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AA : Acide aminé 

ABA : Abscisic acid  

ADN : Acide désoxyribonucleique 

ADNc : Acide désoxyribonucleique 

complémentaire 

ANOVA : Analyses de variance 

AP : Protéase à aspartate 
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AS : Asparagine synthétase 

ASN : Asparagine 

Atg : Autophagy related gene family 
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Bn : Brassica napus L. 

BSA : Bovine serum albumine  

 

Cau : Brassica oleracea 

CCV : CV-containing vesicles 

CETIOM : Centre technique interprofessionnel 

des oléagineux métropolitains 
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CK : Citokinines 

Clp : Protéases caséinolytique 

CND41 : Chloroplast nucleoid DNA binding 

protein 41 

CO2 : Dioxyde de carbone 

Col : Columbia 

COMIFER : Le comité français d'étude et de 

développement de la fertilisation raisonnée 

CP : Protéase à cystéines 

CPSase : Carbamoylphosphatase 

Ct : Cycle treshold 

 

Da : Dalton 

DAS : Jour après semis 

Deg : Degradation of periplasmic proteins 

DMSO : Diméthylsulfoxide 

DTT : Dithiothréitol 

 

EAA : EffiĐieŶĐe d͛assimilation de l͛azote 

EAbA : EffiĐieŶĐe d͛aďsoƌptioŶ de l͛azote 

ER : Réticulum endoplasmique 

ERA : EffiĐieŶĐe de ƌeŵoďilisatioŶ de l͛azote 

Eth : Ethylène

EUA : EffiĐieŶĐe d͛usage de l͛azote 

EUtA : EffiĐieŶĐe d͛utilisatioŶ de l͛azote 

 

FtsH : Filamentation temperature-sensitive H 

 

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 

 

IJPB: Institut Jean-Pierre Bourgin 

Inhi : Inhibiteur 

INN : Indice de nutrition azote 

INRA : Institut national de recherche 

agronomique 

IRMS : Isotope-ratio mass spectrometry 

 

KO : Knock out 

 

LATS : Low affinity transport system 

Lhcb : Light-harvesting chlorophyll-binding 

LIBS : Laser induced breakdown spectroscopy 

LN : Low nitrogen 

LP : Lepidium virginicum 

 

MC : Metacaspase 

MeJa : Méthyl jasmonate 

MMP : Matrix metalloproteinase 

MnT : Million de tonnes 
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MP : Métalloprotéase 

MPP : Mitochondrial processing-peptidase 

MS : Matière sèche 

 

N : Azote 

NBI : Nitrogen balance index  

NDVI : Normalized difference vegetation index  

NH4
+ : Ammonium 

NHI : Nitrogen harvest index 

NiR : Nitrite reductase 

NIRS : Near infrared spectroscopy 

NO3
- : Nitrate 

NR : Nitrate reductase 

NRT : Nitrate root transporter 

 

OAD : Outil d’aide à la décision 

Os : Oryza sativa 

 

PAR : Photosynthetically active radiation 

PLCP : Papain-like cystein protease 

PCR : Polymerase chain reaction 

PVDF : Polyvinylidene difluoride 

 

qPCR : quantitative polymerase chain reaction 

 

RAPSODYN : Optimisation of the rapeseed oil 

content and yield under low 

nitrogen input 

RBLC : RuBisCO 

RCB : RuBisCO-containing bodies 

RMN : Résonance magnétique nucléaire 

ROS : Reactive oxygene species 

RT-PCR : Reverse transcription polymerase 

chain reaction 

RuBisCO : Ribulose-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-PAGE : SDS polyacrylamide gel 

electrophoresis 

SE : Standard error 

SP : Protéase à 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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Fig. I.3. Consommation mondiale de biocarburant exprimée en millions de

tonnes d’ĠŶeƌgie primaire (Mtep) (Source : enerdata, SOeS).

Fig. I.1. « Triangle de U » montrant les relations génétiques entre 6 espèces de brassicacées.

A, B et C représentent les chromosomes de chaque génome et n leur nombre ;d’apƌğs U, 1935).

Fig. I.2. Composition des graines, de l’huile et du tourteau de colza (Source Feedbase ; terresunivia).
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Le colza (Brassica napus L.), une herbacée annuelle appartenant à la famille des brassicacées 

;aŶĐieŶŶeŵeŶt ĐƌuĐifğƌesͿ est issu d͛uŶ ĐƌoiseŵeŶt Ŷatuƌel eŶtƌe uŶ Đhou ;Brassica oleracea L.) et une 

navette (Brassica rapa L.) et possède donc un génome tétraploïde (U, 1935 ; Fig. I.1Ϳ. L͛oƌigiŶe pƌĠĐise de 

Đe ĐƌoiseŵeŶt Ŷ͛est pas ĐoŶŶue ŵais il se seƌait pƌoduit autouƌ de la ŵĠditeƌƌaŶĠe, il Ǉ a plus de ϳϱϬϬ aŶs 

(Chalhoub et al., 2014). Les pƌeŵiğƌes pƌeuǀes de l͛utilisatioŶ du Đolza eŶ taŶt Ƌue plaŶte ĐultiǀĠe 

remontent à 2000-1500 av. J-C. où elle est mentionnée dans des textes sanskrits. On retrouve alors cette 

espğĐe ĐitĠe tout au loŶg de l͛histoiƌe huŵaiŶe au tƌaǀeƌs de diffĠƌeŶts ĠĐƌits gƌeĐs, ƌoŵaiŶs ou ĐhiŶois 

suggérant son adaptabilité à des zones géographiques et climatiques variées. En Europe, la culture du colza 

Ŷe pƌeŶd soŶ essoƌ Ƌu͛auǆ aleŶtouƌs de la fiŶ du ϭϴème siècle, lorsque son huile est utilisée pour ses 

ĐapaĐitĠs luďƌifiaŶtes pouƌ l͛iŶdustƌie ŵais ĠgaleŵeŶt pouƌ ses qualités pouƌ l͛aliŵeŶtatioŶ huŵaiŶe. Deuǆ 

types de variétés de colza se différenciant notamment par la durée de leur cycle de culture sont 

pƌiŶĐipaleŵeŶt utilisĠs : le Đolza d͛hiǀeƌ, ŵajoƌitaiƌeŵeŶt ĐultiǀĠ eŶ Euƌope ;ĐǇĐle de dĠǀeloppeŵeŶt de 

250-310 jours) et le colza de printemps, essentiellement cultivé au Canada, en Australie et en Asie (cycle 

de développement de 120-150 jours).  

Le colza est principalement cultivé pour ses graines riches en huile (environ 43% de matière grasse) 

composées ŵajoƌitaiƌeŵeŶt d͛aĐide olĠiƋue, liŶolĠiƋue ;oŵĠga ϲͿ, alpha-linoléique (oméga 3) et 

palmitique, ŵais aussi d͛uŶe gƌaŶde diǀeƌsitĠ d͛autƌes aĐides gƌas eŶ pƌopoƌtioŶs ǀaƌiaďles ;Fig. I.2). Cette 

diversité est une richesse qui sera exploitée et améliorée par sélection variétale pour satisfaire la multitude 

de débouchés aliŵeŶtaiƌes et ŶoŶ aliŵeŶtaiƌes des huiles de Đolza. A titƌe d͛eǆeŵple, depuis les aŶŶĠes 

2000, les différentes politiques agro-eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtales ǀisaŶt ă diŵiŶueƌ l͛utilisatioŶ d͛ĠŶeƌgie fossile 

dans un contexte de dérèglement climatique, ont conduit à une forte augmentation de la production de 

biocarburants en France et dans le monde (Fig. I.3). Ainsi, le biodiesel, ĠlaďoƌĠ ă paƌ estĠƌifiĐatioŶ d͛huiles 

végétales, est un biocarburant utilisé pur (B100 autorisé aux Etats-Unis seulement) ou mélangé (5 à 20%) 

à du gazole (B5 et B20), et est paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŶtĠƌessaŶt puisƋu͛il peƌŵet de ƌĠduiƌe ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt 

les émissions de CO2 des moteurs diesels. En France, le colza est actuellement la principale oléagineuse 

utilisée pour cet usage ce qui a entrainé une forte intensification de sa culture et une sélection de variétés 

de colza présentant des graines à haute teneur en huile (45%) afiŶ d͛optiŵiseƌ la pƌoduĐtioŶ de ďiodiesel. 

Mġŵe si Đet oďjeĐtif Ŷ͛est pas eŶĐoƌe atteiŶt, la teŶeuƌ ŵoǇeŶŶe eŶ huile des gƌaines de variétés de colza 

a ĐepeŶdaŶt sigŶifiĐatiǀeŵeŶt augŵeŶtĠ puisƋu͛elle est passĠe de ϰϮ% eŶ ϭϵϵϮ ă plus de ϰϯ% eŶ ϮϬϬϲ 

(Source : Gnis).  

Paƌ ailleuƌs, d͛autƌes ǀaƌiĠtĠs oŶt ĠtĠ sĠleĐtioŶŶĠes pouƌ leuƌ foƌte teŶeuƌ eŶ aĐide olĠiƋue ;ϴϬ%Ϳ 

et leur faible teneur en acide linoléique (3%) (HOLLi pour « high oleic/low linolenic ») permettant de 



Fig. I.4. Evolution des cours (€/tonne) des tourteaux de colza et

de soja. (source : GEB, institut de l’ĠlevageͿ

Fig. I.5. Evolution des teneurs en glucosinolates du

tourteau de colza et plus spécifiquement du tourteau de

colza « double zéro ». (source : Io7; Banque de données de

l’aliŵeŶtatioŶ animale)
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fournir une matière première très compétitive pour les plateformes dédiées à la synthèse de polymères 

biosourcés.  

 UŶ autƌe seĐteuƌ de ǀaloƌisatioŶ iŵpoƌtaŶte de l͛huile de colza est son utilisation dans 

l͛aliŵeŶtatioŶ huŵaiŶe. EŶ effet, la foƌte teŶeuƌ eŶ aĐide alpha-linoléique conjuguée à un faible ratio 

ωϲ/ωϯ, peƌŵet l͛eǆtƌaĐtioŶ d͛uŶe huile d͛uŶe eǆĐelleŶte ƋualitĠ pouƌ la saŶtĠ huŵaiŶe. AiŶsi, l͛huile de 

colza serait particulièrement bénéfique en réduisant notamment les risques de maladies coronariennes et 

de certains cancers tel que le cancer du sein (Cho et al., 2010; Subash-Babu et Alshatwi, 2018). Cependant, 

le Đolza aĐĐuŵule ŶatuƌelleŵeŶt de l͛aĐide ĠƌuĐiƋue doŶt la pƌopoƌtioŶ peut atteiŶdƌe ϰϱ ă ϱ0% de la 

fraction lipidique des graines (Hung S. et al., 1977; Nesi et al., 2008), un acide gras mono-insaturé supposé 

toǆiƋue Đhez l͛aŶiŵal. Cette foƌte aĐĐuŵulatioŶ Ŷatuƌelle d͛aĐide ĠƌuĐiƋue a ĐoŶduit les sĠleĐtioŶŶeuƌs ă 

créer dans les années 70 des variétés dites « simples zéro » (pour « zéro » acide érucique) qui produisent 

des graines présentant une proportion en acide érucique inférieure à 2% de la fraction lipidique.  

 Apƌğs tƌituƌatioŶ de la gƌaiŶe pouƌ eŶ eǆtƌaiƌe l͛huile, uŶ Đopƌoduit ƌiĐhe eŶ pƌotĠiŶes ;eŶǀiƌoŶ 

34%) appelé tourteau est obtenu (Fig. I.2). Les industriels se tournant de plus en plus vers une politique 

de valorisation des coproduits obtenus lors des processus de fabrication, le tourteau de colza, riche en 

protéines mais également en acides aminés essentiels (Lysine, Arginine et Cystéine), en minéraux (P et Ca) 

et eŶ aĐide gƌas est utilisĠ pouƌ l͛aliŵeŶtatioŶ aŶiŵale ;ďoǀiŶs, oǀiŶs, poƌĐiŶs et ǀolaillesͿ. SoŶ ƌappoƌt 

ƋualitĠ/pƌiǆ supĠƌieuƌ ă Đelui du soja pousse de plus eŶ plus d͛Ġleǀeuƌs ă soŶ utilisatioŶ ;souƌĐe teƌƌes 

Inovia) (Fig. I.4). Néanmoins, les graines de colza contiennent naturellement des glucosinolates, composés 

ĐoŶŶus pouƌ altĠƌeƌ l͛appĠteŶĐe des touƌteauǆ ŵais ĠgaleŵeŶt pouƌ pƌoǀoƋueƌ des dĠƌğgleŵeŶts 

phǇsiologiƋues gƌaǀes Đhez l͛aŶiŵal (Tripathi et Mishra, 2007). Pour répondre à cette problématique, dès 

les années 80, les sélectionneurs ont donc cherché des variétés de colzas avec une faible teneur en 

glucosinolates (inférieure à 20 µmol. g-1 contre 80 à 100 µmol.g-1 de graines dans les variétés classiques). 

Ainsi, des variétés dites « double zéro », combinant dans leurs graines une faible teneur en acide érucique 

et en glucosinolates (Double low : low erucic acid and low glucosinolate) sont apparues sur le marché 

(Fig. I.5). 

EŶ plus de ses Ŷoŵďƌeuǆ dĠďouĐhĠs ĠĐoŶoŵiƋues, le Đolza s͛iŶtğgƌe daŶs uŶ sǇstğŵe Đultuƌal 

durable grâce à sa capacité à être une espèce dite Culture Intermédiaire Piège à Nitrate (CIPAN). En effet, 

sa foƌte ĐapaĐitĠ d͛aďsoƌptioŶ de l͛azote ;plus de ϮϬϬ kg de N.ha-1.an-1) en fait un bon candidat pour être 

utiliser en inter-culture et permettre une couverture des sols nus en hiver afin de limiter notamment le 

lessiǀage de Ŷitƌate et d͛aŵŵoŶiuŵ. De plus, la Đultuƌe de Đolza alteƌŶĠe aǀeĐ uŶe Đultuƌe de ďlĠ ;rotation 



Fig. I.6. Evolution de la production de graines de colza au niveau européen (Europe des 28) entre

2009 et 2017 (A) et au niveau mondial entre 1999 et 2017 (B). Les données sont exprimées en

millions de tonnes de graines (Source : FOP).
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colza-blé) permet une amélioration de rendement du blé de 12% par rapport à deux cultures de blé 

successives (blé-blé). Par ailleurs, son caractère biofumigant, principalement dû à la diffusion dans le sol 

après enfouissement de composés soufrés, appelés isothiocyanates (ITC). De par leurs actions nématicide 

et fongicide, les ITC issus de la dégradation des glucosinolates sont de plus en plus considérés comme 

moyen de lutte biologique contre les stress biotiques. 

Ces multiples usages expliquent pourquoi, depuis plusieuƌs dizaiŶes d͛aŶŶĠes, les suƌfaĐes 

agƌiĐoles utilisĠes pouƌ la Đultuƌe du Đolza Ŷe ĐesseŶt d͛augŵeŶteƌ au Ŷiǀeau ŵoŶdial. EŶ FƌaŶĐe 

ŵĠtƌopolitaiŶe, Đes suƌfaĐes oĐĐupeŶt aujouƌd͛hui eŶǀiƌoŶ ϭϯ% des suƌfaĐes de gƌaŶdes Đultuƌes et 

atteigŶeŶt eŶǀiƌoŶ ϭ,ϰϬϯ ŵillioŶs d͛heĐtaƌes ;souƌĐe SSP1Ϳ. L͛augŵeŶtatioŶ ĐoŵďiŶĠe des ƌeŶdeŵeŶts ;liĠe 

ŶotaŵŵeŶt auǆ ŵodifiĐatioŶs des pƌatiƋues Đultuƌales et ă l͛aŵĠlioƌatioŶ ǀaƌiĠtaleͿ a peƌŵis d͛atteiŶdƌe, 

en 2017, une production française de 5,1 Millions de Tonnes (MnT) de graines faisant de la France le 2e 

pƌoduĐteuƌ euƌopĠeŶ deƌƌiğƌe l͛AlleŵagŶe. Au Ŷiǀeau ŵoŶdial, l͛Euƌope ;Ϯϴ paǇsͿ aǀeĐ uŶe pƌoduĐtioŶ de 

21,8 MnT de graines de colza en 2017, est le pƌeŵieƌ pƌoduĐteuƌ deǀaŶt le CaŶada ;Ϯϭ,ϯ MŶTͿ et l͛IŶde (6 

MnT) (source FOP2) (Fig. I.6).  

AĐtuelleŵeŶt, Đoŵŵe pouƌ toutes les espğĐes de gƌaŶde Đultuƌe, l͛oďteŶtioŶ de foƌts ƌeŶdeŵeŶts 

gƌaiŶieƌs du Đolza est iŶtiŵeŵeŶt liĠe ă l͛appoƌt de foƌtes doses de feƌtilisaŶts ;ŶotaŵŵeŶt azotĠsͿ. A titƌe 

d͛eǆeŵple, pour espérer une production grainière optimale, les variétés de colza actuellement cultivées 

et jadis sélectionnées sans prise en compte du ratio rendement/fertilisant, nécessitent des apports 

d͛eŶgƌais azotĠs iŵpoƌtaŶts atteigŶaŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt ϭϴϬ-220 kg N ha-1 (Jackson, 2000). Toutefois, on 

ĐoŶsidğƌe Ƌue plus de la ŵoitiĠ de l͛azote ;NͿ ŵoŶdial appoƌtĠe auǆ diffĠƌeŶtes plaŶtes de gƌaŶde Đultuƌe 

est peƌdue daŶs l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt (Rothstein, 2007) et ne bénéficient pas à la croissance des plantes 

(Lassaletta et al., 2014). Outre ces problèmes environnementaux (lessivage, production de gaz à effet de 

serre), ces utilisatioŶs de foƌtes ƋuaŶtitĠs d͛iŶtƌaŶts, doŶt le pƌiǆ est iŶdeǆĠ suƌ Đeuǆ du pĠtƌole, 

ƌepƌĠseŶteŶt uŶ Đoût ĠĐoŶoŵiƋue ŵajeuƌ pouƌ l͛agƌiĐulteuƌ (Singh, 2006).  

Dans le cas précis du colza, cette forte dépendance aux intrants azotés est principalement due à 

uŶe ŵauǀaise ǀaloƌisatioŶ de l͛N puisƋu͛eŶ dĠpit de ses foƌtes ĐapaĐitĠs d͛aďsoƌptioŶ du N ŵiŶĠƌal, 

seulemeŶt ϱϬ % de l͛N aďsoƌďĠ est ƌetƌouǀĠ daŶs les gƌaiŶes (Schjoerring et al., 1995). De nombreux 

tƌaǀauǆ oŶt peƌŵis de ŵoŶtƌeƌ Ƌu͛eŶ ƌĠalitĠ Đette ŵauǀaise ǀaloƌisatioŶ de l͛N seƌait esseŶtielleŵeŶt due 

ă uŶe faiďle effiĐieŶĐe d͛utilisatioŶ de l͛N ;EUtAͿ et plus particulièrement à une mauvaise efficience de 

                                                           
1 Service de la Statistique et de la Prospective 
2 FĠdĠƌatioŶ fƌaŶçaise des pƌoduĐteuƌs d͛olĠagiŶeuǆ et de pƌotĠagiŶeuǆ 
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ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N ;ERAͿ loƌs de la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe aǀaŶt le ƌeŵplissage des gƌaiŶs (Malagoli et al., 

2005a; Girondé et al., 2015a). Ce dĠfaut de tƌaŶsfeƌt d͛N depuis les oƌgaŶes sĠŶesĐeŶts ǀeƌs les gƌaiŶes a 

également pour ĐoŶsĠƋueŶĐe uŶ ƌetouƌ d͛N au sol iŵpoƌtaŶt loƌs de la Đhute des feuilles ŵoƌtes ;jusƋu͛ă 

140 Kg N. ha-1 ; Avice et Etienne, 2014). 

Ainsi, les enjeux agro-environnementaux et économiques majeurs de la culture de colza consistent 

à maintenir, voire améliorer, le ƌeŶdeŵeŶt gƌaiŶieƌ tout eŶ liŵitaŶt les doses d͛iŶtƌaŶts azotĠs. AfiŶ de 

répondre ă Đet eŶjeu, les ŵodifiĐatioŶs des pƌatiƋues Đultuƌales, le dĠǀeloppeŵeŶt d͛outils de diagŶostiĐ 

du statut azotĠ et d͛aide ă la dĠĐisioŶ peƌŵettaŶt uŶ ƌaisoŶŶeŵeŶt de la feƌtilisatioŶ, et la sĠleĐtioŶ de 

variétés plus économes en intrants N constituent autant de stratégies envisagées pour améliorer le bilan 

agro-environnemental de la culture du colza. Dans ce contexte, une meilleure compréhension des 

processus de remobilisation de l͛N associés à la sénescence foliaire constitue un préalable majeur à 

l͛ideŶtification de déterminants moléculaires utilisables pour la sélection de variétés présentant une ERA 

optimisée. 

BĠŶĠfiĐiaŶt d͛uŶe alloĐatioŶ du MiŶistğƌe de l͛EŶseigŶeŵeŶt SupĠƌieuƌ et de la ReĐheƌĐhe, ŵes 

travaux de recherche doctorale sont inscrits pleinement dans le programme Investissement Avenir 

RAPSODYN3 (2012-2019) qui vise à optimiser la teneur et le rendement en huile du colza cultivé sous faibles 

appoƌts d͛iŶtƌaŶts azotĠs. DaŶs Đe ĐoŶteǆte, Đe tƌaǀail de thğse a pƌiŶĐipaleŵeŶt ĐoŶsistĠ ă Ġtudieƌ les 

sǇstğŵes pƌotĠolǇtiƋues iŵpliƋuĠs daŶs la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N et ă ŵieuǆ appƌĠheŶdeƌ leuƌ iŵpoƌtaŶĐe 

durant la sénescence foliaire et la production de graines.   

Après une synthèse bibliographique des connaissances relatives au colza et à la gestion de l͛N, 

abordant notamment plus en détails les mécanismes et principaux acteurs impliqués dans la 

ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N au Đouƌs de la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe, uŶ Đhapitƌe dĠĐƌiǀaŶt les ŵĠthodes et dispositifs 

expérimentaux utilisés aux cours de ce travail doctoral sera présenté.  Une présentation des résultats sera 

eŶsuite pƌoposĠe sous la foƌŵe de ϯ aƌtiĐles. Ces ƌĠsultats feƌoŶt eŶsuite l͛oďjet d͛uŶe disĐussioŶ gĠŶĠƌale 

ouvrant sur de futures perspectives de recherches. 

 

                                                           
3 ANR-11-BTBR-004 RAPSODYN – Investments for the future : Optimisation of the RAPeSeed Oil content anD Yield 

under low Nitrogen input 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Fig. II.1. Les différents stades repères (Stades A à G) du développement du colza d’hiveƌ. (source: terresinovia ; proléa)
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A. Le colza d’hiver et la nutrition azotée 

L͛azote ;NͿ est le ϰe ĠlĠŵeŶt esseŶtiel apƌğs le ĐaƌďoŶe ;CͿ, l͛oǆǇgğŶe ;OͿ et l͛hǇdƌogğŶe ;HͿ. Il ǀa 

peƌŵettƌe la foƌŵatioŶ d͛uŶe ŵultitude de ŵolĠĐules ŶĠĐessaiƌes au ďoŶ foŶĐtioŶŶeŵeŶt ŵĠtaďoliƋue 

des plantes. On le retrouve au seiŶ des aĐides ŶuĐlĠiƋues Ƌui peƌŵettƌoŶt la foƌŵatioŶ de l͛ADN et de 

l͛ARN, des aĐides aŵiŶĠs ĐoŶstituaŶt les peptides et les pƌotĠiŶes et de ĐeƌtaiŶs ŵĠtaďolites seĐoŶdaiƌes 

;gluĐosiŶolates, glǇĐosides ĐǇaŶogĠŶiƋues…Ϳ ŵais aussi de pigŵeŶts tels Ƌue les chlorophylles. Le colza est 

une oléoprotéagineuse particulièrement exigeante en N, absorbé préférentiellement sous forme de 

Ŷitƌate ;plaŶte ŶitƌophileͿ. EŶ effet, des tƌaǀauǆ oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue la pƌoduĐtioŶ d͛uŶ ƋuiŶtal de gƌaiŶes 

ŶĠĐessite l͛aďsoƌptioŶ de ϲ kg d͛N ĐoŶtƌe seuleŵeŶt eŶǀiƌoŶ ϯ,ϱ Kg pouƌ le ďlĠ (Rathke et al., 2006; Arvalis). 

Ainsi, au cours de son développement, les apports nécessaires en intrants azotés afin de maintenir un 

ƌeŶdeŵeŶt optiŵal soŶt de l͛oƌdƌe de ϭϴϬ ă ϮϮϬ kg.ha-1 (Jackson, 2000).  

A.I. Gestion de l’azote au cours du développement du colza d’hiver 

Le colza a une gestion très hétérogène de l͛N au Đouƌs de soŶ dĠǀeloppeŵeŶt puisƋue ses ďesoiŶs, 

ses ĐapaĐitĠs d͛aďsoƌptioŶ et sa ǀaloƌisatioŶ de l͛N soŶt tƌğs dĠpeŶdaŶts du stade de dĠǀeloppeŵeŶt 

ĐoŶsidĠƌĠ. Le dĠǀeloppeŵeŶt du Đolza d͛hiǀeƌ s͛ĠteŶd suƌ eŶǀiƌoŶ douze ŵois ƌĠpaƌtis suƌ deuǆ aŶŶĠes 

ciǀiles ;d͛août de l͛aŶŶĠe Ŷ ă fiŶ juillet de l͛aŶŶĠe Ŷ+ϭͿ et ĐoŵpƌeŶd sept Ġtapes principales (Fig. II.1). Après 

le semis, les cotylédons apparaissent (stade A) suivis des premières feuilles vraies pour constituer la 

rosette (stade B) dont la fin de formatioŶ ă lieu eŶ dĠďut d͛hiǀeƌ ;dĠĐeŵďƌeͿ, période durant laquelle les 

plantes vont être exposées aux basses températures nécessaires à leur vernalisation. Au printemps, les 

teŵpĠƌatuƌes plus ĐlĠŵeŶtes ǀoŶt peƌŵettƌe la ƌepƌise de ǀĠgĠtatioŶ et l͛appaƌitioŶ de la tige (stade C, 

ŵoŶtaisoŶͿ et des ďoutoŶs floƌauǆ d͛aďoƌd aĐĐolĠs ;stade DͿ puis sĠpaƌĠs ;stade EͿ et eŶfiŶ totaleŵeŶt 

fleuris (stade F). Cette période précède le stade G qui correspond à la formation des siliques et des graines 

et Ƌui s͛ĠteŶd gĠŶĠƌalement de mars à fin juillet (Fig. II.1).  

 Du semis à la reprise de végétation (stade C) 

Le Đolza d͛hiǀeƌ est seŵĠ fiŶ aout-début septembre à une densité de 1,2 à 3 kg de graines ha-1 

peƌŵettaŶt d͛aǀoiƌ eŶǀiƌoŶ ϮϬ ă ϯϬ plaŶtes paƌ ŵ². Apƌğs geƌŵiŶatioŶ, la plante vit sur les réserves de la 

gƌaiŶe jusƋu͛ă la ŵise eŶ plaĐe d͛uŶ sǇstğŵe ƌaĐiŶaiƌe ;la ƌadiĐelleͿ et des Ϯ pƌeŵiğƌes feuilles 

ĐotǇlĠdoŶaiƌes ;stade AͿ Ƌui peƌŵetteŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt ă la plaŶte d͛aďsoƌďeƌ les ŶutƌiŵeŶts du sol et de 

réaliser la photosyŶthğse. A paƌtiƌ de Đe stade, la ĐƌoissaŶĐe de la plaŶte seƌa faǀoƌisĠe paƌ l͛assiŵilatioŶ 



Fig. II.2. Les différents types de sénescence au cours des principaux stades de

développement du colza.
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et la synthèse de composés carbonés et azotés qui vont permettre notamment, le développement du 

sǇstğŵe ƌaĐiŶaiƌe et l͛ĠŵeƌgeŶĐe pƌogƌessiǀe d͛uŶe ǀiŶgtaiŶe de feuilles dites « vraies » qui constitueront 

la rosette (stade B) (Fig. II.1). Au stade rosette, les plantes présentent un système racinaire radiculaire en 

pivot.  

Durant la période automnale, le colza présente de fortes capacités d͛aďsoƌptioŶ de l͛N du sol, bien 

supérieures ă Đelles d͛autƌes plaŶtes de gƌaŶde Đultuƌe telles Ƌue les PoaĐeae et les lĠguŵiŶeuses (Lainé 

et al., 1993). Cette foƌte aďsoƌptioŶ d͛N ŵiŶĠƌale ;pouǀaŶt alleƌ jusƋu͛ă ϮϱϬ kg ha-1) favorise la synthèse 

de protéines qui pourront, aux niveaux racinaire (pivot) et foliaire, constituer des réserves potentiellement 

ŵoďilisaďles au ŵoŵeŶt de la ƌepƌise de ǀĠgĠtatioŶ pƌiŶtaŶiğƌe. Chez le Đolza, l͛aďsoƌptioŶ et l͛assiŵilatioŶ 

d͛N duƌaŶt Đette pĠƌiode Ŷ͛est pas uŶ faĐteuƌ liŵitaŶt du ƌeŶdeŵeŶt puisƋu͛il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶ appoƌt 

supplĠŵeŶtaiƌe d͛N ŵiŶĠƌal Ŷ͛aǀait auĐuŶ effet suƌ le ƌeŶdeŵeŶt gƌaiŶieƌ oďteŶu eŶ fiŶ de ĐǇĐle (Colnenne 

et al., 1998). EŶ ĐoŶsĠƋueŶĐe, afiŶ d͛Ġǀiteƌ les peƌtes d͛azote ŶitƌiƋue ;paƌ lessiǀage ŶotaŵŵeŶtͿ, la 

directive nitrate 91/676/CEE (adoptée en 1991, dernier décret le 15 mars 2015) inteƌdit l͛appoƌt d͛eŶgƌais 

azoté sous forme minérale sur les parcelles de colza du 1er septembre au 15 janvier. En plus de cette forte 

aďsoƌptioŶ d͛N, uŶ ƌeĐǇĐlage de l͛N eŶdogğŶe ă lieu au Đouƌs du dĠǀeloppeŵeŶt ǀĠgĠtatif. AiŶsi, si la 

demande en N des orgaŶes eŶ ĐƌoissaŶĐe est supĠƌieuƌe ă l͛offƌe ;i.e. ă l͛azote aďsoƌďĠͿ, uŶe ŵoďilisatioŶ 

d͛azote ƌaĐiŶaiƌe est possiďle via la dĠgƌadatioŶ de pƌotĠiŶes et ŶotaŵŵeŶt d͛uŶe Vegetatiǀe Stoƌage 

Protein de 23 KDa se trouvant dans le pivot (Rossato et al., 2001). Par ailleurs, au cours de la croissance de 

la plante, les feuilles les plus âgées basculent séquentiellement dans un stade ultime de développement 

appelé sénescence. Cette sénesĐeŶĐe s͛aĐĐoŵpagŶe de Ŷoŵďƌeuses ŵodifiĐatioŶs phǇsiologiƋues et 

moléculaires dont notamment la dégradation des protéines foliaires par de nombreuses protéases. Les 

produits de dégradation (peptides et acides aminés) sont ainsi recyclés au profit des organes en croissance, 

essentiellement des jeunes feuilles lors du stade végétatif (stades A, B, C, D et E) (Fig. II.2). Toutefois, il est 

dĠsoƌŵais aĐƋuis Ƌue Đe pƌoĐessus de ƌeĐǇĐlage assoĐiĠ ă la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe Ŷ͛est pas optiŵal puisƋue, 

durant le développement végétatif, il a été montré que les feuilles chutaient avec des teneurs en azote 

ƌĠsiduel ĠleǀĠes de l͛oƌdƌe de Ϯ ă ϰ,ϱ% de leuƌ ŵatiğƌe sğĐhe (Triboi-Blondel et al., 1988; Dejoux et al., 

2000). Ce foƌt ƌetouƌ d͛azote au sol ;pouǀaŶt atteiŶdƌe ϭϰϬ kg ha-1) met en lumière la mauvaise efficience 

d͛usage de l͛N paƌ le Đolza et ŶotaŵŵeŶt sa ŵauǀaise ĐapaĐitĠ ă ƌeŵoďiliseƌ Đet ĠlĠŵeŶt (Girondé et al., 

2015a). Outre les conséquences eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtales, il a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue Đette peƌte d͛N affeĐte 

négativement le rendement de la culture. Ainsi, en utilisant un modèle mécanistique, Malagoli et al., 

(2005b) oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe diŵiŶutioŶ des teneurs en N des feuilles chutées au cours du stade végétatif 

ă des ǀaleuƌs pƌoĐhes de ϭ% peƌŵettƌait d͛augŵeŶteƌ le ƌeŶdeŵeŶt de la Đultuƌe d͛eŶǀiƌoŶ ϯϬ%. 



Fig. II.4. Préconisation de fractionnement des apports d’azote lors de la reprise

de végétation (source : Terresinovia).

Fig. II.3. Quantité cumulée d’N nitrique absorbé entre les stades C1 (reprise

de végétation) et G5 (graines matures) (adapté de Rossato et al., 2001).
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Durant la période hivernale, la chute des températures provoque un ralentissement puis un arrêt 

de la croissance du colza qui rentre dans une période de repos végétatif lorsque la plante est exposée 

pendant au moins 5 jours consécutifs à une température moyenne journalière inférieure à 5 °C. Durant 

cette période, le colza pourra résister à des températures allaŶt jusƋu͛ă -20 °C sans que cela affecte ni sa 

croissance, ni son rendement grainier (Merrien et Pouzet, 1988). Cette période de repos végétatif induite 

par le froid, appelée période de vernalisation, est nécessaire pour Ƌue le Đolza d͛hiǀeƌ iŶitie sa floƌaisoŶ au 

printemps (Chouard, 1960). 

 De la reprise de végétation (stade C) à la fin de la montaison (stade E) 

La reprise de végétation du colza à lieu eŶ soƌtie d͛hiǀeƌ loƌsƋue la teŵpĠƌatuƌe ŵoǇeŶŶe 

journalière est supérieure à 5°C, même si certains auteurs considèrent que cette reprise de croissance est 

d͛avantage ĐoŶtƌôlĠe paƌ la date de seŵi Ƌue paƌ l͛augŵeŶtatioŶ des teŵpĠƌatuƌes (Tittonel et al., 1988). 

Cette ƌepƌise de ǀĠgĠtatioŶ s͛aĐĐoŵpagŶe d͛uŶe foƌte augŵeŶtatioŶ de la suƌfaĐe foliaiƌe Ƌui se 

pƌoloŶgeƌa jusƋu͛au dĠďut de la floƌaisoŶ ;stade FϭͿ. DaŶs le ŵġŵe teŵps, la montaison (émergence et 

élongation de de la tige ; Stades C1-CϮͿ s͛iŶitie et se pouƌsuit paƌ l͛appaƌitioŶ des ďoutoŶs floƌauǆ puis paƌ 

la floraison (stades D1 à F) (Fig. II.1). 

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

l͛aďsoƌptioŶ du Ŷitƌate ƌeste ĠleǀĠe de la ƌepƌise de la ǀĠgĠtatioŶ ;stade CϭͿ jusƋu͛au dĠďut de la floƌaisoŶ 

(stade F2 ; Rossato et al., 2001) (Fig. II.3). Durant cette période, la forte augmentation de biomasse est 

assoĐiĠe ă uŶe foƌte deŵaŶde eŶ N Ƌui est iŶǀeƌseŵeŶt pƌopoƌtioŶŶelle ă la ƋuaŶtitĠ d͛N aďsoƌďĠe duƌaŶt 

la période automno-hiǀeƌŶale. C͛est eŶ gĠŶĠƌal duƌaŶt Đes stades de dĠǀeloppeŵent printaniers que des 

appoƌts d͛iŶtƌaŶts azotĠs soŶt ƌĠalisĠs afiŶ de ĐoŵplĠŵeŶteƌ l͛azote du sol. La dose d͛N appoƌtĠe dĠpeŶdƌa 

d͛uŶe paƌt, de la ƋuaŶtitĠ aďsoƌďĠe duƌaŶt l͛autoŵŶe et d͛autƌe paƌt, d͛autƌes paƌaŵğtƌes tels Ƌue la 

nature du sol, les apports organiques réalisés ou la présence de plantes compagnes telles que des 

légumineuses (Jamont et al., 2013). Par ailleurs, de plus eŶ plus d͛outils de diagŶostiĐ du statut azotĠ des 

plantes visant à optimiser le pilotage de la fertilisation N (pour plus de détails voir § A.II) sont désormais 

dispoŶiďles et peƌŵetteŶt de ŵieuǆ ajusteƌ la dose d͛N eŶ foŶĐtioŶ des ďesoiŶs ƌĠels de la culture au 

pƌiŶteŵps. D͛uŶe ŵaŶiğƌe gĠŶĠƌale, Đette dose d͛N est Đoŵpƌise eŶtƌe ϭϬϬ et ϭϳϬ kg N ha-1 an-1 et est 

apportée en 2 ou 3 apports fractionnés (source : terres Inovia) (Fig. II.4).  

 

 



Fig. II.5. Evolution des quantités d’azote total du colza d’hiveƌ (Brassica napus L. ; Capitol)

dans les différents organes du colza. T: Racine pivotante, GL: Feuilles vertes, DL: Feuilles

mortes, S: Tiges, F: Fleurs, P: Siliques (adapté de Malagoli et al., 2005a).
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 De la floraison (stade F) à la récolte des graines (Stade G) 

Chez le colza, la floraison qui dure 4 à 6 semaines démarre fin mars lorsque le photopériodisme 

est assez long (stades F1 et F2). La fécondation des fleurs, principalement par autogamie, donne naissance 

aux siliques qui, après une durée de maturation de 6 à 7 semaines, renferment en moyenne 10 à 15 graines 

Ƌui pğseƌoŶt ă ŵatuƌitĠ eŶtƌe ϯ,ϱ et ϱ ŵg paƌ gƌaiŶe ;stade Gϭ ă GϱͿ et auƌoŶt uŶ tauǆ d͛huŵiditĠ iŶfĠƌieuƌ 

à 15% pour être récoltées.  

La formation des premières siliques (stade G1) coïncide avec uŶe diŵiŶutioŶ de l͛aďsoƌptioŶ 

ƌaĐiŶaiƌe d͛N (Rossato et al., 2001) (Fig. II.3) intervenant alors que la force puits des graines est maximale. 

DuƌaŶt Đette pĠƌiode, l͛esseŶtiel de l͛N ŶĠĐessaiƌe au ƌeŵplissage des gƌaiŶes pƌoǀieŶt de l͛N eŶdogğŶe 

remobilisé à partir des tissus végétatifs et plus particulièrement des tiges, des feuilles et du pivot (Rossato 

et al., 2001; Malagoli et al., 2005a) (Fig. II.5). Cette remobilisation massive est associée à un processus de 

senescence généralisée Ƌue l͛oŶ Ƌualifie de ŵoŶoĐaƌpiƋue et Ƌui peƌŵet uŶe ƌeŵoďilisatioŶ d͛N ă paƌtiƌ 

de tous les organes de la plante au profit des graines (Fig. II.2). Contrairement à ce qui a pu être observé 

loƌs de la sĠŶesĐeŶĐe sĠƋueŶtielle, la ŵoďilisatioŶ d͛N assoĐiĠe ă la sĠŶesĐeŶĐe ŵoŶoĐaƌpiƋue est 

considérée comme particulièrement efficace puisque la teneur en N des feuilles chutées au cours de cette 

période est pƌoĐhe de ϭ% de la ŵatiğƌe sğĐhe, Đ͛est-à-dire une valeur correspondante ă l͛azote stƌuĐtuƌal 

difficilement mobilisable. Par conséquent, contrairement à ce qui est observé lors de la sénescence 

sĠƋueŶtielle, l͛effiĐieŶĐe de ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N durant la sénescence monocarpique du colza est 

considérée comme étant quasi optimale (Rossato et al., 2001; Malagoli et al., 2005a). 

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

L͛optiŵisatioŶ de la feƌtilisatioŶ azotĠe, Đ͛est-à-diƌe l͛appoƌt d͛iŶtƌaŶts azotĠs au ďoŶ ŵoŵeŶt et 

à la bonne dose, constitue un enjeu majeur pour améliorer le bilan agro-environnemental de la culture de 

Đolza tout eŶ gaƌaŶtissaŶt uŶe staďilitĠ, ǀoiƌe uŶe ŵeilleuƌe ƌeŶtaďilitĠ fiŶaŶĐiğƌe ă l͛agƌiĐulteuƌ. Pouƌ Đela, 

il est nécessaire de connaitre les besoins réels en N de la plante à ses différents stades de développement 

afiŶ de pouǀoiƌ lui appoƌteƌ de ŵaŶiğƌe pƌĠĐise la dose d͛iŶtƌaŶt N ŶĠĐessaiƌe ă sa ĐƌoissaŶĐe. PeŶdaŶt de 

nombreuses décennies, les besoins unitaires azotés importants ont conduit les agriculteurs à utiliser des 

doses d͛eŶgƌais iŵpoƌtaŶtes et dĠteƌŵiŶĠes le plus souǀeŶt de ŵaŶiğƌe eŵpiƌiƋues afiŶ d͛assuƌeƌ des 

ƌeŶdeŵeŶts ĠleǀĠs. AiŶsi, les doses d͛iŶtƌaŶts azotĠs appoƌtĠes pouǀaieŶt atteiŶdƌe jusƋu͛ă ϮϱϬ kg N ha-1 

pouƌ le Đolza et aǀoiƌ des ĐoŶsĠƋueŶĐes suƌ l͛aĐidifiĐatioŶ des sols, l͛eutƌophisatioŶ pouǀaŶt alleƌ jusƋu͛ă 

uŶe dǇstƌophisatioŶ des ŵilieuǆ aƋuatiƋues et l͛augŵeŶtatioŶ de la pollutioŶ paƌ les gaz ă effet de seƌƌe 



Fig. II.7. Relation entre la teneur en azote dans la matière sèche aérienne (%N)

et la biomasse sèche aérienne par m2 permettant le calcul de l’iŶdiĐe de

nutrition azoté (INN) en référence à la teneur critique en azote du colza (TCN)

calculé d’apƌğs l’ĠƋuatioŶ proposée par Colnenne et al., (1998) (adapté de

Lemaire et al., 1989).
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(N2O) (Fig. II.6Ϳ. Depuis ƋuelƋues dĠĐeŶŶies, la pƌise de ĐoŶsĐieŶĐe du ƌespeĐt de l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt a 

conduit de nombreuses organismes et instituts tels que terres Inovia, Arvalis, le COMIFER4, les 

sĠleĐtioŶŶeuƌs, l͛INRA, pouƌ Ŷ͛eŶ Điteƌ Ƌue ƋuelƋues-uns, à développer des programmes de recherche 

visant à trouver des solutions permettant de raisonner cette fertilisation. Actuellement, ces solutions 

passeŶt ŶotaŵŵeŶt paƌ l͛aŶalǇse du statut azotĠ des plaŶtes via l͛utilisatioŶ d͛outils d͛aide ă la dĠĐisioŶ 

;OADͿ, paƌ l͛aŵĠlioƌatioŶ des ŵodes de feƌtilisatioŶ, l͛utilisatioŶ d͛eŶgƌais « éco-inovants » mais 

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

 Les méthodes de mesure du statut azoté  

 L͛ĠǀaluatioŶ du statut azotĠ fait appel ă des outils appelĠs « outils d͛aide ă la dĠĐisioŶ » (OAD) qui 

ǀieŶŶeŶt eŶ aide ă l͛agƌiĐulteuƌ pouƌ ajusteƌ au ŵieuǆ l͛appoƌt azotĠ eŶ foŶĐtioŶ des ďesoiŶs ƌĠels de la 

plaŶte eŶ ǀue d͛oďteŶiƌ uŶ ƌeŶdeŵeŶt optiŵal. AĐtuelleŵeŶt, il eǆiste des ŵĠthodes dites destƌuĐtiǀes où 

uŶ pƌĠlğǀeŵeŶt d͛ĠĐhaŶtilloŶs suƌ la paƌĐelle seƌa ŶĠĐessaiƌe pouƌ ƌĠaliseƌ des aŶalyses (biochimiques ou 

élémentaires) ultérieures en laboratoire, et des méthodes dites non destructives pouvant être réalisées 

directement et faisant généralement appel à des appareils de mesures optiques (Muñoz-Huerta et al., 

2013).  

 Les ŵĠthodes d͛ĠǀaluatioŶ destƌuĐtiǀes : 

L͛iŶdiĐe de ŶutƌitioŶ azotĠ ;INNͿ est uŶ iŶdiĐe Ƌui ĐaƌaĐtĠƌise l͛Ġtat de ŶutƌitioŶ d͛uŶe paƌĐelle 

gƌąĐe au ƌappoƌt eŶtƌe la teŶeuƌ ĐƌitiƋue eŶ azote ;TCNͿ et la teŶeuƌ eŶ N ;%NͿ des paƌties aĠƌieŶŶes d͛uŶe 

culture (Lemaire et al., 1989). La TCN correspond à la teneur minimale en N des parties aériennes 

peƌŵettaŶt d͛atteiŶdƌe uŶe ĐƌoissaŶĐe ŵaǆiŵale (Colnenne et al., 1998) (Fig. II.7).  

D͛autƌes ŵĠthodes d͛aide au pilotage de la feƌtilisatioŶ azotĠe soŶt ďasĠes suƌ les ŵġŵes pƌiŶĐipes 

de ĐalĐul Ƌue Đeuǆ utilisĠs pouƌ l͛INN ;Fig. II.8Ϳ. L͛uŶe des plus ĐoŶŶues est la ƌĠglette azote Đolza®, ŵise 

au point par Terres Inovia (anciennement CETIOM5) en 1994, et régulièrement mise à jour. Son utilisation, 

basée sur la détermination de biomasse (aérienne) produite suƌ uŶ ŵğtƌe ĐaƌƌĠ et d͛iŶfoƌŵatioŶs 

ĐoŵplĠŵeŶtaiƌes fouƌŶies paƌ l͛agƌiĐulteuƌ ;tǇpe de sol, précédent cultural, apports organiques fournis à 

la Đultuƌe…Ϳ, peƌŵet d͛estiŵeƌ ;gƌatuiteŵeŶtͿ la dose d͛iŶtƌaŶts azotĠs ă fouƌŶiƌ loƌs de la ƌepƌise de 

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

                                                           
4 Le Comité français d'étude et de développement de la fertilisation raisonnée 
5 CEntre Technique Interprofessionnel des Oléagineux Métropolitains 



Fig. II.8. Les différents principes de mesures optiques utilisés en agronomie

(Réflectance, Transmittance, Fluorescence) et appareils associés.
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 Les ŵĠthodes d͛ĠǀaluatioŶ ŶoŶ destructives : 

Une application smartphone (YARA Image IT) basée sur les principes de la réglette azote® avec une 

collaboration entre Terres Inovia et YARA a été mise au point afin de réaliser un diagnostic de façon non 

destructif. En effet, elle permet, à paƌtiƌ d͛uŶe photogƌaphie de paƌĐelle, d͛Ġǀalueƌ la ďioŵasse et la 

ƋuaŶtitĠ d͛azote aďsoƌďĠe paƌ la Đultuƌe eŶ eŶtƌĠe et eŶ soƌtie d͛hiǀeƌ gƌąĐe ă uŶe aŶalǇse de piǆels ǀeƌts.  

