalueswere adjusted by the
Benjamini-Hochberg procedure to control False Discovery Rate (f-D&ue < 0.05)
Considering our experimental context (Si supply attended to have angimifect on
unstressed plants), we have chosen to consider a gene as differentiallgserd for an
adjustedp-A op GiXifd Afe abdolde value ¢ ~>}PT (}o . EragRents Per
Kilobase Million (FPKMs) were calculated for visual analysis only, and wiaedbby
dividing normalized counts by gene length. For all Differentially Expré€senes (DEGS), the
gene ontology and the MapMan bank identification number (BIN) ontologye wassigned
usingBrassica napu&O annotations from Genoscope (200427) and Mercator Automated
Sequence Annotation pipeline Y respectively. In addition, eaddrassica napu€DS (from
Genoscope V5) was Blast on N€Ziadiplantaenucleotide database to find the beBrassica
napusRNA match.
RNAseq expression data were validated by using four DEGs with contrastedaiodg:sHior
RTFQPCR analyze. RT and gPCR were performed following the protocol desgridaddad
et al. (2018) The primers used and the results of RT-qPCRs are preser&egpiementary
Table 111.3.S1

Gene ontology enrichment analysis for Differentially ExpresssesG(DEGs) was
performed with gene ontology (GO) information slimed to plants usiNgB plug-in (V3.0.3)
of the Cytoscape platform (V3.7.0). Hypergeometric test was applied to identished GO
terms p-valueG iXifi A « }ve] E o ¢]P V] (]path&ayaralysis ¢BDEGEwas
carried out using MapMan (V3.6.@jth the Brassica napu€DS annotation (Genoscope V5),
the biotic stress pathway overview layout an@-&aluecut-off of 0.05.

e. RNA-Seq data management
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Figurelll.3.1: (&) Numberof Differentially Expressed Genes (DEGS) in @idBrassicanapussupplied with 1.7mM

of Siduring one week. Numbepnf DEGs was determineth function of the "Log2 fold change" cut-ofbn the
RNAseq dataset genes for which p-value adjusted@® 0.05. (b) Functional classificatioaf all DEGs (without
"Log2 fold change" cut-off). DEGs were categorized into major MapMan BIN gréBpN numbersn brackets).
DEGs with multiple BIN assignments were affectee@ach corresponding functional class. For each functional clas
the up-regulated (red), down-regulated (blue) arle total number (in frame)f DEGs were indicated.



All steps of the experiment, from growth conditions to bioinfoimanalyses, were
managed in CATdb databageagnot etal., 2007 ProjectID: NGS2017_08_ Brasjli¢@NAseq
project was submitted in the international repository GEO (Gene Expression sythigard
et al. 2002 http://www.nchi.nim.nih.gov/geq GEO accession: GSE122968).

f. Statistical Analysis
Statistical analyses of silicon contents were performed hetlsoftware Microsoft® Excel
2010/XLStat® 2016. Analysis of variance were conducted using Studeatftéesterifying
compliance of normality of the data and homogeneity of variance using therSHafilk and

Bartlett tests, respectively.

[11.3.C. Results and discussion

The present study aims to provide a comprehensive root transcriptomeysio identify
metabolic pathways responsive to external silicon supplrassica napusultivated under
no-stressing conditions. For this, plants was cultivated in hydrapoomditions for 7 days and

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

Despitdrassica napubelong to a non-Si accumulator speci€auftzer etal. 2012, S
was efficiently taken up bBrassica napué3.89+0.1%ersus6.34+0.05 mg ¢ DW in -Si and
+Si plants, respectively) and mainly stored in the roots (0.1733@321s0.384+0.02 mgY
DW in -Si and +Si plants, respectively). These results are in agreentetiiagié reported by
Farshidi etal. (2012)and more recently byladdad etal. (2018) This storage of Si mainly in
roots is an argument to focus on the effect of Si on genes regulation and subseqetaitolic

pathways modulations in this compartment.

This study shows that the number of DEGs in response to $ igun roots (74 DEGs
Figure 111.3.1.Awhen the log2Fold change threshold is arbitrary set up to 1.5, a classical
for DEGs analysis with RNAseq. This result is in agreement with nusr&ralies showing
that Si supply on unstressed plants lead to only 50 DEGs in roots of sqigzessolizadeh et
al.,, 2018 or 2, 20 and 47 DEGs in leavesAo@bidopsis,rice and wheat, respectively
(Watanabe etal. 2004, Chain eal. 2009, Fauteux edl., 2009. Nevertheless, considering the
assumption that Si could play an indirect role leading to a priming efiactinstressed
Brassica napuglants Haddad etal., 2018, it seems to be relevant to consider also genes

with lower log2Fold changes. Thus, by applying this criteriao@2fdld changes for a FDR



(@)

(b) Biotic stress

|

Figurelll.3.2: (a) Gene Ontology (GO) enrichment for differentially expressed genes (DEGS) infrBoassica
napusafter 7 daysof treatment with silicon. Sizef node is relatedto the numberof transcripts in that category
and color shading is accordirtg p-value (white:no significant differences; yellow: p-value =0B%; orange: p-
value < 500 107). (b) Metabolic pathway overview (from MapMawf DEGs involveth stress response. Each
square represent one DEG and its shading representsiggred) or down-regulation (blue). The color scale
refersto the fold changeof differentially expressed transcripts.



adjust p-A op  G,itKd fiumber of DEGs in the roots reach 10B@re 111.3.1a). Among

them 323 (3%) genes were significantly up-regulated and 717 (69%) were down-regulated

(Figure 111.3.1a). Upon functional categorization (BIN Groups) of these DE&S, %S SZ "Vv}S§
ee]PVv _ ~1i9 }( 'ee v AD]e _ ~cabeégolied,(the most representative

categoriesA E ~ZE U "WE}$ ]Jv_U ~*]Pv o]JvP_U ~,}Eu}v u 3 }o]e

A A o}%u vd v ~548mof DEGS forthe 8 categories onEQure 111.3.1b). This

indicates that rapeseed initiates broad molecular modificationesponse to Si supply but it

is interesting to note that DEGs were not randomly distributetidmiong to a limited number

of functional categories. RNA, signaling, hormone metabolism, stress and cedirevétie

functional categories often reported in various studies on silManjvannan etal., 2017.

This strengthen hypothesis on the putative physiologicalsrofeSi to alleviate stresses in

plants Pontigo etal., 2015; Etesami and Jeong, 2018, Coskualgt2019.

In agreement with this role of Si in preventing stres&&3enrichment and MapMan
classification revealed a modulation of numerous DEGS directly oectigiassociated with
biotic and abiotic stress responsésdures 111.3.2.andb). Their functional annotatioriT@ble
[11.3.1) shows that 30 of them are related to biotic stress (BIN 20.1) and 2listicabtress
(BIN 20.2). Most of them are down-regulated (41) by Si under our condifid®Ss involved
in stress phytohormone metabolisms such as ABA, ethylene, JA and SA (BIN 57.17.7
and 17.9 were also mainly down-regulatedrigure 111.3.2.bTable 111.3.). Theseresults are in
agreement with previous studies showing that Si while prevents biotighjotic) damages it
down-regulates in the same time numerous stress resistance gdReso¢lizadeh edl.,
2018), and/or it adjusts the level of phytohormones to maintain plant homeost&m etal.
2014 ; Fauteux eal. 2006 ; Ghareeb atl., 2011. Therefore, in these conditions, the effect
of Si could be prophylactic making plant more efficiemtrespondto future stresses. As
reviewed in an original way By/angal. (2017) Si-mediated primes plant defense responses
involving the establishment of physical and biochemical mechani$hes reinforcement of
the cell wall is one of the most documented throughout numerous studies slyoavivenefit
role of Si deposition in the cell wall rigidity associated to a betteh@gn resistancegoskun
etal., 2019. In unstressed environments, Si increases also cell wall elastigitg dxtension
growth by interacting with pectins and polyphenols, or by enhancing rodiers&ation or
lignification, resulting in anatomical plasticity and adaptive regoitatif root function Hattori

et al. 2003; Hossain dl., 2007; Fleck edl., 2011; Zhang edl., 2013; Barberon eal., 2018.



Tablell1.3.1. Number of Differentially Expressed Genes (DEGs) from transcriptomBrassicanapus
roots related to cell wall, hormone metabolism, biotic and abiotic stresses MapMan categories,
groupedby thefirst two layers (orthe first three layers forBIN20).

