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AA: Acide aminé

ABA: Abscisic acid

ADN :Acide désoxyribonucleique
ADNCc :Acide désoxyribonucleique
complémentaire

ANOVA Analyses de variance

AP: Protéase a aspartate

ARN: Acide ribonucleique

AS: Asparagine synthétase

ASN Asparagine

Atg : Autophagy related gene family
ATI1: ATG8-INTERACTING PROTEIN1
ATP ‘Adénosine tri-phosphate

EADA: ((] ] v [ <} E %a&dtgv of
ER: Réticulum endoplasmique

ERA: ((11 v E u} Jo]ezatg}v
Eth: Ethylene

EUA: ((11 vV [Le Bzote of

EUA: ((1 1 v [uS]o]-z®igv o]

FtsH :Filamentation temperature-sensitive H

BET: E}lupCE
Bn: Brassica napuk.
BSA Bovine serum albumine

[ $Z] Jpu

Cau Brassica oleracea

CCV: C\fcontaining vesicles

CETIOM Centre technique interprofessionnel

des oléagineux métropolitains

CIPAN Culture intermédiaire piege a nitrate

CK: Citokinines

Clp: Protéases caséinolytique

CNDA41 Chloroplast nucleoid DNA binding
protein 41

CQ: Dioxyde de carbone

Col :Columbia

COMIFERLe comité francais d'étude et de

développement de la fertilisation raisonnée

CP: Protéase a cystéines

CPSaseCarbamoylphosphatase

Ct :Cycle treshold

GA: Acide gibbérellique

GDH Glutamate déshydrogenase

GLN :Glutamine

GLU Glutamate

GS: Glutamine synthase

GS1 Glutamine synthétase cytosolique

GS2 Glutamine synthétase chloroplastidiale

GOGAT Glutamine 2-oxoglutarate
aminotransférase

HATS High affinity transport system
HI : Harvest Index
HN :High nitrogen

[JPBinstitut Jean-Pierre Bourgin

Inhi : Inhibiteur

INN :Indice de nutrition azote

INRA :Institut national de recherche
agronomique

IRMS :Isotope-ratio mass spectrometry

KO: Knock ot

Da: Dalton

DAS Jour apres semis

Deg :Degradation of periplasmic proteins
DMSO: Diméthylsulfoxide

DTT Dithiothréitol

LATS Low affinity transport system

Lhcb :Light-harvesting chlorophyll-binding
LIBS Laser induced breakdown spectroscopy
LN :Low nitrogen

LP: Lepidium virginicum

EAA: ((] ] v ssifilaton oZote

MC : Metacaspase

MeJa :Méthyl jasmonate

MMP : Matrix metalloprotenase
MnT : Million de tonnes






MP : Métalloprotéase
MPP :Mitochondrial processing-peptidase
MS :Matiére seche

N :Azote

NBI :Nitrogen balance index

NDVI: Normalized difference vegetation index
NH;" : Ammonium

NHI :Nitrogen harvest index

NiR: Nitrite reductase

NIRS Near infrared spectroscopy

NGs : Nitrate

NR: Nitrate reductase

NRT :Nitrate root transporter

OAD :K u$]ade b la décision
Os: Oryza sativa

PAR Photosynthetically active radiation
PLCP Papain-like cystein protease
PCR Polymerase chain reaction

PVDF Polyvinylidene difluoride

gPCR guantitative polymerase chain reaction

RAPSODYNQOptimisation of the rapeseed oll
content and yield under low
nitrogen input

RBLC RuBisCO

RCB RuBisCO-containing bodies

Abréviations

RMN :Résonance magnétique nucléaire

ROS Reactive oxygene species

RTPCR Reverse transcription polymerase

chain reaction

RuBisCORibulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygénase

SA:Acide salicylique

SAG Senescent associated gene
SAV Senescent associated vacuole
SDG Senescent down-regulated gene
SDS Sodium dodecyl sulfate
SDS-PAGESDS polyacrylamide gel
electrophoresis

SE Standard error

SP Protéase a serine

Sub-L Subtilisin-like protéase

TBS Tris buffer saline

TBST Tris buffer saline

TCN Teneur critique en azote
TP: Protéasome

UPLC Ultra performance liquid
chromatography

VPE Vacuolar processing enzyme

WSCP Water soluble chlorophyll binding
protein
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Le colzaHRrassica napus.), une herbacée annuelle appartenant a la famille des brassicacées
~v]vvuvs EU](E e ¢85 Jeep [Hv E}]* u BrassicaE pl€Faceh.)weE@Be pv Z}u
navette Brassica rapL.) et posséde donc un génome tétraploide (U, 1935.J.1+ X >[}E]P]Jv % E ]-

E}]e u vS v[ ¢S % * }vvp U ]Je]Jo e o E ]S %E} p]S§ psSlgiE ve u ]8
(Chalhoubet al, 2014)X > s % @E u] E * % E HA - o[us]o]e 8]}v u3lPol v S v
remontent a 2000-1500 av. J-C. ou elle est mentionnée dans des textes sar@@kretrouve alors cette

* %o 1S S}us p o}vP 0[Z]+8}]E Zpu ]v p SEGIE}V. I ((Z@MS-
suggérant son adaptabilité a des zones géographiques et climatiques variées. En Buupege du colza
V % @E v e*}v ee}E <«u[ p&E£ o v3¥itGecle, loosque] son huiliedest utilisée pour ses

% ]85 e o E]J(] VS ¢ %o}UE O[]V HUe*SEEualitépo }R® @ V&) WY f EJ}V Zuu Jv X
types de variétés de colza se différenciant notamment par la durée ue dgcle de culture sont
% E]V ]% 0 u v3 pd]o]e « W o }ol [Z]A GBU u i}E]S NEop%w% WwoS]A v
250-310 jours) et le colza de printemps, essentiellement cultivé au Canadastali@let en Asie (cycle

de développement de 120-150 jours).

Le colza est principalement cultivé pour ses graines riches en huile (envirate48&tiere grasse)
composéesu i}E]S J]E& u vs [ ] }o J<pu U o]v}o ]e<inoléighe (Bmégrs B) eto %o Z
palmitique,u ]e pee] [pv PE v JA E+]8 [ USE » ] « PEQ.R2)\COEE]} %} ES]
diversité est une richesse qui sera exploitée et améliorée par sélection vapétaleatisfaire la multitude
de débouchés dlu vS§ JGE « S v}v o]Ju v3 JE « =+ Zu]o - Jol X 38]3CE [ £ u
2000, les différentes politiques agror A]JE}vv u v o ¢ A]e v§ Julvpy & o[pd]o]e 8]}v
dans un contexte de déréglement climatique, ont conduit & une forte augmentatida piduction de
biocarburants en France et dans le monBgy(l.3). Ainsi, le biodiesel,0 } & % E 35 E]J(] S]}v [Z
végétales, est un biocarburant utilisé pur (B100 autorisé aux Etats-Unis seulemenélangé (5 a 20%)

a du gazole (B5 et B20), e¢S % &S] po] € u vS Jvs E e+ vS %op]e<u[]o % Eu § E

les émissions de G@es moteurs diesels. En France, le colza est actuellement la principaleelézgi

utilisée pour cet usage ce qui a entrainé une forte intensification de sa cultureeetélection de variétés

de colza présentant des graines a haute teneur en huile (4%5%) [}%0cS]Ju]s E 0 % &} H S]}v 1

D!'u ] §3}i S]( V[ *S % ¢« v }E& 83 ]vSU o § vnpdHewadr@gtéswde colzd p]o .
% Vv V3 *]PVv](] 3]A u v8 pPu v3 %o p]e<u[ 00 5 % &9 v 1dT0 Vv i601

(Source : Gnis).

W E ]Joo HE*U [ USE « A E] §8 » }vE § + 0 3]}vv {Yho}p@ D pE (}

et leur faible teneur en acide linoléique (3%) (HOLLi pour « highloteitinolenic ») permettant de
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fournir une matiére premiére trées compétitive pour les plateformes dédiées a thésa de polymeéres

biosourcés.

hv pusSE +« S puCE A 0}E]e §]}vild u $@2& ¥ son utllifdtion dans
o[ oJu v8 §]}v Zpu Jv X v (( SU o (}E&-Bnoléique|capjuguée § un faillte Zatio
“O01TTU % ®u S o[ £ASE S]}v [puv Zpu]o [Ho A SoZNB JvuXo]pveY} w®& u]
colza serait particulierement bénéfique en réduisant notamment les risquesatidi|es coronariennes et
de certains cancers tel que le cancer du sein @lah, 2010; Subash-Balat Alshatwi, 2018). Cependant,
0 }ol pMUpo Vv SUE o0 u Vs o[ ] EMY J<p  WEE o0 O BUNERAa} ES]IV %
fraction lipidique des graines (Hunge®al.,, 1977; Neket al,, 2008), un acide gras mono-insaturé supposé
§}AE]l«p Z 1 o[ vlu oX 3835 (}ES pupo S]}v v Su&Eooe « p 5]IvE nEU
créer dans les années 70 des variétés dites « simples zéro » (pour « zéro >uiglee qui produisent

des graines présentant une proportion en acide érucique inférieure a 2% de la fractiorubipidiq

% E& « SE]JSPE S]}v 0 PE Jv %}pE v AESE JEE]Vo{ZUVAMUERV }°
34%) appelé tourteau est obteniif.l.2). Les industriels se tournant de plus en plus vers une politique
de valorisation des coproduits obtenus lors des processus de fabrication, le toureeniz#, riche en
protéines mais également en acides aminés essentiels (Lysine, Arginine até}ystéminéraux (P et Ca)
§ v ] PE -+ 3 pdlole %}uUE o[ oJu v3 3]}we vEu A0} o~ Ga JaesU "PA]E WS

<L O0]S % E]A *u% E] HE O] M *}i %o}pes HIPOIUS]IW %oolyr@E [ 05 AE)
Inovia) Fig.l.4). Néanmoins, les graines de colza contiennent naturellement des glucosinolates, cemposé
}vvpde %luE 085 & & O %% S v e SIUMES HAE u ] P o uvsS %luE

% ZCe*]}0}P]<u « PE A (Tripathi ed Mishra, 2007). Pour répondre a cette problématique, dés
les années 80, les sélectionneurs ont donc cherché des variétés de colzas avec anerfailnl en
glucosinolates (inférieure a 20mol. g contre 80 a 100 umolhde graines dans les variétés classiques).
Ainsi, des variétés dites « double zéro », combinant dans leurs graines uedda#ur enacide érucigue

et en glucosinolates (Double low : low erucic acid and low glucosinolatelappatues sur le marché

(Fig.1.5).

V %0l e e viu E p& JWZ « }viu]lcp U o }ol <[]vs PE Ve
durable grace a sa capacité a étre une espéce dite Culture Intermédiaire Piege a Nitrate (CIPAN). En effet
e (}ES % 1S [ *}E%S]}v oy dé}N.ha-a%8)cem 4ait uri bonl candidat pour étre
utiliser en inter-culture et permettre une couverture des sols nus en hiver afinrdedinotamment le

0 *+]A P VISE 8§ § [ uu}v]puX %opeU 0 pOSUE o jatdtiono 3 E v /




>

8

N
o

207 212 BAutres

191 19,3

»n
o

mRep.
Tcheque
0OPologne

ORU

-
o

oOFrance

Millions de tonnes de graines
&

o

o Allemagne

08/09 09/10 10/11 11/12 12/13 13/14 14/15 15/16 16/17

Millions de tonnes de graines

BgsEe3sEEegezEsEsses
23sS:5338385833:-338¥83

Fig. 1.6.Evolution de la production de grainesde colzaau niveau européen (Europe deg8) entre
2009 et 2017 (A) et au niveau mondial entre 1999et 2017 (B). Les données sont expriméesn
millionsde tonnesde graines (Source : FOP).



Chapitre | : Introduction générale

colza-blé) permet une amélioration de rendement du blé de 12% paroragpdeux cultures de blé
successives (blé-blé). Par ailleurs, son caractere biofumigant, principalemeta diffasion dans le sol
apres enfouissement de composés soufrés, appelés isothiocyanates (ITC). De @ati@ussnématicide

et fongicide, les ITC issus de la dégradation des glucosinolates sontsdenpplus considérés comme

moyen de lutte biologique contre les stress biotiques.

Ces multiples usages expliquent pourquoi,%opt]s %cope] H@Ee ]I Jv e [vv U o0 e
PE] }o ¢ pusSJo]e * %}uE o pHoSucE H ol v oo VOX[ WP&&ESVE
u SE}%}to]s Jv U o sHE( <} HP% VS HIIUE [Zpn] VAPEWWOSIOE < SuE (
atteiPv v8 VA]JE}v iUdIT u]loo]}ve [ZXSSEPPHYEE]IV' "W v e EV U VSe
v} uu v8 pA&E u} J(] 8]}ve ¢ %E S]<pu e+ HOSHUE 0 ¢ % Ea-u pBIE]E]E WA
en 2017, une production francaise de 5,1 Millions de Tonnes (MnT) degraisant de la France |& 2
% E} U S PUE PE}% v EE] E o[ 0o u Pv X ICviAAU ww Peod®} af $1FEV} %o
21,8 MnT de graines de colzaen 20173 0 % @E u] E % E} u § uE A v3 ode (& ~Tiuv
MnT) (source FGP(Fig.l.6).

SHu o0 u vSU }luu % }uE S}HUS 0 ¢ % PE v posSyws®E U o[} §

PE Jv] &+ p }ol 3 ]v3lu u vs o] O[ %o0%0}ES (}ESS P}E}eeX E]&EE]O]

[ £ u %o arlspérér une production grainiére optimale, les variétés de colza actuellement cultivées
et jadis sélectionnées sans prise en compte du ratio rendement/fertilisant, nécessiégsnagports

[ VPE Jo 1}8 ¢ Ju%k}ES vie 3§3 ]Pv-228 ki NnatE(Jacksom,52000). Toutefois, on

}ve] E <u %Ol o u}]s8] o[ 1}3 ~Ee u}v] o %%}ES pusfEE](( E

S % E p ve o[ vA(R@Hstainu2005) et ne bénéficient pas a la croissance des plantes
(Lassalettaet al,, 2014). Outre ces problémes environnementaux (lessivage, production de gaz deeffet
serre), ces $]o]e S]}ve (JES ¢ <p vs8]S ¢ [JvSE vSeU }W¥EO UIHKEFAE}C W |
E % E& ¢ vS vS pv }.,8 }viul<pg u i W&EngkPR0AE).0o[ PE] posS p&E

Dans le cas précis du colza, cette forte dépendance aux intrants azotés est principgalaman
HV U MA ]Je A 0o}E]e 8]}v O[E %op]e<p[ vV  %o]3 e+ BESW]V & 0]G -
seulemevs Al 9 o[E 1 E 3 E 3 E}uBchjoerringet al, REE5)] \De nombreux
SE A p&E }vs % Eu]e UIJVSE E <pu[ v E o0]3 §3 u wA]]ooAUOGEE ] §]}v

uv (] o ((11v [uS]o]e SE}plus parfiellierem&nt a une mauvaise efficience de

I Service de la Statistique et de la Prospective
2& €& S1}IV(E v - * % E} P S pE+ [}o Plv pE 8§ % E}S Plv pAE
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& u} ]Jo]e 8]}v O[E ~ Z » 0}&E-~ 0 *Vve v (}o] ]E{(Malagoket@l, E u% 0]
200%; Girondéet al., 201%) X (ps SE ve( ES [E %op]e 0 « JEP v ¢ o v e VS
également pour }ve <p v puv €& S}pE [E Y *}0 Ju%e}ES vS 0} E-" Q[ Zps .
140 Kg N. ha; Avice et Etienne, 2014).

Ainsi, les enjeux agro-environnementaux et @conomiques majeurs de la cultun&zdeonsistent

a maintenir, voire améliorero & v u vS PE ]Jv] €& S}uS v oJu]lS v8 o« }e ¢ [JVSCE
répondre § vi pU o « u} J(] 8]}ve =+ % E S]<p * HOSHEe0 U ®V}eA]0} % %o

H 8 Sus 1}8 S [ ] 0 ]*1}v % Eu 55 v3 v &HIwYvviuovS® o B]HVE:
variétés plus économes en intrants N constituent autant de stratégies envisagéearpéliorer le bilan
agro-environnemental de la culture du colza. Dans ce contexte, une meilleurpré&oemsion des
processus de remobilisation de\ associés a la sénescence foliaire constitue un préalable majeur a
o[] ificdtion de déterminants moléculaires utilisables pour la sélection de varf@#sentant une ERA

optimisée.

v (] 1 vsS [uv oo} S]}v Hn D]lv]es &E o[ ve 1PV U 2" W%u &E] nE
travaux de recherche doctorale sont inscrits pleinement dans le programmvestissement Avenir
RAPSODYKR012-2019) qui vise a optimiser la teneur et le rendement en huilelde caltivé soutaibles

%%} ESe [JVEE vie 1}8 X ve v £3 U SE AJo 382 €E 0% E]v
eCeS U * %@E}S }oCS]< » JuKoo]c<u = Vve 0 UE W (66 %SEIVZ v O EO UE JU %o}
durant la sénescence foliaire et la production de graines.

Aprés une synthése bibliographique des connaissances relatives au colza et a ladgstipE U
abordant notamment plus en détails les mécanismes et principaux acteurs impliqués ldan
E u} Jo]e §]}v O[E nu }IuCE- 0 Ve Vv (loo]EUUSAY Z %o]Fho}e] S}/
expérimentaux utilisés aux cours de ce travail doctoral sera présenté. Une présentation des résrdtats
Veul]S %oE&}%}e e}pe o (}EU I ES] 0 X = @WUO]? fl=(JE RS &0 S

ouvrant sur de futures perspectives de recherches

3 ANR11-BTBR-004 RAPSODVINvestments for the future : Optimisation of the RAPeSeed Oil content anD Yield
under low Nitrogen input
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Stade végétatif Stade reproducteur

Stade A Stade B Stade C Stade D Stade E Stade F Stade G
Stade Formation de la rosette Montaison Boutons accolés  Boutons séparés Floraison Formation des siliques g
cotyledonaire
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I Bl e ol P 3

i A i A
Semis Poste semis Cotyledons 1= feuille 2 feuilles 3 feuilles Fin de formation Reprise de la Boutons Inflorescence  Elongation Premigres Chutes des Les 10 Toutes les siliques
Pré-levée de la rosette végétation (C1) accolés principale des fleurs (F1) premiers premiéres ont leur taille
(entré en hivers) Entre nceuds encore dégagée pédoncules Allongement pétales siliquessont  finale, les graines
visibles (C2) cachés floraux de la hampe bosselées arrivent 3
florale (F2) maturite

Hiver

Fig.ll.1. Les différents stades repéres (Stades ARdu développementdu colza [Z ] A(s@urce: terresinovia ; proléa)
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At ... ‘Zcoef ftdidrition azotée

>[1}8 ~E+¢«d a vd <+ v3] 0 %E 0 E }v ~ «U Oo[}ECP v ~Ke &
% Eu SSCE o (}&uU S]}v [Mv uposd]Su ulo IBélvwu v8 JUESe }@]<hv (}v
des plantes. On le retrouve aubv ¢ ] ¢ VI O J<Hd * <u] % &u SSE}VvS o (}EuU S]}v
o[ ZEU « ] ¢ wu]Jv e }veS]Spu VS 0 ¢ % %S] ¢ S 0 * %€EYS}w ES- E
~Pop }e]v}o S U PoC }¢] « C V}IP V]<u *Ye u ]e «chlorgphyliés.|ll2cozdesE o« <
une oléoprotéagineuse particulierement exigeante en N, absorbé préférentiellement some fde
VISE S ~%0 vS V]SE}%Z]o X v ((SU « $E A pAITwS w}vSREE {M *0
V o ee]8 o[ *}E%S3]}v 0 IP [E }VSE - po u (RathkedtldE 2006;Afvalis® % }uE o
Ainsi, au cours de son développement, les apports nécessaires en intrants azotds afaintenir un

E v uvs }%S8Ju o *}vé  o[}E E'(Jacksdn, 2000) I P X Z

Al fe—c's t1 Zifoe'—% f— ..'—"¢ t— t2 372 fote— t—

Le colza a une gestion trés hétérogéne flEl p }juE - e}Jv A 0}% % U VS %op]ecp e

s o % ]85+ [ *}JE%S]}V S ¢« A 0}E]e 3]}V O[E *}VSASE %o %o % VS Ve

Jve] E X > A 0}%% u vs p }ol [Z]A & [ 3§ Vv ep@EEAUEV VYUl u}
c]AlJo « ~ [1}.8 ol vv v (]Jv iploo § o[ vv eprinctpalésiia ledd@preses %S S %
le semis, les cotylédons apparaissent (stade A) suivis des premieres feuilles vraiesnsbitmer la
rosette (stade B) dont la fin de formpjv. o] p v us [Z]A Gériede duragElaguelle les
plantes vont étre exposées aux basses températures nécessaires a leur vernalisapontehops, les

§ U% E SUE * %o0pe O U VS »« A}vE % Eu $3E o E SdaGge (stade’lC,P § 3]}v
ulvs Jelve § e }uS}ve (0}E& pAE [ }E }o o ~e8e S o \VAUJN] SIS U E VS ~-
fleuris (stade F). Cette période précéde le stade G qui correspond a la formatisitigless et des graines

§ <u] o[ § v Pnent@ mars a fin juilletg. 11.2.

A.L.1. Du semis a la reprise de végétation (stade C)

> }ol [Z]A E <% «début(depteinbie a une densité de 1,2 a 3 kg de grainés ha

% Eu 33 v3 [ A}JE VAJE}v i1 11 %0 VS * %olaffe vitesKr le%o@SemeR deEla]v $]}v L
PE Jv ide<u[ o u]e V. %00 [V *C*S u E Jv]E] & Ep]Jomoe -

}1SCo v ]E ¢ ~<8§ e <HU] %o Eu 33 V3 E *% S]A udvBE]Juord%oauiwdo [3 <} E
réaliser la photosySZ « X % ES]E S Uo &}]eev 0 %BMY  E




Stade végétatif Stade reproducteur
(Stades A, B, C, D, E) (Stades F, G)

Sénescence Sénescence Sénescence
cotylédonaire séquentielle Monocarpigue

Fig. 1l.2. Les différents typesde sénescenceau cours des principaux stadesde
développementdu colza.
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et la synthése de composés carbonés et azotés qui vont permettre notamment, l@pigerlent du
*Ce3u E JV]E 3 o0o[u EPV %E}PE dedAites kwvaieds} gii Sofstitueroft ] o
la rosette (stade B)g. II.). Au stade rosette, les plantes présentent un systéme racinaire radiculaire en

pivot.

Durant la période automnale, le colza présente de fortes capacitése } E %0 S ]} v Djdd p <}o
supérieures 00 * [ USE * %00 VS » PE v HOSUE § 00 ¢ <pu(Lainé W}
etal, 1993)X 8§38 (}ES *}JE%3]}v [E ulv E o ~% }p)Aavosise deosy@héges <[ Th
de protéines qui pourront, aux niveaux racinaire (pivot) et foliaire, constitagrélserves potentiellement
u} Jo]J* o+ pulu vs 0 E % E]- AP 3§ 3]}v % E]WS $]0oE *X]JuZol H]}v}ol
[E HE vS 885 % E&]} V[ *S %oduily ¥ 8 MEE % jysuypo § UlVvSE <U[pV
*U% %0 U VS JE [Eul]v E o vV[ A]8 ppuv (( 8 pE o E vColneneP E Jv] E
etal, 1998)X v }ve <pv U (Jv [ A]8 E 0+ % ES « [1}5 V]EE]«p ~% E
directive nitrate 91/676/CEE (adoptée en 1991, dernier décret le 15 mars 2085¥En |S 0] %o %} E&S [ VPC
azoté sous forme minérale sur les parcelles de colz&'diefitembre au 15 janvier. En plus de cette forte
*}E%S3]}v [EU pv E C o P o[E v }P v OJvE AU P}IEGER(XH JVA] O} %Y
demandeenNdesorgy » v E}]ee v °S eu% &g pa 1}D[}({EE ~U pv u} Jo]e 3]
[ 1}8 & v |E “ga BoleeP&E S]}v % E}S Jve S v}S uu vs [pv s P S
Protein de 23 KDa se trouvant dans le pivot (Rosstadh, 2001). Par ailleurs, au cours de la croissance de
la plante, les feuilles les plus agées basculent séquentiellement dans un stadedétiméeeloppement
appelé sénescence. Cette sénes [ }u% Pv viu & pe o u} J(] S]}ve %ZC-e]}o
moléculaires dont notamment la dégradation des protéines foliaires paromebneuses protéases. Les
produits de dégradation (peptides et acides aminés) sont ainsi recyclés au profigdes®en croissance
essentiellement des jeunes feuilles lors du stade végétatif (stades A, B, C, BigtlIE}( Toutefois, il est
*}EuU ] <p]e < % E} eepe E C 0P e} [ eSdhor V% SYU o }Bo]u] € p

durant le développement végétatif, il a été montré que les feuilles chutaient d@gdeneurs en azote

E *J]puo oA - o[}E & T 0UAnf9(Tribcd-BloGtlekt &l] 1@B8; Dejduet al,

2000)X (JES E S}uE [ 1}3 p *}o ~% }[HmetEn ldidre ldEnaivnise Bffidience

[ue P O[E % & o }ol & v}3 uu v3 « u puA ]Je o0 % (@Bondé€Ealy} Jo]e &E
2015). Outre les conséquenee VA]JE}vv u v3 o «U Jo P ouvs § u}lvsE «u 58§

négativement le rendement de la culture. Ainsi, en utilisant un modéele mécanistique, Maago,
(200%) }vS u}vSE <«u[uv Julengdrklen N des feuilles chutées au cours du stade végétatif
e Ao UE* % E} Z i9 % Eu $33C ]38 [ pPPuvd E o E V u Vvs o |




N nitrique absorbé
(mg NNGQ;". plant?)

Fig.1l.3. Quantité cumulée [ Enitrique absorbé entre les stades C1 (reprise
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Durant la période hivernale, la chute des températures provoque un ralentissement puis un arrét
de la croissance du colza qui rentre dans une période de repos végétatif lorsqaatk git exposée
pendant au moins 5 jours consécutifs a une température moyenne journaliereeimféra 5 °C. Durant
cette période, le colza pourra résister a des températur oo v 3§ 420 ¢[sans que cela affecte ni sa
croissance, ni son rendement grainier (MerretrPouzet, 1988). Cette période de repos vegétatif induite
par le froid, appelée période de vernalisation, est nécessaire ppur o }ol [Z]A & ]Jv]38] + (o}E
printemps (Chouard, 1960).

A.L.2. De la reprise de végétation (stade C) a la fin de la montaison (stade E)

La reprise de végétation du colza@] p v <} ES] [Z]A E o0}Ee<cy 0 & u% E :
journaliére est supérieure a 5°C, méme si certains auteurs considérent que cette reprise de cr@issance
dpvantage }vSE€0 % E o s e U] <u % E o uP(Tittdneddttal, 19883 u %o & 3

§§ & % E]e AP 3§ 3]}v o[ }Ju% Pv [uv  (JES MPu y$] §9}v o]
% E}o}VvP E ipecu[ M VRS 0 (0}E ]Je}v ~+38 mirtalson (émeogenceélet § U %o U
élongation de de latige ; Stades Clls *[]Vv]S] S ¢ % }HE*n]S %o E O] %% E]S]}V <« }}|
la floraison (stades D1 a Fd.11.1).

Durant ces différents stades qui constituent la phase reproductrice du colza, on observe q

o[ *}E%3]}v U V]SE § E 3 o0 A 0 E % E]- u3A Pos (D]JE F-Bv
(stade F2 Rossateet al, 2001) Fig. I.3. Durant cette période, la forte augmentation de biomasse est

eel ] pv (}ES u v VE <u] *3 JVA E+ u vE UIE}E} ESJE/'V O E 03 <
la période automnoZ]A GEv o X [ *8 v P v E o uE v3 ntpdntaniers queldes } %o %o U

% %o} ESe [JVEE vEe 1}3 o ¢}v8 E o]+ (]v }o %0 PEU %dETDT 1} 35 %o W G0

[UV % ESU o <«u vs]S 1 E HE vS o uslt@w ESu §@ESES &e &S Uo
nature du sol, les apports organiques réalisés ou la présence de planteagoasptelles que des
Iégumineuses (Jamoet al., 2013). Par aillewU %oO e V %oOpe [}uS]o- ] Pv}e§] VIR
plantes visant a optimiser le pilotage de la fertilisation N (pour plusétdaild voir 8 A.Il) sont désormais

]*%}v] 0 ¢ 8§ % EU §5 vS§ u] pAE ipg*s E o} [Edela ¢dlture Buv =~ ¢ o}
% E]JVS U%oeX [uv uVvV] E Pv EoU 88 }e [B] {P Butsé@&pst vSE i

apportée en 2 ou 3 apports fractionnés (source : terres Inokig)I(.4).
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A.L1.3. De la floraison (stade F) a la récolte des graines (Stade G)

Chez le colza, la floraison qui dure 4 & 6 semaines démarre fin mars lorsduedpépiodisme
est assez long (stades F1 et F2). La fécondation des fleurs, principalement par autdgangeaissance
aux siliques qui, apres une durée de maturation de 6 & 7 semaines, renfermmaotyenne 10 a 15 graines
<u] % ¢ E}VvS u SPE]S VvSE TUA S A uP % B RES|wA-BZpuli 15'Aapv(SER

a 15% pour étre récoltées.

La formation des premieres siligues (stade G1) coincide avec uJu]vus]}v o[ *}E%S]}

E ]v ] ®Rosg&et al, 2001) Fig.ll.3) intervenant alors que la force puits des graines est maximale.

HE vS 88 % E]} U of * vs] o O[E v ¢ J&E WIE ubtf&]ev PP ve PE
remobilisé a partir des tissus végétatifs et plus particuliérement des tiges, des fetidiepivot (Rossato
et al, 2001; Malagolet al,, 200%) (Fig. 11.5. Cette remobilisation massive est associée a un processus de
senescence généraliséen o[}v <u o](] ulv} E%]<p 8§ <u] % EES v EEJ@E ]o
de tous les organes de la plante au profit des graiRés i.2). Contrairement & ce qui a pu étre observé
0}E- 0O °* Ve V e <L vS8] oo U o wu} ]Jo]e S]}v [E PelBH%]<HO =5V -
considérée comme particulierement efficace puisque la teneur en N des feuilles chutémgsaide cette
pér]} S % &} Z i9 0 u $§Jadire unedalgur forespondante o[ 1}8 *3EU SPE o
difficilement mobilisable. Par conséquent, contrairement a ce qui est observédéoia sénescence
e <pv8] oo U o ((17] vV (E u}utantelasS$énescenae] Bhonocarpique du colza est

considérée comme étant quasi optimale (Rossatal., 2001; Malagolet al., 200&).

A.ll. Les outils de pilotage de la fertilisation N

>[}%S]ule §]}v 0 ( E3]o]e-3FE dfe%b}EES [JVSE vEe 1}3 + p }v
a la bonne dose, constitue un enjeu majeur pour améliorer le bilan agroemmémental de la culture de
}ol 8}u3 v P & v3]ee v3 pv 3 Jo]3 U A}JE puv u JooUEEXEWELTo]S0 (
il est nécessaire de connaitre les besoins réels en N de la plante a ses difféadessde développement
(1v % }UA}]E Oop] %%} ES E uvl] € %& ] o }s []JvSE vS§ E vV
nombreuses décennies, les besoins unitaires azotés importants ont conduit ledtagrga utiliser des
}e o [ VPE J* JuB}ES vS ¢ § § Eu]v * 0 % Ope *}uA V3.-p@EI E] & u?
E Vv uvde 0 A X Jve]U 0 ¢ }o o [JVEE v3e 1}3 ¢ %% }EBINh&HIUA ] vE
% }U@E o0 }ol & A}JE ¢ Jve <cpv o oy pIENWE]ISBMYV %3 W30 oo E
HV Ce3E}%Z]* 3]}v e« ulo] WA «<u 8]<p * & o] NRuovs BI}v  ((05 %o }o CUE
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(N:O) Fig. 1.6+ X %op]e <t O<pH vv] U 0 % E]- Jve 1 v U E *% S
conduit de nombreuses organismes et instituts tels que terres Inovia, Arvalis, le CQMHEER

* 0 S]}vv HE-U o[/EZ U % }uE& wing, a]ddvaopppr desl poogiammes de recherche

visant a trouver des solutions permettant de raisonner cette fertilisation. Actuellemestsolutions

% s VS V}S uu v8 % €& o[ v 0Ce u idpfud)d]e 39}% o[ Ms83tos [ ] o
~K U % & o[ u o]}E $§]}v e u} - ( ES]o]e SHcpirdvantppSimal S]tv [

également par la mise en place de nouvelles pratiques culturales dites durables.

A.IL.1. Les méthodes de mesure du statut azoté

>[ A op 8]}v 3 Spus 1318 (]85 %% }us]o= }uE]oe« 0% @AP) yuh
Al vv v§ v ] o[ PE]i oS EEPUBJUMEE o] %%} ES 1}8 v (}v §]}v o
%0 V3 Vv Ap [} 8 V]E puv E Vv u VvS }%3Ju oX 3pu o u vIERAM SFAS}T -
HV % @E o0 A u v3 [ Z v3]oo}ve spyE 0 % E o0 -alfses|biochimjdles o} E E
élémentaires) ultérieures en laboratoire, et des méthodes dites non destrugiivegant étre réalisées
directement et faisant généralement appel a des appareils de mesures optiques (Mufoz-etualta

2013)

X > e u 37} o [ A op 8]}v: «SEpn S]A

>[]v ] VUSE]S]}v 1}8 ~/EEe 3 pv ]v ] <B]}VE[ Y Ehes E0 [0 S
PE HE %%}ES VEE o 3 v uE E]8]<p Vv 1}8 ~d Es 30 Sv uE v
culture (Lemaireet al, 1989). La TCN correspond a la teneur minimale en N des parties aériennes

% Eu $S vsS [ 8§ ]v E uv  EEpirennest al,A9P8) big. 11.7.

[ USE *» u 82} « [ ] ML %]0}S P 0 ( E3]o]037}w!ul}S% EWS]%e oo
0 HO <H LWE p3]o]Fig. WBIXtE[py/EEe % o0pne }vvp o 5 0o E Po 35 1}8
au point par Terres Inovia (anciennement CETIGM 1994, et régulierement mise a jour. Son utilisation,
basée sur la détermination de biomasse (aérienne) produife(E pv u SE & E S [lv(}EuU
}u%o u v8 JE ¢ (}pEV] *» % & o Ppréeédard Sulfudl, agpQrisoorganigbiedfournis a
0 HOSUE YeU % Eu 8§ [ *3]Ju E ~PE 3u]3 u vie @ O}€E+ [[VHIE 3% H] S

végétation de la plante pour atteindre un objectif de rendement donné.

4 Le Comité francgais d'étude et de développement de la fertilisatioomaise
5 Cmtre Technique Interprofessionnel des Oléagineux Métropolitains
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X > e u §ZY o [ A oudédfructivey :

Une application smartphone (YARA Image IT) basée sur les principes de la régle®earotane

collaboration entre Terres Inovia et YARA a été mise au point afin de réaliségnostic de facon non
destructif. En effet, elle permet, &0 ES]E [UV % Z}S}PE %o Z] % E oo U [ A oy
<up v8]8 [ 1}8 }E % E o0 HOSHME Vv VECE § Vv «}mEE ofZ PA B XE

Les appareils optiques tels que la pince SPAD (SPAD-502 model, Mintdtdy-tester (YARA)
permettent également de calculer un indice, corrélé a la teneur en chlorophylldenéte calcul est basé
sur la mesure de la transmittance de radiations lumineuses a 650 et 940 nm a twavessus foliaire
(Uddling et al, 2007) Fig. 1.8 X >[ %% @& ]o %Z}S}eCvSZlestlice de~ phétony, }o
%Z}8}eCeS u e/ S /IU Z v o SE ve( ES + 0 SE}veW}IZ§] ] KEe E %
dans une feuille (Evans, 1989), le niveau de chlorophylles est donc étrotténana teneur en N des
( plJoo X "uE o . %}eSpo SU of[]v ] -méméEtrecorfélé awnetengus o} E - ¢
en N foliaire~:pu‘l1} 8 <}* ]l Qependant, la mesure SPAD étant réalisée de maniere localisée sur le
olu [uv ( ploo ~uCE( u *uE 17 uu A udeprEsentabive\dd statutene S} i}l
E o ( puJoo Vv8] & § v }E wu}]ve [V %0 VvS }u [UV % E 00 VS§]

hv o EGEP P uu [ % % E ]Joe ~'W E U -sdehrsory,dont ¢ertdine penveht étfe

embarqués sur un véhicule agricole ou sur un drone, réalisent des mesures sans contact bakes sur
principe de réflectance du couvert végétald. I1.§. Ces appareils optiques ont leurs propres sources de
production de lumiére, ce qui limite les interactions avec la lumigue «} 0 Jo X >[ %o &undhdjce o po

E (o S v <u] JEE * %o}V p & 8]} vSE o[ v EPbd SuoJvvuEP]u]-
opu]v pe E (0 Z] % E o IUA E3 AP § oX >[]v ] EJvo] v A %
végétation (NDVI : Normalized Difference Vegetation Indeause, 1974) qui est représentatif de la
tvuE v Zo}E}%ZCoo U 0 Jlu e S }v U 8 SusS Bho%o EE ][00 SPES X
% E3] po] & u vs ] v %3 * UAE JUA ESe AP 3 uE ZEu3Plw % }aE}0Se v
couverts végétaux plus hétérogeénes tels que les couverts de colza. Paplexeia Farmstar (service
[ VvOoCe » % E 00 ¢ % E * S 00]8 **U Jo *ZPooker] @& vpP PO]E1EVvo

J}u ¢ o v VvSE § v «}ES] [Z]IA E 3 (Ju@Ev] B de fertlis@nts }v]e S]}v
azotés a apporter a la parcelle. Cependant, les mesures de réflectance représentent unooodt
v Po]P o U [ puS vS <p[ oo » v ]85 vS pv -ftilidee e N. De @lug, GEsv ‘nE
% % E ]oe % E « v3 v§ u¢]tou} dA mdmessengibles aux conditions météorologiques

puisqu'une fine couche de nuages suffit, par exemple, a perturber les mesures.
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[ USE » %% E Joe A 0}% %o =A%elsEumla pihck Buali@t le Multiplex®,

(Fig.l1-8) sont des fluorimétres portables utilisables en laboratoire ou sur le ter@@mparés aux autres

% %0 E JoeU ]Joe %E ¢ vS§ v§ 0 % ES] po E]S Ve (@B YE]E P]epAe E 3
de réaliser des mesures instantanées et non destructives de divers composés tels que lphyldgret
les polyphénols (Flavonols et anthocyanes) a différentes échelles (feuillediredi®j ensemble des
( uJoo ¢ [uv %0 vS }u JHA ES AP 3§ oeX Z 1 viu E pe o *% U o £

e Ju%o}e * 3 %Ope % ES] po] E u v8 puAE Zo}E}IHEZVEBoo o & oL [ A
indice, appelé « Nitrogen Balance Index » (NBI) (Casekt, 2005)U & }v3 o0 A 0o WE % Eu 3§ [
le statut N des plantes. Mes travaux de recherche réalisés dans le cadre de mes stages de Masters 1 et 2R

§ o[} e°]}v [uv }VSE § [ ¢¢]*S vS JVvP V] UE *UE 0 % E}IPE BwpnzZ WrK
0 u - uE §]v] E/ ~pvVv]A p(}o] ]E U %G WSP $30@®6 JHU [1v] AR
0 *33us8 E p }ol X of]eep e« SE A pAEV W vHvA]l o vB] JoU %eopte %o
E A S Jo]s V JUEee* - JEE o vs u] pA& O[/EE SBvulr 2 U&]VvSs

actuellement en cours.

v (]v Uutrgs technologies, basées sur la spectroscopie infrarouge (NIRS: Near InfraRed
Spectroscopy), la spectroscopie de plasma induit par laser:(L#38r Induced Breakdown Spectroscopy)
ou la résonance magnétique nucléaire (RMS8brin et al, 2015) sont également en cours de
développementet % E ]Je¢* vS SE ¢ % E}u S5 pe o %o}uUE ] Pv}eS]<pu E 0 8 Sps

couvert végétal.

AIL2. Les différentes "'"ete tice—"fe—e foe‘—+4

> e e}Jve VE p }ol e}vd % ES] po] & u v3 Ju%qd[dos (VES %vA]l*ESGM v
01T P [E }E ¢ %}uE % E} u]E p\Rbtakett @, 2006) corréselilement 20 a 30
P %}uE o 0 S VE % E A u%o X >NEUSE]S]Ys uvi peEo%i} M o[ 0 }C
E v uvsS S o[}lv }ve] & <<pu [ *H e pdiu wé]Spue [E ~pv pv]sSHA iIP E
<u[]lo V[ *3 %opes 0Ju]ld V83 %}UE 0o E v u v3X hv % ESh *}o & FVvke E}A
autre %o ES] * E %%} ES % E o[ PE] pod HE *}pues (JEU « §JESEE-vSe 1}

et/ou organiques (urée, résidus de culture ou déjections animaleg)!((9).

> ¢ %0 VS o *}E VvS ui}E]S ]E u vS 0 ¢ (}EuU wvoinpes@Efimtés [E S %o
]1(( € vS ¢ % }uE oO[uv }H o] USCE e (JEU *%o & V3}oV]X@E] %3] 0 uUo YlE
o[ *}E%S]}v [E V]SE]«p Arkbbidet aly 8022). Quellecp *}]8 o (}JEuU [E u]v E
Jve] E U ¢ % ES ¢ [E % & A}o 5]o]e §]}v JHoTHEAA}IXR]}Y %pvEP W Eus
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o (]85 «<p[ oo ¢ Ju]l]vp v8 0o «p vs]S [E 1% v ]AoP, %okuéGalement@} ]+ v

O[}E]P]v % }oopus]tve VA]JE}vVV u vE 0 * v}v \)Rlsbmbé sor leXomplexa }v]ipu ~

argilo-humique ou la solution du sol par exemple, peut étrati@é en sa forme gazeuses. o[ uu}v]

(NKse }p v JE SE 0[}E]P]v [UVv % E} p 5JQyvgaz PefEt)jdke}s&@) soup 1} ~E

o[ S$]1}v SE]es E&}]le+ p-}o 31A18 V]SE}IwEUXO0 }WIEE]& ueg3Su\
O uvsS SE » s}jop o0 cu] ( AYE]e *}v SE Vve%EEJvhe E Jo[aupbDIdS <} 0 ipe<|

0]£]A] 8]}vX W E Joo HPE+*U o0 V]EE § % M3 P o0 u EFViaSaE S]AJ$E]P]vV
VISE](] v§ ~v &} ] - S E] ¢ %o }e%Z E]J<H X v(]vU B U pv

utilisés dans le mondd-[g. 11-9, FAQe X >[UE %o S !ISE ]JE& S u vs }E % E 0

transporteurs racinaires dédiés (AtDUR3 par exemple &hedzidopsis thalianga Toutefois, dans la plupart

des cas et notamment dans le cas de cultures de colza, plante qui absorPétras o [(AEounet al.,

2012), cette molécule est rapidement minéralisée par des microorganismes du sol (lsaatérieactivité

uréase) en ammonium qui, a son tour, pourra étre volatilisé et/ou gé@r p v]SE S X Jve]U 0 * % «

o] * O[HE < ( E}vS % CE o ] ]- 0 AloARP]s 3V]$CEua}vE oo W@E} @ ¢

deNKX WIHNE A]S8 E « % ES sU ]Jo 3 %}ee] O } U %o 0 <E] voZduiisHo %o } E S *
[WE <+ « S oN{pbutyl) thiophosphoric triamide (NBTT) qui permet notamment de dimirla

volatilisation ammoniacale de 17% (Arkaetral, 2012).

Alll. T ""c et of %t t1 Zi ;e‘—1 lecolza.. Stce

D!'u <] 0o[}%S]u]e §]}v * % E S]<pu * HOSUE 0+ S 4 Pw}eS] p %}]
% Eu $3 vE8 [ A opg E 0 35 3ud 1}8 }Jved3]Sp vsE o «lopDJFP]vE & <+ V3
fertilisation azotée, et donc diminuer les perte§ 0 ¢ %}oous]}ve VA]JE}vv u v3 0 U [ psc

VEE  *uE o0[}%3S]u]e §]}v o[ ((11 v [pe P o[ 1} ~ h e+« pn }ol

lev] E* %0}S v8] o [ uvo]H(@EB]}vX %138 (JES ¢« % 18 enitfique} @& % S]}v |
colza se caractérise par une faible EUA (Schjoeetiad;, 1995; Avice et Etienne, 2014). Actuellement,
o[ u o]l}& S§]}v o[ h u }ol (]85 %% o 1(( & v8]pveEEOS RE « Flovo * «
variétés de colza a forte EUA ou encore la mise aux point de fertilisants éco-itmospables de stimuler
ol h X Yu oo «<u *}]S 0 S § P] }ve] E U o0 }lu%REvZAZ&e]BS <hu V]

constitue un préalable a son amélioration potentielle.

SKEP v]e §]}v ¢ E 8]}ve uv] » %}uE& o[ oJu vS §]}v § o[ PE] posSpuE




Tableaull.1. Indices agronomiques permettant [ A o |ie @ndement et la valorisation de
o[ 1}8u sol et des fertilisants par les plantes Ny, N total apporté ; N: N apporté par
fertilisation ; M: masse (adaptéde Goodet al., 2004; Dawsonet al., 2008 ; Masclaux-Daubresse
etal.,, 2010.

Abréviations Dénomination Formule Unité
EADbA Efficienced'absorptionde I'azote N total / Napp Kg.kd
EUtA Efficience d'utilisation de l'azot Rendement Ntotal Kg.kd
EUA Efficience d'usagée |'azote EADA x EUtA = rendemémtp, Kg.kdt

HI Harvestindex (indice deécolte) M graines / M totale Kg.kd

Nitrogen harvest index (indice ¢

NHI récolte en azote)

Ngraines/ N total Kg.kg

EAgroA |Efficience agronomique de I'azd(Rendement avec fertilisatiemendement sans fertilisation) M5 Kg.kg!

((N total provenant de la fertilisationN total provenant du sgl

0,
/ Np) x 100 &

ANR Apparent nitrogen recovery

Efficience [he Rle o[ 1}@&UA)

Efficience [ <} E %d@] Efficience [hS]o]-d8]
o[ 1}&EADA) o[ 1}@&EUtA)

Icience
[ *eJu]o S vRemobilisation
de o[ 1}&EAA) B de o[ |}&ERA)

Fig. 11.10. Les différentes composantesle o[ ((] ] v [lde @[ 1}¥EUA)(adapté de
Masclaux-Daubresst al., 2010).
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AllILl., £+ <cec—<c‘ee T ___‘O”Ofo_:to T T

>[ A op 8]}v  *» % E(}EU vV + PE}vVIul<p e ¢ %0 v3 ev UPE v
& v uvs s o] %0 1S A 0}E]s E o[Ee 5 pv * % E } MW S]}
PE}v}iu]l«p § <3 dedd hiEq BY point de nombreux indic@sifleaull.1) (Goodet al, 2004,

Dawsonet al, 2008; Masclaux-Daubresse al, 2010)X >[uv e Jv] * 0 %o0Opue pS]o]e ¢ <S8
[he P o[ 1}8 ~ h o <u] % Eu & [ *3]Ju E 0 » % E(}EU Vv = & v u vs
(}v S]}v M %}}o &&SNadu & et N provenant du fES]Jo]e vSeX hsS]o]e [ USE « -
A 0}% % U VS <u 0 3 E % E} p§ pEU § v ] %o @ S S]PVO U vS
]Iu see E] vv Vv (}v 8]}V U %}}o [1}8 3}5 0 ]*%}Vv] 0 % }HE O %0 V?