Les appareils optiques tels que la pince SPAD (SPAD-502 model, Minolta) et le N-tester (YARA) 

permettent également de calculer un indice, corrélé à la teneur en chlorophylles, et dont le calcul est basé 

sur la mesure de la transmittance de radiations lumineuses à 650 et 940 nm à travers un tissus foliaire 

(Uddling et al., 2007) (Fig. II.8Ϳ. L͛appaƌeil photosǇŶthĠtiƋue ;aŶteŶŶe Đollectrice de photons, 

photosǇstğŵes I et II, ĐhaîŶes de tƌaŶsfeƌt des ĠleĐtƌoŶs, RuBisCO…Ϳ ƌepƌĠseŶtaŶt plus de la ŵoitiĠ du N 

dans une feuille (Evans, 1989), le niveau de chlorophylles est donc étroitement lié à la teneur en N des 

feuilles. Suƌ la ďase de Đe postulat, l͛iŶdiĐe de tƌaŶsŵittaŶĐe peut aloƌs lui-même être corrélé à une teneur 

en N foliaire ;Juśko et KośĐik, ϮϬϬϮͿ. Cependant, la mesure SPAD étant réalisée de manière localisée sur le 

liŵďe d͛uŶe feuille ;suƌfaĐe de ŵesuƌe Ϯ ŵŵ ǆ ϯ ŵŵͿ, elle Ŷ'est pas toujouƌs représentative du statut en 

N de la feuille eŶtiğƌe et eŶĐoƌe ŵoiŶs d͛uŶe plaŶte ou d͛uŶe paƌĐelle eŶtiğƌe. 

UŶe laƌge gaŵŵe d͛appaƌeils ;GPN, GƌeeŶSeekeƌ, le Yaƌa N-sensor), dont certains peuvent être 

embarqués sur un véhicule agricole ou sur un drone, réalisent des mesures sans contact basées sur le 

principe de réflectance du couvert végétal (Fig. II.8). Ces appareils optiques ont leurs propres sources de 

production de lumière, ce qui limite les interactions avec la lumière du soleil. L͛appaƌeil ĐalĐule un indice 

de ƌĠfleĐtaŶĐe Ƌui ĐoƌƌespoŶd au ƌatio eŶtƌe l͛ĠŶeƌgie luŵiŶeuse Ġŵise paƌ l͛appaƌeil et l͛ĠŶeƌgie 

luŵiŶeuse ƌĠflĠĐhie paƌ le Đouǀeƌt ǀĠgĠtal. L͛iŶdiĐe de ƌĠfleĐtaŶĐe ǀa peƌŵettƌe de ĐalĐuleƌ uŶ iŶdiĐe de 

végétation (NDVI : Normalized Difference Vegetation Index ; Rouse, 1974) qui est représentatif de la 

teŶeuƌ eŶ ĐhloƌophǇlles, de la ďioŵasse et doŶĐ du statut N de la Đultuƌe. Aujouƌd͛hui, Đes appaƌeils soŶt 

paƌtiĐuliğƌeŵeŶt ďieŶ adaptĠs auǆ Đouǀeƌts ǀĠgĠtauǆ hoŵogğŶes et soŶt eŶ Đouƌs d͛aŵĠlioƌatioŶ pouƌ les  

couverts végétaux plus hétérogènes tels que les couverts de colza. Par exemple, via Farmstar (service 

d͛aŶalǇses de paƌĐelles paƌ satellitesͿ, il est possiďle d͛Ġtaďliƌ uŶe Đaƌtogƌaphie Ƌui ƌeŶseigŶe suƌ le ďilaŶ 

de ďioŵasses eŶ eŶtƌĠe et eŶ soƌtie d͛hiǀeƌ et de fouƌŶiƌ des pƌĠĐoŶisatioŶs suƌ les doses de fertilisants 

azotés à apporter à la parcelle. Cependant, les mesures de réflectance représentent un coût non 

ŶĠgligeaďle, d͛autaŶt Ƌu͛elles ŶĠĐessiteŶt uŶe paƌĐelle de ƌĠfĠƌeŶĐe suƌ-fertilisée en N. De plus, ces 

appaƌeils pƌĠseŶteŶt l͛iŶĐoŶǀĠŶieŶt d͛ġtre tout de même sensibles aux conditions météorologiques 

puisqu'une fine couche de nuages suffit, par exemple, à perturber les mesures.  
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D͛autƌes appaƌeils dĠǀeloppĠs paƌ la soĐiĠtĠ FoƌĐe-A, tels que la pince Dualex® et le Multiplex®, 

(Fig. II-8) sont des fluorimètres portables utilisables en laboratoire ou sur le terrain. Comparés aux autres 

appaƌeils, ils pƌĠseŶteŶt la paƌtiĐulaƌitĠ de s͛affƌaŶĐhiƌ des ǀaƌiatioŶs des ĐoŶditioŶs ŵĠtĠoƌologiƋues et 

de  réaliser des mesures instantanées et non destructives de divers composés tels que les chlorophylles et 

les polyphénols (Flavonols et anthocyanes) à différentes échelles (feuille individuelle, ensemble des 

feuilles d͛uŶe plaŶte ou Đouǀeƌt ǀĠgĠtalͿ. Chez de Ŷoŵďƌeuses espğĐes, la ǀaƌiatioŶ de fluoƌesĐeŶĐe liĠe à 

Đes ĐoŵposĠs et plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt auǆ ĐhloƌophǇlles et auǆ flaǀoŶoles, peƌŵetteŶt le ĐalĐul d͛uŶ 

indice, appelé « Nitrogen Balance Index » (NBI) (Cartelat et al., 2005), et doŶt la ǀaleuƌ peƌŵet d͛Ġǀalueƌ 

le statut N des plantes. Mes travaux de recherche réalisés dans le cadre de mes stages de Masters 1 et 2R 

et ă l͛oĐĐasioŶ d͛uŶ ĐoŶtƌat d͛assistaŶt iŶgĠŶieuƌ suƌ le pƌogƌaŵŵe RAPSODYN, oŶt peƌŵis de ŵoŶtƌeƌ Ƌue 

la ŵesuƌe de Đet iŶdiĐe NBI ;au Ŷiǀeau foliaiƌe, plaŶte eŶtiğƌe ou d͛uŶ Đouǀeƌt ǀĠgĠtalͿ peƌŵet d͛estiŵeƌ 

le statut N du Đolza. A l͛issue de Đes tƌaǀauǆ, uŶ Ŷouǀel iŶdiĐe plus peƌtiŶeŶt ;ĐoŶfideŶtiel, Ġtude de 

ďƌeǀetaďilitĠ eŶ ĐouƌsͿ se ĐoƌƌĠlaŶt ŵieuǆ ă l͛INN a ĠtĠ ŵis au poiŶt aǀeĐ uŶe ǀalidatioŶ au Đhaŵp 

actuellement en cours.  

EŶfiŶ, d͛autres technologies, basées sur la spectroscopie infrarouge (NIRS : Near InfraRed 

Spectroscopy), la spectroscopie de plasma induit par laser (LIBS : Laser Induced Breakdown Spectroscopy) 

ou la résonance magnétique nucléaire (RMN; Sorin et al., 2015) sont également en cours de 

développement et paƌaisseŶt tƌğs pƌoŵetteuses pouƌ diagŶostiƋueƌ le statut N d͛uŶe plaŶte ou d͛uŶ 

couvert végétal.  

 Les différentes formes d’intrants azotés. 

Les ďesoiŶs eŶ N du Đolza soŶt paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŵpoƌtaŶts puisƋu͛oŶ ĐoŶsidğƌe Ƌu͛il faut eŶǀiƌoŶ 

ϲϬ g d͛N aďsoƌďĠs pouƌ pƌoduiƌe uŶ kilogƌaŵŵe de gƌaiŶes (Rathke et al., 2006) contre seulement 20 à 30 

g pouƌ le ďlĠ teŶdƌe paƌ eǆeŵple. L͛N est doŶĐ uŶ des ĠlĠŵeŶts Ŷutƌitifs ŵajeuƌs pouƌ l͛ĠlaďoƌatioŶ du 

ƌeŶdeŵeŶt et l͛oŶ ĐoŶsidğƌe Ƌue Đ͛est seuleŵeŶt au-delă de ϯϯϬ uŶitĠs d͛N ;uŶe uŶitĠ = ϭkg de N. ha-1), 

Ƌu͛il Ŷ͛est plus liŵitaŶt pouƌ le ƌeŶdeŵeŶt. UŶe paƌtie de Đet N pƌoǀieŶdƌa des ƌessouƌĐes du sol et uŶe 

autre paƌtie seƌa appoƌtĠe paƌ l͛agƌiĐulteuƌ sous foƌŵes d͛iŶtƌaŶts azotĠs ŵiŶĠƌauǆ ;aŵŵoŶiaĐ et ŶitƌateͿ 

et/ou organiques (urée, résidus de culture ou déjections animales) (Fig. II.9).  

Les plaŶtes aďsoƌďeŶt ŵajoƌitaiƌeŵeŶt les foƌŵes ŵiŶĠƌales d͛N et peuǀeŶt avoir des affinités 

diffĠƌeŶtes pouƌ l͛uŶe ou l͛autƌe de Đes foƌŵes. Le Đolza Ƌui est ƋualifiĠ de plaŶte Ŷitƌophile, pƌiǀilĠgie 

l͛aďsoƌptioŶ d͛N ŶitƌiƋue ă l͛azote aŵŵoŶiaĐal (Arkoun et al., 2012). Quelle Ƌue soit la foƌŵe d͛N ŵiŶĠƌale 

ĐoŶsidĠƌĠe, des peƌtes d͛N paƌ ǀolatilisatioŶ ou liǆiǀiatioŶ soŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt oďseƌǀĠes. Ces peƌtes, outƌe 
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le fait Ƌu͛elles diŵiŶueŶt la ƋuaŶtitĠ d͛N dispoŶiďle pouƌ la ĐƌoissaŶĐe du ǀĠgĠtal, sont également à 

l͛oƌigiŶe de pollutioŶs eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtales ŶoŶ ŶĠgligeaďles. L͛aŵŵoŶiuŵ ;NH4
+) absorbé sur le complexe 

argilo-humique ou la solution du sol par exemple, peut être volatilisé en sa forme gazeuse, i.e. l͛aŵŵoŶiaĐ 

(NH3Ϳ ou eŶĐoƌe ġtƌe ă l͛oƌigiŶe d͛uŶe pƌoduĐtioŶ de pƌotoǆǇde d͛azote ;N2O, gaz à effet de serre) sous 

l͛aĐtioŶ de ďaĐtĠƌies aĠƌoďies du sol ă aĐtiǀitĠ ŶitƌifiaŶte. CoŶtƌaiƌeŵeŶt ă l͛aŵŵoŶiuŵ, le Ŷitƌate est uŶ 

ĠlĠŵeŶt tƌğs soluďle Đe Ƌui faǀoƌise soŶ tƌaŶspoƌt paƌ l͛eau du sol jusƋu͛auǆ ƌaĐiŶes ŵais faĐilite aussi sa 

liǆiǀiatioŶ. Paƌ ailleuƌs, le Ŷitƌate peut ĠgaleŵeŶt ġtƌe ă l͛oƌigiŶe de la pƌoduĐtioŶ de N2O via l͛aĐtiǀitĠ 

dĠŶitƌifiaŶte ;aŶaĠƌoďieͿ de ďaĐtĠƌies pĠdosphĠƌiƋues. EŶfiŶ, l͛uƌĠe, uŶ des eŶgƌais oƌgaŶiƋues les plus 

utilisés dans le monde (Fig. II-9 ; FAO6Ϳ. L͛uƌĠe peut ġtƌe diƌeĐteŵeŶt aďsoƌďĠe paƌ les plaŶtes gƌąĐe ă des 

transporteurs racinaires dédiés (AtDUR3 par exemple chez Arabidopsis thaliana). Toutefois, dans la plupart 

des cas et notamment dans le cas de cultures de colza, plante qui absorbe très peu l͛uƌĠe (Arkoun et al., 

2012), cette molécule est rapidement minéralisée par des microorganismes du sol (bactéries avec activité 

uréase) en ammonium qui, à son tour, pourra être volatilisé et/ou généreƌ du Ŷitƌate. AiŶsi, les peƌtes d͛N 

liĠes ă l͛uƌĠe se feƌoŶt paƌ le ďiais de la ǀolatilisatioŶ aŵŵoŶiaĐale, le lessiǀage de Ŷitƌate et la pƌoduĐtioŶ 

de N2O. Pouƌ Ġǀiteƌ Đes peƌtes, il est possiďle de Đoupleƌ les appoƌts d͛eŶgƌais uƌĠiƋues aǀeĐ des iŶhiďiteurs 

d͛uƌĠases tel Ƌue le N-(n-butyl) thiophosphoric triamide (NBTT) qui permet notamment de diminuer la 

volatilisation ammoniacale de 17% (Arkoun et al., 2012). 

A.III. L’Efficience d’Usage de l’Azote ȋEUAȌ chez le colza 

Mġŵe si l͛optiŵisatioŶ des pƌatiƋues Đultuƌales et la ŵise au poiŶt d͛outils de diagŶostiĐ 

peƌŵettaŶt d͛Ġǀalueƌ le statut azotĠ ĐoŶstitueŶt des solutioŶs iŶtĠƌessaŶtes pouƌ aideƌ au pilotage de la 

fertilisation azotée, et donc diminuer les pertes et les pollutioŶs eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtales, d͛autƌes stƌatĠgies 

ĐeŶtƌĠes suƌ l͛optiŵisatioŶ de l͛effiĐieŶĐe d͛usage de l͛azote ;EUAͿ du Đolza ĐoŶstitueŶt ĠgaleŵeŶt des 

levieƌs poteŶtiels d͛aŵĠlioƌatioŶ. EŶ effet, eŶ dĠpit de foƌtes ĐapaĐitĠs d͛aďsoƌptioŶ d͛azote nitrique, le 

colza se caractérise par une faible EUA (Schjoerring et al., 1995; Avice et Etienne, 2014). Actuellement, 

l͛aŵĠlioƌatioŶ de l͛EUA du Đolza fait appel ă diffĠƌeŶtes stƌatĠgies telles Ƌue la sĠleĐtioŶ ou la ĐƌĠatioŶ de 

variétés de colza à forte EUA ou encore la mise aux point de fertilisants éco-innovants capables de stimuler 

l͛EUA. Quelle Ƌue soit la stƌatĠgie ĐoŶsidĠƌĠe, la ĐoŵpƌĠheŶsioŶ des ŵĠĐaŶisŵes gouǀeƌŶaŶt Đette EUA 

constitue un préalable à son amélioration potentielle.  

                                                           
6 OƌgaŶisatioŶ des NatioŶs uŶies pouƌ l͛aliŵeŶtatioŶ et l͛agƌiĐultuƌe 



Abréviations Dénomination Formule Unité

EAbA Efficience d'absorption de l'azote N total / Napp Kg.kg-1

EUtA Efficience d'utilisation de l'azote Rendement / N total Kg.kg-1

EUA Efficience d'usage de l'azote EAbA x EUtA = rendement / Napp Kg.kg-1

HI Harvest index (indice de récolte) M graines / M totale Kg.kg-1

NHI
Nitrogen harvest index (indice de 

récolte en azote)
N graines / N total Kg.kg-1

EAgroA Efficience agronomique de l'azote (Rendement avec fertilisation- rendement sans fertilisation) / NF Kg.kg-1

ANR Apparent nitrogen recovery
((N total provenant de la fertilisation - N total provenant du sol) 

/ NF) x 100
%

Tableau II.1. Indices agronomiques permettant d’Ġvalueƌ le rendement et la valorisation de

l’azote du sol et des fertilisants par les plantes. Napp: N total apporté ; NF: N apporté par

fertilisation ; M: masse (adaptés de Good et al., 2004 ; Dawson et al., 2008 ; Masclaux-Daubresse

et al., 2010).

Fig. II.10. Les différentes composantes de l’EffiĐieŶĐe d’Usage de l’Azote (EUA) (adapté de

Masclaux-Daubresse et al., 2010).

Efficience de 

Remobilisation

de l’Azote (ERA)

Efficience

d’AssiŵilatioŶ
de l’Azote (EAA)

Efficience d’AďsoƌptioŶ de 

l’Azote (EAbA)

Efficience d’UtilisatioŶ de 

l’Azote (EUtA)

Efficience d’Usage de l’Azote (EUA)
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 Définitions et composantes de L’EUA 

L͛ĠǀaluatioŶ des peƌfoƌŵaŶĐes agƌoŶoŵiƋues des plaŶtes de gƌaŶde Đultuƌe ;ĠǀaluatioŶ du 

ƌeŶdeŵeŶt et de la ĐapaĐitĠ ă ǀaloƌiseƌ l͛NͿ est uŶe des pƌĠoĐĐupatioŶs ŵajeuƌes eŶ ƌeĐheƌĐhe 

agƌoŶoŵiƋue et est ă l͛oƌigiŶe de la mise au point de nombreux indices (Tableau II.1) (Good et al., 2004; 

Dawson et al., 2008; Masclaux-Daubresse et al., 2010). L͛uŶ des iŶdiĐes les plus utilisĠs est l͛EffiĐieŶĐe 

d͛Usage de l͛Azote ;EUAͿ Ƌui peƌŵet d͛estiŵeƌ les peƌfoƌŵaŶĐes de ƌeŶdeŵeŶt au stade ƌepƌoduĐteuƌ eŶ 

foŶĐtioŶ du pool total d͛N ;i.e. N du sol et N provenant du feƌtilisaŶtͿ. UtilisĠ ă d͛autƌes stades de 

dĠǀeloppeŵeŶt Ƌue le stade ƌepƌoduĐteuƌ, Đet iŶdiĐe peƌŵet ĠgaleŵeŶt d͛Ġǀalueƌ la pƌoduĐtioŶ de 

ďioŵasse aĠƌieŶŶe eŶ foŶĐtioŶ du pool d͛azote total dispoŶiďle pouƌ la plaŶte.  

L͛EUA est la ƌĠsultaŶte de deuǆ Đoŵposantes (Fig. II.10Ϳ Ƌue soŶt l͛EffiĐieŶĐe d͛AďsoƌptioŶ de 

l͛Azote ;EAďAͿ Ƌui tƌaduit les ĐapaĐitĠs de la plaŶte ă aďsoƌďeƌ l͛N dispoŶiďle et l͛EffiĐieŶĐe d͛UtilisatioŶ de 

l͛Azote ;EUtAͿ Ƌui peƌŵet d͛estiŵeƌ la ĐapaĐitĠ de la plaŶte ă pƌoduiƌe de la ďioŵasse en fonction de la 

ƋuaŶtitĠ d͛N aďsoƌďĠe. Cette EUtA est elle-même la résultante de deux composantes : l͛EffiĐieŶĐe 

d͛AssiŵilatioŶ de l͛Azote ;EAAͿ tƌaduisaŶt les ĐapaĐitĠs de la plaŶte ă assiŵileƌ l͛N aďsoƌďĠ et l͛EffiĐieŶĐe 

de ReŵoďilisatioŶ de l͛Azote ;ERAͿ Ƌui tƌaduit la ĐapaĐitĠ de la plaŶte ă ƌeŵoďiliseƌ l͛N des tissus 

sénescents (tissus sources) vers les tissus en formations tels que les jeunes feuilles ou les graines (tissus 

puits) (Masclaux-Daubresse et al., 2010).  

A.III.1.a. La composante EAbA : L’efficience d’Absorption de l’Azote 

L͛EffiĐieŶĐe d͛AďsoƌptioŶ de l͛Azote ;EAďAͿ tƌaduisaŶt les ĐapaĐitĠs de la plaŶte ă aďsoƌďeƌ l͛azote 

du sol est à la fois régulée paƌ des faĐteuƌs gĠŶĠtiƋues et eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtauǆ. A titƌe d͛eǆeŵple, le Đolza 

aďsoƌďe l͛N ŶitƌiƋue gƌąĐe ă des sǇstğŵes de tƌaŶspoƌts satuƌaďles ă haute affiŶitĠ ;HATSͿ et des sǇstğŵes 

non saturables à faible affinité (LATS) pour le nitrate qui lui permettent de répondre à une large gamme 

de concentrations en cet élément dans le sol. Chacun de ces systèmes de transport se caractérise par une 

composante constitutive (cHATS et ĐLATSͿ aĐtiǀe ŵġŵe loƌsƋue la plaŶte Ŷ͛est pas aliŵeŶtĠe eŶ Ŷitƌate et 

une seconde composante (iHATS et iLATS) inductible par le nitrate (Crawford et Glass, 1998; Malagoli et 

al., 2004; Masclaux-Daubresse et al., 2010; Krapp et al., 2014). Ces différents systèmes font appel à de 

nombreux transporteurs codés par des familles de gènes NRT (pour Nitrate Root Transporters). Chez le 

colza et Arabidopsis thaliana, il est généralement admis que deux familles de transporteurs NRT sont 

ŵajoƌitaiƌeŵeŶt iŵpliƋuĠes daŶs l͛aďsoƌptioŶ ƌaĐiŶaiƌe de Ŷitƌate : la famille NRT1 qui intervient 

majoritairement dans le système LATS et la famille NRT2 qui est impliquée essentiellement dans le système 

HATS (Tegeder et Masclaux‐Daubresse, 2017). 
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Le Đolza pƌĠseŶte des ĐapaĐitĠs d͛aďsoƌptioŶ d͛N ;jusƋu͛ă ϮϱϬ kg N ha-1 au stade végétatif) 

largement supérieures ă d͛autƌes plaŶtes de gƌaŶdes Đultuƌes telles Ƌue les poaĐĠes et les lĠguŵiŶeuses 

(Lainé et al., 1993). Cette ĐaƌaĐtĠƌistiƋue lui a ŵġŵe ǀalu d͛ġtƌe ƋualifiĠe de poŵpe ă Ŷitƌate et d͛ġtƌe 

utilisé comme culture intermédiaire pour piéger le nitrate (CIPAN). Ainsi, en raison de ses capacités 

d͛aďsoƌptioŶ dĠjă tƌğs ĠleǀĠes au stade ǀĠgĠtatif, il est peu pƌoďaďle Ƌue l͛EAďA soit uŶ faĐteuƌ liŵitaŶt 

l͛EUA et doŶĐ Ƌu͛il eŶ ĐoŶstitue uŶ leǀieƌ d͛aŵĠlioƌatioŶ poteŶtielle. UŶe Ġtude de ϮϬϬϲ a d͛ailleuƌs ŵoŶtƌĠ 

que chez 4 génotypes de colza de printemps présentant des EUA contrastées, les variations observées 

ĠtaieŶt pƌiŶĐipaleŵeŶt dues ă des ǀaƌiatioŶs de l͛EffiĐieŶĐes d͛utilisatioŶ de l͛azote ;EUtAͿ et ŶoŶ ă des 

ǀaƌiatioŶs de l͛EAďA;SǀečŶjak et Rengel, 2006).  

Au stade reproducteur et plus précisément lors du remplissage des siliques, il a été observé une 

foƌte diŵiŶutioŶ des ĐapaĐitĠs d͛aďsoƌptioŶ d͛N Đhez le Đolza ĐultiǀĠ eŶ ĐoŶditioŶ ĐoŶtƌôlĠe ou eŶ 

condition de plein champ (Rossato et al., 2001; Malagoli et al., 2004; Noquet et al., 2004). Le fait de voir 

uŶe diŵiŶutioŶ de l͛aďsoƌptioŶ eŶ ĐoŶditioŶ ĐoŶtƌôlĠe suppose Ƌue Đette ďaisse est esseŶtielleŵeŶt due 

à des facteurs inteƌŶes et plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt ă uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ des tƌaŶspoƌteuƌs de 

nitrate (Malagoli et al., 2004). CepeŶdaŶt, l͛aďsoƌptioŶ d͛N post-floraison, bien que diminuée, reste 

néaŶŵoiŶs esseŶtielle pouƌ l͛ĠlaďoƌatioŶ du ƌeŶdeŵeŶt. EŶ effet, de Ŷoŵďƌeuses Ġtudes ŵoŶtƌeŶt 

l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe Ġtƌoite ƌelatioŶ eŶtƌe l͛aďsoƌptioŶ post-anthèse et la production de graines (Wiesler et 

al., 2001; Berry et al., 2010; Ulas et al., 2013; Bouchet et al., 2016). Ainsi,  Wiesler et collaborateurs (2001) 

oŶt dĠŵoŶtƌĠ Ƌue la faiďle ƋuaŶtitĠ d͛N aďsoƌďĠe au moment de la floraison permettait une amélioration 

du rendement grainier. Enfin, des études réalisées sur des colzas cultivés au champ sous contraintes 

azotĠes oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛EAďA Ġtait uŶ faĐteuƌ dĠteƌŵiŶaŶt pouƌ l͛ĠlaďoƌatioŶ du ƌeŶdeŵeŶt gƌaiŶieƌ 

(Berry et al., ϮϬϭϬ; SĐhulte auf͚ŵ EƌleǇ et al., 2011; Nyikako et al., 2014).  

 Par ailleurs, plusieurs études, réalisées chez différentes espèces végétales telles que le riz ou la 

toŵate, ŵoŶtƌeŶt Ƌue la suƌeǆpƌessioŶ de tƌaŶspoƌteuƌs de Ŷitƌate s͛aĐĐoŵpagŶe d͛uŶe paƌt, d͛uŶe 

augŵeŶtatioŶ d͛aďsoƌptioŶ d͛N et d͛autƌe paƌt, d͛uŶe augŵeŶtatioŶ de ƌeŶdeŵeŶt eŶ pƌoduits ƌĠĐoltĠs 

(Fan et al., 2016a,b; Fu Yanlei et al., 2015; Feng et al., 2017). Chez le colza, la plupart des études montrent 

Ƌu͛uŶe augŵeŶtatioŶ ;ou uŶ ŵaiŶtieŶͿ de l͛aďsoƌptioŶ post-anthèse se traduit par une amélioration du 

rendement. L͛eŶseŵďle de Đes ƌĠsultats ŵoŶtƌe doŶĐ Ƌue l͛EAďA ĐoŶstitue uŶ leǀieƌ poteŶtiel pouƌ 

améliorer le rendement. CepeŶdaŶt, le plus souǀeŶt, Đes optiŵisatioŶs d͛EAďA ŶĠĐessiteŶt d͛augŵeŶteƌ 

le pool d͛azote dispoŶiďle et doŶĐ d͛augŵeŶteƌ les doses de feƌtilisaŶts, Đe Ƌui ǀa ă l͛eŶĐoŶtƌe des 

préoccupations environnementales et économiques actuelles. Il est donc nécessaire de se tourner vers 



Fig. II.11. Schéma représentant les enzymes clés impliquées dans

la gestion de l’azote lors de son assimilation dans une jeune

feuille. Les enzymes sont indiquées en rouge. Asparagine : ASN ;

Asparagine synthétase : AS ; Carbamoylphosphatase : CPSase ;

Glutamate : GLU ; Glutamine : GLN ; Glutamine synthétase

cytosolique : GS1 ; Glutamine synthétase chloroplastidiale : GS2 ;

Glutamate synthase ou glutamine oxoglutarate synthétase :

GOGAT ; Nitrite réductase : NiR ; Nitrate réductase : NR ;d’apƌğs
Masclaux-Daubresse et al., 2010).
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d͛autƌes stƌatĠgies d͛aŵĠlioƌatioŶ de l͛EUA et ŶotaŵŵeŶt Đelles Ƌui pƌiǀilĠgieŶt uŶe optiŵisatioŶ de la 

gestioŶ de l͛N aďsorbé par les plantes. 

A.III.1.b. L’efficience d’Utilisation de l’azote ȋEUtAȌ, l’autre composante de l’EUA  
 La ĐapaĐitĠ des plaŶtes ă gĠƌeƌ l͛N aďsoƌďĠ est dĠfiŶie Đoŵŵe l͛effiĐieŶĐe d͛utilisatioŶ ;EUtAͿ. 

Cette deuǆiğŵe ĐoŵposaŶte de l͛EUA est corrélée à différents indices de performances agronomiques tels 

que le Nitrogen Harvest Index (NHI) (He et al., 2017) ce qui en fait une composante intéressante dans 

l͛optiƋue d͛uŶe optiŵisatioŶ de l͛EUA (Ulas et al., 2013; Bouchet et al., 2016). L͛EUtA ĠtaŶt la ƌĠsultaŶte 

de deuǆ sous ĐoŵposaŶtes, ă saǀoiƌ l͛EffiĐieŶĐe d͛AssiŵilatioŶ de l͛Azote ;EAAͿ et l͛EffiĐieŶĐe de 

ReŵoďilisatioŶ de l͛Azote ;ERAͿ ;Fig. II.10Ϳ, il est ŶĠĐessaiƌe de s͛iŶtĠƌesseƌ auǆ deuǆ sous-composantes 

afin de mieuǆ appƌĠheŶdeƌ leuƌ iŵpoƌtaŶĐe ƌespeĐtiǀe daŶs l͛optiŵisatioŶ de l͛EUA.  

 L’Efficience d’Assimilation de l’Azote (EAA) 

L͛EffiĐieŶĐe d͛assiŵilatioŶ de l͛N ;EAAͿ est la ĐapaĐitĠ de la plaŶte ă ŵĠtaďoliseƌ l͛N ŵiŶĠƌal 

absorbé dans le sol en azote organique (acides aminés notamment). Cette assimilation va faire appel à de 

nombreuses enzymes permettant par exemple de réduire les teneurs cellulaires en nitrate. Ainsi, une fois 

le nitrate absorbé par les transporteurs racinaires (NRT1 et 2, principalement), il sera réduit dans le cytosol 

en nitrite par une première enzyme, la Nitrate Réductase (NR) puis en ammonium par une seconde 

eŶzǇŵe, la Nitƌite RĠduĐtase ;NiRͿ. L͛aŵŵoŶiuŵ gĠŶĠƌĠ seƌa eŶsuite assiŵilĠ eŶ aĐides aŵiŶĠs et plus 

particulièrement en glutamine ou glutamate via l͛iŶteƌǀeŶtioŶ de deuǆ eŶzǇŵes : la Glutamine Synthase 

(GS) - Glutamine 2-OxoGlutarate AminoTransférase (GOGAT). Dans un premier temps, la GS permet la 

fiǆatioŶ de l͛aŵŵoŶiuŵ suƌ le glutaŵate peƌŵettaŶt la foƌŵatioŶ de glutaŵiŶe Ƌui, uŶe fois prise en 

charge par la GOGAT, génère deux glutamates. Ces deux acides aminés (glutamine et glutamate) 

ĐoŶstitueŶt des pƌĠĐuƌseuƌs de la ďiosǇŶthğse de Ŷoŵďƌeuǆ ĐoŵposĠs et ŶotaŵŵeŶt d͛autƌes aĐide-

aŵiŶĠs ;gƌąĐe ă l͛aĐtioŶ d͛aŵiŶo-transférases) essentiels à la biosynthèse de peptides et de protéines 

(Masclaux-Daubresse et al., 2010; Krapp et al., 2014) (Fig. II.11). 

De nombreuses approches transgéniques ont mis en avant la possibilité d͛aŵĠlioƌeƌ l͛EUA eŶ 

optiŵisaŶt l͛EAA. Toutefois, la suƌeǆpƌessioŶ de Ŷoŵďƌeuses eŶzǇŵes iŵpliƋuĠes daŶs l͛EAA telles Ƌue la 

NR et la NiR aŵĠlioƌe l͛assiŵilatioŶ et l͛aďsoƌptioŶ du Ŷitƌate ŵais Ŷ͛a auĐuŶ iŵpaĐt suƌ le ƌeŶdeŵeŶt ou 

la croissance à cause de possibles régulations post-tƌaŶsĐƌiptioŶŶelles ŵodulaŶt l͛aĐtiǀitĠ de Đes deuǆ 

enzymes (Good et al., 2004). Au ĐoŶtƌaiƌe, d͛autƌes eŶzǇŵes iŵpliƋuĠes daŶs l͛assiŵilatioŶ de l͛N telles 

que la GS, la GOGAT ou des amino-tƌaŶsfĠƌases Đoŵŵe l͛alaŶiŶe aŵiŶo-transférase semblent être des 



Fig. II.12. Schéma représentant les enzymes clés impliquées dans la

remobilisation de l’azote d’uŶe feuille sénescente. Les enzymes sont indiquées

en rouge. Asparagine: ASN Asparagine synthétase : AS ; Glutamate : GLU ;

Glutamine : GLN ; Glutamine synthétase cytosolique : GS1 ; Glutamate

déshydrogenase : GDH ; Senescente associated vacuole : SAV ;d’apƌğs
Masclaux-Daubresse et al., 2010).



Chapitre II : Synthèse bibliographique 

 

 17 

ĐaŶdidats paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŶtĠƌessaŶts pouƌ l͛optiŵisatioŶ de l͛EUA (Thomsen et al., 2014). En effet chez 

de nombreuses espèces, il a été montré que la surexpression de la GS et de la GOGAT se traduit par une 

augmentation de la biomasse et du rendement (Migge et al., 2000; Fuentes et al., 2001; Habash et al., 

2006; Hu et al., 2018). Paƌ ailleuƌs, Đhez le Đolza, la suƌeǆpƌessioŶ d͛uŶ gğŶe ĐodaŶt uŶe alaŶiŶe aŵiŶo-

tƌaŶsfĠƌase d͛oƌge ou de la luzeƌŶe a peƌŵis d͛aŵĠlioƌeƌ l͛EUA se tƌaduisaŶt paƌ uŶe augŵeŶtatioŶ de 

biomasse d͛eŶǀiƌoŶ ϯϬ% (Good et al., 2007; McAllister et al., 2016).  

 En France, la culture de semences transgéniques étant interdite, ces approches permettront 

suƌtout de doŶŶeƌ des Điďles iŶtĠƌessaŶtes pouƌ la sĠleĐtioŶ ǀaƌiĠtale afiŶ d͛oďteŶiƌ des Đolzas avec une 

meilleure EAA et donc une EUA potentiellement optimisée. 

 L’Efficience de Remobilisation de l’Azote ȋERAȌ 

L͛effiĐieŶĐe de ƌeŵoďilisatioŶ de l͛azote ;ERAͿ tƌaduit la ĐapaĐitĠ de la plaŶte ă ƌeŵoďiliseƌ l͛N 

eŶdogğŶe des tissus souƌĐes ;oƌgaŶes sĠŶesĐeŶtsͿ ǀeƌs les tissus puits ;oƌgaŶes eŶ ĐƌoissaŶĐeͿ. L͛effiĐieŶĐe 

de remobilisation sera donc essentiellement liée au processus de senescence et pourra, chez le colza, être 

mesurée à deux stades : une ERA au stade végétatif, où il y a une remobilisation des éléments des feuilles 

sénescentes vers les jeunes feuilles grâce à la sénescence séquentielle et une ERA au stade reproducteur 

où il Ǉ a uŶe ƌeŵoďilisatioŶ de tous les oƌgaŶes de la plaŶte ;feuilles, tiges, ƌaĐiŶes, pĠƌiĐaƌpes…Ϳ au pƌofit 

des graines via la sénescence monocarpique (Fig. II.2). Cette remobilisation va nécessiter une dégradation 

d͛N oƌgaŶiƋue eŶdogğŶe (protéines) via l͛iŶteƌǀeŶtioŶ de diǀeƌs sǇstğŵes pƌotĠolǇtiƋues et de pƌoĐessus 

Đoŵpleǆes Đoŵŵe l͛autophagie, paƌ eǆeŵple ;Fig. II.12). Une fois les protéines dégradées, les acides-

aminés générés peuvent être utilisés localement pour alimenter la productioŶ d͛ĠŶeƌgie ;via la respiration 

mitochondriale) ou transformés en glutamine ou asparagine par la Glutamine Synthétase cytosolique 

;GSϭͿ et AspaƌagiŶe SǇŶthĠtase ;ASͿ afiŶ d͛ġtƌe eǆpoƌtĠs jusƋu͛auǆ tissus puits via le phloème.  

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

eŶ N ƌĠsiduel daŶs les feuilles ĐhutĠes ĠleǀĠes de l͛oƌdƌe de 2 à 4,5 % de la matière sèche (Triboi-Blondel 

et al., 1988; Dejoux et al., 2000). En plus des conséquences environnementales non négligeables, cette 

mauvaise ERA a également un impact négatif sur la production grainière du colza (Malagoli et al., 2005b). 

DaŶs Đe ĐoŶteǆte, l͛ERA ĐoŶstitue uŶ leǀieƌ d͛optiŵisatioŶ de l͛EUA du Đolza paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŶtĠƌessaŶte 

et Đe, d͛autaŶt Ƌu͛il seŵďle eǆisteƌ uŶe ǀaƌiaďilitĠ gĠŶotǇpiƋue Ŷatuƌelle de Đette ĐoŵposaŶte. EŶ effet, 

une étude récente réalisée par Girondé et collaborateurs (2015bͿ a ŵis eŶ ĠǀideŶĐe des diffĠƌeŶĐes d͛ERA 

chez 10 génotypes de colza et montré que les génotypes les plus efficients étaient aussi ceux qui 

présentaient la meilleure capacité de dégradation des protéines soluďles. D͛autƌes tƌaǀauǆ foĐalisĠs suƌ 
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deux génotypes de colza (Capitole et Ténor) à ERA contrastées en conditions limitantes en N, ont établi un 

lien entre forte ERA et forte activité des protéases à cystéine et à sérine notamment au niveau foliaire 

(Poret, 2016).  

DuƌaŶt le stade ƌepƌoduĐteuƌ, l͛N ŶĠĐessaiƌe au ƌeŵplissage des gƌaiŶes est ŵajoƌitaiƌeŵeŶt issu 

de la dégradation des protéines de tous les organes de la plantes (tiges, feuilles, péricarpes et racines). 

Durant cette période du cycle, l͛ERA du Đolza est tƌğs supĠƌieuƌe ă Đelle oďseƌǀĠe au stade ǀĠgĠtatif 

puisƋue l͛azote ƌĠsiduel des feuilles ĐhutĠes ƌepƌĠseŶte seuleŵeŶt ϭ% de la ŵasse sğĐhe (Malagoli et al., 

2005a). L͛ERA au stade ƌepƌoduĐteuƌ est ĠgaleŵeŶt souŵise ă la ǀaƌiaďilitĠ gĠŶotǇpiƋue puisƋue des 

tƌaǀauǆ ƌĠalisĠs ă paƌtiƌ de diffĠƌeŶts gĠŶotǇpes de Đolza d͛hiǀeƌ et de pƌiŶteŵps ŵoŶtƌeŶt que les 

gĠŶotǇpes pƌĠseŶtaŶt la ŵeilleuƌe effiĐieŶĐe de ƌeŵoďilisatioŶ d͛N des tissus foliaiƌes et ĐauliŶaiƌes se 

caractérisent par de fortes teneurs en N dans les graines (Balint et Rengel, 2011; Girondé et al., 2015a). 

Cependant, même si les teneurs en N résiduel des tiges sont généralement plus élevées que celles des 

feuilles ĐhutĠes, des Ġtudes ŵoŶtƌeŶt Ƌu͛uŶe optiŵisatioŶ de la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N de la tige Ŷ͛auƌait 

Ƌue peu d͛iŵpaĐt suƌ le ƌeŶdeŵeŶt gƌaiŶieƌ (Ulas et al., 2013). Ces études sont en accord avec de 

précédents travaux montrant que les feuilles sont les organes sources majoritaires au moment du 

remplissage des graines (Rossato et al., 2001; Gombert et al., 2010). Enfin, bien que peu étudiés, les 

péricarpes sont également des tissus importants puisƋu͛ils paƌtiĐipeŶt ĠgaleŵeŶt au ƌeŵplissage eŶ N des 

graines (Balint et Rengel, 2011). AiŶsi, loƌs d͛uŶe Ġtude ƌĠĐeŶte ĐoŶduite suƌ le Đolza, Poƌet ;ϮϬϭϲͿ a 

suggĠƌĠ Ƌu͛uŶe optiŵisatioŶ du ƌeĐǇĐlage de l͛N des pĠƌiĐaƌpes pouƌƌait iŶflueƌ positiǀeŵeŶt suƌ l͛ERA. 

A ce jour, il semble admis que la faible EUA du colza est donc principalement liée à une faible ERA, 

que ce soit en conditions contrôlées ou en conditions de plein champ (Malagoli et al., 2005a,b; Tilsner et 

al., 2005; Gombert et al., 2006; Girondé et al., 2015a,b). De toutes les ĐoŵposaŶtes de l͛EUA, l͛ERA seŵďle 

ġtƌe le leǀieƌ le plus peƌtiŶeŶt pouƌ optiŵiseƌ l͛EUA. Paƌ ailleuƌs, uŶe ŵeilleuƌe ƌeŵoďilisatioŶ/eǆpoƌtatioŶ 

des stoĐks eŶdogğŶes d͛N de la plaŶte deǀƌait ĐoŶduiƌe d͛uŶe paƌt, ă uŶe ƌĠduĐtioŶ des doses d͛iŶtƌaŶts N 

et d͛autƌe paƌt, ă uŶ ŵaiŶtieŶ, voire une amélioration, du rendement grainier du colza. Par conséquent, 

l͛optiŵisatioŶ de l͛ERA ĐoŶstitue uŶe pƌioƌitĠ daŶs l͛oďjeĐtif d͛optiŵisatioŶ de l͛EUA et deǀƌait peƌŵettre 

de répondre aux enjeux environnementaux et économiques actuellement assujettis à la culture du colza. 

Pouƌ ƌĠpoŶdƌe ă Đe dĠfi, il est ŶĠĐessaiƌe de ĐoŶŶaîtƌe et d͛ideŶtifieƌ pƌĠĐisĠŵeŶt les dĠteƌŵiŶaŶts 

moléculaires impliqués dans les processus de remobilisatioŶ de l͛N assoĐiĠe ă la sĠŶesĐeŶĐe. CeĐi dit, des 

tƌaǀauǆ suƌ les tƌaŶspoƌteuƌs d͛aĐides aŵiŶĠs Đhez le Đolza daŶs les feuilles sĠŶesĐeŶtes aǇaŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue 

le ĐhaƌgeŵeŶt du phloğŵe Ŷ͛Ġtait pas liŵitaŶt daŶs la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛azote (Tilsner et al., 2005), il 



Fig. II.14. Retard de la sénescence foliaire obtenu chez le tabac par autorégulation de de la

production de cytokinines. Le promoteur SAG12 a été fusionné avec un gène codant une enzyme

impliqué dans la synthèse des cytokinines, l’isopentenyl transférase (P
SAG12

-IPT ; A). Illustration du

retard de la progression spatial (A) et temporelle (B) de la sénescence foliaire ;d’apƌğs Gregersen et

al., 2013).

B A

C

Fig. II.13. Corrélations entre le potentiel photosynthétique, le

rendement en graines chez le maïs (A) et le nombre de siliques par

plante chez le colza (B). Les corrélations sont réalisées à partir d’uŶ
échantillon de 10 génotypes de maïs (A ; Thomas and Smart, 1993) et

11 génotypes de colza (B ; Hunkova et al., 2011) (adapté de Gregersen

et al., 2013 et Hunkova et al., 2011).
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seŵďle paƌtiĐuliğƌeŵeŶt oppoƌtuŶ de s͛iŶtĠƌesseƌ pƌioƌitaiƌeŵeŶt auǆ aĐteuƌs ;pƌotĠases et iŶhiďiteuƌs de 

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

B. De la sénescence à la remobilisation de l’azote 

La sénescence est, daŶs l͛histoiƌe d͛uŶe plaŶte, d͛uŶ oƌgaŶe ou d͛uŶe Đellule, l͛Ġtape fiŶale de 

développement qui mènera à sa mort. Lors de ce processus très organisé et hautement régulé, une 

ŵodifiĐatioŶ Đoŵplğte du ŵĠtaďolisŵe au seiŶ de l͛oƌgaŶe se ƌĠalise. Ce processus est caractérisé par la 

remobilisation des différents éléments tels que les éléments carbonés, azotés, soufrés, vers les organes 

en croissances lors de la sénescence séquentielle ou vers les graines lors de la sénescence monocarpique 

(Gregersen et al., 2013; Avice et Etienne, 2014). La sĠŶesĐeŶĐe et la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛azote Ƌui lui sont 

associées permettent d͛uŶe paƌt de ĐoŶseƌǀeƌ les ƌessouƌĐes au pƌofit des oƌgaŶes eŶ ĐƌoissaŶĐe, on 

paƌleƌa aloƌs de ƌeĐǇĐlage, et d͛autƌe paƌt, de ƌeŵoďiliseƌ l͛azote des diffĠƌeŶts oƌgaŶes pouƌ la pƌoduĐtioŶ 

des graines (Gregersen, 2011). Cet azote qui est déjà absorbé et assimilé est un élément déjà à disposition 

de la plante et donc facilement remobilisable. 

 L͛effiĐaĐitĠ de la sĠŶesĐeŶĐe, et donc de la remobilisation, aura un impact majeur sur le 

rendement. Cela fait plusieurs décennies que la relation entre le rendement et la sénescence a été 

observée (Thomas et Stoddart, 1980). En effet, un retard de la sénescence améliore le rendement chez de 

nombreuses espèces dont le colza (Fig. II.13) (Thomas et Smart, 1993; Hunková et al., 2011; Gregersen et 

al., 2013). Un exemple permettant de mettre en avant le lien étroit entre la sénescence et le rendement 

sont les lignées dites « stay-green » (Kusaba et al., 2013). Certaines lignées « stay-green » sont 

caractérisées par un retard de sénescence ou une progression de la sénescence plus lente associé à une 

augmentation de la biomasse et du rendement. Une autre approche faisant appel à des manipulations 

gĠŶĠtiƋues oŶt peƌŵis d͛assoĐieƌ uŶ ŵeilleuƌ ƌeŶdeŵeŶt aǀeĐ uŶ ƌetaƌd de la sĠŶesĐeŶĐe. Cette appƌoĐhe 

est l͛eǆpƌessioŶ de gğŶe IPT ;isopeŶteŶǇ ltƌaŶsfeƌase geŶeͿ ĐodaŶt pouƌ uŶe eŶzǇŵe Ƌui ĐatalǇse uŶe Ġtape 

limitante de la biosynthèse de cytokinines. Les cytokinines sont des hormones connues pour retarder les 

processus de sénescence. De nombreuses expérimentations où le gène IPT a été couplé à un promoteur 

de sénescence, tel que le promoteur SAG12 (pSag12), connu pour être un promoteur spécifique de la 

sénescence, ont montré un retard de sénescence avec une augmentation de biomasse associée à une 

pĠƌiode d͛aĐtiǀitĠ photosǇŶthĠtiƋue plus loŶgue ;Fig. II.14) (Gan et Amasino, 1995, 1997). Tout cela 

ŵoŶtƌe Ƌu͛il pouƌƌait ġtƌe oppoƌtuŶ de pƌoloŶgeƌ l͛aĐtiǀitĠ photosǇŶthĠtiƋue des feuilles eŶ ƌaleŶtissaŶt 

leuƌ sĠŶesĐeŶĐe afiŶ de ƌĠduiƌe l͛asǇŶĐhƌoŶisŵe entre la période de vidage de ces organes sources et la 



Fig. II.15. Profil d’eǆpƌessioŶ de gènes Senescence Down-regulated Genes (SDGs)

et Senescence Associated Genes (SAGs) au cours du développement d’uŶe feuille.