BIN code Total DEGs Up-regulated

Down-regulated

BIN name

10.1 5 1 4 cellwall.precursor synthesis

10.2 4 1 3 cellwall.cellulose synthesis

10.3 1 0 1 cell wall.hemicellulose synthesis
10.6 19 18 1 cell wall.degradation

10.7 17 7 10 cellwall.modification

10.8 3 2 1 cellwall.pectin esterases

17.1 4 1 3 hormone metabolism.abscisic acid
17.2 8 0 8 hormone metabolism.auxin

17.3 6 2 4 hormone metabolism.brassinosteroid
17.4 1 0 1 hormone metabolism.cytokinin
17.5 17 0 17 hormone metabolism.ethylene
17.6 4 2 2 hormone metabolism.gibberelin
17.7 13 2 11 hormonemetabolism.jasmonate
17.8 3 1 2 hormonemetabolism.salicylic acid
20.1 12 5 7 stressbiotic

20.1.1 3 0 3 stress.biotic.respiratory burst
20.1.2 3 1 2 stressbiotic.receptors

20.1.3 1 0 1 stressbiotic.signaling.MLO-like
20.1.5 1 0 1 stressbiotic.regulation of transcription
20.1.7 10 1 9 stress.biotidPRproteins

20.2 3 1 2 stressabiotic

20.2.1 7 1 6 stressabiotic.heat

20.2.2 1 0 1 stressabiotic.cold

20.2.3 6 0 6 stressabiotic.drought/salt

20.2.4 1 0 1 stressabiotic.touch/wounding
20.2.99 3 1 2 stressabiotic.unspecified




This assumption supported by the apoplastic obstruction model propoyeddskun et al.
(2019), could explain that the Si supply improves yield of Be¢nfann etal., 2012 or total
biomass oBrassica napufHaddad etal., 2018. Accordingly,n our study, 49 DEGs (29 up-
and 20 down-regulated) related to cell wall synthesis (BIN 10.1-3), degradBii&rL0.6) and
modification (BIN 10.7) were modulated by Si in rodtgres 111.3.2.a and 111.312. Table
111.3.2).

111.3.D. Conclusion

Te high-throughput transcriptome analysis, for the first time performedroots of
Brassica napuallowed to obtain an overall survey of genes related to the responsesdb Si
Brassica napusultivated under unstressing conditions. Taking into accouatrntfodulated
gene-network in root, this study provides evidence that even under aaséd conditions, Si
modulates a large pattern of genes involved in stress response
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Supplementary Tabldll.3.S1: Expressionf selected DEG81 root Brassica napusupply with 1.7 mM of
Siduring 7 days Log2Fold Change and B-P répresent the modulatiorof the expressiorof selected genes
(inredin the table S1) from RNAseq arRIFQPCR analysis, respectively. For both analysescontrol was -
Siplants.

Gene ID

log2Fold Chang
(p-value)

2—PP §

Nucleotide sequences of prime

gene accessior
number

EF1s

#N/A

#N/A

Forward 5'-
TTTCGAGGGTGACAACAG

‘?&'lvl_01385444o.

Z A Es AZ
CCGTTCCAATACCACCAAT

C-

18 S

#N/A

#N/A

Forward 5'-
CGGATAACCGTAGTAATTGT.

Reverse 5'-
GTACTCATTCCAATTACCARG

KX709373.1
AC-

BnaA07932570L

-8.09 (7.3809)

0.03+0.01 *

Forward 5'-
ATAACGACCGCAGATTTIG

XM_013862524.

Reverse 5'-
AGCTACGCCCGTAACAGCT

A

BnaA05g03440L

-4.60 (2.46EL1)

0.34+0.23 *

Forward 5'-
GGATGTGCGAGTTTCATEHT

Reverse 5'-
TGATGAAAGCCTGACGABRT

9<'M_013835916.
G-

BnaA09g13190L

2.25 (1.529606)

1.49+0.25 *

Forward 5'-
TGCAGTTTTGTCTGGACTA

9M_m3788930.

Reverse 5'-
CGCGGTAATTTTCAGGGTT

A-

BnaC03921710L

1.73 (6.4303)

1.61+0.16 *

Forward 5'-
GTCCTGGGAAGAACTCAIG

Reverse 5'-
GGTAGGGACTCTGACGALG

QM_013843966.
SA-
















Chapitre 1V: Discussimgénérale
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apport de silicium (Si) chez le colBagssica napuk.), une espéce notamment caractérisée
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études montrant des effets bénéfiques de cet élément chez diverses especes vegétale

(V514

soumises a des stress biotiques et abiotiques vakilssdt Yamaji, 2015; Rizwan at., 2016

Frew etal.,, 2018 X % v VvSU % Eu] e SH U % p [ VSE 00 * o ¢

caractérisation des effets physiologiques, biochimiques et moléculaires conséautitoart
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especes végétales telles que celles appartenant a la famille des Poacées comme pd#& exemp

o E]IU age au e€hcor}le mais. Dans le cadre de ces travaux, nous sommes partis du
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inconvénient puisque certains éléments bénéfiques peuvent agir a tres fédsle. Dans ce
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des plantes soumises ou non a une alimentation azotée restreinte.
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laquelle il était nécessaire de répondre avant de développer les recherchesgingde

colza considéré comme faiblement, voire non accumulateur deagorbe-t-il cet élément
O}E-<pu[]JOo *S§ Je%}Vv] o ve 0 ujo] @ Q= [(}E0] ]P0y "]~K,*

/o § 18 [ usS vS %o odeerépotirp@ §eltes interrogation, que la majorité des
travaux publiés a ce jour ne présentent que trés rarement le contenBienplanta Dans ce
contexte, il a été nécessaire de mettre au point a partir des différentes méthdidpsnibles
dans la littérature, une méthode colorimétrique de dosage de Si.pgalable a été
E o $]A u v8 o}vPU VA]JE}V i 8 u}]eU u ]* % E}53]30 0 *A «q]E 5]






formation du complexe silicomolybdique#limark etal., 1982; Dai eal., 2005 dont le détail
est présenté dans lapartie® § (E] o § u $Z} u vae E]S ~//XiXis i § «

particulierement fiable pour doser le Si dans les tissus végétaux.

Grace a cette méthode, il a donc été possible de doser le Si daissuesracinaires et
aériens de colza cultivés en hydroponie avec une solution nutatimeenant ou pas du Si (1,7
mM de Si). Les résultats obtenus nous ont montré que les plantes de chizéesupendant
7 jours en présence de Si contenaient significativement plus de Si qularéss non traitées,
révélant ainsi que le colza est capable de prélever cet €lément lorsquieestldisponible
dans la solution. Par ailleurs, la détermination des teneurs earfsi les parties aériennes et
racinaires montrent que cet élément est plus fortement accumulé au niveau reeianeurs
proches de 0,7% dans les racines des plantes alimentées avec du SiG;8Ptrelans les
racines des plantes témoins) et peu au niveau foliaire (0,26 contre 0,20% respectiviEmsn
les parties aériennes des plantes alimentées ou non erC8gp(tre Ill,Figure 111.1.2. Cette
accumulation racinaire de Si est surprenante puisque chez la majorité des végéshux
€lément est généralement stocké au niveau des parties aériennes. Cette particodanitéit
étre liés a une faible activité (ou une faible présence) des transpontacirsaires de type Lsi2,
impliqués dans le transfert du Si des racines vers les parties aérigiaiasseve xylémique,
et ou des transporteurs foliaires Lsi6 assurant le déchargement xylémiQue (§ z u i]JU
Tiife X(]v A EJ(] E +» ZC%}ZZ » «U o £]*5 v SE Y¥*%}ES N
recherchée au cours de nos études. Pour ce faire, les séquences des genesdesdant

transporteurs de Si disponibles dans la littérature (mais, riz, blé)étntutilisées pour

E Z E 2 E e PvelESZ}oOo}Pu e ve 0o P v}u 181 X[ %o Vv v
% Eule [] VvS]I(] E M UV P Vv eue %S] 0 ICHE >e]SWE >vee]%o } &
Lsi6.>[ =« v SE vedo}ES HE SC% >e¢]i 8 euE%-Gest v§ Ve

nécessaire pour le prélevement racinaire de Si par les plaBtegp(tre |1, Figure 1.16
1. > Al u 0]}E o] *}E%S]}v [E Z 1 o }ol

>[ A% E]Ju vS Sglen hydrgppRie a montré que les jeunes plantes de colza
alimentées pendant 7 jours avec 1mM N et 1,7 mM de Si (+N+Si) avaient une biomasse
E Jv]E 38 (}o] ]JE <]PVv](] S]A u v3 eu% EDPEP v( R yEEU
a celle seulement alimentées avec 1 mM desNi& sans Si (+I$) (Chapitre Ill, Figure