>[ h S 0 & epos vS§ antesl@. 1 10%o ¥t }vsS o ((]1 1 vV [ *}E%S]}
o[ 1}§ ~ e <U] SE pl]S o % ]S - 0 %0 v& o[ ((]}EV E PHE]o]=%]VYV C
o[ 1} ~ h8 ¢ <p] % Eu & [ *8]Ju E o % ]5 o0 q}when forction @&} p] E
<u v§]§ [E JE X §8 -mBide las Bsulbemte de deux composantéé o[ ((] ] v
[ *«Ju]o S§]}v o[ 1}8 ~ ¢« 83E ple v3 0 ¢ % ]§Es <JE %o0Sva[ ((]+Flw]o
Z u} ]Jole 8]}v o[ 1}8 ~ Z « <pu] 3E pl]3 o E%} 9] Eoo[®O w35]ee|
sénescents (tissus sources) vers les tissus en formations tels que les jeunes feuilles ou lesigsames (t

puits) (Masclaux-Daubress¢ al,, 2010)

A.ll.1.a.La composante EAbAE 11" "<...<fe... .t ti ,o" —c'e T3 Zi ‘-1

>[ ((]] v [ *}E%S]}vV o[ 1}8 -~ * SE p]e VS 0 PE %E P +}3 0o

dusolestalafoisréguiée @+ ( § WEe* P v §]<pu» & VA]JE}vv u v8 pEX 3]3E

*}E o[E V]SE]«<pn PE o eCe3S U - SE VeU%o}ESe » SpCSaues Z ps
non saturables a faible affinité (LATS) pour le nitrate qui lui permettent de répongne Earge gamme
de concentrations en cet élément dans le sol. Chacun de ces systémes de transport se caractérise par une
composante constitutive (cHATS > d”e S]A ulu o}Eecu 0 %0 VS V[ *3 % * o]u
une seconde composante (IHATS et iLATS) inductible par le nitrate (Crawfoad=ti©B8; Malagodit
al., 2004; Masclaux-Daubresse al, 2010; Krapget al., 2014). Ces différents systémes font appel a de
nombreux transporteurs codés par des familles de génes NRT (pour Nitrate Root Transporterg. Chez |
colza etArabidopsis thalina, il est généralement admis que deux familles de transporteurs NRT sont
Uuil}E]S ]E& u vs Ju%eo]<pu Ve O <}@E %o &]lavfafflle IMRIIE qui interyRe@E S
majoritairement dans le systeme LATS et la famille NRT2 qui est ingpigaéntiellement dans le systéeme

HATS (Tegeder et Masclabaubresse, 2017).
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> ol % @E + v e % ]S e [ *}E%S]}v BU stafe mgfétatii IP E Z
largement supérieures [ HSE ¢ %0 VS PE v ¢ HOSUE * S 00 ¢ <pu* © * %o}
(Lainéet al, 1993)X  §§ E S E]*S]<p oyl ulu A op [!SE «p PIEIE %o} U
utilisé comme culture intermédiaire pour piéger le nitrate (CIPAN). Ainsi, en raison de se#é&sap

[ *}E%S]}v i SE s 0 A s+ p 8§ AP 3 3](U Je}]85u% M %o EE odu]suv:
o[ h & }v «<u[lJo v }ve8]8u puv o A] @ [ u od}E Siiiv % }B [W0D] 0@ Xuh v 3 E
gue chez 4 génotypes de colza de printemps présentant des EUA contrastées, les varim@nées

§ ] VS %E]V ]% 0 u vs U * « A E] §]}ve o[ ((] ]18ve «3 [wd]o]e §]}v
A E] §]}ve o[ ~ Réngal,i20063

Au stade reproducteur et plus précisément lors du remplissage des siliqués¢ibaservé une

(JES  Julvpus]lv ¢ % ]88 e [ *}E%S3]}v [E ZJEdv JoSEEOoS|AU w
condition de plein champ (Rossatbal., 2001; Malagolét al., 2004; Noquett al,, 2004). Le fait de voir

uv  Ju]lvus]}v o[ *}E%S]}v v }v ]S]}v }vS(H€O U%%NNsE] oo u §§
a des facteurs i8 Ev ¢ S %O0Ope % ES] po] €E u vs§ pMv  Ju]vpus]}v o[ A& % E
nitrate (Malagoliet al, 2004)X % v vSU o[ <} & %déddison, [Hen%ge Siminuée, reste
néavu}]ve e¢¢ v8] 00 %}HUE o[ o }E& S]}v mu E v uvsX v ((SsU viu
o[ £]*S v [uv  SE}]S €& o 3]}v -anth€se at [a prodEchiod [devgrainesy Wieser
al., 2001; Bernet al,, 2010; Ulagt al., 2013; Bouchett al,, 2016). Ainsi, Wiesler et collaborateurs (2001

}vS ulvSE <«<p o (] o <«p vSi8 moient dell@Hloraison permettait une amélioration
du rendement grainier. Enfin, des études réalisées sur des colzas cultivés au chancprémistes

1} « }v8 u}vE®E ««p o] §1]15 uv ( § pE S GU]E WS M y3E @[ Jv] JEE
(Berryetal.U Ti{iV ~ Zpo$§  et@L 201€ Nyikaket al, 2014)

Par ailleurs, plusieurs études, réalisées chez différentes espéces végétales telles que le riz o
S}u 8 U u}vSE vS <pug 0 °*UE A% E ]}V SE Vve%}ES PE- v]SE §
MPu vS SJ}v [ *}E%S]}v [E § [ USE % ESU [pv HRUSYSES]Jo0S «E v
(Faret al,, 2016,b; Fu Yanlegt al, 2015; Fengt al., 2017) Chez le colza, la plupart des études montrent
<[V HPu vS S]}wu FYAR] pwe o[ <} E&E%athéde sédiadsiit par une amélioration du
rendement >[ ve U O e (E *pos Bv» upwsdd@ Jved]dpu pv o0 A] E %}3 v$
améliorer le rendement. % v v3U 0 % oOpe *}pA vsU e }%S]ule S]}ve | vV o ee]
0 %}}o [1}8 Je%}v] o & }v [ HPu VS E o0 <} A (0(E¥ )02 @ S« U

préoccupations environnementales et économiques actuelles. Il est donc nécessaieetal@ner vers
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Fig.1l.11. Schéma représentant les enzymes clés impliquées dans
la gestion de o[ 1}%rs de son assimilation dansune jeune
feuille. Les enzymes sont indiquées rouge. Asparagine ASN;
Asparagine synthétase AS; Carbamoylphosphatase : CPSase ;
Glutamate : GLU ; Glutamine : GLN ; Glutamine synthétase
cytosolique :GS ; Glutamine synthétase chloroplastidialéG2 ;
Glutamate synthaseou glutamine oxoglutarate synthétase
GOGAT ; Nitrite réductase : NiR ; Nitrate réductadéR ~ [ %o E -«

Masclaux-Daubresss al., 2010).
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[ USE « SE S P] « [u o]}E S8]}v o[ h & v}3 uu Vi3S« 3PV %o @®]A]C
P *S]}v sdrB€ par les plantes.

AlllLlb., T3 "¢ cte. F T7 —<Zcef—c'e t1 Zifoe'—1% - azZif—-"t%

> % 18 e %0 VS e P & & ofE 1 E *3 (1v] tuu of ((] 1]
SES MAE] u }Ju%}e vS coreléena différents indices de performances agronomiques tels
gue le Nitrogen Harvest Index (NHI) (kteal, 2017) ce qui en fait une composante intéressante dans
0[}%8]<u  [HV }% S]ule(FHa3et al, 2013hBoucheet al, 2016).>[ h§ & v8 o & +pos v$§
MAE <}pe Ju%}e vS <U « A}JIE o[ ((11v [ *+]&]ooB]10M ] vol 138 -
Z u} ]Jo]e S]}v o[ 1F&.II40ZUs 0 +8 v ¢ |E *[]vS E-comghsaniegx pPAE °}
afindem] WA %% E Z v E o0 HE Juk}ES v E *% S]A Ve 0[}%S]Ju]e 8]}v

ANLLbi T " c..cte. . Ti sece<ZfEAN T Z1 ‘-1

>[ ((]1] v [ *¢Ju]o S]}v O[E ~ ¢ <35 o0 % 18 dv %moovs L
absorbé dans le sol en azote organique (acides aminés notamment). Cette assimilation va faire appel a de
nombreuses enzymes permettant par exemple de réduire les teneurs cellulaires en nitrate. Ainsis une fo
le nitrate absorbé par les transporteurs racinaires (NRT1 et 2, principalement),riégdaitedans le cytosol
en nitrite par une premiére enzyme, la Nitrate Réductase (NR) puis en ammonium par oneesec

VICU U 0 EJSE]S Z &+ ~E]ZeX >[ uu}v]pu P v E <]E-+ Seppdpuecc]u
particulierement en glutamine ou glutamatéa o[Jvs EA v3]}v H&EGIutaing@ine Synthase
(GS) - Glutamine 2-OxoGlutarate AminoTransférase (GOGAT). Dans un premier tempgriaeGla p
(1&£ 8]}v o[ uulv]pu *pE o PopsS u S % Eu 3¢ vauld pMmitiddEh}v Pou
charge par la GOGAT, génére deux glutamates. Ces deux acides aminés (glutamine et glutamate)
}ve§]Su v§ e % E PEe* PE- 0 1}eCVvSZ » viu E[WE EIu%]s ¢« S v
uljv « ~PE o[ Slransféragds) Jessentiels a la biosynthése de peptides et de protéines

(Masclaux-Daubresst al., 2010; Krapgt al., 2014) Fig.11.11).

De nombreuses approches transgéniques ont mis en avant la possidilité o]} & o h %
}%SJule v8 o[ X d}puS (}]°U 0 *pE A% E ]}V VMr @[ pe 3 0wl Gucjt @ %oc
EZ $ 0 EJZ u o]}E of *«Ju]o 8]}v 8 o[ *}EH%JU% |5 wjiBEE & @& M w[ v3u
la croissance a cause de possibles régulations pa®-ve E]%5]}vv 00 » u} po vs o[ 3]A]S
enzymes (Gooeét al, 2004)X p }VSE JE U [ USE ¢ VICU * Ju%o]cpu <« ove O *]u
que la GS, la GOGAT ou des ami@®-tve( (E « » }uu o[ o-tnahsférase] sgmblent étre des
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Fig. 1.12. Schéma représentant les enzymes clés impliquées dates
remobilisationde o[ 1}3 [feuille sénescenteLes enzymes sont indiquées
en rouge. AsparagineASNAsparagine synthétase AS; Glutamate : GLU ;
Glutamine : GLN ; Glutamine synthétase cytosoligueGa ; Glutamate
déshydrogenase : GDH ; Senescente associated vacuo®AV ~ [ %o E -
Masclaux-Daubress# al., 2010.
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V] &¢ % E35] po] & u vs JvE E ++ v3e %o(Th@mserE} %h2D14). B éffet cher] h
de nombreuses espéces, il a été montré que la surexpression de la GS GQ@EAdl se traduit par une
augmentation de la biomasse et du rendement (Miggeal., 2000; Fuentegt al, 2001; Habaslet al.,
2006; Huet al, 2018)X W & ]Joo HE+U Z 1 o }ol U 0o spE AE% E *+]¥¥ [uv P v
SE ve( & - [JEP }u o opl Ev % Eule [ u o]]EuBDERVe SE u.
biomase [ vA]E }(Gdddet al, 2007; McAllisteet al., 2016)

En France, la culture de semences transgéniques étant interdite, ces approches permettront
*UES}IUS Jvw E ¢ ] 0 ¢ ]JvE E e° VS » %}UE ov]d 3]shodt ulEe] 5 o (]

meilleure EAA et donc une EUA potentiellement optimisée.

AHLLbii 7 ""c..<te. .t T feo' «Zcof—<'e T Z1 '—1%

>[ ((]1] v E u} Jo]e 8]}v o[ I}3 ~ Z +« SE uls o ]*%E pjE o]

v }P v e S]eepes ¢ JUE ¢ ~}JEP v e e v e vSee A Ee 0  §]oepe %ou]de ~}EFP
de remobilisation sera donc essentiellement liée au processus de senescence et pouracoley, étre
mesurée a deux stades : une ERA au stade végétatif, ou il y a une remobilisation des éléments des feuille
sénescentes vers les jeunes feuilles grace a la sénescence séquentielle et une ERA au stade reproducteur
}M]Jo ¢ upuv & u} Jo]le S1}v S}pue 0 ¢« }EP v - 0 %0 vVSe ~|i pGO(]]8 S]F
des grainewiala sénescence monocarpiqued. 11.2. Cette remobilisation va nécessiter une dégradation

[E JEP v]cpu  \pioRéinvesyvia o[JvE EA v3i]}v JA Ee eC*3 U *» % E}S }oCS]«p

Ju% o £ ¢« }luu o[ uS}% Z P]HY. %dXBIneHois ¥esoprotéines dégradées, les acides-
aminés générés peuvent étre utilisés localement pour alimenter la prdduct [ v ®&i®l& respiration
mitochondriale) ou transformés en glutamine ou asparagine par la Glutamine é3sghcytosolique

~'Nje § e% E P]Jv ~"CVv8Z § ¢ ~ Ne (]Jv [ISCE vialepdOSME.ipscu[ LA S]eepue

Au stade végétatif, le colza présente une faible ERA qui se caractérise notamment par des teneurs

VEE ] po veos (plooe Zpud < ae,5A%delamdt)ede s@&he (Triboi-Blondel
et al, 1988; Dejowet al, 2000). En plus des conséquences environnementales non négligeables, cette
mauvaise ERA a également un impact négatif sur la production grainiére du colza (Malagd0D0%D).

Ve Jvd £33 U o[ Z }ved]8p pv o A] E [}%3]uloe]3Ew vO[US @ +3ois %

S U [ u3 v3 <pu[]Jo s u o0 AE]*8 E pv A E] ]Jo]33P ¥IBT%VSUXV B U B
une étude récente réalisée par Girondé et collaborateurs (2615bu]s v A] v e J((E v « [ Z
chez 10 génotypes de colza et montré que les génotypes les plus efficientst &tagsn ceux qui

présentaient la meilleure capacité de dégradation des protéinejop 0 *X [ HSE « SE A p&E (} «
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deux génotypes de colza (Capitole et Ténor) & ERA contrastées en conditionsdgv@taN, ont établi un
lien entre forte ERA et forte activité des protéases a cystéine et a sérine notamment au folaiae
(Poret, 2016).

ME vS 0 S E % E} p S HEU o[E v ¢ JE H E U%O]J==|P « PG
de la dégradation des protéines de tous les organes de la plantes (tiges, fe@ditiearpes et racines).
Durant cette période du cycle[1Z n }ol 3 SE ¢ spu% E] nE oo } « EA s
%opu]e<p o[ 1}8 E ¢] po <« ( ploo s Zus « E % E « vi¥Malagaietualys 9 o]
200) X >[ Z VENCES E % E} 4 8 WE 5 P o u vs e}pu]e Jeopu A &] ]Jo]s
SE A uE E o]- - % ES]E 1(( E v8e P Vv}3C% » 3@Eole lefZ]A E 3§
P v}S8C% * % @& *« vS§ v§ 0o u Joo pE ((11v E u} 8] BO]v JE ¢  §]-
caractérisent par de fortes teneurs en N dans les graines (Balint et Rengel, 2011; @trahd2013).
Cependant, méme si les teneurs en N résiduel des tiges sont généralement plus élevéesequiesell
( uJoo ¢ Zus U e SUu ¢ U}VSE VS <U[HuV }%SVu]e S]EV 00 SEP ul][aleESs]
<U %o B [Ju%e S cu@E o E Wlaget al, RAEI)] WJesEtudes sont en accord avec de
précédents travaux montrant que les feuilles sont les organes sources majoriairesoment du
remplissage des graines (Rossatoal, 2001; Gomberet al, 2010). Enfin, bien que peu étudiés, les
péricarpes sont également des tissus importafispt] e <p[]oe % ES] ]% vS P 0o u vS pn E u%ocC
graines (Balint et Rengel, 2014) Jve]U o}&e+ [pv S & v§ }v u]s uE o }o
PP & <pu[pVv }%S]Ju]e 8]}v p & C o P O[E ¢ % E&] &% °* %}upE&CE ]

A ce jour, il semble admis que la faible EUA du colza est donc principalé&eentine faible ERA,
gue ce soit en conditions contrdlées ou en conditions de plein chiaafagoliet al., 2005,b; Tilsneret
al., 2005; Gomberet al,, 2006; Girondét al., 2015,b) X S}usS ¢ 0 ¢ }u%o}e VS o o[ h Uo[ Z
ISE 0o 0 A] E 0 %o0opes % ES]V VS %}UE }%SJulE @&} oo X W IEE po}dES T
e o8} |le v }P v e [E 0 %0 VS§ AE 15 }v pl8&8}v[uy Mo EFWSHEWSEE
§ [ USE % ESU, voire une Janiiovation, du rendement grainier du colza. Par conséquent,
0[}%S]ule §]}v o[ Z }veS]Sp pv % E]}E]S o 0]} 8 SINE[Y&% %JudusIk
de répondre aux enjeux environnementaux et économiques actuellement assujettis a la cultureadu colz
WHInE E %}v E (JU Jo 8 v o JE vy "SE SV ]vies](] E !
moléculaires impliqués dans les processus de rejpe $]}v O[E e} ] 0O *ve v X ]
SE A PUAE *UYE 0 « SE Ve%}ES HE-+ [ ] *» ulJve Z1lo }ol @eaqe ( plo
0 Z &P uv8 4 %Zo} u V[ §$ ]85 %  o]Ju]ls v vTiene@ al}20059)silS]}v o
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Fig. 11.13. Corrélations entre le potentiel photosynthétique, le
rendement en graines cheze mais (A)et le nombre de siliques par
plante chezle colza (B).Les corrélations sont réalisées a partif pv
échantillonde 10 génotypesde mais(A; Thomas and Smart,993 et
11 génotypesde colza(B; Hunkovaet al., 2011) (adapté de Gregersen
etal., 2013et Hunkovaet al., 2011).

B A

Fig. 1.14. Retard de la sénescence foliaire obtenu chele tabac par autorégulation de de la
production de cytokinines. Le promoteur SAG2 a été fusionné aveain géne codantune enzyme
impliqué dansla synthése des cytokininesggopentenyl transféraseRg,q-IPT; A). lllustration du
retard de la progression spatial (A8t temporelle (B)de la sénescence foliaire- [ %.@Eegerseret
al., 2013.



Chapitre II: Synthese bibliographique

* U0 % ES] pHo] E u VS } %%} ESUV *[]JvS E ¢ E % B ] E&F |BFEUEVS UA

protéases, notamment) impliqué dans les différentes voies de dégradation des protéines.

B. + 7f etete ot o 7F "te' Fcof—<'e t% Zifoe'—1

La sénescence est, ve 0[Z]*S}]&E [MV %0 vS§ U [uv }EP v }u [uv 00U
développement qui ménera a sa mort. Lors de ce processus trés organisé et hautement uégulé
u} 1(] S8]}v }u%o § p u S }oleu u ¢ ]ve.CepiddeRsus est cdlactéaisé par la
remobilisation des différents éléments tels que les éléments carbonés, azotés, soufrés, verares org
en croissances lors da sénescence séquentiell@u vers les graines lors Besénescence monocarpique
(Gregerseret al,, 2013; Avice et Etienne, 2014) > « v « v § o @& u} ]o]e 8]}sont of 1}§ «
associés permettent [pUv % &S Jve EA E 0 ¢ E es}JuE * P % & of] 3 e JEF
% Eo E o0}E- E CoPU 8 [ USE % ES3U E u}@Bode wG®] U}S]}ve
des graines (Gregersen, 2011). Cet azote qui est déja absorbé et assimilé est un é&aamlisposition

de la plante et donc facilement remobilisable.

> ((] 18 0 + v «donc dd la&emobilisation, aura un impact majeur sur le
rendement. Cela fait plusieurs décennies que la relation entre le rendement et la sénescétiee a
observée (Thomas et Stoddart, 1980). En effet, un retard de la sénescendgratedlendement chez de
nombreuses espéces dont le col&g( 11.13 (Thomas et Smart, 1993; Hunkostéal., 2011; Gregerseet
al., 2013). Un exemple permettant de mettre en avant le lien étroit entre la sénescenceeaidiement
sont les lignées dites « stay-green(Kusabaet al, 2013). Certaines lignées « stay-green » sont
caractérisées par un retard de sénescence ou une progression de la sénescence plus leitéagsd
augmentation de la biomasse et du rendement. Une autre approche faisant appel a digmilaiions
P v 8]<p e }vs % Eu]e [*¢} ] & pv u Joo uE E v uvs A uUENEZS E C

S o[ E% E <]}V Pv /Wd ~]*}% vS vC 0SE veY &Eput B we€e} pvs % 1% E

limitante de la biosyntheése de cytokinines. Les cytokinines sont deson@siconnues pour retarder les
processus de sénescence. De nombreuses expérimentations ou le géne IPT a été couplériteuipro
de sénescence, tel que le promoteBAG12(pSagl2), connu pour étre un promoteur spécifique de la
sénescence, ont montré un retard de sénescence avec une augmentation de biomasse a&3aouiee
% E]} [ $]1A]8 % Z}8}+Cv3Z Hg«lul)¥camet Amasihp, 1995, 1997). Tout cela
UIVEE <u[]0 %o} UEE ]S !SE } %%} ESHV % E}o}(RLJEO00] $]&|D @ s
0O PE Vv o vV (1v E p]E emtrde (periddE der Vidage de ces organes sources et la
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Expression constitutive
Jeune feuille
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Fig.I1.15. Profil [ A %o (E de«ddnes Senescence Down-regulated Gen&€®G}r
et Senescence Associated Gen&AG¥pau coursdu développement [ p vfeuille.
Les genes SDGs comprennent des génes codant des protéines impliquéetadans
photosynthese telles que la protéine liant la chlorophylle a/b
(Cab)et la petite sous-unitéde la RuBisCO (SSU). [34Gsle Classe | sont exprimés
uniguement pendanta sénescence alorgue les SAGdle Classdl ont un niveau

[ A %o (E cengtltutif et sont fortement induits lorsde la sénescence (adaptée
Ganand Amasino1997et Zimmerman and Zentgra?005).



Chapitre II: Synthese bibliographique

période de remplissage des grains (Malagbkal, 200%). Toutefois, de telles stratégies nécessitent de

mieux comprendre les mécanismes et les acteurs intervenant durant la sénescence foliaire.

B.l. La sénescence foliaire

La sénescence foliaire, stade de développement ultime de cet organe, correspond ZesspED
génétiquement programmé entrainant une sous-expression de certains genes apEB$€Senescence
Down-regulated Genes) a}lu %, Pv [UY %@ +<]}v [ USE « PBSAGYSerascence
Associated Geneglrig. 11.1% Gan et Amasino, 1997; Buchanan-Wollastbral., 2003; Zimmermanet
Zentgraf, 2005) p V]A p o0 ( uMJoo U 885 wu} po §]}v O £% E eflv P v]cpu
dégradation massive des macromolécules (lipides, glucides, protéines et aaégjues). Au niveau
visuel, la sénescence se caractérise par un jaunissement des feuilles consécutif a la dégradation d
O %% E ]0 %Z}3}°Cv3Z 3]<p 3§ v}S uu v3 + ZPE}%HQ003XU]AE [H1V

e Z U VS %ol]e o[ £ ]°]}v 0 ( plJoo X A v3 o] 3$ % O[JEP v EEpug E]
grande partie des éléments issus de la dégradation des composées cellulaires serontisémedis les
organes en croissance. C¢rS ¢ po u vS <g 0o} E-e<p §S 5§ %o E u} Jo]e SJ}v et
( puJoo Zpd E X > e v e v *3 UV %o @E} eope E A E*] 0 ~¢ U(-0}Ecpu[ ¢
%o E *° %op]e<p ES ]Jv e Su ¢ }vs u}vsSE UtraitementsHagpdrde siliciif(, & vS-e
v}S uu vs§eU e ( ploo ¢ e ve v e C VvS & u} ]Jo]* o ¢ v8] ovS8 o0 UE"

reverdi et récupéré leur capacité a photosynthétiser (Zavaleta-Marateah 1999; Haddaet al., 2018).

Les processus associés a la sénescence foliaire

Une description du processus de sénescence en 3 phases proposée par ZimmetriZemgraf,

(2005)% Eu & [ A}]E pv Ale]}v ]Jvs PE U E}do u vs§ % E} esepeX

X 0 %Z e« []v]S] S]}tv 0O Ve V ~%Z-= i
x la phase de recyclage des composées cellulaires (phase 2)

X la phase terminale (phase 3)

B.l.1.a.Phase n°1 : Initiation de la sénescence

>} E- o[]v]s8] 81}v O *Vve v U ES Jve P v ¢ ~" %€ ES 0]V < |
ee} ] o 0 %Z}S}eCVvSZ ¢ <}v3S (E % EJAGpcodantElesqunzynjeq B€Eegsaires au
catabolisme ou au transport des nutriments sont surexprimégy. (I1.15; Lohmanet al, 1994; Garet

Amasino, 1997; Guet al, 2004; Gomberet al, 2006; Guiboileawet al, 2010). Les geneSAGssont
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représentés par 2 classes : la classe | correspondant aux génes exprimeés seulement lors de la sénescence
telles qUESAG12SAG13t LSC54et la classe Il correspondant aux génes caractérisés par une expression
constitutive qui est fortement augmentée lors de la sénescence @amasino, 1997X [uv u v] &
générale, la sénescence peut étre induite par des facteurs endogénes et/ou exogenes. Les facteurs
exogenes entrainant la sénescence sont multiples : la sécheresse, la lumiere, la carencemeltet{et
v}$ uu v3 o E v 1} sU 0 ¢ 85 < s %% E * P v3e % SZ}IP v oY > o (
MAE ¢}vS e v3] 00 U VS 0] o[ P 0 ( Mloo }n 0 W]S UEE *%o0
(Zimmermanret Zentgraf, 2005; Diaz-Mendoetal.,, 2016)X d}ue ¢ ( 8§ HE*U <u[]oe ¢}] vS v }I
exogénes U }uS]ee vs§ MV u} po S]}v O A% & ]}V e P v SAGG J(]<u
et/ou SDGs X S]SCE [ £ U%O0 U 0 %ZCS}Z}EuU}v U ( § pEapres,}P v ¢ «p]
*}vs % 0 ¢ []Jv U]E o A% E <]}V e transctiptidh tels gueé WERKNYED ou AtNAP
~( u]oo e« E o }Jvvpe %}uE ]Jvd EA V]E ve 0O WP uvvessAGjat o[ A%
notamment celle du gen8AG1ZMiaoet al,, 2004; Guo et Gan, 2006)

Les facteurs endogénes

Les facteurs endogénes induisant la sénescence sont associés au développement de.ld plan
en existe deux majoritaires chez le cola o[ P o[} EP vitionSstawle &@etatif-stade

reproducteur de la plante (Zimmermann et Zentgraf, 2005;dtial., 2007).

Concernant le premierf § pE& ~ P O[}EP v U 0}Ees<pu[pv feuipp oosSs Jvs -
§3 Jv8 e}V VIA pu £JuD %ZE% Ve]WN 0}%% u vS cpu]A v3 3 o[ VEE |
<u] o (]38 e o & Y4 ¢S SusS [}EP V %u]S( SuFE MEPW colpEo[XP

O[}JEP v 8 o[}E]P]vV 0 eV e vV (}Jo] ]JE =« <pu v3] oor}v} » EA
A 0}% % u vs AP 5§ 38](X ] o & ]J*}v Z VP u v$§ 3 Sus V[ *3 %
nombreux travaux suggérent nvu}]ve <g o0 }vs vpu v eu E O[}EP v % }IpuEE ]S

causes (Masclauat al., 2000; Quirincet al,, 2000). Ainsi, une forte teneurs en sucres dans la feuille se
SE MU]E ]38 % E pv E Ppo 3]}v v P 3]A o[ S]A]30[PeBN33{EWSZ B8]«
sénescence (Dat al, 1999). De plus, une simulation de ce phénoméne par un apport exatgegieicose
sur uv ( plJoo }us]s uv - vsSE V eV e [ U3 VS % Ou3B]E %Yy <«u o
condition de faible alimentation azotée (Wingktral,, 2006).
>S}Ees<U[UV %0 vS 8S Jvs 0 8§ E % Eihdgpéndamentdelleur &gef EP v o
A 0}% % u v3 ~( ploo U E ]v, vant ditkeredd skneSEdncadatia deYpermettre la

maturation des graines en remobilisant tous les éléments essentiels a leur remplissage.




Tableaull-2. Composantesie rendement, teneuren huile, en protéines et en glucosinolates dans des
graines matures produites par des plantes cultivées sous différentes diions de nutrition soufrée.
Les valeurs correspondentiamoyenne “ S.E(n = 6 pourle contréle; n = 4 pourLS0, L$3 et LB2). Les
différences significatives par rapport & valeur du contréle 6087 .M SQ2?3 sont indiquéesun
astérisque(p <005). Les traitementsLS0, L$3 et LSB2 correspondent respectivement ane forte
limitation en soufre (8,7 .M SQ?3) appliquée lorgde la chute des premiers pétales (@), de I'apparition
de l'inflorescence principale (&S) et au début de la montaison (GS2) (adaptéde [,}}P Zet al.,
2014).

Teneuren Teneuren
. Longueur | Nombre : Teneuren . .
Masse séche : Poids : proteines | glucosinolates
maximale de . huile dans
totale des . de mille : dans les dans les
: des siliques . les graines . .
graines par - IEES graines graines
plante (g) Sl bar (0) moatures matures matures
(cm) plante (% MS) (% MS)
4,6 +
Control 11,6 + 0,61 8,3+0,1 178+4 004 45+ 0,5 23+0,3 14+ 0,4
46+
LS70 11,7 +0,49 79+0,1* 1877 005 45+ 0,2 23+0,2 83+05*
49+
LS53 11,6 + 0,81 8,4+0,1 1659 01 43+£0,3* 22+0,2 25+04*
LS32 6,30+0,66* 75+0,8 162+6 03'3191; 32+1,3* 21+0,3* 4,2+0,9
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Les facteurs exogénes

Le colza est soumis a de nombreux stress biotiques ou abiotigesu %! Z v& [ A}JE pv
croissance optimale. Ces différents stress sont des facteurs exogenes qui aboutissent généralement a un

entrée en sénescence des organes touchés.

Les stress biotiguesssociées aux infections par des agents pathogénes (Phoma, sclérotinia,
}b Jpue 8 o[ §S «p E AP UE* ~Z E v }IveU u &GP X3P ®S]u v &op
sénescence et le rendement (Pagesial., 2006; Masclaux-Daubresseal., 2010; Diaz-Mendozet al.,,
2016). Quel que soit le stress biotique, il est généralement constaté une indwlita sénescence qui
% EuUu S [UV % ESUP v%&®]AZE v Slljp o E A P,UE [[IBE vH VESE]S]
recycler les différents éléments vers des tissus sains en cours de développement. Lors de ladéponse
plantes aux stress biotiques et notamment lors de la mise en placa @&adtion hypersensible, il a été
constaté une induction de protéases dont certaines, telles §AS12sont connues pour étre induite au

cours de la sénescence (Kempeatal., 2007; Singlet al.,, 2013)
Les stress abiotiquesont nombreux et ont des effets plus ou moins importants sur la sénescence

Le stress nutritif ¢S o[uv ¢ % E]V (% UAE *SE <+ ]} OKeesleqpiBntps.os *}vSs

Chez le colza, au moins deux éléments peuvent fréquemment provoquer une carence au champ en ayant
des conséquences sur le rendememt 0 ¢} (E 3§ o[ 1}8 X d}pus [ }E U otressol <3 3G
soufré.Chez le colza, outr® ( ]S <pu[nuv o0]Juls S]}v VvV ¢}u(E Ju% S JE S u vs o
qualité des grainesi@bleaull-2 ; Girondéetal.U TiidV [,efRIZ2014) [ uSE « Sumontj& s
que cette carence a également des effets sur la sénescence foliaire. En effet, Dulebass¢2009) ont
UlvSE <u[pvVv E v u} & V s Ju(E + SE ptssemest dalawénéaceiceyv E o

e ( M]Joo ¢ P X & (( S *UEBE v VS ¢ E%O0]<u V}S UMEYS BE@®@ vS( ]S
*S} 1 <}pe (JEuU *Ho( 8 veo <+ A ploe }vED %}eloc FBIEV B pe]cp
u ] o][Jertiotcde transporteurs spécifiques (famille des transporteurs SULAIRIllahet al.,, 2010)
Ainsi, un retard de sénescence conduit a un allongement de durée de \&fdaille et par voie de
conséquence, PV  pPu v §]}v o uHE Al P v «}u(E § JEP v X
0}Ee+<y o[ Ve U O e E+ EA e+ A pnlo]JE + v epo( 8 e« E}VIESYS o u v$§
modérée de longue durée ou[pv E v «e AE Vv e <p o0 & v vV *Ju(E A
Jv u 8]}v 0 sV e Vv (Jv []Jv H]E o0 « 3]A]3 « & ptdndusoufre «o JE -

contenu dans les macromolécules telles que les protéines (Duboeisakt2009)




A IndicateurSAG12/Cab

Teneur en chlorophylles
(Valeur SPAD)

o

Protéines totales (mg.limb@)

Jours de traitements

Fig.ll.16. Evolutionde la teneur en chlorophylles(A) et de la quantité
de protéines totales (B) dansune feuille mature de colza.Les fléches
correspondent da date théorique [ v S @Bnsénescence estimée par
o[]v ] SA@ECabpour chaque conditiorn HN: High Nitrogen (4
mM de KNQ), LN: Low Nitrogen (0,5mM de KNQ) et ON : sans azote
(adaptéde Desclost al., 2009).
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Le stress azotéest trés répandu chez le colza cultivé en condition de plein changffestte

négativement sa biomasse et son rendement (Rattkal, 2006; Boucheét al, 2016). Une étude en
condition contrélée de Girondét al, (201%) sur deux génotypes de colza caractérisés par une NRE et
NUE contrastées en condition de limitatonenWN}vSE pv & v U vS Ju% S %0 O L ® oi 9
stress azoté. Les graines provenant de plantes cultivées avec une carence eonazote variation du
ratio C:N caractérisée pamne diminution des teneurs en protéines de réserveg %0 VvV [pv
augmentation en acide gras. Au niveau foliaire, contrairement a la limitati@) Encarence en N entraine
une accélde S]}v o[ v§&E V eV e v e SE p]e VS % E& pv yul]vus]tv
chlorophylles et en protéines-{g. 11.16 Desclo®t al, 2009; Gomberet al, 2010; Girond&t al,, 2013).

88 @E %o}ve ( A}E]e o wu} ]o]e 3]}v c E + EA ¢« JERWPu({v [E o
répondre aux besoins en N des jeunes organes en croissance. Afin de remobiliser au nméserdes,
une carence en N entraine une augmentation de la protéolyse marquée par une induesialifférentes
classes de protéases dans les feuilles matures (Girendg 2016; Poretkt al, 2016). Contrairement a
cette accélération de la senescence des feuilles mature, une induction des WSCPs (désréesiptail
danslapartie X//XTX * % @Eu $5 v§ pen@&ng&scEnce desjelies feuilles grace a un maintien
du métabolisme (intégrité protéique et photosynthése) est observé en condiléostress azoté (Desclos
et al, 2008).

Lecol & Gu]v v3 *}v A 0}% % u v3 UE vS o[ § U J&uEtess( ]Jo u V3
hydrique. Outre des effets négatifs sur la croissance et le rendement, un stress hydrique va pidsi
spécifiguement la sénescence et se traduire notamment par une dégradation précoce deplaylles.

Cette sénescence accélérée provoque la chute prématurée des feuilles agées afin derdiesimpertes
Ju%e}ES v38 ¢ v U % E 0 SE ve%]|]E S]}v § u ]vs% bEHZSpngktZhoup]o] E Z
2013; Baset al,, 2016).

La lumiéreest un élément essentiel pour le développement de la plante. A tifre/E u%0 U pv
u vep OMu] € +« SE p]8 viS uu vsS % E pv Zus e Sof uEHA]Y Zo)
photosynthétique conduisant & une accélération de la sénescence foliaire (Zhatigpu, 2013). Par
]oo pE-U e Su e psS]o]e vS o[} * ME]S %o EU]IVESHE&ES xues vV viw E(HO]-
géenes SAGs codant des protéases telles que les protéases a cystéine 8&@i@sont induits par ce

facteur environnemental dans les feuillpgvéesde lumiére ~ W E p E}ak,12017).

Le stress oxydatif, § v}$ uu v opn] Jv pu]3 % E o[}i}v U Jv u]8 P o u vs o]

SAGs et se traduit par une sénescence foliaire accélérée (Guo et Gan, 2005). Ainsi, twaile meeau




d u%e []Jv 1 B]}Vv
(heure)

Fig. 11.17. Expressiondu géne SAA2 dans une feuille [Arabidopsis Les spots
présentés sont obtenus apres différents tempg]v p Sdéva feuille dans une
solution contenantou non (dHO0) différentes hormones : IAA : acide Indole 3-
acétigue (auxine) ; @A: Cytokinine (adaptéle Nohet Amasino1999.
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o A %o } 0 0qedié provague une diminution des teneurs foliaires en sucres, en chlorophylles et

en lipides et plus particulierement en acides gras insaturés (Kollner et Krause, 26G&Kdet al,, 2016)

Ces différents facteurs régulant la sénescence font intervenir de nombreuses voies de

signalisations impliquant le plus souvent des phytohormones.

Les phytohormones

Les phytohormones, de par leur effet pléiotrope, peuvent agir sur unétodé de processus et
de voies métaboliques. De ce fait, leur action est complexe, souvent difficile a caractédisest parfois
1((1 Jo [ A}JE pv AJe]}v ]Jv8 PE 0 PE+ E€0]ESEE Bop E] U0 [V ESEA
des phytohormones au cours de la sénescence est assez bien établie. Aingipdséde de classer les
différentes phytohormones intervenant durant la sénescence, en deux grandes catégories : les

phytohormones qui régulent négativement la sénescence et celles qui la régulent grositit
X Les phytohormones qui régulent négativement la sénescefceo [ pAE£]Jv S 0 ¢ CS}I]v]v -

Les cytokinineet o[ u Asput des de phytohormones qui interviennent dans divers processus
0] * U A 0}%% uvd ~](( Ev]SE]}v ¢ }EPV U SEN SPE FEW A « pc
sénescence. Le role répresseur des cytokinines sur la sénescence est relativement bien caractétisé et il es
Pv & ouvsS u]e <p of vVSG&E VeV e v }bv ] A uvCEMUlvislv e
(Limet al, 2007)X [ Joo pE&E-+*U }uu % E uu vs % EAmabidopkis thaliaodPv -« |
E% EJu v38 0 P Vv } VS %}UE o0[]*}% VvEaeiGtervér@ntdais@ synthebt/absU vIC
cytokinines, sous le contréle du promoteBAG12pSAG1Pprésentent un retard de sénescence foliaire
(Fig. Il.14; Gan et Amasino, 199%) > E€o0 o[ HE]Vv o}E-" 0O eV e V 5 v E A\
ambigu. En effet, méme si, comme pour les cytokinines, des travaux réalisgdusigurs especes
végétales montrentk u[uv -~ %o %00] S]}v A}P v [ pE]v E %&EddontSAGL E p&E P
S o[ }u% Pv [uv E 5§ E Fig. .0 Richmond et Lang, 1957; Noh et Amasino, 1999
Limet al, 2007; Xu et Huang, 2009; Hwaeteal., 2012; Khaet al, 2014)U [ USE ¢ pS PEe* } « EA v

contraire, une augmentation des teneurs en auxine durant la sénescencet(ain2007)
X Les phytohormones qui induisent la sénescenae[ $ZCo v, le-M&tAM jasmonate
=D :+U o[ ] =+ o] Coley ~7 U o[ ]+ Pl] [Epolv « ='&X
Ces phytohormones sont généralement connues pour étre impliqguées danslasegpux stress
mais plusieurs éléments permetyS P o u v$§ o HE SSE] 4 & pv E€o ve Oo[]v M §]

En effet, pour la plupart de ces phytohormonEsh( MeJa ABA, SA)une accumulation est observée dans




Heures apres traitement a Heures aprés traitement a

A of B o[ $ZCo v
0 4 1224 0O 10 24 48 72
Vieille feuille Vieille feuille
Jeune feuille Jeune feuille
SAG12 SAG12

Fig.ll.18. Expressiordu géne SAA 2 dansune feuille jeune ou vielle apres traitement a
o[ J]abscissique (ABAA)oua o[ $Z C(B)(adaptéde Weaveretal., 1998.

Agrandissement

Fig. 11.19. Ultrastructure des mitochondrieset des chloroplastesen fonction du stade
[ A v u delasénescence foliaire.

Les feuilles présentant 1009680-40% et moins de 20% de chlorophylles correspondent

respectivement a des feuilles non, moyennemestt trés sénescentes. M: mitochondrie; p:

plaste; pl: plastoglobule;px: peroxysome. Trait [ Z 00,5 ... Y [ %o &Ehwsoboket al.,

2016).
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les feuilles sénescentes avec par exemple une accumulation par 4 (conapsr@éeuille non sénescente)

de la quantité deSA (Weaveret al,, 1998; Buchanan-Wollastat al., 2005; Lirret al., 2007; Seltmanet

al., 2010). Par ailleurs, plusieurs études montrent que des applications exodérees phytohormones

(Eth, MeJa, ABA, GAvar pulvérisation foliaire se traduiserfeo E UV MPu vsS S]}v o[ A% E -
certains gensSAGHFig. 11.18§ SAG12v}S uu vSe § [ % uRv ]Jv u de]lasénescence

foliaire (Weaveet al,, 1998; Jingt al,, 2005; Desclost al., 2008; Reinbothet al., 2009; Cheewet al,, 2014;

Zhanget al, 2018)X v (]vU o[uS]o]e 8]}v %0 v ¢« UupS v8 ¢+ & S &}t ¢ °}]S %o
de biosynthése de certaines de ces phytohormefeeg. GAet SA(Morriset al., 2001; Kharet al., 2014;

Chenet al, 2014, 2017; Zhargt al., 2018)s }u *}]1S % & upv ]vethyOhefal] 2003; dihet al.,

2005) %o E * vS VS pHVv e VvV e v E § E X >[ ve u rent fortemens GueAces £ *uPP

phytohormones agissent comme des régulateurs positifs de la sénescence.

d}us (}]*U o[ S8]}v * % ZCS}Z}EUIV ¢ V[ S %o e<p] *]@G0O]V ¢ }U%o
études suggerent fortement que ces molécules vont le plus souvent agir en synemgiginAilanta, les
A E] §]}ve }vi}]vd s e 3 Vv uEe ~ uSE u v3 ]3U o ov Z}EuU}v 0o ¢ *}v
(( S ]JvpuysS UE* }U E % E ¢ pE* *pE 0 * v e v X WIESAHEURp £ ]d
salcyliqgue] + [acide absicique]) / [cytokinines] favorise la sénescefmeyuv [v B S]}v o[ 3]A]3
%o E}S o]<p E *%o}ve 0 [p(Poret,PODO)UE Z

B.l.1.b.Phase n°2 : Recyclage des composés cellulaires

La phase n°2 est caractérisée par un recyclage des composés cellulaires au profit dessaunits p
§8 % E]} X W E A u%o0o U [ 8 PE vS 85 %Z it ojifuevvE } @S % E
o[ 1} *}]8 E u} ]Jo]* A E3 0 « }EP v ¢ % ]S

Les premiers organites touchés par la sénescence Isgnthloroplastesce qui conduit & un
jaunissement des feuilles. Structurellement, la dégradation des chloroplastes se traduit @ar un
transformation en gérontoplastes, caractérisée par une augmentation de la tailthi @iombre de
plastoglobules associée a une modification et & une disparition der@rane des thylakoide&ig. 1119;

Zhanget al,, 201(; Chrobolket al,, 2016). La dégradation de ces organites durant la sénescence se traduit

% E MV Jul]vus]tv  }vs]vyu o[ 3]A]3 %Z}3}Cv3SZ]¥k$]}v }ve ups]A
(}v 8]}vv u vs§ o] Z v SE Ve%}ES [ 0 SE}vVe e YolBYSHeCeD U ¢ /
dégradation des protéines plastidiales impliquées et a la répression éless gesponsables de leur
biosynthése (Gan et Amasino, 1997; Stessetaal., 2002; Carrioret al, 2014)X > ]ee o[ 3]A]3

photosynthétique entrainera une diminution de la fixation duCd#stabilisant ainsi la balance entre la
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% E} U S]}v S o $}/E] 3]}v  « ewene (RDS). Cpite déstabilisation aboutit & une

forte accumulation des ROS, exposant les cellules a un stress oxydatif.

88 % ES3 [ 3]A]1S %Z}3}eCv3Z 3]«u Ju% Pv S[pw %o @ wwo oS}y
associée a une dégradation des protéie (}o] JE  }v p]e vS MV € u} Jo]e 8]}V u ee«]/
Y%op]e<h 0 * % E}S Jv » *}vS 0 % E]Vv ]|%azote (HEE les plantes} EnVir@s % ae]

o[ 1}3 e OOMO * (}O] ]JE& « <5 0} O] Ve 0 ¢ Zlgladoj¥eaeqsotéies i} E]S |
chloroplastidiales et plus particulierement sous la forme de ribuloséibphosphate
carboxylase/oxygénase (RuBisCO), qui représente a elle seule envi®n 500 1}5 $}3 o 0 ( H]oc¢
(Peoples et Dalling, 1988; Hortensteiner et Feller, 2002). La dégradatiorralémes chloroplastiques

commence au sein des chloroplastes et se termine dans la vacuole centrale.ratiomidu matériel
chloroplastidial se déroule alors a travers différentes voies, telle quales autophagiques avec les RCB
(Rubisco-containing bodies ; Chibaal, 2003) }p [ HSE « A}] » ]Jv % v V3§ o[ usS}%o.
mettant en jeu les CCV (CV-Containing Vesiclang et Blumwald, 2014) ou les SAV (senescent
associated vacuolgOteguiet al, 2005 Diaz-Mendozat al., 2016). Ces différentes voies nécessaires a la

protéolyse seront détaillées dans la pardl.2.

Ensuite)e peroxysome un organite impliqué notamment dans le métabolisme des acides gras et
des acides aminés mais aussi dans la détoxification des ROS se multiplie et se transforme emglyoxyso
(Nishimuraet al,, 1996). La photorespiration diminue alors tandis que les enzymes dudcyglgoxylate
elvs Jv u]S X 58 A}lous]llv % Eu § o SE ve-EdEA provenant dedal ] 0
dégradation des lipides de la membrane des thylakoidegt Z v vrt}oo 3} v ietid.01®98)af
% Eu S (JLEV]E o[ v EP] v e« JE&E pu }v E&}yuo u Vs 0O ¢V e V X

B.l.1.c.Phase n°3 : Terminale

V[ S <p HE v3 0 %Z * § EGuljJvo <pu o+ EVIVE-BGHB u]gs v

de la sénescence tels que la vacuole, les mitochondries et le noyau seront dégradés.

En effet|es mitochondriesen conservant leur intégrité le plus longtemps possible, permettent de
ulJvs v]E o & *%]E& S]}v S }v 0 % E} u S]}wv (| o8& pvocessugd p (}v
sénescenceHig. 1119; Chrobolket al,, 2016). Deu'u U o u ]JvS] v o[hoy@uR E k[ W[ S %o
HOS]u 0O * Ve Vv *5 +e V3] 00 %op]e<pu[]o 3 ]V % VA wvS <uw JvE v
% }ee] 0 o &£ % E - gAGsodanPentrerautre pour des enzymes nécessaires a la protéolyse et

ala remobilisation (Gan et Amasino, 1997 ; Zimmermann et Zentgraf, 2005).
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>[ § % poOS]u O * Ve V <u] u v E M uvs ouvs 8§} o o]
lorsque la vacuole centraleperdant son intégrité, libére son contenu dans le cytosol et permet aux
VICU » 0C38]<u » [ A}]@E s UWE Ev] E+ }u%el}e *+ oo0po JE X

B.Il. Les principaux acteurs de la remobilisation t1 Z7if essecks ala

sénescence

> @& u} Jo]e 3]}v ssocigeld & sénescence est majoritairement assurée par deux grands
PE}u% « [:I|€5 qac@ns de la protéolyse et les acteurs du transport des acides aminéseans
partie, nous nous intéresserons exclusivement aux systémes protéolytiques et au trafidaiésiainsi
<U[ xusystemes anti-protéolytiques associés 0 % E}S }oCe U %op]ec<p[]o S o]E u
H% E A v3 <g 0 SE Ve%}ES [ ] * ulv e v[ *3 % « 0d{1]I§&vs Zo}dE o
colza (Tilsneet al., 2005).

Les systémes protéolytiques

Les systemes protéolytiques impliqués dans la sénescence font intervenir ulitude de
protéases. Parmi, les 800 protéases actuellement identifiées chez les plantes (Ratvhihg2016), li
existe deux grandes familles : les exopeptidased, qip % vS 0 ¢ 0] Je}ve %o %S] J<Hu * %o (E ¢
extrémités (Nou G (Eu]v o0 0 % E}S JvU S0 Vv }% %S] « vd @G uHL % VS
de la chaine polypeptidigue cible.

Concernantes exopeptidasesil en existe deux grandes classes: les aminopeptidases (clivage a

% ES]E [pv E ] B *]5H3 Eo[vHOSE 8]D *E E }AEC% %3] =+ via~ o]A P
o[ £SE -8]§Eu]v 0 *X >[Ju%eo] S]}v <L O< o AE}% %S] co[ I o CE
associée a la sé ¢ v (}Jo] ] cuo & 00 Yop]e<n O[]V U S]}v &

[ Ulv}% %3] =« « }vd & } « EA - ve 0 ¢ ( p]oo Arabidopsis valiena[} E P S
(Buchanan-Wollastost al., 2005; Yanet al., 2004; Parrotet al., 2007; Waditee-Sirisatthet al., 2011)
De plus, leur présence dans les plastes suggére leur contribution dans la dégradationtéieepau
stroma (Hortensteiner et Feller, 2002). % v vSU S&E ¢ % MU [ Sp ¢ u}jvsSE vS pv EE€a

exopeptidases lors de la sénescence.