Les gènes SDGs comprennent des gènes codant des protéines impliquées dans la

photosynthèse telles que la protéine liant la chlorophylle a/b

(Cab) et la petite sous-unité de la RuBisCO (SSU). Les SAGs de Classe I sont exprimés

uniquement pendant la sénescence alors que les SAGs de Classe II ont un niveau

d’eǆpƌessioŶ constitutif et sont fortement induits lors de la sénescence (adapté de

Gan and Amasino, 1997 et Zimmerman and Zentgraf, 2005).
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période de remplissage des grains (Malagoli et al., 2005b). Toutefois, de telles stratégies nécessitent de 

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

B.I. La sénescence foliaire 

La sénescence foliaire, stade de développement ultime de cet organe, correspond à un processus 

génétiquement programmé entrainant une sous-expression de certains gènes appelés SDGs (Senescence 

Down-regulated Genes) aĐĐoŵpagŶĠ d͛uŶe suƌ-eǆpƌessioŶ d͛autƌes gğŶes ŶoŵŵĠs SAGs (Senescence 

Associated Genes) (Fig. II.15; Gan et Amasino, 1997; Buchanan-Wollaston et al., 2003; Zimmermann et 

Zentgraf, 2005). Au Ŷiǀeau de la feuille, Đette ŵodulatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ gĠŶiƋue est aĐĐoŵpagŶĠe d͛uŶe 

dégradation massive des macromolécules (lipides, glucides, protéines et acides nucléiques). Au niveau 

visuel, la sénescence se caractérise par un jaunissement des feuilles consécutif à la dégradation de 

l͛appaƌeil photosǇŶthĠtiƋue et ŶotaŵŵeŶt des ĐhloƌophǇlles. Cette Ġtape de dĠgƌadatioŶ est suiǀie d͛uŶ 

dessĠĐheŵeŶt puis de l͛eǆĐisioŶ de la feuille. AǀaŶt l͛Ġtape fiŶale ĐaƌaĐtĠƌisĠe paƌ la ŵoƌt de l͛oƌgaŶe, uŶe 

grande partie des éléments issus de la dégradation des composées cellulaires seront remobilisés vers les 

organes en croissance. Ce n͛est seuleŵeŶt Ƌue loƌsƋue Đette Ġtape de ƌeŵoďilisatioŶ est teƌŵiŶĠe Ƌue la 

feuille Đhuteƌa. La sĠŶesĐeŶĐe est uŶ pƌoĐessus ƌĠǀeƌsiďle ;sauf loƌsƋu͛elle est eŶ phase teƌŵiŶale, ǀoiƌ Đi-

apƌğsͿ puisƋue ĐeƌtaiŶes Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ, Ƌu͛eŶ ƌĠpoŶse ă diffĠƌeŶts traitements (apport de silicium, 

ŶotaŵŵeŶtͿ, des feuilles sĠŶesĐeŶtes aǇaŶt ƌeŵoďilisĠ l͛esseŶtiel de leuƌs ĐoŵposĠs eŶdogğŶes oŶt 

reverdi et récupéré leur capacité à photosynthétiser  (Zavaleta-Mancera et al., 1999; Haddad et al., 2018). 

 Les processus associés à la sénescence foliaire 

Une description du processus de sénescence en 3 phases proposée par Zimmermann et Zentgraf, 

(2005) peƌŵet d͛aǀoiƌ uŶe ǀisioŶ iŶtĠgƌĠe du dĠƌouleŵeŶt de Đe pƌoĐessus. Ces ϯ phases soŶt:  

 la phase d͛iŶitiatioŶ de la sĠŶesĐeŶĐe ;phase ϭͿ  

 la phase de recyclage des composées cellulaires (phase 2)  

 la phase terminale (phase 3) 

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

Loƌs de l͛iŶitiatioŶ de la sĠŶesĐeŶĐe, ĐeƌtaiŶs gğŶes ;SDGsͿ tels Ƌue Đeuǆ ĐodaŶt des pƌotĠiŶes 

assoĐiĠes ă la photosǇŶthğse soŶt ƌĠpƌiŵĠs aloƌs Ƌue d͛autƌes ;SAGs) codant des enzymes, nécessaires au 

catabolisme ou au transport des nutriments sont surexprimés, (Fig. II.15 ; Lohman et al., 1994; Gan et 

Amasino, 1997; Guo et al., 2004; Gombert et al., 2006; Guiboileau et al., 2010). Les gènes SAGs sont 
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représentés par 2 classes :  la classe I correspondant aux gènes exprimés seulement lors de la sénescence 

telles que SAG12, SAG13 et LSC54, et la classe II correspondant aux gènes caractérisés par une expression 

constitutive qui est fortement augmentée lors de la sénescence (Gan et Amasino, 1997). D͛uŶe ŵaŶiğƌe 

générale, la sénescence peut être induite par des facteurs endogènes et/ou exogènes. Les facteurs 

exogènes entrainant la sénescence sont multiples : la sècheresse, la lumière, la carence nutritionnelle (et 

ŶotaŵŵeŶt la ĐaƌeŶĐe azotĠeͿ, les attaƋues paƌ des ageŶts pathogğŶes… Les faĐteuƌs eŶdogğŶes ƋuaŶt ă 

euǆ soŶt esseŶtielleŵeŶt liĠs ă l͛ąge de la feuille ou ă la ŵise eŶ plaĐe des oƌgaŶes ƌepƌoduĐteuƌs 

(Zimmermann et Zentgraf, 2005; Diaz-Mendoza et al., 2016). Tous Đes faĐteuƌs, Ƌu͛ils soieŶt eŶdogğŶes ou 

exogènes, aďoutisseŶt ă uŶe ŵodulatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ des gğŶes spĠĐifiƋues de la sĠŶesĐeŶĐe ;SAGs 

et/ou SDGsͿ. A titƌe d͛eǆeŵple, les phǇtohoƌŵoŶes, faĐteuƌs eŶdogğŶes Ƌui seƌoŶt pƌĠseŶtĠs Đi-après, 

soŶt Đapaďles d͛iŶduiƌe l͛eǆpƌessioŶ des diffĠƌeŶts faĐteuƌs de transcription tels que WRKY53 ou AtNAP 

;faŵille des NACͿ ĐoŶŶus pouƌ iŶteƌǀeŶiƌ daŶs l͛augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de gğŶes SAGs et 

notamment celle du gène SAG12 (Miao et al., 2004; Guo et Gan, 2006). 

 Les facteurs endogènes 

Les facteurs endogènes induisant la sénescence sont associés au développement de la plante. Il 

en existe deux majoritaires chez le colza : l͛ąge de l͛oƌgaŶe et la tƌaŶsition stade végétatif-stade 

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

Concernant le premier faĐteuƌ ;ąge de l͛oƌgaŶeͿ, loƌsƋu͛uŶe feuille atteiŶt sa ŵatuƌitĠ, i.e. Ƌu͛elle 

a atteiŶt soŶ Ŷiǀeau ŵaǆiŵal d͛eǆpaŶsioŶ. Sa phase de dĠǀeloppeŵeŶt suiǀaŶte est l͛eŶtƌĠe eŶ sĠŶesĐeŶĐe 

Ƌui la fait ďasĐuleƌ du statut d͛oƌgaŶe puit ă Đelui d͛oƌgaŶe souƌĐe. Ce faĐteuƌ eŶdogğŶe liĠ ă l͛ąge de 

l͛oƌgaŶe est ă l͛oƌigiŶe de la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe sĠƋueŶtielle oďseƌǀĠe Đhez le Đolza duƌaŶt soŶ 

dĠǀeloppeŵeŶt ǀĠgĠtatif. Si la ƌaisoŶ de Đe ĐhaŶgeŵeŶt de statut Ŷ͛est pas ĐlaiƌeŵeŶt dĠfiŶie, de 

nombreux travaux suggèrent nĠaŶŵoiŶs Ƌue le ĐoŶteŶu eŶ suĐƌe de l͛oƌgaŶe pouƌƌait eŶ ġtƌe uŶe des 

causes (Masclaux et al., 2000; Quirino et al., 2000). Ainsi, une forte teneurs en sucres dans la feuille se 

tƌaduiƌait paƌ uŶe ƌĠgulatioŶ ŶĠgatiǀe de l͛aĐtiǀitĠ photosǇŶthĠtiƋue ă l͛oƌigiŶe de l͛iŶitiatioŶ de la 

sénescence (Dai et al., 1999). De plus, une simulation de ce phénomène par un apport exogène de glucose 

sur uŶe feuille aďoutit ă uŶe eŶtƌĠe eŶ sĠŶesĐeŶĐe d͛autaŶt plus ƌapide Ƌue la plaŶte a ĠtĠ ĐultiǀĠe eŶ 

condition de faible alimentation azotée (Wingler et al., 2006). 

LoƌsƋu͛uŶe plaŶte atteiŶt le stade ƌepƌoduĐteuƌ, tous ses oƌgaŶes, indépendamment de leur âge 

de dĠǀeloppeŵeŶt ;feuilles, ƌaĐiŶes, tiges, pĠƌiĐaƌpes…Ϳ, vont entrer en sénescence afin de permettre la 

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



Masse sèche

totale des 

graines par 

plante (g)

Longueur

maximale

des 

siliques 

(cm)

Nombre

de 

siliques 

par 

plante

Poids

de mille 

graines

(g)

Teneur en

huile dans

les graines

matures

(% MS)

Teneur en

proteines

dans les 

graines

matures

(% MS)

Teneur en

glucosinolates

dans les 

graines

matures

(μŵol g−ϭ MS)

Control 11,6 ± 0,61 8,3 ± 0,1 178 ± 4
4,6 ±

0,04
45 ± 0,5 23 ± 0,3 14 ± 0,4

LS70 11,7 ± 0,49 7,9 ± 0,1 * 187 ± 7
4,6 ±

0,05
45 ± 0,2 23 ± 0,2 8.3 ± 0,5 *

LS53 11,6 ± 0,81 8,4 ± 0,1 165 ± 9
4,9 ±

0,1
43 ± 0,3 * 22 ± 0,2 2,5 ± 0,4 *

LS32 6,30 ± 0,66 * 7,5 ± 0,8 162 ± 6
3,1 ±

0,39 *
32 ± 1,3 * 21 ± 0,3 * 4,2 ± 0,9 

Tableau II-2. Composantes de rendement, teneur en huile, en protéines et en glucosinolates dans des

graines matures produites par des plantes cultivées sous différentes conditions de nutrition soufrée.

Les valeurs correspondent à la moyenne ± S.E. (n = 6 pour le contrôle; n = 4 pour LS70, LS53 et LS32). Les

différences significatives par rapport à la valeur du contrôle (508,7 μM SO4
2−) sont indiquées un

astérisque (p <0,05). Les traitements LS70, LS53 et LS32 correspondent respectivement à une forte

limitation en soufre (8,7 μM SO4
2−) appliquée lors de la chute des premiers pétales (GS70), de l'apparition

de l'inflorescence principale (GS53) et au début de la montaison (GS32) (adapté de d’Hooghe et al.,

2014).
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 Les facteurs exogènes 

Le colza est soumis à de nombreux stress biotiques ou abiotiques l͛eŵpġĐhaŶt d͛aǀoiƌ uŶe 

croissance optimale. Ces différents stress sont des facteurs exogènes qui aboutissent généralement à une 

entrée en sénescence des organes touchés.  

Les stress biotiques associées aux infections par des agents pathogènes (Phoma, sclérotinia, 

oïdiuŵͿ et ă l͛attaƋue de ƌaǀageuƌs ;ĐhaƌaŶçoŶs, ŵĠligğthes, altises, puĐeƌoŶs…Ϳ iŵpaĐteŶt foƌteŵeŶt la 

sénescence et le rendement (Pageau et al., 2006; Masclaux-Daubresse et al., 2010; Diaz-Mendoza et al., 

2016). Quel que soit le stress biotique, il est généralement constaté une induction de la sénescence qui 

peƌŵet d͛uŶe paƌt, de pƌiǀeƌ l͛ageŶt pathogğŶe et/ou le ƌaǀageuƌ d͛ĠlĠŵeŶt Ŷutƌitif, et d͛autƌe paƌt, de 

recycler les différents éléments vers des tissus sains en cours de développement. Lors de la réponse des 

plantes aux stress biotiques et notamment lors de la mise en place de la réaction hypersensible, il a été 

constaté une induction de protéases dont certaines, telles que SAG12, sont connues pour être induite au 

cours de la sénescence (Kempema et al., 2007; Singh et al., 2013).  

Les stress abiotiques sont nombreux et ont des effets plus ou moins importants sur la sénescence :  

Le stress nutritif est l͛uŶ des pƌiŶĐipauǆ stƌess aďiotiƋues auǆƋuels soŶt ĐoŶfƌontées les plantes. 

Chez le colza, au moins deux éléments peuvent fréquemment provoquer une carence au champ en ayant 

des conséquences sur le rendement : le soufƌe et l͛azote. Tout d͛aďoƌd, le Đolza est tƌğs seŶsiďle au stress 

soufré. Chez le colza, outre le fait Ƌu͛uŶe liŵitatioŶ eŶ soufƌe iŵpaĐte diƌeĐteŵeŶt le ƌeŶdeŵeŶt et la 

qualité des graines (Tableau II-2 ; Girondé et al., ϮϬϭϰ; D͛Hooghe et al., 2014), d͛autƌes Ġtudes oŶt montré 

que cette carence a également des effets sur la sénescence foliaire. En effet, Dubousset et al., (2009) ont 

ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe ĐaƌeŶĐe ŵodĠƌĠe eŶ soufƌe se tƌaduit ŶotaŵŵeŶt paƌ uŶ ƌalentissement de la sénescence 

des feuilles ągĠes. Cet effet suƌpƌeŶaŶt s͛eǆpliƋue ŶotaŵŵeŶt paƌ le fait Ƌue le soufƌe est ŵajoƌitaiƌeŵeŶt 

stoĐkĠ sous foƌŵe de sulfate daŶs les ǀaĐuoles doŶt la ŵoďilisatioŶ Ŷe ŶĠĐessite pas d͛aĐtiǀitĠ ĐataďoliƋue 

ŵais l͛iŶteƌvention de transporteurs spécifiques (famille des transporteurs SULTR4 ; Abdallah et al., 2010). 

Ainsi, un retard de sénescence conduit à un allongement de durée de vie de la feuille et par voie de 

conséquence, ă uŶe augŵeŶtatioŶ de la duƌĠe de ǀidage eŶ soufƌe de Đet oƌgaŶe. AiŶsi, Đe Ŷ͛est Ƌue 

loƌsƋue l͛eŶseŵďle des ƌĠseƌǀes ǀaĐuolaiƌes eŶ sulfate seƌoŶt totaleŵeŶt ĠpuisĠes ;eŶ Đas de ĐaƌeŶĐe 

modérée de longue durée ou d͛uŶe ĐaƌeŶĐe sĠǀğƌe eŶ SͿ Ƌue la ĐaƌeŶĐe eŶ soufƌe ǀa pƌoǀoƋueƌ uŶe 

iŶduĐtioŶ de la sĠŶesĐeŶĐe afiŶ d͛iŶduiƌe les aĐtiǀitĠs ĐataďoliƋues ŶĠĐessaiƌes ă la ŵoďilisation du soufre 

contenu dans les macromolécules telles que les protéines (Dubousset et al., 2009).  
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Fig. II.16. Evolution de la teneur en chlorophylles (A) et de la quantité

de protéines totales (B) dans une feuille mature de colza. Les flèches

correspondent à la date théorique d’eŶtƌĠe en sénescence estimée par

l’iŶdiĐateuƌ SAG12/Cab pour chaque condition : HN : High Nitrogen (4

mM de KNO3), LN : Low Nitrogen (0,5 mM de KNO3) et 0N : sans azote

(adapté de Desclos et al., 2009).
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Le stress azoté est très répandu chez le colza cultivé en condition de plein champ et affecte 

négativement sa biomasse et son rendement (Rathke et al., 2006; Bouchet et al., 2016). Une étude en 

condition contrôlée de Girondé et al., (2015a) sur deux génotypes de colza caractérisés par une NRE et 

NUE contrastées en condition de limitation en N, ŵoŶtƌe uŶ ƌeŶdeŵeŶt iŵpaĐtĠ de plus de ϰϬ % loƌs d͛uŶ 

stress azoté. Les graines provenant de plantes cultivées avec une carence en azote ont une variation du 

ratio C:N caractérisée par une diminution des teneurs en protéines de réserves au dĠpeŶd d͛uŶe 

augmentation en acide gras. Au niveau foliaire, contrairement à la limitation en S, la carence en N entraine 

une accéléƌatioŶ de l͛eŶtƌĠe eŶ sĠŶesĐeŶĐe se tƌaduisaŶt paƌ uŶe diŵiŶutioŶ ƌapide des teŶeuƌs eŶ 

chlorophylles et en protéines (Fig. II.16 ; Desclos et al., 2009; Gombert et al., 2010; Girondé et al., 2015a). 

Cette ƌĠpoŶse faǀoƌise la ŵoďilisatioŶ des ƌĠseƌǀes oƌgaŶiƋues d͛N des feuilles sĠŶesĐeŶtes afiŶ de 

répondre aux besoins en N des jeunes organes en croissance. Afin de remobiliser au mieux les réserves, 

une carence en N entraine une augmentation de la protéolyse marquée par une induction des différentes 

classes de protéases dans les feuilles matures (Girondé et al., 2016; Poret et al., 2016). Contrairement à 

cette accélération de la senescence des feuilles mature, une induction des WSCPs (décrites plus en détail 

dans la partie B.II.ϯ.aͿ peƌŵettaŶt uŶ ƌetaƌd d͛eŶtƌĠe en senescence des jeunes feuilles grâce à un maintien 

du métabolisme (intégrité protéique et photosynthèse) est observé en condition de stress azoté (Desclos 

et al., 2008). 

Le colza teƌŵiŶaŶt soŶ dĠǀeloppeŵeŶt duƌaŶt l͛ĠtĠ, il peut faĐileŵeŶt ġtƌe touĐhĠ paƌ un stress 

hydrique. Outre des effets négatifs sur la croissance et le rendement, un stress hydrique va induire plus 

spécifiquement la sénescence et se traduire notamment par une dégradation précoce des chlorophylles. 

Cette sénescence accélérée provoque la chute prématurée des feuilles âgées afin de diminuer les pertes 

iŵpoƌtaŶtes eŶ eau paƌ la tƌaŶspiƌatioŶ et ŵaiŶteŶiƌ aiŶsi l͛ĠƋuiliďƌe hǇdƌiƋue de la plaŶte (Zhang et Zhou, 

2013; Basu et al., 2016). 

 La lumière est un élément essentiel pour le développement de la plante. A titre d͛eǆeŵple, uŶ 

ŵaŶƋue de luŵiğƌe se tƌaduit ŶotaŵŵeŶt paƌ uŶe Đhute des teŶeuƌs eŶ ĐhloƌophǇlles et de l͛aĐtiǀitĠ 

photosynthétique conduisant à une accélération de la sénescence foliaire (Zhang et Zhou, 2013). Par 

ailleuƌs, des Ġtudes utilisaŶt l͛oďsĐuƌitĠ pouƌ iŶduiƌe la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe ŵoŶtƌeŶt Ƌue de Ŷoŵďƌeuses 

gènes SAGs codant des protéases telles que les protéases à cystéine comme SAG12 sont induits par ce 

facteur environnemental dans les feuilles privées de lumière ;PƌužiŶskĄ et al., 2017). 

 Le stress oxydatif, et ŶotaŵŵeŶt Đelui iŶduit paƌ l͛ozoŶe, iŶduit ĠgaleŵeŶt l͛eǆpƌessioŶ de gğŶes 

SAGs et se traduit par une sénescence foliaire accélérée (Guo et Gan, 2005). Ainsi, chez le colza, un niveau 



Teŵps d’iŶĐuďatioŶ 
(heure)

Fig. II.17. Expression du gène SAG12 dans une feuille d’Arabidopsis. Les spots

présentés sont obtenus après différents temps d’iŶĐuďatioŶ de la feuille dans une

solution contenant ou non (dH20) différentes hormones : IAA : acide Indole 3-

acétique (auxine) ; 6-BA : Cytokinine (adapté de Noh et Amasino, 1999).
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ĠleǀĠ de pollutioŶ ă l͛ozone provoque une diminution des teneurs foliaires en sucres, en chlorophylles et 

en lipides et plus particulièrement en acides gras insaturés (Köllner et Krause, 2003; Namazkar et 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 une multitude de processus et 

de voies métaboliques. De ce fait, leur action est complexe, souvent difficile à caractériser et il est parfois 

diffiĐile d͛aǀoiƌ uŶe ǀisioŶ iŶtĠgƌĠe de leuƌs ƌôles ƌespeĐtifs. Toutefois, daŶs la littĠƌatuƌe, l͛iŶteƌǀeŶtioŶ 

des phytohormones au cours de la sénescence est assez bien établie. Ainsi, il est possible 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 positivement. 

 Les phytohormones qui régulent négativement la sénescence : l͛auǆiŶe et les ĐǇtokiŶiŶes 

Les cytokinines et l͛auǆiŶe sont des de phytohormones qui interviennent dans divers processus 

liĠs au dĠǀeloppeŵeŶt ;diffĠƌeŶĐiatioŶ des oƌgaŶes, stƌuĐtuƌatioŶ ǀasĐulaiƌe…Ϳ et ŶotaŵŵeŶt duƌaŶt la 

sénescence. Le rôle répresseur des cytokinines sur la sénescence est relativement bien caractérisé et il est 

gĠŶĠƌaleŵeŶt adŵis Ƌue l͛eŶtƌĠe eŶ sĠŶesĐeŶĐe ĐoïŶĐide aǀeĐ uŶe diŵiŶutioŶ des teŶeuƌs eŶ ĐǇtokiŶiŶes 

(Lim et al., 2007). D͛ailleuƌs, Đoŵŵe pƌĠĐĠdeŵŵeŶt pƌĠseŶtĠ, des ligŶĠes d͛Arabidopsis thaliana 

eǆpƌiŵaŶt le gğŶe ĐodaŶt pouƌ l͛isopeŶteŶǇl tƌaŶsfeƌase ;IPTͿ, eŶzǇme intervenant dans la synthèse des 

cytokinines, sous le contrôle du promoteur SAG12 (pSAG12) présentent un retard de sénescence foliaire 

(Fig. II.14 ; Gan et Amasino, 1997). Le ƌôle de l͛auǆiŶe loƌs de la sĠŶesĐeŶĐe est eŶ ƌeǀaŶĐhe ďeauĐoup plus 

ambigu. En effet, même si, comme pour les cytokinines, des travaux réalisés sur plusieurs espèces 

végétales montrent Ƌu͛uŶe appliĐatioŶ eǆogğŶe d͛auǆiŶe ƌĠpƌiŵe de Ŷoŵďƌeuǆ gğŶes SAGs (dont SAG12) 

et s͛aĐĐoŵpagŶe d͛uŶ ƌetaƌd de sĠŶesĐeŶĐe ;Fig. II.17 ; Richmond et Lang, 1957; Noh et Amasino, 1999b; 

Lim et al., 2007; Xu et Huang, 2009; Hwang et al., 2012; Khan et al., 2014), d͛autƌes auteuƌs oďseƌǀeŶt, au 

contraire, une augmentation des teneurs en auxine durant la sénescence (Lim et al., 2007).  

 Les phytohormones qui induisent la sénescence : l͛ĠthǇlğŶe ;EthͿ, le Méthyl jasmonate 

;MeJaͿ, l͛aĐide saliĐǇliƋue ;SAͿ, l͛aĐide aďsiĐiƋue ;ABAͿ et les giďďĠƌeliŶes ;GAͿ. 

Ces phytohormones sont généralement connues pour être impliquées dans la réponse aux stress 

mais plusieurs éléments permetteŶt ĠgaleŵeŶt de leuƌ attƌiďueƌ uŶ ƌôle daŶs l͛iŶduĐtioŶ de la sĠŶesĐeŶĐe. 

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



Fig. II.19. Ultrastructure des mitochondries et des chloroplastes en fonction du stade

d’avaŶĐeŵeŶt de la sénescence foliaire.

Les feuilles présentant 100%, 60-40% et moins de 20% de chlorophylles correspondent

respectivement à des feuilles non, moyennement et très sénescentes. M: mitochondrie; p:

plaste; pl: plastoglobule; px: peroxysome. Trait d’ĠĐhelle = 0,5 μŵ (d’apƌğs Chrobok et al.,

2016).
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les feuilles sénescentes avec par exemple une accumulation par 4 (comparée à une feuille non sénescente) 

de la quantité de SA  (Weaver et al., 1998; Buchanan-Wollaston et al., 2005; Lim et al., 2007; Seltmann et 

al., 2010). Par ailleurs, plusieurs études montrent que des applications exogènes de ces phytohormones 

(Eth, MeJa, ABA, GA) par pulvérisation foliaire se traduisent paƌ uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de 

certains gènes SAGs (Fig. II.18 ; SAG12, ŶotaŵŵeŶtͿ et s͛aĐĐoŵpagŶent d͛uŶe iŶduĐtioŶ de la sénescence 

foliaire (Weaver et al., 1998; Jing et al., 2005; Desclos et al., 2008; Reinbothe et al., 2009; Chen et al., 2014; 

Zhang et al., 2018). EŶfiŶ, l͛utilisatioŶ de plaŶtes ŵutaŶtes ĐaƌaĐtĠƌisĠes soit paƌ uŶe altĠƌatioŶ de la ǀoie 

de biosynthèse de certaines de ces phytohormones (e.g. GA et SA (Morris et al., 2001; Khan et al., 2014; 

Chen et al., 2014, 2017; Zhang et al., 2018)Ϳ ou soit paƌ uŶe iŶseŶsiďilitĠ ă l͛Eth (Oh et al., 2003; Jing et al., 

2005) pƌĠseŶteŶt uŶe sĠŶesĐeŶĐe ƌetaƌdĠe. L͛eŶseŵďle de Đes tƌaǀauǆ suggğrent fortement que ces 

phytohormones agissent comme des régulateurs positifs de la sénescence. 

Toutefois, l͛aĐtioŶ de Đes phǇtohoƌŵoŶes Ŷ͛est pas si siŵple ă ĐoŵpƌeŶdƌe puisƋue ĐeƌtaiŶes 

études suggèrent fortement que ces molécules vont le plus souvent agir en synergie. Ainsi, in planta, les 

ǀaƌiatioŶs ĐoŶjoiŶtes des teŶeuƌs ;autƌeŵeŶt dit, la ďalaŶĐe hoƌŵoŶaleͿ soŶt ĐeƌtaiŶeŵeŶt ă l͛oƌigiŶe des 

effets iŶduĐteuƌs ou ƌĠpƌesseuƌs suƌ la sĠŶesĐeŶĐe.  Paƌ eǆeŵple, il a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶ foƌt ƌatio ;[aĐide 

salicylique] + [acide absicique]) / [cytokinines] favorise la sénescence via uŶe iŶduĐtioŶ de l͛aĐtiǀitĠ 

pƌotĠasiƋue ƌespoŶsaďle d͛uŶe ŵeilleuƌe ERA (Poret, 2016).  

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

La phase n°2 est caractérisée par un recyclage des composés cellulaires au profit des puits présents 

ă Đette pĠƌiode. Paƌ eǆeŵple, Đ͛est duƌaŶt Đette phase Ƌu͛uŶe foƌte pƌotĠolǇse peƌŵet Ƌue l͛esseŶtiel de 

l͛azote soit ƌeŵoďilisĠ ǀeƌs les oƌgaŶes puits. 

Les premiers organites touchés par la sénescence sont les chloroplastes ce qui conduit à un 

jaunissement des feuilles. Structurellement, la dégradation des chloroplastes se traduit par une 

transformation en gérontoplastes, caractérisée par une augmentation de la taille et du nombre de 

plastoglobules associée à une modification et à une disparition de la membrane des thylakoïdes (Fig. II.19 ; 

Zhang et al., 2010b; Chrobok et al., 2016). La dégradation de ces organites durant la sénescence se traduit 

paƌ uŶe diŵiŶutioŶ ĐoŶtiŶue de l͛aĐtiǀitĠ photosǇŶthĠtiƋue ĐoŶsĠĐutiǀe ă uŶe diŵiŶutioŶ du 

foŶĐtioŶŶeŵeŶt de la ĐhaîŶe de tƌaŶspoƌt d͛ĠleĐtƌoŶs des photosǇstğŵes I et II ;PSI et PSIIͿ due ă la 

dégradation des protéines plastidiales impliquées et à la répression des gènes responsables de leur 

biosynthèse (Gan et Amasino, 1997; Stessman et al., 2002; Carrión et al., 2014). La ďaisse de l͛aĐtiǀitĠ 

photosynthétique entrainera une diminution de la fixation du CO2, déstabilisant ainsi la balance entre la 
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pƌoduĐtioŶ et la dĠtoǆiĐatioŶ des espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l͛oxygène (ROS). Cette déstabilisation aboutit à une 

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

Cette peƌte d͛aĐtiǀitĠ photosǇŶthĠtiƋue aĐĐoŵpagŶĠe d͛uŶe aĐĐuŵulatioŶ de ROS est eŶ paƌallğle 

associée à une dégradation des protéiŶes foliaiƌes ĐoŶduisaŶt ă uŶe ƌeŵoďilisatioŶ ŵassiǀe de l͛azote 

puisƋue les pƌotĠiŶes soŶt la pƌiŶĐipale foƌŵe de stoĐkage de l͛azote chez les plantes. Environ 75 % de 

l͛azote des Đellules foliaiƌes est loĐalisĠ daŶs les Đhloƌoplastes, ŵajoƌitaiƌeŵeŶt sous la forme de protéines 

chloroplastidiales et plus particulièrement sous la forme de ribulose-1,5-bisphosphate 

carboxylase/oxygénase (RuBisCO), qui représente à elle seule environ 50 % de l͛azote total de la feuille 

(Peoples et Dalling, 1988; Hörtensteiner et Feller, 2002). La dégradation des protéines chloroplastiques 

commence au sein des chloroplastes et se termine dans la vacuole centrale. La migration du matériel 

chloroplastidial se déroule alors à travers différentes voies, telle que les voies autophagiques avec les RCB 

(Rubisco-containing bodies ; Chiba et al., 2003) ou d͛autƌes ǀoies iŶdĠpeŶdaŶtes de l͛autophagie et 

mettant en jeu les CCV (CV-Containing Vesicles ; Wang et Blumwald, 2014) ou les SAV (senescent 

associated vacuole ; Otegui et al., 2005; Diaz-Mendoza et al., 2016). Ces différentes voies nécessaires à la 

protéolyse seront détaillées dans la partie B.II.2. 

Ensuite, le 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 en glyoxysomes 

(Nishimura et al., 1996). La photorespiration diminue alors tandis que les enzymes du cycle du glyoxylate 

soŶt iŶduites. Cette ĠǀolutioŶ peƌŵet la tƌaŶsfoƌŵatioŶ eŶ gluĐide de l͛AĐetǇl-CoA provenant de la 

dégradation des lipides de la membrane des thylakoïdes ;BuĐhaŶaŶ‐WollastoŶ, ϭϵϵϳ; Rıó et al., 1998) et 

peƌŵet de fouƌŶiƌ l͛ĠŶeƌgie ŶĠĐessaiƌe au ďoŶ dĠƌouleŵeŶt de la sĠŶesĐeŶĐe. 

B.I.1.c. Phase n°3 : Terminale 

Ce Ŷ͛est Ƌue duƌaŶt la phase teƌŵiŶale Ƌue les deƌŶieƌs oƌgaŶites ŶĠĐessaiƌes au ďoŶ dĠƌouleŵeŶt 

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

En effet, les mitochondries en conservant leur intégrité le plus longtemps possible, permettent de 

ŵaiŶteŶiƌ la ƌespiƌatioŶ et doŶĐ la pƌoduĐtioŶ d͛ATP ŶĠĐessaiƌe au foŶĐtioŶŶeŵeŶt du processus de 

sénescence (Fig. II.19 ; Chrobok et al., 2016). De ŵġŵe, le ŵaiŶtieŶ de l͛iŶtĠgƌitĠ du noyau jusƋu͛ă l͛Ġtape 

ultiŵe de la sĠŶesĐeŶĐe est esseŶtielle puisƋu͛il est iŶdispeŶsaďle de ŵaiŶteŶiƌ aussi taƌdiǀeŵeŶt Ƌue 

possiďle l͛eǆpƌessioŶ des gğŶes SAGs codant entre autre pour des enzymes nécessaires à la protéolyse et 

à la remobilisation (Gan et Amasino, 1997 ; Zimmermann et Zentgraf, 2005). 
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L͛Ġtape ultiŵe de la sĠŶesĐeŶĐe Ƌui ŵğŶeƌa au dĠŵaŶtğleŵeŶt total de la Đellule se dĠƌoule 

lorsque la vacuole centrale perdant son intégrité, libère son contenu dans le cytosol et permet aux 

eŶzǇŵes lǇtiƋues d͛aǀoiƌ aĐĐğs auǆ deƌŶieƌs ĐoŵposĠs Đellulaiƌes. 

B.II. Les principaux acteurs de la remobilisation de l’azote associés à la 

sénescence 

 La ƌeŵoďilisatioŶ de l͛azote associée à la sénescence est  majoritairement assurée par deux grands 

gƌoupes d͛aĐteuƌs : les acteurs de la protéolyse et les acteurs du transport des acides aminés. Dans cette 

partie, nous nous intéresserons exclusivement aux systèmes protéolytiques et au trafic vésiculaire ainsi 

Ƌu͛aux systèmes anti-protéolytiques associés ă la pƌotĠolǇse, puisƋu͛il a ĠtĠ ĐlaiƌeŵeŶt dĠŵoŶtƌĠ 

aupaƌaǀaŶt Ƌue le tƌaŶspoƌt d͛aĐides aŵiŶĠs Ŷ͛est pas liŵitaŶt pouƌ la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛azote Đhez le 

colza (Tilsner et al., 2005). 

 Les systèmes protéolytiques 

 Les systèmes protéolytiques impliqués dans la sénescence font intervenir une multitude de 

protéases. Parmi, les 800 protéases actuellement identifiées chez les plantes (Rawlings et al., 2016), il 

existe deux grandes familles : les exopeptidases, qui ĐoupeŶt les liaisoŶs peptidiƋues ă paƌtiƌ d͛uŶe des 

extrémités (N ou C-teƌŵiŶaleͿ de la pƌotĠiŶe, et les eŶdopeptidases, Ƌui ĐoupeŶt les liaisoŶs ă l͛iŶtĠƌieuƌ 

de la chaine polypeptidique cible. 

 Concernant les exopeptidases, il en existe deux grandes classes: les aminopeptidases (clivage à 

paƌtiƌ d͛uŶ ƌĠsidu situĠ ă l͛eǆtƌĠŵitĠ N-teƌŵiŶaleͿ et les ĐaƌďoǆǇpeptidases ;Đliǀage d͛uŶ ƌĠsidu via 

l͛eǆtƌĠŵitĠ C-teƌŵiŶaleͿ. L͛iŵpliĐatioŶ de ƋuelƋues eǆopeptidases daŶs la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛azote 

associée à la séŶesĐeŶĐe foliaiƌe seŵďle ƌĠelle puisƋue l͛iŶduĐtioŶ de ĐaƌďoǆǇpeptidases et 

d͛aŵiŶopeptidases oŶt ĠtĠ oďseƌǀĠes daŶs les feuilles sĠŶesĐeŶtes d͛oƌge et d͛Arabidopsis thaliana 

(Buchanan-Wollaston et al., 2005; Yang et al., 2004; Parrott et al., 2007; Waditee-Sirisattha et al., 2011). 

De plus, leur présence dans les plastes suggère leur contribution dans la dégradation des protéines du 

stroma (Hörtensteiner et Feller, 2002). CepeŶdaŶt, tƌğs peu d͛Ġtudes ŵoŶtƌeŶt uŶ ƌôle ŵajeuƌ des 

exopeptidases lors de la sénescence.  

 Les endopeptidases en revanche ont un rôle beaucoup plus avéré dans la protéolyse associée à 

la sĠŶesĐeŶĐe. Ces pƌotĠases soŶt ƌĠpaƌties eŶ plusieuƌs Đlasses eŶ foŶĐtioŶ de l͛aĐide aŵiŶĠ ou de l͛ioŶ 

métallique (métalloprotéases) présent dans leur site actif. Durant la sénescence, 5 classes 



Fig. II.20. Localisation subcellulaire des principales protéases

intervenant lors de la sénescence. AP : Protéases à aspartate ; CP :

protéases à cystéine ; MP : Métalloprotéases ; SP : Protéases à

sérine ; TP : Protéasome ; CCV : Chloroplast containing vesicles ; ER :

Réticulum endoplasmique ; RCB : RuBisCO-containing bodies ; SAV :

Senescence-associated vacuole ;d’apƌğs Diaz-Mendoza et al., 2016).

Fig. II.21. Structure et fonctionnement du protéasome 26S. Le protéasome 26S est

composé d’uŶ core protéolytique 20S et de deux parties régulatrices 19S. Les protéines

ubiquitinées à dégrader sont reconnues par la partie régulatrice 19S. La protéine sera

ensuite dégradée par l’aĐtioŶ de 3 activités protéasiques ATP dépendantes portées par les

sous-unités β1, β2 et β5 se trouvant dans le core protéolytique 20S (adapté de Sullivan et

al., 2003).
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d͛eŶdopeptidases ǀoŶt aǀoiƌ des aĐtiǀitĠs et des ƌôles plus ou ŵoiŶs iŵpoƌtaŶts (Fig. II.20 ; Roberts et al., 

2012) :  

 Les protéases à cystéine caractérisées par une cystéine dans la triade catalytique 

 Les protéases à sérine avec un résidu sérine dans le site actif 

 Les protéases à aspartate qui possèdent un résidu aspartate pour catalyser la réaction 

 Les protéases à thréonine possédant une thréonine dans le site catalytique 

 Les métalloprotéases ĐaƌaĐtĠƌisĠes paƌ la pƌĠseŶĐe d͛uŶ ioŶ ŵĠtalliƋue ;ziŶĐ ŶotaŵŵeŶtͿ au 

seiŶ du site aĐtif peƌŵettaŶt l͛hǇdƌolǇse de la liaisoŶ peptidiƋue 

Ces différentes classes vont avoir des Ŷiǀeauǆ d͛iŶduĐtioŶs, des Điďles et des loĐalisatioŶs spĠĐifiƋues Ƌui 

seront détaillés de façon non exhaustive ci-après (Fig. II.20).  

Parmi toutes ces endopeptidases, les protéases à thréonine et les métalloprotéases sont des protéases 

qui semblent avoir un rôle mineur durant de la sénescence.  

 Les protéases à thréonine sont connues pour être associées majoritairement au protéasome 26S. 

Le protéasome 26S est un énorme complexe protéolytique de plus de 700 KDa notamment responsable 

de la dégradation de protéines anormales, de protéines à durée de vie courte et de protéines régulatrices. 

Il est ĐoŶstituĠ d͛uŶe paƌtie dite « Core 20S» constituée de 14 sous-unités et de 14 sous-unités dont 3 

d͛eŶtƌe elles poƌteŶt uŶe aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue de type thréonine protéases : la sous-unité 1 à activité 

peptidyl glutamyl-peptide hydrolase, la sous-unité 2 à activité trypsine-like et la sous-unité 5 à activité 

chymotrypsine-like, et d͛uŶe ou deuǆ paƌties dites ƌĠgulatƌiĐes ;ϭϵSͿ iŵpliƋuĠes ŶotaŵŵeŶt daŶs la 

reconnaissance spécifique des protéines qui ont subi une ubiquitinisation préalable nécessaire pour la 

reconnaissance et la dégradation des cibles par le protéasome (Fig. II.21 ; Sullivan et al., 2003; Smalle et 

Vierstra, 2004; Moon et al., 2004). Le protéasome 26S, et plus particulièrement la partie catalytique 20S 

conjuguĠe ă l͛uďiƋuitiŶisatioŶ, joueƌait uŶ ƌôle loƌs de la sĠŶesĐeŶĐe (Roberts et al., 2002, 2012). En effet, 

chez le colza, une accumulation de la sous-unité 1 a ĠtĠ oďseƌǀĠe daŶs les feuilles sĠŶesĐeŶtes loƌs d͛uŶe 

limitation en azote (Desclos et al., 2009). De plus, uŶ lieŶ eŶtƌe l͛autophagie et le pƌotĠasoŵe a ĠtĠ ŵis eŶ 

ĠǀideŶĐe ă l͛aide de ŵutaŶts autophagiƋues ;atg5) (Havé et al., 2018). La localisation cytoplasmique et 

nucléaire des thréonines protéases (Fig. II.21 ; Beers et al., 2000) leuƌ peƌŵet d͛aǀoiƌ uŶe diǀeƌsitĠ de 

cibles telles que les protéines du cytoplasme, du noyau, des membranes ainsi que les protéines du 

réticulum endoplasmique après un transport rétrograde vers le cytoplasme (Smalle et Vierstra, 2004). 

CepeŶdaŶt, tout au loŶg de la sĠŶesĐeŶĐe, l͛eǆpƌessioŶ et l͛aĐtiǀitĠ du pƌotĠasoŵe ƌesteƌait ĐoŶstaŶte 



Heures après détachement Heures après détachement 

Fig. II.22. Evolution de la quantité de protéines solubles (A) et de protéasome 20S (B) dans des

feuilles de blé excisées et maintenues à l’oďsĐuƌitĠ. (A) Gel SDS-PAGE d’eǆtƌaits de protéines

solubles et (B) western blot réalisé avec un anticorps de maïs anti-protéasome 20S. M :

Marqueur de poids moléculaires. LS : Grande sous-unité de la RuBisCO (adapté de Roberts et al.,

2002).

Fig. II.23. Schéma d’uŶe coupe transversale d’uŶ complexe hexamérique d’uŶe
protéase FtsH. Chaque sous-unité des protéases « Filamentation temperature-sensitive

H » (FtsH) est composée d’uŶ segment transmembranaire, d’uŶ domaine ATPase et

d’uŶ domaine protéasique incluant un ion Zn2+ ;d’apƌğs Wagner et al., 2012)

• Rosette

Feuille jeune

Feuille mature

Pétiole

Feuille sénescente

• Racines

Fig. II.24. Expression génique des Matrix MetalloProtéinases (MMPs)

d’Arabidopsis thaliana. L’eǆpƌessioŶ des 5 MMPs (At1 à 5–MMP) a été

suivie dans différentes feuilles de la rosette (jeunes, matures et

sénescentes), dans le pétiole et dans les racines. Une forte intensité de bleu

correspond à un niveau d’eǆpƌessioŶ élevé. Dans les feuilles sénescentes,

At1-MMP, At3-MMP, At4-MMP sont fortement exprimées (adapté de Flinn

et al., 2008).
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jusƋu͛au stade fiŶal supposaŶt esseŶtielleŵeŶt uŶ ƌôle de ƌĠgulatioŶ de la sĠŶesĐeŶĐe plutôt Ƌu͛uŶ ƌôle 

dans la remobilisation des éléments (Fig. II.22 ; Roberts et al., 2002; Avila-Ospina et al., 2014).   

Concernant les métalloprotéases, chez 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 

toutes les tƌois paƌ la pƌĠseŶĐe ƌĠguliğƌe d͛un domaine de liaison au zinc au sein du site catalytique 

(Roberts et al., 2012). Ces sous-familles sont induites lors de la sénescence, dont certaines lors de la 

sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe du Đolza, telles Ƌue Ϯ MPPs ;MPPα et βͿ et Ϯ FtsH ;doŶt FtsHϴͿ (Flinn, 2008; Desclos et 

al., 2009). 

 Les FtsH sont des protéases membranaires plastidiales (Fig. II.20 ; Fig. II.23) dont certaines sont 

induites lors de la sénescence foliaire chez différentes espèces telles Ƌu͛Arabidopsis thaliana (Guo et al., 

2004), le pois (Schiltz et al., 2004) ou le colza (Desclos et al., 2009). CepeŶdaŶt, l͛esseŶtiel des tƌaǀauǆ 

portant sur les FtsH montre surtout leur implication dans différentes voies métaboliques associées à la 

formation de chloroplastes (Adam et al., 2005; Zhang et al., 2010a), la régulation du photosystème 2 

(Wagner et al., 2012; Chi et al., 2012) ou encore la tolérance à divers stress ;Żelisko et al., 2005; Chen et 

al., 2006) 

 De même, les MPPs, localisées dans la matrice mitochondriale seraient principalement impliquées 

dans la maturation de protéines mitochondriales nécessitant un clivage de pro-peptide (Kwasniak et al., 

2012) et daŶs le ŵaiŶtieŶ de l͛hoŵĠostasie de Đet oƌgaŶite (Janska et al., 2010). Cependant, une étude 

réalisée chez le colza montre que certaines MPPs sont induites en début de sénescence suggérant un 

potentiel rôle dans la régulation de ce processus (Desclos et al., 2009). Les MMPs, localisées au niveau de 

la membrane plasmique et au niveau extracellulaire (Marino et Funk, 2011) sont connues pour intervenir  

dans la croissance et le développement, mais aussi lors de certains stress biotiques, du vieillissement et 

de la sénescence (Fig. II.20 ; Fig. II.24 ; Flinn, 2008). Des travaux conduits chez des ligŶĠes d͛Arabidospis 

knock-out pour une MMP ŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛aďseŶĐe de Đette pƌotĠase se tƌaduit paƌ uŶe diŵiŶutioŶ de la 

croissance et par une sénescence précoce associée à une dégradation des chlorophylles suggérant ainsi 

que ces protéases seraient impliquées notamment dans le développement de la plante (Golldack et al., 

2002). Par ailleurs, chez le concombre, Delorme et al., (2000) suggğƌeŶt Ƌu͛uŶe MMP ;Csϭ-MMP) induite 

au cours de la sénescence serait davantage impliquée dans les processus de mort cellulaire que dans la 

ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N.  



Subtilase Sérine carboxypeptidase

7 14 21 7 14 21

Temps (jours post-anthèse)

Fig. II.25. Evolution de l’eǆpƌessioŶ de deux gènes codant des protéases à sérine: une

subtilase (A) et une sérine carboxypeptidase (B) lors de la sénescence foliaire naturelle

chez l’oƌge. Les feuilles ont été récoltées à 7, 14 et 21 jours après-anthèse (adapté de

Parrot et al., 2007).
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 Les différentes recherches sur ces trois grandes familles de métalloprotéines suggèrent plus un 

ƌôle daŶs la ƌĠgulatioŶ de l͛iŶitiatioŶ et du dĠƌouleŵeŶt de la sĠŶesĐeŶĐe, plutôt que dans les processus 

pƌotĠolǇtiƋues assoĐiĠs ă la ƌeŵoďilisatioŶ d͛N. Au ĐoŶtƌaiƌe, les tƌois autƌes Đlasses de pƌotĠases ;i.e. 

protéases à sérine, à aspartate et à cystéine) sont connues pour avoir un rôle majeur dans les processus 

de protéolyse associés à la sénescence.  

B.II.1.a. Les protéases à sérine 

 Les protéases à sérine (SPs) font partie de la plus grande classe de protéases chez les plantes avec 

206 membres identifiés notamment chez Arabidopsis thaliana (van der Hoorn, 2008). L͛iŵpliĐatioŶ des 

SPs daŶs la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N est ĐlaiƌeŵeŶt dĠŵoŶtƌĠe au tƌaǀeƌs de Ŷoŵďƌeuǆ tƌaǀauǆ. Tout d͛aďoƌd, 

de nombreuses études, réalisées chez différentes espèces végétales (Guo et al., 2004; Chauhan et al., 

2009; Roberts et al., 2012; Havé et al., 2018) dont le colza (Desclos et al., 2009; Girondé et al., 2016; Poret 

et al., 2016), montrent une induction des SPs lors de la sénescence. Cette induction des SPs est 

particulièrement intense en réponse aux divers stress connus pour induire la sénescence et en particulier 

en réponse à une limitation en N (Chauhan et al., 2009; Desclos et al., 2009; Chichkova et al., 2010; Girondé 

et al., 2016). Chez le colza au stade végétatif, il a été montré en comparant des génotypes à ERA 

contrastées en condition limitante en azote, que les génotypes présentant les meilleures ERA étaient 

ĠgaleŵeŶt Đeuǆ doŶt les Ŷiǀeauǆ d͛aĐtiǀitĠ SPs ĠtaieŶt les plus foƌts, suggérant ainsi que ces protéases 

seƌaieŶt laƌgeŵeŶt iŵpliƋuĠes daŶs les pƌoĐessus de pƌotĠolǇses assoĐiĠs ă la ƌeŵoďilisatioŶ d͛N (Girondé 

et al., 2016). 