[11.1.2A). Par ailleurs, cette augmentation de croissance }u% PV [Uv HPu vsS §]}v
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FigurelV.1: Remobilisation apparentde o[ |}aéntre TOet T12de la feuille maturede colza prétraitéou
non au silicium pendant une semainet carencéen azote (-NSi -N+Si) pendani2 jours. Les données
sont des moyens SHpour n = 3).



s <H vVS]S ¢ [E Ve 0O * % ES] * E v |]E ¢ %o%E] XvvgikE (dy} E]Ju]
decette pPu v$ 8]}v H % E o A uvs [1}8 U pv 3p } OVSE %o E oo
0 * SCE Ve }ES pE+ & v |E - VISE S S [ uu}lv]NueE VS E o
<@ o0 SE& ]S uvsS "] }v u]S e+ po u vs VRY; sl dus gérjé v o[
BnaNRT2.todantun systeme de transport a forte affinité pour le nitrahapitre Ill, Figure
111.1.3). Ce résultat est v JE A [ UWEE « Sp U E o] « Z1 o o 15}
o ] & Puo o /EnesEodaritldes traP%.}E 3 pE (Gotdrisetal., 2012. De
%oOopueU O A% E]Ju vS S]}v ude pleirv champ] 8Jr} un dispositif de cases
lysimétriques confirme ce résultat. En effet, au cours de cette expérimentdgs plantes de
colza traitées avec 12 Kg'hde Si et cultivée en présence de 16thkd [ 1} Sprésentent
MV U Joo WE ~FiUis % ]38 % E o A E dprohémic pitsdgen~ A op
Recovery> (ANR);Chapitre Ill, Figure 111.2)6 }u% @& 3]A u v8 pAE %0 vS ¢ v[ C v
traitées avec du Si.>[ ve U O résuttats montre bien que le Si a un effet bénéfique

Z1 o }ol Vv e3Jupo v8 o ¢ % ]38 ¢ [ *JEUEIEV]S % B8 $3E&u]
oJuld E 0 * %% }ESs [JVSE vEe 1}S ¢ o ve Iméhast. $ E v P S]A u v

[I. En situation de privation en N, le Si module la progression dedaescence sans
(( S &E o & u} ]Jo]e 8]}v [E 8§ % Euks @EvS]jvloo WO WE

Un prétraitement au*] [pv ¢ upérmet de différer la sénescence foliaire des

plantes soumises pendant 12 jours a une privation en azote. Ainsi, @ eoéstaté que le
traitement Si permettait chez ces plantes un maintien des teneurs emagtiylles dans k&
feuilles matures.>[usSJo]e S]}v u E<pu HE-+ u}lo iprodeda sénesckn@E}PE -
(SAG12Cabe % Eul]e [ *3]Ju E <u o pfilles makufes était prolongée
de 2,6 joursChapitre Ill, Figure I11.1)6Ce retard de sénescence pourrait étre la conséquence

[V %oope (}ES S v pE (}die](@-Isopent€rylddenineChapitre I, Figure
1.1.6) 8§ [uV %o}ee] o ]v p $]}vdéfoxificatior Liang etal., 2015 Shi etal.,
2010; Tripathi etal., 2012; Liu etl., 2013 conduisant a unéiminution des teneurs foliaires
enperoxyd [ZC & }ePewmalondialdéhydeGhapitre lll, Figure Ill.1)6deux marqueurs

de stress oxydatif.

d}us (}]-U & S E e Ve vV V o Ju% Pv %I}s [pvOopE u} ]
((] % pH]e<p 0 E u} Jo]e §]}v Pnkd$calCyléd dnife O S6l%BojodES) est
identique chez les plantes -N+Si et -NfSgyre IV.1. Cette =+ v [ (( S pn "] ~pnCE






ol ((] 18 @E u} Jo]e S]}v P oe enwsndifion despléinschamya le

calcul de « Nitrogen Haverst Index » (NHI) dont les valeurs sont identiqudesjp&antes

soient traitées au non avec du SChapitre lll, Figure 1l1.2)6 Néanmoins, bien que
o[ pPu v3 §]}v uE Al (JOo] JE v [ Ju% PPV V% 133 [uv u
des feuilles, elle pourrait cependant avoir un effet positif sur u Joo p& *YE%S|Iv [ |

observée v GE %o}vVve M SE ]S uvs M"NX v ((SU u Jva]sy«<p o[ 8]/
pourrait contribuer a une synthese prolongée de composés carbonés édairts (glucosg
par exemple) sont essentiels a la synthés[ v EP] § [ USE U S oesopmt 0 « Z
%o O eSJupo & o[ A% E e*°]}v < P v e } vS 0 «BBYVeU%}ES

et al., 2003. Cette hypothese est en accord avec les résultats obtenus lorsque les plantes
initialement privées en azote (-N+Si et -N-Si) sont réalimentées avec 1lemHNO;. En

(( SU pv ]Jv 4 S]}tv O £% E ¢¢]J}v <« P v ¢ D}3BRaNRTEEE Ve %o} E S
BnaNRT2.1Chapitre lll, Figure 1ll.1)7a été observée seulement chez plantes préalablement
traitées avec du Si. Cette induction étant trés tardive par rapport atetrent Si (qui a eu
lieu 3 semaines auparavant), un effet indirect duv@, le maintien de la production de
composés carbonés, semble le plus probable. Ceci suggéere que le Si pourraiitagir s

]JE S uvsS & of A% E **]J}v <« P v e } vS 0+ 8EWOWFE S §uE
correctement alimentée en N (JO), soit indirectement lorsque les plaot@sen situation de

privation en azote.

Cet effet stay-green observé au stade rosette en condition coeti@®lété observé
égalemento} E * o[ £% E]u vErsdgnditigrvpleirschamp. En effet, au stade
floraison uniquement, comparativement aux plantes cultivées avec 160 kg N une
augmentation du pourcentage de feuilles vertes (associée a une diminutipouhcentage
de feuilles sénescentes) a été observée chez les plantes ayant recu 12 Hg Baet une
fertilisation de 160 kg N hia Toutefois, aucun impact o[ %o %0} E S N ovl %op 'SCE
évidence sur la sénescence des plantes cultivées avec 60 kf(@Hzpitre I, Figure 111.2)3

E *posS 8§ ¢35 [ US vS %oopue *HUE% E v vsrapportent vjiu @ ((+ & Sp
bénéfique du Si est généralement observable lorsque les plantes sont sguanige stress
biotique ou abiotiqueMa et Yamajj 2015 Tripathi etal., 2015; Meunietet al., 2017; Ali et
al., 2018. Toutefois, il peut étre suggéré que la faiblpe [ 1}&pportée (60 kg N 4 est






tr}% o]Ju]S vS ~euE pv o}vPpu uE MOSUMEE}]*S JuK%s uBJo S ©
Al v8 Ju%o}ee] 0 [}« EA E puv %}3 vl o ((8 v (J<p n ~IX

KUSE o0 ¢ (( S su@E o[ *}E%S]}v o[ 1}3 U o %BEUAE 13 u
plantes de mieux récupérer aprgsv = %o & ]} E v v EX v (( SU o}E-<]
est a nouveau disponible dans le milieu, les plantes +Si-N voient lewrtenechlorophylles
et leur activité photosynthétique (feuille mature) augmenter mais préseh&galement une
]Jv 1 S]}v o[ £% E <]}V e Pve } vsS 0« BGNRMLIES nE-
BNANRT2.4 <pu] [ lu% Pv [uV %ope (}ES ChdFitre IAFigurslLD)A}S ~

[UV %o}]Vv$ A PE}viu]«p U %o E} eope E pu% E 3]
particulierement intéressanto |1 ] « < o{ifrait Bermettre WAL %0 VS e u] HAE [ %S (
]*%o}v] Jo]S (op Su vs e VUSE]JU VSe[uwe+CoOO *}0 MO SHUEE X §]
[ £ u%o U Jo % usS !SE <*puPP E i poual %o E} % PY WEVS[ Vv
meilleure résistance des plantes a une privation en nutriments (par exemplazete)
consécutive a une période de sécheresse et ainsi permettre a ces plantes dedrepleur
croissance plus rapidement lorsque les conditions hydriques deviennent &eawou

favorables.
V. Le Si améliore le rendement en graines et leur contenu eoronutriments