Lesendopeptidasesen revanche ont un réle beaucoup plus avélans la protéolyse associée a
0O Ve VvV X ¢ %E}S ¢ ¢}v8 E % ES] * V %0ous] HE+ o0 co]}w (}v §]

métallique (métalloprotéases) présent dans leur site actif. Durant la sénescencelasSes




Fig. 11.20. Localisation subcellulaire des principales protéases
intervenant lors de la sénescenceAP: Protéases a aspartateCP:
protéases a cystéine MP : Métalloprotéases ;SP: Protéases a
sérine ;TP: Protéasome CCV. Chloroplast containing vesicleER:
Réticulum endoplasmiqueRCB RuBisCO-containing bodieSAV:.
Senescence-associated vacuele [ %cE&zsMendozatal., 2016).

Fig. 11.21. Structure et fonctionnement du protéasome 26S. Le protéasome 26S est
composé [ ueore protéolytique20S et de deux parties régulatriced9S. Les protéines
ubiquitinées a dégrader sont reconnues plx partie régulatrice19S. La protéine sera
ensuite dégradée paro [ S {igB8 activités protéasiques ATP dépendantes portées par les
sous-unitéstl, t2 et t5 setrouvant dansle core protéolytique20S (adaptéde Sullivanet

al., 2003.
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[V 1% %3] « + A}vE A} E =+ &]AJSE « & o EqBigslIBOpRobEENa)] Ve U %o} E
2012):

X Les protéases a cystéinmractérisées par une cystéine dans la triade catalytique

X Les protéasea sérineavec un résidu sérine dans le site actif

X Les protéases a aspartatgui possedent un résidu aspartate pour catalyser la réaction

X Les protéases a thréoninpossédant une thréonine dans le site catalytique

X Les métalloprotéases E 3§ E]s * % E 0 % E * v [UV ]}V u 8 oo]<p ~1°

e Jv ] 3]( % Eu $5 v§ 0[ZC E}oC- 0 0] J*}v %o %&] ]cu

Ces différentes classes vont avoire v]A pA& []v B $]}veU e J]oe+s S§ <« 0} 0] S]}ve

seront détaillés de facon non exhaustive ci-apfég.(11.20.

Parmi toutes ces endopeptidases, les protéases a thréonine et les métalloprot@msates protéases

qui semblent avoir un réle mineur durant de la sénescence.

Les protéases a thréoningont connues pour étre associées majoritairement au protéasome 26S.

Le protéasome 26S est un énorme complexe protéolytique de @u&8 KDa notamment responsable
de la dégradation de protéines anormales, de protéines a durée de vie aiutteprotéines régulatrices.
/o 8 }veS]Spu [pv Care@Xp cohstituBe de 14 sous-unif#et de 14 sous-unitég&dont 3

[ VSE 00 ¢ %}ES vS uv eAtyse tHeaRINS pyot€asds pla sous-uni@ a activité
peptidyl glutamyl-peptide hydrolase, la sous-unk2 a activité trypsine-like et la sous-unit® a activité
chymotrypsine-like, § [pv }u MAE % ES] » ]85« E Puo SE] +« ~id"e JuX%o]<u
reconnaissance spécifique des protéines qui ont subi une ubiquitinisation preéalébéssaire pour la
reconnaissance et la dégradation des cibles par le protéasbigel(.21; Sullivanet al., 2003; Smalle et
Vierstra, 2004; Moot al, 2004). Le protéasome 26S, et plus particulierement la partie catalytique 20S
conjuP o[l J<u]S]Iv]e S]1}vU ity €& ]5 pv EBdbertset pfE2002, 2013). Eneeffet,
chez le colza, une accumulation de la sous-ufitd § } « EA Ve 0 « ( HM]OoO * ¢« v ¢ vS « 0}
limitation en azote (Descla al., 2009)X %oOUeU pv o] v VSE o US}%Z P] S 0 % E}

Al v o[ ] ups vsSe u8thHHakPdet|al.»2618). La localisation cytoplasmique et
nucléaire des thréonines protéasesiq. 11.21; Beerset al, 200000 HE % Eu § [ A}YJE pv A E
cibles telles que les protéines du cytoplasme, du noyau, des membranesgais$es protéines du
réticulum endoplasmique aprés un transport rétrograde vers le cytoplasme (Setalierstra, 2004)

% v v3U 3}us p o}vP 0 Ve Vv UO[E%E s[Eve33@®I[SSIMV VA %o




Heures apres détachement Heures apres détachement

Fig.ll.22. Evolutionde la quantité de protéines solubleqA) et de protéasome20S (B)dansdes
feuilles de blé exciséeset maintenues ao [} * LE)%el SDS-PAGH A § @Ee piotéines
solubleset (B) western blot réalisé aveain anticorps de mais anti-protéasome20S. M :
Marqueurde poids moléculaires.S: Grande sous-unitéle la RuBisCO (adaptde Robertset al.,

2002.

Fig. [1.23. Schéma [uvVv coupe transversale [pwomplexe hexamérique [pv
protéase FtsHChaque sous-unité des protéases « Filamentation temperature-sensitive
H » (FtsH) est composée[ usegment transmembranaire, [ 4 @domaine ATPaset

[ pdomaine protéasique incluantnion Zr¢* ~ [ %oMIageeret al., 2012

1 Rosette

1 Racines

Fig. 11.24. Expression génique des Matrix MetalloProtéinases (MMPSs)

Prabidopsis thaliana. >[ A %0 &des p}MMPs (Atl a SMMP) a été
suivie dans différentes feuillesde la rosette (jeunes, matureset
sénescentes), darlg pétiole et dans les racines. Une forte intensitée bleu
correspond aun niveau [ 4 %o (E étevig\Dans les feuilles sénescentes,
Atl-MMP, At3-MMP, At4-MMP sont fortement exprimées (adaptée Flinn
etal.,2009.
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ide<H[ B S (Jv O *u%0%o}e v§ e+ v8] 00 u vs pv EE€o0 & pPpwo &Jg o 0
dans la remobilisation des élémentsd. 11.22, Robertset al., 2002; Avila-Ospingt al, 2014).

Concernantes métalloprotéaseschez les plantes, il existe une centaine de membres répartis en
trois sous-familles :les « Filamentation temperature-sensitive H »(FtsH), les « Matrix
MetalloProteinases » (MMPs) et les « Mitochondrial Processing-Peptidases(MPPs) caractérisées
S}US » 0 ¢ SE}]s % E o0 %UE domaine @ Fajsor] dlt zind au sein du site catalytique
(Robertset al,, 2012). Ces sous-familles sont induites lors de la sénescence, dont ceitamale la
eve Vv (}Jo]]E pu }ol U3 o00¢°<u T DWWe ~DWHMInn, 20a8; Désdla& S, ~ }v$
al., 2009).

LesFtsHsont des protéases membranaires plastidialeig.(11.20 ; Fig. 11.23lont certaines sont
induites lors de la sénescence foliaire chez différentes espéceso Arafifiopsis thalian&#Guoet al.,
2004), le pois (Schilet al., 2004) ou le colza (Desclesal., 2009)X % v vSU o[ ¢ v8] o « SCE
portant sur les FtsH montre surtout leur implication dans différentes voies métalgsligssociées a la
formation de chloroplastes (Adaet al, 2005; Zhangt al, 201@), la régulation du photosysteme 2
(Wagneret al,, 2012; Chet al, 2012) ou encore la tolérance a divers stress o ] et hl, 2005; Chert
al., 2006)

De mémeles MPPslocalisées dans la matrice mitochondriale seraient principalement implgjuée
dans la maturation de protéines mitochondriales nécessitant un clivage de pralpdptivasnialet al.,
2012) § ve 0 U ]Jvs] v 0[Z}u }+S «] (Janskast 3I(E2P1@)] Eependant, une étude
réalisée chez le colza montre que certaines MPPs sont induites en délséindscence suggérant un
potentiel réle dans la régulation de ce processus (Destlak, 2009). Les MMPs, localisées au niveau de
la membrane plasmique et au niveau extracellulaire (Marino et Funk, 2011¢gonties pour intervenir
dans la croissance et le développement, mais aussi lors de certains stress biotiquiesllissement et
de la sénescencd-(g. 11.20 ; Fig. 1l.24Flinn, 2008). Des travaux conduits chez do ] P v Arabidlospis
knock-out pour une MMRPU}VSE VvS <u O = Vv §8 % E}S ¢ o SE U]S % E p
croissance et par une sénescence précoce associée a une dégradation des chésapiggérant ainsi
que ces protéases seraient impliquées notamment dans le développementpiania (Golldaclet al,
2002). Par ailleurs, chez le concombre, Deloenal., (2000)e uPP & vS <pu[pv -NIMPWnduitei
au cours de la sénescence serait davantage impliquée dans les processus de Iolaitecglie dans la
&E u} Jo]le 8]}v o[EX
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Fig.11.25. Evolutionde o[ A %o Eesdelixvgénes codant des protéases a séringne
subtilase (Akt une sérine carboxypeptidase (B) lode la sénescence foliaire naturelle
chez o [} ®E.Bs feuilles ont été récoltées a 14 et 21 jours aprés-anthése (adaptée
Parrotet al., 2007).
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Les différentes recherches sur ces trois grandes familles de métalloprotéines suggéremt plus
EE€o ve o E Ppo S]}v o[]v]S8] S]}v § pe, pEIPLGuUewdans les ppocessuse Vv
% E}S }OCS] < o oo} ] o 0 @& u} Jo]e §]}v [EX e pvSER]E}Ee.0 » SE}]-
protéases a seérine, a aspartate et a cystéine) sont connues pour avoir un réle mejeues processus

de protéolyse associés a la sénescence.

B.Il.1.a.Les protéases a sérine

Les protéases a sérine (SRs)t partie de la plus grande classe de protéases chez les plantes avec

206 membres identifiés notamment chézabidopsis thaliangvan der Hoorn, 2008 >[Ju%.0] S]}v
AWe ve o &E u} ]Jo]e §]}v O[E *3 0 ]E uvd UuyESEFE AWWEK A}E [ Y
de nombreuses études, réalisées chez différentes espéces végétaleet(@ya2004; Chauhaset al.,
2009; Robertet al, 2012; Havét al.,, 2018) dont le colza (Desclesal., 2009; Girondé&t al, 2016; Poret
et al, 2016), montrent une induction des SPs lors de la sénescence. Cette inddesoSPs est
particulierement intense en réponse aux divers stress connus pour induire la sénescence et en patrticulier
en réponse a une limitation en N (Chauledml., 2009; Desclost al., 2009; Chichkovet al., 2010; Girondé
et al, 2016). Chez le colza au stade végétatif, il a été montré en comparant des ggEnatypRA
contrastées en condition limitante en azote, que les génotypes présentamhdédieures ERA étaient

Pouvs u&E }vs o« Vvl]A p&E [ 3]A]S "W érai dinsidgue ceskprotgasds ES+U o
e E] vS o EP u VS Ju%o]<pg * Ve 0 ¢ % E} ecueE UuPo]@]S GO <} ]
et al, 2016).

Toutes les protéases de la famille des SPs sont classées en 3 grandesslmssafgant toutesin
réble démontré ou supposé lors de la sénescenies subtilisin-like protéases(Sub-Ls)les protéases

caséinolytique(Clps) etes « degradation of periplasmic proteins(Degs)

Lessubtilisin-like protéaseqSub-Ls) comptent au total environ 70 membres identifiés a partir du

P v}u Arpbidopsis thaliangan der Hoorn,2008§ D!u ] W MV %Z V}SC% V[ %op !'SE 1}
Y%oO e [HV Jvep v8 v -oytPpour «differentes Sub>eU % &} o u vS pn (15 [p
redondance fonctionnelle des différents membres de cette famille (Rautengatesd., 2005), leur
implication dans la remobilisation d¢ [E S ulvscE Ve viu E pe ¢ SisdeX Jve]U

o ~Wi & Wie 3 3E}]e o[} @& RAVSBT®) dntlétd idehtifiéds comme étant accumulées
durant la sénescence foliaire induite ou non par des facteurs abiotiques (@Bsdumitation en N) ou
hormonaux (Ethyléne et MeJA)i¢. 11.25 Robertset al,, 2006, 2017; Parrott al,, 2007). Les 2 Sub-Ls P1

et P2 ont par ailleurs été identifiées comme étant des acteurs majeurs dmizbilisation au moment du




Fig.l1.26. Modéle proposé poura protéolysede la protéine D1du PSllipar

les Deg protéaseslLaprotéine D1 est clivée coté lumen par les protéases
Deglet le complexe Deg5/Deg8. Dams stroma, D1 est dégradée par les
protéases Degzt Deg7. Enfin les fragmentde D1 sont complétement
dégradés par des métalloprotéases FtsH. Les domaines transmembranaires
de D1 sont indiquéqA & E) (adaptéde Katoet Sakamoto2009 Sunet al.,
201(n).
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remplissage des grains (Robeetsal, 2011). Une autre Sub-Ls ch@abidopsis thaliana(AtSASP) est

accumulée lors de la sénescence avec une activité qui augmente surtout au stade reproducteneg@Marti
etal,2015X Z 1 o }ol U o[us]o]e §]}v *}v e« <% (MaJxgerHoormet Kaisey, + "W
2012)U % @E&ule [] Vv-B3($8Exprimées au cours de la sénescence foliaire naturelle ou induite

par une limitation en azote (Poret al., 2016).

Les protéases caséinolytiqué€lps) sont principalement des protéases plastidiales abondantes

dans le stroma (Robestet al, 2012)X 00 ¢ ¢}vS8 P v (E o0 u vS }ved]Spy ¢ [uv }u%o0
composé de deux sous-unités : un noyau catalytique et une sous-timitgeronne, avec une activité
ATPase responsable de la reconnaissance, du déploiement et de la translocation dut slarstrée
compartiment protéolytique. La ressemblance structurale des Clps avec le protéasome leur a vadu un rol
supposé dans la dégradation des protéines plastidiales anormales, endommagéesuste alacée de
vie (Kato et Sakamoto, 2010). Cieabidopsighaliana, ce rdle supposé a été conforté par des travaux
montrant une expression constitutive de plusieurs Clps (ClpP1-3, ClpBPlp®3 et ClpR4) dans les

Z0O}E} %0 *S o %0 VS o pdlShAt WU, 2Q0f). €epeRdant, dans ces mémes conditions,
]o pHee] 8§ U}VSE <<pu [ UMSE * 0% ~ 0% | Z i GBS0 i} vE ] ©S PvEYS
associée a la sénescence. Cette induction lors de la sénescence a également été mise endhadence
différentes espéces, et notamment lorsque la sénescence est induite par une contrainte azotést (Guo
al., 2004; Schiltet al., 2004; Ruuskat al., 2008).

Les « degradation of periplasmic proteimsgDegs) est une petite famille de SPs avec seulement

16 protéases identifiées chéaabidopsis thalianaElles sont connues pour participer a la dégradation de
nombreuses sous-unités du PSIl dont la protéine B)4. (1.26 Kato et Sakamoto, 2009; S al,,
201(b,a; Schuhmann et Adamska, 201BPge plus, il a été montré que parmi les 5 membres des Degs
protéases localisés dans la lumiére des thylakoides (Degs 1, 5 et 8)ladaembrane du thylakoide
~ P11 §6-U PArabiddpsdis thalianaont impliquées dans la dégradation de plusieurs protéines
de type light-harvesting chlorophyll-binding telles que lhcb 4, 5 et>6u ] et €l] 2011b; Zienkiewiczt
al., 2012). Chez la méme espece, des mutants KO-Deg2 et KO-B%egE « vS vS pv & § &E [ VvSC
sénescence- > Jetal]201la,b)X % v vSU o}Ee [uv A %}+]S]}v o[} « pE]S U
} o A pv  Julvus]lv Of A% E <]}V * % E}S 0 ¢ VP W ()b ]& O
remettant ainsi en cause leur rbéle dans ce processus (Lin et Wu, 2004V +] U iI}JMEU o[Ju%o] §

Pe % @E}S ¢ ¢ Ve 0 %E}S }0Ce e} ] U % E} eeope e v e v (}o] G




I
Sauvage
.

p35S::CND41

Fig.I.27. Accélérationde la sénescence palia surexpressiorde la protéase CNB1 chezle tabac.
Des symptomes visuetie sénescence sont observéql « < pl@ feuille 6 chez les surexpressede
CNDI1 (p35S:CNDBIY), alorsque la feuille témoin ala méme position conserve une couleur verte
(adaptéde Katoet al., 2009).
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Concernant leur loca]e S]}v  oopo ]JE U o0 ¢« "We ¢}v8 % E ¢ vS ¢ ve S}ue o

avec cependant une trés forte présence dans les plastes et dans les organites a pHrgutr@Q. Ainsi,

des Degs protéasesnt été localisées dans les mitochondries (Degs 3, 4, 6, 10, 11, 12 desdl4),
chloroplastes (Degs 1, 2, 5, 7 et Deg8), le noyau (Deg 9), les peroxydoeged5), le réticulum
endoplasmique (Degl3 [ uS& « Pe ~6 § ii* }v8 P o uvsS § o0} 0] ¢« E *%
du cytoplasme et de la membrane plasmique (Addral, 2001; Schuhmann et Adamska, 20125 Clps

sont pour la plupart localisées dans le stroma des chloroplastes méme shseatateurs ont pu en

] vs8](] & Ve [ UWSE ¢ }EP v]S ¢ § o0<ClpBl at GlpB2 CIpB4, \pateekemple) ou le

noyau (Adamet al, 2001; Kato et Sakamoto, 2010; Robertsal, 2012). Enfinles « subtilisines-like

proteases »sont également principalement localisées dans les chloroplastes méme si cepiaitéeses

de cette sous-0 ¢+ }v3 & o0} o]e e+ ve 0 ¢ A ((Nartinezet@uisdnph014%

B.1l.1.b.Les protéases a aspartate

Les protéases a aspartates (ARg)partiennent aprés les protéases a sérine a la deuxiéme plus

PE v (u]oo % E}S e+ A pv 3}5 0 %o0oleo PAG}RArabldopsisvs](] «
thaliana (Schaller, 2004; van der Hoorn, 2008). Plusieurs APs sont induites durant la séedetiaime
naturelle chez de nombreuses espéces végétales telles que le colza (BuchanatokiVetl@snsworth,
1996; Desclost al., 2009), le blé (Gregersen et Holm, 2007), le rizefLal, 2008)et Arabidopsis thaliana
(Buchanan-Wollastoet al, 2005; Diazt al,, 2008; Kato et Sakamoto, 2010; Hatéal, 2018). Chez le

}Jol U e Su ¢ }vS P o uvS ulvSE <«u[[1B26]16%) bSE égalefnam indRite au
cours de la sénescence foliaire induite par une limitation en N, cette esiprestant durable puisque
cette protéase est retrouvée en forte quantité dans les feuilles chutées (Destchds 2009; Desclos-
Théveniatet al, 2015; Girondét al,, 2016). Cependant, le(s) réle(s) supposé(s) des APs dans les processus

de sénescence reste méconnu.

Dans la sous-famille dehytepsines,la protéase chloroplastiquEND41(Chloroplast Nucleoid
DNA-binding protein 41 ; Nakaret al., 1997; Murakamet al., 2000) *5 o[pv ules dont le role
pendant la sénescence a été caractérisé. Ainsi, theatiana tabacum|implication de CND41 dans la
dégradation de la RuBisCO a été démontrégtro (Katoet al, 2004, 2005; Diazt al., 2008). Par ailleurs,
une étude réalisée sur des lignées de plarf@sck-Out pour CND41 montre une accumulation de la
ZU ] K e} ] pv € s & ve o[]Vv]S8] S]}v 0 * Ve VA I0DFEEE <o pe }V:
sur des lignées sur-exprimant cette AP montrent une dégradation de la RuBis@® ieitiation de la

sénescence accélérédsd. 11.27; Katoet al,, 2004, 2005). Che&rabidopsis thalianail a été montré que
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Fig.11.28. Evolutions antagonistes des quantités foliairede la protéase AED1 (CNL-
like) et de la grande sous-unitéde la RuBisCO>[ v odJété réalisée suun lot de feuilles
issuesde lignées recombinantes fixées PArabidopsis thalianaRIB10;, RIL083; RIL232;
RIO45; RIR72) présentant des vitessede sénescence contrastées. Les western-blot ont
été réalisés avean anticorps anti-CNBL de tabacet anti-grande sous-unitée la RuBisCO
(adaptéde Diazet al., 2008
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o— HPu vs§ §]}v o[ A% E <+]}v (}0] 1E 0 % E}S }uu pV%o EDS i~
like) est corrélée a la diminution de la RuBis€@. (.28 Diazet al, 2008). Plus recemment, Havé et
collaborateurs (2018) ont montré, que compagtaux plantes sauvages, des mutant [ pu$}%.Z P]
(knock-Out pour le genatg5) cultivés sous contrainte N, accumulent la protéase a aspartate AED1 (x 3.33

(}]e- Ve 0 HE+* ( H]oo e+ eemble deScesXrésyltate renforce [ZC %o }SZ « < S elue
(ulJoo [ We ilp pv E€0 ui HE Ve 0 %E]Y Jpods<cgalentendpis Jes ¢ %o 0

processus de mort cellulaire associés a la sénescence éHah&018).

(V)3

Les APs sont principalement localisées au niveau plastidiae 1{.20 Nakanoet al., 1997;
Murakamiet al, 2000) méme si certaines isoformes de phytepsines ont également été retrodaéss

les vacuoles (Runeberg-Roos et Saarma, 1998), la paroi et la matrice extracellulairet(alie2a01).

B.ll.1.c.Les protéases a cystéine

Lesprotéases a cystéingCPsyappartiennent a la classe de protéases la plus surexprimée lors de
la sénescence foliaire naturelle ou induite chez de nombreuses espéces et notamment (Becteman-
Wollaston et Ainsworth, 1996; G al., 2004; Martinezt al, 2007; Robertst al, 2012, Girondét al,,
2016; Poreet al, 2016)X S]S& €] cAezddwalza, une étude conduite sur plusieurs génotypes de
}ol Z }VSE S * % Eu]- usSSE v A] v <«uumsv €18} {o] 3]}v |
a une forte activité des CPs (Giroretéal, 2016).

Les CPs actives pendant la sénescence appartiennent a 3 sous-fdaslie$apain-Like Cystein
Proteases PLCPsles MétaCaspase@VIC) etles « Vacuolar Processing Enzyme@/#E).

La famille des « papain-like cystein protease¢Pt CPs) est composée de 138 membres retrouvés

dans le génome des plantes (Ricleal., 2012)X > « W> We }vS 0 % ES] po EJSa [!SE -C
(}Eu [ L vprétei@e portant différents peptides sighaux permettant leur adressage dans différents
compartiments subcellulaires. Au sein de leur séquence, ces PLCPs possédent également un pro-domaine
peptidique auto-inhibiteur qui empéche une actijgtv % E u SuE 0 % E}S v ]85 VvS§
pour que la protéase devienne active (van der Hoetral, 2004; Richawet al, 2012). Elles sont les
principales protéases associées a la dégradation massive des protéines dws@meédaence (Parrot
al., 2010). Lors de la sénescence foliaire du colza, de nombreuses PitGBessprimées parmi lesquelles
RD21, XBCP3, AAISAG12-1SAG12-2SAG2 (Noh et Amasino, 189%oretet al, 2016). Ces mémes
PLCPssoh P o u vS suE A% EJu * H }IUE-" @rabidopss thaliand ha cGt€E » |

[ USE « E %Hleecette veme famille tels que RD19, la cathepsin-B ou RDL2 parlexemp
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Fig. 11.29. Induction des PLCPs (dont SA® dans des feuilles RArabidopsis
thaliana dont la sénescence a été induite panne expositiona o[} * p.ES
différentes PLCPs ont été purifiées @[ ]de la sonde DCG4 spécifiques des
PLCPst séparées surun gel SDS-PAGE (A). Chacune des 8 bandétéa
séquencée par MS/M8t un comptagedu nombre de spectres correspondant a
chacune des différentes PLCPété réalisé(B) (adaptéde W & p1pvall, 2017).

A Limbe #8, plante en condition limitante Limbe #8, plante en condition privée B
en azote (0.4nM de KNQ) en azote (OnM de KNQ)
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Fig.11-30. Quantification de la protéase SAG2-1 dansun limbe sénescent (rang 8jle colza
cultivé en condition limitante (0,4 mM de KNGQ,; A) ou privée (0mM de KNG, ; B) en azote.
Une électrophoréese bidimensionnelle a été réalisée a patttprotéines solubles extraites des
limbesde feuillesdu rang 8. Les spotS§4 et 55 correspondent da protéase a cystéin&AQ@2-1.
Leur quantification a été réalisée [ ]du logiciel ProXpresget normalisée par rapport da
guantification total des spotsle o[ ve u des protéines présentes sue gel (%du volume
total) (adaptéde Desclost al., 2009).
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(Figll.29; "G ] U Tiiistad 1118V WEal]2017)X v %opes [!SE *pE A% E]Ju =« v

de sénescence naturelle, certaines de ces PLCPs le sont également en condit&mssdense induite

par un stress (Gombest al., 2006; Porett al, 2016). Les membres de cette famille de protéases a
CeS]lv S vs viu & p&EU Jo <5 1((] ]o (1E 10y 38J}oCs UEEReS]A

chacune de ces PLCPs au cours de la sénescence foliaire. Ainsi, le choix(a] § *[]JvS E ¢+ E %oc

particulierement au cours de ce travail de thése a la protéase a cystéine la plus foriechéte au cours

de la sénescence foliaire chez de nombreuses especes végétales (Buchanan-Wollaston ghAlrg86o

Noh et Amasino, 1998 Guoet al,, 2004; Robertset al,, 2012; Girondét al., 2016; Porett al, 2016), la

PLCBAG12

La protéaseSAG12 5 puv % E}3 Jv % E » v3 Z | pv upedisiaria le[ *% o
tabac, le colza eArabidopsis thaliangGuoet al, 2004; Desclost al,, 2009; Singlket al,, 2013, 2016; lat
al,, 2017)X 00 V[ *S E % & * vS§ <u[uv  Brpbidopsts thalibhamdis 2 ofthologues
sont retrouvés chez le riDESAG12-gt OsSAG12)2et chezBrassica napuBnaSAG12l et BraSAG12-
2) (Noh et Amasino, 1999 Singhet al,, 2013, 2016). Son promoteur, dit spécifique de la sénescence, peut
étre induit par divers stress abiotiques et réprimé par différentes phytohoesat molécules liées au
développements o0 <p 0 ¢ CS}I]Jv]v «U o[ (NahetAmasino,}9%Hes¢loet al, 2008;
Duboussetet al., 2009; Desclos-Théveniat al., 2015; Weiet al,, 2017) >[ A % E <]}V AT S
trouvée dans la plupart des organes (feuilles, tiges, siliques, pétales) quineatresenescence-'E | U
2002 ; 2003; Poret, 2016). Chez le colza, la prot€agel Zst surexprimée relativement précocement et
durablement (elle est encore largement présente dans le protéome de feuilles chufgesclos-
Théveniau et al., 2015) aussi bien durant la sénescence foliaire naturelle que Busénescence induite
ou elle est, par exemple, particulierement induite par un stre§Sid\ 11.30, Gombertet al,, 2006; Desclos
et al, 2009; Poret, 2016). Compte-tenu de toutes ces infom}veU S} us euyPP E <«u[ oo }ves]sy
protéase absolument essentielle au bon déroulement de ce processus efjicétne un déterminant
ui W& }v ]8]}vyv (GBommdet al, 2016; Porekt al, 2016)X WIHES vSU [spéalEées S
surArabidopsighalianamontrent que des lignées Knock-Out pour le g8A&12Oteguiet al,, 2005) ne
présentent aucune différence de progression des symptémes foliairesedescence avec la lignée
e AP X « SE A p&E uj}vSE v3 P ouvs <pg o[ v 88 % E}S o
formation des « Senescent Associated Vacuoles » (SAV, décrites plus en détail dans la partig)8B.11.2.b
dans lesquelleSAG12a précédemment été localisée (Otegtial., 2005). Par ailleurs, une autre étude
E o] Z1l o E]I u}vSE udde laprotéiheSAG12permet une accélération de la

sénescence, suggérant ainsi que cette protéase a cystéine serait en fait un régulateur négatif de la




A 14 jours 35 jours B

Fig. 11.31. Réle de la Vacuolar Processing Enzyme (V®HEans la maturation [pv
carboxypeptidase (AtCPY)Les analyses ont été réalisées par western-blot avec des
anticorps anti-VPEet anti-AtCPY. Une accumulatiate la forme mature de la protéase
AtCPY 48 kD) au détriment de la forme immature @4 kD) est observée lorsque les plantes
v[ £ % @lus WE(Knock out VPE: v1et ¥2) (A). Lorsque ces lignées knock-out sont
complémentées par une VREous contrle [ upromoteur 35S @5S:VPE), le phénotype
sauvage présentantine maturation de la carboxypeptidase (AtCPY) est recouyi. i :
immature ; m : mature (adaptéle Rojoet al., 2003).
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eve Vv (}o]]E Vv E %E&]Ju v8 v}S uu vsS o[ ARcySinghital, 2013 ESlajve P v «

lumiere de ces dernieres études, il apparait donc que le role de la pro&sGd Xurant la sénescence

foliaire reste a ce jour controversé.

Les « Vacuolar Processing Enzymd&¥BESs) sont une classe de protéases a cystéines a activité
caspase l-like, responsables de la maturation de protéases vacuolaires mais aassigtaré de la
vacuole lytique lors de la phase n°3 (dite terminale) de la sénescence (Cf. §B.l.1.d4Yi¢Hanara et
Hatsugai, 2011). CheArabidopsis thadina, deux membres des VPEs voient leur expression
particulierement induite lors de la sénescené¢ rsW SFig sIM@1; Kinoshiteet al., 1999; Rojet al.,,

2003; Robertset al, 2012). De plus, il a été démontré que les VPEs sont davantage ineglidaés

o[ 3]A 3]}v %0 (Es}due AtCPY (Ropb al, 2003) que dans la dégradation de protéines comme

la RuBisCO, fortement dégradées lors de la sénescence. En effet, des travaux réalisés sur des lignée

RArabidopsis thalian&ransformantes KO ou sur-exprimant des VPEs ont permis de montrer gueag n

[ A% E ]}V e %o E}S o o Ce3 ]v V[ A ]S ppv Juke ZpuE K B pAE

cours de la sénescence foliaireW E p B} ale, 2017). Le réle précis de ces protéases durant la sénescence

reste donc pour le moment encore mal connu.

Les MétaCaspasé€MCs) sont une petite famille de protéases a cystéine composée de seulement

9 membres identifiés au sein du génom@rabidopsis thalianéRobertset al,, 2012) : 3 du type | (AtMC1

a 3)et6dutype ll (AtMC4 a 9 ; Tsiats@mil., 2011). Diverses études montrent une implication des MCs
lors du processus de mort programmée de la cellule (Programmed Cell D@Dy, notamment au cours
du développement (Watanabe et Lam, 2011). Ainsi, la MC AtMC9 serait impligngédéa mort cellulaire

du xyléme pour la formation des trachéides cieabidopsis thalianéBollhdneret al., 2013; Escameat

al., 2016). Méme si plusieurs génes de MZ€Het MC9 sont clairement induits au cours de la sénescence
foliaire chezArabidopsis thalianéBreezeet al,, 2011), le rdle de ces protéases durant la sénescence reste

encore largement méconnu.

Leur activité optimale étant généralement a pH acide (van der Hetoah, 2004; Diaz-Mendoza
et al, 2016), les CPs sont essentiellement localisées dans les vacuoles mémetgidemréalisée par
Beerset al., (2004) suggérent que certaines CPs pourraient avoir une localisasistidfdle. Le$LCPs
sont principalement localisées dans les SAAJ12 par exemple Oteguiet al, 2005; Martinezt al,
2008; Carrioret al, 2013, 2014) ou la vacuole centrale (RD21, par exemypéenadaet al., 2001; Martinez
et al, 2007)) Fig. 11.20. LesvPEd) }uu o ME v}iu oOf]v J<p U o E}vS P 0 u vS *%

dans les vacuoles ou elles assurent la maturation de protéases vacuolaires@peatta la rupture de la

1(1 <k



Fig. 1I-32. Schéma hypothétique du trafic vésiculaire associé ao[ A %o} Ede Figteriel
chloroplastique poursadégradationdansles vacuolesDeux voies indépendantede o[ U8} % Z P]
(ATG-independent) sont représentées a gauche (mauwg)e voie mettanten jeu les Senescence-
Associated Vacuoles (SAM) une autre mettant en jeu les C\fcontaining vesicles (CCVs). Les
mécanismes impliqués dara biogenése des SAVs aimgie les caractéristiques ultrastructurales des
CCVs (membrane doublsmembrane unique, présencge membranes thylakoidiennes a l'intérieur)
sont actuellement inconnus. Deux voies dépendantde o[ p3} %0 ZAPG-dépendent) sont
représentées a droite (jaune clairune premiére impliqguant les RuBisCO-containing bodies (REBs)
une seconde impliquant les corps autophagiques ATG8-INTERACTING PROTEINel(ROBi#RS).
Ces deux voies nécessitent[ ] v E Alepigines ATGS (adaptide Oteguiet al., 20189).

1 um

Fig.11-33. Ultrastructure [ 1 % RuBisCO-Containing Bodie » (RCB) dengacuole [pv
cellule du mésophile [pvfeuille de blé agéede 21 jours. Lagrande sous-unitée la
RuBisCO a été détectée avan anticorps Anti RuBisCO couplé a des billgs.@Eafleche
indiguelalocalisationdu RCBCP: Chloroplaste, M : Mitochondrie, V : Vacuole (adapté
Chibaet al., 2003).
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paroi vacuolae (Kinoshitaet al., 1999; Lam, 2005; Hara-Nishimura et Hatsugai, 2011). Concernant les
MCs elles ont été localisées dans le noyaux (AtMC3) et dans le cytoplasme (AHMND®) et Hwang,
2013)

Trafic vésiculaire associé a la protéolyse.

Comme nous venons de le voir, les protéases ont des localisations salres|différentes en
(}v 8]}v O MHEe* ] o+ 8§ 0 UE %o, }%3Ju 0 [ 33BAGS XUV VPUEPS (VP C
V ]S E 0 %ope *}pA v3 o[]vsd EA vi]}v %0 O e] peEset %o EGEO & C Vv
](( & v§ X §]1SCE [ £ u%o U v %0 ]S 0 % @E °* vV viu E pe ¢ %
chloroplastes, la dégradation des protéines plastidiales au cours de la séoesstnessentiellement
réalisée au sein de la vacuole. Dans ce contexte, la protéolyse des protéines chloroplastidialeduest re

%o}ee] 0 % E o[ A£]*S Vv [V SE (] A ] po JE uWwTpV 3oy 3uS k%A% P 9
(Fig. 1.32.

Bdl.2a. ¥ —"f «<... "tec...—Zf<"f tx'tetfe— T3 Zif—-"Sf% <%

>[ u8}%Z P] }JEE *%}Vv HV SE (] Ju%o]<p v3 o« A ] po o %o (

composeés cellulaires, des organites ou de leurs composants vers des vaouolgsétre dégradés. Les
vésicules autophagiques puisent les ressources nécessaires a la formation de leurs resrabrsgin du
réticulum endoplasmique (Otegui, 2018). Elles sont essentielles a la protéshmeée a la remobilisation

O[E o}E-~ 0 (Guibeileawet al., 2012; Ishidat al., 2014; Masclaux-Daubresseal., 2017)

v ((sSU * %o Arabilopsis [thalianamutantes Knock-Out pour des génes impliqués dans

o[ U3}%Z P] Uatg5s etApPAA}] v o uE & u} Jo]e §]}v v E (}ES u vd Julvyp
protéolyse inefficace conduisant a une accumulation de protéines et de peptidesdégradés
(Guiboileawet al., 2012, 2013). Deux corps vésiculaires autophagiques différents (RCBS et ATI-PS bodies)
impliqués dans la dégradation de protéines plastidiales (chlorophagie) sont déckitsstiusKig. 11.32 :

Rubisco-Containing Bodies (RCBS)

Les RCBS sont des corps autophagiqyess A]E}v iUR i Ru a dodble rsgmbranes
contenant des protéines plastidiales telles que de la RuBisCO, la glutamine et dessaotse d
membrane thylakoidienne~{g. I1.33 Chibaet al, 2003). lls sont présents dans le cytoplasme des cellules
( M]oo ¢ ¢ v e v§ e § ¢ (}EU VS % ES]E *SEIUHO * D] @& X %o C

Ainsi, chez des plantes K35 et KOatg7, plusieurs études ont montré que les RCBs restaient solidaires




Fig.11.34. Ultrastructure [ pvcellule de feuille de pois sénescente mettant
en évidencela présencede « Senescence Associated Vacuoles » (SAd&)s
le cytoplasme.Chl : chloroplaste Mt : mitochondrie ; N : noyau St: amidon ;
V : vacuole (adaptéle Chibaet al., 2003).
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des stromulesetv| EE]JA ] vS % « V3@ 0F3)Ho® *u X e« $E A PAE u}vsE vs <
Pveo]- o[ PALYSetAtg7) est essentiel dans la formation des RCBs (Is#tidd., 2008;
Spitzeret al, 2015).

ATI1-PS bodies

Contrairement aux RCBs, les ATI1-PS bodies sont des corps autophagiquesbphuscpatits

(50-100 nm) se formant par bourgeonnement a la surface des chloroplastes. Leatiforélieu dans les

OOHO (M]O0O ¢ ¢« v e vE e SV V +¢]5 %  0[]ud ERA] 3] YE %B6EE ¢ +4 } vo
genes de typ&ATG(Michaeliet al., 2014). Une protéine ATI1 (ATG8-INTERACTING PROTEIN1) va permettre
le recrutement de protéines plastidiales (protéines du stroma, o[ VA 0} %o %o e ZO}E}% 0 3
thylakoides) au sein du corps autophagique et va également interagir avec ATG8 permeitdagtedu
corps autophagique vers la vacuole. En effet, les ATI1-PS bodies ont tout déoas®imede la machinerie

d' % }uE - Z EP E ve o A plo X % v v3U pv (11v V % E}S

dégradation de la RuBisCO montrant que ces vésicules ne participent pas a stygr@hdichaeliet al.,
2014).

Bl.2b. £ —"f ¢... "xec...—Zf<"F <ottt toetfo— tF Zif——"Sf%o<t

Toutes les voies de dégradation des protéines plastidiab  (}vS % ¢ %o %0 0 o[ U8} % Z |
(( U pE usSE « A}] » }vs 8§ u]e s v A] v § Ju%oqlepdass [ usE

« senescence-associated vacuoles » (SAVS) et les « CV containing vesicles BidCIC¥3) (

Les Senescence-Associated Vacuoles (SAVS)

Les Senescence-Associated Vacuoles (SAVS), sont des petites vacuoles spécifiquementrimduites lo

de la sénescence (0,8 a 1 um de diamétre) et dont le contenu a un ptagtle que celui de la vacuole

centrale Fig. 11.34; Oteguiet al, 2005; Martinezt al, 2008; Carriéret al,, 2013). Contrairement aux

vésicules autophagiques, les SAVs sont des compartiments lytiques avec des activitépeastdéabies

que les activités cystéines protéases (Cargbal, 2013)X S1S&E [ £ u%o U *jvs ve o
gue la protéaseSAG12a été pour la premiere fois localisée au niveau cellulaire (Ottgali, 2005). En

plus des protéases, Il a été retrouvé au sein des SAVs des protéines chloroplastigeepitela grande

sous-unité de la RuBisCO et la glutamine synthétase. Cependant, aucune protéine des trsylaibéd

(W 0 %E}S Jv iU % E /£ u%o0 » V[C i ule 3 E SE}UE % UES MV V

sélectif vers ces vésicules (Martinetzal, 2008; Otegui, 2018). Néanmoins, mis a part le fait que leur
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formation ne fait pas intervenir de géne[ u S} %o Z(CRejguiet al, 2005), il existe, a ce jour, trés peu

[JV(}EuU S]}v % Eu SS VS [ %% E Z v E 0 u V]eu * Ju%koO]Jcpu * Ve Of "

Les CV Containing Vesicles (CCVs)

Les CCVs sont des vésicules intervenant dans une voie de dégradation desegrotéin
chloroplastiques indépendante des mécanismes autophagiques. Une protéine trahsareine, appelée
protéine CV, va interagir avec les prwé e« §ZCo I}b ¢ S n *SE}U %ou]e ]Jv H]E o0
JMEP }vv u v }udles vd 0o @& 3]}V [UV A ] HO %% B E}SSKv eve
plastidiales ayant interagit préalablement avec la protéine CV sont chargéegmtées vers les vacuoles
lytiques ou elles sont ensuite dégradées. Par ailleurs, Wang et Blumwald 20b4dntré que la protéine
CV nécessaire a la formation des CCVs est fortement accumulée lors de la sénesceraesifniialte ou

induite par un stress abiotique.

Toutes ces voies vésiculaires aboutissant a la dégradation des protéines plasimidlencore
E o S]JAuvd % pu Spu] ¢ 3 0e°u vVv]eu * Ju%o]<p e v }JE u OuGL ] X
Huv Sp v & }v puld uE ei 8 Z 1 o }ol o} @'dA veJfjuv u Jo
s U V]*U * %}UEE ]85 %o E} o uVvS E A0 E +0A] E- [u 0]}E §]}v

Les systémes anti-protéolytiques

Al o[Ju%e}ES Vv * % @E}S o ¢ V3 VS <U[ VICU * o vE]uoO S dJ o v
la régulation de leur activité est également un élément important a prendre en compte ldabon

déroulement des processus protéolytiques.

Comme nous venons de le voir, la compartim® S]}v  oopo ]E S o[ A% E e*°]}v
SE ve E]%S]}V %o O e u} no E o[ A% E <*]}v e P v eulvsy¥s e %o (
§ Eu]v v8e %}uE E Ppo E o[ 3]A]E % E}S e<]<u X W ChrabiHops¥oo U pE

thaliana, il a été démontrégue la surexpression du facteur de transcription WRKY53 était un préalable

ee v8] 0 o[ £ % E --3A@LlAMide&E.52064) > E Ppo S]}v o[ 3]A]3 * % E}S
également se fairgia la synthés %o E HE* PE- Jv S](e v ]S vactivatidh @} eope |

[ 3]JA 8]}V % E [ USE * % E}S o o 3S]A oX o %E} eepe %BoufEIUVES VS |
opportun et ainsi de prévenir une protéolyse spatio-temporelle inappropfiiaz-Mendozeat al., 2016)
Les CPs et plus particulierement les PLCPs sont par exemple connues pogntBétisgées avec un pro-
% %3] <pu]l v ]33 [ISE 0]A %}uE <p (YamHd&E a5 2001; vah Her Hoorns ] A
et al, 2004, Richaet al,, 2012).




Tableaull.3. Classification des inhibiteursle protéases chez les plantes- [ %oMBselov
et Valueva2005.

Protéases inhibées

Soybean Kilnitz inhibitor Proteases a sérine, cysteine et

aspartate
Baumann-Birk Protéases a sérine
Potato | inhibitor Protéases a sérine
Potato Il inhibitor Protéases a sérine

Pumpkin trypsin inhibitors / Squash

I Protéases a sérine
inhibitors

Trypsin andr-amylase inhibitors from

) Protéases a sérine
cereal grains

Mustard trypsin inhibitors Proteases a serine

Protéases a sérine

Sl et cystéine

Phytocystatin Protéases a cystéine
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v(]vU o[ des]gkdtdases peut également étre négativement régulée par des inhibiteurs de
protéases endogénes capables de se fixer au niveau de leur site actif. lls existent de nontibiexis
de protéases connus dans le régne végétalb(eau 11.3 Mosolov et Valueva, 2005) et de hombreux

travaux utilisant certains de ces inhibiteurs montrent leurs effets sur la régulatida sknescence et de

0 % E}S }oCe X S]SE [ &£ u%o U o[ £%E <+]}v []vZ] ]SquéHes v }P v -
cystatines ralentit la progression de la sénescence. Ainsi, la&t%o E **]}v [puv Ce*S -§)v E]l
chez le tabac apermisdu S v A] v pupuv u Jvs] v o[ 3]A18 %0Z}3}+Cv3Z 3]«

eV e V§ e e 0]PVv ¢ uE -Edontpdraey auofeKilles de plantes sauvages (@tias,
2008). CheArabidopsis thalianaune surexpression de deux cystatines (AtCYSa et AtCYSb) a permis de
usSSE Vv opu] E o[]Ju%o] S]}v < ]vZ] ]S HE* 06 E }S%lI(PLERI)S |V 0

dans la tolérance a de nombreux stress tels que les stress salin, hydrique et oxydatifefZda2§08)

W E Joo pnE+U [ uSE - Anabidodfs tram]ianant également permis de montrer
gue des traitements avec des inhibiteurs ghétiques de protéases a sérine et cystéine provoquaient un
ralentissement de la sénescence de différents organes (Cetugle 2003; Pak et Doorn, 2005; Carrin
al., 2013). Outre leur intérét dans les études précédemment citées, ces inhibiteurs sont égatleaent
outils de choix pour étudiein vitroU o[ §]A]S e ](( & vS§ ¢« (Girondéet dhy ZRYE = -«

Poretet al, 2016), méme si leur manque de spécificité peut parfois poser question.

Finalementin plantal o[ 3$]A]3 ES ]V * % E}S * o % US P o u vs ISE
(u]Joo [IvZ] 15 lgu(BEle durarit la sénescence a partiellement été démontle famille des
« Water Soluble Chlorophylle binding Protein (WSCP Yakushijiet al, 1963). Dans le contexte de la
e v e v U §§ (u]oo [JvZ] 18 PEe* *S % ES] po] & u vSEVBVE +°+ VvS
activité inhibitrice de certaines classes de protéases (protéases a sérines ouresystértains membres

de cette famille pourraient également avoir une fonction de protection des chlorophylles.

B.1l.3.a. Les Water Soluble Chlorophyll binding Proteins

Les WSCPs sont des protéines hydrosolubles identifiées chez un&multi [ *% * }vS 0 e
Brassicacées tel que le colza (Yakushiil, 1963; Takamiya, 1973; Satehal., 2001). Bas#s sur leurs
propriétés photochimiques, elles peuvent étre partagées en 2 classes : les Chenojyoiiu(Classe 1)
qui sont dites photo-}vA E3] o » E o hsEpHéh chide avec la lumiére blanche (Yakushiji
et al, 1963) et les Brassica-type (Classe Il) (Mwbsh, 1971). La classe Il peut elle-méme étre subdivisée

en2sous-0 ¢ ¢ Vv (}v S]}v 0 HE V]IA p [ ((JvidetBe}uE& o Zo}E}%ZCoo




Bnd22 WSCP1

O 0 O

Fig. 11.35. ldentification sur gel bidimensionnelde 3 « Water
Soluble Chlorophyl binding Proteins » (WSCPs : BRDNSCP &t
WSCPJ induites par un traitement au Méthyl Jasmonatedans
des jeunes feuillegle Brassica haput. ~ [ %.d&EDesclost al.,
2008).

Fig. 11.36. Structure tridimensionnelle [ p\étramére de WSCP associé k&

chlorophylle chez_epidium virginicum (A) Les monoméres (ChaiAsB, Cet D)

de WSCP sont représent@&n jaune, verte, rougeet bleu. llsforment une cavité

dans laguelle 4 moléculede chlorophylle sont fixées (sphérate couleurs). (B)
Représentationde la cavité centrale formée parle tétramére de WSCP,
contenant les 4 moléculede chlorophylle ~ [ %.HBrigomeet al., 2007).
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X La classe A appelée aussi Brassica-WSCP possede une plus haute affinité paugua Gblr
la Chlb. La majorité des WSCPs de brassicaées telles que celles du choBrissic@ oleracea
var Botrity), du chou de Bruxelle8(assica.oleracea var gemmife¢rat du colzaBrassica napus
L) se classent dans cette sous-catégorie. Elles sont généralement composéesidaiditis de
20 a 24 kDa (Satadt al.,, 2001)

X La classe 1IB surnommeée Lepidium-WSCP retrouvédegiidium virgincunest caractérisée par

une haute affinité pour la Chlet composée de sous-unité allant de 16 a 22 kDa.