 Toutes les protéases de la famille des SPs sont classées en 3 grandes sous-familles ayant toutes un 

rôle démontré ou supposé lors de la sénescence : les subtilisin-like protéases (Sub-Ls), les protéases 

caséinolytique (Clps) et les « degradation of periplasmic proteins » (Degs) 

 Les subtilisin-like protéases (Sub-Ls) comptent au total environ 70 membres identifiés à partir du 

gĠŶoŵe d͛Arabidopsis thaliana (van der Hoorn, 2008). Mġŵe si auĐuŶ phĠŶotǇpe Ŷ͛a pu ġtƌe oďseƌǀĠ pouƌ 

plus d͛uŶe ĐiŶƋuaŶtaiŶe de ligŶĠes kŶoĐk-out pour différentes Sub-Ls, pƌoďaďleŵeŶt du fait d͛uŶe 

redondance fonctionnelle des différents membres de cette famille (Rautengarten et al., 2005), leur 

implication dans la remobilisation de l͛N a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠe daŶs de Ŷoŵďƌeuses Ġtudes. AiŶsi, Ϯ suď-Ls de 

ďlĠ ;Pϭ et PϮͿ et tƌois de l͛oƌge ;HǀSBTϮ, HǀSBTϯ et HvSBT6) ont été identifiées comme étant accumulées 

durant la sénescence foliaire induite ou non par des facteurs abiotiques (obscurité, limitation en N) ou 

hormonaux (Ethylène et MeJA) (Fig. II.25 ; Roberts et al., 2006, 2017; Parrott et al., 2007). Les 2 Sub-Ls P1 

et P2 ont par ailleurs été identifiées comme étant des acteurs majeurs de la remobilisation au moment du 



Fig. II.26. Modèle proposé pour la protéolyse de la protéine D1 du PSII par

les Deg protéases. La protéine D1 est clivée coté lumen par les protéases

Deg1 et le complexe Deg5/Deg8. Dans le stroma, D1 est dégradée par les

protéases Deg2 et Deg7. Enfin les fragments de D1 sont complètement

dégradés par des métalloprotéases FtsH. Les domaines transmembranaires

de D1 sont indiqués (A à E) (adapté de Kato et Sakamoto, 2009; Sun et al.,

2010a).
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remplissage des grains (Roberts et al., 2011). Une autre Sub-Ls chez Arabidopsis thaliana, (AtSASP) est 

accumulée lors de la sénescence avec une activité qui augmente surtout au stade reproducteur (Martinez 

et al., 2015). Chez le Đolza, l͛utilisatioŶ de soŶdes spĠĐifiƋues de la Đlasse des SPs (van der Hoorn et Kaiser, 

2012), a peƌŵis d͛ideŶtifieƌ ϰ Suď-Ls (S8) exprimées au cours de la sénescence foliaire naturelle ou induite 

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

 Les protéases caséinolytiques (Clps) sont principalement des protéases plastidiales abondantes 

dans le stroma (Roberts et al., 2012). Elles soŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt ĐoŶstituĠes d͛uŶ Đoŵpleǆe foŶĐtioŶŶel 

composé de deux sous-unités : un noyau catalytique et une sous-unité chaperonne, avec une activité 

ATPase responsable de la reconnaissance, du déploiement et de la translocation du substrat dans le 

compartiment protéolytique. La ressemblance structurale des Clps avec le protéasome leur a valu un rôle 

supposé dans la dégradation des protéines plastidiales anormales, endommagées ou à courte durée de 

vie  (Kato et Sakamoto, 2010). Chez Arabidopsis thaliana, ce rôle supposé a été conforté par des travaux 

montrant une expression constitutive de plusieurs Clps (ClpP1-3, ClpP5-6, ClpR3 et ClpR4) dans les 

Đhloƌoplastes de plaŶtes ĐultiǀĠes ă l͛oďsĐuƌitĠ (Lin et Wu, 2004). Cependant, dans ces mêmes conditions, 

il a aussi ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue d͛autƌes Clps ;ClpD/ERDϭ et ClpCϭͿ ĠtaieŶt iŶduites et paƌtiĐipaieŶt ă la pƌotĠolǇse 

associée à la sénescence. Cette induction lors de la sénescence a également été mise en évidence chez 

différentes espèces, et notamment lorsque la sénescence est induite par une contrainte azotée (Guo et 

al., 2004; Schiltz et al., 2004; Ruuska et al., 2008). 

 Les « degradation of periplasmic proteins » (Degs) est une petite famille de SPs avec seulement 

16 protéases identifiées chez Arabidopsis thaliana. Elles sont connues pour participer à la dégradation de 

nombreuses sous-unités du PSII dont la protéine D1 (Fig. II.26 ; Kato et Sakamoto, 2009; Sun et al., 

2010b,a; Schuhmann et Adamska, 2012). De plus, il a été montré que parmi les 5 membres des Degs 

protéases localisés dans la lumière des thylakoïdes (Degs 1, 5 et 8) ou dans la membrane du thylakoïde 

;Deg Ϯ et ϳͿ, Degs ϭ et Ϯ d͛Arabidopsis thaliana sont impliquées dans la dégradation de plusieurs protéines 

de type light-harvesting chlorophyll-binding telles que lhcb 4, 5 et 6 ;LuĐiński et al., 2011b; Zienkiewicz et 

al., 2012). Chez la même espèce, des mutants KO-Deg2 et KO-Degϱ pƌĠseŶteŶt uŶ ƌetaƌd d͛eŶtƌĠe eŶ 

sénescence ;LuĐiński et al., 2011a, b). CepeŶdaŶt, loƌs d͛uŶe eǆpositioŶ ă l͛oďsĐuƌitĠ, d͛autƌes auteuƌs oŶt 

oďseƌǀĠ uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ des pƌotĠases Degs ϭ, Ϯ ,ϱ et ϴ duƌaŶt la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe 

remettant ainsi en cause leur rôle dans ce processus (Lin et Wu, 2004). AiŶsi, ă Đe jouƌ, l͛iŵpliĐatioŶ des 

Degs pƌotĠases daŶs la pƌotĠolǇse assoĐiĠe au pƌoĐessus de sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe Ŷ͛est pas Đlaiƌe.  



Sauvage

p35S::CND41

Fig. II.27. Accélération de la sénescence par la surexpression de la protéase CND41 chez le tabac.

Des symptomes visuels de sénescence sont observés jusƋu’ă la feuille 6 chez les surexpresseur de

CND41 (p35S::CND41), alors que la feuille témoin à la même position conserve une couleur verte

(adapté de Kato et al., 2005).
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 Concernant leur localisatioŶ Đellulaiƌe, les SPs soŶt pƌĠseŶtes daŶs tous les oƌgaŶites d͛uŶe Đellule 

avec cependant une très forte présence dans les plastes et dans les organites à pH neutre (Fig. II.20). Ainsi, 

des Degs protéases ont été localisées dans les mitochondries (Degs 3, 4, 6, 10, 11, 12 et 14), les 

chloroplastes (Degs 1, 2, 5, 7 et Deg8), le noyau (Deg 9), les peroxysomes (Deg 15), le réticulum 

endoplasmique (Deg13). D͛autƌes Degs ;ϳ et ϭϯͿ oŶt ĠgaleŵeŶt ĠtĠ loĐalisĠes ƌespeĐtiǀeŵeŶt au Ŷiǀeau 

du cytoplasme et de la membrane plasmique (Adam et al., 2001; Schuhmann et Adamska, 2012). Les Clps 

sont pour la plupart localisées dans le stroma des chloroplastes même si certains auteurs ont pu en 

ideŶtifieƌ daŶs d͛autƌes oƌgaŶites tels Ƌue les ŵitoĐhoŶdƌies ;ClpB1 et ClpP2 ClpB4, par exemple) ou le 

noyau (Adam et al., 2001; Kato et Sakamoto, 2010; Roberts et al., 2012). Enfin, les « subtilisines-like 

proteases » sont également principalement localisées dans les chloroplastes même si certaines protéases 

de cette sous-Đlasse oŶt ĠtĠ loĐalisĠes daŶs les ǀaĐuoles et l͛apoplaste (Martínez et Guiamet, 2014). 

B.II.1.b. Les protéases à aspartate 

 Les protéases à aspartates (APs) appartiennent après les protéases à sérine à la deuxième plus 

gƌaŶde faŵille de pƌotĠases aǀeĐ uŶ total de plus de ϭϱϴ gğŶes ideŶtifiĠs daŶs le gĠŶoŵe d͛Arabidopsis 

thaliana (Schaller, 2004; van der Hoorn, 2008). Plusieurs APs sont induites durant la sénescence foliaire 

naturelle chez de nombreuses espèces végétales telles que le colza (Buchanan-Wollaston et Ainsworth, 

1996; Desclos et al., 2009), le blé (Gregersen et Holm, 2007), le riz (Liu et al., 2008) et Arabidopsis thaliana 

(Buchanan-Wollaston et al., 2005; Diaz et al., 2008; Kato et Sakamoto, 2010; Havé et al., 2018). Chez le 

Đolza, des Ġtudes oŶt ĠgaleŵeŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe isofoƌŵe d͛AP ;gi :1326165) est également induite au 

cours de la sénescence foliaire induite par une limitation en N, cette expression étant durable puisque 

cette protéase est retrouvée en forte quantité dans les feuilles chutées (Desclos et al., 2009; Desclos-

Théveniau et al., 2015; Girondé et al., 2016). Cependant, le(s) rôle(s) supposé(s) des APs dans les processus 

de sénescence reste méconnu. 

 Dans la sous-famille des phytepsines, la protéase chloroplastique CND41 (Chloroplast Nucleoid 

DNA-binding protein 41 ; Nakano et al., 1997; Murakami et al., 2000) est l͛uŶe des seules dont le rôle 

pendant la sénescence a été caractérisé. Ainsi, chez Nicotiana tabacum, l'implication de CND41 dans la 

dégradation de la RuBisCO a été démontrée in vitro (Kato et al., 2004, 2005; Diaz et al., 2008). Par ailleurs, 

une étude réalisée sur des lignées de plantes Knock-Out pour CND41 montre une accumulation de la 

RuBisCO assoĐiĠ ă uŶ ƌetaƌd daŶs l͛iŶitiatioŶ de la sĠŶesĐeŶĐe aloƌs Ƌu͛au ĐoŶtƌaiƌe, des tƌaǀauǆ ƌĠalisĠs 

sur des lignées sur-exprimant cette AP montrent une dégradation de la RuBisCO et une initiation de la 

sénescence accélérées (Fig. II.27 ; Kato et al., 2004, 2005). Chez Arabidopsis thaliana, il a été montré que 
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l'augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ foliaiƌe de la pƌotĠase ă aspaƌtate AEDϭ ;ĐoŶsidĠƌĠe Đoŵŵe uŶe CNDϰϭ-

like) est corrélée à la diminution de la RuBisCO (Fig. II.28 ; Diaz et al., 2008). Plus récemment, Havé et 

collaborateurs (2018) ont montré, que comparées aux plantes sauvages, des mutants d͛autophagie 

(knock-Out pour le gène atg5) cultivés sous contrainte N, accumulent la protéase à aspartate AED1 (x 3.33 

foisͿ daŶs leuƌs feuilles sĠŶesĐeŶtes. L͛eŶsemble de ces résultats renforce l͛hǇpothğse Ƌue Đette sous 

faŵille d͛APs joue uŶ ƌôle ŵajeuƌ daŶs la pƌotĠolǇse de pƌotĠiŶes plastidiales, mais également dans les 

processus de mort cellulaire associés à la sénescence  (Havé et al., 2018).  

 Les APs sont principalement localisées au niveau plastidiale (Fig. II.20 ; Nakano et al., 1997; 

Murakami et al., 2000) même si certaines isoformes de phytepsines ont également été retrouvées dans 

les vacuoles (Runeberg-Roos et Saarma, 1998), la  paroi et la matrice extracellulaire (Vieira et al., 2001). 

B.II.1.c. Les protéases à cystéine 

 Les protéases à cystéines (CPs) appartiennent à la classe de protéases la plus surexprimée lors de 

la sénescence foliaire naturelle ou induite chez de nombreuses espèces et notamment le colza (Buchanan-

Wollaston et Ainsworth, 1996; Guo et al., 2004; Martínez et al., 2007; Roberts et al., 2012, Girondé et al., 

2016; Poret et al., 2016). A titƌe d͛eǆeŵple, chez le colza, une étude conduite sur plusieurs génotypes de 

Đolza ă ERA ĐoŶtƌastĠes a peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe Ƌu͛uŶe ƌeŵoďilisatioŶ d͛N effiĐieŶte Ġtait assoĐiĠe 

à une forte activité des CPs (Girondé et al., 2016). 

 Les CPs actives pendant la sénescence appartiennent à 3 sous-familles : les « Papain-Like Cystein 

Proteases » (PLCPs), les MétaCaspases (MC) et les « Vacuolar Processing Enzymes » (VPE). 

 La famille des « papain-like cystein proteases » (PLCPs) est composée de 138 membres retrouvés 

dans le génome des plantes (Richau et al., 2012). Les PLCPs oŶt la paƌtiĐulaƌitĠ d͛ġtƌe sǇŶthĠtisĠes sous la 

foƌŵe d͛uŶe pƌĠ-protéine portant différents peptides signaux permettant leur adressage dans différents 

compartiments subcellulaires. Au sein de leur séquence, ces PLCPs possèdent également un pro-domaine 

peptidique auto-inhibiteur qui empêche une activatioŶ pƌĠŵatuƌĠe de la pƌotĠase ŶĠĐessitaŶt d͛ġtƌe ĐliǀĠ 

pour que la protéase devienne active (van der Hoorn et al., 2004; Richau et al., 2012). Elles sont les 

principales protéases associées à la dégradation massive des protéines durant la sénescence (Parrott et 

al., 2010). Lors de la sénescence foliaire du colza, de nombreuses PLCPs sont surexprimées parmi lesquelles 

RD21, XBCP3, AALP, SAG12-1, SAG12-2, SAG2 (Noh et Amasino, 1999a; Poret et al., 2016). Ces mêmes 

PLCPs sont ĠgaleŵeŶt suƌeǆpƌiŵĠes au Đouƌs de la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌes d͛Arabidopsis thaliana au côté 

d͛autƌes ƌepƌĠseŶtaŶts de cette même famille tels que RD19, la cathepsin-B ou RDL2 par exemple 



Fig. II.29. Induction des PLCPs (dont SAG12) dans des feuilles d’Arabidopsis
thaliana dont la sénescence a été induite par une exposition à l’oďsĐuƌitĠ. Les

différentes PLCPs ont été purifiées à l’aide de la sonde DCG04 spécifiques des

PLCPs et séparées sur un gel SDS-PAGE (A). Chacune des 8 bandes a été

séquencée par MS/MS et un comptage du nombre de spectres correspondant à

chacune des différentes PLCPs a été réalisé (B) (adapté de PƌužiŶskĄ et al., 2017).
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Fig. II-30. Quantification de la protéase SAG12-1 dans un limbe sénescent (rang 8) de colza

cultivé en condition limitante (0,4 mM de KNO3 ; A) ou privée (0 mM de KNO3 ; B) en azote.

Une électrophorèse bidimensionnelle à été réalisée à partir de protéines solubles extraites des

limbes de feuilles du rang 8. Les spots 54 et 55 correspondent à la protéase à cystéine SAG12-1.

Leur quantification à été réalisée l’aide du logiciel ProXpress et normalisée par rapport à la

quantification total des spots de l’eŶseŵďle des protéines présentes sur le gel (% du volume

total) (adapté de Desclos et al., 2009).
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(Fig. II.29 ; Gƌďić, ϮϬϬϯ; Guo et al., ϮϬϬϰ; PƌužiŶskĄ et al., 2017). EŶ plus d͛ġtƌe suƌeǆpƌiŵĠes eŶ ĐoŶditioŶ 

de sénescence naturelle, certaines de ces PLCPs le sont également en conditions de sénescence induite 

par un stress (Gombert et al., 2006; Poret et al., 2016). Les membres de cette famille de protéases à 

ĐǇstĠiŶe ĠtaŶt Ŷoŵďƌeuǆ, il est diffiĐile de faiƌe uŶe aŶalǇse eǆhaustiǀe de l͛iŵpliĐatioŶ et du ƌôle de 

chacune de ces PLCPs au cours de la sénescence foliaire. Ainsi, le choix a ĠtĠ fait de s͛iŶtĠƌesseƌ plus 

particulièrement au cours de ce travail de thèse à la protéase à cystéine la plus fortement induite au cours 

de la sénescence foliaire chez de nombreuses espèces végétales (Buchanan-Wollaston et Ainsworth, 1996; 

Noh et Amasino, 1999b; Guo et al., 2004; Roberts et al., 2012; Girondé et al., 2016; Poret et al., 2016), la 

PLCP SAG12. 

La protéase SAG12 est uŶe pƌotĠiŶe pƌĠseŶte Đhez uŶe ŵultitudes d͛espğĐes telles que le riz, le 

tabac, le colza et Arabidopsis thaliana  (Guo et al., 2004; Desclos et al., 2009; Singh et al., 2013, 2016; Li et 

al., 2017). Elle Ŷ͛est ƌepƌĠseŶtĠe Ƌu͛uŶe fois daŶs le gĠŶoŵe d͛Arabidopsis thaliana mais 2 orthologues 

sont retrouvés chez le riz (OsSAG12-1 et OsSAG12-2) et chez Brassica napus (BnaSAG12-1 et BnaSAG12-

2) (Noh et Amasino, 1999a; Singh et al., 2013, 2016). Son promoteur, dit spécifique de la sénescence, peut 

être induit par divers stress abiotiques et réprimé par différentes phytohormones et molécules liées au 

développement tel Ƌue les ĐǇtokiŶiŶes, l͛auǆiŶe, les suĐƌes… (Noh et Amasino, 1999b; Desclos et al., 2008; 

Dubousset et al., 2009; Desclos-Théveniau et al., 2015; Wei et al., 2017). L͛ eǆpƌessioŶ de SAGϭϮ a ĠtĠ 

trouvée dans la plupart des organes (feuilles, tiges, siliques, pétales) qui rentrent en senescence ;Gƌďić, 

2002 ; 2003; Poret, 2016). Chez le colza, la protéase SAG12 est surexprimée relativement précocement et 

durablement (elle est encore largement présente dans le protéome de feuilles chutées ; Desclos-

Théveniau et al., 2015) aussi bien durant la sénescence foliaire naturelle que durant la sénescence induite 

où elle est, par exemple, particulièrement induite par un stress N (Fig. II.30 ; Gombert et al., 2006; Desclos 

et al., 2009; Poret, 2016). Compte-tenu de toutes ces informatioŶs, tout suggğƌe Ƌu͛elle ĐoŶstitueƌait uŶe 

protéase absolument essentielle au bon déroulement de ce processus et pourrait être un déterminant 

ŵajeuƌ ĐoŶditioŶŶaŶt l͛ERA (Girondé et al., 2016; Poret et al., 2016). PouƌtaŶt, d͛autƌes Ġtudes réalisées 

sur Arabidopsis thaliana montrent que des lignées Knock-Out pour le gène SAG12 (Otegui et al., 2005) ne 

présentent aucune différence de progression des symptômes foliaires de senescence avec la lignée 

sauǀage. Ces tƌaǀauǆ ŵoŶtƌeŶt ĠgaleŵeŶt Ƌue l͛aďseŶĐe de Đette pƌotĠase Ŷ͛a auĐuŶ iŵpaĐt suƌ la 

formation des « Senescent Associated Vacuoles » (SAV, décrites plus en détail dans la partie §B.II.2.b.i) 

dans lesquelles SAG12 à précédemment été localisée (Otegui et al., 2005). Par ailleurs, une autre étude 

ƌĠalisĠe Đhez le ƌiz ŵoŶtƌe ŵġŵe Ƌue l͛aďseŶĐe de la protéine SAG12 permet une accélération de la 

sénescence, suggérant ainsi que cette protéase à cystéine serait en fait un régulateur négatif de la 
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Fig. II.31. Rôle de la Vacuolar Processing Enzyme (VPEγ) dans la maturation d’uŶe
carboxypeptidase (AtCPY). Les analyses ont été réalisées par western-blot avec des

anticorps anti-VPEγ et anti-AtCPY. Une accumulation de la forme mature de la protéase

AtCPY (48 kD) au détriment de la forme immature (24 kD) est observée lorsque les plantes

Ŷ’eǆpƌiŵeŶt plus VPEγ (Knock out VPEγ : γ-1 et γ-2) (A). Lorsque ces lignées knock-out sont

complémentées par une VPEγ sous contrôle d’uŶ promoteur 35S (35S::VPEγ), le phénotype

sauvage présentant une maturation de la carboxypeptidase (AtCPY) est recouvré (B). i :

immature ; m : mature (adapté de Rojo et al., 2003).
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sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe eŶ ƌĠpƌiŵaŶt ŶotaŵŵeŶt l͛eǆpƌessioŶ de ĐeƌtaiŶs gğŶes SAGs  (Singh et al., 2013). A la 

lumière de ces dernières études, il apparaît donc que le rôle de la protéase SAG12 durant la sénescence 

foliaire reste à ce jour controversé.  

  Les « Vacuolar Processing Enzymes » (VPEs) sont une classe de protéases à cystéines à activité 

caspase 1-like, responsables de la maturation de protéases vacuolaires mais aussi de la rupture de la 

vacuole lytique lors de la phase n°3 (dite terminale) de la sénescence (Cf. §B.I.1.c) (Hara-Nishimura et 

Hatsugai, 2011). Chez Arabidopsis thaliana, deux membres des VPEs voient leur expression 

particulièrement induite lors de la sénescence : αVPE et γVPE ;Fig. II.31 ; Kinoshita et al., 1999; Rojo et al., 

2003; Roberts et al., 2012). De plus, il a été démontré que les VPEs sont davantage impliquées dans 

l͛aĐtiǀatioŶ de pƌotĠases telles que AtCPY (Rojo et al., 2003) que dans la dégradation de protéines comme 

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

d͛Arabidopsis thaliana transformantes KO ou sur-exprimant des VPEs ont permis de montrer que le niveau 

d͛eǆpƌessioŶ de Đes pƌotĠases ă ĐǇstĠiŶe Ŷ͛aǀait auĐuŶ iŵpaĐt suƌ le tauǆ de dĠgƌadatioŶ de la RuBisCO au 

cours de la sénescence foliaire ;PƌužiŶskĄ et al., 2017). Le rôle précis de ces protéases durant la sénescence 

reste donc pour le moment encore mal connu. 

 Les MétaCaspases (MCs) sont une petite famille de protéases à cystéine composée de seulement 

9 membres identifiés au sein du génome d͛Arabidopsis thaliana (Roberts et al., 2012) : 3 du type I (AtMC1 

à 3 ) et 6 du type II (AtMC4 à 9 ; Tsiatsiani et al., 2011). Diverses études montrent une implication des MCs 

lors du processus de mort programmée de la cellule (Programmed Cell Death ; PCD), notamment au cours 

du développement (Watanabe et Lam, 2011). Ainsi, la MC AtMC9 serait impliquée dans la mort cellulaire 

du xylème pour la formation des trachéides chez Arabidopsis thaliana (Bollhöner et al., 2013; Escamez et 

al., 2016). Même si plusieurs gènes de MCs (MC6 et MC9) sont clairement induits au cours de la sénescence 

foliaire chez Arabidopsis thaliana (Breeze et al., 2011), le rôle de ces protéases durant la sénescence reste 

encore largement méconnu. 

 Leur activité optimale étant généralement à pH acide (van der Hoorn et al., 2004; Diaz-Mendoza 

et al., 2016), les CPs sont essentiellement localisées dans les vacuoles même si une étude réalisée par 

Beers et al., (2004) suggèrent que certaines CPs pourraient avoir une localisation plastidiale. Les PLCPs 

sont principalement localisées dans les SAVs (SAG12, par exemple ; Otegui et al., 2005; Martínez et al., 

2008; Carrión et al., 2013, 2014) ou la vacuole centrale (RD21, par exemple ;  Yamada et al., 2001; Martínez 

et al., 2007)) (Fig. II.20). Les VPEs, Đoŵŵe leuƌ Ŷoŵ l͛iŶdiƋue, seƌoŶt ĠgaleŵeŶt spĠĐifiƋueŵeŶt loĐalisĠes 

dans les vacuoles où elles assurent la maturation de protéases vacuolaires et participent à la rupture de la 



Fig. II-32. Schéma hypothétique du trafic vésiculaire associé à l’eǆpoƌtatioŶ de matériel

chloroplastique pour sa dégradation dans les vacuoles. Deux voies indépendantes de l’autophagie
(ATG-independent) sont représentées à gauche (mauve) : une voie mettant en jeu les Senescence-

Associated Vacuoles (SAVs) et une autre mettant en jeu les CV-containing vesicles (CCVs). Les

mécanismes impliqués dans la biogenèse des SAVs ainsi que les caractéristiques ultrastructurales des

CCVs (membrane double vsmembrane unique, présence de membranes thylakoïdiennes à l'intérieur)

sont actuellement inconnus. Deux voies dépendantes de l’autophagie (ATG-dépendent) sont

représentées à droite (jaune clair) : une première impliquant les RuBisCO-containing bodies (RCBs) et

une seconde impliquant les corps autophagiques ATG8-INTERACTING PROTEIN 1 PoSitive (ATI1-PS).

Ces deux voies nécessitent l’iŶteƌveŶtioŶ de protéines ATG8 (adapté de Otegui et al., 2018).

Fig. II-33. Ultrastructure d’uŶ « RuBisCO-Containing Bodie » (RCB) dans la vacuole d’uŶe
cellule du mésophile d’uŶe feuille de blé âgée de 21 jours. La grande sous-unité de la

RuBisCO a été détectée avec un anticorps Anti RuBisCO couplé à des billes d’oƌ. La flèche
indique la localisation du RCB. CP : Chloroplaste, M : Mitochondrie, V : Vacuole (adapté de

Chiba et al., 2003).

1 µm
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paroi vacuolaire (Kinoshita et al., 1999; Lam, 2005; Hara-Nishimura et Hatsugai, 2011). Concernant les 

MCs, elles ont été localisées dans le noyaux (AtMC3) et dans le cytoplasme (AtMC9) (Kwon et Hwang, 

2013).  

 Trafic vésiculaire associé à la protéolyse. 

 Comme nous venons de le voir, les protéases ont des localisations subcellulaires différentes en 

foŶĐtioŶ de leuƌs Điďles et de leuƌ pH optiŵal d͛aĐtiǀitĠ. AiŶsi, la dĠgƌadatioŶ totale d͛uŶe pƌotĠiŶe 

ŶĠĐessiteƌa le plus souǀeŶt l͛iŶteƌǀeŶtioŶ de plusieuƌs pƌotĠases aǇaŶt des loĐalisatioŶs suďĐellulaiƌes 

diffĠƌeŶtes. A titƌe d͛eǆeŵple, eŶ dĠpit de la pƌĠseŶĐe de Ŷoŵďƌeuses pƌotĠases loĐalisĠes daŶs les 

chloroplastes, la dégradation des protéines plastidiales au cours de la sénescence est essentiellement 

réalisée au sein de la vacuole. Dans ce contexte, la protéolyse des protéines chloroplastidiales est rendue 

possiďle paƌ l͛eǆisteŶĐe d͛uŶ tƌafiĐ ǀĠsiĐulaiƌe eŵpƌuŶtaŶt des ǀoies  dĠpeŶdaŶtes ou ŶoŶ de l͛autophagie 

(Fig. II.32). 

B.II.2.a. Le trafic vésiculaire dépendant de l’autophagie 

 L͛autophagie ĐoƌƌespoŶd ă uŶ tƌafiĐ iŵpliƋuaŶt des ǀĠsiĐules peƌŵettaŶt le tƌaŶspoƌt des 

composés cellulaires, des organites ou de leurs composants vers des vacuoles pour y être dégradés. Les 

vésicules autophagiques puisent les ressources nécessaires à la formation de leurs membranes au sein du 

réticulum endoplasmique (Otegui, 2018). Elles sont essentielles à la protéolyse associée à la remobilisation 

de l͛N loƌs de la sĠŶesĐeŶĐe (Guiboileau et al., 2012; Ishida et al., 2014; Masclaux-Daubresse et al., 2017). 

EŶ effet, des plaŶtes d͛Arabidopsis thaliana mutantes Knock-Out pour des gènes impliqués dans 

l͛autophagie, ă saǀoiƌ atg5 et atg9 ǀoieŶt leuƌ ƌeŵoďilisatioŶ eŶ N foƌteŵeŶt diŵiŶuĠe du fait d͛uŶe 

protéolyse inefficace conduisant à une accumulation de protéines et de peptides non dégradées 

(Guiboileau et al., 2012, 2013). Deux corps vésiculaires autophagiques différents (RCBS et ATI-PS bodies), 

impliqués dans la dégradation de protéines plastidiales (chlorophagie) sont décrits ci-dessous (Fig. II.32) : 

 Rubisco-Containing Bodies (RCBs) 

 Les RCBS sont des corps autophagiques d͛eŶǀiƌoŶ Ϭ,ϱ ă ϭ µŵ de diaŵğtƌe à double membranes 

contenant des protéines plastidiales telles que de la RuBisCO, la glutamine et des composants de la 

membrane thylakoidienne (Fig. II.33 ; Chiba et al., 2003). Ils sont présents dans le cytoplasme des cellules 

de feuilles sĠŶesĐeŶtes et se foƌŵeŶt ă paƌtiƌ de stƌoŵules ĠlaďoƌĠs ă paƌtiƌ de l͛eŶǀeloppe plastidiale. 

Ainsi, chez des plantes KO-atg5 et KO-atg7, plusieurs études ont montré que les RCBs restaient solidaires 



Fig. II.34. Ultrastructure d’uŶe cellule de feuille de pois sénescente mettant

en évidence la présence de « Senescence Associated Vacuoles » (SAVs) dans

le cytoplasme. Chl : chloroplaste ; Mt : mitochondrie ; N : noyau ; St : amidon ;

V : vacuole (adapté de Chiba et al., 2003).

1 µm
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des stromules et Ŷ͛aƌƌiǀaieŶt pas ă ġtƌe liďĠƌĠs daŶs le ĐǇtoplasŵe.  Ces tƌaǀauǆ ŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛eǆpƌessioŶ 

de gğŶes liĠs ă l͛autophagie ;Atg5 et Atg7) est essentiel dans la formation des RCBs (Ishida et al., 2008; 

Spitzer et al., 2015).   

 ATI1-PS bodies 

 Contrairement aux RCBs, les ATI1-PS bodies sont des corps autophagiques beaucoup plus petits 

(50-100 nm) se formant par bourgeonnement à la surface des chloroplastes. Leur formation à lieu dans les 

Đellules de feuilles sĠŶesĐeŶtes et Ŷe ŶĠĐessite pas l͛iŶteƌǀeŶtioŶ pƌĠalaďle de stƌoŵules Ŷi l͛eǆpƌessioŶ de 

gènes de type ATG (Michaeli et al., 2014). Une protéine ATI1 (ATG8-INTERACTING PROTEIN1) va permettre 

le recrutement de protéines plastidiales (protéines du stroma, de l͛eŶǀeloppe des Đhloƌoplastes et des 

thylakoïdes) au sein du corps autophagique et va également interagir avec ATG8 permettant le ciblage du 

corps autophagique vers la vacuole. En effet, les ATI1-PS bodies ont tout de même besoin de la machinerie 

ATG pouƌ se dĠĐhaƌgeƌ daŶs la ǀaĐuole. CepeŶdaŶt, uŶe dĠfiĐieŶĐe eŶ pƌotĠiŶe ATIϭ Ŷ͛iŵpaĐte pas la 

dégradation de la RuBisCO montrant que ces vésicules ne participent pas à sa protéolyse (Michaeli et al., 

2014). 

B.II.2.b. Le trafic vésiculaire indépendant de l’autophagie 

 Toutes les voies de dégradation des protéines plastidiales Ŷe foŶt pas appel ă l͛autophagie. EŶ 

effet, deuǆ autƌes ǀoies oŶt ĠtĠ ŵises eŶ ĠǀideŶĐe et iŵpliƋueŶt d͛autƌes tǇpes de ǀĠsiĐules : les 

« senescence-associated vacuoles » (SAVs) et les « CV containing vesicles » (CCVs) (Fig. II.32). 

 Les Senescence-Associated Vacuoles (SAVs) 

 Les Senescence-Associated Vacuoles (SAVs), sont des petites vacuoles spécifiquement induites lors 

de la sénescence (0,8 à 1 µm de diamètre) et dont le contenu a un pH plus acide que celui de la vacuole 

centrale (Fig. II.34 ; Otegui et al., 2005; Martínez et al., 2008; Carrión et al., 2013). Contrairement aux 

vésicules autophagiques, les SAVs sont des compartiments lytiques avec des activités protéasiques telles 

que les activités cystéines protéases (Carrión et al., 2013). A titƌe d͛eǆeŵple, Đe soŶt daŶs Đes ǀaĐuoles 

que la protéase SAG12 a été pour la première fois localisée au niveau cellulaire (Otegui et al., 2005). En 

plus des protéases, Il a été retrouvé au sein des SAVs des protéines chloroplastiques telles que la grande 

sous-unité de la RuBisCO et la glutamine synthétase. Cependant, aucune protéine des thylakoïdes (telle 

Ƌue la pƌotĠiŶe Dϭ, paƌ eǆeŵpleͿ Ŷ͛Ǉ a jaŵais ĠtĠ ƌetƌouǀĠe ŵettaŶt eŶ aǀaŶt uŶ pƌoĐessus d͛eǆpoƌtatioŶ 

sélectif vers ces vésicules (Martínez et al., 2008; Otegui, 2018). Néanmoins, mis à part le fait que leur 
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formation ne fait pas intervenir de gène d͛autophagie (Otegui et al., 2005), il existe, à ce jour, très peu  

d͛iŶfoƌŵatioŶ peƌŵettaŶt d͛appƌĠheŶdeƌ les ŵĠĐaŶisŵes iŵpliƋuĠs daŶs l͛appaƌitioŶ de Đes ǀaĐuoles. 

 Les CV Containing Vesicles (CCVs) 

 Les CCVs sont des vésicules intervenant dans une voie de dégradation des protéines 

chloroplastiques indépendante des mécanismes autophagiques. Une protéine transmembranaire, appelée 

protéine CV, va interagir avec les protéiŶes des thǇlakoïdes et du stƌoŵa puis iŶduiƌe la foƌŵatioŶ d͛uŶ 

ďouƌgeoŶŶeŵeŶt aďoutissaŶt ă la ĐƌĠatioŶ d͛uŶe ǀĠsiĐule appelĠe CCV. DaŶs Đette ǀĠsiĐule, les pƌotĠiŶes 

plastidiales ayant interagit préalablement avec la protéine CV sont chargées et envoyées vers les vacuoles 

lytiques où elles sont ensuite dégradées. Par ailleurs, Wang et Blumwald (2014) ont montré que la protéine 

CV nécessaire à la formation des CCVs est fortement accumulée lors de la sénescence foliaire naturelle ou 

induite par un stress abiotique. 

 Toutes ces voies vésiculaires aboutissant à la dégradation des protéines plastidiales sont encore 

ƌelatiǀeŵeŶt  peu ĠtudiĠes et les ŵĠĐaŶisŵes iŵpliƋuĠs eŶĐoƌe ŵal ĠluĐidĠs. A titƌe d͛eǆeŵple, ă Đe jouƌ, 

auĐuŶe Ġtude Ŷ͛a ĠtĠ ĐoŶduite suƌ Đe sujet Đhez le Đolza aloƌs ŵġŵe Ƌu͛uŶe ŵeilleuƌe ĐoŵpƌĠheŶsioŶ de 

Đes ŵĠĐaŶisŵes pouƌƌait pƌoďaďleŵeŶt ƌĠǀĠleƌ des leǀieƌs d͛aŵĠlioƌatioŶ seŶsiďle de l͛ERA.  

 Les systèmes anti-protéolytiques 

Si l͛iŵpoƌtaŶĐe des pƌotĠases eŶ taŶt Ƌu͛eŶzǇŵes esseŶtielles ă la sĠŶesĐeŶĐe Ŷe fait auĐuŶ doute, 

la régulation de leur activité est également un élément important à prendre en compte dans le bon 

déroulement des processus protéolytiques. 

 Comme nous venons de le voir, la compartimeŶtatioŶ Đellulaiƌe et l͛eǆpƌessioŶ de faĐteuƌs de 

tƌaŶsĐƌiptioŶ Đapaďles de ŵoduleƌ l͛eǆpƌessioŶ des gğŶes ĐodaŶt Đes pƌotĠases soŶt des ĠlĠŵeŶts 

dĠteƌŵiŶaŶts pouƌ ƌĠguleƌ l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠasiƋue. Paƌ eǆeŵple, duƌaŶt la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe d͛Arabidopsis 

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

esseŶtiel ă l͛eǆpƌessioŶ la pƌotĠase SAG12 (Miao et al., 2004). La ƌĠgulatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ des pƌotĠases peut 

également se faire via la synthèse de pƌĠĐuƌseuƌs iŶaĐtifs ŶĠĐessitaŶt des pƌoĐessus d͛auto-activation ou 

d͛aĐtiǀatioŶ paƌ d͛autƌes pƌotĠases aĐtiǀes. Ces pƌoĐessus peƌŵetteŶt d͛aĐtiǀeƌ les pƌotĠases au ŵoŵeŶt 

opportun et ainsi de prévenir une protéolyse spatio-temporelle inappropriée (Diaz-Mendoza et al., 2016). 

Les CPs et plus particulièrement les PLCPs sont par exemple connues pour être synthétisées avec un pro-

peptide Ƌui ŶĠĐessite d͛ġtƌe ĐliǀĠ pouƌ Ƌue la pƌotĠase deǀieŶŶe aĐtiǀe (Yamada et al., 2001; van der Hoorn 

et al., 2004; Richau et al., 2012). 



TǇpes d’iŶhiďiteuƌs de protéases Protéases inhibées

Soybean Künitz inhibitor
Protéases à sérine, cystéine et 

aspartate

Baumann-Birk Protéases à sérine

Potato I inhibitor Protéases à sérine

Potato II inhibitor Protéases à sérine

Pumpkin trypsin inhibitors / Squash 

inhibitors
Protéases à sérine

Trypsin and α-amylase inhibitors from

cereal grains
Protéases à sérine

Mustard trypsin inhibitors
Protéases à sérine

Serpins
Protéases à sérine

et cystéine

Phytocystatin Protéases à cystéine

Tableau II.3. Classification des inhibiteurs de protéases chez les plantes ;d’apƌğs Mosolov

et Valueva, 2005).
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 EŶfiŶ, l͛aĐtiǀitĠ des protéases peut également être négativement régulée par des inhibiteurs de 

protéases endogènes capables de se fixer au niveau de leur site actif. Ils existent de nombreux inhibiteurs 

de protéases connus dans le règne végétal (Tableau II.3 ; Mosolov et Valueva, 2005) et de nombreux 

travaux utilisant certains de ces inhibiteurs montrent leurs effets sur la régulation de la sénescence et de 

la pƌotĠolǇse. A titƌe d͛eǆeŵple, l͛eǆpƌessioŶ d͛iŶhiďiteuƌs eŶdogğŶes de pƌotĠases ă ĐǇstĠiŶe tels que les 

cystatines ralentit la progression de la sénescence. Ainsi, la sur-eǆpƌessioŶ d͛uŶe ĐǇstatiŶe de ƌiz ;OC-1) 

chez le tabac a permis de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe uŶ ŵaiŶtieŶ de l͛aĐtiǀitĠ photosǇŶthĠtiƋue daŶs les feuilles 

sĠŶesĐeŶtes des ligŶĠes suƌeǆpƌiŵaŶt l͛OC-1 comparées aux feuilles de plantes sauvages (Prins et al., 

2008). Chez Arabidopsis thaliana, une surexpression de deux cystatines (AtCYSa et AtCYSb) a permis de 

ŵettƌe eŶ luŵiğƌe l͛iŵpliĐatioŶ des iŶhiďiteuƌs de pƌotĠases ă ĐǇstĠiŶe de la faŵille des papaïŶ-like (PLCPs) 

dans la tolérance à de nombreux stress tels que les stress salin, hydrique et oxydatif (Zhang et al., 2008).  

 Paƌ ailleuƌs, d͛autƌes Ġtudes ƌĠalisĠes Đhez Arabidospis thaliana ont également permis de montrer 

que des traitements avec des inhibiteurs synthétiques de protéases à sérine et cystéine provoquaient un 

ralentissement de la sénescence de différents organes (Coupe et al., 2003; Pak et Doorn, 2005; Carrión et 

al., 2013). Outre leur intérêt dans les études précédemment citées, ces inhibiteurs sont également des 

outils de choix pour étudier, in vitro, l͛aĐtiǀitĠ des diffĠƌeŶtes Đlasses de pƌotĠases (Girondé et al., 2016; 

Poret et al., 2016), même si leur manque de spécificité peut parfois poser question.  

 Finalement, in planta, l͛aĐtiǀitĠ de ĐeƌtaiŶes pƌotĠases peut ĠgaleŵeŶt ġtƌe ŵodulĠe paƌ uŶe autƌe 

faŵille d͛iŶhiďiteuƌs doŶt le rôle durant la sénescence a partiellement été démontré : la famille des 

« Water Soluble Chlorophylle binding Protein » (WSCP ; Yakushiji et al., 1963). Dans le contexte de la 

sĠŶesĐeŶĐe, Đette faŵille d͛iŶhiďiteuƌs est paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŶtĠƌessaŶte puisƋu͛eŶ plus d͛aǀoiƌ uŶe 

activité inhibitrice de certaines classes de protéases (protéases à sérines ou à cystéines), certains membres 

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

B.II.3.a.  Les Water Soluble Chlorophyll binding Proteins  

 Les WSCPs sont des protéines hydrosolubles identifiées chez une multitude d͛espğĐes doŶt les 

Brassicacées tel que le colza (Yakushiji et al., 1963; Takamiya, 1973; Satoh et al., 2001). Basées sur leurs 

propriétés photochimiques, elles peuvent être partagées en 2 classes : les Chenopodium-type (Classe 1) 

qui sont dites photo-ĐoŶǀeƌtiďles Đaƌ leuƌ speĐtƌe d͛absorption change avec la lumière blanche (Yakushiji 

et al., 1963) et les Brassica-type (Classe II) (Murata et al., 1971). La classe II peut elle-même être subdivisée 

en 2 sous-Đlasses eŶ foŶĐtioŶ de leuƌ Ŷiǀeau d͛affiŶitĠ pouƌ la ĐhloƌophǇlle a et b : 



Bnd22
WSCP1

WSCP2

Fig. II.35. Identification sur gel bidimensionnel de 3 « Water

Soluble Chlorophyl binding Proteins » (WSCPs : BnD22, WSCP1 et

WSCP2), induites par un traitement au Méthyl Jasmonate dans

des jeunes feuilles de Brassica napus L. ;d’apƌğs de Desclos et al.,
2008).

Fig. II.36. Structure tridimensionnelle d’uŶ tétramère de WSCP associé à la

chlorophylle chez Lepidium virginicum. (A) Les monomères (Chains A, B, C et D)

de WSCP sont représentés en jaune, verte, rouge et bleu. Ils forment une cavité

dans laquelle 4 molécules de chlorophylle sont fixées (sphères de couleurs). (B)

Représentation de la cavité centrale formée par le tétramère de WSCP,

contenant les 4 molécules de chlorophylle ;d’apƌğs Horigome et al., 2007).

A B
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 La classe IIA appelée aussi Brassica-WSCP possède une plus haute affinité pour la Chl a que pour 

la Chl b. La majorité des WSCPs de brassicaées telles que celles du chou-fleur (Brassica oleracea 

var Botrity), du chou de Bruxelles (Brassica.oleracea var gemmifera) et du colza (Brassica napus 

L.) se classent dans cette sous-catégorie. Elles sont généralement composées de 4 sous-unités de 

20 à 24 kDa (Satoh et al., 2001).  

 La classe IIB surnommée Lepidium-WSCP retrouvée chez lepidium virgincum est caractérisée par 

une haute affinité pour la Chl b et composée de sous-unité allant de 16 à 22 kDa.  

 Les WSCPs de classe II, et plus particulièrement de la classe IIA, sont remarquables par leur 

accumulation lors de stress abiotiques variés (Annamalai et Yanagihara, 1999; Desclos et al., 2008). De par 

leuƌ aĐĐuŵulatioŶ loƌs d͛uŶ stƌess azotĠ et leuƌ pƌĠseŶĐe Đhez le Đolza, Ŷous foĐaliseƌoŶs plus 

particulièrement sur la classe IIA. Chez le Đolza, paƌŵi les WSCPs aĐtuelleŵeŶt ideŶtifiĠes, l͛uŶe d͛elles, 

appelĠe BŶDϮϮ pƌĠseŶte uŶ gƌadieŶt d͛eǆpƌessioŶ aŶtagoŶiste ă Đelui des pƌotĠases (Reviron et al., 1992; 

Etienne et al., 2007; Desclos et al., 2008). Ainsi, elle est fortement accumulée dans les jeunes feuilles non 

sénescentes (Downing et al., 1992; Reviron et al., 1992), surtout lorsque les plantes sont soumises à des 

situatioŶs de stƌess, tels Ƌu͛uŶ stƌess hǇdƌiƋue (Reviron et al., 1992) ou uŶe ĐaƌeŶĐe eŶ N ou ă l͛appliĐatioŶ 

d͛uŶe phǇthoƌŵoŶe tel Ƌu͛uŶ tƌaiteŵeŶt au ŵĠthǇl jasŵoŶate (Etienne et al., 2007; Desclos et al., 2008). 

Chez le Đolza, ă la suite d͛uŶ tƌaiteŵeŶt au ŵĠthǇl jasŵoŶate, deuǆ autƌes WSCPs oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠes daŶs 

les jeunes feuilles, WSCP2 et WSCP1 (Fig. II.35), cette dernière présentant des homologies avec une 

WSCP1 de Brassica oleracea (CauWSCP) (Desclos et al., 2008). Outƌe la foŶĐtioŶ d͛iŶhiďiteuƌ de pƌotĠases, 

ces WSCPs ont également une fonction de protection des chlorophylles. 

 Les WSCPs et la protection des chlorophylles 

 Les WSCPs sont impliquées dans la photo-protection des chlorophylles. Ceci a pu être mis en 

évidence par Schmidt et al., (2003) Ƌui oŶt ĠtĠ les pƌeŵieƌs ă dĠŵoŶtƌeƌ Ƌu͛eŶ pƌĠseŶĐe d͛une CauWSCP, 

(i) les ĐhloƌophǇlles ĠtaieŶt ŵoiŶs seŶsiďles ă l͛eǆpositioŶ ă uŶe foƌte iŶteŶsitĠ luŵiŶeuse, et (ii) la 

pƌoduĐtioŶ de ROS ;ŶotaŵŵeŶt de l͛oǆǇgğŶe siŶguletͿ loƌs de la dĠgƌadatioŶ des ĐhloƌophǇlles Ġtait 

significativement diminuée. La résolution de la structure cristaline de LpWSCP (WSCP de Lepidium 

virginicum) a permis de mettre en évidence 4 acides aminés (proline en position 36, glutamine en position 

57 et tryptophanes en positions 90 et 154), dont la position est identique au sein des séquences 

peptidiques des différentes WSCPs (Fig. II.36 et Fig. II.37 ; Horigome et al., 2007) et qui permettent la 

liaison au noyau tetrapyrroliƋue des ĐhloƌophǇlles. Cette iŶteƌaĐtioŶ peƌŵet la foƌŵatioŶ d͛uŶe ďaƌƌiğƌe 

phǇsiƋue eŶtƌe les ĐhloƌophǇlles et les atoŵes d͛oǆǇgğŶe, ĠǀitaŶt aiŶsi la foƌŵatioŶ de ROS et doŶĐ la 



Fig. II.37. Alignement des séquences d’acides aminés de BnD22, de WSCP1 de Brassica napus L. et de

WSCP1 de Brassica oleracea. Les rectangles rouge et noir correspondent respectivement au domaine Kunitz-

type des inhibiteurs de protéases et à la zone conservée en C-terminale des WSCPs. Les 4 acides aminés

entourés en vert permettent la fixation à la chlorophylle. Les astérisques bleus indiquent les sites de clivage

des peptides aux extrémités N- et C- terminales.