>1E- o[ £% E]Ju vS S]}v u v v }v ]S]}v %BE JYUvZ U %o U
apportde 12 Kg Si Hpermets 1S [ u déyeRddent grainier des plantes cultivées avec
160 kg Nhat (Chapitre Ill, Tableau .22 [ VA]E}v i09X P lv E v uvVvsS S
avec les résultats d&uai et al. (2017) montrant <p[pv % pnoA E]s 3]}v E v |E
silicique se traduit par une augmentation du rendement grainier duac@ans notre étude,
o P ]v E V UVS % USU Vv % ES] U o[ £%o0]<p @®[%}EE mv u ]c
1o ~u}vsE PGE&E , @hidjpitrg 111, figuZe 111.2.56et apriori, pas par une meilleure
E u} Jo]e 81}v [ 1}8 * ( u]loo ¢« A E+ 0 « PE ]vChapitr¢u§E PE
figure 111.2.9. En outre, si les teneurs en protéines et en huile des grame® S %o * Ju% §
% E o[ %Shog¢eIl8rnier permet néanmoins une augmentation significative desite
en fer (Fe) et cobalt (Co) dans les graines quelle que soit le niveau dediotiliazoté
pratiqué. Par ailleurs, il a également été montré que cet apport #&SIEuU $S ]S [ pnPu vs &
la teneur en nickel (Ni) des graines de plantes cultivées avec 60 k§ NJhav <p[]v §§ v pU

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






bénéfiques pour la santé humaine & W ouss }vSE : wile @ la]synthese de

vitamine B12 etNiW & Ppupo S]}v o S ve]}v E&S E] oo § o PoC 1
% ES3] po] E u vs Jvd E e+ V3 %op]e<p[]o 3 0 EP wlSvI(}VWS E <«
défaut dans les régimes alimentaires actuéiien, 200§. W E ]Joo pE-+U o[ pPu vs §]}
teneur en Ni chez les plantes traitées au Si est également intéressaistgupLcet élément

est essentiel au bon fonctionnement des uréases des plantes, enzymes qui permettent
o0[ZC E}oCe o[pCE V uulv]puX Jvel]U 0o E] %lmwEMmE A]s C
dans les feuilles et ainsi permettre une meilleure utilisation de cetteéoubé azotée par les

végétaux, et notamment le colza considéré comme une plante particulieremenbteasi

stress uréiqueArkoun etal., 2012.
V. > ~] u} po esgioAEM.rE&EMbreux genes racinaires

Dans la littérature, il est généralement admis que le Silagmar les végétaux joue
% E]V ]% 0 u v3 pv E€0 u V]<g VvV o[ pupo w3 ]MEV]A]VH] %o oFE ]
port des feuilles et une meilleure acclimatation au stress biotiques etighes Zanao Janior
etal., 2010. d}pusS (}]*U < o}autpups@ve etal., 2001; Coté-Beaulieu etl., 2009;
Grégoire, 2013 1% du Si absorb€ <3S o[ $ 8§ eJop o p V]A pconmmepo |E ¢
molécule signal % o u} po E o[ A % E e<+]}vDans leCEadrgvade Rosy
études, la modulation o[ A% E <]}V %0 0 BrrNRTE.4BRaBNRT2;,1Cah
SAG1 suggere en effet un role signalétique du Si. Nos résultats sont en aacerdles
études menées jusgu %o (E de fagon parcellaire) *puE& o[ (( § u "] ¢ c@amf]v p S]}v
genes cibles. Par ailleurs, ped S moléculaires sanapriori ont été réalisées afin de

E S E]* o[ ((§ p "] *uE o] Me%OEpleX]}v S8 EE Y HEE]J %05} U

étude menéeviaune approche microArray a été réalisée éatanabe etal., 2005et montre
CU[HV %o %o } E S N mopulaids o[ A %o (E Iedlément 5 genes ch&ryza

sativa

Face a ce constat, il a donc été entrepris de réaliser une appradéeuraire afin de

E 3§ E]* EU Z1o }ol Uo[veuo e P Vv e }vE 0% i YEEE ]}
de 1,7 mM de Si pendant une semai@hé@pitre Ill, Figure 111.3)2Dans un premier temps,
cette approche a été uniquement conduite au niveau racinaire puisque ganerconstitue

0 }Ju% ES3]Ju v3 }Y ¢[ pupo u i}E]S ]EChapitedl, Fgurellild }ol ~






$S %0 %0 E} Z [ A% E <*]J}v ]J(( €& vS] 00 conttXE versueE | %o S }u
racines traitées au Si) par « RNAsequencing (RNAseq) a été réalisée par la pldieEd ce
Saclay. Suite a la réception tardive des résultats de transcriptomiques, weellanalyse
préliminaire est proposée dans le cadre de ce travail de these. Néagjriem premiers
résultats montret que de nombreux génes sont modulés par le Si, contrairement a @ qui
pu étre montré, chez le riz p&vatanabe etal. (2005) En effet, notre étude montre que le Si

(( 8§ o] A %adnaire] i@ 1079 génes, ce résultat est en accord avec une étude faite
Fauteux etal.,, 2006 * uE  * %o CAnaBidepsis thalianatressées par le mildiou, traitées
Ju viv A o ~JU <pu] ulv8E puv u} po 3]}v o [ D&EGor@\tre « | } v
étude, de nombrey génes impliqués dans la réponse au stress sont réprimés par le Si. Ces
résultats sont surprenants dans la mesure ou dans la littérature, debreuses études
ul}vsSE& vsS «<u o de%ofbreuk}genes de résistance aux stress est augmentée en
réponse au SHauteux etal., 2006; Gao eé&l., 2007; Reynolds «dl., 2009; Ali etal., 2018.

Ainsi, Il peut étre suggérer que ce résultat serait daiagde les plantes utilisées lors de
V}S&E E% E]Ju vs 3]}v culfivéed emns cdaditton de stress. En effet, il est
Pv & ouvsS u]e <pg of (( 8§ [UV %% }ES <M VO * %OV E =S }VB
en situation de stress. De plug,[]Jv p S]}v o[ dE %edibrewy jgénes codant des
protéines impliquésle renforcement de la paroi cellulaire a été observé dans les racines de
plantes traitée au Si. Ce résultat est en accord avec des travaux montranie i est
largement impliqué dans le renforcement pariét@iuntzer etal., 2012h. Cet épaississement
de la paroi constituant un premier niveau de défense cellulaire @arphysique), il pourrait

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

Bien gque préliminaires, ces travaux confirment bien que chez le cel&,a en plus de son

réle mécanique, un rble signalétique avére.


















Chapitre V: Principales perspectives

Sur la base de ces travaux de these, plusieurs perspectives pétreesvisagées afin

de valider et/ou conforter certains résultats obtenus.
1-Approndir et élargir lesréso$ Se Jeepe ol voCe SE ve EJ]%S}tul<pn 1(( C

}v GEv vS o[ v oC- H SE ve E]%S}u E Jv]E U d pZE » < P
positif, il sera nécessaire d& 0] & & %] u vS o[ E% E *¢]J}v + P v * Ju%o

voies métaboliques clé@enforcement pariétal, défense, statut redox) par Q-PCR.

Par ailleurs et compte-tenu des résultats obtenus au nivaaurdéglArticle 1)une analyse
différentielle des transcriptomes des parties aériennegra également envisagée. Gett
SU % }uEE 'SE E& o0]- [MV % ESU tWE(Ppv S @I S (E | %o 54 |
(}o] 1E %0 VS o VIV ¢S@E ¢ ¢ 5 [ HSE % BESUE oirPUA}(]Y |
métaboliques impliquées dans la meilleure résistance des plantes pé&tsaau Si au stress

azoté.
2-Optimiser les apports de Si peiltpermettre un gain de rendement supérieur ?