Les WSCPs de classe I, et plus particulierement de la classe IlA, sont remarquables par leur
accumulation lors de stress abiotiques variés (Annamalai et Yanagihara, 1998sBteaic|2008). De par
o uE HUMO 3]}v O0}Ee [pV *3E e+« 1}8 § 0 UE % E « v %@ub o }
particulierement sur la classe IIA. Chez }ol U % Eu] o « t" We Su oo u vS8s] VvS](] -
%0 %0 O Vil % & « vS pv PE ] vS [ A% E *]}v VRevwdneleaf 1992, 0u] < %o
Etienneet al, 2007; Desclost al., 2008). Ainsi, elle est fortement accumulée dans les jeunes feuilles non
sénescentes (Downirgt al,, 1992; Revirort al., 1992), surtout lorsque les plantes sont soumises a des
*]Su S]}ve *SE +°U S 0° <pu(Revirogeal 2920} KEJvpn E vV vV E}lyu o0f % %0]
[UV % ZCSZ}EuU}lv S 0 <p[pv SE ]S u (Hienneet a8,2007; Desclpet &l., 2008)
Chezo }ol U o0 *pl]d8 [uv SE ]S uvs pusdZCoi eu}v § U MAE HSE « t°
les jeunes feuilles, WSCP2 \MISCP1(Fig. 11.3), cette derniére présentant des homologies avec une
WSCP1leBrassica olerace@CauWSCP) (Desctsal, 2008)X KusS® o (}v S]}v []JvZ] 18 p@E %

ces WSCPs ont également une fonction de protection des chlorophylles.

Les WSCPs et la protection des chlorophylles

Les WSCPs sont impliguées dans la photo-protection des chloropl@dieisa pu étre mis en
évidence par Schmidt al., (2003)<pu] }vS 8§ 0 ¢ % E u] E- u}lvs EndEaufS@P% E « Vv
() o Zo}E}%ZCoo * S ] vS u}]Jve ¢ ve] O * o[ JA& %o p] Bl e i) v (3} ES
% E} U S]}v ZK™ ~v}$S uu vS§ O[} ECP v e¢]VPUO S ZO}JE} %0 ZG 00 P ES ]
significativement diminuée. La résolution de la structure cristaline de LpWSCP @&3@pidium
virginicum) a permis de mettre en évidence 4 acides aminés (proline en position 3éngletan position
57 et tryptophanes en positions 90 et 154), dont la position est idastiqu sein des séquences
peptidiques des différentes WSCHsg( 11.36et Fig. 11.37 Horigomeet al., 2007) et qui permettent la
§ Jvs & S]}v % CEu S o (}

liaison au noyau tetrapyrro ] < 4 e Z0o}E}%ZCo0 X §
% ZCe]<p VSE o0 ZO}E}%ZCoo + 35 0+ 3}u - IPECPAKY HA]J3wso Jve




SO0 OO [PVO0 OO [ 1OV OO OO0 IOVOOY 1O [OUOO OO IO O
10 20 _30__40 50 60 70

BnD22 MKTFFLVTLL LAAAVCTHGR EQVKDSNGNP VKRGAKYFIQ PAKSNAGGLYV PAAINLLPFC PLGITQTLLP
WSCP1 MKTFFLVTLL LAAAVCTHGR EQVKDSNGNP VKRGAKYFIQ PAKSNGGGILF PAAINILPFC PLGITQTLLP
BolC.WSCPl.a MKTFFLVTLL LAAAVCTHGR EQVKDSNGNP VKRGAKYFIQ PAKSNGGGILF PAAINILPFC PLGITQTLLP

SO0 OO [PPO0 OO [ 1OV VOO OO0 VOO 1O [OOOO OO IOV O
80 90 100 110 120 _ 130 140

BnD22 YQPGLPVSFG YEPVIVGTDY IYTSTTINIE FESDI\WPVCN ELSKLWAVDV SSSAAKEPAI IGGESTAPN
WSCP1 YQPGLPVSFG YEPVIVGTDY IYTSTTINIE FRSEIWPGCN ELSKLWAVDV SSTAAKEPAI IIGGERTAPN
BolC.WSCP1l.a YQPGLPVSFG YEPVIVGTDY IYTSTTINIE FRSEIWPGCN ELSKLWAVDV SSTAAKEPAI IIGGERTAPN

ool ool oo el el o] ]
150 160 170 180 190 200 210

BnD22 SLFKIEEATE ANTYKLTTSY GTVGTIPGPW LSAPQLIVTN DESKTLFVKF VKVDDAATKA TTSTSRVEKL
WSCP1 SLFKIEEATG AHTYKLTTSS GTVGTIPGP\V LGAPQLIATN DDAKTLFVKF VKVDDDATKA TTSTSRVEKL
BolC.WSCPl.a SLFKIEEATG AHTYKLTTSS GTVGTIPGP\W LGAPQLIATN DDAKTLFVKF VKVDDDATKA TTSTSRVEKL

BnD22 GLKMFPF
WSCP1 GLRMFPF
BolC.WSCPl.a GLRMFPF

NN

Fig. 11.37. Alignement des séquences|[ ] aminésde Bn22, de WSCPIlde Brassica napud.. et de
WSCP1e Brassica oleraceales rectangles rouget noir correspondent respectivemeratu domaine Kunitz-
type des inhibiteursde protéaseset a la zone conservéen C-terminale des WSCPs. Les 4 acides aminés
entourésen vert permettent la fixation ala chlorophylle. Les astérisques bleus indiguent les sde<livage

des peptides aux extrémités Mt C- terminales.

Fig.11.38. Représentation schématiquele la progression acropeétale la sénescencet

du gradient basipéetede o[ pupo d@BnR2lelongde o[ Aelaplantede colza
soumiseou non a une limitation en N. Les événements physiologiques associs
processusle sénescence ainsjue la présenceou non de Bn22 dans les jeunest dans
les vieilles feuillesde plantes cultivées sous limitation azotée, sont présentés
respectivement dans les cadres vatjaune (Aviceet Etienne,2014).
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dégradation des chlorophylle§ify. 11.3§. Enfin Damarajet collaborateurs (2011) ont confirmé cette

(}v 8]}v % E}S 3]}v o Z0o}E}%ZCo00 o o @V E % E}ws]E vE dfuv

WSCP de choux fleur (CauwWSGRP) }u% Pv ]S [pv u ]Joo pE S}o E v L *SE
traduisant notamment par une diminution de la production de ROS associée aintian des teneurs en

chlorophylles.

Les WSCPs, des inhibiteurs de protéases

En plus de leur fonction de protection des chlorophylles, certaines WSCHEgaement une
fonction inhibitrice de protéases (protéases a sérine ou cystéine). Ces WSCPs constéysstitarsous-
famille appelée « Kiinitz protease inhibitor » caractérisée par la py [Uv u}S]( *]P wisgdeE oo
leur séquence peptidique : ([LIVM]-x-D-x-[EDNTY]-[DG]-[RKHDENQ]-x-[LIWV¥Af(BVM]) Kig. 11.37,
(Satohet al,, 2001; Rustgat al., 201D).

WINE ES Jv ¢ t»" WeU o0 PWE (}v S]}v []vZ] ]88 udn plantée &title o o §

[ £ u%o U Z1 o }ol U o[ 8]A]S s]v@alv]s@]W %oCpS <°v]S] % E}S
inhibitor (appelée BnD22), a été mise en évidence a des pH compris entre 5 e$ 8etafeuilles non
sénescentes (llanet al,, 1997). De plus, Etienne et collaborateurs (2007) ont montré chez des plantes de
colza carencée v E pv o & S]}v 0O * Ve V « Al Joo « (eydoo * 3§ pv
sénescence des feuilles plus jeunes comparées aux mémes feuilles de plantes correctereatdedien
EX wve 83 wulu Su U e US HE- }vS UlVSE <«pu o] VSCE Yo@ .u SPUE
feuilles était corrélée a une disparition rapide 0 % E}S ]v v it o}Ee <u[ p }VvSE |JE

[Iv]8] S]1}v eV e Vv Ve O i Uv » ( pJoo = 5§15 }@BE& o'u WwWE}Sumio 8
(Fig. 11.38. Ainsi ces auteurs suggérent que chez le colza soumis a une privation endtgiteeg8nD22
% ES] 1% E ]S o (}]* o[lvZ] 18]}v *» % E}S}%2Z2CE0 *0 U ERS S pw o
( u]Joo « (Jv ulvs v]E o0 %oope O0}VPS URC %GdjorPleapn o iME VS P EYS
condition de disponibilité en N plus favorable a la croissance. Par ailb@zirabidopsis thalianajes

Sp e« }vd P ouvdule v A] v «p e tA" We 3] V3 % ZoltU[ivZ] E
des protéases a cystéine les plus induites au cours de la sénescence folie€¢Buieilleet al., 2015;

W E u ikt al, 2017). De maniére intéressante et surprenante, certaines études ont montré que cette
inhibition de protéases par les WSCPs était réversible par la lurliérprocessus a été mis en évidence
par le fait que des graines germées et étiolées montraient une interactiore éatt?WSCP et RD21 qui

disparaissait apres un flash lumineux. (Boex-Fontviilid., 2015; Rustget al., 201 7).
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d}pus - e SHu ¢ suE 0 ¢ ]VvZ] ]S LE" %o E}S o o ugivda@s S o[]u %o}
tolérance aux stress abiotiques mais également dans la régulation des activités ytiqtéss associées
la sénescence. Ces différents inhibiteurs de protéases, et plus particulierement les \MS@RseNt
également & H]E o *Cv ZE}v]eu A]5vE VSE o0 % E]} Al P

période de remplissage des graines et ainsiaméliBreo & u} Jo]e S]}v o[EX
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C.Problématique et objectifs de recherche

Comme nous venons de le voir au travers de cette synthése biblioguephé colza est une plante
présentantuneu pA Je  ((] ] Vv [He P O[E ~ h ¢ %E]Vv ]% 0 u vs [VRVARV
remobilisation de cet élément (ERA), nhotamment au cours du stade végétatif. Outre les conséquences
VPS3JAe epyE o0 EvV uvdU o0+ % ES + [HEobilsaion condigisent ydeds E
% E} o u s VAJE}vv u v3 u/E o] » v}3 uu v3 PAE %Z viu vv  AJBXS]o]e §
est généralement admis que la faible EUA des variétés de colza actuellement swds8téeconséquence

[uv <3S E & sBlgction variétale conduite jadis, sans prise en compte du ratio rendement/fertilisant.

MiI}UE [ZH]U  ve pv }vd £5 [uv PE] HOSHUE vIWAuedE JAJE] Vo <)ol
présentant un maintien, voire une améliorationdesrendems U v (E %o} Ve (] o0 %%}ES.

1}8 ¢ }ved]3uy pv (] ui HE S VvE *uE 0 %o v VAJEEYPUEVEW «<u[ ]
Investissement-Avenir RAPSODYN }} & }vv % & E $Z o] E ~/ ~ Z of/' WWU /EZ
estadosséu}v SE A Jo §Z o U ¢[]Jve E]S 8}S 0 u vS8 ve 0[§Si %o]@E PeodEJVS] % O
de ce programme vise a identifier de nouvelles variétés ddza a forte EUA en réponse a de faibles

apports de fertilisants azotés.

AucoursdecetravailddZ « U v}pe A}ve (} 0] v}e Sp ¢ euE o[ Z U pv o A
ol h % ES] po] € u vS Jvs & *¢ vS %op]e<pu[]o 8 euPP<HPUV %op]e

ujJoo HE & u} Jo]es S]}v ¢ ¢S} |le Vv }P v ¢ [E %o )qlEEEd]PNah \agnd-E VY,
VA]JE}vv u v3 o 0 MOSHUE p }ol X ve Jvd £33 U «uJpw E pe o
}%S]Jule S]}v o[ Z v <*¢]8 CE ]S v}S uu vS pv Qe opjJES]}vo 0V %o ®}S |
(}o] 1E& X SIS [ £ u%ootdd onteperinis de i@ntrer que des génotypes de colza
particulierement efficaces dans la dégradation des protéines solubles présentaisst @oe forte

((171v & u} Jo]e* $Grondéetod E201%). Ainsi, les protéases a sérine, a aspartate et
surtout les protéases a cystéine, semblent jouer un réle central dans ce procesuséddyge associé a
la sénescence foliaire. De nombreux travaux suggérent que ces protéases pourraient étre des

§ BEu]v v8e u}o MO JE * u i PE- infined s G} B} VpEUS] v O[E %o0pe (
(Katoet al, 2004; Desclost al., 2009; Poreet al., 2016). Parmi les protéases les plus induites au cours de

la sénescence, la protéase a cystéaes1pourrait étre un acteur majeur de la dégradation des protéines

” ANR11-BTBR-004 RAPSODVINvestments for the future : Optimisation of the RAPeSeed Oil content anD Yield
under low Nitrogen input
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solubles. Toutefois, si la forte induction de cette protéase dans $ssgisénescents de nombreuses
especes végeétales fait consensus, son véritable r6le au cours de la sénescence est, a ce jour, trés
controversé puisque par exemple, certains auteurs lui attribue un réle mineng ldaprogression visuel

de la sénescence (Otegeti al, 2005), voire un role de régulateur négatif de la sénescence (8irajh

2013, 2016).

Dans ce contextde premier objectif de ces travaux de thése a consistééaliserune étude
fonctionnelle de la protéase SAG12 visant notamment a précison rble dans les processus de

& u} Jo]e 8]}v 8§ [ oo} S8]}v O[E ME v§ 0 v e v X

Pour répondre a cet objectif, la méthodologie a consisté a éteindre le §AGL2Eno[ =« Vv
de lignée de colza knock-out (KO) pour les g&8®&12t de méthode de transformations simples de
cette espéce, il a été décidé de réaliser ces études sur une lign&AKGDAsagl2e o[ *%o u} o
Arabidopsis thalianaPour ce faire, différentes études comparatives (biomasses, sénescence foliaire,
E Vv uvseU 3S]A]S ¢ % E}S + eU S Vv uEes v EYe % E E VB3I ES v 5C %o
le but de réaliser un phénotypage complet aux stades végétatif et reprodudesliignéesagl2cultivées
en conditions limitantes ou non en N (Article 1). Ces travaux, constituant le Chapitrelé la partie

« Résultats », ont été valorisés par une publication dans le journal « Plant afdhyZblogy » :

Chapitre IV-A: SAG12, a major cysteine protease involved in nitrogen @dliion during
senescence for seed production israbidopsis thaliana Maxence James, Marine Poret, Céline
Masclaux-Daubresse, Anne Marmagne, Laurent Coquet, Thierry Jouenne, Phikppeldtigues
Trouverie, Philippe Etiennlantand Cell Physiology
(doi.org/10.1093/pcp/pcyl25).

H A e E *puosS 8+ } S vueU ¢ v 0Ce e u}lo po |]Eu BwPR e« o[uS]

ont été conduites ve 0 (VRS U] WAE %% E Z v E o[Ju%e}ES v Qv % E}S -

O[E p }uE- 0 % E]} 0 <g  }ve3]Sp 0 %D w%ko®]toR]A ««PE Jwv 93]

limitantes en N. Les résultats obtenus au cours de ces trajau¥ % Eu]e o &E S]tv [uv @
actuellement soumis au journal « Frontiers in Plant Science » et qui constitue le Chapitte 1&{Rartie

« Résultats » :
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ChapitrelV-B: A new role for SAG12 cysteine protease in rootsdwhbidopsis thalianaMaxence
James, Céline Masclaux-Daubresse, Anne Marmagne, Marianne Azzopardi, FHilgppe,

Jacques Trouverie. Soumi§ntiers in Plant Science

La compréhension de la fonction de la protéase SAG12 au sein @ate pbus a amené a nous

intéresser de maniére plus générale aux roles des protéases a cystéine chez le colza.

WIHE o0 U vipge A}ve S]E % ES] [pv pHOWUEEIVIP[EP]vo[/ VOB
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cystatine de riz : OCI). Une étude préliminaire de son développement essentiellernalisde sur la
production de biomasse lors de la maturation des graines a été entreprise. Ces rgaéliatgaires sont

présentés dans le chapitie-C :

Chapitrel V-C: Etude du réle des protéases a cystéine daftdboration du rendement chez le

colza Brassica napus.).
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période de vidage de ces organes sources et la période de remplissage des grainesdialsétD13)
In planta,des inhibiteurs naturels de protéases, dont certains seraient capables de moduler la pragressio
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lignées dites «stay-greenRarmi ces inhibiteurdes Water Soluble Chlorophyll binding Proteins (WSCPSs)
semblent particulierement pertinents, puisque certaines associent a leur fonctionratection des
chlorophylles, une fonction inhibitrice de protéases. Cependant, les étudesstmslsur le rble des
inhibiteurs de type WSCPs en lien avec la sénescence sont peu nombrelises,*] o[pv [ VSE 00 -l
E o] Mo }E& S}E U % Vv VS % Eule [] vSB(lt'"®)cheunle]ootzd t» We ~
(Etienneet al., 2007 ; Desclost al., 2008).Le second objectif de cette these a donc consisté a réaliser
une étude fonctionnelle de la protéine WSCP1, afin notamment de vérifiepasssible implication dans

la régulation de la sénescence foliaire.
(1v E %}v E S } i §](Mrabidepsis] Bhaliamacafactérisées par une

sénescence foliaire précoce (RIL23®udetet al, 2002) ont été utilisées comme fond génétique pour

obtenir des lignées sur-exprimant la protéine WSCP1l sous controle du mam©&AGl2







Chapitre II: Synthese bibliographique

(pPSAG12::WSCR1Des expérimentations ont été conduites sur ces lignées afin de vérifier si la
*UE A% E <]}V §8 tN Wi S 18 epue %S] o JIsé&héscent €Es RIL2&2Z Leg S C %o
résultats issus de ces travaux sont présentés dans le chdgibede la partie « Résultat » sous la forme

[uv SE}]-ficle en@ours de rédactian

Chapitre 1V-D Overexpression of a Brassica napus L. Water Soluble Gplol binding Protein
(WSCP1) to delay dark-induced leaf senescence in Aglss thaliana Maxence James,

Alexandra Girondé, Anne Marmagne, Didier Goux, Jacques Trouverie, Philippe Etienne.
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T-DNA
(SALK_124030)

Fig.lll.1. Représentation schématiqudu KOsagl2 (SALK12403(Q utilisé dansnotre étude.
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Fig. lll.2. Dispositif expérimental utilisé pour o[ § pdu r6le fonctionnel de la protéase SAG2
chez des plantes Prabidopsis thalianaCol et sagl2 cultivées en condition limitante ou non en
azote.Les plantes ont été cultivéesy « < U [stade graines maturesl@5jours aprés semis). Aprest

jours de culture, un traitement limitant en azote (4,2uM

[ ELN) a été appliqué ane partie des

plantes afin [ £ @ s&Rescence puis aprés! joursde culture, les plantes onété placéesen
jours longs afin []v]S[h @ontaison. Les ellipses jaunes correspondent aux jodesrécolte
exprimésenjour apres semisUnmarquage!®>N [ pvduréede 44 jours a été réalisé deke débutde

la culture afinde suivrelaremobilisationde o [ E
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A. Conditions de culture et dispositifs expérimentaux

A.l. Premiere expérimentation : Etude fonctionnelle de la protéase
SAG12

Conditions de cultures

(Jv [ Sp] & o &€o0 (}v 8]}vv o iladé decide}de travailel stabidopisis
thaliana pour la disponibilité, chez cette espéce, de lignées knock-out (KO) pour lecogmat cette
protéine. La lignée knock-out choisisggl2) «3 o ul!u «<u oo upS]o]- ve OfetS W
al., (2017) et posséde une insertion de E ve Oo[]JvSE}V n P v it Fy HzLeOiTi
fond génétique utilisé pour cette lignémgl2étant Columbia (Col), ce génotype a également été utilisé

comme controle.
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premiéres vraies feuilles sont apparues, les tubes contenant les plantules ont été transvaséshausdes
}v8 v v8 i1 > [uv e<}opsS]}v ,} Po v; 125-mNdda(NR4AHE 1,25 mM KN 0,5
mM MgSQ, 0,25 mM KEPQ, 0,2 mM EDTA.NaFeZH 14 M H:BG, 5 .M MnSQ, 3 .M ZnS®, 0,7 .M
(NH)sM07Oz4, 0,7 .M CuSQ@ 0,1 .M CoCJ), constamment oxygénée et renouvelée toutes les semaines.
(1v *U]AE % E ]* u v3 o €& u} ]Jo]e 3]}v %o0[VIJSU ©Ee}us]fw ,} Po v
apportée a par ailleurs été enrichie avec 5 %°Nedurant les 44 premiers jours en utilisant comme unique
JuUE [ 1}3 33X <BEo]eep e 38 iI}JUE+U 0 * %0 V3 » u E<p - ( }v
transférées dans des solutions non enrichies'#®h et présers v $ MWE V]A HE [EungvSE 3 -
condition non limitante en azote (HN iU6A uD [Es § pv  }v ]8]}v o]MBUS RP B -~>|
Fig. 1.2 & tableau I11)1

Le rayonnement photosynthétiguement actif (PAR, « Photosynthetically ActivatiRadt) percu
par les plantes était de 110 mmolfs?! avec une température de 21 °C le jour et 18 °C la nuit. Durant les

64 premiers jours, les plantes ont été cultivées avec une photopériodéhdar@s (jour)/16 heures (nuit).




Tableaulll.1. Compositionen sels des différentes solutions nutritives utilisées lors des
cultures.

Hoaglandva Hoaglandva m:rZ%gélsr;?j{gN
(3,75mM N) (4,2 uM N) (3,75mM N)
Ca (NQ)2, 4 HO 1,25mM 0mM 0mM
3,75mM
KNQ 1,25mM 0omM KISNO,
KHPQ, 0,25mM
MgSQ 0,5mM
EDTA, 2 NaFe, 36 0,2mM
Cad), 2H0 / 1,25mM
KCL / 1,25mM
Oligoéléments
H,BG, 14 uM
MnSQ, HO 5uM
ZnSQ, 7 HO 3 uM
CuSQ@ S HO 0,7 uM
(NH,)¢ M0o,0,, 0,7 uM /
CoCJ 0,1 uM
Na,MoO,, 2HO / 0,1 pM
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La montaison, correspondant au stade reproducteur, a été induite par le passggeretongs, soit une

photopériode de 16 heures de jour et 8 heures de nuit.

Organisation des récoltes

Les plantes ont été récoltées a 44 et 64 jours apres semis ([AS)rant le stade végeétatif, et &
85 et 125 DAS,e. durant le stade reproducteui={g. 111.2. Selon le stade de développement, le nombre
%0 VS ¢« (E }0S ¢ %}UE }veS]SH E pv E % YV ST}vepu]Eo P Jxu((]e 8u vs%
de biomasse et constituer 3 répétitions biologiques pour les stades 44 etA& (Btades végeétatifs
correspondant aux stades rosette 18, 56 (HN) et 48 (LN) feuilles respectivement) et diompéti
biologiques pour les stades 85 et 125 DAS (stades reproducteurs correspondant ddesomoavec plus
i 9 e sJOo]J< * %% EN e § o[} § v8]}v PE Jv « uBuE &Js E * %o

mesurés sur ces plantes ont été les suivants :

X A 44 DASIa biomasse fraiche et seche des feuilles et racines ainsi que les teneazste et en
15N.

X A64DA3) o0 J}lu e (E " Z §  Z e ( p]Joo ¢ S E v X(hy]Jo2A}s}
a été prise afin de déterminea, posteriorild % @& Vv 0Ce [Ju P ¢ ~ ( % E PE %Z X
foliaires totales, vertes et sénescentes.

x A 85 DASLa biomasse séche et fraiche des racines et des siligues. La longueur moykenne et
nombre de siliques a été évalué pour chaque plante récoltée.

X A 125 DASIa biomasse séche (racines, feuilles, tiges, péricarpes, graines) et les teneurs en azote
et en™>N pour tous les organes. Le poids de 1000 graines ainsi quaiéaivigerminative des

graines ont ensuite été évalués.

A.ll. Deuxiéme expérimentaton & @Zf ti—-et T8 "cext Z'7e t1

sénescence

Conditions de culture

WIuE 3Sp ] E of (( 8 o[ £% E e+]}v [uv t» W }olZ 6} E- o)
Arabidopsis thaliana, p/& o]Pv ¢ [ @anfgritees (BAGL2WSCPN°5 et 6) ont été mises au
point. Ces deux lignées possedent le g#¥¥®CPHe Brassica olerace@AB012699) trouvé chdgrassica

napusL. sous contréle du promoteUBAG1qU37336) Fig. IlI3As JvSE&} pH]S o ] pMAZQIo -u]
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Fig.lll.3. Représentation schématiquéle la construction géniquedu géne WSCP1 sous contrble
du promoteurSAG2 utilisée pour générer des lignées Arabidopsis thalianasurexprimant
WSCPL1 (At dispositif expérimental utilisé pouro [ S jde WSCP1 lorde la sénescence foliaire
induite par o[} ¢ p@B).&es lignéeRI1232 et pSAG2:WSCPbnt été cultivéesen condition
non limitante en azote (375 mM [E; HN). La lignée RIL232 correspond ane lignée
naturellement hyper-sénescente (Diat al., 2005 et qui a servide fond génétique pour obtenir
les lignéespSAG2:WSCP1Aprésde 60 jours de culture, sélectionde 3 feuilles matures par
plante enveloppées dandu papier aluminium afinde les mettre a o[} »« p@]§]v H]&E
sénescence. A partide ce moment, une cinétique de mesures SPAD a été réalisée (fleches
pointillé). Les ellipses jaunes indiquent les tengesrécolte des feuilles.
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(Gan et Amasino, 1995) dans la lignée sauvage RIL232 caractérisée parascersém précoce (Diat

al., 2005).

Le semi a été réalisé comme décrit précédemment et les plantes ont été cukéndealroponie
v }v ]8]}v v}iv o]Juld3 v8 Vv E A uv <}duspv{Bbleau .]).66jburé aprés
semis, 3 feuilles matures ont été sélectionnées sur chaque plante. Ces fentikgsaite été enveloppées
dans du papier aluminium pour générer un stress « obscuritde Eu $8 vS []Jv HJE 0 ¢ v ¢ vV
partir de ce moment, une cinétique de mesure des teneurs en chlorophylle des feuilles natacedes
%o o S U%o-e TIiJuE- § & o] 0 BRAD moddle 0%, MiBola, Jajon). ~

Organisation des récoltes

Deux points de récoltes ont été réalisésy( 111.3B:

X TO: Début de la cinétique.
X T6 : Un point de récolte ou une différence des teneurs en chlorophylle entreriésdig
été observée.
A chaque point de récolte, un dosage protéique par la méthode de Bradford)(186détection
[ §]A]S e % E}S - delapréEehee d& WSCPL par western blot (en utilisant un anticorps
anti WSCP1 synthétisé pour les besoins de cette étude ; Eurogenté&t®xéalisé. En paralléle, des
( M]oo o ¢« v e vs e lvs § E }08  (]v E o] ®[FulwpviO WD ]v S]}

utilisant des méthodes de microscopie photonique.

A.lll. Construction et sélection des lignées transgéniques

Le promoteur SAG1DPFAG1Y correspondant a la séquence de paires de bases 1-2180 trouvée
dans la banque de génes sous le numéro d'accés U37336, a été cloné duppldismide pSG499 (Gan et
Amasino, 1995) gracieusement fourni par Pr. R. Amasino (University of Wisktadison, USA) puis
inséré dans le vecteur pMDC32 entre les sites des enzymes de restriction Pasel,eh la place du
promoteur 35S, donnant ainsi le plasmide pMAZO01. Le plasmide pMA&@Eatierement séquenceé afin
de vérifier I'absence de toute modification, en particulier dans la séqupBée512La séquence codante
pleine longueur de UIDA (géne codantiglucuronidas€GUS); numéro d'accession AJ298139\Va&CP1
a ensuite été clonée successivement dans le vecteur pENTRTM (Invitrogen, CarldbanaCidiBA), puis

Ve 0 A 3 UE %D «ii ~}vdvvio Pv E; Fipe 3119 par recp@diGrRiI€HUC |V
Gateway donnant lieu au vecteur pMAZ02 contenant la fugiSAG12UIDA ou pSAGIWSCPlLa




Fig.lll.4. Schémadu vecteur pMAZD1 contenantle promoteur SAQA2 ainsique différents génesde
résistance (chloramphenicol, hygromycinet kanamycine).Les différents sitesle restrictions ainsi
gueleur localisation sont indiqués sl vecteur
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séquence GUS ou WSCP1 dans ce vecteur a été vérifiée par séquencage. Des plantes transgénique
Arabidopsis thalian@orteuses du promoteur SAG12 fusionné au géne rapporteur UIDA ou WSCP1 ont

été obtenues par trempage floral (Clough et Bent, 1998) et 8 lignées hootegyge plusieurs

SE Ve(}EU Ve % EJu JE » }vd & e« 0 E]}vv ¢ sHE 0 W & 0 |DEIEE ¢]*3

taux de ségrégation par insertion unique (lign@SAG12UIDA ou pSAG12:WSEP1

B. Protocoles expérimentaux
Bl ——1t1te t1% Z'I'i—f— 'Srec'Z %o<“—1t t1 Zf ’Zf°—i
Mesure de la surface foliaire

Les surfaces foliaires ont été mesurées apres avoir détaché et étalé toutes les feudlessbtte
sur un tissu noir afin de les prendre en photo (Canon Powershot G10, Canam, J&8dVipx, JPEG). Les
% Z}S5}e }v8 § v oCe ¢ o[ ] (Spghrejdegtplp20i2)PS: [pv u E} *% ] 0 u vSs
développée pour déterminer les surfaces totales et vertes (considérées earomsénescentes). Cette
macro permet la détection de couleurs en se basant sur les différentes compssduntsysteme HUE
(Hue-Saturation-Lightness). Les surfaces foliaires sénescentes ont été obtenues par différence entre

surface totale et la surface verte.

Estimation des teneurs en chlorophylle

La pince SPADW u} o #fiTU D]Jv}oS U : %}ve % Eu S [J]EE&]& pvo]v ]
teneur en chlorophylle (Uddlingt al, 2007). Ainsi, les teneurs foliaires en chlorophylle ont été estimées
PE MAE u suE « E eolppince SBAD. Pour chaque feuille et chaque temps, la valeur SPAD

obtenue est une moyenne de 6 mesures uniformément réparties sur la feuille.

Analyse de la vigueur germinative

La capacité germinative des graines matures issues des plantes de gémsatyp2st Col cultivées
en condition limitante en azote a été évaluée. Pour chaque génotype, anibggraines par répétition
]}o}PJ<p ~vAde }vS [ }JE § <SE& S](] * % V¥ PvEESH"Zop&E P ®UIVPE U
d'Abeau Chesnes,Frane o8 £ S o[} e« geq®eES sukirpibfelilles de papier Wattman imbibées
[ M HeBEE ve o }°S o W SE] ~iT £ i1 ueX > ¢ }[fv J%SES & &uU
U] E}%}E UAE ~> UI}%}IE « § %0 . offoS W@ ]S TivEZ &8 G 9 [Zpuu] ]

relative. A intervalle régulier, les graines pour lesquelles la radicule appardissaitiu tégument sont




Fig. 1I.5. Exemples de graines [Arabidopsis thaliana considérées
comme germée®u non lorsdu test de germination.
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Fig. 11.6. Méthode utilisée pour mesurerla capacité [ <} E %ode] pM 1} des lignées RArabidopsis
thaliana Colet sagl2 aux stades végétatiket reproducteur. HATS : High Affinity Transport Systems, LATS :
Low Affinity Transport Systems.
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considérées comme germéesid@. I11.5. Une mesure du taux de germination a été réalisée toutes les 12

heures puis toutes les 3 heures lorsque les premieres graines ont commencé a germer.

Analyse du développement des plantules

Le développement des plantules issues des grasags2 et Col obtenues de plantes meres
cultivées en condition limitante en N a été déterminé par une mesure al@dsse. Dix graines matures

de 4 répétitions biologiques ont été semées apres avoir été stratifiées pendant 48 heurdd Héhsgar

~A 0 & P EU MPuUUB>—/e0 — pu ZeveU&EV + Bf meesdlp) » pE]S
U CE( Su ¢ }vs o (}v § %E 0 0 U VS % & (]9} H3S@E }MAIES §
[UV %0 A]JP0 » % Eu 35 v§ uJvs vl]E pv v]IA pEWNuU3]}IFX B A P% TGV %
semées sur les tubes contenantd®,9 [ P E ~AlA« }vd & p0oS]A * % v yEirdi ijJu@Ese o

sous 110 mmol M s! de radiations photosynthétiquement actives, une photopériode de 16 heures
(jour)/8 heures (nuit) et une température de 21°C jour/18°C nuit. La masshdrales plantules a été

§ CEulv i1 iJUEs %o@E ¢ * ule ~ N o[ ] [uXoW]"EESoE|uID/)SS]V]
Deutschland).

——t3 tf Zf L f'f..c—% of8cefZt Tif,et—cte i "f <o
génotypes

(1v uuE& €& o % 15 [ <} Eé& §énotyEsafi2dtEol ohEEtE aultivés
en hydroponie au stade végétatif (64 DAS) et reproducteur (85 DAS) en condit{ohgdikagraphe A.l.1).
Les racines des plantes sorties de leur milieu hydroponique ont étéesndeux fois pendant 1 minute
dans une solution de Cas@ MMV ~po( § 0 JuueU o P Euvde Z o Avs [ISE
5 minutes dans une solution dé°KQ; (nitrate de potassium marqué a 99 % 'aN) a 250 puM afin de
u suE& €& o - % 1S o [ <} E % S]HATE (HghBffinity TmSpart Systems) et a 2 mM
% IUE U *HE E 0 % ]85 ¢ [ *}E%S]}Vv [E % E 0 *Ce+3 uskig=d® ~>}A
6eX >[ «}E%S]}v E ]Jv ]E [E vepls § 31} %0 %o v SEXn%evs T (}]e
CaS®(1 mM) a 4 °C pendant 1 minute puis des aliquotes frais (-80 °C) et secs (@Ftues} réalisées
pour des analyses ultérieures telles que le dosag@Bu % Eu $§ v$§ 0 po &E pv % 15 |

[E % E &k og¥N mg! MS de racinesth
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Fig. l1l.7. Analyseur élémentaire C/N/S (EA3000, Eurovector, Milan, l&licouplé aun spectrometre de
massede type Isotope Ratio Mass Spectrometer (IRMS}et équipement aété utilisé pour déterminerla
composition élémentaire isotopique des échantilloes N. GC Gas chromatography (chromatographén
phase gazeuse) ; TCD: Thermal Conductivity Detector (détecteur & conductibilité thermique).
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B.1l. Analyses élémentaires et biochimiques

Détermination des teneurs en N et 15N

Le systéme utilisé pour déterminer les teneurs en N tot&iest un analyseur élémentaire C/N/S
(EA3000, Eurovector, Milan, Italie) couplé a un spectrometre de masse de ragpopidgse (IRMS de

marque Isoprime, GV Instrument, Manchester, Royaume-Big) (I1.7.

Pour chaque échantillon, 1,5 & 3 mg de poudre lyophilisée ont étésdépdans de fines capsules
en étain, de facon a injecter 80 a 100 ug de N dans le spectrométreadse. Les capsules contenant les
échantillons sont disposées dans un injecteur placé en téte de la cotimeembustion. Leur injection
ve 0 }o}vv [}JE£C S]}v <8 E o] ve v (opZ&vUZ QVpu- Add & E}pg
}Jvd ulv 8]}V % E o P 1 € }vl<p 3 o[ I}8 uleslpw |& Z v§]gBXve 4l
L VIA o }o}vv [}AEC S]}v ~KAEC HVE S & Spdo oJiii £ o
Une élévation de température (1600 °C) assutee E UV %o %} ES [}ACP v }v p]S pupuv  }u
§ S}S o * Z vS]oo}veX o0 <}ES] 0 }o}vvSH}MEAC 3UrvULBEL Z VEB]o
CQ, kK 8§ [}EC - E }v § [1}8 X > E p 3¢@Qestakors a&suiéedpar v E
% e+ P euE pv }olvv HL]JAGE u 3 oo]«p ofii £ P~ Po}vvo[ KE Sp 8]}v
CQ est réalisé par passages successifs sur deux colonnes contenant respectivement dugperdblo
magnésium et du carbosorb® (PDZ Europa).
>LE*S o0}&E-e Jvi § Ve 0 *% SE}u SE uee }TJo 8 [ }E 1]}v]
positifs ainsi formés sont accélérés dans une chambre électrique, @uissdpar un champ magnétique.

Leur angle de déviation est directement affecté par le rapport de leur massau(rt®ur charge (z). Toutes

les molécules de Nonisées étant de méme charge, leur angle de déviation varie dogoement en

fonction de leur masse. Ainsi, la déviation duddl masse 284N'“N) sera plus importante que celle da N
de masse 29{N*™N), elle-u'u  %oope Ju%}ES vE <« 00 ONPYE Les iansegontii ~
ensuite collectés par trois détecteurs. Les signaux qui en résultent sont ensuite ampiisiésapsmis a
un systeme informatique. La quantification du N est réalisée en faisant la soesngighaux obtenus a
partir des masses 281*N), 29 ¥*N'*N) et 30 {°N'*N).

>[ v oCe /ZD™ (JUEV]S ]E S uVv3 0 %}uE Vv3 P [ 1}8e «@]Ee ve
permet de calculer la quantité de N (QN) dans un échantillon :

"0OH/5
srr

A DA usSlE « Z o[ Z vs]oo}v

}z
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>S[ v v ]e}8}%]<pn ~ 9 P ouvs § vaodafumuless E o[/ZD"
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avecle®E A «<p v3]3ope[deasse 1I5etE A <pu vS]S  []*}8} %o u e i0

L'exces isotopique (E %) correspond a la différence entre I'abondance isotopiguéadtfiantillon et
of }v. v Vv SuE& oo X W}puE o-EU o- }v v Vv SuE ocov}v EEKE v % E
s0it0,3660 % :
g L# Fraxxr
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Les acides aminés sont extraits a partir de 10 mg de matiére séchelily®p repris dans une
solution de 400 uyl de méthanol contenant 0,625 nmol/uL devdbne utilisé comme étalon interne
(Sigma-o0 E] Z*X % & « iA ulJvpus « [ P]S §]}v o] ASE&I ]RY TjiI RuoSEo}C
pure sont ajoutés. Aprés centrifugation (12000 rpm, 10 °C, 5 minutes)idageant est récupéré, évaporé
S E % E]e vVve illi RU{E X S u 0 3 (JoSE <*pC&E pv (JoSE ~iUT Rue
tag Ultra Derivatization Kit AccQ (Waters) en suivant le protocole préconisé par le fafviars). Le
profil des acides aminés est déterminé en utilisant le systeme UPLC/PDA HvEtasse colonne BEH
C18 100x2,1 mm (Waters). Pour chaque échantillon végétal, cette analyse nous perrattrdarer (i)

les teneurs de 17 acides aminés différents et (ii) la teneur en acides aminées totaux.

B.1ll. Analyses protéomiques

Extraction et dosage des protéines solubles

Les protéines solubles sont extraites a partir de 200 mg de matiere fraicheefiméroyés dans
un mortier v %o @E * Vv [ Igeset dd 500 pl de tampon citrate-phosphate (20 mM de citrate, 160
mM de phosphate, pH 6,8 contenant 50 mg de PVPP). Dans le cas des extraitjugsos&rvant a
o[ v oCe e 3]A]S ¢ % @E}S +]<p *U o e-phodptae sontSremplacés [day GEOSuI
[ M *J}v]e tuu E ] Set%al.,(ROM)} es&chantillons sont ensuite centrifugés (1 h,

12000 g, 4°C) avant de récupérer le surnageant contenant les protéines solubles.

La concentration en protéines est déterminée en réalisant un dosage colorimgtiequ

microplaque basé sur la méthode de Bradford (1976). Afin de réaliser cgeJa®@0 .L. de réactif de




20 pg de protéines, 10 pu de BSA et du DTN sont
ajoutés a 200 pL de tampon sodium acétaterfda ; pH 5,5)

I I Inhibit.eurs de
I DMSOI I DMSOI protéases
I (50 pm)
| |

Incubation de 300 minutes
(37 C)

| WE 1%]3 8]}v +» %E}3 Jv ] o[ 8}v Po ]o

v v v

L o L300 U300 + inhibiteu]

[

Resuspension des protéines dans du tamppn
de charge 2X et séparation sur gel SDS-PAGE

'

<BSA
<RBLC

1:O t300 t300 + inhibiteur

Fig. 111.8. Protocole utilisé pour o[ v o@e o[ §]AleS différentes classesde
protéases.>[uS]o]e S]}v []d&€prdtéagesassociéau suivide la dégradationde
différentes protéines endogénes (ex : RuBisC&)exogénes (BSABSA : Bovine Serum
Albumin, RBLC : RuBisCO Large Chaigel présenté montre les bandes correspondant a

la protéine exogéne (BSAgt endogéne (RubisCO, RBLC) dam$ A & pictéines
foliaires non incub€(t,), incubé 300 minutes sans inhibiteude protéases(t,,y) et incubé

300 minutes aveaun inhibiteur de protéases(t;og. inniview)- 2@NS cet exempleo [JvZ] ]88 pE&E
utilisé est B4 spécifique des protéases a cystéine.
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Bradford (BioAssay dilué 4 fois, Bio-Rad, Mdar€equette, France) sont ajoutés ii Ro [ ASE ]85
% E}S J<u % E o0 o u vsS Jop ~TU A I il (}]e*X %)EE- Vi ulSusd cp@Ev p
a 570 nm par un lecteur de microplaque (TECAN, Mannedorf, Suissejhckatcation est déterminée a
% ES]E [uv P uu 3§ o}v « Epu [ o p-Aldvich)dafties eorcdntrafldhs sont

comprises entre 0 et 0,8g. .L:.

on)oio Tj: ZTf___—(N(—i T:t' T(AAirbt%'SQS. ...Zf":l:. T:t '

>[ 3]A]8 % E}S }oCs]cp e J(( & vS ¢ 0 oo« 8 BEE n¥]}v% E ¢
vitro %o E}S ]Jve V %E ¢ Vv ~IH vive []vZ] ]S HE* % ]J(]<u pv 0 ¢
protocole adapté de Girondét al., (201%) (Fig. 111.9.

20 pg de protéines solubles sont incubés dans un mélange réactiom26I0dul contenant 50 mM

de tampon Na-acétate (pH 5,5), 2 mM de dithiothreitol (DTT) eudGde BSA servant a contréler
0[Z}u}P v ]88 M  %€3 ul]e P ouvd <«<uvs](]  of 3]JA]S %E}S e]cu -~
(}Jo] ]E ++X W}pE v oC+ & o S8]JA]S ¢ J(( & VI¥Z] pSepn&E «%hbo QIS P Y\
classe de protéases, E-64 (protéase a cystéine) ; Aprotinin (protéase a s&apstatin A (protéase a

*% ES § ¢« Jou Ve 0 Ju 8ZCoeuo(}E] ~ IEso}vS]AIRS BoEWS} L@ 33
(TRa*U 0[]vZ] 13 UE % E}S + ¢ JdESDMPOs3]8p % E T Ro

%o@E&E * i}uS pu o vP E S]}vv oU 0 ¢ % E}SiJwu> JvSSEv BME ]] %o |3

soit immédiatement pour obtenir un témoin sans dégradatiay), ($oit apres incubation au bain marie
durant 300 minutes §bo) a 37 °C sous agitation. Le culot obtenu aprés 15 minutes de précipitatiég a
puis centrifugation (15 minutes, 16 000 g, 4 °C) est resuspendu dans dartatepharge 2X (140 mM
sodium dodecyl sulfate, 200 mM Tris, 20 % glycerol, temiércaptoethanol, 0,3 mM Bromophenol Blue).

% E& ¢ VvV SUE SJ}v ¢ %E&}S Jv e %o E Z p(( P 61 £ %pl v *¥Se i%ou@E us e
(10 minutes 150 V puis 25 minutes 200 V) sur un gel SDS-PAGE prechise $feirf4-15 % acrylamide
gradient; Mini-PROTEAN® TGXTM Stain Free, Bio-Rad,|IM@oaguette, France) et scanné sous lumiére
UV avec le scanner o} | (Bio-Rad, Marnéa-Coquette, FranceX >[ v oC- * %o E}S Jv o []V?
cu] » EAJE}IVS  <u vE](] E o 3]A1S % E}S e]cu e J(( E€oyPl*] O oo »
/u P > (Bjo-Rad, Marnéa-Coquette, France). Concernant les extraits protéiques foliaires, nous avons
guantifié la protéolyse a pH 5,5 en suivant la dégradation de deux protéimesgratéine exogene (BSA)
apportée en quantité constante et une protéine endogene (la grande sous-umité RuBisCO : RBCL).

Pour les extraits protéiques racinaires, compgtev p o[ -V Zu 1 KU o PE S]}v o




Tableaulll.2: Présentation non-exaustive des différentes sondes (fluorescentesbiotinylées)
permettant la détection des différentes classede protéases actives ainsi que les inhibiteurs

associés~ [ %oRatricelliet al., 2001 van der Hoornet al., 2004 Kolodziejeket al., 2011,
Hoorn and Kaise2012 Luet al., 2015).

Sondes
Sondes
Classes de Sous o avec un o
. : Inhibiteurs avec un tag Références
protéases familles tag
fluorescent o
biotine
van der
PLCPs E64 MV201 DCGO04Hoornet al.,
2004
protéases a Aleurain- Luet al
cystéine like E64 FYO1 N
2015
protease
Luet al.,
VPE AcYVAD-cmk JOPD1 2015
Protéases a DFP ou FP Patricelliet
sérine Aprotinin PR biotin al.,2001
p - Kolodziejek
Protéasome Epoxomicin MVBO072 MVBO072 etal, 2011
p 1-10
Metalloprotéases Phenantroline - - -
Protéase a .
Aspartate Pepstatin A - - -
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protéiques (masses moléculaire®5KDa; 76KDa; 50K 37KDa) correspondant & des protéines
endogénes a été suivie.

>[ §]A]E % E}S }oC&E]«p & o0 po: 0 uv] E ep]A vs

~ie >[ 8]1A]18 % E}S }oiEXpriméeEhiugn, crsdW i ughprotéine totale):

E:fh jx_d[i Z71 d'E:?ZA:fh jx_d[i Zi_djB&hz?j 4
TPact: ejx_d[i Zi_dj hF— ejx_d[i zZi_dj h,JH_

- OuQ représente la quantité de protéingsgj
Erum, 744

(2) Activité des classes de protéases.{fe@primée en %) :

PGy = Eithejr d[i zi_dja®Einejz d[i zi_dijgne@ Ethejr d[i zi_djaPEihej+ d[i zi_djshepuo @
ct =

= Hsrr
Eifhej+_d[i zi_dj@hzj

cfZ>ef Tt Zif..—<"<—% tie UivifAteecZxifok’e T ofetio

fluorescentes

>[ &4 Ales protéases a sérine[pv  AESE 15 % E}S ]« }vi§ v v 0 % E}S ]v
déterminée en utilisant une technique appelée ABPP pour «Activitydgngiiotein profiling ». Cette
§ Zv]l«<p (18 & ( ® v o[ud]o] Egpendanteswossédant A sag fluorescent (ou
1}38]v *» % J(]J<p [HV O oo (PatdEglBet al, 2081 Avan der Hoorat al, 2004 ;
Kolodziejelet al., 2011 ; Hoorn et Kaiser, 2012 ;dtwal., 2015 ;Tableau I11.2
Pour réaliser cela, 20.. P [ £SE& ]Ssdat Bcubé$ dans un mélange réactionnel de 200
contenant du tampon tris (50 mM, pH 7,5). Le mix est incubé durant 30 minutespétaemre ambiante
(Jv [ 8]A € o+ % E}3$ -+ 0,25AMde sdndé FB-Rh (sonde fluorescente spécifique des
sérines protéases ; Patricedlt al, 2001). En paralléle, deux témoins avec et sans sonde sont réalisés,
Z UV Iu%o}e [ it vde cRagi@ échantillon auxquel est ajouté 0,28 de sonde FP-Rh ou 1
de DMSO pour le contréle sans inhibiteur (NRC E} %o E } }JVSE}oeX % & ¢ o[]v p S]}v
AESE ]S upE vS i Z pE S Uu% & SpPE Ul vs U «dpu% E3ES]¥]Pve}ss o
précipitées par additon de u> [ S}v Po ] oX % E * % E ]%]S S]}v HE vS in
protéines sont centrifugées- i u]J]vus U i0 iii PU 0 £ ¢« % &u $S vS o[} S vS]}v [upv
resuspendu dans du tampon de charge 2X (140 mM sodium dodecyl sulfate, 200isn®D % glycerol, 5
% t-mercaptoethanol, 0,3 mM Bromophenol Blue). Aprés dénaturation des protéines pafifadpga 90
£ % v VvS i1l u]lvusS U o ASE ]S % E}S J<u % 5] > b @GV S pali$pREs « ifdis
PAGE (gel de concentration de polyacrylamide & 6 % (p/v) ; gel de sépa@tpolyacrylamide a 12 %
~ %0l Aee o[ ] [V § u%o}v ul]PE 3]}v d®1-%"; 1920¢M] v pH~8,8). LD




Tableaulll.3. Composition des gels SDS-PAGE utilisés plaur

séparation des protéines foliaires lors des zymmogrammes
[ 3]Agrétéasique.Legel SDS-PAGE est composgp gel

de concentration (6% [ E Co ef [+ 9eldeséparation

(10% ; gélatine 0,1%)SDS : Sodium Dodecyl Sulfate, APS :

Ammonium Per Sulfate.