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

10         20         30         40         50         60         70              

BnD22     MKTFFLVTLL LAAAVCTHGR EQVKDSNGNP VKRGAKYFIQ PAKSNAGGLV PAAINLLPFC PLGITQTLLP 

WSCP1     MKTFFLVTLL LAAAVCTHGR EQVKDSNGNP VKRGAKYFIQ PAKSNGGGLF PAAINILPFC PLGITQTLLP 

BolC.WSCP1.a MKTFFLVTLL LAAAVCTHGR EQVKDSNGNP VKRGAKYFIQ PAKSNGGGLF PAAINILPFC PLGITQTLLP 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

80         90        100        110        120        130        140              

BnD22     YQPGLPVSFG YEPVIVGTDY IYTSTTINIE FESDIWPVCN ELSKLWAVDV SSSAAKEPAI IIGGESTAPN 

WSCP1     YQPGLPVSFG YEPVIVGTDY IYTSTTINIE FRSEIWPGCN ELSKLWAVDV SSTAAKEPAI IIGGERTAPN 

BolC.WSCP1.a YQPGLPVSFG YEPVIVGTDY IYTSTTINIE FRSEIWPGCN ELSKLWAVDV SSTAAKEPAI IIGGERTAPN 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

150        160        170        180        190        200        210            

BnD22     SLFKIEEATE ANTYKLTTSY GTVGTIPGPW LSAPQLIVTN DESKTLFVKF VKVDDAATKA TTSTSRVEKL 

WSCP1     SLFKIEEATG AHTYKLTTSS GTVGTIPGPW LGAPQLIATN DDAKTLFVKF VKVDDDATKA TTSTSRVEKL 

BolC.WSCP1.a SLFKIEEATG AHTYKLTTSS GTVGTIPGPW LGAPQLIATN DDAKTLFVKF VKVDDDATKA TTSTSRVEKL 

....|...

BnD22     GLKMFPFY

WSCP1     GLRMFPFY

BolC.WSCP1.a GLRMFPFY

*
*
*

*
*
*

Fig. II.38. Représentation schématique de la progression acropète de la sénescence et

du gradient basipète de l’accuŵulatioŶ de BnD22 le long de l’axe de la plante de colza

soumise ou non à une limitation en N. Les évènements physiologiques associés au

processus de sénescence ainsi que la présence ou non de BnD22 dans les jeunes et dans

les vieilles feuilles de plantes cultivées sous limitation azotée, sont présentés

respectivement dans les cadres vert et jaune (Avice et Etienne, 2014).
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dégradation des chlorophylles (Fig. II.36). Enfin Damaraju et collaborateurs (2011) ont confirmé cette 

foŶĐtioŶ de pƌoteĐtioŶ des ĐhloƌophǇlles des WSCPs eŶ ŵoŶtƌaŶt Ƌu͛uŶe suƌeǆpƌessioŶ Đhez le taďaĐ d͛uŶe 

WSCP de choux fleur (CauWSCP) s͛aĐĐoŵpagŶait d͛uŶe ŵeilleuƌe tolĠƌaŶĐe au stƌess luŵiŶeuǆ se 

traduisant notamment par une diminution de la production de ROS associée à un maintien des teneurs en 

chlorophylles.  

 Les WSCPs, des inhibiteurs de protéases 

 En plus de leur fonction de protection des chlorophylles, certaines WSCPs ont également une 

fonction inhibitrice de protéases (protéases à sérine ou cystéine). Ces WSCPs constituent une petite sous-

famille appelée « Künitz protease inhibitor » caractérisée par la prĠseŶĐe d͛uŶ ŵotif sigŶatuƌe au sein de 

leur séquence peptidique : ([LIVM]-x-D-x-[EDNTY]-[DG]-[RKHDENQ]-x-[LIVM]-x(5)-Y-x-[LIVM]) (Fig. II.37 ; 

(Satoh et al., 2001; Rustgi et al., 2017b).  

 Pouƌ ĐeƌtaiŶes WSCPs, leuƌ foŶĐtioŶ d͛iŶhiďiteuƌ de pƌotĠases a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠe in planta. A titre 

d͛eǆeŵple, Đhez le Đolza, l͛aĐtiǀitĠ iŶhiďitƌiĐe de pƌotĠases d͛uŶe WSCP de tǇpe KüŶitz pƌotease 

inhibitor (appelée BnD22), a été mise en évidence à des pH compris entre 5 et 8 dans des feuilles non 

sénescentes (Ilami et al., 1997). De plus, Etienne et collaborateurs (2007) ont montré chez des plantes de 

colza carencées eŶ N uŶe aĐĐĠlĠƌatioŶ de la sĠŶesĐeŶĐe des ǀieilles feuilles et uŶ ƌetaƌd d͛eŶtƌĠe en 

sénescence des feuilles plus jeunes comparées aux mêmes feuilles de plantes correctement alimentées en 

N. DaŶs Đette ŵġŵe Ġtude, Đes auteuƌs oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛eŶtƌĠe pƌĠŵatuƌĠe eŶ sĠŶesĐeŶĐe des ǀieilles 

feuilles était corrélée à une disparition rapide de la pƌotĠiŶe BŶDϮϮ aloƌs Ƌu͛au ĐoŶtƌaiƌe le ƌetaƌd 

d͛iŶitiatioŶ de sĠŶesĐeŶĐe daŶs les jeuŶes feuilles Ġtait ĐoƌƌĠlĠ ă uŶe aĐĐuŵulatioŶ de Đette ŵġŵe pƌotĠiŶe 

(Fig. II.38). Ainsi ces auteurs suggèrent que chez le colza soumis à une privation en N, la protéine BnD22 

paƌtiĐipeƌait ă la fois ă l͛iŶhiďitioŶ des pƌotĠases et ă la pƌoteĐtioŶ des ĐhloƌophǇlles au seiŶ de jeuŶes 

feuilles afiŶ de ŵaiŶteŶiƌ le plus loŶgteŵps possiďle leuƌ iŶtĠgƌitĠ phǇsiologiƋue daŶs l͛atteŶte de 

condition de disponibilité en N plus favorable à la croissance. Par ailleurs, chez Arabidopsis thaliana, des 

Ġtudes oŶt ĠgaleŵeŶt ŵis eŶ ĠǀideŶĐe Ƌue des WSCPs ĠtaieŶt Đapaďles d͛iŶhiďeƌ l͛aĐtiǀitĠ de RDϮϭ, uŶe 

des protéases à cystéine les plus induites au cours de la sénescence foliaire (Boex-Fontvieille et al., 2015; 

PƌužiŶskĄ et al., 2017). De manière intéressante et surprenante, certaines études ont montré que cette 

inhibition de protéases par les WSCPs était réversible par la lumière. Ce processus a été mis en évidence 

par le fait que des graines germées et étiolées montraient une interaction entre la WSCP et RD21 qui 

disparaissait après un flash lumineux. (Boex-Fontvieille et al., 2015; Rustgi et al., 2017a). 
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 Toutes Đes Ġtudes suƌ les iŶhiďiteuƌs de pƌotĠases ŵoŶtƌeŶt l͛iŵpoƌtaŶĐe de Đeuǆ-ci dans la 

tolérance aux stress abiotiques mais également dans la régulation des activités protéolytiques associées à 

la sénescence. Ces différents inhibiteurs de protéases, et plus particulièrement les WSCPs, pourraient 

également ƌĠduiƌe l͛asǇŶĐhƌoŶisŵe eǆistaŶt eŶtƌe la pĠƌiode de ǀidage de Đes oƌgaŶes souƌĐes et la 

période de remplissage des graines et ainsi amélioreƌ la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N. 
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C. Problématique et objectifs de recherche 

Comme nous venons de le voir au travers de cette synthèse bibliographique, le colza est une plante 

présentant une ŵauvaise effiĐieŶĐe d’usage de l’N ;EUAͿ pƌiŶĐipaleŵeŶt due à uŶe ŵauvaise effiĐieŶĐe de 

remobilisation de cet élément (ERA), notamment au cours du stade végétatif. Outre les conséquences 

ŶĠgatives suƌ le ƌeŶdeŵeŶt, les peƌtes d’N liĠes à Đette ŵauvaise ƌemobilisation conduisent à des 

pƌoďlğŵes eŶviƌoŶŶeŵeŶtauǆ liĠs ŶotaŵŵeŶt auǆ phĠŶoŵğŶes de volatilisatioŶ et de liǆiviatioŶ de l’N. Il 

est généralement admis que la faible EUA des variétés de colza actuellement cultivées est la conséquence 

d’uŶe stƌatĠgie de sélection variétale conduite jadis, sans prise en compte du ratio rendement/fertilisant. 

Aujouƌd’hui, daŶs uŶ ĐoŶteǆte d’uŶe agƌiĐultuƌe plus ƌaisoŶŶĠe, la sĠleĐtioŶ de Ŷouvelles vaƌiĠtĠs de Đolza 

présentant un maintien, voire une amélioration des rendemeŶts, eŶ ƌĠpoŶse à de faiďles appoƌts d’iŶtƌaŶts 

azotĠs ĐoŶstitue uŶ dĠfi ŵajeuƌ taŶt suƌ le plaŶ eŶviƌoŶŶeŵeŶtal Ƌu’ĠĐoŶoŵiƋue. Le pƌogƌaŵŵe 

Investissement-Avenir RAPSODYN7, ĐooƌdoŶŶĠ paƌ Nathalie NESI ;DR à l’IGEPP, INRA de ReŶŶesͿ  et auƋuel 

est adossé ŵoŶ tƌavail de thğse, s’iŶsĐƌit totaleŵeŶt daŶs Đette pƌoďlĠŵatiƋue puisƋue l’oďjeĐtif priŶĐipal 

de ce programme vise à identifier de nouvelles variétés de colza à forte EUA en réponse à de faibles 

apports de fertilisants azotés. 

Au cours de ce travail de thğse, Ŷous avoŶs foĐalisĠ Ŷos Ġtudes suƌ l’ERA, uŶ levieƌ d’aŵĠlioƌatioŶ 

de l’EUA paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŶtĠƌessaŶt puisƋu’il est suggĠƌĠ depuis de Ŷoŵďƌeuses aŶŶĠes Ƌu’uŶe 

ŵeilleuƌe ƌeŵoďilisatioŶ des stoĐks eŶdogğŶes d’N pouƌƌait ĐoŶduiƌe à uŶe aŵĠlioƌatioŶ du bilan agro-

eŶviƌoŶŶeŵeŶtal de la Đultuƌe du Đolza. DaŶs Đe ĐoŶteǆte, de Ŷoŵďƌeuses Ġtudes ŵoŶtƌeŶt Ƌu’uŶe 

optiŵisatioŶ de l’ERA ŶĠĐessiteƌait ŶotaŵŵeŶt uŶe aŵĠlioƌatioŶ de la pƌotĠolǇse loƌs de la sĠŶesĐeŶĐe 

foliaiƌe. A titƌe d’eǆeŵple, des Ġtudes ƌĠĐeŶtes ont permis de montrer que des génotypes de colza 

particulièrement efficaces dans la dégradation des protéines solubles présentaient aussi une forte 

effiĐieŶĐe de ƌeŵoďilisatioŶ de l’N (Girondé et al., 2015b). Ainsi, les protéases à sérine, à aspartate et 

surtout les protéases à cystéine, semblent jouer un rôle central dans ce processus de protéolyse associé à 

la sénescence foliaire. De nombreux travaux suggèrent que ces protéases pourraient être des 

dĠteƌŵiŶaŶts ŵolĠĐulaiƌes ŵajeuƌs daŶs le ďut d’oďteŶiƌ, in fine, uŶe ƌeŵoďilisatioŶ de l’N plus effiĐieŶte 

(Kato et al., 2004; Desclos et al., 2009; Poret et al., 2016). Parmi les protéases les plus induites au cours de 

la sénescence, la protéase à cystéine SAG12 pourrait être un acteur majeur de la dégradation des protéines 

                                                           
7  ANR-11-BTBR-004 RAPSODYN – Investments 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 les tissus sénescents de nombreuses 

espèces végétales fait consensus, son véritable rôle au cours de la sénescence est, à ce jour, très 

controversé puisque par exemple, certains auteurs lui attribue un rôle mineur dans la progression visuel 

de la sénescence (Otegui et al., 2005), voire un rôle de régulateur négatif de la sénescence (Singh et al., 

2013, 2016). 

Dans ce contexte, le premier objectif de ces travaux de thèse a consisté à réaliser une étude 

fonctionnelle de la protéase SAG12 visant notamment à préciser son rôle dans les processus de 

reŵoďilisatioŶ et d’alloĐatioŶ de l’N duraŶt la séŶesĐeŶĐe.  

Pour répondre à cet objectif, la méthodologie a consisté à éteindre le gène SAG12. En l’aďseŶĐe 

de lignée de colza knock-out (KO) pour les gènes SAG12 et de méthode de transformations simples de 

cette espèce, il a été décidé de réaliser ces études sur une lignée KO SAG12 (sag12Ϳ de l’espğĐe ŵodğle 

Arabidopsis thaliana. Pour ce faire, différentes études comparatives (biomasses, sénescence foliaire, 

ƌeŶdeŵeŶts, aĐtivitĠs pƌotĠases, teŶeuƌs eŶ N…Ϳ paƌ ƌappoƌt au tǇpe sauvage ;ColͿ oŶt ĠtĠ ĐoŶduites daŶs 

le but de réaliser un phénotypage complet aux stades végétatif et reproducteur des lignées sag12 cultivées 

en conditions limitantes ou non en N (Article 1). Ces travaux, constituant le Chapitre IV-A de la partie 

« Résultats », ont été valorisés par une publication dans le journal « Plant and Cell Physiology » : 

Chapitre IV-A : SAG12, a major cysteine protease involved in nitrogen allocation during 

senescence for seed production in Arabidopsis thaliana. Maxence James, Marine Poret, Céline 

Masclaux-Daubresse, Anne Marmagne, Laurent Coquet, Thierry Jouenne, Philippe Chan, Jacques 

Trouverie, Philippe Etienne. Plant and Cell Physiology  

(doi.org/10.1093/pcp/pcy125). 

Au vue des ƌĠsultats oďteŶus, des aŶalǇses ŵolĠĐulaiƌes ĐoŵďiŶĠes à l’utilisatioŶ de ŵaƌƋuage 15N 

ont été conduites daŶs le ďut de ŵieuǆ appƌĠheŶdeƌ l’iŵpoƌtaŶĐe de la pƌotĠase SAGϭϮ daŶs la gestioŶ 

de l’N au Đouƌs de la pĠƌiode ĐlĠ Ƌue ĐoŶstitue le ƌeŵplissage des gƌaiŶes de plaŶtes ĐultivĠes eŶ ĐoŶditioŶs 

limitantes en N. Les résultats obtenus au cours de ces travaux oŶt peƌŵis la ƌĠdaĐtioŶ d’uŶ aƌtiĐle 

actuellement soumis au journal « Frontiers in Plant Science » et qui constitue le Chapitre IV-B de la partie 

« Résultats » :   
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Chapitre IV-B : A new role for SAG12 cysteine protease in roots of Arabidopsis thaliana. Maxence 

James, Céline Masclaux-Daubresse, Anne Marmagne, Marianne Azzopardi, Philippe Etienne, 

Jacques Trouverie. Soumis à Frontiers in Plant Science. 

La compréhension de la fonction de la protéase SAG12 au sein de la plante nous a amené à nous 

intéresser de manière plus générale aux rôles des protéases à cystéine chez le colza.  

Pour Đela, Ŷous avoŶs tirĠ parti d’uŶe Đulture ĐoŶduite à l’IŶstitut JeaŶ-Pierre BourgiŶ de l’INRA de 

Versailles ;IJPBͿ doŶt l’oďjeĐtif Ġtait de ŵultiplier les graiŶes d’uŶe ligŶĠe de colza de printemps (Brassica 

napus L. cv. Drakkar) sur-eǆpriŵaŶt, sous le ĐoŶtrôle d’uŶ proŵoteur ϯ5S, uŶ iŶhiďiteur des CPs ;uŶe 

cystatine de riz : OCI). Une étude préliminaire de son développement essentiellement focalisée sur la 

production de biomasse lors de la maturation des graines a été entreprise. Ces résultats préliminaires sont 

présentés dans le chapitre IV-C : 

Chapitre IV-C : Etude du rôle des protéases à cystéine dans l’élaboration du rendement chez le 

colza (Brassica napus L.). 

UŶ seĐoŶd levier d’aŵĠlioratioŶ de l’ERA ĐoŶsiste à proloŶger la durĠe de vie des feuilles eŶ 

retardant la sénescence foliaire (effet «stay-greeŶ»Ϳ afiŶ de rĠduire l’asǇŶĐhroŶisŵe eǆistaŶt eŶtre la 

période de vidage de ces organes sources et la période de remplissage des graines (Kusaba et al., 2013). 

In planta, des inhibiteurs naturels de protéases, dont certains seraient capables de moduler la progression 

de la sĠŶesĐeŶĐe, ĐoŶstitueŶt des ĐaŶdidats partiĐuliğreŵeŶt iŶtĠressaŶts daŶs l’oďjeĐtif d’obtenir des 

lignées dites «stay-green». Parmi ces inhibiteurs, les Water Soluble Chlorophyll binding Proteins (WSCPs) 

semblent particulièrement pertinents, puisque certaines associent à leur fonction de protection des 

chlorophylles, une fonction inhibitrice de protéases. Cependant, les études focalisées sur le rôle des  

inhibiteurs de type WSCPs en lien avec la sénescence sont peu nombreuses, ŵġŵe si l’uŶe d’eŶtre elles, 

rĠalisĠe au laďoratoire, a ĐepeŶdaŶt perŵis d’ideŶtifier au ŵoiŶs Ϯ WSCPs ;BŶDϮϮ et WSCP1) chez le colza 

(Etienne et al., 2007 ; Desclos et al., 2008). Le second objectif de cette thèse a donc consisté à réaliser 

une étude fonctionnelle de la protéine WSCP1, afin notamment de vérifier sa possible implication dans 

la régulation de la sénescence foliaire.  

AfiŶ de rĠpoŶdre à Đet oďjeĐtif, des ligŶĠes d’Arabidopsis thaliana caractérisées par une 

sénescence foliaire précoce (RIL232 ; Loudet et al., 2002) ont été utilisées comme fond génétique pour 

obtenir des lignées sur-exprimant la protéine WSCP1 sous contrôle du promoteur SAG12 
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(pSAG12::WSCP1). Des expérimentations ont été conduites sur ces lignées afin de vérifier si la 

suƌeǆpƌessioŶ de Đette WSCPϭ Ġtait susĐeptiďle d’attĠŶueƌ le phĠŶotǇpe hǇpeƌ-sénescent des RIL232. Les 

résultats issus de ces travaux sont présentés dans le chapitre IV-D de la partie « Résultat » sous la forme 

d’uŶ tƌoisiğŵe aƌticle  en cours de rédaction :  

Chapitre IV-D : Overexpression of a Brassica napus L. Water Soluble Chlorophyll binding Protein 

(WSCP1) to delay dark-induced leaf senescence in Arabidopsis thaliana. Maxence James, 

Alexandra Girondé, Anne Marmagne, Didier Goux, Jacques Trouverie, Philippe Etienne. 
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Fig. III.2. Dispositif expérimental utilisé pour l’Ġtude du rôle fonctionnel de la protéase SAG12

chez des plantes d’Arabidopsis thaliana Col et sag12 cultivées en condition limitante ou non en

azote. Les plantes ont été cultivées jusƋu’au stade graines matures (125 jours après semis). Après 44

jours de culture, un traitement limitant en azote (4,2 µM d’N; LN) a été appliqué à une partie des

plantes afin d’eǆaĐeƌďeƌ la sénescence puis après 64 jours de culture, les plantes ont été placées en

jours longs afin d’iŶitieƌ la montaison. Les ellipses jaunes correspondent aux jours de récolte

exprimés en jour après semis. Un marquage 15N d’uŶe durée de 44 jours à été réalisé dès le début de
la culture afin de suivre la remobilisation de l’N.

T-DNA 

(SALK_124030)

Fig. III.1. Représentation schématique du KO-sag12 (SALK_124030) utilisé dans notre étude.
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A. Conditions de culture et dispositifs expérimentaux 

A.I. Première expérimentation : Etude fonctionnelle de la protéase 

SAG12 

 Conditions de cultures 

AfiŶ d͛Ġtudieƌ le ƌôle foŶĐtioŶŶel de la pƌotĠase SAGϭϮ, il a été décidé de travailler sur Arabidopisis 

thaliana pour la disponibilité, chez cette espèce, de lignées knock-out (KO) pour le gène codant cette 

protéine. La lignée knock-out choisie (sag12) est la ŵġŵe Ƌue Đelle utilisĠe daŶs l͛Ġtude de PƌužiŶskĄ et 

al., (2017) et possède une insertion de T-DNA daŶs l͛iŶtƌoŶ du gğŶe SAGϭϮ ;SALK_ϭϮϰϬϯϬ ; Fig. III.1). Le 

fond génétique utilisé pour cette lignée sag12 étant Columbia (Col), ce génotype a également été utilisé 

comme contrôle.   

Les gƌaiŶes des deuǆ gĠŶotǇpes, pƌĠalaďleŵeŶt stƌatifiĠes duƌaŶt ϰϴ heuƌes daŶs Ϭ,ϭ % d͛agaƌ 

(Select agar, Sigma, L'Isle d'Abeau Chesnes, France) ă ϰ °C et ă l͛oďsĐuƌitĠ oŶt ĠtĠ seŵĠes suƌ le haut d͛uŶ 

tuďe eppeŶdoƌf ;Ϭ,ϱ ŵLͿ ƌeŵpli aǀeĐ de l͛agaƌ Ϭ,ϴ % et plaĐĠes daŶs des ďoites ĐoŶteŶaŶt ϱϴϬ ŵl d͛eau 

osŵosĠe. Le foŶd des tuďes a ĠtĠ pƌĠalaďleŵeŶt peƌĐĠ afiŶ d͛assuƌeƌ le ĐoŶtaĐt de l͛agaƌ aǀeĐ l͛eau 

osmosée et les boites oŶt ĠtĠ ƌeĐouǀeƌtes d͛uŶ pleǆiglas afiŶ de ŵaiŶteŶiƌ uŶ Ŷiǀeau d͛huŵiditĠ ĠleǀĠ 

duƌaŶt la geƌŵiŶatioŶ et l͛appaƌitioŶ des pƌeŵiğƌes feuilles. LoƌsƋue la ƌaĐiŶe Ġŵeƌge du tuďe et Ƌue les Ϯ 

premières vraies feuilles sont apparues, les tubes contenant les plantules ont été transvasés sur des bacs 

ĐoŶteŶaŶt ϭϬ L d͛uŶe solutioŶ HoaglaŶd ¼ ;ϯ,ϳϱ ŵM d͛N ; 1,25 mM Ca(NO3)2.4H2O, 1,25 mM KNO3, 0,5 

mM MgSO4, 0,25 mM KH2PO4, 0,2 mM EDTA.NaFe.3H2O, 14 μM H3BO3, 5 μM MnSO4, 3 μM ZnSO4, 0,7 μM 

(NH4)6Mo7O24, 0,7 μM CuSO4, 0,1 μM CoCl2), constamment oxygénée et renouvelée toutes les semaines. 

AfiŶ de suiǀƌe pƌĠĐisĠŵeŶt la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛azote ;NͿ au seiŶ de la plaŶte, la solutioŶ HoaglaŶd ¼ 

apportée a par ailleurs été enrichie avec 5 % de 15N durant les 44 premiers jours en utilisant comme unique 

souƌĐe d͛azote du KNO3. A l͛issue de Đes ϰϰ jouƌs, les plaŶtes ŵaƌƋuĠes de façoŶ hoŵogğŶe oŶt ĠtĠ 

transférées dans des solutions non enrichies en 15N et présentaŶt deuǆ Ŷiǀeauǆ d͛N ĐoŶtƌastĠs : une 

condition non limitante en azote (HN ; ϯ,ϳϱ ŵM d͛NͿ et uŶe ĐoŶditioŶ liŵitaŶte eŶ azote ;LN ; ϰ,Ϯ µM d͛N ; 

Fig. III.2 & tableau III.1).  

Le rayonnement photosynthétiquement actif (PAR, « Photosynthetically Active Radiation ») perçu 

par les plantes était de 110 mmol m-2 s-1 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 photopériode de 8 heures (jour)/16 heures (nuit). 



Sels
Hoagland ¼ 

(3,75 mM N)

Hoagland ¼ 

(4,2 µM N)

Hoagland ¼ 

marquée au 15N

(3,75 mM N)

Ca (NO3)2, 4 H2O                   1,25 mM 0 mM 0 mM

KNO3 1,25 mM 0 mM
3,75 mM

K15NO3

KH2PO4 0,25 mM

MgSO4 0,5 mM

EDTA, 2 NaFe, 3 H2O 0,2 mM

CaCl2, 2H2O / 1,25 mM

KCL / 1,25 mM

Oligoéléments

H3BO3 14 µM

MnSO4, H2O 5 µM

ZnSO4, 7 H2O 3 µM

CuSO4, 5 H2O 0,7 µM

(NH4)6 Mo7O24 0,7 µM /

CoCl2 0,1 µM

Na2MoO4, 2H2O / 0,1 µM

Tableau III.1. Composition en sels des différentes solutions nutritives utilisées lors des

cultures.
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La montaison, correspondant au stade reproducteur, a été induite par le passage en jours longs, soit une 

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

 Organisation des récoltes 

Les plantes ont été récoltées à 44 et 64 jours après semis (DAS), i.e. durant le stade végétatif, et à 

85 et 125 DAS, i.e. durant le stade reproducteur (Fig. III.2). Selon le stade de développement, le nombre 

de plaŶtes ƌĠĐoltĠes pouƌ ĐoŶstitueƌ uŶe ƌĠpĠtitioŶ ďiologiƋue a ĠtĠ adaptĠ afiŶ d͛assuƌeƌ suffisaŵŵeŶt 

de biomasse et constituer 3 répétitions biologiques pour les stades 44 et 64 DAS (stades végétatifs 

correspondant aux stades rosette 18, 56 (HN) et 48 (LN) feuilles respectivement) et 4 répétitions 

biologiques pour les stades 85 et 125 DAS (stades reproducteurs correspondant à la montaison avec plus 

de ϱϬ % des siliƋues appaƌues et ă l͛oďteŶtioŶ de gƌaiŶes ŵatuƌes, ƌespeĐtiǀeŵeŶtͿ. Les paƌaŵğtƌes 

mesurés sur ces plantes ont été les suivants : 

 A 44 DAS, la biomasse fraîche et sèche des feuilles et racines ainsi que les teneurs en azote et en 

15N. 

 A 64 DAS, la ďioŵasse fƌaîĐhe et sğĐhe des feuilles et ƌaĐiŶes. UŶe photo de l͛eŶseŵďle des feuilles 

a été prise afin de déterminer, a posteriori, paƌ aŶalǇse d͛iŵages ;Đf paƌagƌaphe B.I.ϭͿ les suƌfaĐes 

foliaires totales, vertes et sénescentes.  

 A 85 DAS, La biomasse sèche et fraîche des racines et des siliques. La longueur moyenne et le 

nombre de siliques a été évalué pour chaque plante récoltée. 

 A 125 DAS, la biomasse sèche (racines, feuilles, tiges, péricarpes, graines) et les teneurs en azote 

et en 15N  pour tous les organes. Le poids de 1000 graines ainsi que la vigueur germinative des 

graines ont ensuite été évalués.  

A.II. Deuxième expérimentation : Rôle d’une WSCP exprimée lors de la 

sénescence 

 Conditions de culture 

Pouƌ Ġtudieƌ l͛effet de l͛eǆpƌessioŶ d͛uŶe WSCP de Đolza loƌs de la sĠŶesĐeŶĐe iŶduite Đhez 

Arabidopsis thaliana, deuǆ ligŶĠes d͛Aƌaďidopsis transformées (pSAG12::WSCP1 n°5 et 6) ont été mises au 

point. Ces deux lignées possèdent le gène WSCP1 de Brassica oleracea (AB012699) trouvé chez Brassica 

napus L. sous contrôle du promoteur SAG12 (U37336) (Fig. III.3AͿ iŶtƌoduit ă l͛aide du plasŵide pMAZ01 



Fig. III.3. Représentation schématique de la construction génique du gène WSCP1 sous contrôle

du promoteurSAG12 utilisée pour générer des lignées d’Arabidopsis thaliana surexprimant

WSCP1 (A) et dispositif expérimental utilisé pour l’Ġtude de WSCP1 lors de la sénescence foliaire

induite par l’oďsĐuƌitĠ (B). Les lignées RIL232 et pSAG12::WSCP1 ont été cultivées en condition

non limitante en azote (3,75 mM d’N ; HN). La lignée RIL232 correspond à une lignée

naturellement hyper-sénescente (Diaz et al., 2005) et qui a servi de fond génétique pour obtenir

les lignées pSAG12::WSCP1. Après de 60 jours de culture, sélection de 3 feuilles matures par

plante enveloppées dans du papier aluminium afin de les mettre à l’oďsĐuƌitĠ et d’iŶduiƌe la

sénescence. A partir de ce moment, une cinétique de mesures SPAD a été réalisée (flèches en

pointillé). Les ellipses jaunes indiquent les temps de récolte des feuilles.

Condition non 

limitante en N

(3,75 mM d’N ; HNͿ

Semis 

(RIL232 et 

pSAG12::WSCP1)

Sélection de 3 feuilles 

matures par plantes 

enveloppées dans 

l’aluŵiŶiuŵ

T0 T2 T4 T6 T8 T10 T12

Stade végétatif

WSCP1

A

B

PromoteurSAG12

T14
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(Gan et Amasino, 1995) dans la lignée sauvage RIL232 caractérisée par une sénescence précoce (Diaz et 

al., 2005). 

Le semi a été réalisé comme décrit précédemment et les plantes ont été cultivées en hydroponie 

eŶ ĐoŶditioŶ ŶoŶ liŵitaŶte eŶ N aǀeĐ uŶe solutioŶ HoaglaŶd ¼ ;ϯ,ϳϱ ŵM d͛N ; tableau III.1). 60 jours après 

semis, 3 feuilles matures ont été sélectionnées sur chaque plante. Ces feuilles ont ensuite été enveloppées 

dans du papier aluminium pour générer un stress « obscurité » peƌŵettaŶt d͛iŶduiƌe la sĠŶesĐeŶĐe. A 

partir de ce moment, une cinétique de mesure des teneurs en chlorophylle des feuilles matures avec des 

pas de teŵps de Ϯ jouƌs a ĠtĠ ƌĠalisĠe ă l͛aide de l͛appaƌeil SPAD ;SPAD modèle 502, Minolta, Japon). 

 Organisation des récoltes 

Deux points de récoltes ont été réalisés (Fig. III.3B) : 

 T0 : Début de la cinétique. 

 T6 : Un point de récolte où une différence des teneurs en chlorophylle entre les lignées a 

été observée. 

A chaque point de récolte, un dosage protéique par la méthode de Bradford (1976), une détection 

d͛aĐtiǀitĠ des pƌotĠases ă sĠƌiŶe et de la présence de WSCP1 par western blot (en utilisant un anticorps 

anti WSCP1 synthétisé pour les besoins de cette étude ; Eurogentec®) a été réalisé. En parallèle, des 

feuilles sĠŶesĐeŶtes oŶt ĠtĠ ƌĠĐoltĠes afiŶ de ƌĠaliseƌ l͛iŵŵuŶoloĐalisatioŶ de la pƌotĠiŶe WSCPϭ eŶ 

utilisant des méthodes de microscopie photonique. 

A.III. Construction et sélection des lignées transgéniques  

Le promoteur SAG12 (pSAG12), correspondant à la séquence de paires de bases 1-2180 trouvée 

dans la banque de gènes sous le numéro d'accès U37336, a été cloné à partir du plasmide pSG499 (Gan et 

Amasino, 1995) gracieusement fourni par Pr. R. Amasino (University of Wisconsin-Madison, USA) puis 

inséré dans le vecteur pMDC32 entre les sites des enzymes de restriction PmeI et AscI, à la place du 

promoteur 35S, donnant ainsi le plasmide pMAZ01. Le plasmide pMAZ01 a été entièrement séquencé afin 

de vérifier l'absence de toute modification, en particulier dans la séquence pSAG12. La séquence codante 

pleine longueur de UIDA (gène codant la β-glucuronidase (GUS); numéro d'accession AJ298139) ou WSCP1 

a ensuite été clonée successivement dans le vecteur pENTRTM (Invitrogen, Carlsbad, California, USA), puis 

daŶs le ǀeĐteuƌ pMAZϬϭ ;ĐoŶteŶaŶt le gğŶe de ƌĠsistaŶĐe ă l͛hǇgƌoŵǇĐiŶe ; Fig. III.4) par recombinaison 

Gateway donnant lieu au vecteur pMAZ02 contenant la fusion pSAG12::UIDA ou pSAG12::WSCP1. La 



Fig. III.4. Schéma du vecteur pMAZ01 contenant le promoteur SAG12 ainsi que différents gènes de

résistance (chloramphenicol, hygromycine et kanamycine). Les différents sites de restrictions ainsi

que leur localisation sont indiqués sur le vecteur
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séquence GUS ou WSCP1 dans ce vecteur a été vérifiée par séquençage. Des plantes transgéniques 

d͛Arabidopsis thaliana porteuses du promoteur SAG12 fusionné au gène rapporteur UIDA ou WSCP1 ont 

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

tƌaŶsfoƌŵaŶts pƌiŵaiƌes oŶt ĠtĠ sĠleĐtioŶŶĠes suƌ la ďase de leuƌ ƌĠsistaŶĐe ă l͛hǇgƌoŵǇĐiŶe et de leuƌ 

taux de ségrégation par insertion unique (lignées pSAG12::UIDA ou pSAG12::WSCP1).  

B. Protocoles expérimentaux   

B.I. Etudes de l’état physiologique de la plante 

 Mesure de la surface foliaire 

Les surfaces foliaires ont été mesurées après avoir détaché et étalé toutes les feuilles de la rosette 

sur un tissu noir afin de les prendre en photo (Canon Powershot G10, Canon, Japon, 14.8 Mpx, JPEG). Les 

photos oŶt ĠtĠ aŶalǇsĠes ă l͛aide du logiĐiel IŵageJ (Schneider et al., 2012) et d͛uŶe ŵaĐƌo spĠĐialeŵeŶt 

développée pour déterminer les surfaces totales et vertes (considérées comme non sénescentes). Cette 

macro permet la détection de couleurs en se basant sur les différentes composantes du système 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 SPAD (SPAD ŵodğle ϱϬϮ, MiŶolta, JapoŶͿ peƌŵet d͛oďteŶiƌ uŶ iŶdiĐe Ƌui est ĐoƌƌĠlĠ ă la 

teneur en chlorophylle (Uddling et al., 2007). Ainsi, les teneurs foliaires en chlorophylle ont été estimées 

gƌąĐe auǆ ŵesuƌes ƌĠalisĠes ă l͛aide de la pince SPAD. 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 génotypes sag12 et Col cultivées 

en condition limitante en azote a été évaluée. Pour chaque génotype, cinquante graines par répétition 

ďiologiƋue ;Ŷ=ϰͿ oŶt d͛aďoƌd ĠtĠ stƌatifiĠes peŶdaŶt ϰϴ heuƌes daŶs Ϭ,ϭ % d͛agaƌ ;SeleĐt agaƌ, Sigŵa, L'Isle 

d'Abeau Chesnes, FranceͿ ă ϰ °C et ă l͛oďsĐuƌitĠ puis, semées sur trois feuilles de papier Wattman imbibées 

d͛eau ultƌa-puƌe daŶs des ďoîtes de PĠtƌi ;ϭϮ ǆ ϭϮ ĐŵͿ. Les ďoîtes oŶt ĠtĠ feƌŵĠes ă l͛aide d͛uŶ spaƌadƌap 

ŵiĐƌopoƌeuǆ ;Leukopoƌe®Ϳ et plaĐĠes ă l͛oďsĐuƌitĠ eŶ Đhaŵďƌe de Đultuƌe ă ϮϬ °C et ϳϬ % d͛huŵiditĠ 

relative. A intervalle régulier, les graines pour lesquelles la radicule apparaissait hors du tégument sont 



Non germées germées

https://www.wur.nl

Fig. III.5. Exemples de graines d’Arabidopsis thaliana considérées

comme germées ou non lors du test de germination.
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Fig. III.6. Méthode utilisée pour mesurer la capacité d’aďsoƌptioŶ de l’azote des lignées d’Arabidopsis

thaliana Col et sag12 aux stades végétatif et reproducteur. HATS : High Affinity Transport Systems, LATS :

Low Affinity Transport Systems.
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considérées comme germées (Fig. III.5). Une mesure du taux de germination a été réalisée toutes les 12 

heures puis toutes les 3 heures lorsque les premières graines ont commencé à germer.  

 Analyse du développement des plantules 

Le développement des plantules issues des graines sag12 et Col obtenues de plantes mères 

cultivées en condition limitante en N a été déterminé par une mesure de biomasse. Dix graines matures 

de 4 répétitions biologiques ont été semées après avoir été stratifiées pendant 48 heures dans 0,1 % agar 

;SeleĐt agaƌ, Sigŵa, L'Isle d'Aďeau ChesŶes, FƌaŶĐeͿ ă ϰ°C et ă l͛oďsĐuƌitĠ. Ces gƌaiŶes oŶt ĠtĠ semées à la 

suƌfaĐe de tuďes doŶt le foŶd a ĠtĠ pƌĠalaďleŵeŶt peƌĐĠ afiŶ d͛ġtƌe eŶ ĐoŶtaĐt aǀeĐ l͛eau, le tout ƌeĐouǀeƌt 

d͛uŶ pleǆiglas peƌŵettaŶt de ŵaiŶteŶiƌ uŶ Ŷiǀeau d͛huŵiditĠ ĠleǀĠ pƌopiĐe ă la geƌŵiŶatioŶ. Les gƌaiŶes 

semées sur les tubes contenant 0,ϳ % d͛agaƌ ;ǁ/ǀͿ oŶt ĠtĠ ĐultiǀĠes peŶdaŶt ϭϬ jouƌs suƌ l͛eau ultƌa-pure 

sous 110 mmol m-2 s-1 de radiations photosynthétiquement actives, une photopériode de 16 heures 

(jour)/8 heures (nuit) et une température de 21°C jour/18°C nuit. La masse fraîche des plantules a été 

dĠteƌŵiŶĠe ϭϬ jouƌs apƌğs seŵis ;DASͿ ă l͛aide d͛uŶe ŵiĐƌoďalaŶĐe ;MSA ϲ.ϲ, Saƌtoƌius, GöttiŶgeŶ, 

Deutschland). 

 Etude de la capacité maximale d’absorption d’N racinaire des deux 

génotypes 

AfiŶ de ŵesuƌeƌ la ĐapaĐitĠ d͛aďsoƌptioŶ ƌaĐiŶaiƌe d͛N, les génotypes sag12 et Col ont été cultivés 

en hydroponie au stade végétatif (64 DAS) et reproducteur (85 DAS) en condition HN (cf paragraphe A.I.1). 

Les racines des plantes sorties de leur milieu hydroponique ont été rincées deux fois pendant 1 minute 

dans une solution de CaSO4 (1 mM ; Sulfate de ĐalĐiuŵͿ, lĠgğƌeŵeŶt sĠĐhĠes aǀaŶt d͛ġtƌe ploŶgĠes duƌaŶt 

5 minutes dans une solution de K15NO3 (nitrate de potassium marqué à 99 % au 15N)  à 250 µM afin de 

ŵesuƌeƌ les ĐapaĐitĠs d͛aďsoƌptioŶ N paƌ le sǇstğŵe HATS (High Affinity Transport Systems) et à 2 mM 

pouƌ ŵesuƌeƌ les ĐapaĐitĠs d͛aďsoƌptioŶ d͛N paƌ le sǇstğŵe LATS ;Loǁ AffiŶitǇ TƌaŶspoƌt SǇsteŵsͿ ;Fig. 

III.6Ϳ. L͛aďsoƌptioŶ ƌaĐiŶaiƌe d͛N a eŶsuite ĠtĠ stoppĠe eŶ tƌeŵpaŶt Ϯ fois les ƌaĐiŶes daŶs uŶe solution de 

CaSO4 (1 mM) à 4 °C pendant 1 minute puis des aliquotes frais (-80 °C) et secs (étuve) ont été réalisées 

pour des analyses ultérieures telles que le dosage du 15N peƌŵettaŶt de ĐalĐuleƌ uŶe ĐapaĐitĠ d͛aďsoƌptioŶ 

d͛N paƌ plaŶte en ug 15N. mg-1 MS de racines.h-1. 

 

 



Fig. III.7. Analyseur élémentaire C/N/S (EA3000, Eurovector, Milan, Italie) couplé à un spectromètre de

masse de type Isotope Ratio Mass Spectrometer (IRMS). Cet équipement a été utilisé pour déterminer la

composition élémentaire isotopique des échantillons en N. GC: Gas chromatography (chromatographie en

phase gazeuse) ; TCD: Thermal Conductivity Detector (détecteur à conductibilité thermique).
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B.II. Analyses élémentaires et biochimiques 

 Détermination des teneurs en N et 15N 

Le système utilisé pour déterminer les teneurs en N total et 15N est un analyseur élémentaire C/N/S 

(EA3000, Eurovector, Milan, Italie) couplé à un spectromètre de masse de rapport isotopique (IRMS de 

marque Isoprime, GV Instrument, Manchester, Royaume-Uni) (Fig. III.7). 

Pour chaque échantillon, 1,5 à 3 mg de poudre lyophilisée ont été déposés dans de fines capsules 

en étain, de façon à injecter 80 à 100 µg de N dans le spectromètre de masse. Les capsules contenant les 

échantillons sont disposées dans un injecteur placé en tête de la colonne de combustion. Leur injection 

daŶs la ĐoloŶŶe d͛oǆǇdatioŶ est ƌĠalisĠe daŶs uŶ fluǆ d͛hĠliuŵ eŶ lĠgğƌe suƌpƌessioŶ, afiŶ d'Ġǀiteƌ toute 

ĐoŶtaŵiŶatioŶ paƌ le gaz ĐaƌďoŶiƋue et l͛azote ŵolĠĐulaiƌe de l͛aiƌ. La ĐoŵďustioŶ des ĠĐhaŶtilloŶs a lieu 

au Ŷiǀeau de la ĐoloŶŶe d͛oǆǇdatioŶ ;OǆǇde de Đhƌoŵiuŵ et de Đolďalt ă uŶe teŵpĠƌatuƌe de ϭϬϯϬ °CͿ. 

Une élévation de température (1600 °C) assurée paƌ uŶ appoƌt d͛oǆǇgğŶe ĐoŶduit ă uŶe ĐoŵďustioŶ ƌapide 

et totale des ĠĐhaŶtilloŶs. A la soƌtie de la ĐoloŶŶe d͛oǆǇdatioŶ, l͛ĠĐhaŶtilloŶ se tƌouǀe sous foƌŵe de N2, 

CO2, H2O et d͛oǆǇdes de ĐaƌďoŶe et d͛azote. La ƌĠduĐtioŶ de Đes deƌŶieƌs eŶ N2 et CO2 est alors assurée par 

passage suƌ uŶe ĐoloŶŶe de Đuiǀƌe ŵĠtalliƋue ă ϲϱϬ °C ;ĐoloŶŶe de ƌĠduĐtioŶͿ. Le piĠgeage de l͛eau et du 

CO2 est réalisé par passages successifs sur deux colonnes contenant respectivement du perchlorate de 

magnésium et du carbosorb® (PDZ Europa). 

L͛N2 est aloƌs iŶjeĐtĠ daŶs le speĐtƌoŵğtƌe de ŵasse où il est d͛aďoƌd ioŶisĠ. Les ioŶs ŵolĠĐulaiƌes 

positifs ainsi formés sont accélérés dans une chambre électrique, puis déviés par un champ magnétique. 

Leur angle de déviation est directement affecté par le rapport de leur masse (m) sur leur charge (z). Toutes 

les molécules de N2 ionisées étant de même charge, leur angle de déviation varie donc uniquement en 

fonction de leur masse. Ainsi, la déviation du N2 de masse 28 (14N14N) sera plus importante que celle du N2 

de masse 29 (14N15N), elle-ŵġŵe plus iŵpoƌtaŶte Ƌue Đelle de l͛azote de ŵasse ϯϬ ;15N15N). Les ions sont 

ensuite collectés par trois détecteurs. Les signaux qui en résultent sont ensuite amplifiés puis transmis à 

un système informatique. La quantification du N est réalisée en faisant la somme des signaux obtenus à 

partir des masses 28 (14N14N), 29 (14N15N) et 30 (15N15N). 

L͛aŶalǇse IRMS fouƌŶit diƌeĐteŵeŶt le pouƌĐeŶtage d͛azote ;% NͿ daŶs la ŵatiğƌe sğĐhe ;MSͿ Ƌui 

permet de calculer la quantité de N (QN) dans un échantillon : 𝑸𝑵 = %ܰ 𝑆ͳͲͲܯ×  

aǀeĐ MS = ŵatiğƌe sğĐhe de l͛ĠĐhaŶtilloŶ 
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L͛aďoŶdaŶĐe isotopiƋue ;A %Ϳ a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ dĠteƌŵiŶĠe paƌ l͛IRMS via cette formule : 𝑨% = ͳͲͲ × ܰ ଵହሺ ܰ + ܰሻ ଵସ ଵହ  

avec le 15N = ƋuaŶtitĠ d͛isotope de masse 15 et 14N = ƋuaŶtitĠ d͛isotope de ŵasse ϭϰ 

L'excès isotopique (E %) correspond à la différence entre l'abondance isotopique d'un échantillon et 

l͛aďoŶdaŶĐe Ŷatuƌelle. Pouƌ l'N, l'aďoŶdaŶĐe Ŷatuƌelle de ƌĠfĠƌeŶĐe pƌoǀieŶt de plaŶtes ŶoŶ ŵaƌƋuĠes, 

soit 0,3660 % : 𝑬% = 𝐴% − Ͳ,366Ͳ 

L͛eǆĐğs isotopiƋue a ĠtĠ utilisĠ pouƌ estiŵeƌ la ƋuaŶtitĠ de 15N (μg) (Q15N) : 𝑸 𝑵 𝟏𝟓 = ሺ𝐸% × 𝑄ܰሻ × ͳͲͲͲ 

 Extraction et quantification d’acides aminés  

 Les acides aminés sont extraits à partir de 10 mg de matière sèche lyophilisée repris dans une 

solution de 400 µl de méthanol contenant 0,625 nmol/µL de Norvaline utilisé comme étalon interne 

(Sigma-AldƌiĐhͿ. Apƌğs ϭϱ ŵiŶutes d͛agitatioŶ de l͛eǆtƌait, ϮϬϬ µL de Đhloƌofoƌŵe et ϰϬϬ µL d͛eau ultƌa-

pure sont ajoutés. Après centrifugation (12000 rpm, 10 °C, 5 minutes), le surnageant est récupéré, évaporé 

et ƌepƌis daŶs ϭϬϬ µl d͛eau ultƌa-puƌe. L͛eŶseŵďle est filtƌĠ suƌ uŶ filtƌe ;Ϭ,Ϯ µŵͿ et dĠƌiǀĠ eŶ utilisaŶt uŶ 

tag Ultra Derivatization Kit AccQ (Waters) en suivant le protocole préconisé par le fabricant (Waters). Le 

profil des acides aminés est déterminé en utilisant le système UPLC/PDA H-Class avec une colonne BEH 

C18 100x2,1 mm (Waters). Pour chaque échantillon végétal, cette analyse nous permet de déterminer (i) 

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

B.III. Analyses protéomiques 

 Extraction et dosage des protéines solubles 

Les protéines solubles sont extraites à partir de 200 mg de matière fraîche finement broyés dans 

un mortier eŶ pƌĠseŶĐe d͛azote liƋuide et de 500 µl de tampon citrate-phosphate (20 mM de citrate, 160 

mM de phosphate, pH 6,8 contenant 50 mg de PVPP). Dans le cas des extraits protéiques servant à 

l͛aŶalǇse des aĐtiǀitĠs pƌotĠasiƋues, les ϱϬϬ µl de taŵpoŶ Đitƌate-phosphate sont remplacés par 500 µl 

d͛eau dĠsioŶisĠe Đoŵŵe dĠĐƌit paƌ Poƌet et al., (2016). Les échantillons sont ensuite centrifugés (1 h, 

12 000 g, 4°C) avant de récupérer le surnageant contenant les protéines solubles.   