Dans notre étude en condition de plein champ, une dosaierig Si (12 kg Si fipa été
apportée, ce qui ne permet pas de savoir si celle-ci correspond a la dsalgpconduisant
a un gain de rendement maximal. Afin de répondre a cette questioeffeb dose de Si sera
envisagé en condition controlée a partir de plantes cultivées en présend€@ég N ha
dans des pots remplisfuv ¢}o ulu v SuE «u OM] }VvS VU Vve O ¢ o o
Au cours de cette expérimentation, les paramétres ayant attrait a la croissancendement,

S§ o0 «<u o0]Ss o PE ]Jv ( E}vsS o[} i § [puv S8S vS]}v % ES] po

3-Chezcolzap » u v]eu ¢ [ <u]e]8]}vils gimifire(ageux identifiés chez les
plantes fortement accumulatrices comme le mais ?

e« SE A U&E % E o]Ju]v ]JE « E o0]* e+ VveoO e SEIUAZE v
des génes orthologues aux géresl Lsi2etLsi6] v3](] » Z 1 [ USE ¢ <% <+ 3§ 00
o EJ]IU o u be }u o[} EP X d}pusd (}]*U vipe SE & BLE] yv(]¥Euovs «|
[ *JE & o "] § o ¢S} 1 B u!lu <] }vSE JE& u vSstoghE *%
cet élément préférentiellement au niveau racinaire. Ces arguments suggerentoigee c

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






plantes (accumulatrice notamment). Afin de confirmer ofnfirmer cette hypothese, nous

Vide %o E}%o}e}ve E S EJ]* &E o *}E%S]}v H "] PEU "] O[pS]«
(S?° ou SP9). uv] & -<Julo ]JE <u] %o paihs @&al.,(1995 Mpldgali  ~
etal., 2009, les Jv S]<u [ <}dE%lc&ihwarqué en fonction de sa concentration
dans le milieu externe pourraient permettre de de caracteriser les systemes de transpor
racinaires intervenant lors du prélevement du Si. En parallele, la méme expéatroan
réalisée chez le mais permettra a partir des parametres cinétiques obtenustgiotens

[ ((Jv]8 8 Al e« u EJuo [deEB®KIE *]"pre Ce8 u -+ [ *}C
Jvd EA v vs Z1 ¢ UE %0 vS U <pu] » J(( [E MUpos skt VE ]

contrastée, sont identiques ou non.

Ce travail de recherchnem&@E ] v o[ (( § |ned¢emgeddliaire du colza qui est
retardé de 2,6 jours. Afin de vérifier la généricité des effets observés chez le cazstude

o[Ju% S [uHV %o %t EEeEgalemperbetydié chez des plantes de grande culture
fortement accumulatrice de Si telles que le mais qui ne présentgf pv. e« v ¢ v
monocarpique contrairement au colza, présentant deux types de sénescence, sédeettiel

monocarpique, au cours de son développement.

4-Le Si présente-il un effet bénéfique sur la nutrition uyéie du colza ?

tN¢

hv puSE ((8 u "] «pu] 8}« EA u }uE- < BIES N wi A

des teneurs en Ni dans les plantes traitées aCBapitre IIl, Figure 111.2)5Ce résultat suscite
un questionnemente uE o[ (( I&s yréasesn planta enzyme qui utilise le Ni comme
cofac§ WE (]Jv [ **uE E o]ZCeEdnombnium. Eo|eff@é, les uréases sont

E S EJ]* * % E o0 % E& métalliqud dans leus €ie actif, qui requiert deux
atomes de nickel indispensables a leurs activati@isap etal., 19795. Des études réalisées

H o }E §}J]E u}vSE v3 <p o }ol - E 3 E]* %3@Evuvs (] o

[ *«Julo S]}v ArkpurCetal.,2012¢ X ( US [ **Julo S]}v o[ £A%oO0]<pn V}
par une faible activité des uréases endogenes qui peut étre potentialeéerpapport de Ni

(Arkoun etal., 2013.

Afin de répondre a cette question, une expérimentation en tondiontrolées sur des
plantes de colza cultivées en présence (ou non) de Sideved u E « E (CAdaces X
%0 v3 U o[ ((8 M "] *uE o[p]o]e S3]}VE D[EE % EupA vEok
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des génes codant ces uréases. Par alilleurs, le suivi de la croissance, les teneurs en
chlorophylles, le suivi de la progression de la sénescence folidikee] <pu o[ SH
marqueurs de stress oxydatif (MDA eiQ) permettrad] A op E ] pv PebmdtE 3 "N

la %0 V3§ U] HWAE *PU%0%}ES E 0 *SE °*° 0] o[ oJu vS8 S]}v UE ]

5-Un apportde Sipeutto % Eu SSE [}%S]u]e E 0 * % E(}EU V- ¢ o oo

colza ?

Chez les fabacées, la nodulation et la fixation du diazotesptrérique (M) nécessitent
un apport suffisant en macro et micronutrimentSnjith, 1982 X % V. VSU % pH [ S|
concernent le réle du Si sur ces processus et notamment sur la crasdaamodules et la
fixation de 'azoteX v (( SU o u i}E]S o S ¢ %}ES vS cuGE M ¢ (

sur la croissance des plantes et non sur ses performances de fixatian de N

A notre connaissance, seules quelques études montrent un effet béméfigSi sur la
nodulation notamment chez le niéb¥igna unguiculatp(Mali et Aery, 2008; Johnson etl.,
2017 lzaguirre-Mayoral etal., 2017. Par ailleurs, une étude réalisée péelwamondo et
Dakora (1999)montre une augmentation significative de la biomasse racinaire, du nombre de
nodules et de leur matiére seche mais également gdtiXé par les plantes de niébaoculées

avec une souche de Bradyrhizobium.

%oOpeU 0 ¢« ( e }JVEE] pn v3 o[ v&E] vddlarhicodépogitiorfo v 1}
de composés azotés provenant de la fixation deridis également de la minéralisation de la
nécromasse racinaire et de la litiedddgh-Jensen et Schjoerring, 200X S]SCE [ £ u%oo0

e Su cuv e« euCE of *+} ]-popkee$ montrent que les fabacées enrichissent

le sol en azoteia la rhizodépositionliedgard et Steele, 1992; Payneladt, 200J), cet azote
orP v]<«u S VvS Je%}v] 0 %}uE O %o} e Ju% Pv X[ 1}8% GE} ee|
entre plantes compagnes a notamment été étudié dans le cadreadeelles associations
fabacées-colza. Ainsi, au sein de ces associations, une étude mer@énaad etal. (2016)
a permis de montrer que le tréfle incarnafr{folium incarnatumL.) présentait une
rhizodéposition particulierement (| %o }UE % EU SSE e« SE ve( ESe [ 1}

H Ap e« E *p03 3eU pv  Sp Ale vE3U  ve pv %@ &] GV u%oe






apport de Si sur les capacités de fixation du ¥ [ A+*p S]}v p SE (0o Jv EvV &

particulierement intéressante.

S[ ((S M "] *HE 0 ¢ % ]S26du tréflé Aerd gyalugia ) un marquage
15N, réalisé par exemplev }oo }@& §]})v A o[hDZ PE} }o}P] Jitv <y
infrastructures et les compétences nécessair § ~]]- e V OCe ¢ ]¢}S}%o]cp *
~Wo § (J&EuU W> d/E[U hv]A E+]S§ v in @antadtsurle@ol-dkin S]A u \
[ Aop E o % 15« [ AH SYPWEE (o SE ]85 }u viv A n AIX
de cette expériment3]}vU 0 ¢ %0 vS ¢« « E}vE E }o03 + (]Jv [ A op E o]
Si sur la croissance du trefle, sur le nombre de nodules, la teneur en leglolime et
o[ 8]A]% V]SE}P v « X

Dans un second temps, un apport de Si sera testé sur lgoforement de cette

association trefle-colza. En effet, des travaux réalisés au labora®éeafd, 2016 et 2017
ont montré une augmentation des capacités de fixation duatihosphérique des fabacées
(trefle, lupin, vesce) cultivées en association avec le colza. Cette augmentation peut

o[ A %o 0pour @rtie, %0 E 0 ¢ (JES *» % ]3¢ [ *}JES]}v [ 1}38 Vv]&C

}v ule v pv o Julvpsllv e 8 v pEe V(MELE § 1}R < Po puvko ) pE
diminuer les capacités de fixation des fabaceéeso[]vZ] ]5]}v o[ 8]A]8 V]SE}P
nodules Génard, 201% Considérant les résultats obtenus récemment et montrant un effet
bénéfigue p ~] *HE 0 % E o AuucolB [[d}% pus !SE <pPP E <«p o %
poS v3&] o]etsoflgfixation du bdu tréfle lorsque celui-ci est cultivé en association. Afin

[ Aop E & (( 83U pv refle](titde ouprmoh au Si) fertilisée avec daNOs
sera cultivée en conditions contr6lées dans des pots remplis deneollé avec une
efe% Ve]}v EZ]1} JpuX U E<g P vipe % Eu $3E || Alop E %
*UHE o] *}E%S]}v o [ su} &s capadités$ de fixation du Atmosphérique par le

trefle cultivé en association.
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INTRODUCTION

especially during abiotic stress.