. Gel de Gel de
Produits . . .
concentration separation
% Acrylamide 6 % 10 %
Acrylamide 30,8% 3mL 8,1mL
Eau ultra-pure 8,6 mL 10,3mL
Tris (1 M pH 6.8) 4mL /
Tris (1,5 M pH 8.8) / 6,25 mL
SDS (10%) / 250l
TEMED 22 L 12,5L
APS (10%) 92 uL 62,5 uL
Gélatine / 0,1%
h
h
h
h
h
h
h
h

Fig.I1l.9. zymogramme [ $]Aprdtéasique obtenus a partirde
protéines solubles extraitesde feuilles [Arabidopsis thaliana
Apres colorationdu gel au bleu de Coomassie R-250, des zones
blanches (indiquées par les fleches rouges) correspondent a des
zonesou des protéases sont présentest ont digéré la gélatine
contenue dange gel.
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(OU}E « v © % @E}S Jve u Ecu *» % E 0 ¢ o}v o <SVAEWWZE " o] ]
proteomic Imaging System (PerkinElmer) grace a une excitation a 540 mrma étmission a 590 nm. La
(Op}E » v *S <«u vS](] o[ ] (Se¢hneigedt &l.@2012).P

efZ>et tt Zif..—-<<—% "V'—xfec*—t ti—e FE-"fc—

zymogramme

> ¢ ICU}P@E uu * «}vd E o] « e%ro@EsdsBolupleE ommSprécédemment
décrit par Dominguez et Cejudo (1996). Brievement, les extraits protéiquesliflérentes répétitions
biologiques sont poolés. Pour chaque échantillon, ag8le protéines sont ajoutés un volume identique
de tampon Laemmli santmercaptoethanol (Laemmli, 1970). Les protéines sont ensuite séparées (15
minutes a 150 V puis 1 heure a 200 V) par SDS-PAGE (gel de concentration de polyacryl&briok)s; 6
gel de séparation de polyacrylamide a 10 % (p/v)) contenant 0,1 % de gé[atip (Tableau III.3. Aprés
0 U]JPE S]}v Vv % E < vde njigratiédn TIN&/$IDS/Glycine (25 mM ; 0,1 % ; 192 mM ; pH 8,8),
les gels sont incubés pendant 45 minutes dans 25 ml de 2-propanck(2%/v) pour favoriser la
E v SUE 3]}V ¢ % E}S Jv « A v3 [pBIE lIsEojw ensuitedriculpesonigadE 16 heures
a 30 °C dans 100 mM de tampon sodium acétate a pH 5,5 contéantM de DTT afin de favoriser la
dégradation des protéines par les protéases présentes sur le gel. Aprés inculestigels sont colorés au
bleu de Coomassie R-250 20,25 %p v3 16 086 Z pE « A vs [I3E }0}E *» % E ]v
mélange de méthanol (50 % ; v/v), acide acétique (10 % ; v/v). Ledbl€loomassie permettant une
coloration en bleu des protéines, la présence de bandes plus claires sur le gel indiquisguadation de
o Pos8lv 8§ }v 0 %E vV [UVv Fig3NAS W EES(]Jv]EU~0 « P 0 ¢}vs « v
du systéme GelDoc. Apres découpe des zones de gel correspondant aux zones cleégsengage est

entreprisafindereZ E Z E 3§ [] Vv3](] E 0 » % E}S = o S]A X

'_"“_i.'f%oi TT_.:I: ,,f'Ti ””_:I-BF“L_G/MS]C”

Les bandes claires obtenues lors du zymogramme ont été découpéesieafigaliser une
identification par la platef} E u WE}S }ulcp W/ArN ZK o[/&Z DW WX >0fhv]A &
Voo JU% ¢ *}vE 0 A ¢ %ope] HE* (}]* O U %op]elCOoBUMNKU % E + C
1P «S]}v. 0o SEC%-]v S (( sSp uE vS S}usSusdjwg]s ~dfpjosS]WMAK.C

I, PerkinElmer). Les fragments de gel sont ensuite incubés deux fois peBdaimiLtes dans une solution
[ S}v]SE]o %op]e v  (}]* % v vS ifi u]lvusi 9 we Lv SEIUSPIE} 18]«

permettant I'extraction des peptides des bandes de gel. Les extraits peptidspueensuite séchés et




Tableaulll.4. Composition des différents tampons ANODE 1, ANOD& 2
CATHODE nécessaires la réalisation du transfert de protéines sur
membrane PVDF.

Produits Tampon Tampon Tampon
Anode n°1 Anode n°2 Cathode
Méthanol 35% 35% 20%
Trizma-Base 0,3 M 0,025 M 0,025 M
SDS 0,10 % 0,10 % 0,10 %
Glycine / / 0,04 M
pH 10,4 10,4 9,4
Cathode
= |
™
s S |
) £ { I Tampon cathode
7 g
|
c =
©
= gel SDS-PAGE Tampon cathode
=)
g®) membrane PVDF 1 Tampon Anode n°2
n
c s
D @ | Tampon Anode n°2
N £
= } Tampon Anode n°1
=
v 1

Anode

Fig. [11.L10. Schémadu montage réalisé pourle transfert de protéines du gel SDS-PAGE sla
membrane PVDRFUtilisationdu systeme de transfert semi-sec PierceG2 Fast Blotter (Thermo Scientific,
Bremen, Allemagne).
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E % E]e Ve 0 S U%}v [ opS]}lv ZE}u S}IPE % Z3@E]0 }¥S18Wi 9 1[9] [
méthanoique le tout dans de l'eau. Les peptides sont enrichis, séparés et analysés d'U@ié820
Accurate-Mass Q-TOF LC/MS équipé d'une interface HPLC-chip cube (Agilent Teshridasgy,
France). Ensuite, les données de fragmentation sont analysées a I'aide du Mg&seHunter (version
B.06.00, Agilent Technologies). Pour l'identification des protéines, les listes de pics MS/MS sdes extrai
converties en fichiers au format mzdata.xml et comparées a la base de données désagratéaide du
moteur de recherche MASCOT Daemon (version 2.6.0; Matrix Science, Londres, Royaunes-Uni). L
recherches sont effectuées sans modification fixe mais avec diverses modifications pgiatitox des
méthionines, la carbamidométhylation et la carboxyméthylation des aysséet pour le pyro-glutamate

(Nter Q et E) et avec un maximum de deux clivages. Les spectres MS/MS sont recherchég avec un
tolérance de masse de 20 ppm pour les ions précurseurs et deaQbW les fragments MS/MS. Seuls les
peptides correspondant a un score ionique individuel >24 sont pri:empte. Les protéines avec deux
peptides ou plus correspondant a la séquence protéigue ont été automatiquementéodss comme

une identification positive.

Immunodection des protéines (Western-blot)

(1v § SE& 0 %®& Vv }u V}v % (E}S ]vblets phv&téEehalidds. « t S @
W}HE o U 7i RP % E}S ]V » ejou 0 ¢ E %+ A vemguceptaethaol > uuo]
(Laemmli, 1970) sont dénaturés par chauffage a 90 °C pendant 10 minutes. lé@segreont séparées
sur un gel SDS-PAGE precast Stainfree gel (4-15 % acrylamide gradient; Mini-PRGKEM\&iain Free,

Bio-Rad, Marnda-Coquette, France). Ces gels ont la particularité de contenir des composés téfeog
qui réagissent avec les acides aminés tryptophanes des protéines grace a unenrialttite sous UV a
o[ ] M e vvE "0 } i ¢ upv] o o}P] JRad)/ueBcarravant-le] fransfert sur

membrane PVDF permet de contrdler la qualité des dépbts.

Apres séparation, les protéines sont transférées sur une membrane de polyvinylidieoeide
~Ws &+ o ] SE}]* SsAadden°] And@e n°R et cathodepleau Ill.3. La membrane
s [ }&E <pu]o] & o[ ] isouq agitatjon : un]bain dans du méthanol 100 %
% Vv vS ifA ¢ }lv ¢ %opul]le puv v il ul]vps « ve ov p i3 teblgads €]v]E p
tampon anode 2. Le gel est ensuite équilibré pendant 20 minutes dans le tacapoode. Ensuite, un
« sandwichi SE ve( ES 3 E 0] o[ ] ( u]oo = %o %] e tZ Su v Ju
§ U%}veU u%]o <« ve 0[2€EuilEs imprEdnées du tampon Anode n°1, 1 feuille dans du

tampon n°2, la membrane PVDF, le gel SDS-PAGE et pour finir 4 fedliges du tampon cathode







Chapitrelll : Matériels et méthodes

(Fig. I11.10. Le transfert des protéines du gel sur la membrane PVDF dure 10 minute\&r@ bia le

systéme de transfert semi-sec PierceG2 Fast Blotter (Thermo Scientific, Bremen, Allemagne).

Apreés le transfert, la membrane est incubée toute la nuit dans du tampon TBSTafkisebmM,
NaCl 150 mM, Tween-20 & 0,15 % (v/v), pH 8) contenant 3 % de taidilRAprés 2 lavages de 7 minutes
Ve H 3 u%}vd~rdU o uu Ev Ws & 3 ]vu HE vS (EZ p@® %Av of
(anti-SAG12 1/4000 ou anti WSCP1 1/2000 dans du TBST) soigneusement lavée avec 5 hamgeke 5
dans dud "dU %op]e Jv M Hv e }v (}]= 1 Z2 p&E A o[ v3] Hapihe « }v ](
couplé a la peroxydase de raifort (1/10000 dilué dans du TBST, Bio-Rad@hiR 3 lavages de 7 minutes
dans du TBST suivis de 2 lavages avec du TBS (Tris-base 10 mM, NaCl A88Bnébnt réalisés. La
§ §]}v 0 % @E&}S ]Jv Juupviu E<«p o (( Sp ofi] % @}S Mv] E UWREYPW .
System (PerkinElmer, Courtaboeuf) de la plateforme IMOGERE (Université de Caen Mo@Rr&tCORE)
permettant la détection de la luminescence émise par la peroxydase fi¢} ES o0} Ees<u[ oo 5§ v }v
avec son substrat (kit de réaction de chemiluminescence ECL, Bio-Rad).
Un marqueur de masses moléculaires spécifique au western-blot est déposé en méme temps que
0 % E}S Jv ey o P oX /o 0 % ES] po HEHRB (Bi¢gFa@ qui sodsit assiE o0 S

de la chemiluminescence avec le kit de réaction de chemiluminescence ECL (Bio-Rad).

Immunolocalisation des protéines WSCP1 par microscopie

> ¢ §]eepue A P § pAE *}v3 %o @icoe £ mm de[diartel €& mis dans une solution
fixatrice (4 % paraformaldéhyde, 0,1 % Glutaraldéhyde en tampon cacodylateiden$hdl M pH 7). Les
tissus sont placés sous agitation 15 minutes puis sous vide pendant 1 heure déimedpénétrer le
fixateur. Les tissus sont rincés avec du tampon cacodylate de sodium ®I7Mouis remisés a 4 °C toute

la nuit dans ce tampon avec 0,5 % paraformaldéhyde pour leur conservation.

Le lendemain, les tissus 8& «ZC & S« o] %oOUe] WESs Jve it ulvpus
el ee](e ve o[ o }}o ~6i xe&miénatard ambiadte. lls sont ensuite imprégnés avec la
résine LR-White HARD (Thermo Fisher Scientific, US4) ] ] v ssifgide résine éthanol (25 %,
Al 9U 6f 9« [uv HE i Z u&E 11 Z pv *}ue PSP v> S uZbov & o304 E

sont ensuite incubés toute la nuit dans un bain de LR White (100 %). Le Enddeux nouveaux bains

de 1 heure et 3 heures dans le LR-White (100 %) sont appliqués. Les tismrsssintplacés dans de la

résine LRtZ]S % dE S u]e % }oCu E]s E % v vS 160 Z pE « Nni £ Ve o
of] ]JEX > & e¢]v 8§ vepu]s ujpo 8s épaisieuits (2 a 5 prhj 60GE réafisées a




Perméabilisationl Tween-20 %30 minutes)l

v

Ringage I PBS5 minutes) I

v

Blocagel PBS-BSA 380 minutes)l

v

Rincage I PBY5 minutes) I

Anticorps primaire

anti-wSCP1, 1/1000,
PBS-BSA 1%

(toute la nuit)

Témoins négatifs
PBS-BSA 3%
(toute la nuit)

Marquage

Tampon PBS-BSA 19
(5 minutes)

v

Anticorps secondaire,
Alexa Fluor 488,

1/500, PBS-BSA 1%

~1Z o[} * pd

v

. Tampon PBS
ngagesl (5 minutes) | X3

v

Eau ultra-pure

(5 minutes)

v

Eau ultra-pure
(5 minutes)

v

Milieu de montage |

Rincages X4

Marquage

LILAL
(7218
°

Montage | Fluoromount (ou sans)

Lutage de la lamell
avec du verni

Observation au
microscope confocale

Fig. lll.11. Protocole utilisé pour arhimunolocalisation en microscopie confocale [pv
protéine (WSCP1 dans cet exemple) sur des coupkesfeuilles sénescentes Arabidopsis
thaliana.
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o[ ] [ pv-micadt@me (Leica Ultracut R) avant de les déposer sur une lame adhésive et les laisser

e+ Z & <g o< s ulvpud + o] SpA iE X

Aprés fixation, les coupes sont immunomarquéesig( IIl.1). Pour cela, elles sont

imperméabilisées avec du PBS-triton X100 a 0,1% pendant 10 minusesnpges deux fois avec du PBS
durant 5 minutes. Ensuite, un blocage des sites non spécifiques est réalisé 3ramutes dans un bain
de PBS-BSA 3 % sous agjtati S S U% E SUE u ] vs +u]A]l [uv E]v P N ujvy

00 * ¢}vd vepl]s Jvpu < A o vi] }EWSCRTHE]IILODEIans do PBSBSA §%0)
durant toute la nuit sous agitation a température ambiante en condition iaenpour éviter tout
desséchement. Des coupes témoins nonpinc ¢ ve o[ v§] } E %ont%aisEdas ddis la solution
de blocage (PBS® 1T 9¢X vep]S$ U 0 E]Jv P« [uv uHE&E A ulJvusS ¢« Z pv *}vs
BSA 1 %. Une seconde incubatioh o[ v8] }E %+ * }v ]Elapin Alexa Fiior 488 ]1/500
dans du PBS-BSA 1 % ; Thermo Fisher Scientific, USA) est réalisée durant 2 heures a tempidicaitae a

§ o[} HE]E e<}ue P13 38]1}v cpulA]l % E i E]v¥PPBS et f rindages de 5A TR
ulvus « A 0 [-pupe.lumé @géutte de milieu de montage Fluoromount (Thermo Fisher Scientific,
hn o o3 i}pusd A vs <p o[ Z v3]oo}v *}]8 E }wA &8 [puo[ p u 0A Evpo
ongle. Apres 1 heure de séchage, les coupes peuvent étre observées au microscope (Ohfiogals FV
fiiieX >[ v§] }E %o ¢« }v ]JE o A& &Ou}E 00600 @ (G}&E E]JvS]<UATH WS

apres avoir été excité a 488 nm par un laser.

B.V. +-S‘'t1fe tifeflMomdléculaires

Extraction des ARNs totaux (ARNs) au phénol chaud et Reverse

Transcription

BN

Les ARNs totaux sont extraits a partir de 200 mg de matiére fraiche foliaineaainaire
% @E 0 0 uvS E}C e Ve puv ulE3] & Vv % E <eestrepribBiveo FSA L de > %o}
S U%lv [ £ASE S8]}v ~>] o iii uDU dE&]s =« iii uDBes 8 O6iRTuDY " %Z ¥Ya
chaud pH 4 préalablement incubé a 80°C. Aprés un mélange au vortex pef@dauohdes et ajout de 750
uL de chloroforme/alcool+} uCo]<p ~181i AIAsU o[Z}u}P v § g BminutdsFy (@)PLe ~ifiiii
surnageant est ensuite prélevé et 750 uL de LiCl 4 M y sont ajoutés. Apragitad AC, une centrifugation
de 20 minutesa 15009 & £ % Eu S [ oJu]v E o eupEvVv P vS § [} SNV]& uv po
E % E]s A {11 R> [ H 8 EJo X > +}ouS]}v [ ZE3 3E & u]¥3 %opEJE] e-




Tableaulll.5. Séquences nucléotidiquest température de fusion (Tm) des différentes amorces
utilisées pour o[ u%o 0] (]pad PBRou Q-PCRde genes []vS @uXe références) Pour
chaque genele nombredecycles [ u%. 0] (] PERIGRECR estindiqué.

SAG12

AED1

pSAG12::
WSCP1

WSCP1

EFl+

18S

Séquences nucleotidiques des amorces

Sens
PCR
Anti-sens
Sens
Q-PCR
Anti-sens
PCR Sens
Sens
PCR
Anti-sens
Sens
Q-PCR
Anti-sens
Sens
QPCR/
PCR

Anti-sens

5'-

V o J]JvS E!Se.

GGCAGTGGCACACCAMCCGGTTAGL,5°C

5-AGAAGCMTTCATGGCAAGAGCACeS,7°C

5-CATCAGAGTTCGTTAGGGTA-

5-CTCGTGCTCATCTCGAAT-

i [ dd d' 'd d dd "' 60.4°C
A[ d' ' ddddddd d 'dd d5c}14°'|'é
Ai[ ''d d ' d'dd dd d d 61.9°C

Genes de références

5-GCCTGGTATGGTTGTGACCT-

5-GAAGTTAGCAGCACCCTBIGG-

FCGGATAACCGTAGTAATTAFAG-

FGTACTCATTCCAATTACCAGAC-

Nombre de
cycles

26

40

25

25

40

40/18
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o[ ] H <]8 Y] Pv ZE «C D]v] <]8 v <pu]A v3 o (}¥%E}Pr 0E % E BwW!
Coutaboeuf).

Les ARNSs totaux sont dosés par spectrométrie UV (BioPhotometer, Eppendorf, Le PecjaFrance

101 vuU pv pv]s [ *}E v 0l vu JE®E PRBPWU vA v®dicwPX Rp 0]8 * 2
113 A E](] %oE ¢ » % E S]}v *HE P o [ P E}e i9X W}pE o i RP [ Z
i R> A o[ H S EJo }vS S i}pus ([leR de brognapbeial 0,02526 (B/R),

ACov Cv}o iUITA 9 ~%IlA+U PoC E}a ii9ithA LA « % | SEXWfeBEaMIde $Z] [
désionisé 615.L. mL! et formaldéhyde 188.L. mtY). Aprés 9 minutes de dénaturation a 70 °C et
refroidissement brutal sur glace, les ARNs sont séparés (1 heure, 50 volt en présenceate sadium

§ 8 iUAye espyE pv Po [P &} 1 9 }vs v vO5u9/miE LeguARN spnEZ] Juu
Alep 0] ¢ s}pue hs v p3lo]s v3 0 +C+3 WDoc [Bio-mad MarfgeCdruette)afin de

vérifier leur qualité.

> eCv3Z e [ E *Ju%o E]v % E E A E+ SE ve E|BFPLeDNEde 3 @
synthesis » (Bio-Rad, Martee-Coquette). Ai RP u SE] }u% o $§ oUn R> A o[ |
ijus « TUA R> D]AE /+ E]%3 Ay ~ }vd vvs o RIE[ vIiEuPE AdiGEe
transcriptase IScript. Le mélange obtenu est incubé pendant 5 minute$@ @bis 30 minutes a 42 °C et

pour finir 5 minutes a 85 °C afin de stopper la réaction de RT.

Polymerase Chain Reaction (PCR) et quantitative Polymerase Chain
Reaction (QPCR)

> e (E S]}ve W Z «}vS (E o]+ ABNc @sodaiBJ€ERT) auguel sgnt ajoutés du

S u%o}v W Z yi ~AhlRo«U 1Al RD EdWeU SIUOS] RDs %} EH e ve Z <
P v []vSTaBleduHl.5et 0,5 M de Taqg polymérase (MP Biomedicals, lllkirch, France). La réaction de
polymérisation est réalisée dans un thermocycleur (Applied Biosystems, Cceufalboance) utilisant le
programme suivant : apreés une étape de dénaturation de 5 minutes a 95 °C peer &flaq polymérase
~Z}8 8§ ES* § v SUE E o - edePBwtapps repdiéasX fois (X Etant spécifique de chaque
P v « []v3allbs Ill.5 comprenant une étape de dénaturation de 30 secondes a 95 °C, une étape

[ZzC &] S]}v ¢ ulE - e }v o A6 £ § pwuv SupvpsS Gladimt 5]} v
réalisées. Chaque réaction de PCR est terminée par une étape a 72 °C de 10 minutes.

o (]v 0 W ZU pv 0]<u}S ¢ % @&} plSe [ u%d)] (J]132]}V * s SuevcpPyv

sont alignés (Multalin Interface) avec la séquence nucléiqueo|[ E M Pv J]o (1v A E](]

c% 1(] 1% 0 W ZX >+ U%O0]Ju & * *}vE © % & » %o & 0 SE}%Z}E « o
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1X contenant 05 ugmL  E}upE [ 3Z] Juu ~ dee 3 E A 0 ¢« %UJEEObDEBU]W 5]}V

utilisant le scanner Gel-Do¥ EZ Scanner (Bio-Rad, Matagzoquette, France)

> «p vS](] S]}v of A% E <]}v <« ](( GpavR¥-dPCRe en utlisaEleso ]
e <pu v ¢ [ u}iddigwées dans l@ableas lll.5X W}uE o U 0 R> [ E Jeepue Zd ]
sont ajoutésfiii vD [ u}®E ¢ ve § v8]e ve S iy "z Z'E v W Z DusS®D]A }»
Taq polymerase (Bio-Rad, Marl@e€oquette, France). Les Q-PCR sont réalisées dans un thermocycler
CFX96 Real-Time System (Bio-rad M#ar@equette, France) programmé de la maniére suivante : une
§ % [ S]A 8]}v OA £ % Vv VS T uJvpsd ¢ cu]A] VEUE B]pv [pfi £5 %pE \
iAo }v ¢ % pu]le % E pv § %dongdtiof d&40 Sdcowmtles & 60 °C. Pour chaque couple

[ UJE ¢ ¢« ve & Vv8]e ve % J(J<p [pVv PV ] 0o U pv o Whvd EA 0] 3]}V
o (]v Z <p C 0 V %%O0]<h VS 0 % E}IPE uu [Nopgsd)vic B v TRY;
iliiu fliii & iliiiie % @®}A v v [uv Z vS]oo}v }HUOER v 5§55 § ¥ [ A

A o] 3]}V % Eu § %}puE Z <p Ip%o [Uu}E W ZAdEJAJo®uda K3 'FXE %
de 1), la valeur seuil de fluorescence a appliquer pour déterminer la vaéeaycle treshold (Ct) dans la
%Z o FAE%}Iv vi] 00 [ U%o0](] 3]}VX W & ]Joo UEN]I3E * ®}@E%O]ECR &
également vérifiée en réalisant une courbe de fusion (augmentation progressive depértgnre de 50 a
90°C, incrémentation 0,2 °C) permettant de suivre la libération de fluorescence ltasddshybridation

e U%O0Ju E *U 0 %E& * v [LV ¢ HO %o] (OU}E*%0 V](]%EE < P Uy E&E [pX
Enfin, la spécificit v[ & (Jv]3]A u v A o] CU[ %o @E * ¢ <p VvV P % E uu v3§
classique.

Pour chaque échantillon, les RW Z ¢}vs (( Sp ¢ spyE T & % S]S]}ve ]J}o}P]cu

E o §]A [uv P Vv ] o ve Z «<U Z vBparéé\a cetewsnoéchantiion témoin
~ }vSE}oe § ¢S o0 HO o[ Heltadela Cti 3Z2% 5h v p3Jo]e v o— <p $]}v opu]A

E% E «+]}v E 0 §]A P45 [Jve EIE A1

4 8 AgeneSinieClgenes de menagdpour les calculs, la moyenne géométrique des Ct obtenus pour deux génes

de ménage, a savotF10et ARN18S ¢S psS]o]e ¢ S séhfed Sudt S

Compte-S v 0 (}J}EuUpOo U o[ A% E e++]}vchez IZtémoinRsivégalg i@ g [aedire

1 et sert de référence pour § Eu]v & o[ A% E ++]}v E o 3]A (Livakdét Schmiigeny s « S E ]
2001).




Tableaulll.6. Compositiondu‘tampon de coloration utilisé pour
la révélation de o[ §]Alglucuronidase (GUSHans les
différents tissus des lignées [ArabidopsispSAL2::UIDA.

Produits Tampon de coloration

Tampon phosphate (pH 7) 50mM
Ferricyanure de potassium
2mM
(KsFe(CN)
Ferrocyanure de potassium
2mM
(K;Fe(CN)
EDTA 20mM
Triton X100 0.05 %
X-Gluc 1 mM

Incubation dans le
tampon de coloration

pSAG12::UIDA (37 °C, toute la nuit)

——>

Fig.lll.12. Exemplede coloration GUS obtenue sunne feuille de lignée pSAQA2::UIDA
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Coloration GUS

> 0} o] 8]}v S]eepo JCE Of £% E +«]}v u P v 31INT @[} SJALS %o
GUS dans les différents tissus végétaux (feuilles, racines, tiges, siliques). Pour @& fidsyd récoltés
*}vs JE S uvsS Jvipu - Ve UV S U%o}V %oZ}e%Z S ~3 U%o}V OloZt}e%oZ S
mercaptoéthanol 1 %) afin de limiter le stress oxydatif. Les tissus sont etranigéerés dans une solution
de coloration (tampon phosphate 50 mM a pH 7, 2 mf#e{CNy) 2 mM KFe(CN)U TiuD [ d U iUIRA
% Triton X-100, 1 mM X-Gluc § }v3 o[]v(]oS&E 3]}v Ve 0 ¢ §]eepue 5 ( A}E]- o
minutes. La coloration est obtenue aprés incubation des tissus toute une nuit a Bati€ai 111.9.
Afin de mieux visualiser la coloration GUS (couleur bleue), les tissuspthlbiens sont décolorés
% E Jv u 8]}ve e eeJA e % v Vv3 i Z pE Ve e ¢}10US]§gve9X $Zev}o
Z vS§]Joo}ve ¢}v8 veu]S %0 ¢ venol& 50 Yopuis]dans fluggBcérol a 10 % avant
['SE U ¢}]85 u}vs « vSE o u § 0 u oo U <35]%; low oplting point; Rath) Bt E} »
coupés au vibratome (Microm 650v; Thermo Scientific; USA). Les échantillons péeerdnservés a
4°C ou directement observés au microscope (AX70 Olympus, camera olympusap@spitig. I11.12.
hv } « GEA 3]}v e}pue hXsX Pouvs 8 E o] u(ds vi§ v]&EAuE ® pe]Pv]
ujlJoo HE ]JvS E% E S S]}v o [deExrBcinge. S]}v S]eepo ]CE

B.V. Analyses statistiques

Pour chaque analyse, un minimum de 3 répétitions biologiques sonyssea (rt3). Toutes les
}vv e ¢}vS % E ¢ vS ¢ }uu o0 u}C vv F o[ EE PE *S v E SHepeX >[ ve U
*}vs (E 0]+ edulodiclel R. La normalité des données a été vérifiée avec ldaeshapiro-Wilk.
Les analyses de variance (ANOVA) et le test de student ont été utilisés pour compareydesas.
Lorsque les données ne suivent pas une loi normale, le test non-paigue de Kruskall-Wallis est utilisé.

La significativité des tests a été fixée &p05.
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A. SAG12, a major cysteine protease involved in nitrogen
allocation during senescence for seed production in

Arabidopsis thaliana

Publié dans Plant and Cell Physiolo@oi.org/10.1093/pcp/pcy125)

Contexte :> }ol 3 pv %0 V3 PE v poSucE E S E]* %o
o[ 18 (EUA). Cette faible EUA est principalement due & une mauvaise Efficience déliRatioobde
o[ 1}8 ~ Z « 0}E- 0 *Vve v (}o]]E <« <u v3A do 3 <F (X hvE}m

o[ h %o ¢« }v % E pv } % S punetadrirhent papdn& amélioration de la protéoly,
lors de la sénescence foliaire. De récents travaux, montrent que la protéase ae\y&#§612 est un de
acteurs de la protéolyse les plus induits lors de la sénescence chazdg[Besclost al, 2009; Porekt
al., 2016). Néanmoins, son réle reste controversé par des études, lui attribnandleinon essentiel a |
progression de la sénescence cAeabidopsis thalianavoire un réle de régulateur négatif de ce proces
chez le riz (Oteguwit al., 2005; Singlet al,, 2013)

Objectif: >[} i §]( « SE A pE -3 o E](] & o E€o0
plus particulierement sur les processus protéolytiques en lien avec la sénescence.

(3(}S19¥v

Méthode : Afin de réaliser cette étude fonctionnelle, une approche de génétiquersava été utilisée
E[] £]*S vS %o * }ol <v} | Ku3SAGKY %} B(E o [RSV}E] v$§
Arabidospis thalianahez laquelle uKGSAG12 (sagl2}ait disponible En comparaison au sauvage (C
un phénotypage desagl2a été réalisé (biomasse, rendement, progression de la sénescence) aux

végétatif et reproducteur en condition limitante en N (LN) ou non)(HBhe analyse des activité
% E}S }OCS]<hu » % E 0 oo ¢ %o E}S o o Jve] <p[pv ] wWE(Q<pSt}
ce processus ont été effectuées.

Résultats :Le phénotypage complet ddsGSAG12a peEu]- U}jvSE & <«u[ o0 * V

phénotype différent au type sauvage (Col) en condition HN. Cette absence ety est expliquée p

0 % E ¢ Vv *CeS U * }Ju% ve S]}ve %o E [ USE * %o EESSe]V

a aspartates. Parmi les aspartates protéases compensatrices, une CND41-like (AEDdgraifiée. De
maniere intéressante, lorsque la plante est en condition 4§12 ne parvient pas a maintenir |
rendement et le remplissage en N des graines et ce en dépitv v p S]}v Stue
protéolytiques.

Conclusion Ces résultats ont montré pour la premiére fois un phénotype cagfl2.Les mécanisme
Ju% ve S}JE + u]e vsaglReiettelss e@évidence le réle majeur de la protéase SAG12,
la % E}S }0Ce e} ] 0O *Vve v (}o]lE X EEE SuE YUE 03
en N des graines lorsque les plantes doivent faire face a une faiblentigipé en N. Ces travaux ont €
IMSE %o Eu]e u SsE
protéolyse durant la sénescence foliaire. Une aspartate protéase en particulier (AED1)tp&teran
candidat potentiellement intéressant pour la sélection de variétés présentant une ERA améliorée.
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Abstract

SAG12is the most widely used senescence-associated reference gene for characterizing leaf
senescence, and the increase in SAG12 protein during leaf senescence is remarkable. Howelegfthe r
this cysteine protease in N remobilization and the leaf senescence process remelear. The role of
SAG12 has been poorly investigated and the few reports dealing with this are someaviaiversial.
Indeed, sag12 Arabidopsis mutants have not shown any phenotype while OsSAG12-1 anGX22SA
overexpression in rice moderates senescence progression. Therefore, this study aims at clhafyote
of the SAG12 cysteine protease during the entire plant lifespan and duringeleedcenceArabidopsis
thalianaplants knocked-out for th8 AG12yene $agl? did not exhibit any special phenotypic traits when
grown under optimal nitrogen supply (HN), suggesting that other cysteine proteased pmuide
compensatory effects. Moreover, for the first time, this study shows that aspartate proteasétyacdi
significantly increased isag12 Among the putative aspartate proteases involved, a CND41-like aspartate
protease has been identified. Under low nitrogen (LN) availability, when indysritdeolytic systems are
not sufficient to cope with SAG12 depletion, a decrease in yield is obséitegether, these results show
that SAG12 (and perhaps also aspartate proteases) could be involved in RuBisCO dagtadatiahe

leaf senescence associated with seed filling.

Keywords:Aspartate protease, cysteine protease, leaf senescence, nitrogen management, seed

production,Arabidopsis thaliana

Running title:SAG12 a major protease for seed production
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A.l. Introduction

Except for the Fabaceae, field crops are nitrogen (N) demanding plants that require leighofev
N input. Switching agriculture from a productive model to a sustainable one requires redirctioe use
of N fertilizers. Crop productivity then becomes more dependent on efficient N ridimation from source

to sink organs (Masclawt al.,, 2000)

In vegetative tissues the main source of remobilized N originates from proteakdown, which
requires complex proteolytic processes to generate the amino acids and peptidesehaicycled during
senescence (Masclaux-Daubresse al., 2008; Gregerseret al, 2013). Senescence progression is
controlled by numerous transcription factors and enzgti€usabaet al., 2013) that play a role at different
steps in plant development and are also differentially controlled in respoto biotic and abiotic
environmental factors (Avice and Etienne, 2014). During leaf senescence, the degradatjtoplasmic
components and organelles is undertaken gradually, and chloroplasts, which contegrtima 75% of
the total N in leaves (50% in the form of RuBisCO), are the first organelleslegized (HOrtensteiner
and Feller, 2002). Mitochondria and the nucleus remain active for longgfcell death (Linet al., 2007),
to enable the energy production required for catabolic reactions and gene expredsienSenescence
Associated Genes (SAGSs) induced during leaf senescence mainly consist of transportatataid c
enzyme genes (Gan and Amasino, 1997). The hydrolases that have been identifieabtyeproteases
(Guoet al,, 2004) belonging to 5 major classes: Metalloproteases, Threonine proteasespbthasome,
Serine proteases, Aspartic proteases, and Cysteine proteases (Rebets 2012). These protease
families are found in several cellular compartments where they are known to diffeeent substrates

and roles during senescence (Robettsl, 2012; Diaz-Mendozzt al., 2016).

Metalloproteases are widely represented in the plant genome (van der Hoorn, 20@8) b
knowledge of their involvement in senescence is lacking (Robeals 2012). Only three members of this
family may play a role during senescence: (i) filamentation temperature-sensitifietsti), (ii) the
mitochondrial processing peptidases (MPPs) and (iii) the matrix metal&pases (MMPs) (Flinn, 2008;
Descloset al,, 2009). While threonine proteases of the proteasome might participate in Nhbdization
during senescence (Avila-Ospigt al., 2014; Girondéet al, 2016), they are more likely involved in
senescence-dependent regulatory pathways (Robettal, 2012) controlling, for example, oxidative
stress (Lequeet al., 2005). Serine proteases that also represent a large family in plants (van der Hoorn,
2008) might be involved in the degradation of RuBisCO and remobilizinget &Lji2008; Robertst al.,

2012). In rapeseed, a previous study has shown a positive relationship betweenveffacieolysis in
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leaves during senescence under N limiting conditions and high serine pradetigsgty (Girondéet al,
2016)

Among the aspartate proteases (AP) (Schaller, 2004; van der Hoorn, 2008), sevaltsioare
upregulated during natural and N-starvation-induced senescence in numerous plants speciesrybut v
little is known about their roles (Bhalerab al., 2003; Gregersen and Holm, 2007;&fial., 2008; Desclos
et al, 2009) Nevertheless, involvement of CND41 in RuBisCO degradatiatro was demonstrated in
Nicotiana tabacum(Katoet al., 2004, 2005; Diaet al, 2008). The increase in CND41-like protein that
paralleled the decrease in RuBisCO during leaf senesceAcahiopsis thalianalso suggested a similar

feature (Diaz et al., 2008).

The cysteine protease (CP) group is certainly the most widely represented protease silperfam
during leaf senescence ((Buchanan-Wollaston and Ainsworth, 1996; Noh and Amasirep Q98 al.,
2004). As such, CPs could be major actors in the process associated with Nizatrmbduring leaf
senescence. Because a correlation has been shown between CP expression and N remmbilizatio
associated with senescence, several CP families could indeed play a role in N remobiiigpgoially by
degrading stromal proteins such as RuBisCO or chloroplastic glutamine synthetaseescence-
associated vacuoles (SAVs) (Martieeal., 2008), which are lytic vacuoles independent from the central
vacuole (Oteguet al., 2005) and located in the peripheral cytoplasm of mesophyll and gudsdicehman
et al, 1994; Noh and Amasino, 199®teguiet al,, 2005) SAG1dapain-like cysteine protease is the most
widely used reference as a senescence-associated gene. Indeed, the increase in SAG12 in leavescing
of oilseed rape during N remobilization is remarkable (Loheta, 1994; Noh and Amasino, 1999%uo
et al,, 2004; Desclost al, 2009; Poreet al,, 2016; Safavi-Riet al., 2018), with the higiBAG12xpression
level being detectable until the final stages of leaf senescence (Gombalt 2006; Desclos-Théveniau
et al, 2015). SAG12 protein has been localized in SAVs. It was suggested that SAGpategwmvitici
RuBisCO breakdown as SAVs also contain RuBisCO proteins (Mdrél)e2008; Carrioret al., 2013)

Due to its senescence-related pattern and its strong induction and presence in S&lWsraports have
proposed the crucial role of SAG12 cysteine protease in N remobitizdtioing leaf senescence.
Nevertheless, the few studies performed sagl2mutants did not reveal any phenotypic traits and
especially no differences in leaf senescence progression (Gaeglj 2005). This could be explained by
compensation of any defects in SAG12 protease activity via the induction of other protea8eE pEjv « |
al., 2017). Accordingly, Otegeii al. (2005) demonstrated that the lack of SAG12 is not detrimental to SAV
formation or for RuBisCO degradation. Finally, Singh et al. (2013) showed that O4S#@I1QRsSAG12-

2, two homologues of SAG12 in rice, encode functional proteases that negatgebate senescence-
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related cell death. These two works thus suggests opposite roleSAG1Zhomologues in rice and in

Arabidopsis.

All these studies highlight the ambiguous role of SAG12 during leafsamce. In this context,
our aim was to clarify SAG12 protease involvement in plant groadh,senescence and seed filling. To
reach this goal, physiological and developmental traits were recorded to compzagl2 mutant with
the Col wild type. Protease activities were monitored to detect any backup effectsNBsiindard and N
deprivation conditions were used to force N remobilization and exacerbatketfesenescence phenotype

in order to facilitate phenotype emergence.

A.ll. Materials and methods

Plant growth conditions

Arabidopsis thalian&olumbia wild type (Col) asdg12(SALK_124030) T-DNA mutants were used
in this study. Seeds were stratified for 48 h in 0.1 % agar (Select agar, Sign#Abésla Chesnes, France)
at 4 °C in the dark and then sown onto lids cut from Eppendorf tubes (0.5 mijlladdwith 0.8 % agar.
Eighty four plants of each genotype were placed in a glasshouse on a tank contfiniog3.75mM N©
nutrient solution (1.25 mM Ca(NR.4H0, 1.25 mM KN§ 0.5 mM MgS® 0.25 mM KkEPQ, 0.2 mM
EDTA.2NaFe.36,i0...BBQU i ...D4sDVIMNK.DsW1AKOEO ... )fMovB4U 1X6 ...PU uXK ...D
CoCQJ) renewed every week for 44 days. At 44 days after sowing (DAS), plants were transfernedato
two contrasting N conditions: High Nitrogen (HN; 3.75 mM N) and Low RNitv ~>EV 0 X1
Photosynthetic photon flux density was 110 mmot st and day and night temperatures were 21 °C and
18 °C, respectively. During the first 64 DAS, plants were cultivated with hgh#’h6 h dark photoperiod
and then the reproductive stage was induced with a 16h light/8h dark photoperiod.

Measurement of plant biomass, leaf area and nitrogen content

At 44 and 64 DAS (vegetative stage), and 125 DAS (reproductive stage) plants westetaay
portion of the shoot and root tissues was frozen in liquid nitrogen armdest at -80 °C for further
biochemical analysis, the remaining portions being placed in an oven (80dags) before dry biomass
weight determination. In addition, at 64 DAS, leaf ranks were separated aagkon(Canon Powershot
G10, Canon, Japan, 14.8 Mpx, JPEG) to determine leaf lnege analysis was performed with a specific
script developed for ImageJ software (Schneieleal., 2012). The total areas, as well as the green area

(considered non-senescent), were determined with colour detection based on the HUE camhpbthe
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Hue-Saturation-Lightness (HSL) system. The senescent leaf area was obtained from the difference

between the total leaf area and the green area.

At 125 DAS, the thousand-seed weight was determined and harvest index wdatedl@s the
seed biomass produced per one gram of plant tissue. N content was quantified in the plant and
seeds samples with an elemental analyser (EA3000, EuroVector, Milan, Italy). The nitrogehihdex

(%) was calculated using the following formula:

. . _1@@x cUcaal@a éa“ag
0/4)
Nitrogen harvestlndex(/o,DUaBg ARO4C QUQééUEFéS Eaéag

Determination of germination tests and seedling growth

Germination kinetic was determined for seeds from col aad12 plants cultivated under LN
conditions. Seeds were stratified during 48 h in 0.1 % agar (Select agar, Sigend,Ablshu Chesnes,
France) at 4 °C in the dark. Fifty mature seeds of each genotype were sown on thres\iagiersan filter
paper soaked with 16 ml sterile water within petri dishes (12 x 12 cm). dtiedishes were then closed
and placed in growth chamber at 20°C and 70% relative humidity. Sleaidshow a completed radicle
protrusion through the seed-coat were considered as germinated. To monitor seedlinthgsagl2and
Col seeds were sown on water supplemented with agar (0.7 % wi/v) and using a micro-sca&gMSA

Sartorius, Goéttingen, Deutschland), seedling fresh weight was determined at 10 DAS.

Extraction and quantification of soluble protei ns

Soluble proteins were extracted from 200 mg of frozen fresh leaf tissue groundhortar with
500 pL citrate-phosphate buffer (20 mM citrate, 160 mM phosphate, pHdh&ining 50 mg of PVPP).
For active protease profiling, citrate-phosphate buffer was replaced by 500 yL afizkd water
according to Poret et al. (2016). After centrifugation (1 h, 12 000 g, 4°C), the concentrfatti@nsoluble
protein extract was determined in the supernatant by protein staining (Bradford, )193i&g bovine

serum albumin (BSA) as standard.

Proteolytic activities determination

Proteolytic activities were determined by vitro protein degradation analysis adapted from
Girondéet al,, (201%). Exogenous (BSA) and endogenous (RuBisCO large chain: RBCL) protesedwere u
e § EP 8¢ }( % E}S }oCe]e § %, AXAX &}E §Z]+U 11 ..Ai}R>}H oS|%E}S
volume containing Na- § § H(( & ~fAl uDU %, AXAe v il ..P }( ™ X)W E}S
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were obtained by the addition of 50 uM of a protease class-specific tohiipi dimethylsufoxide (DMSO):

E-64 (cysteine protease), aprotinin (serine protease), and pepstatin A (aspartic protaatkeg¢rmore, 2

mM of dithiothreitol (DTT) was added to this mixture to study cysteine proteasws total protease

activity (TR.) was obtained by substituting inhibitors with an equal volume of DMSO. Thaejns were

precipitated with 1 mL of ice-cold acetone either immediatedy, @r after incubation for 300 minsb) at

37 °C under gentle agitation. The pellet obtained after centrifugation (1516i600 g, 4 °C) was dissolved
iN2XSDSN ' P o o} ]JvP p(( & ~idi uD <} Jpu } G «poq BAL TiE DU dREY
mercaptoethanol, 0.3 mM Bromophenol Blue) and heated at 90 °C fonitOThen the soluble protein

extracts were separated on a 4-15 % gradient in SDS-PAGE precast Stainfree geRQUIBAN® TGXTM

Stain Free, Bio-Rad, MarteCoquette, France) and scanned under UV light witha Ge] + « vv &

(Bio-Rad, Marnda-Coquette, France). The proteolytic activities were calculated as follows:

(1) Total protease activity (Tdexpressed in pgsa+recty® ug total proteins):

TP _ EZ3A26A3'1/3'B,?EI3A26A3'1/.°J13/,, 14
act — = .
Egum, 744

(2) Protease class activity (g@xpressed in Ugsa+recly* Ug™ total proteins) :

PGy = Espzghs-yp ?Esizehs yn,, PEaAz6A 1,7 Erfzehs v, oo, 4
° Erum, 744

where the amount of RBCL plus BS&ddked.at b and &oo, With (Inhib.) or without inhibitor, as well as
the total amount of soluble proteins (& at twere quantified by using ImageLabTM software (Bio-Rad,

Marneda-Coquette, France).

Detection of proteolytic activities by zymograms

In vitro proteolytic activities were performed as reported by Dominguez and Ce{d886)
Soluble proteins were extracted from leaves of plants cultivated in HN conslifay 44 DAS and three
replicates per genotype were poolX ~ A v3C (JA ...P }( Z % E}S ]v %}}o & > uuo
(Laemmli, 1970) were separated on 10 % SDS-PAGE with 0.1 % gelatin. Aften4Zmii iof 25 % (v/v)
2-propanol and subsequent rinsing with water, the gel was incubated at 30 °C fon B6sblution of 100
mM sodium acetate buffer pH 5 containing 10 mM DTT. The gel was stwiithe@l 25 % CoomassieZs90
blue. After gentle bleaching with a solution containing 50 % methanol an% Hetic acid (v/v) the

proteolytic activities appearing as white areas on the blue gel were excised for protein whiifi
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Proteins identified by Q-TOF LC/MS

Excised spots were washed several times with water and dried. After reduction aratiaikyl
trypsin digestion was performed overnight with a dedicated automated system (MOBERII,
PerkinElmer). The gel fragments were subsequently incubated twice for 15 min gCal Gelution and
once for 15 min in a 0.1 % trifluoroacetic acid solution to allow extractigreptides from the gel pieces.
Peptide extracts were then dried and dissolved in starting buffer for chromatogratition, consisting
of 3 % CECN and 0.1 % HCOOH in water. Peptides were enriched, separated and analysed using a 6520
Accurate-Mass Q-TOF LC/MS equipped with an HPLC-chip cube interface (Agilent TieshiMécsy,
France). The fragmentation data were interpreted using Mass Hunter software (version0B Agient
Technologies). For protein identification, MS/MS peak lists were extracted, convettechitata.xml
format files and compared with the protein database using the MASCOT Daesarsioiiv2.6.0; Matrix
Science, London, UK) search engine. The searches were performed with no fixed modificatiath
various modifications for oxidation of methionines, the carbamidorgktion and carboxymethylation of
cysteines, and for pyro-glutamate (Nter Q and E), and with a maxiniuwoanissed cleavages. MS/MS
spectra were searched with a mass tolerance of 20 ppm for precursor ions and 0.6 Da for MS/MS
fragments. Only peptides matching an individual ion score >24 were considered. Proteitvgontrmore
peptides matching the protein sequence were automatically considered as a positivéiadeiotn. Among
all the proteins identified Supplementary TabldV-A.SP), only those with a GO related to aspartate

protease activity were selected and discussed in this study.

Western Blot of SAG12 protein

dA v3C ..P }( % E}S Jve /& sosphate AYffeZ codtaiping pvpp were denatured

C Z 8]vP & 81 £ (}& ii u]lv ]v > uuo] inflercepidiilmanol (LgerdmliA1%7n) t
Proteins were separated on a SDS-PAGE precast Stainfree gel (4-15 % acrylamideMmaidRROTEAN®
TGXTM Stain Free, Bio-Rad, Mada€&oquette, France) and transferred onto a polyvinylidene difluoride
(PVDF) membrane as described by (Desati@s, 2008)). The PVDF membrane was incubated overnight
in Tris buffer saling Tween 20 (TBST; 10 mM Tris, 150 mM NacCl, 0.15 % (v/v) Twesh 80with 5 %
(v/v) skimmed milk to avoid non-specific hybridization. Immunodetectf SAG12 was performed using
specific polyclonal antibodies from rabbit provided by Agrisera® (1/400BST containing 5 % milk (v/v))
as the primary antibody and a second antibody coupled with peroxidased@@ldiluted in TBST without

8 https://academic.oup.com/pcp/article/59/10/2052/5048665#supplementary-data
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milk, Bio-Rad®). Chemiluminescence (ECL kit, Bio-Rad®) was measured BroXirBESS 2D proteomic

Imaging System (PerkinElmer, Courtaboeuf, France).

Extraction and quantification of RNAs and reverse transcription

Total RNAs were extracted from 200 mg of frozen leaf tissue previously ground amtar m
containing liquid nitrogen. The powder was suspended in 750 pL extraction buffer (1003HXIA0 mM
TRIS, 10 mM EDTA, 1 % SDS (w/v), pH 8) and 750 pL of hot phé@olpld04). After vortexing for 40 s
and after addition of 750 ul of chloroform:isoamylalcohol (24/1,)vfhe homogenate was centrifuged
(15 000 g, 5 min, 4 °C). The supernatant was added to 750 pl of 4 M Li®@nspMit) and incubated
overnight at 4 °C. After centrifugation at 15 000 g for 20 min at 4 °C dilet pontaining total RNAs was
resuspended with 100 pL of sterile water. Then, total RNAs were purified with an RNieakyt lsiccording
§} SZ u vu( SPE E[* % E}S} }o ~Y] P vU }uES } p(U &E vEWXK Yu vs](]
by spectrophotometry at 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf, Le Pecq, Framdele breverse
transcription (RT). For RT, 1 ug of total RNAs was converted to cDNA with an @dApsynthesis kit

}E JvP 8} §Z u vu( SuE -Eafs Mar@@ad-Ebgbette; Hrance) before Polymerase Chain

Reaction (PCR) analyses.