La concentration en protéines est déterminée en réalisant un dosage colorimétrique en 

microplaque basé sur la méthode de Bradford (1976). Afin de réaliser ce dosage, 200 μL de réactif de 



20 µg de protéines, 10 µ de BSA et du DTT (2 mM) sont 

ajoutés à  200 µL de tampon sodium acétate (50 mM ; pH 5,5)

DMSO

Inhibiteurs de 

protéases 

(50 µM)

DMSO

Incubation de 300 minutes 

(37 °C)

PƌĠĐipitatioŶ des pƌotĠiŶes ă l’aĐĠtoŶe glaĐiale

t0 t300 t300 + inhibiteur

Re-suspension des protéines dans du tampon 

de charge 2X et séparation sur gel SDS-PAGE

t
0

t
300

t
300 + inhibiteur

<RBLC

<BSA

Fig. III.8. Protocole utilisé pour l’aŶalǇse de l’aĐtivitĠ des différentes classes de

protéases. L’utilisatioŶ d’iŶhiďiteuƌs de protéases associée au suivi de la dégradation de

différentes protéines endogènes (ex : RuBisCO) et exogènes (BSA). BSA : Bovine Serum

Albumin, RBLC : RuBisCO Large Chain. Le gel présenté montre les bandes correspondant à

la protéine exogène (BSA) et endogène (RubisCO, RBLC) dans l’eǆtƌait de protéines

foliaires non incubé (t0), incubé 300 minutes sans inhibiteur de protéases (t300) et incubé

300 minutes avec un inhibiteur de protéases (t300 + inhibiteur). Dans cet exemple l’iŶhiďiteuƌ
utilisé est E64 spécifique des protéases à cystéine.
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Bradford (BioAssay dilué 4 fois, Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France) sont ajoutés ă ϭϬ µl d͛eǆtƌait 

pƌotĠiƋue pƌĠalaďleŵeŶt diluĠ ;Ϯ, ϱ ou ϭϬ foisͿ. Apƌğs ϭϬ ŵiŶutes d͛iŶĐuďatioŶ, l͛aďsoƌďaŶĐe est ŵesuƌĠe 

à 570 nm par un lecteur de microplaque (TECAN, Männedorf, Suisse). La concentration est déterminée à 

paƌtiƌ d͛uŶe gaŵŵe ĠtaloŶ de sĠƌuŵ d͛alďuŵiŶe ďoǀiŶe ;BSA, Sigŵa-Aldrich) dont les concentrations sont 

comprises entre 0 et 0,8 μg. μL-1. 

 Analyses de l’activité des différentes classes de protéases 

L͛aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue des diffĠƌeŶtes Đlasses a ĠtĠ dĠteƌŵiŶĠe paƌ l͛aŶalǇse de la dĠgƌadatioŶ in 

vitro de pƌotĠiŶes eŶ pƌĠseŶĐe ;ou ŶoŶͿ d͛iŶhiďiteuƌs spĠĐifiƋues de Đlasses de pƌotĠases seloŶ uŶ 

protocole adapté de Girondé et al., (2015b) (Fig. III.8).  

20 µg de protéines solubles sont incubés dans un mélange réactionnel de 200 µl contenant 50 mM 

de tampon Na-acétate (pH 5,5), 2 mM de dithiothreitol (DTT) et 10 µg de BSA servant à contrôler 

l͛hoŵogĠŶĠitĠ du dĠpôt ŵais ĠgaleŵeŶt ă ƋuaŶtifieƌ l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠasiƋue ;Đas des aĐtiǀitĠs pƌotĠasiƋues 

foliaiƌesͿ. Pouƌ aŶalǇseƌ l͛aĐtiǀitĠ des diffĠƌeŶtes Đlasses de pƌotĠases, ϱϬ µM d͛iŶhiďiteuƌ spĠĐifiƋue d͛uŶe 

classe de protéases, E-64 (protéase à cystéine) ; Aprotinin (protéase à sérine) ; Pepstatin A (protéase à 

aspaƌtateͿ diluĠ daŶs le diŵĠthǇlsulfoǆide ;DMSOͿ soŶt ajoutĠs. Pouƌ oďteŶiƌ l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠasiƋue totale 

(TPactͿ, l͛iŶhiďiteuƌ de pƌotĠases a ĠtĠ suďstituĠ paƌ Ϯ µl de DMSO.  

Apƌğs ajout du ŵĠlaŶge ƌĠaĐtioŶŶel, les pƌotĠiŶes oŶt ĠtĠ pƌĠĐipitĠes aǀeĐ ϭ ŵL d͛aĐĠtoŶe glaĐiale, 

soit immédiatement pour obtenir un témoin sans dégradation (t0), soit après incubation au bain marie 

durant 300 minutes (t300) à 37 °C sous agitation. Le culot obtenu après 15 minutes de précipitation à 4 °C 

puis centrifugation (15 minutes, 16 000 g, 4 °C) est resuspendu dans du tampon de charge 2X (140 mM 

sodium dodecyl sulfate, 200 mM Tris, 20 % glycerol, 5 % β-mercaptoethanol, 0,3 mM Bromophenol Blue). 

Apƌğs dĠŶatuƌatioŶ des pƌotĠiŶes paƌ Đhauffage ă ϵϬ °C peŶdaŶt ϭϬ ŵiŶutes, l͛eǆtƌait pƌotĠiƋue est sĠpaƌĠ 

(10 minutes 150 V puis 25 minutes 200 V) sur un gel SDS-PAGE precast Stainfree gel (4-15 % acrylamide 

gradient; Mini-PROTEAN® TGXTM Stain Free, Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France) et scanné sous lumière 

UV avec le scanner Gel DoĐ™ EZ (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France). L͛aŶalǇse des pƌotĠiŶes d͛iŶtĠƌġt 

Ƌui seƌǀiƌoŶt ă ƋuaŶtifieƌ l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠasiƋue des diffĠƌeŶtes Đlasses a ĠtĠ ƌĠalisĠe ă l͛aide du logiĐiel 

Iŵage Laď™ (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France). Concernant les extraits protéiques foliaires, nous avons 

quantifié la protéolyse à pH 5,5 en suivant la dégradation de deux protéines : une protéine exogène (BSA) 

apportée en quantité constante et une protéine endogène (la grande sous-unité de la RuBisCO : RBCL). 

Pour les extraits protéiques racinaires, compte-teŶu de l͛aďseŶĐe de RuBisCO, la dĠgƌadatioŶ de ϰ ďaŶdes 



Classes de 

protéases

Sous 

familles
Inhibiteurs

Sondes 

avec un tag 

fluorescent

Sondes 

avec un 

tag 

biotine

Références

protéases à 

cystéine

PLCPs E64 MV201 DCG04

van der 

Hoorn et al.,

2004

Aleurain-

like

protease

E64 FY01
Lu et al.,

2015

VPE Ac-YVAD-cmk JOPD1
Lu et al.,

2015

Protéases à 

sérine

DFP ou 

Aprotinin
FP-Rh

FP-

biotin
Patricelli et

al., 2001

Protéasome Epoxomicin MVB072 MVB072
Kolodziejek

et al., 2011

Metalloprotéases
1-10 

Phenantroline
- - -

Protéase à 

Aspartate
Pepstatin A - - -

Tableau III.2: Présentation non-exaustive des différentes sondes (fluorescentes ou biotinylées)

permettant la détection des différentes classes de protéases actives ainsi que les inhibiteurs

associés ;d’apƌğs Patricelli et al., 2001; van der Hoorn et al., 2004; Kolodziejek et al., 2011;

Hoorn and Kaiser, 2012; Lu et al., 2015).
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protéiques (masses moléculaires : 95KDa; 76KDa; 50KDa et 37KDa) correspondant à des protéines 

endogènes a été suivie. 

L͛aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue a ĠtĠ ĐalĐulĠe de la ŵaŶiğƌe suiǀaŶte : 

;ϭͿ L͛aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue totale ;TPact exprimée en µg;pƌotĠiŶes d͛iŶtĠƌġtͿ h-1 µg-1 protéine totale): 

TPact =  
𝑄ሺ౦౨౪éi౩ ౚ’i౪é౨ê౪ሻ𝑡0−𝑄ሺ౦౨౪éi౩ ౚ’i౪é౨ê౪ሻ𝑡300𝑄ሺ𝑡𝑡ሻ𝑡0 × ଷ        Ou Q représente la quantité de protéines (µg) 

(2) Activité des classes de protéases (PCact exprimée en %) : 

PCact  =  
[𝑄ሺ౦౨౪éi౩ ౚ’i౪é౨ê౪ሻ𝑡0−𝑄ሺ౦౨౪éi౩ ౚ’i౪é౨ê౪ሻ𝑡300]−[𝑄ሺ౦౨౪éi౩ ౚ’i౪é౨ê౪ሻ𝑡0−𝑄ሺ౦౨౪éi౩ ౚ’i౪é౨ê౪ሻ𝑡300 𝐼ℎ𝑖𝑏.]𝑄ሺ౦౨౪éi౩ ౚ’i౪é౨ê౪ሻ𝑡300 × ͳͲͲ 

 Analyse de l’activité des protéases à sérine via l’utilisation de sondes 

fluorescentes 

L͛aĐtiǀité des protéases à sérine d͛uŶ eǆtƌait pƌotĠiƋue ĐoŶteŶaŶt la pƌotĠiŶe WSCPϭ a ĠtĠ 

déterminée en utilisant une technique appelée ABPP pour «Activity-binding protein profiling ». Cette 

teĐhŶiƋue fait ƌĠfĠƌeŶĐe ă l͛utilisatioŶ de soŶdes aĐtiǀitĠ-dépendantes possédant un tag fluorescent (ou 

ďiotiŶeͿ spĠĐifiƋue d͛uŶe Đlasse de pƌotĠase aĐtiǀe (Patricelli et al., 2001 ; van der Hoorn et al., 2004 ; 

Kolodziejek et al., 2011 ; Hoorn et Kaiser, 2012 ; Lu et al., 2015 ; Tableau III.2) 

Pour réaliser cela, 20 μg d͛eǆtƌait pƌotĠiƋue sont incubés dans un mélange réactionnel de 200 μL 

contenant du tampon tris (50 mM, pH 7,5). Le mix est incubé durant 30 minutes à température ambiante 

afiŶ d͛aĐtiǀeƌ les pƌotĠases aǀaŶt l͛ajout de 0,25 μM de sonde FP-Rh (sonde fluorescente spécifique des 

sérines protéases ; Patricelli et al., 2001). En parallèle, deux témoins avec et sans sonde sont réalisés, 

ĐhaĐuŶ ĐoŵposĠ d͛uŶ eǆtƌait de chaque échantillon auxquel est ajouté 0,25 μM de sonde FP-Rh ou 1 μL 

de DMSO pour le contrôle sans inhibiteur (NPC : No pƌoďe ĐoŶtƌolͿ. Apƌğs l͛iŶĐuďatioŶ des diffĠƌeŶts 

eǆtƌaits duƌaŶt ϭ heuƌe ă teŵpĠƌatuƌe aŵďiaŶte, sous agitatioŶ et ă l͛oďsĐuƌitĠ, les pƌotĠiŶes soŶt 

précipitées par addition de 1 ŵL d͛aĐĠtoŶe glaĐial. Apƌğs pƌĠĐipitatioŶ duƌaŶt ϭϱ ŵiŶutes ă ϰ °C, les 

protéines sont centrifugées ;ϭϱ ŵiŶutes, ϭϲ ϬϬϬ g, ϰ °CͿ peƌŵettaŶt l͛oďteŶtioŶ d͛uŶ Đulot Ƌui est eŶsuite 

resuspendu dans du tampon de charge 2X (140 mM sodium dodecyl sulfate, 200 mM Tris, 20 % glycerol, 5 

% β-mercaptoethanol, 0,3 mM Bromophenol Blue). Après dénaturation des protéines par chauffage à 90 

°C peŶdaŶt ϭϬ ŵiŶutes, l͛eǆtƌait pƌotĠiƋue est sĠpaƌĠ ;ϭϱ ŵiŶutes ϭϱϬV puis ϲϬ ŵiŶutes ϮϬϬ VͿ par SDS-

PAGE (gel de concentration de polyacrylamide à 6 % (p/v) ; gel de séparation de polyacrylamide à 12 % 

;p/ǀͿͿ ă l͛aide d͛uŶ taŵpoŶ de ŵigƌatioŶ Tƌis/SDS/GlǇĐiŶe ;Ϯϱ ŵM ; 0,1 % ; 192 mM ; pH 8,8). La 



Produits
Gel de 

concentration

Gel de 

séparation

% Acrylamide 6 % 10 %

Acrylamide 30,8% 3 mL 8,1 mL

Eau ultra-pure 8,6 mL 10,3 mL

Tris (1 M pH 6.8) 4 mL /

Tris (1,5 M pH 8.8) / 6,25 mL

SDS (10%) / 250 µL

TEMED 22 µL 12,5 µL

APS (10%) 92 µL 62,5 µL

Gélatine / 0,1%

Tableau III.3. Composition des gels SDS-PAGE utilisés pour la

séparation des protéines foliaires lors des zymmogrammes

d’aĐtivitĠ protéasique. Le gel SDS-PAGE est composé d’uŶ gel

de concentration (6% d’aĐƌǇlaŵideͿ et d’uŶ gel de séparation

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

Ammonium Per Sulfate.

Fig. III.9. zymogramme d’aĐtivitĠ protéasique obtenus à partir de

protéines solubles extraites de feuilles d’Arabidopsis thaliana.

Après coloration du gel au bleu de Coomassie R-250, des zones

blanches (indiquées par les flèches rouges) correspondent à des

zones ou des protéases sont présentes et ont digéré la gélatine

contenue dans le gel.
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fluoƌesĐeŶĐe des pƌotĠiŶes ŵaƌƋuĠes paƌ les soŶdes est ǀisualisĠe ă l͛aide du sĐaŶŶeƌ PƌoXPRESS ϮD 

proteomic Imaging System (PerkinElmer) grâce à une excitation à 540 nm et une émission à 590 nm. La 

fluoƌesĐeŶĐe est ƋuaŶtifiĠe ă l͛aide du logiĐiel IŵageJ (Schneider et al., 2012). 

 Analyse de l’activité protéasique d’un extrait protéique par 

zymogramme 

Les zǇŵogƌaŵŵes soŶt ƌĠalisĠs ă paƌtiƌ d͛eǆtƌaits de protéines solubles comme précédemment 

décrit par Dominguez et Cejudo (1996). Brièvement, les extraits protéiques des différentes répétitions 

biologiques sont poolés. Pour chaque échantillon, à 75 μg de protéines sont ajoutés un volume identique 

de tampon Laemmli sans β-mercaptoethanol (Laemmli, 1970). Les protéines sont ensuite séparées (15 

minutes à 150 V puis 1 heure à 200 V) par SDS-PAGE (gel de concentration de polyacrylamide à 6 % (p/v) ; 

gel de séparation de polyacrylamide à 10 % (p/v)) contenant 0,1 % de gélatine (p/v) (Tableau III.3). Après 

la ŵigƌatioŶ eŶ pƌĠseŶĐe d͛uŶ taŵpoŶ de migration Tris/SDS/Glycine (25 mM ; 0,1 % ; 192 mM ; pH 8,8), 

les gels sont incubés pendant 45 minutes dans 25 ml de 2-propanol (25 % ; v/v) pour favoriser la 

ƌeŶatuƌatioŶ des pƌotĠiŶes aǀaŶt d͛ġtƌe ƌiŶĐĠs ă l͛eau ultƌa-pure. Ils sont ensuite incubés durant 16 heures 

à 30 °C dans 100 mM de tampon sodium acétate à pH 5,5 contenant 10 mM de DTT afin de favoriser la 

dégradation des protéines par les protéases présentes sur le gel. Après incubation, les gels sont colorés au 

bleu de Coomassie R-250 à 0,25 % peŶdaŶt Ϯϰ ă ϰϴ heuƌes aǀaŶt d͛ġtƌe dĠĐoloƌĠs paƌ iŶĐuďatioŶ daŶs uŶ 

mélange de méthanol (50 % ; v/v), acide acétique (10 % ; v/v). Le bleu de Coomassie permettant une 

coloration en bleu des protéines, la présence de bandes plus claires sur le gel indique une dégradation de 

la gĠlatiŶe et doŶĐ la pƌĠseŶĐe d͛uŶe aĐtiǀitĠ pƌotĠasiƋue ;Fig. III.9Ϳ. Pouƌ fiŶiƌ, les gels soŶt sĐaŶŶĠs ă l͛aide 

du système GelDoc. Après découpe des zones de gel correspondant aux zones claires, un séquençage est 

entrepris afin de recheƌĐheƌ et d͛ideŶtifieƌ les pƌotĠases aĐtiǀes. 

 Séquençage d’une bande protéique par Q-TOF LC/MS 

Les bandes claires obtenues lors du zymogramme ont été découpées afin de réaliser une 

identification par la plate-foƌŵe de PƌotĠoŵiƋue PISSARO de l͛IFR MP Ϯϯ de l͛UŶiǀeƌsitĠ de RoueŶ. Les 

ďaŶdes dĠĐoupĠes soŶt laǀĠes plusieuƌs fois ă l͛eau puis sĠĐhĠes. Apƌğs ƌĠduĐtioŶ et alkǇlatioŶ, une 

digestioŶ ă la tƌǇpsiŶe a ĠtĠ effeĐtuĠe duƌaŶt toute la Ŷuit ă l͛aide d͛uŶ sǇstğŵe autoŵatisĠ ;MultiPROBE 

II, PerkinElmer). Les fragments de gel sont ensuite incubés deux fois pendant 15 minutes dans une solution 

d͛aĐĠtoŶitƌile puis uŶe fois peŶdaŶt ϭϱ ŵiŶutes daŶs uŶe solutioŶ ă Ϭ,ϭ % d'aĐide tƌifluoƌoaĐĠtiƋue 

permettant l'extraction des peptides des bandes de gel. Les extraits peptidiques sont ensuite séchés et 



Produits
Tampon 

Anode n°1

Tampon 

Anode n°2

Tampon 

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

Tableau III.4. Composition des différents tampons ANODE 1, ANODE 2 et

CATHODE nécessaires à la réalisation du transfert de protéines sur

membrane PVDF.

Fig. III.10. Schéma du montage réalisé pour le transfert de protéines du gel SDS-PAGE sur la

membrane PVDF. Utilisation du système de transfert semi-sec PierceG2 Fast Blotter (Thermo Scientific,

Bremen, Allemagne).
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ƌepƌis daŶs le taŵpoŶ d͛ĠlutioŶ ĐhƌoŵatogƌaphiƋue, ĐoŶstituĠ de ϯ % d͛aĐĠtoŶitƌile et de Ϭ,ϭ % d͛aĐide 

méthanoïque le tout dans de l'eau. Les peptides sont enrichis, séparés et analysés à l'aide d'un 6520 

Accurate-Mass Q-TOF LC/MS équipé d'une interface HPLC-chip cube (Agilent Technologies, Massy, 

France). Ensuite, les données de fragmentation sont analysées à l'aide du logiciel Mass Hunter (version 

B.06.00, Agilent Technologies). Pour l'identification des protéines, les listes de pics MS/MS sont extraites, 

converties en fichiers au format mzdata.xml et comparées à la base de données des protéines à l'aide du 

moteur de recherche MASCOT Daemon (version 2.6.0; Matrix Science, Londres, Royaume-Uni). Les 

recherches sont effectuées sans modification fixe mais avec diverses modifications pour l'oxydation des 

méthionines, la carbamidométhylation et la carboxyméthylation des cystéines et pour le pyro-glutamate 

(Nter Q et E) et avec un maximum de deux clivages. Les spectres MS/MS sont recherchés avec une 

tolérance de masse de 20 ppm pour les ions précurseurs et de 0,6 Da pour les fragments MS/MS. Seuls les 

peptides correspondant à un score ionique individuel >24 sont pris en compte. Les protéines avec deux 

peptides ou plus correspondant à la séquence protéique ont été automatiquement considérées comme 

une identification positive. 

 Immunodection des protéines (Western-blot) 

AfiŶ de dĠteĐteƌ la pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ de pƌotĠiŶes d͛iŶtĠƌġt, des WesteƌŶ-blots ont été réalisés. 

Pouƌ Đela, ϮϬ µg de pƌotĠiŶes soluďles ƌepƌis daŶs du taŵpoŶ Laeŵŵli Ϯǆ aǀeĐ du β-mercaptoethanol 

(Laemmli, 1970) sont dénaturés par chauffage à 90 °C pendant 10 minutes. Les protéines sont séparées 

sur un gel SDS-PAGE precast Stainfree gel (4-15 % acrylamide gradient; Mini-PROTEAN® TGXTM Stain Free, 

Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France). Ces gels ont la particularité de contenir des composés tri-halogénés 

qui réagissent avec les acides aminés tryptophanes des protéines grâce à une réaction induite sous UV à 

l͛aide du sĐaŶŶeƌ Gel DoĐ™ EZ ŵuŶi du logiĐiel Iŵage Laď™ ;Bio-Rad). Le scan avant le transfert sur 

membrane PVDF permet de contrôler la qualité des dépôts.  

Après séparation, les protéines sont transférées sur une membrane de polyvinylidene difluoride 

;PVDFͿ ă l͛aide de tƌois taŵpoŶs diffĠƌeŶts (Anode n°1, Anode n°2 et cathode, Tableau III.4). La membrane 

est d͛aďoƌd ĠƋuiliďƌĠe ă l͛aide de ϯ ďaiŶs suĐĐessifs sous agitation : un bain dans du méthanol 100 % 

peŶdaŶt ϭϱ seĐoŶdes puis uŶ ďaiŶ de ϭϬ ŵiŶutes daŶs l͛eau et pouƌ fiŶiƌ uŶ ďaiŶ de ϭϬ ŵiŶutes dans le 

tampon anode 2. Le gel est ensuite équilibré pendant 20 minutes dans le tampon cathode. Ensuite, un 

« sandwich » de tƌaŶsfeƌt est ƌĠalisĠ ă l͛aide de feuilles de papieƌs WhatŵaŶ iŵpƌĠgŶĠes daŶs diffĠƌeŶts 

taŵpoŶs, eŵpilĠes daŶs l͛oƌdƌe suiǀaŶt : 2 feuilles imprégnées du tampon Anode n°1, 1 feuille dans du 

tampon n°2, la membrane PVDF, le gel SDS-PAGE et pour finir 4 feuilles imbibées du tampon cathode 
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(Fig. III.10). Le transfert des protéines du gel sur la membrane PVDF dure 10 minutes à 2,5 A/cm via le 

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

Après le transfert, la membrane est incubée toute la nuit dans du tampon TBST (Tris-base 10 mM, 

NaCl 150 mM, Tween-20 à 0,15 % (v/v), pH 8) contenant 3 % de lait (Régilait). Après 2 lavages de 7 minutes 

daŶs du taŵpoŶ TBST, la ŵeŵďƌaŶe PVDF est iŶĐuďĠe duƌaŶt ϭ heuƌe aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌe de lapiŶ 

(anti-SAG12 1/4000 ou anti WSCP1 1/2000 dans du TBST) soigneusement lavée avec 5 bains de 5 minutes 

dans du TBST, puis iŶĐuďĠe uŶe seĐoŶde fois ϭ heuƌe aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌe de Đhğǀƌe aŶti-lapin 

couplé à la peroxydase de raifort (1/10000 dilué dans du TBST, Bio-Rad®). Pour finir, 3 lavages de 7 minutes 

dans du TBST suivis de 2 lavages avec du TBS (Tris-base 10 mM, NaCl 150 mM, pH 8) sont réalisés. La 

dĠteĐtioŶ de la pƌotĠiŶe iŵŵuŶoŵaƌƋuĠe s͛effeĐtue ă l͛aide du sĐaŶŶeƌ PƌoXPRESS ϮD pƌoteoŵiĐ IŵagiŶg 

System (PerkinElmer, Courtaboeuf) de la plateforme IMOGERE (Université de Caen Normandie, SFR ICORE) 

permettant la détection de la luminescence émise par la peroxydase de Raifoƌt loƌsƋu͛elle est eŶ ĐoŶtaĐt 

avec son substrat (kit de réaction de chemiluminescence ECL, Bio-Rad).  

Un marqueur de masses moléculaires spécifique au western-blot est déposé en même temps que 

les pƌotĠiŶes suƌ le gel. Il a la paƌtiĐulaƌitĠ d͛ġtƌe dĠteĐtĠ paƌ la stƌeptaĐtiŶ-HRP (Bio-Rad) qui produit aussi 

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

 Immunolocalisation des protéines WSCP1 par microscopie 

Les tissus ǀĠgĠtauǆ soŶt pƌĠleǀĠs ă l͛eŵpoƌte-pièce (2 mm de diamètre) et mis dans une solution 

fixatrice (4 % paraformaldéhyde,  0,1 % Glutaraldéhyde en tampon cacodylate de sodium 0,1 M pH 7). Les 

tissus sont placés sous agitation 15 minutes puis sous vide pendant 1 heure afin de faire pénétrer le 

fixateur. Les tissus sont rincés avec du tampon cacodylate de sodium (0,1 M pH 7) puis remisés à 4 °C toute 

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

Le lendemain, les tissus soŶt dĠshǇdƌatĠs ă l͛aide de plusieuƌs ďaiŶs de ϭϬ ŵiŶutes ;eŶ tƌipliĐataͿ 

suĐĐessifs daŶs de l͛alĐool ;ϳϬ %, ϵϱ %, ϭϬϬ %Ϳ à température ambiante. Ils sont ensuite imprégnés avec la 

résine LR-White HARD (Thermo Fisher Scientific, USA) ă l͛aide de ďaiŶs suĐĐessifs de résine éthanol (25 %, 

ϱϬ %, ϳϱ %Ϳ d͛uŶe duƌĠe de ϭ heuƌe ϯϬ ĐhaĐuŶ sous agitatioŶ ă teŵpĠƌatuƌe aŵďiaŶte. Les ĠĐhaŶtilloŶs 

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

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

résine LR-White puƌe et ŵis ă polǇŵĠƌiseƌ peŶdaŶt Ϯϰ heuƌes ă ϱϬ °C daŶs des Đapsules feƌŵĠes, ă l͛aďƌi 

de l͛aiƌ. La ƌĠsiŶe est eŶsuite dĠŵoulĠe et des Đoupes de diffĠƌeŶtes épaisseurs (1 à 5 µm) sont réalisées à 



Fig. III.11. Protocole utilisé pour l’immunolocalisation en microscopie confocale d’uŶe
protéine (WSCP1 dans cet exemple) sur des coupes de feuilles sénescentes d’Arabidopsis

thaliana.
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l͛aide d͛uŶ ultƌa-microtome (Leica Ultracut R) avant de les déposer sur une lame adhésive et les laisser 

sĠĐheƌ ƋuelƋues ŵiŶutes ă l͛Ġtuǀe ă ϯϬ°C. 

Après fixation, les coupes sont immunomarquées (Fig. III.11). Pour cela, elles sont 

imperméabilisées avec du PBS-triton X100 à 0,1% pendant 10 minutes puis rincées deux fois avec du PBS 

durant 5 minutes. Ensuite, un blocage des sites non spécifiques est réalisé durant 30 minutes dans un bain 

de PBS-BSA 3 % sous agitatioŶ et ă teŵpĠƌatuƌe aŵďiaŶte suiǀi d͛uŶ ƌiŶçage de ϱ ŵiŶutes daŶs du PBS. 

Elles soŶt eŶsuite iŶĐuďĠes aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌe de lapiŶ aŶti-WSCP1 (1/1000 dans du PBS-BSA 1%) 

durant toute la nuit sous agitation à température ambiante en condition humide pour éviter tout 

desséchement. Des coupes témoins non incuďĠes daŶs l͛aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌe sont laissées dans la solution 

de blocage (PBS-BSA ϯ %Ϳ. EŶsuite, ϰ ƌiŶçages d͛uŶe duƌĠe de ϱ ŵiŶutes ĐhaĐuŶ soŶt ƌĠalisĠs aǀeĐ du PBS-

BSA 1 %. Une seconde incubation aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌe de Đhğǀƌe aŶti-lapin Alexa Fluor 488 (1/500 

dans du PBS-BSA 1 % ; Thermo Fisher Scientific, USA) est réalisée durant 2 heures à température ambiante 

et ă l͛oďsĐuƌitĠ sous agitatioŶ suiǀie paƌ ϯ ƌiŶçages de ϱ ŵiŶutes aǀeĐ du taŵpon PBS et 2 rinçages de 5 

ŵiŶutes aǀeĐ de l͛eau ultƌa-pure. Une goutte de milieu de montage Fluoromount (Thermo Fisher Scientific, 

USAͿ est ajoutĠe aǀaŶt Ƌue l͛ĠĐhaŶtilloŶ soit ƌeĐouǀeƌt d͛uŶe laŵelle sĐellĠe ă la laŵe ă l͛aide de ǀeƌŶis ă 

ongle. Après 1 heure de séchage, les coupes peuvent être observées au microscope confocal (Olympus FV 

ϭϬϬϬͿ. L͛aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌe Aleǆa Fluoƌ ϰϴϴ a la ĐaƌaĐtĠƌistiƋue d͛Ġŵettƌe de la fluoƌesĐeŶĐe ă ϱϮϱ Ŷŵ 

après avoir été excité à 488 nm par un laser. 

B.IV. Méthodes d’analyses biomoléculaires 

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

Transcription 

Les ARNs totaux sont extraits à partir de 200 mg de matière fraîche foliaire ou racinaire 

pƌĠalaďleŵeŶt ďƌoǇĠs daŶs uŶ ŵoƌtieƌ eŶ pƌĠseŶĐe d͛azote liƋuide. La poudƌe est reprise avec 750 µL de 

taŵpoŶ d͛eǆtƌaĐtioŶ ;LiCl ϭϬϬ ŵM, Tƌis ďase ϭϬϬ ŵM, EDTA ϭϬ ŵM, SDS ϭ %, pH ϴͿ et ϳϱϬ µL de phĠŶol 

chaud pH 4 préalablement incubé à 80°C. Après un mélange au vortex pendant 40 secondes et ajout de 750 

µL de chloroforme/alcool isoaŵǇliƋue ;Ϯϰ/ϭ ǀ/ǀͿ, l͛hoŵogĠŶat est ĐeŶtƌifugĠ ;ϭϱϬϬϬ g, 5 minutes, 4 °C). Le 

surnageant est ensuite prélevé et 750 µL de LiCl 4 M y sont ajoutés. Après une nuit à 4 °C, une centrifugation 

de 20 minutes à 15000 g ă ϰ °C peƌŵet d͛ĠliŵiŶeƌ le suƌŶageaŶt et d͛oďteŶiƌ uŶ Đulot d͛ARNs totauǆ Ƌui est 

ƌepƌis aǀeĐ ϭϬϬ µL d͛eau stĠƌile. La solutioŶ d͛ARNs est eŶsuite puƌifiĠe ;dessalage et tƌaiteŵeŶt ă la DNaseͿ 



Gènes Type Séquences nucleotidiques des amorces Tm
Nombre de 

cycles

Gğnes d’intĠrġts

SAG12 PCR

Sens 5'-GGCAGTGGCACACCAMCCGGTTAG-3' 61,5°C

26

Anti-sens 5'-AGAAGCMTTCATGGCAAGACCAC-3' 68,7°C

AED1 Q-PCR

Sens 5'-CATCAGAGTTCGTTAGGGTA-3'

40

Anti-sens 5'-CTCGTGCTCATCTCCAAT-3'

pSAG12:: 

WSCP1
PCR Sens

5’ CCCTTCTGAAGTAATCAAATTAAGAGC 3’
60,4°C 25

WSCP1 PCR

Sens
5’ ATGAAGACTTTTTTTCTAGTTACTCTC 3’

57,4°C

25

Anti-sens
5’ GGTCTAAAGATGTTCCCATTCTACTAG 3’

61,9°C

Gènes de références

EF1-α Q-PCR

Sens 5'-GCCTGGTATGGTTGTGACCT-3'

40

Anti-sens 5'-GAAGTTAGCAGCACCCTTGG-3'

18S
Q-PCR / 

PCR

Sens 5′-CGGATAACCGTAGTAATTCTAG-3′
40 / 18

Anti-sens 5′-GTACTCATTCCAATTACCAGAC-3′

Tableau III.5. Séquences nucléotidiques et température de fusion (Tm) des différentes amorces

utilisées pour l’aŵplifiĐatioŶ par PCR ou Q-PCR de gènes d’iŶtĠƌġt (ou de références). Pour

chaque gène, le nombre de cycles d’aŵplifiĐatioŶ, PCR/qPCR est indiqué.
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ă l͛aide du Kit QiageŶ RNeasǇ MiŶi Kit eŶ suiǀaŶt le pƌotoĐole pƌĠĐoŶisĠ paƌ le fouƌŶisseuƌ ;QiageŶ, 

Coutaboeuf). 

Les ARNs totaux sont dosés par spectrométrie UV (BioPhotometer, Eppendorf, Le Pecq, France) à 

ϮϲϬ Ŷŵ, uŶe uŶitĠ d͛aďsoƌďaŶĐe ă ϮϲϬ Ŷŵ ĐoƌƌespoŶdaŶt ă ϰϬ Ŷg. µL-1 d͛ARN, aǀaŶt Ƌue la ƋualitĠ des ARN 

soit ǀĠƌifiĠe apƌğs sĠpaƌatioŶ suƌ gel d͛agaƌose ϭ%. Pouƌ Đela ϭ µg d͛ARNs ĐoŶteŶu daŶs uŶ ǀoluŵe ajustĠ 

ă ϱ µL aǀeĐ de l͛eau stĠƌile oŶt ĠtĠ ajoutĠ ă ϱ µL de taŵpoŶ de Đhaƌge (bleu de bromophénol 0,025 % (p/v), 

ǆǇlğŶe ĐǇaŶole Ϭ,ϬϮϱ % ;p/ǀͿ, glǇĐĠƌol ϯ % ;ǀ/ǀͿ, ďƌoŵuƌe d͛Ġthidiuŵ Ϭ,ϬϮϱ % ;p/ǀͿ, MOPS 1X, formamide 

désionisé 615 μL. mL-1 et formaldéhyde 188 μL. mL-1). Après 9 minutes de dénaturation à 70 °C et 

refroidissement brutal sur glace, les ARNs sont séparés (1 heure, 50 volt en présence de tampon sodium 

aĐĠtate Ϭ,ϱXͿ suƌ uŶ gel d͛agaƌose ϭ % ĐoŶteŶaŶt du ďƌoŵuƌe d͛Ġthidiuŵ (0,5µg/ml). Les ARN sont 

ǀisualisĠs sous UV eŶ utilisaŶt le sǇstğŵe d͛aŶalǇse d͛iŵages GelDoc (Bio-rad, Marne-la-Coquette) afin de 

vérifier leur qualité.  

La sǇŶthğse d͛ADNĐ siŵple ďƌiŶ paƌ ƌeǀeƌse tƌaŶsĐƌiptioŶ ;RTͿ est ƌĠalisĠe ă l͛aide du kit « IScript cDNA 

synthesis » (Bio-Rad, Marne-la-Coquette). A ϭ µg de ŵatƌiĐe ĐoŵplĠtĠ ă ϳ,ϱ µL aǀeĐ de l͛eau stĠƌile soŶt 

ajoutĠs Ϯ,ϱ µL de Miǆ IsĐƌipt ϱX ;ĐoŶteŶaŶt des aŵoƌĐes oligo;dTϭϱͿͿ et Ϭ,ϱ µL d͛eŶzǇŵe Reǀeƌse 

transcriptase IScript. Le mélange obtenu est incubé pendant 5 minutes à 25 °C puis 30 minutes à 42 °C et 

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

 Polymerase Chain Reaction (PCR) et quantitative Polymerase Chain 

Reaction (qPCR) 

Les ƌĠaĐtioŶs de PCR soŶt ƌĠalisĠes ă paƌtiƌ d͛ϭ µL d͛ADNc (produit de RT) auquel sont ajoutés du 

taŵpoŶ de PCR Xϭ ;ϱU/µlͿ, ϮϱϬ µM de dNTPs, Ϭ,ϲϱ µM d͛aŵoƌĐes seŶs et aŶtiseŶs spĠĐifiƋue de ĐhaƋue 

gğŶe d͛iŶtĠƌġt ;Tableau III.5) et 0,5 M de Taq polymérase (MP Biomedicals, Illkirch, France). La réaction de 

polymérisation est réalisée dans un thermocycleur (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) utilisant le 

programme suivant : après une étape de dénaturation de 5 minutes à 95 °C pour activer la Taq polymérase 

;hot staƌtͿ et dĠŶatuƌeƌ les ďƌiŶs d͛ADNĐ, uŶe sĠƌie de 3 étapes répétées X fois (X étant spécifique de chaque 

gğŶes d͛iŶtĠƌġt Tableau III.5) comprenant une étape de dénaturation de 30 secondes à 95 °C, une étape 

d͛hǇďƌidatioŶ des aŵoƌĐes de ϯϬ seĐoŶdes ă ϱϴ °C et uŶe Ġtape d͛ĠloŶgatioŶ d͛uŶe ŵiŶute ă ϳϮ °C sont 

réalisées. Chaque réaction de PCR est terminée par une étape à 72 °C de 10 minutes.  

A la fiŶ de la PCR, uŶ aliƋuot des pƌoduits d͛aŵplifiĐatioŶ est sĠƋueŶĐĠ et les pƌoduits de sĠƋueŶçage 

sont alignés (Multalin Interface) avec la séquence nucléique de l͛ADNĐ du gğŶe Điďle afiŶ de ǀĠƌifieƌ la 

spĠĐifiĐitĠ de la PCR. Les aŵpliŵğƌes soŶt sĠpaƌĠs paƌ ĠleĐtƌophoƌğse suƌ gel d͛agaƌose ;ϭ,Ϯ % daŶs du TAE 
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1X contenant 0,5 µg mL-1 de ďƌoŵuƌe d͛Ġthidiuŵ ;BETͿͿ et ƌĠǀĠlĠs paƌ illuŵiŶatioŶ aǀeĐ la luŵiğƌe UV eŶ 

utilisant le scanner Gel-Doc TM EZ Scanner (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France).  

La ƋuaŶtifiĐatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ des diffĠƌeŶts gğŶes a ĠtĠ ƌĠalisĠe par RT-qPCRs en utilisant les 

sĠƋueŶĐes d͛aŵoƌĐes indiquées dans le Tableau III.5. Pouƌ Đela, ă ϰ µL d͛ADNĐ issus de RT diluĠ ϭϬϬ fois 

sont ajoutés ϱϬϬ ŶM d͛aŵoƌĐe seŶs et aŶtiseŶs et ϭX SYBR GƌeeŶ PCR Masteƌ Miǆ ĐoŶteŶaŶt ŶotaŵŵeŶt la 

Taq polymerase (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France). Les Q-PCR sont réalisées dans un thermocycler 

CFX96 Real-Time System (Bio-rad Marne-la-Coquette, France) programmé de la manière suivante : une 

Ġtape d͛aĐtiǀatioŶ ă ϵϱ °C peŶdaŶt ϯ ŵiŶutes suiǀi de ϰϬ ĐǇĐles d͛uŶe Ġtape de dĠŶatuƌatioŶ ă ϵϱ °C duƌaŶt 

ϭϱ seĐoŶdes puis paƌ uŶe Ġtape d͛hǇďƌidatioŶ/Ġlongation de 40 secondes à 60 °C. Pour chaque couple 

d͛aŵoƌĐes seŶs et aŶtiseŶs spĠĐifiƋue d͛uŶ gğŶe Điďle, uŶe Ġtape de ǀalidatioŶ est pƌĠalaďleŵeŶt ƌĠalisĠe 

ă la fiŶ de ĐhaƋue ĐǇĐle eŶ appliƋuaŶt le pƌogƌaŵŵe d͛aŵplifiĐatioŶ ă uŶe gaŵŵe de dilutioŶ d͛ANDc (1, 

ϭ/ϭϬ, ϭ/ϭϬϬ et ϭ/ϭϬϬϬͿ pƌoǀeŶaŶt d͛uŶ ĠĐhaŶtilloŶ ou le gğŶe est seŶsĠ s͛eǆpƌiŵeƌ. Cette Ġtape de 

ǀalidatioŶ peƌŵet pouƌ ĐhaƋue Đouple d͛aŵoƌĐes de ǀĠƌifieƌ l͛effiĐaĐitĠ de la PCR ;la ǀaleuƌ doit ġtƌe pƌoĐhe 

de 1), la valeur seuil de fluorescence à appliquer pour déterminer la valeur de cycle treshold (Ct) dans la 

phase eǆpoŶeŶtielle d͛aŵplifiĐatioŶ. Paƌ ailleuƌs suite ă Đes aŵplifiĐatioŶs, la spĠĐifiĐitĠ des aŵoƌĐes est 

également vérifiée en réalisant une courbe de fusion (augmentation progressive de la température de 50 à 

90°C, incrémentation 0,2 °C) permettant de suivre la libération de fluorescence lors de la deshybridation 

des aŵpliŵğƌes, la pƌĠseŶĐe d͛uŶ seul piĐ de fluoƌesĐeŶĐe pƌĠsageaŶt d͛uŶe ďoŶŶe spĠĐifiĐitĠ des aŵoƌĐes. 

Enfin, la spécificitĠ Ŷ͛est dĠfiŶitiǀeŵeŶt ǀalidĠe Ƌu͛apƌğs sĠƋueŶçage pƌĠĐĠdeŵŵeŶt dĠĐƌit pouƌ la PCR 

classique.   

Pour chaque échantillon, les RT-ƋPCR soŶt effeĐtuĠes suƌ ϯ ƌĠpĠtitioŶs ďiologiƋues. L͛eǆpƌessioŶ 

ƌelatiǀe d͛uŶ gğŶe Điďle daŶs ĐhaƋue ĠĐhaŶtilloŶ ;saŵpleͿ est Đomparée à celle d'un échantillon témoin 

;ĐoŶtƌolͿ et est ĐalĐulĠe ă l͛aide de la ŵĠthode « deltadelta Ct » ;ΔΔCtͿ eŶ utilisaŶt l'ĠƋuatioŶ suiǀaŶte:  

EǆpƌessioŶ ƌelatiǀe du gğŶe d͛iŶtĠƌġt = Ϯ-;ΔΔCtͿ,  

ΔCt = Ctgène cible-Ct gènes de ménage (pour les calculs, la moyenne géométrique des Ct obtenus pour deux gènes 

de ménage, à savoir EF1 et ARN18S est utilisĠeͿ et  ΔΔCt = ΔCtsample-ΔCtcontrol. 

Compte-teŶu de la foƌŵule, l͛eǆpƌessioŶ de ĐhaƋue gğŶe ĠtudiĠ chez le témoin est égale à 20, Đ͛est-à-dire 

1 et sert de référence pour dĠteƌŵiŶeƌ l͛eǆpƌessioŶ ƌelatiǀe Đhez les plaŶtes tƌaitĠes (Livak et Schmittgen, 

2001). 

 



Produits Tampon de coloration

Tampon phosphate (pH 7) 50 mM

Ferricyanure de potassium 

(K3Fe(CN)6)
2 mM

Ferrocyanure de potassium

(K4Fe(CN)6)
2 mM

EDTA 20 mM

Triton X-100 0.05 %

X-Gluc 1 mM

Tableau III.6. Composition du tampon de coloration utilisé pour

la révélation de l’aĐtivitĠ β-glucuronidase (GUS) dans les

différents tissus des lignées d’Arabidopsis pSA12::UIDA .

Incubation dans le 

tampon de coloration

(37 °C, toute la nuit)

Fig. III.12. Exemple de coloration GUS obtenue sur une feuille de lignée pSAG12::UIDA.

pSAG12::UIDA
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 Coloration GUS 

La loĐalisatioŶ tissulaiƌe de l͛eǆpƌessioŶ du gğŶe SAGϭϮ est oďteŶue paƌ la ƌĠǀĠlatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ 

GUS dans les différents tissus végétaux (feuilles, racines, tiges, siliques). Pour ce faire, les tissus récoltés 

soŶt diƌeĐteŵeŶt iŶĐuďĠs daŶs uŶ taŵpoŶ phosphate ;taŵpoŶ phosphate ϱϬ ŵM ă pH ϳ, β-

mercaptoéthanol 1 %) afin de limiter le stress oxydatif. Les tissus sont ensuite transférés dans une solution 

de coloration (tampon phosphate 50 mM à pH 7, 2 mM K3Fe(CN)6, 2 mM K4Fe(CN)6, ϮϬŵM d͛EDTA, Ϭ,Ϭϱ 

% Triton X-100, 1 mM X-GlucͿ et doŶt l͛iŶfiltƌatioŶ daŶs les tissus est faǀoƌisĠe sous ǀide peŶdaŶt ϭϬ 

minutes. La coloration est obtenue après incubation des tissus toute une nuit à 37 °C (Tableau III.6).  

Afin de mieux visualiser la coloration GUS (couleur bleue), les tissus chlorophylliens sont décolorés 

paƌ iŶĐuďatioŶs suĐĐessiǀes peŶdaŶt ϭ heuƌe daŶs des solutioŶs d͛ĠthaŶol ă ϱϬ %, ϳϱ %, et ϵϲ %. Les 

ĠĐhaŶtilloŶs soŶt eŶsuite plaĐĠs daŶs uŶe solutioŶ d͛Ġthanol à 50 % puis dans du glycérol à 10 % avant 

d͛ġtƌe, soit ŵoŶtĠs eŶtƌe laŵe et laŵelle, soit iŶĐlus daŶs de l͛agaƌose ;5 %; low melting point; Roth) et 

coupés au vibratome (Microm 650v; Thermo Scientific; USA). Les échantillons peuvent être conservés à 

4°C ou directement observés au microscope (AX70 Olympus, camera olympus SC30, Japan) (Fig. III.12). 

UŶe oďseƌǀatioŶ sous U.V. a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ƌĠalisĠe afiŶ d͛oďseƌǀeƌ la ligŶiŶe peƌŵettaŶt ŶotaŵŵeŶt uŶe 

ŵeilleuƌe iŶteƌpƌĠtatioŶ de l͛oƌgaŶisatioŶ tissulaiƌe des racines.  

B.V. Analyses statistiques 

Pour chaque analyse, un minimum de 3 répétitions biologiques sont analysées (nш3). Toutes les 

doŶŶĠes soŶt pƌĠseŶtĠes Đoŵŵe la ŵoǇeŶŶe ± l͛eƌƌeuƌ staŶdaƌd ;SEͿ. L͛eŶseŵďle des aŶalǇses statistiƋues 

soŶt ƌĠalisĠes ă l͛aide du logiciel R. La normalité des données a été vérifiée avec le test de Shapiro-Wilk. 

Les analyses de variance (ANOVA) et le test de student ont été utilisés pour comparer les moyennes. 

Lorsque les données ne suivent pas une loi normale, le test non-paramétrique de Kruskall-Wallis est utilisé. 

La significativité des tests a été fixée à p ч 0,05. 