BrassicanapusL.is anoleaginous crop requiring high nitrogen (N) inputs (140-20§N ha? year?l). Nevertheless, oilseed rapée
is characterizedoy a poor nitrogen remobilization du¢o a drop of leaves with high nitrogen contents (2-2.5%]J1Previous
studies suggest that a delayf leaf senescence process may increase the leaf life span which allow a bettenfébilization

OBJECTIVE

Silicon(Si)is known asa beneficial element for plants especialty protect them against biotic and abiotic stress suas N
deficiency.In this context, the aimof our experiment wasto study the effect of Si supply on vegetative growth and
remobilization of nitrogen associated with leaf senescence# oilseed rape grown withor without nitrogen.

Period of pretreatment

+ Silicon (NzSiQ)

MATERIALSNDMETHODS
After germinationon perlite, seedlings were transplanted into a plasti

tank (20L) containing nutrient solution, after one week, plants wereg
separated into two batches: the firsis treated with Si( +Si: 1.7mM
Na,SiQ) and the seconds not treated with silicon (Si Control) . After
one weekof Sipretreatment, plants were grown during.2 days with
(+NSi +N-Si) or without nitrogen (-NSj -N+Si). Then, they were

harvested for measurementsof growth, nitrogen management,

+NH4NO3
chlorophyll contentand photosynthetic activity.
Day 0 Day 12 phy p Yy Yy
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Abstract

Brassica napuk is an oleaginous crop requiring high nitrogen (N) inputs. Consdguent
despite of an increase of endogenous N remobilization from oldesesety young leaves
associated with an acceleration of leaf senescence.

Silicon (Si) is known as a beneficial element for plants especially to pro¢ectatgainst stress.
The aim of this work was to study the effect of Si on growth and manageméhobbilseed
rape. Plants were grown in a hydroponic culture, after two weeks of pitere, plants were
separated into two batches: the first is treated with Si (1.7 mM and 1mM oHHUFRNO3)
and the second is not treated with Si. After one week of pretreatmplants were grown
during 21 days with (ImM of 14NH4 14NO3: +N-Si; +N-Si) or with¢tii-Si; -N+Si). The
effects of Si-pretreatment on growth and N-management in oilseed ragre \wmvestigated.
Analysis of Si content in Si-pretreated plants reveals that Si isksgsby plant. After one
week of pretreatment, silicon contents were 6.31 and 0.05 mg.g-1 of iDlants treated
with or without Si, respectively.

In N supplied-plants (+N), Si has no effect on growth and N managemepntiast, in N
deprivedplants (-N), mature leaf from plants Si-pretreated (-NsBown a higher leaf
chlorophyll than mature from untreated plant (-N-Si). This resudjgest that Si-pretreatment
allow to maintain leaf chlorophyll contents in leaves of N deprived pldantthe same time,
during 21 days of N-deficiency, Si-pretreated plants (-N+Si) have er lpgbtosynthetic
activity than control plants (-N-Si). Finally, using 15N, this stadyshown a delay of N
remobilization in tN+Si plants compared to control (-N-Si). These results shown that a Si-
pretreatment induces metabolic process which protect plant against sstrgN-
deprivation).However, cellular mechanisms behind in these benefit effect remainlypoor
understood especially in oilseed rape.

Keywords:plant physiology, nitrogen metabolisf@rassica napuk, leaf senescence



Effect of silicon on growth and nitrogen nutrition of
Brassica napus.

BrassicanapusL.is animportant agricultural crop that requires a large amouaf nitrogen (N: 140-200Kgha? year?) to maintain yield ang
the quality of harvest product. Nevertheless, this cragpcharacterizedoy a low N Use Efficiency (NUE). Indeed, 058/% of the N inputis
recoveredin the seeds, while a significant proportionf N returns to the soil via leaf fall with high N contents (2-3%leading to
environmental pollutionsby nitrate leaching and/orthe production of greenhouse gases sudhs nitrous oxide. To improve the agro
environmental balancef rape, the aimof our experimentisto study the effectof silicon (Si) supply, whicis knownasa beneficial eleme

for plants especiallyo protect them against biotic and abiotic stregs.g. nutritional deficiency)pn growth and nitrogen uptakef oilseec

rape plants grown withor without nitrogen.

Al 10 cLO0

After germinationon perlite, oilseed rape seedlings were transplanted Daly 0 Da){ 12 Da}y 21
I ] [
N supply

for one week into a plastic tank containing a nutrient solution. Plants

Plants without Si
(Control)

were then separated into two batchedghe first is supplied withSi(+Si

1.7mM) whilethe secondis not treated with silicon (Control). After one

week of Sipretreatment, plants were separated into four batches an

grown during 12 days with (-Si+N; +Si+Nr without (-SiN; +SiN)

nitrogen. After this period, plants that were deficiert nitrogen have

been supplied with nitrogen for 9 dayéD21). At days 0,12 and 21,

plants were harvested for measurementsf growth and nitrogen
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Conclusion

¥ Our results indicate that after one weetif Sitreatment, plants supplied with N (+Si ; day 0) show a higher expressiogenes encodin
root nitrate transporterBnaNRT2.and a higher root N uptake comparatively -Siplants, leadingo animprovementof growth.
T After a periodof N deficiency (from day @o day12), plants pretreated with silicon (+3) and then resupplied with N (from dag2 to day|
21) showan increaseof the expressiorf genes encoding root nitrate transporteBnaNRT1.2nd BnaNRT2.and of the root nitrogen

uptake, comparativelyo control plants (SiN).
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Abstract

Brassica napuk is an oleaginous crop requiring high nitrogen (N) inputs, but5@$y of N
supplied in form of fertilizer is found in rapeseed, the rest of N @lobsed by leaching and
provoke environmental pollutions. Silicon (Si) is known as a benedieiadent for plants
especially to protect them against stress. The aim of this work was to stueffée of Si on
growth and management of N of oilseed rape.

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

Analysis of Si content in Si treated plants reveals that Si is absbybgldnt. After one week
of Si treatment, silicon contents were 7.50 and 1.05 mMg@fDW in roots of treated with or
without Si, respectively. Si taken up by plants up regulates thedffgfity nitrate transport
systemBnaNRT2.lthis induction led to a better nitrogen uptake and improved planigho

In N supplied-plants (+N), Si has no effect on growth and N managemeontiast, in N
deprived-plants (-N), Si-pretreated (+Si-N) shown a higher amount ofgaitrauptake
between D21 and D12 than untreated plar®{N). This improvement in uptake is due to an
induction of roots nitrate transponder80aNRT1.AndBnaNRT2)

These results indicate that silicon allows better uptake of nitrogarhe up-regulation of the
expression of roots nitrate transport@&naNRT2.1Which is at the origin of the improvement
of plant growth. After a period of nitrogen deficiency, plants pretreatath silicon (+Si-N)
up-take more nitrogen than control plantsSHN), this is due to the up-regulation of the
expression of roots nitrate transporteBnaNRT1.AndBnaNRT2.1

KeyWords:Nitrogen Brassica napuls., Silicon, plants growth, nitrogen transporters
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INTRODUCTION
BrassicanapusL.is an oleaginous crop requiring high nitrogen (N) inputs (1200 KgN ha? year?). Nevertheless, oilseed rape
is characterizedoy a poor nitrogen remobilizatiordue to a drop of leaves with high nitrogen contents (2-2.5%;]J1Previous
studies suggest that a delagf leaf senescence process may increase the leaf life span which allow a bettentgbitization
especially during abiotic stress. Silic{i)is known asa beneficial element for plants especialiy protect them against biotic
and abiotic stress suchs N deficiency.In this context, the aimof our experiment wasto study the effect of Sisupply on

vegetative growth and remobilizationof nitrogen associated with leaf senescencef oilseed rape grown withor without

nitrogen.

MATERIALANDMETHODS

After germinationon perlite, oilseed rape seedlings were transplanted for one wegk

into a plastic tank 20L) containing a modified Hoagland solution. Plants were thgn
separated into two batches: the first was treated with NitroggrN asa control)
and the second was supplemented with nitrogeand silicon (+N +Si; with aSi
concentrationof 1.7 mM). After one weelof Sipretreatment, plants were separated
into four batches and grown durind2 days with (+N-Si +N+Si)r without (-N-Si -
N+Si) nitrogen. Then, they were harvested for measuremenitgrowth, nitrogen

management, chlorophyll contergnd photosynthetic activity.

RESULTS

o Silicon (Si)s taken up by Brassica napus. and stored mainlyin
roots (A)

o Siapplication leado abetter N uptake (B)andupregulatesthe high
affinity nitrate transport systenBnaNR2.1(C)

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

o In mature leafof -N+SI plantsSiallow a maintain of chlorophyll
contents and photosynthetic activity associated with a delayf
senescence (data not shown)

CONCLUSION

These results indicate thasilicon taken up by rapeseed
promotes a delayof senescence inducelly N deficiency
and may improve N remobilizationby increase leaf life
span.