PCR and Q-PCR analyses

Expression of th&ag12and18SrRNAgenes was analysed by PCR using 1 pL of cDNA added to
PCR X1 buffer (5 U PL250 uM of dNTPs, 0.65 uM of forward and reverse primers and 0.5fuM o
Qbiogene Taq polymerase (MP Biomedicals, lllkirch, France). The following primers wgned@sth
primer 3+ software:Sagl2 (target gene)orward: 5-GGCAGTGGCACACCAMCCGG Trie@erse5s'-
AGAAGCMTTCATGGCAAGAGBCAG@GNd 18S rRNA  (housekeeping gene)forward:  f;
CGGATAACCGTAGTAATTATAG-E A EFAGTCATTCCAATTACCAGRCR amplifications were
performed in a thermocycler (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) usiffgjldveing program: 1
cycle at 95 °C for 5 min, 20 and 18 cycles for Sagl2&®dRNAncluding a denaturing step at 95 °C for
30 s, a primer hybridization step at 58 °C for 45 s and an amplificgtepnat 72 °C for 1 min. Each PCR
reaction was finished with one cycle at 72 °C for 10 min. The identitgaf amplicon was checked by
sequencing and BLAST analysis. PCR products were separated by electrophoressergats (1.2 % in
TAE 1X with 5 pg mlof ethidium bromide (BET)) and revealed by illumination with UV ligingua Gel-

Doc™ EZ Scanner (Bio-Rad, Mataezoquette, France).
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AED1 gene expressioAtbg10760was performed by using RT-gPCRs analysis with 4 pl of 100x
diluted RT product, 500 nM of forward and reverse primers and 1X SYBR Green PCR Master Mix (Bio-Rad,
Marneda-Coquette, France) in a real-time thermocycler (CFX96 Real Time System, Bio-Rada-Marne-
Coquette, France). The three step program comprised of an activation step at 95 @ifoau3d 40 cycles
of a denaturing step at 95 °C for 15 s followed by an annealing and éx¢estép at 60 °C for 40 s. Q-PCR
amplifications were performed using specific primers for each housekeeping Béde ( Forward:5'-
GCCTGGTATGGTTGTGACCT-3' ; reverse : 5-GAAGTTAGCAGOACCOLTIGG- EZE W-(}JEA E
CGGATAACCGTAGTAATTAFAG- E AGEACTGATTCCAATTACCABA® target genesAED1 :

Forward : 5'-CATCAGAGTTCGTTAGGGTA-3' ; reverse : 5-CTCGTGCTCATEDE@AAT-39ir of

primers, the PCR efficiency was around 100 % and a threshold value was determinsgedifieity of

PCR amplification was examined by monitoring the presence of the giagk in the melting curves after

RTFgPCRs and by sequencing the RT-qPCR product (Eurofins, Ebersberg, Germany). For eathesampl

subsequent RT-gPCRs were performed in triplicate. The expression of the target gene in each sample was
Ju% E 3§} 8Z }JVSE}0 * u%O0 ~ }oe v A e 0 pub43Se A]3Z}3Z1+]vP33Z 03

following equation: relative expression22 Y A13Z 44,5684 &0 VvV AlS3Z 4adA S

gene thousekeeping gene(fOr calculations, the geometric mean was considered between the Ct of the

housekeeping genes), where Ct refers to the threshold cycle determined for each gene xpdinemtial

phase of PCR amplification. Using this analysis method, relative expressiotenfjigyene in the control

sample (Col) was equal to one (Livak and Schmittgen, 2001), and the relatnessexp of other

treatments was then compared with the control.

Statistical analysis

&}E 00 % E u 8§ E*U 3§ o 5§ SZE ]}1o}P] 0o € % 3« A E u -
presented as the mean + standard error (SE). To compare Cosagit? data, Student's t tests were
performed after verifying compliance of normality with R software. Statistical significanceosagated

§ % G 1XinX

A.lll. Results

The SAG12 mutation did not affect plant biomass but did influence yield

under nitrogen depletion

Plants were grown for 44 days under standard N conditions before transfer totimgen supply.

At 44 DAS, no significant difference was observed for the shoot (15.9 0357 mgvs 13.77 mg £




Fig. IV-A.1. Plant biomassis not different in sagl2 and Col plants,
irrespectiveof the nitrate conditions.

The weightof the shoot and root dry biomasses was measurigdplants
cultivated under High (HN) and Low (LN) nitrogen conditions. Biomasses
were measuredat 44, 64 and 125 days after sowing (DAS). Values
represent means SHor n=3.

Fig.IV-A.2. Harvest index, nitrogen
content and nitrogen harvest index
are slightly different in sagl2
relative to Col underLNconditions.
Col (black bars) andadl2 (white
bars) plants were harvestedl25
days after sowing. Plants were
cultivated under high (HN)r low
(LN) nitrogen conditions. Values
represent means +SE for n=4.
Significant difference between Col
andsadl?2 ~ %05, n=4) is indicated
by *.



ChapitrelV: Résultats

0.5538 mg) and the root (3.41 mg + 0.1327v8g.97 mg + 0.1233 mg) biomasses between Cokagd?2

plants Fig. IV-A.1). At 64 DAS (vegetative stage) or at 125 DAS (reproductive stage), there was no
difference between the shoot and root biomasses of Col aad12 whatever the nitrogen supply
conditions (HN or LN). The differences in total biomass measured in bothCsdgl?when cultivated

under HN or LN conditions (17-18 fold higher in HN tharshdly that the N limiting condition was correct
(Fig.IV-A.1).

The harvest index.€. the biomass of seeds produce per gram of plant) of Col andsdlgé?2
mutant were not different under HN but were significantly lower under LN (0.168.906 g fosagl2vs.
0.196 g £ 0.007 g for Col; Fig. 2A). A similar result was observed for thhl sesdent Fig. 1V-A.2B).
Consequently, the nitrogen harvest index (g of N in seeds per g of N in whole plesdg)l?2 was lower
relative to Col under LN but not under HNd.I1V-A.2Q. No difference between Col asdgl2could be
observed in the thousand-seed weight, in the number of siliques (20 884and 118.22 + 18.38 for Col
and sagl2, respectively) or the size of the siliques (12.49 mm £ 0.34 mm and 1288 .22 mm for Col
andsagl2 respectively), irrespective of the N conditioR$g(1V-A.2D). Consequently, these data suggest
that the slight decrease in harvest indexsagl2compared to Col observed under LN was due to a relative

decrease in the number of seeds per silique rather than seed filling.

Further, phenotypic and biochemical analyses were only performed on plants at 6d4eDwBen
plants had undergone the transfer to LN conditions (or not) and still showed gsseres (which was no
longer the case at 125 DAS). The choice of this time point was also justified rggdelinighSAG12
expression level and SAG12 protein content measured in Col at 64 Dé&, hoth LN and HN
(Supplementary FiglV-A.SJ).

Leaf area and leaf senescence are not different in Col and the sagl2

mutant

Under HN conditions, the total leaf area was similar in Colsagd 2plants (87.6n? £ 8.8 cm?
vs.84.9 cm? + 8.8 cth There was no difference in the number of leaves (data not shown) between Col
from sag12 and the total green area (81d? £ 6.91 cm? and 77.@m? + 6.88 cm?) and senescent area
(6.6 cm2 £ 1.93 cm? and 7.6 cm? £ 1.88 cm?) were not significaffidyedit. Interestingly, the leaf rank
that showed at least 50 percent senescence (by area) was the same (Leaf number 6) for <agjl&nd
indicating thatthe spatial progression of senescence was similar between the two genotiyjugsI Y-

A3A and 3B.




Fig.IV-A.3.Leaf areasand senescence progression are similersagl2 and Col.

Leaves were dissected from Col @)andsagl2 (B, D) plants cultivated under high (HM,

B) or low (LN;C, D) nitrogen conditions. Three plant replicates were dissected for each
genotype. Representative pictures rosette leaf distribution from the bas¢o the apexof

the plant are shown. For each leaf rank, stacked histograms corresptméeaf area split

into senescent (yellow) and non-senescent (green) areas. Inserts present the cumulative
senescent and non-senescent leaf areéagellow and green, respectively. All analyses were
performedat 64 days after sowing (DAS). Values represent meaB&ibr n=3.

Fig.IV-A.4.The global proteolytic activities areot different in sagl2 and Col leaves.

Soluble proteins were extracted from leaved Col andsagl? plants cultivated under high (HN)r
low (LN) nitrogen conditions. Pictures show representative Stain FB&SPAGE focusedn the
RuBisCO large chain (RBCL) B&dbands beforeg(t,) and after 300 min(t,,o) of incubation (pH 5.5 ;
37 °C) Total proteolysis activityn leaves was determineds the differencein the RBCL and8SA
amounts (evaluated from the signal intensipn SDSPAGE) between,tand t;,, expressed per hour
and per pg of soluble proteins loaded. The soluble proteins originate from leaves thatesppd
during the first44 DASand harvestedat 64 DASfrom Col andsadl?2 cultivatedin HN (A) andLN (B)
conditions. Values are means * SE3.
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Under LN conditions, and regardless of the genotype, the total leaf and senescent leaf areas wer
about 3.95 fold lower and 2.64 fold higher than in HN conditions, respdygtiCol andagl2showed no
significant difference for any of the traits measured, such as green leaf area (3.151c?% eém? for Col
vS. 2.66 cm? + 1.02 cm? feag12), senescent leaf area (16.5 cm? + 3.98 cm? fov€@l1.1 cm? + 4.06n?
for sag12) and spatial senescence progression (the last leaf rank with a 50 % seasszevas the 29
for both Col andagl1? (Figs.IV-A.3B and 3¢

Aspartic protease activity is greatly increased in the sag12 mutant under
HN

The global protease activity at pH 5.5, which is the optimum pH for SAG12%aatastdetermined
by monitoring the RuBisCO large chain (RBCL) and BSA degradation rates. $yrphisiagwas no
significant difference between Col ardgl2under HN and LN conditionsig.|\VV-A.4). However, for both
genotypes, global proteolytic activity was 2-fold higher in leavas fptants cultivated under LN than in
plants cultivated under HN conditions. The strong activity recorded indwhgslants was correlated with
the appearance in the same samples of a supplemental band in the RBCL arestaiintfieee SDS-PAGE

gels that could have corresponded to a degradation product.

The contribution of the different classes of proteases active at pH 5.5 (cysteine aedraspartic
proteases especially) was further monitored in the leaves of Cosagti2plants grown under HN and LN
conditions for 64 DA% Q.IV-A.5). For each protease class, the results are expressed relative to Col. Under
HN, cysteine and serine protease activities were not significantly increased. In toatrsignificant
increase of 91 % + 3.44 % was observed for aspartic protease actsatylizvs. Col. However, for the LN
condition where the global protease activity is increaséty.(IV-A.4), no significant difference was

observed between Col arshgl2,whatever the class of proteases considere)(V-A.5).

Identification of aspartate proteases induced in sag12

The increase in aspartate protease activitgaigl2suggests that some aspartate proteases might
compensate for the effect of the SAG12 mutation, especially under HN corsdi@@msidering this point
and the absence of a fluorescent probe to study active aspartate proteases on-gefraymanalyses
coupled with protein sequencing were undertaken on soluble protein extfaats Col andsagl2plants

cultivated under HN conditions for 64 DASg( IV-A.6A and Supplementary TabléV-A.SF). On

9 https://academic.oup.com/pcp/article/59/10/2052/5048665#supplementary-data




Fig.IV-A.5.Aspartic protease activityisincreasedn sagl2leaves from plants grown undeHN.
Soluble proteins were extracted from leaves that appeared during the #8DAS and harvested
at 64 DAS from Col andadl?2 plants cultivated under high (HNJr low (LN) nitrogen conditions.
Each protein sample was supplemented with BSA and incuba2é@ (nin, 37 °C,pH 5.5) withor
without a class-specific protease inhibitqiE64 for cysteine proteases, aprotinin for serine
proteases, pepstatin A for aspartic proteases). Samples were quantifjddhageLabV software
after separationin a Stain Free gel. The protein degradatidny each classof proteases was
determined as the difference between the amount®f BSA and RuBisCO large chain (RBCL)
degraded with and without inhibitor. For each protease class, actiistyxpressed relativéo the
WT value. Control correspondt protease activity without inhibitor. Values are means + SE,
n=3. Significant difference between Col asddl2 ~ %@, n=3) isindicatedby **.

Fig.IV-A.6.ldentification of the protease activities increasedh the senescent leavesf
sagl2.

The soluble proteins were extracted from the Col asdgl2 leaves that appeared during
the first 44 DAS and harvestedt 64 DAS from plants cultivated under high nitrogen (HN)
conditions. A: Proteolytic activitiesare revealed by white areas, which correspontb
gelatin degradatioron the zymogram after Coomassie brilliant blue staining. The white
arrows (1to 10) indicate the areas that were cut and sequenced (Supplementary Table
S1).B: The table indicates the protease with aspartic-type endopeptidase actiBi@that

was specifically expressénisagl2. C:Relative expressioaf the gene encoding the AED1
aspartyl protease (At50760. Means andSEare presented,n=3, WO®5:*.



ChapitrelV: Résultats

zymograms, 10 white areas were revealed for both genotypas|{/-A.6) that corresponded to a lack of
substrate due to the presence of proteolytic activity. Gel bands corresponding to thesenamesasut and
sequenced. This allowed us to identify 475 proteins that included 13 different peddasCol and/or
sag12(Supplementary TabléV-A.SE%. Among these thirteen proteases, only one was identified as an
aspartate protease and was detected onlysagl2 AED1 aspartyl protease (QOLEW®S;. IV-A.6B). The
AED1 aspartyl protease may have caused the strongest increase in aspartate protease astgf?2in
relative to Col, which is shown iRig. IV-A.5. The expression of thAEDlaspartate protease gene
(At59g10760) was monitored in order to determine whether it was induceshgl2 The gRT-PCR results
showed that the AED1 gene is overexpressed 3-faddgi2compared to ColHiglV-A.60.

A.lV. Discussion

Whatever the developmental stage (vegetative stage, bolting stage or final reproductive stage) or
nitrogen regime (HN and LN), our results clearly show that the lack of SAG12 proteiot diééd to
significant differences in shoot and root biomasdeg.(V-A.1), in leaf areas or in senescence phenotypes
(Fig.IV-A.3). Our analyses then confirm the absence of relevant phenotypical traggit? in agreement
with previous studies performed on the same or differeagl2mutant alleles in Arabidopsis (Otegati
a.lU T1iAV W @Etpel] 2017). Previous work from Singt al. (2013, 2016) has shown that the two
OsSAG12-1 and OsSAG12-2 rice isoforms act as negative regulators of developmesttabanidduced
leaf senescence in rice. The absence of a phenotype for Arabidopsis mutants affected @ntsgialy-

induced cysteine protease is intriguing.

Indeed, cysteine proteases are the most highly induced proteases during leaf senescence
(Buchamn-Wollaston and Ainsworth, 1996; Noh and Amasino, B9@.oet al., 2004) and among them,
SAG12 is the most highly induceddirabidopsis thalianand inBrassica napuGuoet al,, 2004; Porett
al., 2016). Therefore, SAG12 should play a central role during senescence. As ntyghersm be
recorded forsagl2 the depletion of its proteolytic activity might be compensated by othextgase
activities. Such a hypothesis is reinforced by our observation that the globalopyrtiteactivity is not
different between both genotyped=(g.IV-A4 ; Fig.IV-A.7) even thought a strong expression of SAG12
was observed in Col at this time . In particular, our results showed that the serine ancheystaiease
activities were similar between Col ardgl12,irrespective of the N condition&ig.I\V-A.5). These results

led us to the conclusion that serine protease activity is not irabla any compensatory mechanisms, and

10 https://academic.oup.com/pcp/article/59/10/2052/5048665#supplementary-data




Fig. IV-A.7. Hypothetical diagramon the functioning of SAA2 and CNDB1-like during leaf
senescence

During senescence, the expressiofithe Sad.2 geneis induced (Gucet al., 2004®. The SAG2
cysteine protease (CP) shows a signal peptide that could explain its locatidhe Senescence
Associated Vacuoles (SAVs; Otegfial., 2005@. In these SAVs, stromal proteins including RuBisCO
were found (Martinezet al., 2008® where theyare degradedby CPs including SAG (Martinezet
al., 2008 ; Carrién et al, 2013@4, In this study, we have shown that SAR depletion is
compensated not onlyy the induction of activity from other CPs, but alsby aspartate protease
(AP) activity * . Among the APs, CNID-like could be important becauseit was shownto be
upregulatedat the gene and protein expression levels and was shotenbe expressed during
senescenceas a proenzyme targetedo the chloroplast © (Nakanoet al., 1997, Kato et al.,
2005, Because thepH of optimal activity for the CNB1-like proenzymes acidic (Murakamet
al.,, 2000, it is possible that its subsequent processing and activatiofmreakdown RuBisCO (Kato
et al., 2004§® would require its migration into theSAVor the lytic vacuole via the autophagic
pathway using RuBisCO Containing Bodies (R&RB&scribed for other stromal proteins (Chilet
al., 2003}%. As shown in this study, in these compartments, APs including CMElike could
cooperate with other proteases (suchs SAG@2) to degrade RuBisCO during senescenege in
orderto sustain seed production.
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that some cysteine proteases might be inducedagl2to cope with the lack of SAG12 activiiyq(. IV-
A7eX ~p Z Jv ope]lv Je  }ve]ed \ef alp (B0 7)Wuibpdgmenstrated that cysteine
proteases play redundant roles in senescing leaves and are able to substitute each atbed, unsing
pull-downs with specific CP probes (DCG-04; MV151), the same authors havetBhbownthe sagl2
mutant also used in our study, the cysteine protease profile femgl2was indistinguishable from Col,

suggesting that the SAG12 depletion would be compensated by other CP.

Nevertheless, the most interesting result is that CP activity was maintained and AB aciy
significantly and sharply increased in tbegl2mutant when grown under HN conditionBig. IV-A.5).

This is strong evidence that SAG12 is a key factor in leaf-senescence protein degradation.

The lack of AP activity increase under LN conditions could be becatlse @ibteolytic activities
observed were already maximized to cope with the stressful N deficiency conditiposéd, and were
required to ensure N remobilization for survival. This hypothesis is supportdekistrong increase in the
global protease activity observed in Col asagl2 under LN conditions (2 fold higher than in HN
conditions). Under such LN conditions, which do not allow an increaseuptake because nitrate is
scarce, both the Col andagl2 mutants already compensate N deprivation by increasing protease
activities. This LN-dependent increase probably masks the specific induction of aspartate gwoteas
occurring insagl2 Nevertheless, it seems that in this low N availability, when the seeds rely on
remobilizable nitrogen as their sole source of nitrogen, N rergzhibn for grain filling could be negatively
affected insagl2under strong N depletion and could lead to decreases in seed N contentieddFig.
IV-A.2). This lower N content did not affected germination kinetics and final gatioimrates determined
at 54 hours after sowing but become detrimental for growth of seedlings cultivated during 10 ridgts u
LN condition (794 ug + 41 pg576 ug * 42 ug for Col arshgl2 respectively)gupplementary FiglVv-
ASD.

An investigation into which aspartate proteases were responsible for the globadage in
aspartate activity in HN conditions was undertaken. In principle, the reference mhatbald have
consisted of identifying proteases after a pull-down assay performed with probes specticgéiing
active proteases (Greenbauet al.U 1117V W e &].v2017). Unfortunately, no specific probe is
available to target active aspartate proteases via the pull-down method. Therefore, zymodoa
protease activities were used instead. Indeed, the demonstration gélodegradation of gelatin allowed
localization of proteolytic activities that can be identified by sequencygnogram profiles were not

different betweensagl2and Col, reinforcing the compensatory effect hypothesis. Nevertheless, among




T-DNA (Sagl2-2;
Oteguiet al., 2005)
T-DNA
(SALK_124030)

A
HN LN
B SAG12
18s
C SAG12
Col sagl2 Col sagl2

Fig. IV-A.S1.Schematic representatiorof the SALK124030T-DNA insertionand
sagdl2 mutant genotyping.

(A) The SALK24030T-DNA insertions locatedin the second intronof SAG2. (B)
The expressionf SAG2 and 18Sgene (housekeeping gene) was investigated using
RFPCR. (C) Western blof SAG2 showing the accumulation and the lac SAGQ2

in Col andsadl? leaves, respectively. The ARNs and the soluble proteins originate
from leaves that appeared during the firgt4 DAS and harvestedt 64 DAS from Col
and sad 2 cultivatedin HNand LNconditions.

Fig. IV-A.S2.Germination kinetics (A)and seedling growth (B ; C) for seeds
harveston col (black)and sagl2 (grey) plants cultivated undet.Ncondition.
Germination kinetics (A) were performed with seeds sown Whatman filter
paper soaked with sterile watein petri dishes. Representative picture (B) and
fresh weight (Cpf Col andsagl2 seedlingsat 10 days after sowing (DAS). Values
represent means ¥SEfor n=4. Significant difference between Col arghgl?2

~ %@, n=4) isindicatedby ** .
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the proteases differentially accumulated sagl2and Col $upplementary TabldV-A.STY), targeted
analysis of APs has allowed identification of the aspartyl protease AED1 (Q9LEW3)s whedifically
accumulated irsag12 The upregulation (3 fold) of theED1(At5g10760) gene in the senescing leaves of
saglZ2relative to ColKig.IV-A.6Q reinforced the result of aspartate protease inductiorsag12(Fig.IV-
A.6A). Interestingly, the aspartyl protease AED1 (Q9LEWS3) belongs to the CNDgtbikikes that have
been described as senescence-induced proteinNigotiana tabacumand Arabidopsis thaliandeaves
(Katoet al,, 2004; Winteret al., 2007; Diaet al., 2008) Supplementary FiglV-A.S3. Among the CND41-
like proteins, Murakameét al.(2000) have demonstrated that Micotiana tabacunma proenzyme form of

a CND41 paralogue is located in the chloroplast. Moreover, some studies hava #tat CND41 is
activated at acidic pH (Murakarat al,, 2000) and is able to degrade RuBisCO (Ka#d., 2004; 2005).
Taken together, these data suggest that RuBisCO degradation by a CND41-like proteagessible
directly inside the chloroplast and requires that both proteins (CND41-like B3 ®0) be transferred to
acidic compartments such as SAVs and/or the central vacuole (pH 5.5). As propgeiged/iA.7, CND41-
like could migrate from chloroplasts to SAVs as previously demonstrated fer stlomal proteins such
as RuBisCO (Martinetral., 2008; Carriort al., 2013), and/or could be released into the central vacuole
using RuBisCO-containing bodies (RBCs) or other pathways related to autophagei(hid008, 2014;
Otegui, 2018). Moreover, the study of Katb al. (2005) showing that a post-translational process is
involved in the activation CND41 allows us to suggest that SAG12 and/orpotteases may process
CND41-like in SAVs and/or lytic vacuoles to achieve this activatipivfA.7).

Altogether, and in light of previous reports examining CND41, our data shaivdie CND41-like
aspartyl protease AED1 is a good candidate to participate in SAG12 substitution during leaf senescence in
plants grown under HN conditions. This hypothesis is reinforced by ¢ialé (2018)which shown that
in autophagy mutantdtg5) under LN condition, the two most increased proteins are SAG12 (22.5 fold)
and AED1 (3.33 fold). However, because zymograms are not an exhaustive methpotéase
identification, the induction of other aspartate proteases, cannot be excluded, and this majneths

increase in the global aspartate protease activity observed only in HN condign&/{A.5).

A.V. Conclusion

This study has shown that during senesceis#(12iepletion results not only in an induction of

other CP activities but also AP activities. Among these APs, the CND41-like protease ddpbdially

11 https://academic.oup.com/pcp/article/59/10/2052/5048665#supplementary-data




Fig. IV-A.S3. Expression patternof the gene (At5G10760) encoding the AED1
aspartyl protease(QOLEW3)in Arabidopsis thaliana(Arabidopsis eFP browset
bar.utorontoca; Winter et al., 2007
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induced to cope with the absence of SAG12 in senescing leaestofiopsis thalianaBy making the link
between the present findings and previous studies, a model describing the hypothietealf SAG12 of
CNDA41-like proteases in senescence-associated RuBisCO breakdown has been pFoposed.?).

Moreover, for the first time, this study has shown a phenotypical difference betweeandshgl2plants,

which was highlighted by decreases in both the seed N content and satiit2mutant Such an effect
shows that SAG12 is a central protease that certainly cooperates with APs (incGNIDdl-like) in
RWBisCO degradation during leaf senescence, and participates in the N remobilizatisadtzbs seed

production.
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nitrogen (HN) conditions as revealed by zymograms with gelatin substrate. Onlggseptatching an
individual ion score >24 were considered. Proteins with two or more peptidatching the protein
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number of distinct sequences (Seq). Proteins with GO proteolysis (GO:0006508) witl@eptidase

terms or with a description corresponding to protease if no GO was available avtaggthwith a YES in

the column "Is a protease”. Identified proteases with aspartic term in GO or descriptamotated with

a YES in "Is an aspartate protease" column. Link to Expression profigmn®encoding proteases are
available for Genevisible ; AtGenExpress Visualization; EBI gene expression atlas websites.
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B. A new role for SAG12 cysteine protease in roots of
Arabidopsis thaliana
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Contexte :Les travaux précédents (Janesal., 2018 ; article 1) ont mis en évidence un réle majeur
protéase SAG12 dans la protéolyse foliaire et notamment dans le remplissagetemiezgraines. Lor

o[ 3u  (}v 8]}vv oo A iU vipe Alve ule v AR v o ool E&]}V
% EuU SS vS§ } u %0 nee dEESAG124orsque les plantes sont cultivées en condition non limjtante
v E~EeX % v vSU o[ vV %0Z ViISC% (}o] ]E S o}v(]BSDPV|SSE pE
suggerent que chezagl2,0 & u} Jo]e 3]}v [E % E}A v e§ue[lpyfeyilld<IpuissEdev
% ESUE SI}u <pu[pv  pnPu vs §]}v O[] *}E%S]}v JUBo <V J]® U0% U]*

(JMEV]SHE [ 1}8 %}IUE 0 « PE Jv e 8§ ]Jve] % Eu $SE pv Ju% ve 3]}v

Objectif : >[} i 8]( +8§ U] WAE %% E Z v E O[Ju%}ES v *35]dv %o @}JE p " 'i
stade reproducteur et de vérifier les hypothéses sur les mécanismes compensatoire£squaeves
travaux précédents (Jamesal., 2018).

Méthode: (Jv [] VvS8](] & o ¢ }EP v ¢« u]e Vv i p ve 0 E upejod
remplissage des graines, un marquage de type pulse/chasé&MNaa été conduit sur des lignées
RArabidopsis thaliand&GSAG129agl2e 5§ }oX %oOeU pv V 0Ce Ju% @& S]A
E ]Jv ]E& § . % ]85 o [ sedeBRagIRE} ¢ol g éEkentreprise afin de de vérifier une
A vip 00 % ES] 1% S]}v e E ]Jv - o] Ju% ve §]}o oJo[opeVS]}v " i)
o A% E SAGR § %% & Z ve de ligng¢e$ exprimant le géne codantBglucuronidase
(UIDA)sous contrdle du promotelBAG13promoteurSAGIR2

Résultats :>[ E Z]S SuE €E Jv]E S§ o %o 3~ §ént similaiteEdhez |Gol saglE K
*uPP €& vS <g o] *}E%S]}v O[E v % ES] ]%vée%ne HN ahezaylDep ve S]}v
Néanmoins, le marquagéE u § v opu] & puv pPu vs §]}v o[ oo} S§]}v o[E
dépend des graines chegagl2 po3]A « v }v ]8]}v >EX >[ps]o]e §]}v %0 VS
promoteurSAGIAJIDA eto[ Sy %est@n-blot de SAG12 ont permis de démontrer sa présencg au
niveau de la stéle racinaire uniquement au stade reproducteur et particulierement eiitioonde faible
]*%}v] ]Jo]8 Vv EX Ju% E S]A u v$ }o HOS]A v «}¥ I§fdeinaied) o[ pPu
en protéines et la plus faible activité des cystéines protéases dans les racines 2ssggdrent un réle
de SAG12 dans la dégradation des protéines racinaires.

Conclusion Ces travaux montrent pour la premiére fois la présence de la protéase SAG12 dans leg racines
ML S8 E % E} p S pEX 58§ E% E ¢°]}v % Eu SSCE ]S 00 uj]o]e §]}h
remplissage des graines, particulierement lorsque les plantes sont confrontées faible disponibilité
V EX >[ A% E +<]}v 0 %@E}S o ~'i1 ve o E ]V V %}PAECE][S] e ES]
de NUE chez différents génotypes de colza en condition LN (Gievadié2015,b).
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Abstract:

Recently it was shown that the SAG12 cysteine protease might be importanitiogem (N)
allocation to the seeds ifrabidopsis thalianaCompared to the wild type Col cultivated under low
nitrogen (LN) conditions, a decrease in yield and N content in the seeds wes/et in theSAG12
knockout Arabidopsis mutantségld. As no associated leaf senescence phenotype was observed, a
possible involvement of SAG12 in the remobilization of N from organs titaeithe leaves was proposed.
The fact that better root N uptake sagl2could also supplement N mobilization to the seed was explored.
Root architecture, N uptake capacity altdl partitioning were then analyzed both genotypes (Col and
sagl? cultivated under high nitrogen (HN) and LN conditions. No difference in root architecture and root
N uptake capacity was observed betwessgl2and Col under HN or LN conditions. However, when
compared to Col under LN conditions, tH&l partitioning showed that the accumulation BN in the
roots ofsagl2was detrimental to thé®N allocated to seeds. The sequestration of N in the rooagilg
under LN was associated with an increase in the N protein content tf eval a significant decrease in
the cysteine protease activity in the roots. Accordingly, we reveal hereA@t14s strongly expressed in
the root stele at the reproductive stage and especially when plants are cultivated under LNarend
Taken together, these results suggest a new role for SAG12 as a crucial cysteine pnotdasd in the
root remobilization of N to ensure seed filling and to sustain yielérwplants are facing low nitrogen

availability.

Keywords:Cysteine protease activity, N remobilization, reproductive stage, roots, SAG12, N uptake

Running title SAG12 a crucial protease for root senescence
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B.l. Introduction

Many field crop species are high nitrogen (N) demanding plants. In the carftewtitching to a
sustainable agricultural model, a reduction in inorganic nitrogen inputs is reqdiceckach this goal, it is
necessary to deepen the knowledge of the physiological mechanisms related to N management in plants
Among them, senescence metabolism is essential as it allows the redistributiastrieints from the
source organs to the sink organs (Peoples and Dalling, 1988; MastlaljX2000; Gregersen, 2011). In
contrast to other elements such as sulfur stored, which is stored as an inorganic form inegaduids
mainly stored as proteins that require some proteolysis steps to generate spédd amino acids for
remobilisation to occur during senescence (Hortensteiner and Feller, 2002; MaBdabxesseet al,,
2008; Tegeder and Rentsch, 2010). Such N recycling metabolism is especiattaningoring the
reproductive stage to ensure seed N filling. Metabolic events are under the cafteolarge panel of
transcription factors and enzymes (Kusadtaal., 2013) that are also modulated by biotic and abiotic
stresses such as N deprivation (Gregersieal., 2013; Avice and Etienne, 2014; Balazaetedl., 2014)

Senescence, which corresponds to catabolic pathways occurring before cell deathpltadeem
all organs (Wojciechowska al., 2017), but it is commonly accepted that in many plant species, leaves are
the main source organs for seed filling (Masclaux-Daubretssé, 2008). During leaf senescence, the
chloroplasts, which contain more than 75% of the total N of the leaf (50% intimedbRuBisCO), are the
first organelles to be degraded (Peoples and Dalling, 1988; Hortensteindfedliad, 2002). In contrast,
the mitochondria and nucleus remain functional until cell death @timl., 2007; Chrobokt al., 2016), to
allow the production of energy and the expression of Senescence Associated Gengsl{&r€reode

proteins necessary for transport and catabolism reactions (Gan and Amasino, 1997).

Protein degradation associated with senescence requires a multitude of proteases{@Uuo
2004). They belong to 5 major classes: Cysteine Proteases (CPs), Serine ProR=)sessij8rtate
Proteases (APs), Metallo Proteases (MPs) and Threonine Proteases (TR4)alGGA604). Their specific
role in protein breakdown during leaf senescence is not well known, and the majooetrsxpressed in
many plant species during senescence is CPs€Galo 2004; Porekt al, 2016). The SAG12 papain-like
cysteine protease (Noh and Amasino, 1889 is the most strongly induced CP in senescent leaves of
Brassica napud.. andArabidopsis thalianaespecially in plants cultivated under nitrogen limitation
(Descloset al, 2008; Porekt al, 2016). In addition, high SAG12 protein levels are detected in senescing
leaf tissues and in fallen leaves (Desclos-Thévestial, 2015). For all these reasons, a major role for

SAG12 in N remobilization during senescence has long been proposedsiBgisprno difference in the
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leaf senescence phenotype between Col and KO-SAG#24 plants has ever been observed (Otegui

al., 2005; Jamest al, 2018). Oteguet al. (2005) showed that a lack of SAG12 did not prevent the
formation of Senescence Associated Vacuoles (SAVS), nor was their proteolytic activity affected,
suggesting that other cysteine proteases accumulated in SAVs in the sentsnerg ofArabidopsis
thaliana (Otegui et al, 2005). More recently, Jame= al. (2018) confirmed the absence of a leaf
senescence phenotype 8agl2 The authors also showed that there was no difference in yield and seed
N content between Col anghgl2when cultivated under optimal N nutrition, but there was lower seed N
content and yield irsag12when cultivated under limiting nitrogen conditions. The absence of phenotype
under high nitrogen was explained by an induction of cysteine and aspartateapmotectivities irsagl2

that could preserve N remobilization. Nevertheless, the authors did notiédedhe potential that better

root N uptake insagl2could have maintained seed filling and plant productivity. This hypothegis is
agreement with the decrease in seed nitrogen content and yields obsensabiRcultivated under LN
conditions. Indeed, under this particular N limitation condition, N siédg can only be achieved by N

remobilization, in spite of a possible increase in the N uptake capacity in the rozag1i?

The aim of the present study was to determine whether root N uptake and/omhbbdization
are involved in the preservation of seed N fillingég12 Root morphology and N uptake were monitored
in Col andsagl2 Experiments using®N pulse/chase labelling were performed to investigate the

distribution of N and estimate the source and rate of remobilized nitrogen dedicated to seed filling.

B.ll. Materials and methods

Plant growth conditions

Arabidopsis thalian&olumbia (Col) anshg12(SALK 124030) T-DNA mutants were used in this
study. The KO-SAG12 SALK 124030 (sagl2) was chosen because it was the dangerhigch was
available in ABRC stock and recently characterized for some study focusedeaseractivities (Pruzinska
et al., 2017; Jamest al., 2018). Seeds were stratified for 48 h in 0.1 % agar (Select agar, Sigma, L'Isle
d'Abeau Chesnes, France) at 4 °C in the dark and then sown into Eppendorf tubd} fi0es with 0.8 %
agar (w/v) that had their bottoms removed. Plants were placed in a glasshouse on a taakicgniOL
of 3.75mM N@ nutrient solution with**N labelling (5% of atom excess) for 44 days in order to obtain
homogeneoust®N-labelled plants. The solution contained 3.75 mMNIK;, 0.5 mM MgS@ 0.25 mM
KHPQ, 0.2 mM EDTA.NaFe &M 1.25mM Cagl2HK id ..:BQU A ...DsDVNMrK.DsNVAKS6 ...D
CuSQU iXi ...PU }vo iXi MBOs£and was renewed every week. At 44 days after sowing (DAS)
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the 1N labelling was stopped and plants were transferred to two contrasting N constitHigh Nitrogen

with 3.75 mM N (HN; 1.25 mM Ca(jOtHO, 1.25 mM KNEU 1 X0 ..4EM0o7®4) and Low Nitrogen
A18Z 8X1 ...D E ~>E¥.4H0OD0 mMEXOU X0 ... )EBMo,®,). Photosynthetic photon flux
density was 110 mmol thst and day and night temperatures were 21 °C and 18 °C, respectively. During
the first 64 DAS, plants were cultivated with 8 h light/16 h dark photopeaaitdithen the reproductive
stage was induced with a 16h light/8h dark photoperiod. Plants were harvestée ategetative stage
(64DAS) and at the reproductive stage: 85 DAS corresponding to seed fillihgmaBdS corresponding

to mature seed stage. At each harvest time, the plant compartments present were separated, weighed
and stored at -80°C for further analysis. In addition, the root and tip density was performed#t$with

a flat scan (Epson expression 10000XL scanner, Suwa, Japan) coupled with Winrizho @égent

Québec, Canada).

Root N Uptake capacity analysis

Col andsag12plants were cultivated in HN conditions as previously described but witmu°N
labelling. The root N uptake analysis was performed at vegetative (64&%S)eproductive stages
(85DAS) as previously described by (Lainal, 1993). Briefly, roots were washed twice for 1 min in a
solution of CaSO~i uDe (}E& Juu E-*]}v (}E i u]v Jv +}oPEN® O %iof ...D }E |
atom excess) to study N uptake by the High Affinity Transport System (HATS)owtAdinity Transport
System (LATS), respectively. Then roots were rinsed twice in a solution af(Ca®®) at 4 °C for 1 min
to stop the N uptake. Roots and shoots were separated and weighed béfbr@nalysis by an isotope
mass ratio spectrometer (IRMS, IsoPrime GV instruments, Manchester, UK). Uptake capacity was

expressed as the total amount 8N in a whole plant per gram of dry roots per hour.

Isotopic nitrogen analys is

N and®N contents were quantified in the different plant compartments with an elemental
analyzer (EA3000, EuroVector, Milan, Italy) coupled with an isotope mass ratio speetrgreePrime

IRMS, GV Instruments, Manchester, UK).

The nitrogen quantityNQ) in the sample was obtained with the following formula:

"OH/5
L———
srr

where MS represents the dry matter of the sample.
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The isotopic abundanc&$9 was determined with the formula:
>%
m~ L srrH—:590 E580

With *N andN representing the amount of 15 and 14 N isotopes, respectively.

The isotopic exces&¥ corresponds to the difference between the isotopic abundance of sample (A%)

and the N natural abundance (0.3660 %):
g" L #"Fraxxb
Finally, the isotopic excess was used to estimate the quantityef ~ . QPN): ~

}UB L:""H 30;Hsrrr

Determination of amino acid content

Ten mg of lyophilized roots were added to 400 pl of MeOH contathi@h nmol/uL of norvaline
used as internal standard (Sigma, L'Isle d'’Abeau Chesnes, France). The mix was stirred for 15 minutes an
then 200 pl of chloroform and 400 pl of degHwere added. After centrifugation (12000 rpm, 10°C, 5 min),
the supernatant was recovered, evaporated and resuspended in 100 pl @OdaRtl then filtered on a
0.2 um membrane before derivatization using an AccQ-Tag Ultra Derivatizatiiaters, Guyancourt,
Francee (}00}A]JVvP 3§Z u vp( S3uE E Puysn@®iys Frroce)t Ainigh atids were separated
and quantified using a UPLC/PDA H-Class system (Waters, Guyancourt,WwithrecBEH C18 100x2.1mm

column.

Extraction and quantification of soluble proteins

Two hundred mg of frozen root leaf tissue were ground in a mortar with B5®f citrate-
phosphate buffer (20 mM citrate, 160 mM phosphate, pH 6.8 containingmg0of PVPP). After
centrifugation (1 h, 12 000 g, 4°C), the concentration of the soluble protein extractetasnined in the

supernatant by protein staining (Bradford, 1976) using bovine serum albumin (BSA) as standard.

Western Blot of SAG12 protein

dA v3C ..P }( *}Jop 0 % E}S Jve A E v SUE [JWOZE $|vBucd] &1 % ¢} C
H(( E AireRaptoethanol (Laemmli, 1970). Proteins were separated on an SDS-PAGIEeStai
precast gel (4-15 % acrylamide gradient; Mini-PROTEAN®, Bio-Rad,lafaoogette, France) and

transferred onto a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane as previously agestiybDesclos et al.
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(2008). The PVYDF membrane was incubated overnight in Tris buffer sdvmeen 20 (TBST; Tris 10 mM,
NaCl 150 mM, pH 8, Tween 20 0.15 % (v/v)) with 3 % (v/v) skimmed anibid non-specific hybridization.
Immunodetection of SAG12 was performed using an anti-SAG12 specific polgcitibadly from rabbit
provided by Agrisera® (AS14 2771; 1/2000 in TBST) as primary antibcalgeswhd antibody coupled
with peroxidase (1/10000 diluted in TBST, Bio-Rad®). The quantification of Ba&performed by the
measurement of the chemiluminescence revealed with an ECL Kit (Bio-Rad®&|aaoquette, France)

using a ProXPRESS 2D proteomic imaging system (PerkinElmer, Courtaboeuf, France).

Proteolytic activities

Proteolytic activities of cysteine proteases were determinedirbyitro protein degradation

analysis as previously describgd : u « § oX ~7ii6eX dA v3C ..P }( *}Jop 0 % E}S Jve
200 pL reaction volume containingNa-8 § pu(( € ~Ai uDU %, AXfAe v {i ...P }( ~ ~ A
used as loading control). Cysteine protease activities.i@®re obtained by the addition of 50 uM of E-
64, a cysteine protease inhibitor dissolved in dimethylsufoxide (DMS)eRuore, 2 mM dithiothreitol
(DTT) was added to this mixture and total protease activity.§ Mas obtained by substituting inhibitors
with an equal volume of DMSO. Then, proteins were precipitated with 1 mL cobideacetone either
immediately (), or after incubation for 300 mins) at 37 °C under gentle agitation. After centrifugation
(15 min, 16 000 g, 4 °C), the pellet was dissolved in 2X SDS-PAGHigelbaffer (140 mM sodium

} Co epo( $ U 7ii uD dE]-U 1imercBmdgthaio),odB mMIBromophenol Blue) and
heated at 90 °C for 10 min. Then the soluble protein extracts were separated on a gra8iént in SDS-
PAGE Stainfree precast gels (Mini-PROTEAN® TGXTM Stain Free, Bio-R&dCdquette, France) and
e« vv puv &E hs o]PZ38 A]J8Z ' o -Rad, Marnda-Co@ette ]France). The proteolytic
activities were quantified by monitoring degradation of 4 bands (95 KbakDa; 50 KDa; 37 KDa)
corresponding to endogenous proteins (EP) as targets of proteolysis atSplroteolytic activities are

calculated as follows:

(1) Total protease activity (Idexpressed in %):

TRo = SIAL7EIAT. gy
Erumg,
(2) Cysteine protease activity ({afexpressed in %):

E.qin ?Eqi P E.qin ?Bqi o A
CRy = ZIAB.7E1AW,, gé,;:ﬂﬂ:’ﬂ‘ A, PO o,
BUR,
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where the amount of EP (£3) at t and koo, with (Inhib.) or without inhibitor, as well as the total amount
of soluble proteins (Q) at &t were quantified by using ImageLabTM software (Bio-Rad, Marne-

Coquette, France).

Extraction and quantification of RNAs, reverse transcription and PCR

analysis

Total RNAs were extracted from 200 mg of frozen leaf tissue previously ground amtar m
containing liquid nitrogen. The powder was suspended in 750 pL of extractféer YOO mM LiCl, 100
mM TRIS, 10 mM EDTA, 1 % SDS (w/v), pH 8) and 750 pL of hot @biéaolpH 4). After vortexing for 40
s and after addition of 750 pl of chloroform:isoamylalcohol (24/%),¢the homogenate was centrifuged
(15 000 g, 5 min, 4 °C). The supernatant was added to 750 pl of 4 M Li@nsphit’) and incubated
overnight at 4 °C. After centrifugation at 15 000 g for 20 min at 4 °C dilet pontaining total RNAs was
resuspended with 100 pL of sterile water. Then, total RNAs were purified with an RNeakyt lsiccording
§} §Z u vp( SpE E][geu Eopstabdeuf-Rfdnce). Quantification of total RNA was performed
by spectrophotometry at 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf, Le Pecq, Framdeje breverse
transcription (RT). For RT, 1 ug of total RNAs was converted to cDNA with an @dApsynthesis kit

}E& JvP 8} §Z u vu( SuE -Eafs Mar@@ad-Ebgbette; Hrance) before Polymerase Chain

Reaction (PCR) analyses.

Sagl2 and 18S rRNA gene expressions were monitored by PCR using 1 plaoflefNA10 pl
of a PCR mix containing 250 uM dNTPs, 0.65 uM of forward and reverserpeand 0.5 uyM (5 U L
Qbiogene Taq polymerase (MP Biomedicals, lllkirch, France). The primers were designednsgitBrpri
software. Sagl2 (At5g45890) forward: 5-GGCAGTGGCACACCAMCCGGTAfRverse 5'-
AGAAGCMTTCATGGCAAGAGCAC-and 18S rRNA (NR_141642): forward: fi-;
CGGATAACCGTAGTAATTATAG-E A -GTAGVCATTCCAATTACCAGRCRSs were performed in a
thermocycler (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) using the following progesiaie lat 95 °C for
5 min, 25 and 18 cycles for Sag12 48$ rRNAncluding a denaturing step at 95 °C for 30 s, a primer
hybridization step at 58 °C for 45 s and an amplification step at 72 “Cnfon. Each PCR reaction was
finished with one cycle at 72 °C for 10 min. The identity of each amplicon welsechby sequencing and
BLAST analysis. PCR products were separated by electrophoresis on agarose gelsTAR 2X iwith 5
ug mL! of ethidium bromide) and revealed by illumination with UV light gsanGel-Doé" EZ Scanner

(Bio-Rad, Marnda-Coquette, France).
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Transgenic promoter SAG12:UIDA construct

The SAG12 promotepiomoterSAGILR containing the 1-2180 base pair sequence found in
Genbank under the accession number U37336, was cloned from the pSG49%i{lasmiand Amasino,
1995) kindly provided by Pr. R. Amasino (University of WisconsirsMadiSA) into the pMDC32 vector
between the Pmel and Ascl restriction enzyme sites, in place of the 35S promotay, thripMAZ01
plasmid. The pMAZO01 plasmid was fully sequenced from the RB to the Nos terminatafydhe absence
of any modification especially in the SAG12 sequence. The full-length coding segaeh@A (GUS-
coding gene; from 86 to 1897 of the AJ298139 accession number) wasltrerd successively in the
PENTRM vector (Invitrogen, Carlsbad, California, USA), then into the pMAZ01 vect@Gateway
recombination giving rise to the pMAZ02 vector containingghemoterSAGL2JIDAfusion. The correct

GUS sequence was verified by sequencing.

Transgenic Arabidopsis plants carrying tBAG12promoter fused to theUIDA reporter gene were
obtained by floral dipping (Clough and Bent, 1998) and 8 homoszydioes of several primary
transformants were selected on the basis of their hygromycin resistance and sisgiton segregation

rate.

GUS staining and observations

Based on the method of Jefferson et al. (1987), tissues from two independent
promoterSAG12::UIDBomozygous lines were stained overnight at 37 °C in 50 mfR@laH 7.0, 5 mM
ferricyanide, 5 mM ferrocyanide, 0.05 % Triton X-100 and 5-bromo-4-cBlordelyl glucuronide (1
mg.mLY). Then after destaining by successive incubations in 50 %, 75 %, and 96 % (v/v) stimapias

were kept in glycerol at 4 °C before observation.

The tissues were included in low melting point agarose (5 %; w/v) and cut wittraome
(Microm 650v; Thermo Scientific; USA) before observation with a light microscop@ Qdiipus, and

Olympus SC30 camera, Japan) with the help of cellSens software.

Statistical analysis

&}E 00 % E u § EU 3 0o 35 S3ZE ]}0}P] o GheXdatas areA E
presented as the mean + standard error (SE). To compare Cosagit? data, Student's t tests were
performed after verifying compliance of normality with R software. Statistical significanceostsgied

§ %% G IXIAX




Fig.IV-B.1.Root architectureis similarin Coland sagl 2.

Root density (A) and tip density (B)f Col (black bars) and
sadgl2 (white bars) plants cultivated undeMHN and LN

conditions were determinedat vegetative stage @4 DAS).
Resultsare presentedasmeans “ SEn=3).

Fig.IV-B.2. Nitrogen uptake capacitiedoy HATS and LATS are similar Coland
sagl2.