 

 

 



 



 

 

 

  



 



 

 

A. SAG12, a major cysteine protease involved in nitrogen 

allocation during senescence for seed production in 

Arabidopsis thaliana 

Publié dans Plant and Cell Physiology (doi.org/10.1093/pcp/pcy125) 

Contexte : Le Đolza est uŶe plaŶte de gƌaŶde Đultuƌe ĐaƌaĐtĠƌisĠe paƌ uŶe ŵauvaise EffiĐieŶĐe d’Usage de 
l’Azote (EUA). Cette faible EUA est principalement due à une mauvaise Efficience de Remobilisation de 

l’Azote ;ERAͿ loƌs de la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe sĠƋueŶtielle Ƌui se dĠƌoule au stade vĠgĠtatif. UŶe aŵĠlioƌatioŶ 
de l’EUA passe doŶĐ paƌ uŶe optiŵisatioŶ de l’ERA et notamment par une amélioration de la protéolyse 

lors de la sénescence foliaire. De récents travaux, montrent que la protéase à cystéine SAG12 est un des 

acteurs de la protéolyse les plus induits lors de la sénescence chez le colza (Desclos et al., 2009; Poret et 

al., 2016). Néanmoins, son rôle reste controversé par des études, lui attribuant un rôle non essentiel à la 

progression de la sénescence chez Arabidopsis thaliana, voire un rôle de régulateur négatif de ce processus 

chez le riz (Otegui et al., 2005; Singh et al., 2013) 

Objectif : L’oďjeĐtif de Đes tƌavauǆ est de Đlaƌifieƌ le ƌôle foŶĐtioŶŶel de la pƌotĠase SAGϭϮ eŶ foĐalisaŶt 
plus particulièrement sur les processus protéolytiques en lien avec la sénescence. 

Méthode : Afin de réaliser cette étude fonctionnelle, une approche de génétique inverse a été utilisée.  

N’eǆistaŶt pas de Đolza KŶoĐk Out ;KOͿ pouƌ le gğŶe SAG12, l’Ġtude s’est oƌieŶtĠe suƌ l’espğĐe ŵodğle 
Arabidospis thaliana chez laquelle un KO-SAG12 (sag12) était disponible. En comparaison au sauvage (Col), 

un phénotypage de sag12 a été réalisé (biomasse, rendement, progression de la sénescence) aux stades 

végétatif et reproducteur en condition limitante en N (LN) ou non (HN). Une analyse des activités 

pƌotĠolǇtiƋues paƌ Đlasses de pƌotĠases aiŶsi Ƌu’uŶe ideŶtifiĐatioŶ des pƌiŶĐipauǆ aĐteuƌs iŵpliƋuĠs daŶs 
ce processus ont été effectuées. 

Résultats : Le phénotypage complet des KO-SAG12 a peƌŵis de ŵoŶtƌeƌ Ƌu’elles Ŷ’avaieŶt pas uŶ 
phénotype différent au type sauvage (Col) en condition HN. Cette absence de phénotype est expliquée par 

la pƌĠseŶĐe de sǇstğŵes de ĐoŵpeŶsatioŶs paƌ d’autƌes pƌotĠases telles Ƌue les pƌotĠases à ĐǇstĠiŶes et 
à aspartates. Parmi les aspartates protéases compensatrices, une CND41-like (AED1) a été identifiée. De 

manière intéressante, lorsque la plante est en condition LN, sag12 ne parvient pas à maintenir le 

rendement et le remplissage en N des graines et ce en dépit d’uŶe iŶduĐtioŶ de tous ses sǇstğŵes 
protéolytiques.  

Conclusion : Ces résultats ont montré pour la première fois un phénotype chez sag12. Les mécanismes 

ĐoŵpeŶsatoiƌes ŵis eŶ œuvƌe paƌ sag12 mettent en évidence le rôle majeur de la protéase SAG12, pour 

la pƌotĠolǇse assoĐiĠe à la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe. Ce ƌôle est d’autaŶt plus ĐƌuĐial pouƌ assuƌeƌ le ƌeŵplissage 
en N des graines lorsque les plantes doivent faire face à une faible disponibilité en N. Ces travaux ont en 

outƌe peƌŵis de ŵettƌe eŶ luŵiğƌe l’iŵplication des aspartates protéases comme acteurs majeurs de la 

protéolyse durant la sénescence foliaire. Une aspartate protéase en particulier (AED1) pourrait être un 

candidat potentiellement intéressant pour la sélection de variétés présentant une ERA améliorée. 
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Abstract: 

SAG12 is the most widely used senescence-associated reference gene for characterizing leaf 

senescence, and the increase in SAG12 protein during leaf senescence is remarkable. However, the role of 

this cysteine protease in N remobilization and the leaf senescence process remains unclear. The role of 

SAG12 has been poorly investigated and the few reports dealing with this are somewhat controversial. 

Indeed, sag12 Arabidopsis mutants have not shown any phenotype while OsSAG12-1 and OsSAG12-2 

overexpression in rice moderates senescence progression. Therefore, this study aims at clarifying the role 

of the SAG12 cysteine protease during the entire plant lifespan and during leaf senescence. Arabidopsis 

thaliana plants knocked-out for the SAG12 gene (sag12) did not exhibit any special phenotypic traits when 

grown under optimal nitrogen supply (HN), suggesting that other cysteine proteases could provide 

compensatory effects. Moreover, for the first time, this study shows that aspartate protease activity is 

significantly increased in sag12. Among the putative aspartate proteases involved, a CND41-like aspartate 

protease has been identified. Under low nitrogen (LN) availability, when inducible proteolytic systems are 

not sufficient to cope with SAG12 depletion, a decrease in yield is observed. Altogether, these results show 

that SAG12 (and perhaps also aspartate proteases) could be involved in RuBisCO degradation during the 

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.I.  Introduction 

Except for the Fabaceae, field crops are nitrogen (N) demanding plants that require high levels of 

N input. Switching agriculture from a productive model to a sustainable one requires reduction in the use 

of N fertilizers. Crop productivity then becomes more dependent on efficient N remobilization from source 

to sink organs (Masclaux et al., 2000).  

In vegetative tissues the main source of remobilized N originates from protein breakdown, which 

requires complex proteolytic processes to generate the amino acids and peptides that are recycled during 

senescence (Masclaux-Daubresse et al., 2008; Gregersen et al., 2013). Senescence progression is 

controlled by numerous transcription factors and enzymes (Kusaba et al., 2013) that play a role at different 

steps in plant development and are also differentially controlled in response to biotic and abiotic 

environmental factors (Avice and Etienne, 2014). During leaf senescence, the degradation of cytoplasmic 

components and organelles is undertaken gradually, and chloroplasts, which contain more than 75% of 

the total N in leaves (50% in the form of RuBisCO), are the first organelles to be degraded (Hörtensteiner 

and Feller, 2002). Mitochondria and the nucleus remain active for longer, until cell death (Lim et al., 2007), 

to enable the energy production required for catabolic reactions and gene expression. The Senescence 

Associated Genes (SAGs) induced during leaf senescence mainly consist of transporters and catabolic 

enzyme genes (Gan and Amasino, 1997). The hydrolases that have been identified are mostly proteases 

(Guo et al., 2004) belonging to 5 major classes: Metalloproteases, Threonine proteases of the proteasome, 

Serine proteases, Aspartic proteases, and Cysteine proteases (Roberts et al., 2012). These protease 

families are found in several cellular compartments where they are known to have different substrates 

and roles during senescence (Roberts et al., 2012; Diaz-Mendoza et al., 2016). 

Metalloproteases are widely represented in the plant genome (van der Hoorn, 2008) but 

knowledge of their involvement in senescence is lacking (Roberts et al., 2012). Only three members of this 

family may play a role during senescence: (i) filamentation temperature-sensitive H (FtsH), (ii) the 

mitochondrial processing peptidases (MPPs) and (iii) the matrix metalloproteinases (MMPs) (Flinn, 2008; 

Desclos et al., 2009). While threonine proteases of the proteasome might participate in N remobilization 

during senescence (Avila-Ospina et al., 2014; Girondé et al., 2016), they are more likely involved in 

senescence-dependent regulatory pathways (Roberts et al., 2012) controlling, for example, oxidative 

stress (Lequeu et 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 remobilizing N (Liu et al., 2008; Roberts et al., 

2012). In rapeseed, a previous study has shown a positive relationship between effective proteolysis in 
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leaves during senescence under N limiting conditions and high serine protease activity (Girondé et al., 

2016).  

Among the aspartate proteases (AP) (Schaller, 2004; van der Hoorn, 2008), several are also 

upregulated during natural and N-starvation-induced senescence in numerous plants species, but very 

little is known about their roles (Bhalerao et al., 2003; Gregersen and Holm, 2007; Liu et al., 2008; Desclos 

et al., 2009). Nevertheless, involvement of CND41 in RuBisCO degradation in vitro was demonstrated in 

Nicotiana tabacum (Kato et al., 2004, 2005; Diaz et al., 2008). The increase in CND41-like protein that 

paralleled the decrease in RuBisCO during leaf senescence in Arabidopsis thaliana also suggested a similar 

feature (Diaz et al., 2008).  

The cysteine protease (CP) group is certainly the most widely represented protease superfamily 

during leaf senescence ((Buchanan-Wollaston and Ainsworth, 1996; Noh and Amasino, 1999a; Guo et al., 

2004). As such, CPs could be major actors in the process associated with N remobilization during leaf 

senescence. Because a correlation has been shown between CP expression and N remobilization 

associated with senescence, several CP families could indeed play a role in N remobilization, especially by 

degrading stromal proteins such as RuBisCO or chloroplastic glutamine synthetase in senescence-

associated vacuoles (SAVs) (Martínez et al., 2008), which are lytic vacuoles independent from the central 

vacuole (Otegui et al., 2005) and located in the peripheral cytoplasm of mesophyll and guard cells (Lohman 

et al., 1994; Noh and Amasino, 1999a; Otegui et al., 2005). SAG12 papain-like cysteine protease is the most 

widely used reference as a senescence-associated gene. Indeed, the increase in SAG12 in senescing leaves 

of oilseed rape during N remobilization is remarkable (Lohman et al., 1994; Noh and Amasino, 1999a; Guo 

et al., 2004; Desclos et al., 2009; Poret et al., 2016; Safavi-Rizi et al., 2018), with the high SAG12 expression 

level being detectable until the final stages of leaf senescence (Gombert et al., 2006; Desclos-Théveniau 

et al., 2015). SAG12 protein has been localized in SAVs. It was suggested that SAG12 participates in 

RuBisCO breakdown as SAVs also contain RuBisCO proteins (Martínez et al., 2008; Carrión et al., 2013). 

Due to its senescence-related pattern and its strong induction and presence in SAVs, many reports have 

proposed the crucial role of SAG12 cysteine protease in N remobilization during leaf senescence. 

Nevertheless, the few studies performed on sag12 mutants did not reveal any phenotypic traits and 

especially no differences in leaf senescence progression (Otegui et al., 2005). This could be explained by 

compensation of any defects in SAG12 protease activity via the induction of other proteases ;PƌužiŶskĄ et 

al., 2017). Accordingly, Otegui et 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 OsSAG12-1 and OsSAG12-

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

Arabidopsis. 

All these studies highlight the ambiguous role of SAG12 during leaf senescence. In this context, 

our aim was to clarify SAG12 protease involvement in plant growth, leaf senescence and seed filling. To 

reach this goal, physiological and developmental traits were recorded to compare a sag12 mutant with 

the Col wild type. Protease activities were monitored to detect any backup effects. Both N standard and N 

deprivation conditions were used to force N remobilization and exacerbate the leaf senescence phenotype 

in order to facilitate phenotype emergence.  

A.II.  Materials and methods 

 Plant growth conditions 

Arabidopsis thaliana Columbia wild type (Col) and sag12 (SALK_124030) T-DNA mutants were used 

in this study. 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 onto lids cut from Eppendorf tubes (0.5 ml) and filled with 0.8 % agar. 

Eighty four plants of each genotype were placed in a glasshouse on a tank containing 10L of 3.75mM NO3
- 

nutrient solution (1.25 mM Ca(NO3)2.4H2O, 1.25 mM KNO3, 0.5 mM MgSO4, 0.25 mM KH2PO4, 0.2 mM 

EDTA.2NaFe.3H2O, ϭϰμM H3BO3, ϱ μM MŶSO4, ϯ μM ZŶSO4, Ϭ.ϳ μM ;NH4)6Mo7O24, Ϭ.ϳ μM CuSO4, Ϭ.ϭ μM 

CoCl2) renewed every week for 44 days. At 44 days after sowing (DAS), plants were transferred to one of 

two contrasting N conditions: High Nitrogen (HN; 3.75 mM N) and Low NitrogeŶ ;LN; ϰ.Ϯ μM NͿ. 

Photosynthetic photon flux density was 110 mmol m-2 s-1 and day and night temperatures were 21 °C and 

18 °C, respectively. During the first 64 DAS, plants were cultivated with an 8 h light/16 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 were harvested: a 

portion of the shoot and root tissues was frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C for further 

biochemical analysis, the remaining portions being placed in an oven (60 °C, 4 days) before dry biomass 

weight determination. In addition, at 64 DAS, leaf ranks were separated and imaged (Canon Powershot 

G10, Canon, Japan, 14.8 Mpx, JPEG) to determine leaf areas. Image analysis was performed with a specific 

script developed for ImageJ software (Schneider et al., 2012). The total areas, as well as the green area 

(considered non-senescent), were determined with colour detection based on the HUE component of the 
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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 was calculated as the 

seed biomass produced per one gram of plant tissue. N content was quantified in the whole plant and 

seeds samples with an elemental analyser (EA3000, EuroVector, Milan, Italy). The nitrogen harvest index 

(%) was calculated using the following formula: 

Nitrogen harvest index (%) = 
𝑆ௗ 𝑁𝑖௧𝑟𝑔 𝑎௨௧𝑊ℎ 𝑎௧ 𝑁𝑖௧𝑟𝑔 𝑎௨௧ × ͳͲͲ 

 Determination of germination tests and seedling growth 

Germination kinetic was determined for seeds from col and sag12 plants cultivated under LN 

conditions. Seeds were stratified during 48 h in 0.1 % agar (Select agar, Sigma, L'Isle d'Abeau Chesnes, 

France) at 4 °C in the dark. Fifty mature seeds of each genotype were sown on three layers Whatman filter 

paper soaked with 16 ml sterile water within petri dishes (12 x 12 cm). The petri dishes were then closed 

and placed in growth chamber at 20°C and 70% relative humidity. Seeds that show a completed radicle 

protrusion through the seed-coat were considered as germinated. To monitor seedling growth, sag12 and 

Col seeds were sown on water supplemented with agar (0.7 % w/v) and using a micro-scale (MSA 6.6, 

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

 Extraction and quantification of soluble proteins 

Soluble proteins were extracted from 200 mg of frozen fresh leaf tissue ground in a mortar with 

500 µL citrate-phosphate buffer (20 mM citrate, 160 mM phosphate, pH 6.8 containing 50 mg of PVPP). 

For active protease profiling, citrate-phosphate buffer was replaced by 500 µL of deionized water 

according to Poret et al. (2016). After centrifugation (1 h, 12 000 g, 4°C), the concentration of the soluble 

protein extract was determined in the supernatant by protein staining (Bradford, 1976) using bovine 

serum albumin (BSA) as standard. 

 Proteolytic activities determination  

Proteolytic activities were determined by in vitro protein degradation analysis adapted from 

Girondé et al., (2015a). Exogenous (BSA) and endogenous (RuBisCO large chain: RBCL) proteins were used 

as taƌgets of pƌoteolǇsis at pH ϱ.ϱ. Foƌ this, ϮϬ μg of soluďle pƌoteiŶs ǁeƌe iŶĐuďated iŶ a ϮϬϬ µL ƌeaĐtioŶ 

volume containing Na-aĐetate ďuffeƌ ;ϱϬ ŵM, pH ϱ.ϱͿ aŶd ϭϬ μg of BSA. Pƌotease Đlass aĐtiǀities ;PCact) 
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were obtained by the addition of 50 µM of a protease class-specific inhibitor in dimethylsufoxide (DMSO): 

E-64 (cysteine protease), aprotinin (serine protease), and pepstatin A (aspartic protease). Furthermore, 2 

mM of dithiothreitol (DTT) was added to this mixture to study cysteine proteases, and total protease 

activity (TPact) was obtained by substituting inhibitors with an equal volume of DMSO. Then, proteins were 

precipitated with 1 mL of ice-cold acetone either immediately (t0), or after incubation for 300 min (t300) at 

37 °C under gentle agitation. The pellet obtained after centrifugation (15 min, 16 000 g, 4 °C) was dissolved 

in 2X SDS-PAGE gel loadiŶg ďuffeƌ ;ϭϰϬ ŵM sodiuŵ dodeĐǇl sulfate, ϮϬϬ ŵM Tƌis, ϮϬ % glǇĐeƌol, ϱ % β-

mercaptoethanol, 0.3 mM Bromophenol Blue) and heated at 90 °C for 10 min. Then the soluble protein 

extracts were separated on a 4-15 % gradient in SDS-PAGE precast Stainfree gels (Mini-PROTEAN® TGXTM 

Stain Free, Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France) and scanned under UV light with a Gel DoĐ™ EZ sĐaŶŶeƌ 

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

(1) Total protease activity (TPact expressed in µg(BSA+RBCL) h-1 µg-1 total proteins): 

TPact =  
𝑄ሺಳೄಲ+ೃಳ𝐿ሻ𝑡0−𝑄ሺಳೄಲ+ೃಳ𝐿ሻ𝑡300𝑄ሺ𝑡𝑡ሻ𝑡0 × ଷ 

(2) Protease class activity (PCact expressed in µg(BSA+RBCL) h-1 µg-1 total proteins) : 

PCact  =  
[𝑄ሺಳೄಲ+ೃಳ𝐿ሻ𝑡0−𝑄ሺಳೄಲ+ೃಳ𝐿ሻ𝑡300]−[𝑄ሺಳೄಲ+ೃಳ𝐿ሻ𝑡0−𝑄ሺಳೄಲ+ೃಳ𝐿ሻ𝑡300 𝐼ℎ𝑖𝑏.]𝑄ሺ𝑡𝑡ሻ𝑡0 × ଷ 

where the amount of RBCL plus BSA (Q(BSA+RBCL)) at t0 and t300, with (Inhib.) or without inhibitor, as well as 

the total amount of soluble proteins (Qtot) at t0 were quantified by using ImageLabTM software (Bio-Rad, 

Marne-la-Coquette, France). 

 Detection of proteolytic activities by zymograms 

In vitro proteolytic activities were performed as reported by Dominguez and Cejudo, (1996). 

Soluble proteins were extracted from leaves of plants cultivated in HN conditions for 44 DAS and three 

replicates per genotype were pooled. SeǀeŶtǇ fiǀe μg of eaĐh pƌoteiŶ pool iŶ Laeŵŵli Ϯǆ saŵple ďuffeƌ 

(Laemmli, 1970) were separated on 10 % SDS-PAGE with 0.1 % gelatin. After 45 min in 25 mL of 25 % (v/v) 

2-propanol and subsequent rinsing with water, the gel was incubated at 30 °C for 16 h in a solution of 100 

mM sodium acetate buffer pH 5 containing 10 mM DTT. The gel was stained with 0.25 % Coomassie R-250 

blue. After gentle bleaching with a solution containing 50 % methanol and 10 % acetic acid (v/v) the 

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

Excised spots were washed several times with water and dried. After reduction and alkylation, 

trypsin digestion was performed overnight with a dedicated automated system (MultiPROBE II, 

PerkinElmer). The gel fragments were subsequently incubated twice for 15 min in a CH3CN solution and 

once for 15 min in a 0.1 % trifluoroacetic acid solution to allow extraction of peptides from the gel pieces. 

Peptide extracts were then dried and dissolved in starting buffer for chromatographic elution, consisting 

of 3 % CH3CN 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 Technologies, Massy, 

France). The fragmentation data were interpreted using Mass Hunter software (version B.06.00, Agilent 

Technologies). For protein identification, MS/MS peak lists were extracted, converted into mzdata.xml 

format files and compared with the protein database using the MASCOT Daemon (version 2.6.0; Matrix 

Science, London, UK) search engine. The searches were performed with no fixed modification but with 

various modifications for oxidation of methionines, the carbamidomethylation and carboxymethylation of 

cysteines, and for pyro-glutamate (Nter Q and E), and with a maximum of two missed 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. Proteins with two or more 

peptides matching the protein sequence were automatically considered as a positive identification. Among 

all the proteins identified (Supplementary Table IV-A.S18), only those with a GO related to aspartate 

protease activity were selected and discussed in this study.  

 Western Blot of SAG12 protein 

TǁeŶtǇ μg of pƌoteiŶs eǆtƌaĐted ǁith sodiuŵ-phosphate buffer containing pvpp were denatured 

ďǇ heatiŶg at ϵϬ °C foƌ ϭϬ ŵiŶ iŶ Laeŵŵli Ϯǆ saŵple ďuffeƌ ǁith β-mercaptoethanol (Laemmli, 1970). 

Proteins were separated on a SDS-PAGE precast Stainfree gel (4-15 % acrylamide gradient; Mini-PROTEAN® 

TGXTM Stain Free, Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France) and transferred onto a polyvinylidene difluoride 

(PVDF) membrane as described by (Desclos et al., 2008)). The PVDF membrane was incubated overnight 

in Tris buffer saline – Tween 20 (TBST; 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.15 % (v/v) Tween 20, pH 8) with 5 % 

(v/v) skimmed milk to avoid non-specific hybridization. Immunodetection of SAG12 was performed using 

specific polyclonal antibodies from rabbit provided by Agrisera® (1/4000 in TBST containing 5 % milk (v/v)) 

as the primary antibody and a second antibody coupled with peroxidase (1/10000 diluted 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 by using a ProXPRESS 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 in a mortar 

containing liquid nitrogen. The powder was suspended in 750 µL extraction buffer (100 mM LiCl, 100 mM 

TRIS, 10 mM EDTA, 1 % SDS (w/v), pH 8) and 750 µL of hot phenol (80 °C, pH 4). After vortexing for 40 s 

and after addition of 750 µl of chloroform:isoamylalcohol (24/1, v/v), the homogenate was centrifuged 

(15 000 g, 5 min, 4 °C). The supernatant was added to 750 µl of 4 M LiCl solution (w/v) and incubated 

overnight at 4 °C. After centrifugation at 15 000 g for 20 min at 4 °C, the pellet containing total RNAs was 

resuspended with 100 µL of sterile water. Then, total RNAs were purified with an RNeasy Mini Kit according 

to the ŵaŶufaĐtuƌeƌ͛s pƌotoĐol ;QiageŶ, Couƌtaďoeuf, FƌaŶĐeͿ. QuaŶtifiĐatioŶ of total RNA ǁas peƌfoƌŵed 

by spectrophotometry at 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf, Le Pecq, France) before reverse 

transcription (RT). For RT, 1 µg of total RNAs was converted to cDNA with an iScript cDNA synthesis kit 

aĐĐoƌdiŶg to the ŵaŶufaĐtuƌeƌ͛s pƌotoĐol ;Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France) before Polymerase Chain 

Reaction (PCR) analyses.  

 PCR and Q-PCR analyses 

Expression of the Sag12 and 18S rRNA genes was analysed by PCR using 1 µL of cDNA added to 

PCR X1 buffer (5 U  µL-1), 250 µM of dNTPs, 0.65 µM of forward and reverse primers and 0.5 µM of 

Qbiogene Taq polymerase (MP Biomedicals, Illkirch, France). The following primers were designed with 

primer 3+ software: Sag12 (target gene): forward: 5'-GGCAGTGGCACACCAMCCGGTTAG-3'; reverse 5'-

AGAAGCMTTCATGGCAAGACCAC-3' and 18S rRNA (housekeeping gene): forward: ϱ′-

CGGATAACCGTAGTAATTCTAG-ϯ′; ƌeǀeƌse: ϱ′-GTACTCATTCCAATTACCAGAC-ϯ′. PCR amplifications were 

performed in a thermocycler (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) using the following program: 1 

cycle at 95 °C for 5 min, 20 and 18 cycles for Sag12 and 18S rRNA including 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 °C for 1 min. Each PCR 

reaction was finished with one cycle at 72 °C for 10 min. The identity of each amplicon was checked by 

sequencing and BLAST analysis. PCR products were separated by electrophoresis on agarose gels (1.2 % in 

TAE 1X with 5 µg mL-1 of ethidium bromide (BET)) and revealed by illumination with UV light using a Gel-

Doc TM EZ Scanner (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France). 
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AED1 gene expression (At5g10760) was performed by using RT-qPCRs analysis with 4 µl of 100× 

diluted RT product, 500 nM of forward and reverse primers and 1X SYBR Green PCR Master Mix (Bio-Rad, 

Marne-la-Coquette, France) in a real-time thermocycler (CFX96 Real Time System, Bio-Rad, Marne-la-

Coquette, France). The three step program comprised of an activation step at 95 °C for 3 min and 40 cycles 

of a denaturing step at 95 °C for 15 s followed by an annealing and extending step at 60 °C for 40 s. Q-PCR 

amplifications were performed using specific primers for each housekeeping gene (EF1-α : Forward: 5'-

GCCTGGTATGGTTGTGACCT-3' ; reverse : 5'-GAAGTTAGCAGCACCCTTGG-3' ; 18S ƌRNA : foƌǁaƌd : 5′-

CGGATAACCGTAGTAATTCTAG-3′ ; ƌeǀeƌse 5′-GTACTCATTCCAATTACCAGAC-3′) and target genes (AED1 : 

Forward : 5'-CATCAGAGTTCGTTAGGGTA-3' ; reverse : 5'-CTCGTGCTCATCTCCAAT-3'). For each pair of 

primers, the PCR efficiency was around 100 % and a threshold value was determined. The specificity of 

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

RT-qPCRs and by sequencing the RT-qPCR product (Eurofins, Ebersberg, Germany). For each sample, the 

subsequent RT-qPCRs were performed in triplicate. The expression of the target gene in each sample was 

Đoŵpaƌed to the ĐoŶtƌol saŵple ;ColͿ aŶd ǁas ĐalĐulated ǁith the delta delta Ct ;ΔΔCtͿ ŵethod usiŶg the 

following equation: relative expression=2-ΔΔCt, ǁith ΔΔCt=ΔCtsample−ΔCtcontrol aŶd ǁith ΔCt=Cttarget 

gene−Cthousekeeping 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 in the exponential 

phase of PCR amplification. Using this analysis method, relative expression of the target gene in the control 

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

treatments was then compared with the control. 

 Statistical analysis 

Foƌ all paƌaŵeteƌs, at least thƌee ďiologiĐal ƌepeats ǁeƌe ŵeasuƌed ;ŶшϯͿ. All the data aƌe 

presented as the mean ± standard error (SE). To compare Col with sag12 data, Student's t tests were 

performed after verifying compliance of normality with R software. Statistical significance was postulated 

at p ч Ϭ.Ϭϱ. 

A.III.  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 to low nitrogen supply. 

At 44 DAS, no significant difference was observed for the shoot (15.91 mg ± 0.1357 mg vs 13.77 mg ± 



Fig. IV-A.1. Plant biomass is not different in sag12 and Col plants,

irrespective of the nitrate conditions.

The weight of the shoot and root dry biomasses was measured in plants

cultivated under High (HN) and Low (LN) nitrogen conditions. Biomasses

were measured at 44, 64 and 125 days after sowing (DAS). Values

represent means ± SE for n=3.

Fig. IV-A.2. Harvest index, nitrogen

content and nitrogen harvest index

are slightly different in sag12

relative to Col under LN conditions.

Col (black bars) and sag12 (white

bars) plants were harvested 125

days after sowing. Plants were

cultivated under high (HN) or low

(LN) nitrogen conditions. Values

represent means ± SE for n=4.

Significant difference between Col

and sag12 (p≤0.05, n=4) is indicated
by *.
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0.5538 mg) and the root (3.41 mg ± 0.1327 mg vs 2.97 mg ± 0.1233 mg) biomasses between Col and sag12 

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 and sag12, whatever the nitrogen supply 

conditions (HN or LN). The differences in total biomass measured in both Col and sag12 when cultivated 

under HN or LN conditions (17-18 fold higher in HN than LN) show that the N limiting condition was correct 

(Fig. IV-A.1).  

The harvest index (i.e. the biomass of seeds produce per gram of plant) of Col and the sag12 

mutant were not different under HN but were significantly lower under LN (0.163 g ± 0.006 g for sag12 vs. 

0.196 g ± 0.007 g for Col; Fig. 2A). A similar result was observed for the seed N content (Fig. IV-A.2B). 

Consequently, the nitrogen harvest index (g of N in seeds per g of N in whole plants) of sag12 was lower 

relative to Col under LN but not under HN (Fig. IV-A.2C). No difference between Col and sag12 could be 

observed in the thousand-seed weight, in the number of siliques (90.88 ± 9.64 and 118.22 ± 18.38 for Col 

and sag12, respectively) or the size of the siliques (12.49 mm ± 0.34 mm and 12.38 mm ± 0.22 mm for Col 

and sag12, respectively), irrespective of the N conditions (Fig. IV-A.2D). Consequently, these data suggest 

that the slight decrease in harvest index in sag12 compared 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 64 DAS, i.e. when 

plants had undergone the transfer to LN conditions (or not) and still showed green tissues (which was no 

longer the case at 125 DAS). The choice of this time point was also justified regarding the high SAG12 

expression level and SAG12 protein content measured in Col at 64 DAS, under both LN and HN 

(Supplementary Fig. IV-A.S1). 

 Leaf area and leaf senescence are not different in Col and the sag12 

mutant 

Under HN conditions, the total leaf area was similar in Col and sag12 plants (87.6 cm² ± 8.8 cm² 

vs. 84.9 cm² ± 8.8 cm²). There was no difference in the number of leaves (data not shown) between Col 

from sag12, and the total green area (81.0 cm² ± 6.91 cm² and 77.2 cm² ± 6.88 cm²) and senescent area 

(6.6 cm² ± 1.93 cm² and 7.6 cm² ± 1.88 cm²) were not significantly different. Interestingly, the leaf rank 

that showed at least 50 percent senescence (by area) was the same (Leaf number 6) for Col and sag12, 

indicating that the spatial progression of senescence was similar between the two genotypes (Figs. IV-

A.3A and 3B). 



Fig. IV-A.3. Leaf areas and senescence progression are similar in sag12 and Col.

Leaves were dissected from Col (A, C) and sag12 (B, D) plants cultivated under high (HN; A,

B) or low (LN; C, D) nitrogen conditions. Three plant replicates were dissected for each

genotype. Representative pictures of rosette leaf distribution from the base to the apex of

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

into senescent (yellow) and non-senescent (green) areas. Inserts present the cumulative

senescent and non-senescent leaf areas in yellow and green, respectively. All analyses were

performed at 64 days after sowing (DAS). Values represent means ± SE for n=3.

Fig. IV-A.4. The global proteolytic activities are not different in sag12 and Col leaves.

Soluble proteins were extracted from leaves of Col and sag12 plants cultivated under high (HN) or

low (LN) nitrogen conditions. Pictures show representative Stain Free SDS-PAGE focused on the

RuBisCO large chain (RBCL) and BSA bands before (t0) and after 300 min (t300) of incubation (pH 5.5 ;

37 °C). Total proteolysis activity in leaves was determined as the difference in the RBCL and BSA

amounts (evaluated from the signal intensity on SDS-PAGE) between t0 and t300 expressed per hour

and per µg of soluble proteins loaded. The soluble proteins originate from leaves that appeared

during the first 44 DAS and harvested at 64 DAS from Col and sag12 cultivated in HN (A) and LN (B)

conditions. Values are means ± SE, n=3.
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Under LN conditions, and regardless of the genotype, the total leaf and senescent leaf areas were 

about 3.95 fold lower and 2.64 fold higher than in HN conditions, respectively. Col and sag12 showed no 

significant difference for any of the traits measured, such as green leaf area (3.15 cm² ± 1.25 cm² for Col 

vs. 2.66 cm² ± 1.02 cm² for sag12), senescent leaf area (16.5 cm² ± 3.98 cm² for Col vs. 21.1 cm² ± 4.05 cm² 

for sag12) and spatial senescence progression (the last leaf rank with a 50 % senescent area was the 29th 

for both Col and sag12) (Figs. IV-A.3B and 3C). 

 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 activity, was determined 

by monitoring the RuBisCO large chain (RBCL) and BSA degradation rates. Surprisingly, there was no 

significant difference between Col and sag12 under HN and LN conditions (Fig. IV-A.4). However, for both 

genotypes, global proteolytic activity was 2-fold higher in leaves from plants cultivated under LN than in 

plants cultivated under HN conditions. The strong activity recorded in LN grown plants was correlated with 

the appearance in the same samples of a supplemental band in the RBCL area of the stain-free 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, serine and aspartic 

proteases especially) was further monitored in the leaves of Col and sag12 plants grown under HN and LN 

conditions for 64 DAS (Fig. 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 contrast, a significant 

increase of 91 % ± 3.44 % was observed for aspartic protease activity in sag12 vs. Col. However, for the LN 

condition where the global protease activity is increased (Fig. IV-A.4), no significant difference was 

observed between Col and sag12, whatever the class of proteases considered (Fig. IV-A.5).  

 Identification of aspartate proteases induced in sag12 

The increase in aspartate protease activity in sag12 suggests that some aspartate proteases might 

compensate for the effect of the SAG12 mutation, especially under HN conditions. Considering this point 

and the absence of a fluorescent probe to study active aspartate proteases on-gel, zymogram analyses 

coupled with protein sequencing were undertaken on soluble protein extracts from Col and sag12 plants 

cultivated under HN conditions for 64 DAS (Fig. IV-A.6A and Supplementary Table IV-A.S19). On 

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



Fig. IV-A.5. Aspartic protease activity is increased in sag12 leaves from plants grown under HN.

Soluble proteins were extracted from leaves that appeared during the first 44 DAS and harvested

at 64 DAS from Col and sag12 plants cultivated under high (HN) or low (LN) nitrogen conditions.

Each protein sample was supplemented with BSA and incubated (300 min, 37 °C, pH 5.5) with or

without a class-specific protease inhibitor (E64 for cysteine proteases, aprotinin for serine

proteases, pepstatin A for aspartic proteases). Samples were quantified by ImageLabTM software

after separation in a Stain Free gel. The protein degradation by each class of proteases was

determined as the difference between the amounts of BSA and RuBisCO large chain (RBCL)

degraded with and without inhibitor. For each protease class, activity is expressed relative to the

WT value. Control corresponds to protease activity without inhibitor. Values are means ± SE,

n=3. Significant difference between Col and sag12 (p≤0.01, n=3) is indicated by **.

Fig. IV-A.6. Identification of the protease activities increased in the senescent leaves of

sag12.

The soluble proteins were extracted from the Col and sag12 leaves that appeared during

the first 44 DAS and harvested at 64 DAS from plants cultivated under high nitrogen (HN)

conditions. A: Proteolytic activities are revealed by white areas, which correspond to

gelatin degradation on the zymogram after Coomassie brilliant blue staining. The white

arrows (1 to 10) indicate the areas that were cut and sequenced (Supplementary Table

S1). B: The table indicates the protease with aspartic-type endopeptidase activity GO that

was specifically expressed in sag12. C: Relative expression of the gene encoding the AED1

aspartyl protease (At5g10760). Means and SE are presented, n=3, P≤0.05:*.
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zymograms, 10 white areas were revealed for both genotypes (Fig. IV-A.6) that corresponded to a lack of 

substrate due to the presence of proteolytic activity. Gel bands corresponding to these areas were cut and 

sequenced. This allowed us to identify 475 proteins that included 13 different proteases in Col and/or 

sag12 (Supplementary Table IV-A.S110). Among these thirteen proteases, only one was identified as an 

aspartate protease and was detected only in sag12: AED1 aspartyl protease (Q9LEW3; Fig. IV-A.6B). The 

AED1 aspartyl protease may have caused the strongest increase in aspartate protease activity in sag12 

relative to Col, which is shown in Fig. IV-A.5. The expression of the AED1 aspartate protease gene 

(At5g10760) was monitored in order to determine whether it was induced in sag12. The qRT-PCR results 

showed that the AED1 gene is overexpressed 3-fold in sag12 compared to Col (Fig IV-A.6C). 

A.IV.  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 protein did not lead to 

significant differences in shoot and root biomasses (Fig. IV-A.1), in leaf areas or in senescence phenotypes 

(Fig. IV-A.3). Our analyses then confirm the absence of relevant phenotypical traits in sag12, in agreement 

with previous studies performed on the same or different sag12 mutant alleles in Arabidopsis (Otegui et 

al., ϮϬϬϱ; PƌužiŶskĄ et al., 2017). Previous work from Singh et al. (2013, 2016) has shown that the two 

OsSAG12-1 and OsSAG12-2 rice isoforms act as negative regulators of developmental and stress-induced 

leaf senescence in rice. The absence of a phenotype for Arabidopsis mutants affected in such a highly-

induced cysteine protease is intriguing.   

Indeed, cysteine proteases are the most highly induced proteases during leaf senescence 

(Buchanan-Wollaston and Ainsworth, 1996; Noh and Amasino, 1999a; Guo et al., 2004) and among them, 

SAG12 is the most highly induced in Arabidopsis thaliana and in Brassica napus (Guo et al., 2004; Poret et 

al., 2016). Therefore, SAG12 should play a central role during senescence. As no phenotype can be 

recorded for sag12, the depletion of its proteolytic activity might be compensated by other protease 

activities. Such a hypothesis is reinforced by our observation that the global proteolytic activity is not 

different between both genotypes (Fig. IV-A.4 ; 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 and cysteine protease 

activities were similar between Col and sag12, irrespective of the N conditions (Fig. IV-A.5). These results 

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

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



Fig. IV-A.7. Hypothetical diagram on the functioning of SAG12 and CND41-like during leaf

senescence.

During senescence, the expression of the Sag12 gene is induced (Guo et al., 2004)(1). The SAG12

cysteine protease (CP) shows a signal peptide that could explain its location in the Senescence

Associated Vacuoles (SAVs; Otegui et al., 2005)(2). In these SAVs, stromal proteins including RuBisCO

were found (Martinez et al., 2008)(3) where they are degraded by CPs including SAG12 (Martinez et

al., 2008 ; Carrión et al., 2013)(3;4). In this study, we have shown that SAG12 depletion is

compensated not only by the induction of activity from other CPs, but also by aspartate protease

(AP) activity . Among the APs, CND41-like could be important because it was shown to be

upregulated at the gene and protein expression levels and was shown to be expressed during

senescence as a proenzyme targeted to the chloroplast (Nakano et al., 1997, Kato et al.,

2005)(5;6). Because the pH of optimal activity for the CND41-like proenzyme is acidic (Murakami et

al., 2000)(7), it is possible that its subsequent processing and activation to breakdown RuBisCO (Kato

et al., 2004)(8) would require its migration into the SAV or the lytic vacuole via the autophagic

pathway using RuBisCO Containing Bodies (RCBs) as described for other stromal proteins (Chiba et

al., 2003)(9). As shown in this study, in these compartments, APs including CND41-like could

cooperate with other proteases (such as SAG12) to degrade RuBisCO during senescence in

order to sustain seed production.
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that some cysteine proteases might be induced in sag12 to cope with the lack of SAG12 activity (Fig. IV-

A.7Ϳ. SuĐh a ĐoŶĐlusioŶ is ĐoŶsisteŶt ǁith PƌužiŶskĄ et al., (2017) who demonstrated that cysteine 

proteases play redundant roles in senescing leaves and are able to substitute each other. Indeed, using 

pull-downs with specific CP probes (DCG-04; MV151), the same authors have shown that in the sag12 

mutant also used in our study, the cysteine protease profile from sag12 was 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 AP activity was 

significantly and sharply increased in the sag12 mutant when grown under HN conditions (Fig. 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 because all the proteolytic activities 

observed were already maximized to cope with the stressful N deficiency conditions imposed, and were 

required to ensure N remobilization for survival. This hypothesis is supported by the strong increase in the 

global protease activity observed in Col and sag12 under LN conditions (2 fold higher than in HN 

conditions). Under such LN conditions, which do not allow an increase in N uptake because nitrate is 

scarce, both the Col and sag12 mutants already compensate N deprivation by increasing protease 

activities. This LN-dependent increase probably masks the specific induction of aspartate proteases 

occurring in sag12. Nevertheless, it seems that in this low N availability, when the seeds rely on 

remobilizable nitrogen as their sole source of nitrogen, N remobilization for grain filling could be negatively 

affected in sag12 under strong N depletion and could lead to decreases in seed N content and yield (Fig. 

IV-A.2). This lower N content did not affected germination kinetics and final germination rates determined 

at 54 hours after sowing but become detrimental for growth of seedlings cultivated during 10 days under 

LN condition (794 µg ± 41 µg vs 576 µg  ± 42 µg for Col and sag12, respectively) (supplementary Fig. IV-

A.S2). 

An investigation into which aspartate proteases were responsible for the global increase in 

aspartate activity in HN conditions was undertaken. In principle, the reference method could have 

consisted of identifying proteases after a pull-down assay performed with probes specifically targeting 

active proteases (Greenbaum et al., ϮϬϬϮ; PƌužiŶskĄ et al., 2017). Unfortunately, no specific probe is 

available to target active aspartate proteases via the pull-down method. Therefore, zymograms for 

protease activities were used instead. Indeed, the demonstration of in gelo degradation of gelatin allowed 

localization of proteolytic activities that can be identified by sequencing. Zymogram profiles were not 

different between sag12 and Col, reinforcing the compensatory effect hypothesis. Nevertheless, among 



Fig. IV-A.S1. Schematic representation of the SALK_124030 T-DNA insertion and

sag12 mutant genotyping.

(A) The SALK_124030 T-DNA insertion is located in the second intron of SAG12. (B)

The expression of SAG12 and 18S gene (housekeeping gene) was investigated using

RT-PCR. (C) Western blot of SAG12 showing the accumulation and the lack of SAG12

in Col and sag12 leaves, respectively. The ARNs and the soluble proteins originate

from leaves that appeared during the first 44 DAS and harvested at 64 DAS from Col

and sag12 cultivated in HN and LN conditions.

A

B SAG12

SAG12

18s

Col sag12Col sag12

HN LN

C

T-DNA (Sag12-2 ; 

Otegui et al., 2005)
T-DNA 

(SALK_124030)

Fig. IV-A.S2. Germination kinetics (A) and seedling growth (B ; C) for seeds

harvest on col (black) and sag12 (grey) plants cultivated under LN condition.

Germination kinetics (A) were performed with seeds sown on Whatman filter

paper soaked with sterile water in petri dishes. Representative picture (B) and

fresh weight (C) of Col and sag12 seedlings at 10 days after sowing (DAS). Values

represent means ± SE for n=4. Significant difference between Col and sag12

(p≤0.01, n=4) is indicated by **.
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the proteases differentially accumulated in sag12 and Col (Supplementary Table IV-A.S111), targeted 

analysis of APs has allowed identification of the aspartyl protease AED1 (Q9LEW3), which is specifically 

accumulated in sag12. The upregulation (3 fold) of the AED1 (At5g10760) gene in the senescing leaves of 

sag12 relative to Col (Fig. IV-A.6C) reinforced the result of aspartate protease induction in sag12 (Fig. IV-

A.6A). Interestingly, the aspartyl protease AED1 (Q9LEW3) belongs to the CND41-like proteins that have 

been described as senescence-induced proteins in Nicotiana tabacum and Arabidopsis thaliana leaves 

(Kato et al., 2004; Winter et al., 2007; Diaz et al., 2008); Supplementary Fig. IV-A.S3). Among the CND41-

like proteins, Murakami et al. (2000) have demonstrated that in Nicotiana tabacum a proenzyme form of 

a CND41 paralogue is located in the chloroplast. Moreover, some studies have shown that CND41 is 

activated at acidic pH (Murakami et al., 2000) and is able to degrade RuBisCO (Kato et al., 2004; 2005). 

Taken together, these data suggest that RuBisCO degradation by a CND41-like protease is not possible 

directly inside the chloroplast and requires that both proteins (CND41-like and RuBisCO) be transferred to 

acidic compartments such as SAVs and/or the central vacuole (pH 5.5). As proposed in Fig. IV-A.7, CND41-

like could migrate from chloroplasts to SAVs as previously demonstrated for other stromal proteins such 

as RuBisCO (Martínez et al., 2008; Carrión et al., 2013), and/or could be released into the central vacuole 

using RuBisCO-containing bodies (RBCs) or other pathways related to autophagy (Ishida et al., 2008, 2014; 

Otegui, 2018). Moreover, the study of Kato et al. (2005) showing that a post-translational process is 

involved in the activation CND41 allows us to suggest that SAG12 and/or other proteases may process 

CND41-like in SAVs and/or lytic vacuoles to achieve this activation (Fig. IV-A.7).  

Altogether, and in light of previous reports examining CND41, our data shows that the 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 Havé et al., (2018) which shown that 

in autophagy mutant (atg5) 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 method for protease 

identification, the induction of other aspartate proteases, cannot be excluded, and this may explain the 

increase in the global aspartate protease activity observed only in HN conditions (Fig. IV-A.5).   

A.V.  Conclusion  

This study has shown that during senescence, SAG12 depletion results not only in an induction of 

other CP activities but also AP activities. Among these APs, the CND41-like protease AED1 is especially 

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



Fig. IV-A.S3. Expression pattern of the gene (At5G10760) encoding the AED1

aspartyl protease (Q9LEW3) in Arabidopsis thaliana (Arabidopsis eFP browser at

bar.utoronto.ca ; Winter et al., 2007)
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induced to cope with the absence of SAG12 in senescing leaves of Arabidopsis thaliana. By making the link 

between the present findings and previous studies, a model describing the hypothetical role of SAG12 of 

CND41-like proteases in senescence-associated RuBisCO breakdown has been proposed (Fig. IV-A.7). 

Moreover, for the first time, this study has shown a phenotypical difference between Col and sag12 plants, 

which was highlighted by decreases in both the seed N content and in the sag12 mutant. Such an effect 

shows that SAG12 is a central protease that certainly cooperates with APs (including CND41-like) in 

RuBisCO degradation during leaf senescence, and participates in the N remobilization that sustains seed 

production. 
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Table IV-A.S1. Identified proteins from leaves of Col and sag12 plants at 64 DAS cultivated under high 

nitrogen (HN) conditions as revealed by zymograms with gelatin substrate. Only peptides matching an 

individual ion score >24 were considered. Proteins with two or more peptides matching the protein 

sequence were automatically considered as a positive identification. The Gene Ontologies (GOs) were 
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revealed are indicated (Bands), the theoretical mass (Mass (th)), number of peptide matches (Matches), 

number of distinct sequences (Seq). Proteins with GO proteolysis (GO:0006508) or GOs with peptidase 

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

the column "Is a protease". Identified proteases with aspartic term in GO or description re annotated with 

a YES in "Is an aspartate protease" column. Link to Expression profiles for gene encoding proteases are 

available for Genevisible ; AtGenExpress Visualization; EBI gene expression atlas websites. 

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



 



 

 

B. A new role for SAG12 cysteine protease in roots of 

Arabidopsis thaliana 

Soumis à Frontiers in Plant Science - section Plant Physiology, special issue « Plant Proteases » 

Contexte : Les travaux précédents (James et al., 2018 ; article 1) ont mis en évidence un rôle majeur de la 

protéase SAG12 dans la protéolyse foliaire et notamment dans le remplissage en azote des graines. Lors 

de l’Ġtude foŶĐtioŶŶelle de SAGϭϮ, Ŷous avoŶs ŵis eŶ ĠvideŶĐe l’iŶduĐtioŶ de pƌotĠases foliaiƌes 
peƌŵettaŶt de ĐoŵpeŶseƌ l’aďsence de SAG12 lorsque les plantes sont cultivées en condition non limitante 

eŶ N ;HNͿ. CepeŶdaŶt, l’aďseŶĐe de phĠŶotǇpe foliaiƌe et la faiďle teŶeuƌ eŶ N des gƌaiŶes eŶ ĐoŶditioŶ LN 
suggèrent que chez sag12, la ƌeŵoďilisatioŶ d’N pƌoveŶaŶt d’uŶ autƌe oƌgaŶe que les feuilles puisse être 

peƌtuƌďĠe et/ou Ƌu’uŶe augŵeŶtatioŶ de l’aďsoƌptioŶ d’N ƌaĐiŶaiƌe, puisse ġtƌe aussi iŵpliƋuĠe daŶs la 
fouƌŶituƌe d’azote pouƌ les gƌaiŶes et aiŶsi peƌŵettƌe uŶe ĐoŵpeŶsatioŶ seuleŵeŶt eŶ HN.    