References[1]: MalagoliP, LaineP,Rossato L, Ourry 2005. Dynamicf nitrogen uptake and mobilizatiom field-grown winter oilseed rapeKrassica napuk.) from stem extensiono harvest |. Global N flows
between vegetative and reproductive tissugsrelation to leaf fall and their residual NAnnalsof botany, 95(5), 853-861
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Introduction:

Brassica napuk. is an oleaginous crop requiring high nitrogen (N) inputs. Consequantly,
despite of an increase of endogenous N remobilization from oldest Igawvesce organ) to
growing tissues (young leaves and reproductive organs) associated with an acceleratibn of le
senescence, N deficiency affects negatively yield and seed quality.

In numerous plants, silicium (Si) is known as a beneficial element esper@ibtect them
against biotic and abiotic stress. Even if oilseed rape is known aswilaeh no cumulate Si,
the aim of this work was to study the effect of Si supply on \e#get growth and
management of nitrogen (including leaf senescence progression) of oilapedspecially in
of N deficiency conditions.

Methods:

Oilseed rape were grown in a hydroponic culture, after two weeks ofcpiture, plants
were separated into two patches: one is treated with Si (+Si: 1.7 mM of saldigate and
1mM of labelling nitrogen supplied &\NH™NQs;) ) and the other is not treated with silicon
(-Si: control) .

After one week of Si pretreatment, plants were grown during 14 dayk {itnM of
VNHNGs: +N-Si; +N+Si) or without nitrogen (-N-Si; -N+Si) and harvested &, ®, 2nd 14
days (Day 0 corresponds to N-deficiency application).

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

Results and discussion:

Si contents in Si pre-treated plants reveals that Si is absorbeddsgd rape. Indeed, after
one week of Si supply.€. 0 day), silicon contents in roots were 6.31 and 0.05 rhgfdW in
plants treated with or without silicon, respectively.

In N supplied-plants (+N), Si has no effect on growth and nitrogen rearead. In contrast,
in N deprived-plants (-N), mature leaf from plants pretreated lyMN6tSi) shows a higher leaf






chlorophyll than mature from Si untreated plant (-N-Si). This result suggest Si pre-
treatment allow to maintain leaf chlorophyll contents in leaves of N-deprivadtp! In the
same time, during the 14 days of N deficiency, Si pretreated plantsS(yNhave a higher
photosynthetic activity than control plants (-N-Si). Finalt labelling and the molecular
senescence indicator reveal a significant delay of N mobilizatidrs@nescence progression
in mature leaf from -N+Si plants compared to control (-N-Si).

Conclusions:

Taken together, these results show that a Si pre-treatment (one weekr@sdmetabolic
process which protedBrassica napuagainst abiotic stress such as N deprivation.
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INTRODUCTION

Brassica napud.. is an oleaginous crop requiring high nitrog

rape is characterized by a poor nitrogen remobilization mai

senescencat the vegetative stage. Indeed, leaves fall with a

nitrate leaching and/or the production of greenhouse gases suds nitrous oxide. To improve the agro-environmental balance

of rapeseedby reducing N losses, the usef biostimulants suchas silicon (Si) constitutesan interesting alternative. In this

context, the aimof our experiment wasto study the effectof Si

against biotic and abiotic stresspn vegetative growth, N uptake and leaf senescencé rapeseed grown withor without N.

MATERIALS AND METHODS _

en (N) inputs (140200Kg N ha? year?'). Nevertheless, oilsee
nly due to a low leaf N remobilization during the sequential

high N contents (2-2.5%) leadit@environmental pollutions by

(abeneficial element for some plants especiallip protect them

RESULTS

After germination on perlite, rapeseed seedlings were transf

ﬁ&s{&nlts at Day 0

for one week into a plastic tank containing nutrient solution. T
plants were separated into two batches suppligd (+Si: 1.7mM)
or without silicon (Si: Control). After one week ofSi

pretreatment, plants were separated into four bateimelsgrown
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during 12 days with (-Si+N; +Si+N) or without$i-N; +Si-N) N.
Afterward, N-deprived plants have beessupplied with N for 9
days (D21: -Si+rN; +Si+rN). Then, they were harvested

At DO: Siis taken up by Brassica napud.. and stored mainly in roots (1). Si
improves the biomassof plants (2), increases N uptake(3) and upregulates
nitrate transporter BnaNRT2.1(4).
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NCLUSION

From DO to D12: In +Si+N plants, Si has no effect on chlorophyll conten
and photosynthetic activity of mature leaf.In contrast, in +Si-N plants, aSi
supply allows amaintain of chlorophyll content and photosynthetic activity

associated with adelay of senescencia mature leaf.

Si taken up by rapeseed improves biomass and increases N uptake and root expression of a nitrate transporter geBadNRT2.1).

In N-deprived plants, Si promotes a delay of leaf senescence allowing a better recovery of chlorophyll contents and photosynth

activity when plant were re-supplied with N.

Our study showed that Si is a beneficial element for rapeseed especialiyp copeto N deficiency by allowing it to increase leaf lifg

span. Thus,Si may improve the agro-environmental balance of

from leaves and pods filling.

rapeseebly reducing the asynchronism between N remobilizatio
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Abstract

Brassica napus usually characterized by low nitrogen (N) use efficiency and espegally b
low remobilization of N. Indeed, during vegetative development, senedeags fall with
high N content and contribute to environmental pollution. The ude boostimulants
constitutes an alternative to reduce N losses by limiting asynchronism betwesdnN
remobilization and seed filling period. In this context, the effect ofwsiliSi) was studied on
growth parameters of oilseed rape previously supplied with (+Si) or witBo(HSi) and then
supplied or deprivated of N during 12 days. After that, all plants wapplied with N until
the end of the experiment. Our results show that Si increases expressi@n nitrate
transporter gene and N uptake and improves growth of N supplied plamte no effect was
observed in N deprivated plants. In N deprived-plants, leaf of Si tlgatets show a higher
chlorophyll content and photosynthetic activity than -Si plants. These resuse
consolidated at molecular level usifg§AG12Cab indicator which shows a delay of leaf
senescence.

Thus, under N stress conditions, Si supply slows down the progressioh séheacence and
maintains photosynthetic activity. Moreover, when N deprivated plants werep@suvith N,
a greening associated with an increase of photosynthetic activity were obserwsetescing
leaves. All these results suggest a biostimulaton and beneficial effectsod 8specially an
increase of leaf life span which may allow a better synchronism betindeaf remobilization
and seed filling at the reproductive stage.
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Abstract

Brassica napuk is an oleaginous is characterized by high nitrogen (N) inputs and senesci
leaves falling with high N content, both leading to environmentlypion. Silicon (Si) is
Known as a beneficial element for plants especially to protect them agaotst And abiotic
stresses. The aimfour work was to study the effect of Si on growth and management of N
in rapeseed. After two weeks in hydroponic conditions, plants were seghriato two
batches: the first was treated with 1.7 mM of Si and 1mMIB§NOQ; while the second received
only ImM of NHNGQs(control). After one week of this Si pretreatment (DayO0), plants were
grown during 12 days with (ImM of MROs: -Si+N; -Si+N) or without NSEN; +SiN). After

this Period (Day12), N deprived plants were re-supplied with 1ImM-aiR for 9 days (Day
21).Analysis of plants treated with Si revealed that Si was well takday yghants. After one
week of Si treatment (at Day 0), silicon Amount was higher in +8i-Bigplants. Moreover,
molecular analysis showed that Si up Regulates the gene encoding higity afitrate
transporterBnaNRT2.1this induction leading to a better nitrogen uptake associatedh \ait
increase of plant growth.

At Day 12, in N supplied plants (+Si+N), silicon had no effect on g@vahophyll content,
photosynthetic activity and N management. In contrast, in N depriveatpl (+Si-N), Si
Induced a preservation of chlorophyll content and photosynthetic activitynature leaf
compared to SiN plants. Consequently, when all plants were re-supplied wjtanrNncrease

of N uptake associated with and induction of genes encoding lalhayh nitrate transporters
(BnaNRT1.1land BnaNRT2.1 respectively)were only observed in +Si-N plants. To our
knowledge, this study is the first to demonstrate that a Si supplable to delay leaf
senescence of N deprived plants and to up-regulate the expression of rowggeni
transporters leading to an increase of plant growth.
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INTRODUCTION

Brassica napuk. is an oleaginous crop requiring high nitrogen (N) inputs (140-20Chkg N
yearl). Nevertheless, rapeseed is characterized by a poor N remobilization éidi¢gtienne,
2014). Indeed, leaves fall with a high N contents (2-2.5%) that may eash¥ironmental
pollutions by nitrate leaching and the production of greenhouse gasdsasiaitrous oxide.
To improve the agro-environmental balance of rapeseed, the use of biostimulactsas
silicon (Si) constitutes an interesting alternative. In this context,aihe of our experiment
was to study the effect of Si (a beneficial element for some plasgecially to protect them
against biotic and abiotic stress; Epstein, 1999) on vegetative growth, N uptakéeaf
senescence progression of rapeseed subjected (or not) to N starvation.