Col (black bars) andadl? (white bars) plants were harvestedt vegetative stage
(n=12) and reproductive stage (n=8). N uptake capacit®shigh (HATS) and low
(LATS) affinity transport systenae presentedas means “ SE Different letters
indicate a statistical significant differences accordtodstudent's t-test~ %a5)
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B.lll. Results

Root architecture and N uptake capacity are not affected in sag12

Irrespective of the N conditions (HN or LN), no significant differences were observed between Co
andsagl12for root (Fig. IV-BLA) and root tip Fig.IV-B.1B) densities. N uptake capacity was monitorsgd b
measuring the amount dfN absorbed per h and mg of root DW. In both the vegetative and reproductive
stages, HATS and LATS N-uptake capacities were not different between the geneitypes3(2). LATS
uptake was higher than HATS in both the vegetative and reproductive stages.\Wdgrié¢@ould be noted
that the N-uptake capacity related to LATS but even more to HATS was significantly riother i

reproductive than the vegetative stage.

The SAG12 defect affects N allocation under LN conditions

The plants were labelled withiN for 44 DAS and then grown withddi until harvest at 125 DAS.
The similar total®N amounts found in Col arggl2at the end of the®N labelling (not shown), confirmed
the absence of differences between the genotypes in LATS and HATS uptake capacities at theevegetati
stage. Plants were dissected into five compartments (roots, leaves, stems, psrcatgseeds). Under HN
conditions,’®N was mainly found in the leaves (Col: 31.15 % + 1.96 %egi@ 33.28 % + 2.68 %) and in
the seeds (Col: 32.22 % * 1.46 % samil2 30.26 % + 1.34 %) of the two genotypeg) (V-B.3) and the
partitioning of >N was not significantly different between Col asag12 Under LN conditions, around
78% of the total®N of the plant was distributed in the roots, leaves and seeds in atbtypes. However,
the N partitioning was significantly different in the seeds and rootsagfl2and Col. Partitioning dfN
in the seeds ofag12(34.35 % + 1.02 %) was decreased by 6.16 % compared to Col (40068480) and
partitioning of'®N in the roots obag12(21.83 + 0.45 %) was conversely increased by 2.97% compared to

Col (18.85 * 0.50 %). This then suggests a def&tt remobilization from the roots to the seedssag12

Protein content is higher in roots of sag12 cultivated under LN condition

As expected, protein and amino acid contents were higher in both genotypes auitvated
under HN compared to LN conditiorsid.1V-B.4). Protein content in the roots adagl2and Col were
similar (around 13 mggof DW) when plants were cultivated under HN conditions. Under LN corglition
the protein concentration was higher in the rootssafg12(7.87 + 0.12 mg{pW) than in Col (5.49 + 0.28
mg g'DW). Interestingly irrespective of the N conditions, the amino acid contents wersigmificantly

different between the two genotypes-(g.IV-B 4).




Fig. IV-B.3. N allocation in roots and seedsis affected in sagl2 under LN
conditions.

Partitioning of 1°N in the different plant compartments (roots, leaves, stems,
pericarps and seeds) was calculated from data obtained from plants harveated
seed maturity (25 DAS). Resultare presentedas means “ SE(n=4). Significant
differences between Col anshdl2 areindicatedby ** ~ %u(3; n=4).

Fig.IV-B.4.Protein contentis higherin roots of sagl2 at reproductive stage.

The rootsof Col (black bars) anslagl2 (white bars) plants cultivated under high (HN) and low
(LN) nitrogen conditions were harvested reproductive stage&5 DAS). Valueare means “
SEn=4. Significant difference between Col asdgl?2 ~ %@3; n=4)isindicatedby ** .
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SAG12 is expressed in roots at the reproductive stage and the expression

is higher under low nitrogen conditions

No SAG12 transcript&if).I\V-B.5A) or protein Eig.I\V-B5B) could be detected using RT-PCR and
Western blots in the roots of Col at the vegetative stage under either low omfigigen conditions. In
contrast, SAG12ranscripts Fig.V-B.5A) and proteins Kig.|V-B5B) were detected in Col roots at the
reproductive stage and under both nitrogen conditions. The amounts of SAG12 transcdppscdgin
were substantially higher in the roots of Col under LN conditiéits I(/-B.5). As a negative control, we
verified that SAG12 protein and transcripts were undetectable in the roots of sagl2, whakever

developmental stage or N conditions.

SAG12 is expressed in the root stele

In order to determine the location of SAG12 expression in the r@sués, GUS staining was
performed on Arabidopsis plants transformed by firemoterSAG12::UIDweporter fusion. Staining was
performed at the reproductive stage, in which SAG12 protein was previously deétect@lants cultivated
under low and high N conditions. Irrespective of the N conditions, §€&ifing was observed along the
entire length of the root but it was located exclusively in the stélg.(V-B.6). Surprisingly, although the
SAG1Zxpression level was higher in the roots of LN cultivated pl&igsl{-B 5), we observed that GUS

staining was lower in the LN cultivated roots than in the roots of plants cultivatddrurN.

Cysteine protease activity is lower in the sag12 root under LN conditions

The total protease activity measured at the reproductive stage (at the optimum pH for SAG12
activity: pH 5.5) did not reveal any difference between Colsagl 2 regardless of the N conditionBig.
IV-B.7). Similar to the total protease activity, a strong increase in cysteine protease actigitybsarved
when plants were cultivated under LN in comparison to HN conditieias{-B.7). While no difference in
cysteine protease activity was observed between genotypes when plants were cultivated Hid
conditions, the defect in SAG12 led to a significant decrease in cyst@teage activity relative to Col
when plants were cultivated under LN conditions (642.11 % + 28.(¢l15%6.88 % * 3.99 % in Col and
sagl2 respectivelyFig.IV-B.7). Such a discrepancy could be attributed to the lack of SAG12 activity.

B.IV. Discussion

In a recent study, James al. (2018) have demonstrated that the absence of SAG12 in plants leads

to a decrease in the production of seeds and to a lower N content in Arabidopsis w&en cultivated




Fig. IV-B.5. SAQA2 is expressedin roots only at reproductive stage especially
under LN SAG2 and 18S-rRNAgene expressions were monitored usiiJFPCR
(A). Detectionof SA@2 by Western blot usingan anti-SAQ@2 specific polyclonal
antibody providedby Agrisera® (Al 2771 (B). The ARNs and soluble proteins
were extracted from rootsof Col andsadl? plants cultivated undetHN and LN
conditions and harvestedat vegetative 64 DAS) and reproductive8p DAS)
stages.

Fig.IV-B.6.SAQ2is expressedn the root vascular tissues.

The tissues whereéSA@2 promoter was active were identified using the
promoterSAG2::UIDAlines and GUS staining. Roots were observed using
light microscope. Transgenic lines were cultivated unéidt (A, C)and LN(B,

D, E)conditions and harvestedt reproductive stage. Representative pictures
of the results obtained for longitudinal (AB) and transversal (CD) root
sectionsare shown. Root section witluVexcitation(E) Xy= Xylem tissue.
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under LN conditions. The absence of such a phenotype under HN conditions waseskbplaihe increase
in cysteine and aspartate protease activities, which may compensate for the SAG12 defeattamad N
remobilization during seed filling (James al., 2018). However, although N remobilization is often
considered as the major process providing N to the seeds (Tegeder and Md3alswesse, 2017), the
assumption that a better N uptake sagl2could supplement the N allocation to the seeds, especially
under low N, could not be excluded. Indeed, bothsNdptake and root architecture are known to be
regulated depending on the internal N status of the plant and stimulated under Ldlitioms (Crawford
and Forde, 2002; Nacaet al., 2013; Bellegardet al,, 2017; Gent and Forde, 2017). We here show that
whatever the N conditions (LN and HN), Col aagl2have the same root architecturé&if.I\V-B.1). In
addition, no matter which developmental stage was investigated (vegetative or daptive), the N
uptake by high (HATS) and low (LATS) affinity transporters was similar in €afyaddrig.|\V-B.2). Taken
together, these results invalidated the hypotheses that an increase in N uptake (i) suppbeimént
allocation to the seeds in theagl2plants cultivated under HN conditions or that (ii) N content was lower
in the seeds ofagl2compared to Col when cultivated under LN condition (Jaeted, 2018). In order
to monitor the N remobilization for seed filling, at the final stag@laht development (mature seed 125
DAS) we analysed the distribution of tibl provided in a pulse/chase experiment to Col aad12plants
cultivated under HN and LN conditions. Under HN, a sifiedistribution was observed in Col asay12
(Fig.1V-B.3), thus suggesting that SAG12 depletion did not alter N remobilisatioeefed filling when
nitrogen was available. These results are in good agreement with the report of éaalg2018) showing
that the cysteine and aspartate proteases increaseskigl2might support N remobilization during seed
filling. Interestingly, growing plants under low N conditions indicated that ghoportion of °N was
significantly lower in the seeds ehgl2in comparison to Col and conversely, significantly higheréan th
roots ofsagl2compared to the roots of CdFig.I\V-B.3). No significant difference between Gwidsagl2
was found for'>N partitioning in any organs other than the roots and seeds. This then reveakfdct oh

N remobilization from the roots to the seeds sagl2and strongly suggested that the low N content
previously observed by Jametsal. (2018) in the seeds shgl2under LN condition was mainly due to the
sequestration of N in its roots. Although N remobilization from the rodhtoseeds is poorly documented,
a previous study performed iBrassica napuk. by Rossatet al. (2001) showed that more than 11 % of
the N in seeds came from the remobilization of root N. Moreover, Giratdd. (2015) showed that
Brassica napugenotypes with higher nitrogen remobilization efficiency had a higher contribuifaN
remobilised from the roots to seeds. Likewise, we observed that the protein concentrasisiigher in

the roots ofsagl2compared to Col, when cultivated under LN, while the amino acid concentrations were




Fig.IV-B.7.Cysteine protease activitys decreasedn roots of sagl2 under LNcondition.
Soluble proteins were extracted from roots harvestatreproductive stage&5 DAS) from
Col andsadl?2 plants cultivated under high (HNr low (LN) nitrogen conditions. The
cysteine and total protease activities were determinday monitoring 4 endogenous
proteins degradation95 KDa;76 KDa;50 KDa;37 KDa)in the presenceor the absenceof
the cysteine protease inhibitor @. The protease activitieare expressedas % relativeto
the activity in the Col roots undeHN condition (100 %; dot line). Valuere means “ SE,
n=3. For a given protease activity (totalr cysteine), significant differences %05, n=3)
are indicatedby different low case letters.
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unchanged Kig. IV-B4). This then emphasized the role of SAG12 protease in the proteolysis of root

proteins that could serve as a nitrogen source for remobilization under low nitrogetiticoTs.

From this finding, we then decided to investigate whether SAG12 could be expresbedoot
tissue, at least under LN conditions, which has never been described before. Indbedghl the
expression of SAG12 in leaves during natural and induced senescence wasddparhstrated by
numerous studies performed in various plant species (Lohetaal, 1994; Gan and Amasino, 1997,
Desclot al, 2009; Parrotet al., 2010; Carriért al, 2013; Singlet al,, 2013; Porett al., 2016; Curaét
al.,, 2017), to our knowledge there was no evidence for SAG12 expression in plarniseugt. In the
present work the SAG12 transcripts and proteins were detected in the roédtsabfdopsis thalianat the
reproductive stage, but not at the vegetative stage. In addition, SAG12 exprassiqmotein levels were
much higher in roots of plants cultivated under LN than under HN tiondi(ig.I\V-B 5). This makes sense
because sink strength is known to be stronger at the reproductive stage due to the maturatiordsf see
and also stronger under LN conditions. The GUS stainprgmiterSAG12::UIDikes at the reproductive
stage confirmed that SAG12 was expressed in the root and especially localized in thEigtéleE(6).

We noticed that despite higheBAG12xpression in roots under LN than under HN, GUS staining was
weaker in roots of LN plants. This was possibly due to the fact that the stronger protea#ty awtasured
under LN may have led to degradation of thglucuronidase enzyme, as previously shown in senescent
leaf tissues by Noh and Amasino, (1999b). Taken together, the express®Gdf2in roots, and the
increase in total protein content in the roots shgl2suggests that SAG12 is involved in the proteolysis

associated with the root N remobilization, particularly when plants are facing N limitation.

This assumption was verified by measuring the total- and cysteine-protease activitiesroots
of Col andsagl2at the reproductive stage. While the depletion of SAG12 did not affect the taatdase
activity in roots, it impacted significantly on the cysteine protease actifitiie roots of plants cultivated
under LN conditions. Altogether, the results show that the SAG12 protease plays a obajor the
breakdown of root proteins when plants are facing N limitation and is required focieaffi N

remobilization to the seeds.

B.V. Conclusion

This study shows for the first time the role of SAG12 in the roots for N rdimadinin to support
seed production and seed N content under N limitation. The results obtaméuds study are important

for improving N use efficiency in crops. For exampl8rassica napyshe level of SAG12 root expression
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could have partly explained the contrasting N use efficiency highlighte@itmndéet al., (2013,b) in

different genotypes cultivated under N limiting conditions.
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C.Etude du role des protéases a cystéine T fee Zi+7 fo'"f—<'e T —
rendement chez le colza ( Brassica napus .L)

Résultats préliminaires
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Fig.IV-C.1.Les biomassesde tous les organes des colzas sur-expresseurs

[ nveystatinede riz (OCI) exceptés les feuilles sont inférieures a celles
du sauvage (WT).
La masse séche des différents organes (racines, collet, feuilles, tiges,
siliqgues) a été mesurée aprés 183 jouds culture sous conditiorde forte
alimentation en N, peu de temps avantque les grainesv|[ E E3A v§
maturité. Les valeurs représentent les moyennesSE pour n=8. Les
différences significatives pourp<0,05 et p<0,01 sont indiquées
respectivement par ‘et ** .
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Les précédents travaugf( chapitres IV-A et IV-B) ont mis en avant le r6le de la protéase angystéi
Ail ve 0o E u} ]Jole 8]}v o[ 1}8 (Jo] |E @B Whdp® e RPEH v p Z |
plante modeleArabidopsis thalianayne Brassicacae. Ces résultats soulévent de maniére plus générale la
<u *8]}v 4 E€O e We wveo[o }E S3]})v Ht E PEIWS @dolmdEléko vs

}ol X WIHE E %}v E §8 «<u *SJ}vU 0 SE S P]S }%G[ ve Utwor]*s ]v
la classe des CPs afin de vérifier les conséquences sur le rendement. Le matériel génétiquanqdanett

E o]* S]}v §§ Syp 18 [JE « 3 i 1% %]E]VE Budssichsdgusiv Yol
L. cv.Drakka) sur-exprimant un inhibiteur des CPs (une cystatine du riz (OCI}) sou }vSEE€o0 [Uv
promoteur 35SU S A 0}% % % E odtalpd%oiiiieZ Zve o & [uv  Spu  (} o

*UE 0 E %}ve * %0 VS o UE SE * ]}S]cp X @E 3 @[S 0% e %ua[[BS]
% Eu S [ A % E]u uEdes\acfivite§ des toutes les CPs de maniére constitutive et ectopique,

v}iS uu vsS ve 0 ( plJoo e v e v e v U <«u] }vesS]Spu vS}isSou (}EI]S[]JEP v
(Rossatcet al, 2001; Girondét al, 2013 S o[}EP v }1 o clusvihduités. Nous disposions

seulement de quelques graines que nous avons utilisées pour réaliser unee @itgollaboration avec

o[/v 3]s P¥erre Bourgin (IJPB) afin de multiplier ce matériel génétique (OCI). Néanmoins, nmis avo

profitt de cette culture pour réaliser une expérimentation préliminaire permdttam premier

phénotypage a différents stades de développement, essentiellement en se focalisant sur letiprode

biomasse.

Pour cela, des colzas OCI et du cultivar Drakkar (le fond génétique ayant servigtrlaction
dessur- £% E ¢ pEe+ K /o }vs § Ho3JA « v }v ]38]}v (JESX]h%}v] ]0]8
période de vernalisation de 45 jours a été appliqguée aprés 31 joursehissafin [Jv]S] CE S
synchroniser la montaison des plantes. La récolte a été effectuée lorsqgealras arrivaient a maturité

(183 jours aprés semis).

>[ v oCe 0 Jlu e o Z e J(( & v8e }EP v ¢ v}lvydol «Y[pw|[ A
baisse significative (environ 60 %) de la biomasse de tous les organes ghlentles sur-exprimant la
cystatine par rapport au colza de type sauvdgglf{/-C1l«X S]SE [ £ u%o U pv-65%us E 5]
de la biomasse des siliques est observable chez les OCl comparés au sauvagetaCeerésute

0[ZC%}SZ « <p 0 ¢ We i}p E] vS pv E€0 Ui WE ve 0— 0 }E S]}v u @

Malgré cette forte diminution de la production de siliques, la teneuwr azote dans ce

compartiment est supérieure chez les plantes OCI (3,68 £+ 0,08 % de la masse seche) Gunrgzaréage
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Fig.IV-C.2.Lateneur en azote des siliques des colza sur-expresseurgu v
cystatinederiz (OCI) est supérieure a cell@u sauvage (WT).

Lateneur en N des siliques a été mesurée apres 183 jodes culture sous
condition de forte alimentation en N, peu de temps avantque les graines
v[ & EJ Aatwsdité. Les valeurs représentent les moyenneSEpour n=8.

Les différences significatives pop0,01 sont indiquées par* .
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(3,32 £ 0.07 % de la masse séclia)l{/-C2). Ce résultat suggére que les colzas OCI sont capables de

*}00] 18 & » *Ce*3 U *» % E}35 }0CE]<H » %o}UE [BU%o v %EE Y] wZ] 151Gv3 ]w

Jve HE]JA 0 UE A %E +°]}v 0 Ce3 §]v E]1 OIEin[BreynE E o E

remplissage correcte en N des graines. Afin de valider cette hypothése, il conviend¥alider une

analyse des activités des différentes classes % E}S ¢ X ] % Eu S$SCE [V % ESU

o[]vZ] 181}v o[ 3]A18 » % @E}S e+ Ce3 v % E CEMUE £ YIEE + +%§ VE
% Eu S35E o] v31(] 81}v [ B3]A18 « % E}S +]cu}y ]oededrnipition. ve o  }i







D. Overexpression of a Brassica napus L. Water Soluble
Chlorophvll binding Protein (WSCP1) to delay dark-induced

leaf senescence in Arabidopsis thaliana

En cours deédaction

Contexte : >[ 3]A]8 % @E}S }oCS8]<p Vv o] v A 0 e ve v +B@®]H}IS * % E

Jvs o 8]A]8 8 v % EE] JVEE€E€0  %PaMI ces Jintbitgusul€E « Waten E 0.
Soluble Chlorophylle Binding Proteins~t~» Wee % @& « v3 vS o[ A v P %o }UAJ]E %o}ee
(}v SI}v [lvZ] ]S]}v % E}S o e u ] Hee] ZGoOB}SX S]FE  dpDOEHEYUE]}V
fait des candidats particulierement pertinents pour retarder la progression de la sénesft#iaire afin

[ oo}jvP E o uE Al e (( p]loo o & Jve] E %] E]}o[ *CA]Z@&E}v]eue v
organes sources et la période de remplissage des graines. Des études rédlesgéss colza ont permis

[T vS](] & M u}]ve T t» We ~ v i1 § tN Wie % E * vS v %(}¥ B§lvooSu v3
induites dans les jeunes feuilles par un traitement au Méthyl Jasmonate (Detals2009). Alors que
le r6le de BnD22 dans la modulation de la progression de la sénescaaire &t relativement bien établi
(Reviroret al,, 1992 ; Schmit al,, 1993 ; Etienne et al. 2007), celui de WSCP1 reste a ce jour inconnu.
Objectif : Démontrer la capacité de WSCP1 a moduler la progression de la sénescence foliaire.
Méthode : WIuE E& o] E S8 S Arabidospis]tRaliangarfictérisée par une sénescence
foliaire précoce (RIL232.oudetet al,, 2002)}vS § SE& ve(}EU ¢ (]Jv [ A% E]Ju & 0 % E}:
le contrdle du promoteuBAG1ZpSAG12WSCPL La sénescence a été initiée par un maintien des fedilles
u SuE - O[} %o ulE]Se U P& - Zo}E}% ZCoo0 U % E}S Jvse & [ S]A
réalisées afin de suivre la progression de la sénescence chez les i§a€es2WSCP lamparativement
au fond génétiqueRIL232De plus, une étude de la localisation subcellulaire de WSCP1 a atpresat
par microscopie.
Résultats :Un maintien des chlorophylles est observé dans les feuilles matures ombrédigries
pSAG12WSCPXomparativement a celles dédL232%t laisse supposer que la surexpression de WSCP1
conduit & un ralentissement de la progression de la sénescence. La fonctigmotéetion des
chlorophylles que cela laisse supposer pour WSCP1 est cohérente avec la lataldataplastique mise
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Conclusion Au vu de ces résultats, il semble que la protéine WSCP1 puisse étre réellement eddée d
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In writting

Abstract:

In BrassicanapusL., one of the levers for improving the Nitrogen Remobilization Efficiency (NRE)
of rapeseed is to delay senescence in order to prolong the lifespan of thesleallowing to reduce the
asynchronism between the emptying period of these organs sources ancetfwdof seed filling. The
Water Soluble Chlorophyll Binding Proteins (WSCPs), proteins knownatdébto have a putative dual
function of chlorophylls protection and inhibiting proteases, make them exwettandidates to delay
senescence. Several isoforms of WSCPs have been already identified in leaves of rapésaadng
them, the WSCP1 protein has in its amino acid sequence several characteristic imitfs fonctions. In
order to testin vivothe ability of the WSCP1 protein to delay senescence, an overexpression of the WSCP1
protein under the control of the SAG12 promotgrgmoterSAGLI2NVSCPLwas developed from an
Arabidopsis thaliandine previously described as being early senescent (RIL232). During das&eind
senescence of leaves, overexpression of WSCP1 leads to a delay in chlorophyll aegeathtan
inhibition of serine proteases compared to RIL232. Despite the serotegses inhibition, the protein
content in leaves remained similar between both genotypes suggestingettreitment of proteolytic
compensatory systems. The immunodetection of WSCP1 in leapS&\&12WSCP1lines allowed for the
first time to locate a WSCP isoform in chloroplasts. Altogether, these resultscdmndirinterest of WSCP1

for delaying senescence.

Keywords:Chlorophyll, Leaf senescence, Protease inhibitor, Serine protéase, WSCP1

Running title WSCP1 delay leaf senescence
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D.I. Introduction

Senescence corresponds to the final stage of development of plants, organsspmbith leads
to death. This process is characterized by the degradation of macromolecules, allowingtilization
of various elements such as carbon and nitrogen from senescent organs towards groveing duging
sequential senescence or seeds during monocarpic senescence (Gregteabe2013; Avice and Etienne,
2014). However, some studies performed in agronomic crops suBhaasica napsiL., shown that the
nutrient remobilization efficiency is very contrasted during these both typssmdéscence. As an example,
in Brassica napysf the monocarpic senescence is considered as particularly efficient and lead to low
residual N content in fallen leaves (around 1 % of the DW), sequential senescence hagdudontent in
fallen leaf (2.5 to 4 % of the DW). Consequently, it is commonly acceptedrthance of the efficiency of
the sequential senescence could be a lever to improve the agro-environmental statement of fhis cro
Many studies have shown that a delay in leaf senescence lead to an improvenidet \déld in many
species (Thomas and Stoddart, 1980; Thomas and Smart, 1993; Hatkaly&011; Gregersent al,
2013). As example, Malagetial. (2005a; 2005b) have demonstrated that an increase of the leaf life span,
leading to a better synchronism between the N remobilization from this soug&noand the seed filling,
would allow an increase of the yield by around 30%. This assumpgappsrted by other works showing
§Z § MNBE; v_ o]v -i.a(inks with-a delay of the initiation or progression of leaf senescence)

have a better growth (Kusals al., 2013).

Different ways can been used to delay leaf senescence. One of them consists to promote the
cytokinine biosynthesis in plants overexpressing the isopentenyl transferase gene (IPT; gecagime
involved in cytokinin synthesis) thanks to a senescence specific pronwandteurSAGI2 In these
plants, a delay of leaf senescence associated with an increase of the duration of leaf ptimteattivity
as well as an increase of biomass were observed (Gan and Amasino 1995 ; 199&y. iAtresting way
consists to delay the proteases activities involved in N remobilizatiomgl leaf senescence using
endogenous plant protease inhibitors such as cystatin. Cystatins are naturahdagenous compounds,
which inhibit cysteine proteases, one of the protease classes the most stromiylgeh during leaf
senescence. As an example, the overexpression of a rice cystatin gene (oryza¢@sE-)in tobacco
lead to an increase of leaf protein content (and especially an increase of the afmendf two RuBisCO
activase isoforms) associated with a delay leaf senescence éPal2008). Another endogenous protein
(ulJoCU 8z ~t 8§ CE "“"}op o ZOo}E}%ZCo0o ]v VR WEMW E}S —~t}v&PpS}d
function in addition to their chlorophyll binding ability. Indeedany WSCPs (Schmielt al, 2003;
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Horigomeet al, 2007; Damarajet al, 2011) are able to bind chlorophyll and allow the photo-protection
of chlorophylls reducing the reactive oxygen species related to chlorophyll degrad&sbhmidtet al.,
2003). Some WSCPS, such as BnD22 characterBexbgica napusiue to the presence of a Kiinitz motif
([LIVM]-X-D-x-[EDNTY]-[DG]-[RKHDENQ]-X-[LIVM]-X(5)-Y-x-[LIVM]) (REF $phke t@isohibit cysteine
but especially serine proteases (Revigdral., 1992; Desclost al., 2008; Rustgat al., 201b). However, if
many works study the role of these plant protease inhibitors during thet péesponse to abiotic and biotic
stresses (Schmidtt al, 2003; Etienneet al,, 2007; Desclost al, 2008; Damarajiet al, 2011; Boex-
Fontvieilleet al,, 2015), very few focused on the putative role of theses protease inhibitdngl leaf
senescence. One of these studies, performeBrimssica napysdave allowed to identify 2 WSCP isoforms
with a kunitz motif (BnD22 and WSCP1) in young leaves of plants sprayed with metloyigees Authors
suggest that these both WSCPs, because of their putative dual function, couldrplayrethe regulation

of the progression of leaf senescence (Desetaal., 2008). In contrast to BnD22 for which there is some
evidences of its implication in the progression of the leaf senescence (Eétmhe2007; Desclost al.,

2008), the role of WSCPL1 in this process remain unknown.

Account taken of WSCP1 characteristics, i.e. expression in young leaveseiatiiset of leaf
senescence and its putative dual function, this protein could be relewaaxtend the life span of leaves
and thus to reduce the asynchronism between the remobilization of N from leavethamdquirements

of N of seeds during filling stage.

In this context, the aim of this study was to ascertain if an overexpression of VIBGR] the
senescence is able to extend the life span of leaves. To reach thi&rgbalopsis thaliandines (RIL232,
Loudetet al,, 2002) characterized by an early leaf senescence phenotype, were transformed/8GR 1
gene under the control of the specific senescence SAG12 prom@&AGp2WSCPL Leaf senescence
was initiated by dark and measurements of chlorophyll, protein and protease aetieity undertaken to
monitor the progression of leaf senescence in pSAG12::WSCPL1 lines compared to the genetic whckgroun

RIL232.

D.ll. Material and methods

Plant material

The SAG12 promoter, containing the 1-2180 base pair sequence found in Gengtuier the
accession number U37336 was cloned from the pSG499 plasmid (Gan and Am&sih&irdy provided
by Pr. R. Amasino (University of Wisconsin-Madison, USA) into the pMDC32betateen the Pmel and
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Ascl restriction enzyme sites, in place of the 35S promoter, giving the pMAZLigl The pMAZ01
plasmid was fully sequenced from the RB to the Nos terminator to verifgttekence of any modification
especially in thggromoterSAG128equence. The full-length coding sequenc®8S8CP1657 pb; accession
number AB012699) was amplified by PCR fByassica napugv/ar. capitol) leaf cDNA library with specific
primers (forward: 5- ATGAAGACTTTTTTTCTAGTTACICTC -
; reverse5'- CTAGTAGAATGGGAACATCTTTAGACC -3') and cloned successively in® thect®OPO
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA), then into the pMAZO01 vector by Gateway recamlginatig rise

to the pMAZ02 vector containing thpromoterSAG12WSCP fusion. Correct WSCP1 sequence was
checked by sequencing. Transgenic plants carryingsth@l2romoter fused to theVSCPhene were
obtained by floral dipping (Clough and Bent, 1998)Addbidopsislines (RIL232; Loudet al, 2002
selected for their early leaf senescence phenotype. Two homozygous IBASIR2WSCPH5 and #6)
from several primary transformants were selected based on their hygromycine resistance and single

insertion segregation rate.

Plant growth conditions

Seeds (RIL23250G12WSCP#5 and #6) were stratified for 48 hin 0.1 % agar (Select agar, Sigma,
L'lsle d'’Abeau Chesnes, France) at 4 °C in the dark and then sown onto lids cut from Eppendorf tubes (0.5
ml) and filled with 0.8 % agar. Plants of each genotype were placed in a gisssitoa tank containing
10L of nutrient solution with 3.75 mM N1.25 mM Ca(N.4H0; 1.25 mM KN§0.5 mM MgS@ 0.25
mM KHPQ; 0.2 MM EDTA.NaFe 3KV 10 .sBR;5 ...D DuYKi ...Ds VXK ... D)sM&Q»4; 0.7
...D wVKiXi ... Prehewed every week during 76 days. Photosynthetic photon flux density@as
mmol m? s, day/night temperatures were 21°C/18°C and photoperiod was 8h light /16 h dark.

The three leaves with the highest SPAD value (Soil Plant Analysis Develddimel&, SPAD-502
model)were considered as mature leaves. The senescence of these three mature leaves has been induces
by covering. Every two days from the dark induction of senescence (D0) ungiaftabkcission (D14), the
chlorophyll content was estimated with SPAD device. In addition, the three mature \wavesarvested

and pooled at DO and 6 days after dark treatment (D6) and frozen at -80°C for further analyses.

Extraction and quantification of soluble proteins

The extraction of soluble proteins was realized from 200 mg of frozen fresh maturesiaaé ti
ground in a mortar with 500 pL citrate-phosphate buffer (20 mM citrate, 48® phosphate, pH 6.8
containing 50 mg of PVPP). After centrifugation (1 h, 12 000 g, 4°C), nbent@tion of the soluble
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protein extract was determined in the supernatant by protein staining (Bradford, )183®g bovine

serum albumin (BSA) as standard.

Detection of the WSCP1 protein by Western Blot

d} % E(}EuU §Z § 3]}v }( t» Wi % E}S [VUBETA]IRJOC IERSE % E WS (
v SuE C Z 3]vP 3§ 6i £ (}J&E ii u]lv ]v > uundrcap®ethantb@aemnil] E A]SZ

1970). Proteins were separated on a SDS-PAGE precast Stainfree gel (4-15 Ydaqyyahent; Mini-
PROTEAN®, Bio-Rad, Madam€&oquette, France) and transferred onto a polyvinylidene difluoride (PVDF)
membrane as described previously by Desetad. (2008). The PVDF membrane was incubated overnight

in Tris buffer saling Tween 20 (TBST; Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 8, Tween 26 QvA§) with 3 %

(v/iv) skimmed milk to avoid non-specific hybridization. Immunodetection of \WWS8@P performed using

specific polyclonal antibody from rabbit produced by Eurogentec® (1/200@dlin TBST) as primary

antibody and a second antibody coupled with peroxidase (1/10000 dilite TBST, Bio-Rad®).
Chemiluminescence (ECL kit, Bio-Rad®) was measured by using a ProXPRESS 2Dnpagiegrigstem

(PerkinElmer, Courtaboeuf, France).

Profiling of the active serine proteases

Active serine proteases labelling and detection have been performed ussagiree protease
specific fluorescent probe (FP-Rh) according to Petetl. (2016). Briefly, protease labelling was
performed with 20 ug of soluble protein extracted from mature leaves harvested @ B&00 L reaction
volume containing tris buffer (50 mM, pH 7.5). Mixture was kept 30 abiroom temperature before
addition of 1 pL of FP-Rh (1mM in DMSO) or 1 uL of DMSfritol without probe (No Probe Control:
NPC). After incubation (1 h in dark) under gentle agitation at room temperatwteipwere precipitated
by addition of 1 mL of ice-cold acetone. After centrifugation (15, 61000 g, 4 °C), the pellet was
resuspended in 40 yl 2X SDS-PAGEogel-]vP p(( € ~idi uD ~ AV Tii uD dE&}eV 119 Po
mercaptoethanol; 0.3 mM Bromophenol Blue), then proteins were denatured byrweati90 °C for 10
min before separation on 12 % SDS-PAGE. The fluorescence of labellatsprateivisualized by a scan
coupled with ProXPRESS 2D proteomic Imaging System (PerkinElmer) vigtioexand emission
wavelengths at 540 and 590 nm, respectively. The fluorescence signal intensity was epldntifiel

analysis tool of ImageJ software (Schnegteal, 2012).
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Fig.IV-D.1 Alignmentof amino acid sequencesf BnD22 and WSCP1 showing different
motifs supporting the putativedual function.

Amino acid residues thaare not identical to those of Bn22 are highlightedin blue.
Amino acid sequencef the motif characteristicof the kinitz-type protease inhibitors
was framedin red (Nishio and Satohl1997). The 4 amino acids frameth green are
suspectedo be responsible for the fixatiorto chlorophyll (Horigomest al., 2007). Amino
acid sequencef chlorophyll binding motif conserved between all WSCPs was framed
yellow (Satohet al., 2001). Asterisk#én blue indicate predicted sites for N and C signal
peptide cleavages.
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Fig.IV-D.2.Kineticsof chlorophyll contentin leavesof RI232 and overexpressor

lines (pSAA2:WSCP#5and#6) during dark-induced senescence progression.

Valuesare means +SEfor n=21 up to 6 days anch=11 after. Significant difference
between genotype~ %@5) isindicatedby *.
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Immunolocalization of WSCP1 protein

Mature leaves were cut with a punching tool and sections were kept overaigtgr vacuum into
a fixative solution (4 % paraformaldehyde; 0.1 % Glutaraldehyde in cacodyladiwhdouffer 0.1 M, pH
7) at 4 °C. The next day, sections were dehydrated with several baths in different ethatiohsq70, 95
and 100 % v/v). Afterwards, sections were impregnated using successive baths (1.5 h each) tf LR whi
resin (Thermo Fisher scientific, Newman, 1987) in ethanol (25, 50, Ap %llowed by a last LR white
resin (100 %) bath overnight. The following day, two LR white resin (100 %) battise(l 31h) were
applied to the sections before transfer in a new LR-White resin (100%) and pasticeriduring 24 h at
50 °C in capsules. Then, the resin blocks containing mature leaf sections were cut with an ultrameicroto
(Leica Ultracut R) and resulting sections were immunostained. For this, blocking of ndit-sitesi was
carried out with 3 % PBS-BSA at room temperature during 30 min. Sections wenecthigatéd overnight
with a rabbit primary antibody anti-WSCP1 provided by Eurogentec® (1/100%iPBS-BSA). A second
incubation with goat secondary antibody anti-rabbit, labelled with Alexa Fluo(®880 in 1% PBS-BSA,
Thermo Fisher Scientific, USA) was performed during 2 h in darkness. A drop of Fludromanting
medium (Thermo Fisher Scientific, USA) was added before observation under a confoocataoper
(Olympus FV 1000).

D.lIll. Results

WSCP1 have the putative chlorophyll binding and protease inhibitor

dual function.

BnD22 being the only WSCP functionally characterizegfassica napysan alignment of the
amino acids sequences of WSCP1 and Bnd22 was performed to highlight sianildnitwtifs associated
with putative chlorophyll binding and serine protease inhibitor functigrg. IV-D.). Alignment of the
218 amino acids show a 96 %similarity. Both sequences have the same predictedecitsgipr N- and
tC terminal signal peptide with a length of 19 and 21 amino acids, respectivalysésof WSCP1 amino
acids sequence reveal a kunitz motif ([LIVM]-x-D-x-[EDNTY]-[DG]-[RKHDENQ]-x-[)4VYM}k(FM])
found at the same location as BND22 suggesting a putative serine protease infuibittion. In addition,

4 specific amino acid (Proline 5, glutamine 72, and tryptophdhal@ 170) known to be related to the
chlorophyll binding function is found in the sequence of WSCP1 as inothBhd22. Moreover, a
chlorophyll binding motif conserved between all WSCP (57-PFCPLGI-65) waalsoundVSCP1.
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Fig.IV-D.3. Detection of WSCPIand protein contentsin leavesof RIL232
and overexpressor linegpSAQA 2::WSCP #5 and #6).

Proteins were extracted from leaves harvestatl O (D0) and 6 daysD6)
after dark-inductionof senescence(A) Western-blot analysis performed
with anti-WSCP1 specific polyclonal antibody and a second antibody
coupled with peroxidase. m: mature form and i: immature forif) Protein
content valuesare means “ SE,n=4. Different letters indicate a statistical
significant differences accordirig Student's t-test(p G.01).
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The chlorophyll breakdown is delayed in mature leaves of
pPSAG12::WSCPL1 lines.

During the dark induced senescence, a decrease of chlorophyll content was observednever ti
whatever the linesKig.I\V-D.2). The SPAD value for the three lines decrease with the same trend between
DO and D4. In contrast, the mature leaf chlorophyll content at D6, idisagrtly higher for SAG12WSCP1
#5 and #6 lines than for RIL232 suggesting a slower chlorophyll breakdowntregserboth lines between
D4 and D6. Nevertheless, the SPAD value at D14 reach a similar level fes §H.bd +1.26, 7.08 £1.02
and 7.51 £1.13 in SPAD value for WSAG12WSCP#5 and 6, respectively).

The protein content is not difference whatever the genotype.

At DO, WSCP1 was not detected whatever the lines. In contrast, at D6, While WSCP1 protein
remained not detected in Col, a strong expression was observed in ISAGH2WSCPlines Eig.IV-
D.3A). Moreover when WSCP1 is detected, two signals differing few kilo-Dalton wadidth correspond
to the immature and the mature form of WSCP1 can be observiedl{-D.3A). At DO, as expected, the
protein contents in mature leaves are similar whatever the lines. The same result was obsdbéefigt
IV-D.3B). However, a strong decrease in protein content could be noticed betw€eand D6, suggesting

a strong proteolytic activity during this period in the senescent leaves of all lines.

The serine proteases are less actives in WSCP1 over-expresser.

The serine protease (SP) activities at pH 7.5 was determined by using fluorescergt gpebific
of this protease class (Patricelli et al., 20#1g;1V-D 4A). Genotypes overexpressing WSCP1 in senescent
leaves pSAG12WSCPN°5 and 6) have a lower overall serine protease activity than RIL232 §#12.83;
9.89+ 0.89 and 9.94 + 0.87 fluorescence intensity (UA) for RIL2B&G12WSCP#5 and #6, respectively)
(Fig.Iv-D4B). This was not due to a lower number of serine protease (same number of biglzade) but

rather to a decrease of their individual activity (all signals were attenuaked){-D.4A).

The WSCPL1 is located in the chloroplast.

WSCP1 was detected using anti-WSCP1 antibody revealed with a secondary artilygdd to
GFP shown some of the genotype, a green fluorescence detected in chloroplasts/{D5). The
detection of slight fluorescence signal in RIL232 suggest that the primary antisondi/fully specific of

WSCP1 and can detect an orthologue of WSCRialvidopsis thalianaNevertheless, the signal in RIL232
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Fig. IV-D.4. Activity of serine proteases (SPsin senescent leaves from RM32 and

overexpressor linegpSAQA2::WSCP#5 and #6) 6 days after treatment.

(A) The soluble proteins were extracted from leaves harvested 6 dé)8) after dark-
induction of senescenceSPactivities profiling were achievedn protein samplesof each
genotypes (RR32 pSAG2:WSCPH#5 and #6)or on a mixture of everyone (MIXjn the

presenceof a specific fluorescent probef SP(FP-Rh)or in the absenceof FRRh(no probe
control: NPCht pH 7.5 during 1 h. Samples were separategt SDS-PAGE and scanried
detect fluorescence(B) Given valuesof fluorescence intensityare means “ SE(n=4).

Different letters indicate a statistical significant differences accordtogStudent's t-test
(p G.01).
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is far lower than the one detected in botlspG12WSCP1ines. In those lines, the GFP signal clearly show
that WSCP1 was localized in chloroplaktg.(V-D.5).

D.IV. Discussion

WSCPs having a putative dual function of chlorophyll protection mntkase inhibition are
susceptible to regulate the progression of leaf senescence. As example, BnD22, one of the onlgfWSCPs
Brassica napuk. with a characterized dual function, has been clearly show to delay senescence (Etienne
et al, 2007; Desclost al., 2008). The same authors have also identified another WSBIRssica napus
L, named WSCP1, but its role during senescence has never been demonstrated. In ordevrtothigl
putative role, an overexpression of the WSCP1 protein under the contréheofSAG12 promoter
(promoterSAG12WSCPllwas developed from aArabidopsis thaliandine previously described as being
early senescent (RIL232; Loudetl. 2002).

Interestingly, this study shown that between DO and D6, the chlorophyll contemtain similar
in mature leaf ofpSAG12WSCPlines and RIL232. This could be explained by the absence of WSCPL1 in
the transgenic lines during this period as suggested by the absence of WSCP1 signal in the western blot a
DO Fig. IV-D.2 and Fig. IV-D.3). Thus, even if the decline of chlorophyll since the D2 suggests that
senescence is already effective in both genotypes, the WSCP1 should be not expressed in
promoterSAG12::WSCHiring the first steps of leaf senescence. These results are in accordance with
previous studies showing that the chlorophyll breakdown and the activatigmarhoterSAG12used to
control the WSCP1 overexpression) occur during early and late stages of the reatigarphase of leaf
senescence, respectively (Zimmermann and Zentgraf, 2005; De$@bs2008). In contrast, at D6 after
the dark induction of leaf senescence, the overexpression of the WSCP1aaftbétiwopSAG12WSCP1
lines Fig.IV-D.3) is concomitant with the slowdown of the chlorophyll degradation (about 20-8.1V-
D.2) compared to RIL232. This result is in agreement with the putative functidmarophyll protection
supported by thdn silicoanalyses of the WSCP1 sequence which shows the typical motif 57-PBEEPLGI-
as well as the 4 amino acids allowing the fixation of chlorophyll ifera#51, glutamine #72 and
tryptophans #106 and #170 ; (Horigoreeal., 2007). Moreover, this function of chlorophyll protection is
also in agreement with the chloroplast localization of WSCP1, which is for the fimst tiearly
demonstrated in this studyF{g.I\V-D 5). Lastly, at D14, the chlorophyll contents are similar again in mature
leaves ofpSAG12WSCP1lines and RIL232. This suggests that, at this time, WSCP1 is no longer able to
protect chlorophyll in transgenic lines. This result could be explained by a W&@Pghlorophyll
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breakdown by the strong catabolic activities link to the terminal and irreversible phase skleedcence

as previously described by Zimmermann and Zentgraf, (2005).

In addition, a Kunitz type motif, ([LIVM] -xDx- [EDNTY] - [DG] - [RKHDEN@M}-x (5) ¥x-
[LIVM]) (Reviroet al,, 1992; Satolet al, 2001; Rustgt al,, 201'b), characteristic of serine protease (SP)
inhibitors is found in the WSCP1 amino acid sequence suggesting a SP inhilsiionftor this protein.
This assumption is supported by the significant inhibition, compared to RIL232, of élc&é\&k in leaves
of overexpressors, observed at D6 when the WSCP1 was detéayed/{D 4 andFig.IV-D.3). surprisingly
this decrease of SPs activity was not related to a higher protein content iedkied of overexpressors

compared to RIL232.

One explanation could be that leaves implemented a proteolytic system rgpeonsate the
decrease of SP activity. Indeed numerous studies shown that to cope withipipeession of proteases
involved in leaf senescence, plants are able to recruit other proteases to sustain ba gioteolytic
activity ~ W E p B} @k, [2017; Havét al, 2018; Jamest al,, 2018). Consequently, in our study, it cannot
be excluded that other protease classes such as cysteine or aspartate proteaseoguitsate for the
decreased activity of SPs. An alternative explanation would be that SPs, ahthergto CPs, are not the
major proteases class involve during the leaf senescence proceset{@y®004). Thus, considering this
argue and also the partial SPs inhibition by WSCP1 in transgenic lines (about 2p&tedam RIL232),
WSCP1 overexpression would have a limited effect on the global proteolytic adtivigaves and
consequently a limited impact on protein content in leaves of transgenic Boegpared to RIL232.
Nevertheless, in despite of this minor impact on the global proteolytic &¢tMISCP1 could play a major
role in the protection of chloroplast integrity during leaf senescence since WSllBdate with the SPs

in this organelle.

D.V. Conclusion

To conclude, an isoform of WSCP have been for the first time locatednomhbkts which is in
agreement with the dual function of chlorophyll protection and SPs inhilbigmnonstrated for WSCP1 in
this study. InBrassica napud., WSCP1 could protect chlorophyll and prevent early proteolysis of
chloroplastic proteins by SPs leading to a delay in leaf senescence. This assiswgs@tially interesting
because in many crops, an inverse relationship exists between leaf senescence onset and.ydate

senescence lead to production gain, ande versgJehanzelet al, 2017). In this context, WSCP1 would
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be a relevant candidate to slowdown the progression of leaf senescence and thus tieelasgnchronism

between the emptying period of this source organs and the period of seed filling in N.

Acknowledgments:

The authors would like to thank Dr. Nathalie Nési (UMR 1349 Institut de Génétique,
Environnement et Protection des Plantes, INRA, Agrocampus Ouest, Université de Renifes)aand-
Christophe Avice (UMR INRACBN 950 Ecophysiologie Végétale, Agronomie & Nutritions N.C.S.,
Université de Caen Normandie) for the management of the RAPSODYN ANR program. ¥ge gnaterful
to Pr Renier vand der Hoorn (The Plant Chemetics Laboratory, Departiféianb Sciences, University of
Oxfordthe) for for giving us the fluorescent probes. The authors declare that the researchniagied
in the absence of any commercial or financial relationships that could be construed as a potentiet confl

of interest.
D.VI. Analyses complémentaires

Ce chapitre intitulé ©verexpression of 8rassica napus. Water Soluble Chlorophyll binding
Protein (WSCP1) to delay dark-induced leaf senescendgabidopsis thaliana> correspond a un projet
[ &ES] o «p] v s andlgses complémentaires pour renforcer les données déja présentes avant

soumission :

X d}us [ }E U pv S %Ol %% E}(}V ] e 3]AE = % E}3 }0C3]<}|
% E}S o o of ] § Zv]<p ¢ []vZ] ]S pE- % E}S 8§ o MAI @ES]o]-
T AE ]38 !'8SE VEE % E]* X 00 %EEU}IEEEEHSZ [(Ev %0 IES [pv JvZ]
sérines protéases-"We % & t" Wi o}E- 0 ¢ Vv e devvérifiér silas EyEtéirtes E S
et aspartates protéases gES] % vS WUV ZC%}SZ S]<pu  }u%o ve S]}v o[]vZ]

X Veup]S U pv u Joo uE o} o] S]}v oopo ]CE 1% Wb SE]Jv]<«p o

permettrait de certifier que sa localisation est uniquement chloroplastique.
X PourfiniU pv ]Jv §]<u %oope (Jv [ Vv oCe [ E%E ¢¢]}v dd» Wi ~ ZE-«

dii % Eu SSE ]S [ ((Jv & o ¢ }v ope]}ve *uE&E o *Cv WME}E]u VSE

protection des chlorophylles.
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A.lLes protéases a cystéine, une classe de protéases impliquée
Tfee Zf "teo' «Zcof—<'e 1t Zifoe'—f foee' . . <tF o Zf

/o AE]*3 %ope] HEe+ o A] E+ [ u 0]}E §]}ve o[166 ]~vZ « @w} Jo
[}% &]uifin@o[ ((] ] v  [h&]o]+0f]EWA) dofolzaz[uv o0 A] E+ +& o[}%S]ules §])

de la protéolyse lors de la sénescence des tissugaesl Cependant, cette optimisation de la protéolyse
V *¢]8 U %E o o o] VvS](] S8]1}Y Juood«uE~wl}iSuudE v Seg) et teE }S

meilleure compréhension de leurs rbles dans ces processus.

W Eu] o[ ve u o * %o fE0fEases alkcystéine (CPs) appartiennent a la classe de
protéases la plus exprimée lors de la sénescence foliaire naturelle ou ictieiztde colza (Girondst al.,
2016; Poretet al, 2016). En outre, une étude de Gironégal, (201%) montre que chez des colzas
présentant des ERA contrastées, une forte ERAAE [ £ % O0]<t %o }UE %o ES] % E pvV |
WeX >[ ve U O ¢ (E epos 8¢ suyPP E pv E€0 Ju%}@&ES vs o0 S
E u} Jo]le S]}v o[E § }v Jv]E& S8 uvs ve o[ 0 }@ ®]}v[ OdEUE U V?