MATERIAL AND METHODS

After germination on perlite, rapeseed seedlings were transferred for one \weela plastic
tank containing nutrient solution with 1 mM N. Then, plants &vseparated into two batches
the first was supplied with the same nutrient solution with the aduhitof silicon (+Si: 1.7mM),
and the second (-Si: 0.0 mM) was supplied with the nutrient solutidyn dtiter one week of
Si pretreatment period, at day 0, each batch was again separated intgtoups and grown
during 12 days with (-Si+N; +Si+N) or without $iN: +Si-N). Afterward, N-deprived plants
have been re-supplied with N for 9 days (D21: -Si+rN; +Si+rN). Anthef Si pretreatment
plants were harvested for measurements of Si uptake (monitored by a colorimetric mjethod
N uptake (determined with a continuous flow isotope mass spectrometer), a@ative root
expression oBnaNRT1.,1BnaNRT2.,landBnaAMT1.1genes involved in nitrate (NRTs) and
ammonium (AMT) uptake. Chlorophyll content and net photosynthetic actiwigre
performed daily by a SPAD-502 chlorophyll meter and LI-COR, respectivelih@beginning
of N starvation (day 0).

RESULTS AND” h~A"/KE

Our study showed that rapeseed, which is considered a non-Si accumulateesplodson
et al., 2009, is able to take up and store Si in roots at the end of the Sigathent (Fig. 1A).
After a short period of Si treatment (7 days), the growth of +Si plants isasedeby 1.45 fold
compared to -Si plants (data not shown). This biomass increase is assodifitath increase
in the amount of N in +Si plants (Fig. 1B) and with induction (by B dbleixpression of the
gene that encodes thBnaNRT2. hitrate transporter (Fig. 1C).






Figure 1. Silicon (Si) content (A), total nitrogen (N) amounts (B) and relative roctsexpiaf the BnaNRT1.1,
BnaNRT2.1, and BhaAMT1.1 genes (C) at the end of the Si pretreatment for rapdseiséls Aspresent
significant differences from the control at P<0.05 (*), P<0.001 (***).

Under N starvation (from day 0 to 12), this study has shown that from day 5 amel |@&f
SPAD and net photosynthetic activity values of +Si plants were sagtlifibigher than those
of -Si plants (Figs. 2A and B). These two parameters are usuallyeredsas$ physiological
indicators of leaf senescence (Gombert et al., 2006), and our result suggdst ti
pretreatment induces a delay in leaf senescence in +Si plants sebniit N starvation
compared to -Si plants. When N-deprived plants were resupplied Witdays 12 to 21),
senescing mature leaves from +Si plants recovered net photosynthetitya¢Fig. 2B) and
turned green again (Fig. 2A), while mature leaves from -Si plants continueescgeand fall
at day 16, confirming a reversal of leaf senescence progression only in plameaprdtwith
Si.

Figure 2. Change in SPAD values (A) and net photosynthetic activity (B) of métuoeneapeseed. Asterisks
represent significant differences from the control at P<0.05 (*), P<0.Q1 (**

KE >h"/KE

Si taken up by rapeseed improves biomass and increases N uptake and root expoéssion
nitrate transporter gene BnaNRT2J)L In N-deprived plants, Si promotes a delay of leaf
senescence allowing a better recovery of chlorophyll contents and photosyathetivity






when plant were re-supplied with N. Our study showed that Sibgreeficial element for
rapeseed especially to cope to N deficiency by allowing it to increatéfeeapan. Thus, Si

may improve the agro-environmental balance of rapeseed by reducing the asynchronism
between N remobilization from leaves and pods filling.
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Titre : Effetd[uv %o %o }ilIEIEM sus la sénescence foliaire et les performances agronam&du colza
EdNBISE-UFR des Sciences-Université de €Zen- o[hv]A E-]8 v E}EuU v ] X

Résumé 1 e colzaBrassica napuk) est une plante de grande culture nécessitant de forts intrants azotés

etprésentantune( ] o ((] ] v [ h §]o kets&s(BWA) priagipalement due a une faible efficience

de remobilisation cet élément durant la sénescence foliaire. Actuellement, unéaaati&in du bilan agro-

environnemental de la culture du colza, nécessite la mise au point deelesnpratiques culturales

% Eu $3 v§ uJvs v]E ~A}JE [ u 0]}E E=~ o}ve Bove u[WSSE& wEe vIpJudX
Ve }vs Atilisédiom [[ o u wvi¥énéfiquegels que le silicium (Si) dont les effets ont déja été

démontrés dans la tolérance a certains stress nutritionnels (phosphore et potgssamstitue une

alternative intéressantel.es objectifs de cette étude visent a étudiaxffet du Si (i) sur la progression de la

sénescence foliairep [« } (E %i Eewmobilisation o[ 1)k$les performances agronomiquds colza

cultivé en hydroponie ou en conditions de plein champ et soumisan a une limitation ou une privation

en azote. Nos travaux montrentk pgn dépit de son caractere faiblement accumulateur en Si, le colza

absorbe le Si puis le stocke essentiellement au niveau racinaire. Par ailleapport de Si de courte durée

(7 jours ; 1,7 mM) a des jeunes plantes privées en azote provoquetard de sénescence des feuilles

matures associé un maintien de leur teneur en chlorophylles et de leur activitégpmthétique. De plus,

au champ, un apport de Si (12 kg?) a des plantes cultivées avec 160 kfpat [  Ju% Pv [V

augmentationdu rendement grainier (+2,quintauxha?l). L'utilisation o[]v ] PE}viu]l<py h PE}vV}L

Nitrogen Recovery (ANR)»u ]v o[ Spu Of A% E e*°]}vV Pve } v ¢ SE ve

(BnaNRT1,1BnaNRT2,1BnaAMT1.1 montrent que le Si agit notamment en stimulamt|[ ¢} @E % S]}v

o[ 1}éhez le colzaEnfin, une analyse différentielle par RNAseq des transcriptomes racinaires de jeunes

plantes traitées ou non avec du Si pendant une courte durée (7 jouramM)7 montre que le Si module

o[ /£ % E +°+]}wgenesiB8H étant induits et 745 réprimés. Ce résultat indiqud v %ede gon rble

mécanique, le Si exerce également un rdle signalétique.

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

Abstract RapeseedBrassica napuk.) is a crop that requis high nitrogen inputs antlas a low Nitrogen
Utilization Efficiency (NUE) mainly due to a low remobilization efficiency deahgénescence. Currently,
an improvement of the agro-environmental balance of rapeseed, requires the developmeeivafultural
practices to maintain (or even improve) its yield in response to low nitragauts. In this context, the use
of beneficial element such as silicon (®ijh previously demonstrated effects on tolerance to some
nutritional stress (phosphorus and potassium), constitutes an interesting alternative. The objettikiss
study are to investigate the effect of Si on the progression of leaf senescencegenitigotake and
remobilization but also on agronomic performances of rapeseed growrdiropgnics or in field conditions
and submitted or noto a limitation or deprivation of nitrogen input®ur work shows that despite being
considered as a low Si accumulator, rapeseed takeand storesSimainly in its roots. In additiorg Si
supply for a short time (7 days; IrvM) to young plants deprived of nitrogen leads to a delay of senescence
of mature leaves associated with a maintenarafetheir chlorophyll content and their photosynthetic
activity. In addition, in field conditions, a supply of Si (1B&Y) to plants grown with 160 kg ha! leadsto

an increase of yield (+4.2 quintalshaFurthermore, calculation of the "Agronomic Nitrogen Recovery
(ANR)" combined with the expression of genes encoding nitrogen transpdieadlRT1.BnaNRT2.and
BnaAMT1.1shows that Si increases the nitrogen uptake. Finally, a differential analysis bgdRMNAgots
transcriptomes from young plants treated or not with Si for a short timeaysd1.7 mM), shows that Si
modulates the expression of 1079 genes, 334 being induced and 745 reprélgerksult indicates that in
addition to its mechanical role, Si acts also a signal, a role very poorly demonstratediiartture.
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