(753

largement supporté par la baisse significative du rendement (-65 %) observé cplkemntes de colza sur-
exprimant une cystatine de riz (inhibiteur de la classe des cystéines protéases) pat sappaza de type
sauvageFig.IV-C1). La classe des CPs est composée de trés nombreux membres (au moins 40 membres
chez la plante modélArabidopsis thaliangrépartis en 3 classes majeures : les PLCPs, les VPEs et les MCs.
Cette grande diversité de CPs et les régulations qui sont propres a chacune nous améseémander
] ES Jv - * % E}S ¢ o V[ HE ] VS % ¢ pv E€0 V%oO[uo |G% }ISHEFVV L <
rendement et le remplissage en N des graines. Ainsi, parmi la multitude des Ciasdales PLCPs semble
prédominante au vu du nombre important de ses membres induits lors de la sénedotinge du colza

§ [ E ] }%oe]e ~'E Jetldl,12004 Poréetal.U TiioV W @&jal,]2017) Parmi toutes ces
PLCPs induites lors de la sénescence foliaire, une a particulierememi rei&re attention :la protéase
a cystéine SAG1ZEn effet, la protéase SAG12 de par sa trés forte expression dans la majorité des organ
sénescents semble étre un acteur majeur de la protéolyse réalisée par les CPs lors de la sére's@engeU
2002, 2003; Guet al., 2004; Desclost al,, 2009; Desclos-Théveniatial,, 2015; Poret, 2016; Poret al,

T1i0V W & |etlale R017). Néanmoins, certaines études focalisées sur SAG12 remettent en cause

O[Ju%}ES Vv §§ %o Edela sénepcerjoe. En effet, (Otegiual., 2005) montrent chez
des plantesArabidopsis thalian&nockout pour le gen8AG1aKOSAG1p que la déplétion de SAG12
V[Ju% 3 Vv] 0 % E}PE e+]}v Alepn 00 0 * V& oj<p(loyEnesteru|[ 3]A]S

associated vacuoles » (SAVs) ou SAG12 a été spécifiguement localiséegiGted2005). De plus, deux
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autres études de Singét al, (2013 ; 2016) montrent que chez le riz, les deux isoformes de2SAG1

(OsSAG12-1 et OsSAG12-2) seraient impliqguées dans la régulation négative de la sénescence foliaire.

[ *S Ve tvs AES S %}lUuE & We @G SAG@Y2 HanE les processus de
& u} ]Jo]e §]}v o[ 1}3 v oJ]v A 0 eve v <U[pv % ESI] E -+ E]
>[ %% E} Z Z}]°] }ve]es V O *U%RE2S]}w o[ov &EE}S «« A vip 00

conséquences surb % & u SE - E u} ]Jo]e S]}v O[EU o0 & u%o]euP e PC

rendement.

A.l. La protéase SAG12 joue un réle important durant la sénescence en

condition de forte disponibilité en N (HN)

Dans la mesure ou le colza est une plante difficile a transformer (génome tétrapluids)avons

choisi de réaliser I'étude fonctionnelle de la protéase SAG12 chez un mutant &KQ-$agl2
SALK 124030), disponible chez la plante modeiabidopsis thalianX >[ v oC- Ju% E 3]A
phénotypes des plantesagl2et du sauvage (Col) cultivées en condition fort N (HN) est en accorceavec |
résultats précédemment obtenus par Otegeti al., (2005). En effet, aucune différence en terme de

JJu ¢ 3 % E}PE <+]}v Alep 00 0 Ve v Vv[%Setce Gadque v3iE o0
soit le stade de développemerti@js.IV-A.1, IV-A.2 et IV-A.3). Grace a un marquage &N, nous avons

P ouvsS u}jvs@E ««<p 0o & % ES]S]}v O[E VSE o0 ¢ }EP/MECHE ]S *]u]
suggérant que, dans ces conditions de culture non limitantes en N, leledBAG12 dans les processus

— 00} S]}v o[E A E« o0« ](( & v« (FiE R-R3) Paruaitbeurs Jau p@E des
rendements et des teneurs en azote des graines similaires chez les gagi2et }oU 0[ZC % }SZ » [pVv
réle crucial de SAG12 dans le remplissage en azote des graines et I'élabaraBadeiment semblait peu

probable.

* % @E u] E+ E +p0sS 3+ cuPP E v3 <y o[ S]A]S % E}ESPOICEP<y PO}
en sénescence est aussi efficace chez les génotypes GaigeR. 55 ZC%}SZ « U ] v <pu[ o
UHE% E VvV VS %op]ecp A 'iT o5 o[pv © % @E}S e+ ¢ 0 %@C0] ]EN]Z I 0}E
Arabidopsis thalianaGuoet al.U 1iidV W G@ualv3017), £ %o]<pu E ]85 o[ = v ( us
& u} Jo]e S]}v sad B culivés en condition HN. Afin de tester cette hypothése, nous nous
cluu ¢ JvS E e - o[ 3]A]3 obkal&Edans} e flilles, Brgane source majeur pour le
remplissage en N des graines (Rosstal, 2001; Girondéet al, 201%). Cette activité protéasique

globale ne révélant effectivement aucune différence entre les feuilles sénescaai€sl etsagl2 Fig
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O

IV-A4), nous avons enfE % E]s [ Su ] E %oupe (Jv u vd o[ 3]A]S o 0 e+

majoritairement lors de la sénescendee(les protéases a cystéine, a sérines et a aspartates). Dans les

feuilles de Col esag12,nous avonsobservéde J(( E v s u i HE » [ 3]A]S « %}pE ES |

%o E}S o ¢ 0}E* < %}UE [ USE » 0 oo oU ¢Fig IV-APNS W EUH[] vSve]u]o ]
1(( & v [ S]A]E ¢ EJv % E}S o ¢« ~A"Wes } o (EHére quesles SPs me sqniE P v} 3§

%o * ~}H %o pe E <p]e]S]Ivv ¢ %o}UE *p%o0O E O (] 1%0[ v 31 ddsX u v]j

protéases a cystéine est également maintenue ctaxl2et ce, en dépit de la déplétion de SAG12. Ce

dernier résultat suggére que[ HSE ¢« We ¢ E ] vS Jv U]S ¢ %o }uE %dewpraiases e |

acystéine vVP v E % & o[ < vetmeten'limiére le rble majeur de cette protéase lors de

la protéolyse associée a la sénescef@ette observation est en accord avec des résultats précédemment

} 8§ Ve % E VE@EIW]vilide <p]U o[ ] § ZV]<u e o o ospUE o e}V ¢ %

(DCG-04, sonde biotinylée et MV151, sonde fluorescente), ont montéchez le méme mutargagl2

que celui que nous avons utilis@ (><ziTdiiieU o % E}(]Jo [ 35]A]S e We 5 Jv ] @
}oX E *p0S § % PUS o[ £%o0]<p E % E o0 E }vE& % (BuSikvl b -

substituer les unes aux autres dans les feuilles sénescentes. En effet, des CPs, et plus particulierement les

W> We %}3 v3] 00 u v8 E *%}ve 0 o uJvd]l v [ 8]AJS-U 3Vvis § «

Arabidopsis thaliangee E W Gepdl](2017). Parmi ces PLCPS, RD21A, RDL2, RD19, AALP et ALP2 sont

des protéases connues pour intervenir dans la protéolyse foliaire associéérielcence du colza (Poret

etalU 7Tii0eX ¢ % @E&}S <« U % Eu §S vS Vv % ES] [ £%0]<u EUO  }u%o °

pourraient constituer des cibles pertinentes pour la sélection de variétés (notamreestida) présentant

Hv u Joo pu&E ((]] v E u} Jo]e 8]}v O[E ~ & W] wWOUSE USGAMS 0Ce

différentes classes de protéases ensiagyl2et Col a permis de révéler une forte augmentation (de 91 %

+ 3449 o[ 3]A]s e 2% ES 3 o %SEGR (Fig.dV-AS)VEe réguliat inattendu

montrantque o[ ¢ v 0 % E}S CeS Jv ™ 'iT u%o%y «ES%o0@& WIS W S]}v

protéases appartenant a une classe différente, a savoir des,ABggére une nouvelle fois que la protéase

NMIT I €& ]S uv E€0 Ui HE Ve 0 % E} eceuE vE& wle]u]e MW /oo VE A]

a ce jour pas de sonde suffisamment spécifique pour révéler les APs actioes étiKaiser, 2012), nous

avons donc da utiliser la technique du zymogramme couplée a un séquenga§ijpe (Q-TOF LC/MS)

pour tenter d'identifier les APs impliquées dans ce processus. Cette technicgigépiéraliste a, par le

% s U i % @Eule [] VEI(] E « We 3]A ¢+ % E}A N]UD [daw EIE 45 %oC

colza (Girondét al, 2016). Cette approche nous a permis de détecter une AP spécifiquement aetzve ch

le mutant sagl2 et absente chez Col. Elle correspond a une CND41-like (AM&B310760) dont
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Fig. V.1.Expression relative (par rapporau Col)du gene SAA2 dans des
feuilles peu sénescentes (zone &t trés sénescentes (zone e deux
lignées mutantesAED1 (lignée&9 et 42) en comparaisonau WT (adaptéde
Tai,2011).
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o[ E% E *+]}v E 0 S]JA p P v 5 1 (}]* %ope IHEAL)ZCes véaulthtso vS « up
suggerent que la protéase a aspartate CND41-like fait pades protéases sollicitées pour suppléer
o[ < vV A, 'Ces travaux sont en accord avec une étude récente réalisée chez un mutant

[ HS} % Z Rrabidgpsis@tgse u}vsSE& vsS pv Jv g S]}v }vi}]vs SACARV/BEEDRIE <<]}v
(3.33 fois) dans des feuilles dont la sénescence est induite par une faibbmidiif® en N (Havét al,
2018)X [ USE +» 3E A pHaAR0A)E VBPEE v3 Vv }JE 0[ZC%}SZ « [uv  }}% Q
N8 i %opu]e<u[]oe u}lvSE v3 <Arabidepsis dhalianaKO [pour le genéAED1
% & * vS8 v8 pv Jv 4 §]}tv o] B%GIE [ vBVE W Hiv(}]e Ve 0 ¢ ( pHJoo o v o
par rapport au sauvagéd-ig. \V1). Il est intéressant de noter que, comme SAG12, AED14EIKB) est

MV % E}S ¢ % ]J(]<«u 0O * Ve Vv Juu o[}vs WBvSOEFe Nigaiping pnEe S
tabacumet Arabidopsis thaliandKatoet al,, 2004; Winteret al., 2007; Diazt al,, 2008). Cheklicotiana
tabacum,des étudesnontrent que E i ¢S 0} o] Ve 0 ¢ ZO0}E}% 0 5 ¢in§ <u[ oo
vitro, de dégrader la RuBisCO (Murakatral., 2000; Kateet al,, 2004, 2005X Vv ¢[ %0 % L C VS ¢]Ju% 0 U
uCE E *poS SU Jo S [ uS vS %oope «uE&danswunasitreicOmpartiadht}giie « o} o
SAG12 (qui elle est localisée dans les SAVS) puisse participer a la compepsaivadtivité. Néanmoins,
il est important de préciser que dans les chloroplastes, seule la forme sousta fmoenzyme de CND41
a été identifiée (Katet al, 2005).>[ 3]A]3 % E}S }oCs]«p E 6i S vSu AJu o %o ,
etalU TiiieU o PE S]}v 0 ZHu ]* K % E 0 % E}S vS EEQIipEH S %o
chloroplastes et nécessiterait que les deux protéines (RuBisCO et CND41) soient trarddfieeles
compartiments a pH acides tels que les SAVs ou la vacuole centrale (pH 5,5). Gelteédeyge migration
des protéines plastidiales vers des vacuoles lytiques est en accord avétudes montrant que la
Ru Je K § [ USE * % E}S Jv *» Y *SE}u <}vOtedghier al,2005; Martineset" s
al., 2008; Carriéet al, 2013) X Jve]U Jo v[ *8 % ¢ /A& ou «|ike AEBLYBGiSse €galément
se retrouver dans des vacuoles en empruntant, par exemple, un trafic vésiculaire assuréspar d
« RuBisCO-containing bodies~Z e+« }u [ HSE  A}] « (Ighidast Al ROO§; Gtegui, 2018)

V % ES vS U %o} pBogessisQo$RE P S]}vv 0 8 Ju%eo]<pu ve o[ S8]A 3]}v
etalU TiiA*U }v % uS uPP E E «u © %o @E}S o o % EB] 0% 03se oJI}pJA §

[ UBE « A p}o * 0C3Jcpu X

Pour conclure sur ces phénoménes de compensations au niveau foliagenéition HN, ces

résultats suggerent qudes APs et particulierement la protéase a aspartate CND41-l{R&D1)

conjointement aux CPs participeraient a la compensation de tatfase SAG12 afin de maintenir une

protéolyse efficaceLa mise en place de systemes protéolytiques compensatoires par les agis
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afin de maintenir la teneur en azote des graines mais également le rendement, démonteé goqtla

%o E}S ¢ NPT eSS u i puE Ve 0 ¢ % E} eeue oci@s alh sémescérigevfolipie. « ¢

E vu}]jveU Jv<u o & u} ]o]e S]}v  o[E <}{B]viV%) oE-}ufu OE %o}

le remplissage des graines (Tegeder et Masdzasbresse, 2017 Jo v[ *&E %pe <pu[ v }v ]S]}v
(}ES ]*%}v] 1018 v E ~,E<U pv u Joo pE&E *} @& %S98l 2 flisspv | E [E
P ouvsS }u% ve E UV %o}e*] O ( emdogdewers les PFaine§ EEn effet, des travaux
montrent que le statut azoté intern E Ppo % }*]3]A u v8 o[ E Z]8 SpE E ]Jv ]E §
(Nacryet al, 2013; Bellegardet al, 2017; Gentt Forde, 2017). Ainsi, dans notre étude, il peut étre

suggéré que chegagl2,le possible défaut de remobtli ]} v o[E v }P v }ul]v o (}J&
PvE % & o (}E&uU SJ}v ¢« PE Jv U % p]ee S]upo] @odh & GPRS] v EE
aux graines et ainsi permettre un remplissage identiqgue a celui observé cheZdpehndant, cette

hy%0}SZ o S Jv(]E&u % E Vv}e SE A PHE <u] UIVSEE VS ey %O[]&E Z]5 §
[ *}E%S]}v O[E *}v3 ¢]Jujo ]E « Fidsy/-B.1l et\dB.H. GessEsUltass combinés
aux précédents montrent donc que chez $eg12cultivés en condition HN, les systemes protéolytiques

ule Vv %0 U VIA p (JO] JE %}IUE % o00] E o[ =+ vV o %o} i} w3 (.

le remplissage en N des graines.

Perspectives :
>[ v oCe . §]1A]8 - * ](( Erotéases associée au Zmogramme nous a

permis de faire ressortir certains acteurs de la protéolyse telle que la proté&xk d\k serait étroitement
o] ANiTX /o o B ]S }v ]vS E lediean®ntfe %e$ado} pfotéh€EES qui semblent jouer
un rdle majeur lors de la sénescentie des premiéres stratégies consisterait @gpuyer suro|[ S\
de Tai, (2011) v A vS o[ $KOAED1sur des analyses protéomiques, en suivant le profil
[ A% E ]}V AP 8 v voCevs (Jv e VI{(0E VE]A]S oo ¢ USRIE}S o
seconde stratégie envisageable serait de réaliserdouble mutant KO pour les géneSED1et SAG12
afin de vérifier si chez ces plantes, un phénotype visdel la sénescence peut étre observé et sijle
rendement ainsi que o & u} ]Jo]e S]}vsont imp&ctés. Finalement, une approche par
immunolocalisation subcellulaire de SAG12 et AED1 pourrait égalementpeooeettre de renforcer,
0[ZC%}SZ « [uv -ltedlrsatiom de Ees deux protéases dans des vacuoles lytiques telles que les
SAVs

%oopueU 0} E- O[JVEE} p 8]}v ] 0]}PE %dZ]ope U](Q1E VAIveAl} WS

vésiculaires, autophagiques ou non, étaient impliquées dans la protéddgsprotéines foliaires telles que
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la RuBisCO. Lelienaved ps}%Z P] <+ u o (}ES % pHeavéetdl, R018puant wdbiré que
des plantes mutantes KO pour le géaig5 (mutanS [ uS} % Z P] ¢ %dE ferte éndustion de
nombreuses protéases telles que SAG12 et AEDE+]U o[ Su * %o E} eope HUS}WZ Plcp e
simples mutants KCGBAG12et KOAED1mais également chez les doubles mutants KBG12AED1

pourrait permettre de valider le réle de ces deux protéases dans ces [B8GS.

Une autre persp S]A « E 18 [ %% E}(}v ]E o[ 3u % E o]Jw|v |[& E o]-
sur les colzas sur-expresseurs de cystatine (OCI), un inhibiteur naturel des cystéines pratéafies,
cette étude préliminaire montre @[ v % ]85 [uv ]e BLtés [Eswystéines protéases conduisant
aune baisse du rendement de plus de 60 % chez les plantes OCI par rapport au saueageylen N
des graines du sur-expresseur est supérieure au sauvage dans les produits réamtésC1 etlV-C2).
Ainsi, méme si la production de graines est moins importante, laplaniee ¢[ %35 & (]v % E} U]
des graines dont les réserves azotées ne semblent pas affectées. Un tel maintien des tenesuggérée
la mise en place de systémes protéolytiques qui viennent compeonddrvZ] ]8]}v o[ vt u o .

protéases acystéingdo « & ]§ }v ]Jvd E e v3 [V 0Ce & o] SPA]E% E}3] (e E V3§

—

chez ces plantes afin d'identifier les classes et pluggsément, les protéases potentiellemen

impliquées dans ces processus compensatoires chezlimoBela permettra de vérifier si les observatigns

réalisées sur la plante modékrabidopsis thaliana~]v p S]1}v [ *% &S S ¢ % E}S [+ » § v}
[ ie o}vd & SE}uA + Z | oopoperiéudniuellemetis @ nouveaux candidats pouf la

sélection variétale de colza présentant une ERA optimisée.

A.ll. La protéase SAG12 joue un role crucial durant la sénescence en

condition de faible disponibilité en N (LN)

Dans le cadre de nos travaux, une limitation en azote (LN) a été utilisée poue iladsénescence

et ainsi contraindre les plantesggl2et Col) a induire leurs systémes protéolytiques, notamment la
protéase SAG12, (Gombet al., 2006; Desclost al, 2008; Poret, 2016) (]v [} %S]Ju]e E 0 ¢ % E} <
& u} ]Jo]e S]}v [E Vv }P v X SE ]85 u v Sag¥eét.@o] apermig@urika preniiere

(}]* [} » EA E pv %Z v}3C%saddAquiEdams cep $odS]}ve [ o]Ju v3 3]}v 1}§ U
présente une diminution du rendement et de la teneur en Ksigraines par rapport au sauvageig.|\V-

A.2). Ces résultats montrent clairement que la protéase SAG12 joue un rdle crucial dans la retinabilisa

[E o} ] M E u%o]ees P e PE Jveul]e PouvsS ve[oroCeE v U

répartition du™>E ~ ve 0 ¢ ](( € v8e }JEP v + v (]v Co EAo «u o ( u:
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PE Jv « v[ S %eséquestration o[E ve o - (KigdYda®).°En effet, dans ces organes, il

s U0 <g Of pPu v8 3]}v + S]A]3 + % E}S shgRpérmete PG} o ]<E L
remobilisation aussi efficace que chez les Col. Cela suggere que méme en LN, Esptanfeurs capable

decompernr (E O vV AT pv]A p (3ol JE U viS uu vd v u JvEU vEU }u
une activité des protéases a cystéine identique a celle observée dans les féeil@sl Fig. [V-A5).

Comme en condition HN, les SPs présentent également une activité similaire entre legypeget ne

semblent donc pas participer a la compensation de SAG12. De maniesuiusnante par rapport aux

E +pnosd 8¢} § vpe v ,EU vipe Vv[} » EA}Ve %OFPAJJV USKHEIS >Ee 0% E
chezsagl2 %o E& & %o %o} E S }oX v (]JSU Jo C (}ES % ve & «QSP<putuu } o
globale, chez Col sagl2U o[ 3$]A]S e %o E}S o o *% ES S ¢ 5§ &S ]Jvuvsu
la contrainte azotée et empéche tout phénoméne de compensation de SA&leep APs dans ces

conditions.

>[ ve u o e E *n0S Se u}vidhe dgicornpebar lavdéplétion de SAG12 dans

0+ ( p]oo » 0}E<u[ 00 35 o}ue JodmEndaton, méde KellePduys v[Ju%eo]<p E
<p 0« WeU E S v vu}]ve cp((]*e vs ve o ¢ ( ploj]~ BhvE[E JY¢E] V]E u
Compte-tenu de cette compensation foliaire suffisante et du phénotype oBsehnez lesagl2cultivés
en condition LNife. baisse de la production&® o SVvUE VvV E <« PE]v U o0[]Juo] S]}vVv
o & u} ]Jo]le 8]}v [E %o L] e JEP v e ¢}UuE ¢ USE ¢ <y OXe X{ ploo -
comparaison de la répartition ddN dans les différents organes entre les deux génotypes cultivés en LN a
% Eu]le A o] E 85 ZC%1}3Z ¢ %op]e<p[ v (( 83U Jo N &unjeaulEA pv
racinaire et une diminution d®N dans les graines des planssg12 Par ailleurs, nous avons montré que

§§ ¢ <y *SE S]}v Eseinblé @rincigdtement associée a une mauvaise dégradation des
% E}S Jv e S VIV %o ° VRY; (US [ A%} ES S]}v « OCHigzi)B3et]eepe o]
IV-B4eX Jve]U Uv] E *HE%E v v U ¢ (E *u0S StéaplPIACR cohidujt o ¢ v

VRV G VES E u} Jo]e §]}v O[EE Jv]E punu SEIE VS *X @ u %o ] SE »
%o U [ SH © %}ES vS *uE o & u} ]Jo]e S]}v O[E E« v JEHeuve <A IGE
sont associés, une étude chez le colza de Rossalg (2001) u}vSE <u %Ol ii9 o[E <« P
% E}A v ] v§ o0 € u} ]Jo]e $]Ewn outre, [GroGiet]al, [ZB1%) ont montré que chez
des génotypes dBrassica napus> X % & ¢ vS vS pv (}ES ((11v &E u} Jo]e S]}v
}v ]18]}v oJu]l]d v8 Vv EU 0 % ES [E <+ PE ]Jv * % E}Aligeabie. AinsiE Jv &
nos résultats sont en accord avec ces travaux ei }vSE vS O[Ju% }ES v 0 % E}S }oC-

lorsque les plantes sont soumises a un stress azo¥# <p o[E Vv }P v Al v3 0o <}JuE u i}E]
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du remplissage des graines. Par ailleurs, notre étude suggére pour l&peeois une implication de la
protéase SAG12 dans la dégradation de protéines de racines, compartiment daglscetie protéase
vl i u]e § o}Une]détextion de la protéine (western-blot) et des transcrits (PCR) de SAG12

%0 %0 U C % & o[pS]o]e S]}v %0 OSAG13UIBAHCcoleftian < BUS) %aontrent
effectivement,pour la premiére fois, la présence de la protéase SAG123ein de la stéle racinair@-igs.
IV-B5 etlV-B.6). Cette expressionp ¢S S § 0 <4u O}Ee*<h O * %0 VS * o}vS U *§ d
est [ US vS %oopue (}JES <u 0 ¢ %0 VS ¢ ¢}vs e}lpuu]e HV ¢SE e 1}8 X

La détection de la protéase SAG12 au niveau racinaire associée a un défapitadéolyse et de

la remobilisation en N dans les racines des plassggl2sont des résultats nouveaux suggérant que cette
% E}S ¢ o E ]S 0 EP uvd 3]A ve S JEP V X 33 ZC%¥sZESU § /
o[ 3]A]3 % E}S <]cp e We 3§ [ upssHueXokals du aijeadi]radidairdsckiEs fes
deux génotypes cultivés en UNd.IV-B.7). Ainsi, il a été montré que chez ksy12 po3]A « v >EU o[ 3§]A]
protéasique des CPs est significativement plus faible que chez les Col. Ces emufitatent que dans

e }v ]8]}ve }M o & u} Jo]e S]}v o[ 1}8  *38 % EJut @ E thypiddaseEE o0 E u%
SAG12 est essentielle pour assurer une activité maximade grotéases a cystéine dans les racines
d}us (}]1*U ]Jo P o u v§ rBdépittdesScEtte plug faible activité des protéases a cystéine,
o[ 3]A]8 % E}S +]<p Po} o sag¥3esi similBire Jvcelle observée chez Col, suggérant
HV VIMHA 00 (}]* UV Ju%o Ve 3]}V %o E [ USE + € =3 éDes ploEadses}oCS] <y
%o} UE % 0] E O] < vV AYIIX E vu}]veU Vv}ISE 3Suv3jlw3Eo[ o3]E]d v
protéolytique globale dans les racinessig12v|[ ¢S %o ¢ *U((]* VS %o}pE eepE& E pv PE
des protéines racinaires puisque leur teneur est significativement supérieure a belevée chez Col
(Fig Iv-B4) X E *posS § 3 % ES] po] & u vsS Jvs E e+ vS %ou]*<3iMo cuPP &
de cibles protéiques spécifigues de SAG12 que les systémes protéolytimmesnsatoires ne seraient
pas capables de dégrader. Compte-v u o[Ju%e § 0 %0 S]}v NPT eu@E 0 ¢ S v
graines des plantes cultivées en LN, la dégradation de ces cibles protéiques spécifiques sestitllercon

pv <}uE sdriEelle au remplissage des graines.

>[ ve u 0 e (E *puo0oS Gp] whyIHS WS 0 % E}S e« ~'iT ve 0o % E}S

&E u} Jo]e 8]}v O[E E JvV]E oyE-imM(@}WvHoo viUY ¢f ] 0 Je&insy] Jo]S v
dansces }v ]S]}veU 0 % o0 vS (]v E %}v E o] UEw SNVEE uP®B]rv o[
o[ ve u o e« JEP ve 3 vV}3uuvd « E ]Jv X HEpreiEreNoigda ulvsE v
présence de la protéase SAG12 au sein de la stéle raeiansiques}v E€0 Epn ] o o}Ee* [pv }VvS

en N En effet, la plante va induire des acteurs de la protéolyse tels que SAG12 deatsnes pour

117




Protéasesa Protéases a
cystéine sérine

FS RS FS RS

Fig. V.2.Profil des protéases a cystéinet a sérinedansles feuilleset les
racines sénescentes Arabidopsis thaliana Les profils protéasiques ont été
obtenusen utilisant la sondeMV201 spécifique des PLCIesla sondeFRRh
spécifigue des SPsp@H 5,5. Les protéines ont été extraitede feuilleset de
racines sénescentes récoltée8d DAS (remplissage des graindsg: Feuilles
sénescentesRS Racines sénescentes.



Chapitre V: Discussion générale et perspectives

E %}v E 0 & v v EX >[Ju% § o[ e+ vV ANl eu@E EBes u vs 8
0}Ee+ [pv o]u]d 8]}v VE U}VEE o0[Ju%k}ES vu VIAEGEOE v & % {ED &< pe
plante doit répondre a une contrainte nutritionnelle azotée.
Perspectives :

> % E ¢ Vv L VIA p E Jv ]E [Hv % E}S tion etlson pOle %adjpul= < o} o
dans les feuilles sénescentes ouvre de nouvelles perspectives de recherches. En effet, noagétuds
de mettre en lumiere une implication de cette protéase dans la dégrawdale protéines racinaires
essentielle pour assurer le remplissage des graines lorsque les plantes doivent faire facarenoe en
N. Il serait donc intéressant] %o % E}(}v ]E o &EE€o0 0 % E}S eulr]bilie $]IYUE-" o]
O[E & Jv]E o}E*<H 0 ¢ %0 v3S « «}1V¥% ]|HyBdtanes en lhDARS unepremie
8 U%e*U 0[ZC%}SZ « *uPP E % E v}e SE A p&£ opb & %@/} S| Jup w] A
% J(l<p ° AT 8 % ES] po] €& u vS Jvs E ¢ vS X ]Jveyidded|] vS](]

approches différentielles par électrophoreses bidimensionnelles (compardissmrotéomes racinaire

desagl2 § }o v (]v HOSUE ¢ % EuU SSE ]S u] A

et/ou compartimentation particuliéres de ces protéines).

PaE ]Joo pE-U ve Vv}SCE Su U o[ £]S v [puv'id] & (}&ES
largement suspecté dans les feuilles sénescentes. Braxdopsis thalianal existe deux isoformes d
e E ]S *% 1(]A5091077Cet dv 1 S<E + At30OB60) (€€éline Masclau
M & e« U }juupv] SJ}v % Ee<}vv 00 X (]v Ju%d@d 3 pEEo [il eldiE
[ SH] & 0 ¢« % E}(]Joe [ £A% E <*]}v Se [w$ (9 E uEsin]
de vérifier si dans cet organe, ces protéases a aspartstat également capables de compens

Jve] €& v(}E& &E o[ZCRE}SZ}o C Jlxu-APD%dn ni%eal

iX >[pv

]Jvs E ¢ vS§

o[ v NPT 8

racinaire.

Ce travail souléve également des interrogations quant aux systéemes protéelytipliqués
dans la sénescence racinaire, un processus qui reste a ce jour trés peu étudié chez les
(Wojciechowskeet al, 2017). Des études préliminaires réalisées dans le cadre de ce trasttado
suggerent que certaines protéases induites lors de la sénescence racinaire seraient différeceées
H o JpE- (Jo] JE X (M} S *0 [WSS 0 } %05
des PLCPs (MV201) et des SPs (FP-Rh) montrent des profils de protéases assez différentslentr

Ju%eo]<pu o 0O *V * Vv v

organes FFig. \/2). Ainsi, une identification et une caractérisation des protéssactives dans les racine

S

%0 %0 E Zuvv (E o[} E]P

egétaux

e
11l <p <}v
> ces

S

durant la sénescenc&o JUEE ] vS % Eu SSE
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ve 0 (& u} ]Jo]e §]}puis ces[dEganes, protéases qui semblent étre détermigmidrs du

remplissage des graines de plantes soumises a une privation en N.

Par ailleurs, la présence avérée de la protéase SAG12 dans les racines ouvre desrouvelle
% E+% S]A ¢ [u 0]}E 3]}ve A E] I8 anlzaltiont}l& pivot est richeien protéines|et
notamment, en protéines de réserve, dont certaines sont dégradées durant le remeldsagraines
(Rossateet al, 2001, 2002). Il serait aindbo ES] po] €& u vS JvS E e+ vS [ Sp ] |E o[ A %
}ESZ}o}P 0 %o (E Psabidopsis Halign@résents cheBrassica napuk. BraSAG12-1 e
BraSAG12) dans les racines de génotypes présentant des EUA (et plus particulierense&Rde

}IVEE ¢85 ¢ v & %o}ve ( ] o (GirpbAdéet al] POEFE Ung 4elle étude permettrait
A EJ(] E ] o A E] ]o]s Of Moo US o Pv W} SeQ %WE %00 < E "jﬂo E pv
P v}SC%]<u ol] Z & ]Jv ]E&E }vS o (]E ]S %]} EBCEE [S2]}\VWo WoO e I

importante des deux isoformes de la protéase SAGC2s études permettraient également de vérifier si
la protéase SAG12 est spécifiqguement impliguée ou non dans la pre¢éds protéines de réserye

racinaire du colza.

>[ ve lede ces perspectives pourrait permettre de mieux apprélder le role de SAG12 dans
o & u} ]Jo]e S]}v o[E & ]Jv ]E udpr(]REo uwWi [JAlprotéifes Eibles
de SAG12, isoforme racinaire de AED1, identification de protéases gpegifigux racines
potentiellement intéressants pour la sélection de nouvelles #ariétés de colza présentant une EUA

1% &Jule v v ]E]Ive (] 0+ %e%}ESEe [[VEE vEe 118 oX

Bles o4 tte o8¢ c—t—"e . f'f T7te tice'f . —%" 7f

hv u3E o A] E [}%3]u]e §]}v o h prolonger}a dluréé de Medes feuilles
vESE v3o0o cve Vv (}o]]lE (JVEB}S[UWCVYSZEW Jeu] A]*S vS VvVSE o

de vidage de ces organes sources et la périodeataplissage des graingiusabat al,, 2013). En effet,
Jehanzelet al, (2017) A}<u v8 o[ £]*3 v [uv &E o 8]}v JVA B+ VSE 0 eV o
rendement, c'est-a-dire que la sénescence précoce entraine une perte de rendement, et invdrsemen
Dans cette optique, les Water Soluble Chlorophyll binding Proteins (WSCPs), des protéines connues
% }UE % }HA}]E %}ES E pv  }p o (}v 3]}ZC 0 0%e @hitstidrs §ig protéased,o } E } %o
présentent un réel intérét. En effet, des études conduites chez le colza momfuencertaines de ces
protéines telles que BnD22 sont capables de moduler la progression de la sé&me@Rewiroret al,, 192;

Etienneet al,, 2007). Plusieurs isoformes de WSCPs, présentant potentiellement une doutileripont
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pres 8§ i § ] v3](] ¢+ Z1 o }ol X >[puv [VEE o00 *U tr e 4 v3](]
de colza dont la sénescence a été induite par une pulvérisatiomégoyl jasmonate (Descle al.,2008),
V[ A ]38 ipgecpu[ % @E « v8 iule (]30[}i8 [voCe (}v3]}vv@®}d X<p[ o]Pv
de WSCP1 avec celle de BnD22, connue pour présenter une double fonatioen évidence de fortes
homologies de séquencesi¢ 1V-D.1). La présence dans les séquences des deux WSCPs de motifs
caractéristiques des fonctions précédemment évoquées suggére que WSCP1 povoiaitdes
caractéristiques fonctionnelles semblables a BnR22]ve]U o[ vinfoghatigug met en lumiere, dans
0O * <H V t" WilU 0o % @E °« v [uv u}8]( <°v]8l % ]J(]<psérine]vzZ] |8
([LIVM] -xDx- [EDNTY] - [DG] - [RKHDENQ] -x- [LIVM] ¥% (&)V¥M]) (Satolet al, 2001; Rustget al,,
2017). De la méme maniére, des sites de fixation a la chlorophylles peuventlétervés : le motif (57-
PFCPLGI-65) et les 4 acides aminés permettant la fixation aux chlorophylle® (jglatamine et deux
aspartates respectivement en position 51, 72, 106 et 170) (Szttah, 2001; Horigomet al,, 2007). La
double fonction hypothétique de WSCP1 en fait donc un candidat irdéneépour retarder la progression
de la sénescence foliaire et ainsi allonger la durée de vie des feuilles. Aussg damielde cette thése,
des travaux ont été initiés afin de vérifier si WSCP1 est en mesure de retarder la sénescence faliaire. P
cela, nous avons choisi de sur-exprimer cette protéine de colza spécifent durant la sénescence
(construction promoteurSAG12 ::WSQPé&hez une lignée reconjty v§ (] ABrabidgpss (RIL232
Loudetet al., (2002)) dont le phénotype hyper sénescent a précédemment été caractériséagat Bl.,
(2005). Outre la facilité de transformatioArabidospis thaliana%. & < v 3§ Pouvs ol Avs P
posséder au sein de son génome aucune WSCP présentant des homologies de séquent&Ciec
> A%}]1S8]}v ¢ ( plJoo ¢« u SHE « o[} * HE]S U pusStbéraly(20b)jpos E + SC
induire la sénescence, a permis de montrer que par rapport a ce quibssin@ dans la RIL232, la
surexpression de WSCPL1 lors de la sénescence chez les lignées transformées, emtnddmla chute
des teneursen chlorophyllesFig 1V-D.2). E *p0S S % EU S [pVv % WESA[ZC % EAES E
uje % ES]E insdifgduodz«de WSCP1 dans la protection des chlorophylless [ pSE % ESU
de suggérer que son expressiparmettrait de retarder la progression de la sénescen&n outre via
e 3p ¢ [Juupvio} o]e 8]}vU vipe A}ve u}vSE %)} |o@lisation %o E u] E
chloroplastique deWSCP/1ce qui est totalement en accord avec sa fonction présumée de protection des
chlorophylles. Par ailleurs, comparativement au RIL232, nous avons montrénuinettbn significative
o[ 3]A]8 (}o] JE e o EJV * % E}S oo ~A"Wee Z ] 0 spESE%E o
accumulation de WSCPHig 1V-D.3). Cerésultat suggere trés fortement que WSCP1 aurait également une
(}v 8]}v 1vZ] 15E] %o E}S o o « EJv U }v(]EunsilicuToutepjshawo (}]e o
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cours de cette étude, il a été montré que les teneurs foliaires en protéinesnétaimilaires entre les
génotypesffig IV-D3),cequil]ee ep%o%}e E <u 0 *UE A% E ]}V t" Wi v[ n&E ]
% E}S }oCe (}o] & X E *p0S S %}pEE ]S =B A %o MG }&E POCE]quv v p
ulu 0 ¢ }p v}ivu %o O }u% ve (E o[]vZ] ]S Pphv WSCPA @}facon ° - E
similaire & ce que nous avons mis en évidence lors de nos travaux sur SAG12. Une autre espliaétion

gue les SPs, contrairement aux CPs, ne sont pas la principale classe de phoiglacpes dans le processus

de sénescence foliaire (Getd al., 2004). Ainsi, l'inhibition, qui plus est partielle, des SPs par WSCP1 dans

0 * 0]J]PV e« SE veP v]<p » V[ HME ]88 <p[puv (( 8 0o]BPS OuE 0of uIDA]S %o EVS
un impact limité sur leur teneur en protéines. Néanmoins, malgré ceta@inpineur sur l'activité
protéolytique globale, WSCP1 pourrait jouer un role majeur dans la protec®n'intégrité des

chloroplastes pendant la sénescence foliaire puisque WSCP1 colocalise avec les SPs dangeet org

Perspectives :

Outre les expériences en cours, évoquées a la fin du chdphide des perspectives a plus lopg

terme qui émergent de ce travail.

Par exemple, moPE& o =+ v [ (( S *pE O SV UPE* VvV %o E}SlVvee (}0] JE
gue la remobilisation soit tout de méme impactée par la sur-exprest@dVSCP1, surtout en situation gle
carence en N, qui aura pour effet, de permettre une expression encore plus forte de Wa@Rimoteur
SAG12/0 « & 18 }v ]v8 E <+« v [ 3p ] SEGIZWSGPile%eadensent &la teneur

en N des graines en condition limitante en N. 58 Spu % Eu SSE }IV(]JEU E|*] o[ A%
t" W o0}E- 0 s Vs v § }v pv & § E 0 s Ve VZ J8%U B|}E S]A
o[ h X

Par Joo pE*U 0Of]veS E ¢ sUE A% E ** pE- C A I} peEK| 4 <JuiE-}
o[Ju%o] S]}v * %o (E}S lee surexpr€ssidon]de WSCP1 lors de la sénescence esi am
ujC v [ Sp ] E %ope o EP u vs o E&Eprocessus™ &V teu(§)Eable(s) dans
& u} ]Jo]e 8]1}vX wI[E( SU Jo ¢35 P o uvs JvS (E e« vS [Su] E |0« "We

a

constituent, en nombre de membres, la plus grande classe de protéases chez les pamtgsr (Hoorn,
2008)etsemo v3 i}py E puv E€0 Ju%}ES v3 ve 0o E u)Gjohedédtjdiyv20160[E Z | o
Poretet al., 2016). Nos résultats ne montrant aucun effetentermesS v pE& Vv % E}S Jv U o0} E-* «
partie des sérines protéases est inhibée, nous supposons la mise en plactéteesyde compensatio
<u[lo « E ]8 JvS & e+ vS [] vS](] EX hv v oCe o BYA] Dbo%olEE ¥S o]

-
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% E}S IUJ<H % }UEE ]§ !3E VEE %E]* %}pE [WE(dEU sqFondds

spécifiqgues des classes de protéases couplée a des zymogrammes pourraient petdmelfieeler des
%0 E } § %o Ju% ve & o[]vZ] 18]}v  + "Wolb] el &)

ceci a pu étre fortement suggéré pour le couple de protéases AED1/SAG12 e@edet en avant le role

QO o

des SPs lors de la sénescence et permettrait de fournir de potentielles nouvakss ¢ ] v
uol]}& & o[ Z X

[ o]Ju v

candidats la sélection variétald]« v3§

Enfin, bien que leur fonction de protection des chlorophylles ainsilguecalisation de WSCH
Ve 0 ¢ ZO}E}%O0 *5 Vv %0 ] VS % * v (A uE [uv EBouE (}v
[IvZ] 18 p&E %o E}S o ¢ V[ £ OUS %o ¢ 3}S 0 u vS. bn efEt, @it Stre

suggéré que, dans les racines et notamment le pivot de colza riche en proti&inéserves, la fonctio

[IvZ] 18]}V %o E}S o o tN" We %}UEE ] VS % Eeu % SKES
impliguées danslaremg o] S]}v o[E ve §}EP v X (]v des-&udEs visait
E Z E Z E 0 %E& v []*}(JEUWe & EYVEBE Jov p]re UL <8

reproducteur chez des colzas cultivés en conditiores fdrte et faible disponibilités en NSi leur role
E Jv]E S }Vv(]EU U o[ £% E <]}V o tA W %o} N & vESES
racinaires contrastées (Gironde et al. 201B)fine ces WSCPs pourraient constituer encore une fois

candidats particulierement pertinents pour la sélection variétale chez le colza.
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concentrés sur un acteur majeur de chacun de ces deux systémes.

Nos travaux ont ainsi permis de mieux cerner le rble fonctionnel majeur et centralpetéase
Nt eu@®E o & u} Jo]e S]}v o[E
lors de la sénescence. Ce rble pourrait étre assuré en lien étroit avec ueepaotéase, AED1 (CND4
like). Ces travaux ont aussi permis de montrer que la protéase SAG12 était indispensabéppndre a
E u} ]o]e depuis les mfiBes. Ce dernier résult

la carence en N en participant notamms$ 0o

0 (] %o } §E-Sv §]
o[ hols nous 3enines

%o ]e 0 e dssulerde remplissagedes fraines(]v

.

(213

[
1-

at,

original, donne un éclairage nouveau sur le réle des racines dans la répansgré@rice en N et ouvre des

perspectives nouvelles pour la sélection de variétés plus efficientes dans un costeriaité de

réduction des intrants azotés.
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Stade végétatif Stade reproducteur
Feuille jeune Feuille!mature Feuille sénescente
1

Accumulation forte et durable de WSCPs : WSCP1 et BnD22 Induction des protéases a séring

Forte protéolyse

et forte accumulation de :
protéases a cystéine : SAG12
protéases a aspartate : CND41-li

Allongement de la durée de photosynthese

Forte accumulation Forte remobilisation
Photoassimilats et composés azotés

pupo §liv (JES 8§ uE o []vZ] |WSCESRM.. %, E }§ Inductigy de la protéolyse

Forte protéolyse et
accumulation de
protéases a cystéine : SAG12

c % ]+ [ *}E%S]}V  o[E

Forte accumulation' Forte remobilisation
Protéines de réserves

Fig. V.3ldéotype }ol % }uE o P +3]}v O[E V }Uu%S3E%-}v pAt\P }ol
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Ces travaux se sont également focalisés sur un acteur du systeme anti-proténljaiguiotéine
WSCP1, et ont permis de largement suspecter sa double fonction et don&sa d& & o v3]E o[ A}oup
de la sénescence en protégeant les chlorophylles et en inhibant les SPs. Une plus forte exgecksion
protéine WSCP1 pourrait alors permettre un allongement de la duréeeddes feuilles permettant une
plus forte accumulation des composés carbonés et azotés, et ainsi undifesaion plus abondante de
o[E A E+ 0o+« PE ]v s+ 0}E- 0O *VvVe Vv X ¢« 3EAuE E vipEo v3 o[]vs

de moduler la protéolyse et dorinfine, [ u 0]}& & o[ h X

Fin o u v3U o[ ve u o « SE A UE % Eu & % IEiF%VRy. CBlUiHY ] }3C %

ci présenterait dans ses feuilles tout au long du stade végétatif, une forte teneur en WSCIPL (WSC

v ife (Jv [ pPu vd8 E o & A1 onc |l durde ¢ tagphotosynthése permettant

]Jvel] [ udupo GE e <t VE]S ¢ %oOpe JUW%}ES VS o }e%wZ)3$ «N{ujwo & 3
E % E} p § pEU }Jol '] o AE ]85 E u} Jo]s E@®[ vepE0E 0 & WO VS
desgrav *U S %}luUE o U }lu]Jv E pHV E % E **]}vWIo] (EES o]vAINSE Ve |
foliaires des activités protéolytiques (notamment SAG12 et AED1). Conjointeroergua se passe dans
les feuilles, les racines accumuleraient des inhibiteurs de protéases (WSCP paegetrapraient une
durée de vie allongée permettant un meilleur stockage de protéines de réseorsquk la plante arrivera

TEIEES E % E} 3 UE § <p[emaN s+AREE [E u%. @][E 3] A pdurrdiv ZHutps E ]

}v Juld uu v3 A  o[]v u §]}v afio doperieitrd agzeplus forte remobilisation o[E

contenu dans les protéines de réserves.

Ce colza aurait donc la faculté de pouvoir mieux répondre a la contrainte apéi#®ea sa capacité
a établir des réserves protéiques plus importantes, mais aussi a les mobiliserctivement grace a des
activités protéolytiques optimisées, permettant ainsv = €& u} ]Jo]e S]}v [E % ogepui&leE (}EuU vS

tissus sources au profit des tissus puits et plus particuliérement des graines.
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Résumé :Le colzaRrassica napud.) est une plante de grande culture particulierement exigeante en azote (N) et
caractérisée par une( ] o ((] ] Vv [he P o[ 1} ~ h «U % E]w]pAdeu v(] h v uv
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o0 & u} ]Jo]e S]mesociée pHa sénesceride o[} i §]( § @erhifipp et edracfériser les principaux
acteurs de la protéolyse lors de la sénescence naturelle outenghair une limitation en N. Chez la plante modele
Arabidopsis thalianaultivée en condition de forte disponibilité en N (KIMpus avons montré que SAG12 est une
protéase majeure lors de la sénescence foliaig] v [ ¢ ladEeniBbilisation o [dssentielle o[ o }&E S]}v u
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évidence pour la premiére fois une localisation racinaire de SAQHI cet organe, le réle de SAG12 est crucial pour
&E u} ]o]-de€E racjies pour maintenir le rendement et la teneur en N desigsdbrsque les plantes sont soumises a
une limitatonen Nhv u3E A}o § SE A o Jve]es SUE] FRIO[CESIE SIS V% E}S }
en se focalisant notamment sur des systémes anti-protéolytiques. €eitk suggére qiipv t § E *"}op 0 Zo}E} % Z
binding Protein (WSCP), la protéine WSCP1, porte effectivement une double fahetmaotection des chlorophylles et
[IvZ] 1S pCE s%.s@tih8, ce qui en fait un potentiel candidat pour prolonger la dutéeie des feuilles et ainsi
E p]E o[ *Cv ZE}v]eu VSE o feuilleEdtlla périodd deRemplissage en N des graines.
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Title: Study of proteolytic and anti-proteolytic systems involved intnoigen remobilization during senescence in
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Abstract: RapeseedHRrassica napuk.) is a field crop plant that is particularly requiring nitrogen (N) and characterized by
a low Nitrogen Use Efficiency (NUE), mainly due to a poor Nitrogen IRézation Efficiency (NRE) during foliar
senescence. The optimization of NRE is therefore a major chalteriggprove the agro-environmental balance of this
crop. Since protein degradation is one of the key processes in the repadiiti of N associated with senescence, the
objective of this work is to identify and characterize the main actbpgateolysis during natural or induced by N limitation
senescence. In the plant mod&fabidopsis thaliangrown under high N conditions (HN), we have shown that SAG12 is a
major protease during leaf senescence to ensure the remobilizafibhaessential for yield and seed N filling. Indeed, our
work shows that the role of SAG12 is pivotal and that in themabs of its activity, other proteases belonging to the CPs
but also to other classes (aspartate proteases; APs) are requested torsthpgpremobilization of foliar N. In this context,
AED1 (a CND41-like APs) is particularly interesting since it seems to collahmsale with SAG12. In addition, this study
shows for the first time a root localization of SAG12. In this orgarrdlieeof SAG12 is crucial, in particular to remobilize

N from the roots to sustain yield and N content of the seedsmiants face an N limitation. Another aspect of this work
was to study other ways of regulating proteolytic activity, focusingairticular on anti-proteolytic systems. This study
suggests that a Water Soluble Chlorophyll binding Protein (WSCP), the WSCP1hmaseteffectively a dual function of
chlorophyll protection and serine proteases inhibition, which make ibteptial candidate to extend leaf lifespan and
thus, reduce asynchronism between leaf emptying time and the N seed filine.

Altogether, these results allow to suggest new relevant candidatethé selection of rapeseed varieties with an efficient

N remobilization in a context of nitrogen input limitation.
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