Objectif : L’oďjeĐtif est de ŵieuǆ appƌĠheŶdeƌ l’iŵpoƌtaŶĐe de la pƌotĠase SAGϭϮ daŶs la gestioŶ de l’N au 
stade reproducteur et de vérifier les hypothèses sur les mécanismes compensatoires soulevés par les 

travaux précédents (James et al., 2018).  

Méthode : AfiŶ d’ideŶtifieƌ les oƌgaŶes ŵis eŶ jeu daŶs la ƌeŵoďilisatioŶ de l’azote pouƌ assuƌeƌ le 
remplissage des graines, un marquage de type pulse/chase au 15N a été conduit sur des lignées 

d’Arabidopsis thaliana KO-SAG12 (sag12Ϳ et Col. De plus, uŶe aŶalǇse Đoŵpaƌative de l’aƌĐhiteĐtuƌe 

ƌaĐiŶaiƌe et des ĐapaĐitĠs d’aďsoƌptioŶ du NO3
- de sag12 et col a été entreprise afin de de vérifier une 

ĠveŶtuelle paƌtiĐipatioŶ des ƌaĐiŶes à la ĐoŵpeŶsatioŶ de l’aďseŶĐe de SAGϭϮ. EŶfiŶ la loĐalisatioŶ de 
l’eǆpƌessioŶ de SAG12 a ĠtĠ appƌĠheŶdĠe à l’aide de lignées exprimant le gène codant la -glucuronidase 

(UIDA) sous contrôle du promoteur SAG12 (promoteurSAG12). 

Résultats : L’aƌĐhiteĐtuƌe ƌaĐiŶaiƌe et la ĐapaĐitĠ d’aďsoƌptioŶ du NO3
- sont similaires chez Col et sag12, 

suggĠƌaŶt Ƌue l’aďsoƌptioŶ de l’N Ŷe paƌtiĐipe pas à la ĐoŵpeŶsatioŶ oďseƌvée en HN chez sag12. 

Néanmoins, le marquage 15N ŵet eŶ luŵiğƌe uŶe augŵeŶtatioŶ de l’alloĐatioŶ de l’N daŶs les ƌaĐiŶes au 
dépend des graines chez sag12 ĐultivĠes eŶ ĐoŶditioŶ LN. L’utilisatioŶ de plaŶtes tƌaŶsfoƌŵĠes 
promoteurSAG12::UIDA et l’Ġtude paƌ Western-blot de SAG12 ont permis de démontrer sa présence au 

niveau de la stèle racinaire uniquement au stade reproducteur et particulièrement en condition de faible 

dispoŶiďilitĠ eŶ N. CoŵpaƌativeŵeŶt à Col ĐultivĠ eŶ ĐoŶditioŶ LN, l’augŵeŶtatioŶ des teŶeurs racinaires 

en protéines et la plus faible activité des cystéines protéases dans les racines de sag12 suggèrent un rôle 

de SAG12 dans la dégradation des protéines racinaires. 

Conclusion : Ces travaux montrent pour la première fois la présence de la protéase SAG12 dans les racines 

au stade ƌepƌoduĐteuƌ. Cette eǆpƌessioŶ peƌŵettƌait la ŵoďilisatioŶ d’N ƌaĐiŶaiƌe esseŶtielle au 
remplissage des graines, particulièrement lorsque les plantes sont confrontées à une faible disponibilité 

eŶ N. L’eǆpƌessioŶ de la pƌotĠase SAGϭϮ daŶs les ƌaĐiŶes pouƌƌait paƌtiĐipeƌ à l’eǆpliĐatioŶ des vaƌiatioŶs 
de NUE chez différents génotypes de colza en condition LN (Girondé et al., 2015a,b). 
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Abstract:  

Recently it was shown that the SAG12 cysteine protease might be important for nitrogen (N) 

allocation to the seeds in Arabidopsis thaliana. Compared to the wild type Col cultivated under low 

nitrogen (LN) conditions, a decrease in yield and N content in the seeds was observed in the SAG12 

knockout Arabidopsis mutant (sag12). As no associated leaf senescence phenotype was observed, a 

possible involvement of SAG12 in the remobilization of N from organs other than the leaves was proposed. 

The fact that better root N uptake in sag12 could also supplement N mobilization to the seed was explored. 

Root architecture, N uptake capacity and 15N partitioning were then analyzed in both genotypes (Col and 

sag12) cultivated under high nitrogen (HN) and LN conditions. No difference in root architecture and root 

N uptake capacity was observed between sag12 and Col under HN or LN conditions. However, when 

compared to Col under LN conditions, the 15N partitioning showed that the accumulation of 15N in the 

roots of sag12 was detrimental to the 15N allocated to seeds. The sequestration of N in the root of sag12 

under LN was associated with an increase in the N protein content of roots and a significant decrease in 

the cysteine protease activity in the roots. Accordingly, we reveal here that SAG12 is strongly expressed in 

the root stele at the reproductive stage and especially when plants are cultivated under LN conditions. 

Taken together, these results suggest a new role for SAG12 as a crucial cysteine protease involved in the 

root remobilization of N to ensure seed filling and to sustain yield when plants 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.I.  Introduction 

Many field crop species are high nitrogen (N) demanding plants. In the context of switching to a 

sustainable agricultural model, a reduction in inorganic nitrogen inputs is required. To reach 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 redistribution of nutrients from the 

source organs to the sink organs (Peoples and Dalling, 1988; Masclaux et al., 2000; Gregersen, 2011). In 

contrast to other elements such as sulfur stored, which is stored as an inorganic form in vacuoles, N is 

mainly stored as proteins that require some proteolysis steps to generate peptides and amino acids for 

remobilisation to occur during senescence (Hörtensteiner and Feller, 2002; Masclaux-Daubresse et al., 

2008; Tegeder and Rentsch, 2010). Such N recycling metabolism is especially important during the 

reproductive stage to ensure seed N filling. Metabolic events are under the control of a large panel of 

transcription factors and enzymes (Kusaba et al., 2013) that are also modulated by biotic and abiotic 

stresses such as N deprivation (Gregersen et al., 2013; Avice and Etienne, 2014; Balazadeh et al., 2014).  

Senescence, which corresponds to catabolic pathways occurring before cell death, takes place in 

all organs (Wojciechowska et al., 2017), but it is commonly accepted that in many plant species, leaves are 

the main source organs for seed filling (Masclaux-Daubresse et al., 2008). During leaf senescence, the 

chloroplasts, which contain more than 75% of the total N of the leaf (50% in the form of RuBisCO), are the 

first organelles to be degraded (Peoples and Dalling, 1988; Hörtensteiner and Feller, 2002). In contrast, 

the mitochondria and nucleus remain functional until cell death (Lim et al., 2007; Chrobok et al., 2016), to 

allow the production of energy and the expression of Senescence Associated Genes (SAGs) that encode 

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

Protein degradation associated with senescence requires a multitude of proteases (Guo et al., 

2004). They belong to 5 major classes: Cysteine Proteases (CPs), Serine Proteases (SPs), Aspartate 

Proteases (APs), Metallo Proteases (MPs) and Threonine Proteases (TPs) (Guo et al., 2004). Their specific 

role in protein breakdown during leaf senescence is not well known, and the major class overexpressed in 

many plant species during senescence is CPs (Guo et al., 2004; Poret et al., 2016). The SAG12 papain-like 

cysteine protease (Noh and Amasino, 1999a,b) is the most strongly induced CP in senescent leaves of 

Brassica napus L. and Arabidopsis thaliana, especially in plants cultivated under nitrogen limitation 

(Desclos et al., 2008; Poret et al., 2016). In addition, high SAG12 protein levels are detected in senescing 

leaf tissues and in fallen leaves (Desclos-Théveniau et al., 2015). For all these reasons, a major role for 

SAG12 in N remobilization during senescence has long been proposed. Surprisingly, no difference in the 
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leaf senescence phenotype between Col and KO-SAG12 (sag12) plants has ever been observed (Otegui et 

al., 2005; James et al., 2018). Otegui et 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 senescent leaves of Arabidopsis 

thaliana (Otegui et al., 2005). More recently, James et al. (2018) confirmed the absence of a leaf 

senescence phenotype in sag12. The authors also showed that there was no difference in yield and seed 

N content between Col and sag12 when cultivated under optimal N nutrition, but there was lower seed N 

content and yield in sag12 when cultivated under limiting nitrogen conditions. The absence of phenotype 

under high nitrogen was explained by an induction of cysteine and aspartate protease activities in sag12 

that could preserve N remobilization. Nevertheless, the authors did not exclude the potential that better 

root N uptake in sag12 could have maintained seed filling and plant productivity. This hypothesis is in 

agreement with the decrease in seed nitrogen content and yields observed in sag12 cultivated under LN 

conditions. Indeed, under this particular N limitation condition, N seed filling can only be achieved by N 

remobilization, in spite of a possible increase in the N uptake capacity in the roots of sag12.  

The aim of the present study was to determine whether root N uptake and/or N remobilization 

are involved in the preservation of seed N filling in sag12. Root morphology and N uptake were monitored 

in Col and sag12. Experiments using 15N pulse/chase labelling were performed to investigate the 

distribution of 15N and estimate the source and rate of remobilized nitrogen dedicated to seed filling.  

B.II.  Materials and methods 

 Plant growth conditions 

Arabidopsis thaliana Columbia (Col) and sag12 (SALK_124030) T-DNA mutants were used in this 

study. The KO-SAG12 SALK_124030 (sag12) was chosen because it was the only germplasm which was 

available in ABRC stock and recently characterized for some study focused on protease activities (Pruzinska 

et al., 2017; James et 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 tubes (0.5 ml) filled with 0.8 % 

agar (w/v) that had their bottoms removed. Plants were placed in a glasshouse on a tank containing 10L 

of 3.75mM NO3
- nutrient solution with 15N labelling (5% of atom excess) for 44 days in order to obtain 

homogeneous 15N-labelled plants. The solution contained 3.75 mM K15NO3, 0.5 mM MgSO4, 0.25 mM 

KH2PO4, 0.2 mM EDTA.NaFe.3H2O, 1.25mM CaCl2, 2H2O ϭϰ μM H3BO3, ϱ μM MŶSO4, ϯ μM ZŶSO4, Ϭ.ϳ μM 

CuSO4, Ϭ.ϭ μM CoCl2, aŶd Ϭ.ϭ μM Na2MoO4, and was renewed every week. At 44 days after sowing (DAS) 
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the 15N labelling was stopped and plants were transferred to two contrasting N conditions: High Nitrogen 

with 3.75 mM N (HN; 1.25 mM Ca(NO3)2.4H2O, 1.25 mM KNO3, Ϭ.ϳ μM ;NH4)6Mo7O24) and Low Nitrogen 

ǁith ϰ.Ϯ μM N ;LN; Ϭ ŵM Ca;NO3)2.4H2O, 0 mM KNO3, Ϭ.ϳ μM ;NH4)6Mo7O24). Photosynthetic photon flux 

density was 110 mmol m-2 s-1 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 photoperiod and then the reproductive 

stage was induced with a 16h light/8h dark photoperiod. Plants were harvested at the vegetative stage 

(64DAS) and at the reproductive stage: 85 DAS corresponding to seed filling and 125 DAS 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 at 64 DAS with 

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

Québec, Canada).  

 Root N Uptake capacity analysis 

Col and sag12 plants were cultivated in HN conditions as previously described but without any 15N 

labelling. The root N uptake analysis was performed at vegetative (64DAS) and reproductive stages 

(85DAS) as previously described by (Lainé et al., 1993). Briefly, roots were washed twice for 1 min in a 

solution of CaSO4 ;ϭ ŵMͿ ďefoƌe iŵŵeƌsioŶ foƌ ϱ ŵiŶ iŶ a solutioŶ of ϮϱϬ μM oƌ Ϯ ŵM K15NO3 (99 % of 

atom excess) to study N uptake by the High Affinity Transport System (HATS) or the Low Affinity Transport 

System (LATS), respectively. Then roots were rinsed twice in a solution of CaSO4 (1 mM) at 4 °C for 1 min 

to stop the N uptake. Roots and shoots were separated and weighed before 15N analysis by an isotope 

mass ratio spectrometer (IRMS, IsoPrime GV instruments, Manchester, UK). Uptake capacity was 

expressed as the total amount of 15N in a whole plant per gram of dry roots per hour.  

 Isotopic nitrogen analysis 

N and 15N contents were quantified in the different plant compartments with an elemental 

analyzer (EA3000, EuroVector, Milan, Italy) coupled with an isotope mass ratio spectrometer (IsoPrime 

IRMS, GV Instruments, Manchester, UK).  

The nitrogen quantity (NQ) in the sample was obtained with the following formula:  

𝑵𝑸 = %ܰ 𝑆ͳͲͲܯ×  

where MS represents the dry matter of the sample. 
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The isotopic abundance (A%) was determined with the formula: 

𝑨% = ͳͲͲ × ܰ ଵହሺ ܰ + ܰሻ ଵସ ଵହ  

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

The isotopic excess (E%) corresponds to the difference between the isotopic abundance of sample (A%) 

and the N natural abundance (0.3660 %):  𝑬% = 𝐴% − Ͳ.366Ͳ% 

Finally, the isotopic excess was used to estimate the quantity of 15N ;μgͿ ;Q15N):  𝑸 𝑵 𝟏𝟓 = ሺ𝐸% × 𝑄ܰሻ × ͳͲͲͲ 

 Determination of amino acid content 

Ten mg of lyophilized roots were added to 400 µl of MeOH containing 0.625 nmol/µL of norvaline 

used as internal standard (Sigma, L'Isle d'Abeau Chesnes, France). The mix was stirred for 15 minutes and 

then 200 µl of chloroform and 400 µl of ddH20 were added. After centrifugation (12000 rpm, 10°C, 5 min), 

the supernatant was recovered, evaporated and resuspended in 100 µl of ddH2O and then filtered on a 

0.2 µm membrane before derivatization using an AccQ-Tag Ultra Derivatization Kit (Waters, Guyancourt, 

FranceͿ folloǁiŶg the ŵaŶufaĐtuƌeƌ͛s pƌotoĐol ;Wateƌs, Guyancourt, France). Amino acids were separated 

and quantified using a UPLC/PDA H-Class system (Waters, Guyancourt, France) with a BEH C18 100x2.1mm 

column. 

 Extraction and quantification of soluble proteins 

Two hundred mg of frozen root leaf tissue were ground in a mortar with 250 µL of citrate-

phosphate buffer (20 mM citrate, 160 mM phosphate, pH 6.8 containing 50 mg of PVPP). After 

centrifugation (1 h, 12 000 g, 4°C), the concentration of the soluble protein extract was determined in the 

supernatant by protein staining (Bradford, 1976) using bovine serum albumin (BSA) as standard. 

 Western Blot of SAG12 protein 

TǁeŶtǇ μg of soluďle pƌoteiŶs ǁeƌe deŶatuƌed ďǇ heatiŶg at ϵϬ °C foƌ ϭϬ ŵiŶ iŶ ϰǆ Laeŵŵli saŵple 

ďuffeƌ ǁith β-mercaptoethanol (Laemmli, 1970). Proteins were separated on an SDS-PAGE Stainfree 

precast gel (4-15 % acrylamide gradient; Mini-PROTEAN®, Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France) and 

transferred onto a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane as previously described by Desclos et al. 
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(2008). The PVDF membrane was incubated overnight in Tris buffer saline – Tween 20 (TBST; Tris 10 mM, 

NaCl 150 mM, pH 8, Tween 20 0.15 % (v/v)) with 3 % (v/v) skimmed milk to avoid non-specific hybridization. 

Immunodetection of SAG12 was performed using an anti-SAG12 specific polyclonal antibody from rabbit 

provided by Agrisera® (AS14 2771; 1/2000 in TBST) as primary antibody and a second antibody coupled 

with peroxidase (1/10000 diluted in TBST, Bio-Rad®). The quantification of SAG12 was performed by the 

measurement of the chemiluminescence revealed with an ECL Kit (Bio-Rad®, Marne-la-Coquette, France) 

using a ProXPRESS 2D proteomic imaging system (PerkinElmer, Courtaboeuf, France).  

 Proteolytic activities 

Proteolytic activities of cysteine proteases were determined by in vitro protein degradation 

analysis as previously described iŶ Jaŵes et al. ;ϮϬϭϴͿ. TǁeŶtǇ μg of soluďle pƌoteiŶs ǁeƌe iŶĐuďated iŶ a 

200 µL reaction volume containing Na-aĐetate ďuffeƌ ;ϱϬ ŵM, pH ϱ.ϱͿ aŶd ϭϬ μg of BSA ;eǆogeŶous pƌoteiŶ 

used as loading control). Cysteine protease activities (CPact) were obtained by the addition of 50 µM of E-

64, a cysteine protease inhibitor dissolved in dimethylsufoxide (DMSO). Furthermore, 2 mM dithiothreitol 

(DTT) was added to this mixture and total protease activity (TPact) was obtained by substituting inhibitors 

with an equal volume of DMSO. Then, proteins were precipitated with 1 mL of ice-cold acetone either 

immediately (t0), or after incubation for 300 min (t300) at 37 °C under gentle agitation. After centrifugation 

(15 min, 16 000 g, 4 °C), the pellet was dissolved in 2X SDS-PAGE gel loading buffer (140 mM sodium 

dodeĐǇl sulfate, ϮϬϬ ŵM Tƌis, ϮϬ % glǇĐeƌol, ϱ % β-mercaptoethanol, 0.3 mM Bromophenol Blue) and 

heated at 90 °C for 10 min. Then the soluble protein extracts were separated on a 4-15 % gradient in SDS-

PAGE Stainfree precast gels (Mini-PROTEAN® TGXTM Stain Free, Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France) and 

sĐaŶŶed uŶdeƌ UV light ǁith a Gel DoĐ™ EZ sĐaŶŶeƌ ;Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France). The proteolytic 

activities were quantified by monitoring degradation of 4 bands (95 KDa; 76 KDa; 50 KDa; 37 KDa) 

corresponding to endogenous proteins (EP) as targets of proteolysis at pH 5.5. Proteolytic activities are 

calculated as follows: 

(1) Total protease activity (TPact expressed in %): 

TPact =  
𝑄ሺ𝐸𝑃ሻ𝑡0−𝑄ሺ𝐸𝑃ሻ𝑡300𝑄ሺ𝑡𝑡ሻ𝑡0 × ͳͲͲ 

(2) Cysteine protease activity (CPact expressed in %): 

CPact  =  
[𝑄ሺ𝐸𝑃ሻ𝑡0−𝑄ሺ𝐸𝑃ሻ𝑡300]−[𝑄ሺ𝐸𝑃ሻ𝑡0−𝑄ሺ𝐸𝑃ሻ𝑡300 𝐼ℎ𝑖𝑏.]𝑄ሺ𝑡𝑡ሻ𝑡0 × ͳͲͲ 
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where the amount of EP (Q(EP)) at t0 and t300, with (Inhib.) or without inhibitor, as well as the total amount 

of soluble proteins (Qtot) at t0 were quantified by using ImageLabTM software (Bio-Rad, Marne-la-

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 in a mortar 

containing liquid nitrogen. The powder was suspended in 750 µL of extraction buffer (100 mM LiCl, 100 

mM TRIS, 10 mM EDTA, 1 % SDS (w/v), pH 8) and 750 µL of hot phenol (80 °C, pH 4). After vortexing for 40 

s and after addition of 750 µl of chloroform:isoamylalcohol (24/1, v/v), the homogenate was centrifuged 

(15 000 g, 5 min, 4 °C). The supernatant was added to 750 µl of 4 M LiCl solution (w/v) and incubated 

overnight at 4 °C. After centrifugation at 15 000 g for 20 min at 4 °C, the pellet containing total RNAs was 

resuspended with 100 µL of sterile water. Then, total RNAs were purified with an RNeasy Mini Kit according 

to the ŵaŶufaĐtuƌeƌ͛s pƌotoĐol ;Qiagen, Courtaboeuf, France). Quantification of total RNA was performed 

by spectrophotometry at 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf, Le Pecq, France) before reverse 

transcription (RT). For RT, 1 µg of total RNAs was converted to cDNA with an iScript cDNA synthesis kit 

aĐĐoƌdiŶg to the ŵaŶufaĐtuƌeƌ͛s pƌotoĐol ;Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France) before Polymerase Chain 

Reaction (PCR) analyses.  

Sag12 and 18S rRNA gene expressions were monitored by PCR using 1 µL of cDNA added to 10 µl 

of a PCR mix containing 250 µM dNTPs, 0.65 µM of forward and reverse primers and 0.5 µM (5 U  µL-1) 

Qbiogene Taq polymerase (MP Biomedicals, Illkirch, France). The primers were designed with primer3+ 

software. Sag12 (At5g45890): forward: 5'-GGCAGTGGCACACCAMCCGGTTAG-3'; reverse 5'-

AGAAGCMTTCATGGCAAGACCAC-3' and 18S rRNA (NR_141642): forward: ϱ′-

CGGATAACCGTAGTAATTCTAG-ϯ′; ƌeǀeƌse: ϱ′-GTACTCATTCCAATTACCAGAC-ϯ′. PCRs were performed in a 

thermocycler (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) using the following program: 1 cycle at 95 °C for 

5 min, 25 and 18 cycles for Sag12 and 18S rRNA including 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 °C for 1 min. Each PCR reaction was 

finished with one cycle at 72 °C for 10 min. The identity of each amplicon was checked by sequencing and 

BLAST analysis. PCR products were separated by electrophoresis on agarose gels (1.2 % in TAE 1X with 5 

µg mL-1 of ethidium bromide) and revealed by illumination with UV light using a Gel-Doc TM EZ Scanner 

(Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France).  
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 Transgenic promoterSAG12::UIDA construct 

The SAG12 promoter (promoterSAG12), containing the 1-2180 base pair sequence found in 

Genbank under the accession number U37336, was cloned from the pSG499 plasmid (Gan and Amasino, 

1995) kindly provided by Pr. R. Amasino (University of Wisconsin-Madison, USA) into the pMDC32 vector 

between the PmeI and AscI restriction enzyme sites, in place of the 35S promoter, giving the pMAZ01 

plasmid. The pMAZ01 plasmid was fully sequenced from the RB to the Nos terminator to verify the absence 

of any modification especially in the SAG12 sequence. The full-length coding sequence of UIDA (GUS-

coding gene; from 86 to 1897 of the AJ298139 accession number) was then cloned successively in the 

pENTRTM vector (Invitrogen, Carlsbad, California, USA), then into the pMAZ01 vector by Gateway 

recombination giving rise to the pMAZ02 vector containing the promoterSAG12::UIDA fusion. The correct 

GUS sequence was verified by sequencing.  

Transgenic Arabidopsis plants carrying the SAG12 promoter fused to the UIDA reporter gene were 

obtained by floral dipping (Clough and Bent, 1998) and 8 homozygous lines of several primary 

transformants were selected on the basis of their hygromycin resistance and single insertion segregation 

rate. 

 GUS staining and observations 

Based on the method of Jefferson et al. (1987), tissues from two independent 

promoterSAG12::UIDA homozygous lines were stained overnight at 37 °C in 50 mM Na3PO4 pH 7.0, 5 mM 

ferricyanide, 5 mM ferrocyanide, 0.05 % Triton X-100 and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl glucuronide (1 

mg.mL-1). Then after destaining by successive incubations in 50 %, 75 %, and 96 % (v/v) ethanol, samples 

were kept in glycerol at 4 °C before observation.   

The tissues were included in low melting point agarose (5 %; w/v) and cut with a vibratome 

(Microm 650v; Thermo Scientific; USA) before observation with a light microscope (AX70 Olympus, and 

Olympus SC30 camera, Japan) with the help of cellSens software. 

 Statistical analysis 

Foƌ all paƌaŵeteƌs, at least thƌee ďiologiĐal ƌepeats ǁeƌe ŵeasuƌed ;ŶшϯͿ. All the data are 

presented as the mean ± standard error (SE). To compare Col with sag12 data, Student's t tests were 

performed after verifying compliance of normality with R software. Statistical significance was postulated 

at p ч Ϭ.Ϭϱ. 



Fig. IV-B.1. Root architecture is similar in Col and sag12.

Root density (A) and tip density (B) of Col (black bars) and

sag12 (white bars) plants cultivated under HN and LN

conditions were determined at vegetative stage (64 DAS).

Results are presented as means ± SE (n=3).

Fig. IV-B.2. Nitrogen uptake capacities by HATS and LATS are similar in Col and

sag12.

Col (black bars) and sag12 (white bars) plants were harvested at vegetative stage

(n=12) and reproductive stage (n=8). N uptake capacities by high (HATS) and low

(LATS) affinity transport systems are presented as means ± SE. Different letters

indicate a statistical significant differences according to Student's t-test (p≤0.05)
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B.III.  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 Col 

and sag12 for root (Fig. IV-B.1A) and root tip (Fig. IV-B.1B) densities. N uptake capacity was monitored by 

measuring the amount of 15N 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 genotypes (Fig. IV-B.2). LATS 

uptake was higher than HATS in both the vegetative and reproductive stages. Moreover, it could be noted 

that the N-uptake capacity related to LATS but even more to HATS was significantly lower in the 

reproductive than the vegetative stage. 

 The SAG12 defect affects N allocation under LN conditions 

The plants were labelled with 15N for 44 DAS and then grown without 15N until harvest at 125 DAS. 

The similar total 15N amounts found in Col and sag12 at the end of the 15N labelling (not shown), confirmed 

the absence of differences between the genotypes in LATS and HATS uptake capacities at the vegetative 

stage. Plants were dissected into five compartments (roots, leaves, stems, pericarps and seeds). Under HN 

conditions, 15N was mainly found in the leaves (Col: 31.15 % ± 1.96 % and sag12: 33.28 % ± 2.68 %) and in 

the seeds (Col: 32.22 % ± 1.46 % and sag12: 30.26 % ± 1.34 %) of the two genotypes (Fig. IV-B.3) and the 

partitioning of 15N was not significantly different between Col and sag12. Under LN conditions, around 

78% of the total 15N of the plant was distributed in the roots, leaves and seeds in both genotypes. However, 

the 15N partitioning was significantly different in the seeds and roots of sag12 and Col. Partitioning of 15N 

in the seeds of sag12 (34.35 % ± 1.02 %) was decreased by 6.16 % compared to Col (40.51 % ± 0.64 %) and 

partitioning of 15N in the roots of sag12 (21.83 ± 0.45 %) was conversely increased by 2.97% compared to 

Col (18.85 ± 0.50 %). This then suggests a defect in 15N remobilization from the roots to the seeds in sag12. 

 Protein content is higher in roots of sag12 cultivated under LN condition 

As expected, protein and amino acid contents were higher in both genotypes when cultivated 

under HN compared to LN conditions (Fig. IV-B.4). Protein content in the roots of sag12 and Col were 

similar (around 13 mg g-1 of DW) when plants were cultivated under HN conditions. Under LN conditions, 

the protein concentration was higher in the roots of sag12 (7.87 ± 0.12 mg g-1DW) than in Col (5.49 ± 0.28 

mg g-1DW). Interestingly irrespective of the N conditions, the amino acid contents were not significantly 

different between the two genotypes (Fig. IV-B.4).  



Fig. IV-B.3. N allocation in roots and seeds is affected in sag12 under LN

conditions.

Partitioning of 15N in the different plant compartments (roots, leaves, stems,

pericarps and seeds) was calculated from data obtained from plants harvested at

seed maturity (125 DAS). Results are presented as means ± SE (n=4). Significant

differences between Col and sag12 are indicated by ** (p≤0.01; n=4).

Fig. IV-B.4. Protein content is higher in roots of sag12 at reproductive stage.

The roots of Col (black bars) and sag12 (white bars) plants cultivated under high (HN) and low

(LN) nitrogen conditions were harvested at reproductive stage (85 DAS). Values are means ±
SE, n=4. Significant difference between Col and sag12 (p≤0.01; n=4) is indicated by **.
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 SAG12 is expressed in roots at the reproductive stage and the expression 

is higher under low nitrogen conditions 

No SAG12 transcripts (Fig. IV-B.5A) or protein (Fig. IV-B.5B) could be detected using RT-PCR and 

Western blots in the roots of Col at the vegetative stage under either low or high nitrogen conditions. In 

contrast, SAG12 transcripts (Fig. IV-B.5A) and proteins (Fig. IV-B.5B) were detected in Col roots at the 

reproductive stage and under both nitrogen conditions. The amounts of SAG12 transcripts and protein 

were substantially higher in the roots of Col under LN conditions (Fig. IV-B.5). As a negative control, we 

verified that SAG12 protein and transcripts were undetectable in the roots of sag12, whatever the 

developmental stage or N conditions. 

 SAG12 is expressed in the root stele 

In order to determine the location of SAG12 expression in the root tissues, GUS staining was 

performed on Arabidopsis plants transformed by the promoterSAG12::UIDA reporter fusion. Staining was 

performed at the reproductive stage, in which SAG12 protein was previously detected, on plants cultivated 

under low and high N conditions. Irrespective of the N conditions, GUS staining was observed along the 

entire length of the root but it was located exclusively in the stele (Fig. IV-B.6). Surprisingly, although the 

SAG12 expression level was higher in the roots of LN cultivated plants (Fig. IV-B.5), we observed that GUS 

staining was lower in the LN cultivated roots than in the roots of plants cultivated under HN. 

 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 Col and sag12, regardless of the N conditions (Fig. 

IV-B.7). Similar to the total protease activity, a strong increase in cysteine protease activity was observed 

when plants were cultivated under LN in comparison to HN conditions (Fig. IV-B.7). While no difference in 

cysteine protease activity was observed between genotypes when plants were cultivated under HN 

conditions, the defect in SAG12 led to a significant decrease in cysteine protease activity relative to Col 

when plants were cultivated under LN conditions (642.11 % ± 28.04 % vs 516.88 % ± 3.99 % in Col and 

sag12, respectively; Fig. IV-B.7). Such a discrepancy could be attributed to the lack of SAG12 activity. 

B.IV.  Discussion 

In a recent study, James et 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 seeds when cultivated 



Fig. IV-B.5. SAG12 is expressed in roots only at reproductive stage especially

under LN. SAG12 and 18S-rRNA gene expressions were monitored using RT-PCR

(A). Detection of SAG12 by Western blot using an anti-SAG12 specific polyclonal

antibody provided by Agrisera® (AS14 2771) (B). The ARNs and soluble proteins

were extracted from roots of Col and sag12 plants cultivated under HN and LN

conditions and harvested at vegetative (64 DAS) and reproductive (85 DAS)

stages.

Fig. IV-B.6. SAG12 is expressed in the root vascular tissues.

The tissues where SAG12 promoter was active were identified using the

promoterSAG12::UIDA lines and GUS staining. Roots were observed using

light microscope. Transgenic lines were cultivated under HN (A, C) and LN (B,

D, E) conditions and harvested at reproductive stage. Representative pictures

of the results obtained for longitudinal (A, B) and transversal (C, D) root

sections are shown. Root section with UV excitation (E). Xy = Xylem tissue.
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under LN conditions. The absence of such a phenotype under HN conditions was explained by the increase 

in cysteine and aspartate protease activities, which may compensate for the SAG12 defect and sustain N 

remobilization during seed filling (James et al., 2018). However, although N remobilization is often 

considered as the major process providing N to the seeds (Tegeder and Masclaux‐Daubresse, 2017), the 

assumption that a better N uptake in sag12 could supplement the N allocation to the seeds, especially 

under low N, could not be excluded. Indeed, both NO3
- uptake and root architecture are known to be 

regulated depending on the internal N status of the plant and stimulated under LN conditions (Crawford 

and Forde, 2002; Nacry et al., 2013; Bellegarde et al., 2017; Gent and Forde, 2017). We here show that 

whatever the N conditions (LN and HN), Col and sag12 have the same root architecture (Fig. IV-B.1). In 

addition, no matter which developmental stage was investigated (vegetative or reproductive), the N 

uptake by high (HATS) and low (LATS) affinity transporters was similar in Col and sag12 (Fig. IV-B.2). Taken 

together, these results invalidated the hypotheses that an increase in N uptake (i) supplemented N 

allocation to the seeds in the sag12 plants cultivated under HN conditions or that (ii) N content was lower 

in the seeds of sag12 compared to Col when cultivated under LN condition (James et al., 2018). In order 

to monitor the N remobilization for seed filling, at the final stage of plant development (mature seed 125 

DAS) we analysed the distribution of the 15N provided in a pulse/chase experiment to Col and sag12 plants 

cultivated under HN and LN conditions. Under HN, a similar 15N distribution was observed in Col and sag12 

(Fig. IV-B.3), thus suggesting that SAG12 depletion did not alter N remobilisation for seed filling when 

nitrogen was available. These results are in good agreement with the report of James et al. (2018) showing 

that the cysteine and aspartate proteases increased in sag12 might support N remobilization during seed 

filling. Interestingly, growing plants under low N conditions indicated that the proportion of 15N was 

significantly lower in the seeds of sag12 in comparison to Col and conversely, significantly higher in the 

roots of sag12 compared to the roots of Col (Fig. IV-B.3). No significant difference between Col and sag12 

was found for 15N partitioning in any organs other than the roots and seeds. This then revealed a defect in 

N remobilization from the roots to the seeds in sag12 and strongly suggested that the low N content 

previously observed by James et al. (2018) in the seeds of sag12 under LN condition was mainly due to the 

sequestration of N in its roots. Although N remobilization from the root to the seeds is poorly documented, 

a previous study performed in Brassica napus L. by Rossato et al. (2001) showed that more than 11 % of 

the N in seeds came from the remobilization of root N. Moreover, Girondé et al. (2015a) showed that 

Brassica napus genotypes with higher nitrogen remobilization efficiency had a higher contribution of N 

remobilised from the roots to seeds. Likewise, we observed that the protein concentration was higher in 

the roots of sag12 compared to Col, when cultivated under LN, while the amino acid concentrations were 



Fig. IV-B.7. Cysteine protease activity is decreased in roots of sag12 under LN condition.

Soluble proteins were extracted from roots harvested at reproductive stage (85 DAS) from

Col and sag12 plants cultivated under high (HN) or low (LN) nitrogen conditions. The

cysteine and total protease activities were determined by monitoring 4 endogenous

proteins degradation (95 KDa; 76 KDa; 50 KDa; 37 KDa) in the presence or the absence of

the cysteine protease inhibitor E64. The protease activities are expressed as % relative to

the activity in the Col roots under HN condition (100 %; dot line). Values are means ± SE,

n=3. For a given protease activity (total or cysteine), significant differences (p≤0.05, n=3)
are indicated by different low case letters.
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unchanged (Fig. IV-B.4). 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 nitrogen conditions.  

From this finding, we then decided to investigate whether SAG12 could be expressed in the root 

tissue, at least under LN conditions, which has never been described before. Indeed, although the 

expression of SAG12 in leaves during natural and induced senescence was clearly demonstrated by 

numerous studies performed in various plant species (Lohman et al., 1994; Gan and Amasino, 1997; 

Desclos et al., 2009; Parrott et al., 2010; Carrión et al., 2013; Singh et al., 2013; Poret et al., 2016; Curci et 

al., 2017), to our knowledge there was no evidence for SAG12 expression in plant root tissue. In the 

present work the SAG12 transcripts and proteins were detected in the roots of Arabidopsis thaliana at the 

reproductive stage, but not at the vegetative stage. In addition, SAG12 expression and protein levels were 

much higher in roots of plants cultivated under LN than under HN conditions (Fig. IV-B.5). This makes sense 

because sink strength is known to be stronger at the reproductive stage due to the maturation of seeds 

and also stronger under LN conditions. The GUS staining of promoterSAG12::UIDA lines at the reproductive 

stage confirmed that SAG12 was expressed in the root and especially localized in the stele (Fig. IV-B.6). 

We noticed that despite higher SAG12 expression 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 protease activity measured 

under LN may have led to degradation of the β-glucuronidase enzyme, as previously shown in senescent 

leaf tissues by Noh and Amasino, (1999b). Taken together, the expression of SAG12 in roots, and the 

increase in total protein content in the roots of sag12 suggests 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 activities in the roots 

of Col and sag12 at the reproductive stage. While the depletion of SAG12 did not affect the total protease 

activity in roots, it impacted significantly on the cysteine protease activity of the roots of plants cultivated 

under LN conditions. Altogether, the results show that the SAG12 protease plays a major role in the 

breakdown of root proteins when plants are facing N limitation and is required for efficient N 

remobilization to the seeds. 

B.V.  Conclusion 

This study shows for the first time the role of SAG12 in the roots for N remobilization to support 

seed production and seed N content under N limitation. The results obtained in this study are important 

for improving N use efficiency in crops. For example, in Brassica napus, the level of SAG12 root expression 
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could have partly explained the contrasting N use efficiency highlighted by Girondé et al., (2015a,b) in 

different genotypes cultivated under N limiting conditions. 
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C. Etude du rôle des protéases à cystéine dans l’élaboration du 

rendement chez le colza (Brassica napus .L) 
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Fig. IV-C.1. Les biomasses de tous les organes des colzas sur-expresseurs

d’uŶe cystatine de riz (OCI) exceptés les feuilles sont inférieures à celles

du sauvage (WT).

La masse sèche des différents organes (racines, collet, feuilles, tiges,

siliques) a été mesurée après 183 jours de culture sous condition de forte

alimentation en N, peu de temps avant que les graines n’arrivent à

maturité. Les valeurs représentent les moyennes ± SE pour n=8. Les

différences significatives pour p<0,05 et p<0,01 sont indiquées

respectivement par * et **.
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Les précédents travaux (cf. chapitres IV-A et IV-B) ont mis en avant le rôle de la protéase à cystéine 

SAGϭϮ daŶs la ƌeŵoďilisatioŶ de l’azote foliaiƌe et ƌaĐiŶaiƌe esseŶtiel au ƌeŵplissage des gƌaiŶes Đhez la 

plante modèle Arabidopsis thaliana, une Brassicacae. Ces résultats soulèvent de manière plus générale la 

ƋuestioŶ du ƌôle des CPs daŶs l’ĠlaďoƌatioŶ du ƌeŶdeŵeŶt Đhez uŶe plaŶte de gƌaŶde Đultuƌe telle que le 

Đolza. Pouƌ ƌĠpoŶdƌe à Đette ƋuestioŶ, la stƌatĠgie adoptĠe a ĐoŶsistĠ à iŶhiďeƌ l’aĐtivitĠ de l’eŶseŵďle de 

la classe des CPs afin de vérifier les conséquences sur le rendement. Le matériel génétique permettant la 

ƌĠalisatioŶ de Đette Ġtude Ġtait d’oƌes et dĠjà dispoŶiďle. EŶ effet, uŶ Đolza de pƌiŶteŵps ;Brassica napus 

L. cv. Drakkar) sur-exprimant un inhibiteur des CPs (une cystatine du riz (OCI)) sous le ĐoŶtƌôle d’uŶ 

promoteur 35S, a ĠtĠ dĠveloppĠ paƌ l’ĠƋuipe de RahďĠ et al., ;ϮϬϬϯͿ daŶs le Đadƌe d’uŶe Ġtude foĐalisĠe 

suƌ la ƌĠpoŶse des plaŶtes auǆ stƌess ďiotiƋues. Ce ŵatĠƌiel est paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŶtĠƌessaŶt puisƋu’il 

peƌŵet d’eǆpƌiŵeƌ uŶ iŶhiďiteur des activités de toutes les CPs de manière constitutive et ectopique, 

ŶotaŵŵeŶt daŶs les feuilles eŶ sĠŶesĐeŶĐe, Ƌui ĐoŶstitueŶt à la fois l’oƌgaŶe souƌĐe d’azote ŵajoƌitaiƌe 

(Rossato et al., 2001; Girondé et al., 2015aͿ et l’oƌgaŶe où les CPs soŶt le plus induites. Nous disposions 

seulement de quelques graines que nous avons utilisées pour réaliser une culture en collaboration avec 

l’IŶstitut JeaŶ-Pierre Bourgin (IJPB) afin de multiplier ce matériel génétique (OCI). Néanmoins, nous avons 

profité de cette culture pour réaliser une expérimentation préliminaire permettant un premier 

phénotypage à différents stades de développement, essentiellement en se focalisant sur la production de 

biomasse. 

 Pour cela, des colzas OCI et du cultivar Drakkar (le fond génétique ayant servi à la construction 

des sur-eǆpƌesseuƌs OCIͿ oŶt ĠtĠ ĐultivĠs eŶ ĐoŶditioŶ de foƌte dispoŶiďilitĠ eŶ N ;ϯ,75 ŵM d’NͿ. UŶe 

période de vernalisation de 45 jours a été appliquée après 31 jours de semis afin d’iŶitieƌ et de 

synchroniser la montaison des plantes. La récolte a été effectuée lorsque les graines arrivaient à maturité 

(183 jours après semis). 

L’aŶalǇse de la ďioŵasse sğĐhe des diffĠƌeŶts oƌgaŶes ŵoŶtƌe, Ƌu’à l’eǆĐeptioŶ des feuilles, uŶe 

baisse significative (environ 60 %) de la biomasse de tous les organes chez les plantes sur-exprimant la 

cystatine par rapport au colza de type sauvage (Fig IV-C.1Ϳ. A titƌe d’eǆeŵple, uŶe Đhute dƌastiƋue ;-65 %) 

de la biomasse des siliques est observable chez les OCI comparés au sauvage. Ce résultat renforce 

l’hǇpothğse Ƌue les CPs joueƌaieŶt uŶ ƌôle ŵajeuƌ daŶs l'ĠlaďoƌatioŶ du ƌeŶdeŵeŶt eŶ gƌaiŶes. 

Malgré cette forte diminution de la production de siliques, la teneur en azote dans ce 

compartiment est supérieure chez les plantes OCI (3,68 ± 0,08 % de la masse sèche) comparée au sauvage 
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Fig. IV-C.2. La teneur en azote des siliques des colza sur-expresseurs d’uŶe
cystatine de riz (OCI) est supérieure à celle du sauvage (WT).

La teneur en N des siliques a été mesurée après 183 jours de culture sous

condition de forte alimentation en N, peu de temps avant que les graines

n’arrivent à maturité. Les valeurs représentent les moyennes ± SE pour n=8.

Les différences significatives pour p<0,01 sont indiquées par **.
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(3,32 ± 0.07 % de la masse sèche) (Fig IV-C.2). Ce résultat suggère que les colzas OCI sont capables de 

solliĐiteƌ des sǇstğŵes pƌotĠolǇtiƋues pouƌ ĐoŵpeŶseƌ l’iŶhiďitioŶ de l’aĐtivitĠ des pƌotĠases à ĐǇstĠiŶe 

ĐoŶsĠĐutive à la suƌeǆpƌessioŶ de la ĐǇstatiŶe de ƌiz afiŶ d’assuƌeƌ la ƌeŵoďilisatioŶ de l’N et in fine un 

remplissage correcte en N des graines. Afin de valider cette hypothèse, il conviendra de réaliser une 

analyse des activités des différentes classes de pƌotĠases. CeĐi peƌŵettƌa d’uŶe paƌt, de ĐoŶfiƌŵeƌ 

l’iŶhiďitioŶ de l’aĐtivitĠ des pƌotĠases à ĐǇstĠiŶe paƌ la suƌeǆpƌessioŶ de la ĐǇstatiŶe de ƌiz et d’autƌe paƌt, 

de peƌŵettƌe l’ideŶtifiĐatioŶ d’aĐtivitĠs pƌotĠasiƋues iŵpliƋuĠes daŶs la ĐoŵpeŶsatioŶ de cette inhibition. 

 

 

 

 

 

  



 



  

 

D. Overexpression of a Brassica napus L. Water Soluble 

Chlorophyll binding Protein (WSCP1) to delay dark-induced 

leaf senescence in Arabidopsis thaliana 

En cours de rédaction 

Contexte : L’aĐtivité pƌotéolǇtiƋue eŶ lieŶ aveĐ la séŶesĐeŶĐe est pilotée paƌ de Ŷoŵďƌeuses pƌotéases 
doŶt l’aĐtivité est eŶ paƌtie ĐoŶtƌôlée paƌ des iŶhiďiteuƌs Ŷatuƌels. Parmi ces inhibiteurs, les « Water 

Soluble Chlorophylle Binding Proteins » ;WSCPsͿ pƌéseŶteŶt l’avaŶtage de pouvoiƌ possédeƌ uŶe douďle 
foŶĐtioŶ d’iŶhiďitioŶ de pƌotéases ŵais aussi de pƌoteĐtioŶ des ĐhloƌophǇlles. Cette douďle foŶĐtioŶ eŶ 
fait des candidats particulièrement pertinents pour retarder la progression de la sénescence foliaire afin 

d’alloŶgeƌ la duƌée de vie des feuilles et aiŶsi ƌéduiƌe l’asǇŶĐhƌoŶisŵe eŶtƌe la péƌiode de vidage de Đes 
organes sources et la période de remplissage des graines. Des études réalisées chez le colza ont permis 

d’ideŶtifieƌ au ŵoiŶs Ϯ WSCPs ;BŶDϮϮ et WSCPϭͿ pƌéseŶtaŶt poteŶtielleŵeŶt Đette douďle foŶĐtioŶ et 
induites dans les jeunes feuilles par un traitement au Méthyl Jasmonate (Desclos et al., 2009). Alors que 

le rôle de BnD22 dans la modulation de la progression de la sénescence foliaire est relativement bien établi 

(Reviron et al., 1992 ; Schmit et al., 1993 ; Etienne et al. 2007), celui de WSCP1 reste à ce jour inconnu. 

Objectif : Démontrer la capacité de WSCP1 à moduler la progression de la sénescence foliaire.  

Méthode : Pouƌ ƌéaliseƌ Đette étude des ligŶées d’Arabidospis thaliana caractérisée par une sénescence 

foliaire précoce (RIL232 ; Loudet et al., 2002) oŶt été tƌaŶsfoƌŵées afiŶ d’eǆpƌiŵeƌ la pƌotéiŶe WSCPϭ sous 
le contrôle du promoteur SAG12 (pSAG12::WSCP1). La sénescence a été initiée par un maintien des feuilles 

ŵatuƌes à l’oďsĐuƌité puis des ŵesuƌes de ĐhloƌophǇlles, de pƌotéiŶes et d’aĐtivité de pƌotéases oŶt été 
réalisées afin de suivre la progression de la sénescence chez les lignées pSAG12::WSCP1 comparativement 

au fond génétique RIL232. De plus, une étude de la localisation subcellulaire de WSCP1 a été entreprise 

par microscopie. 

Résultats : Un maintien des chlorophylles est observé dans les feuilles matures ombrées des lignées 

pSAG12::WSCP1 comparativement à celles des RIL232 et laisse supposer que la surexpression de WSCP1 

conduit à un ralentissement de la progression de la sénescence. La fonction de protection des 

chlorophylles que cela laisse supposer pour WSCP1 est cohérente avec la localisation chloroplastique mise 

eŶ évideŶĐe paƌ ŵiĐƌosĐopie. Paƌ ailleuƌs, aloƌs Ƌu’auĐuŶe difféƌeŶĐe d’aĐtivité pƌotéasiƋue gloďale Ŷ’est 
oďseƌvée, uŶe diŵiŶutioŶ sigŶifiĐative de l’aĐtivité séƌiŶe pƌotéase, la Đlasse de pƌotéase Điďle des WSCPs, 
a été observée dans les feuilles matures de pSAG12::WSCP1 comparées à celles de RIL232. 

Conclusion : Au vu de ces résultats, il semble que la protéine WSCP1 puisse être réellement dotée de la 

douďle foŶĐtioŶ de pƌoteĐtioŶ de ĐhloƌophǇlles et d’iŶhiďitioŶ de pƌotéases à séƌiŶe. De Đe fait, la pƌotéiŶe 
WSCP1 est vraisemblablement un candidat intéressant pour retarder la progression de la sénescence et 

aiŶsi, eŶ pƌoloŶgeaŶt la duƌée de vie des feuilles, aŵélioƌeƌ l’EUA.  
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In writting 

Abstract:  

In Brassica napus L., one of the levers for improving the Nitrogen Remobilization Efficiency (NRE) 

of rapeseed is to delay senescence in order to prolong the lifespan of the leaves, allowing to reduce the 

asynchronism between the emptying period of these organs sources and the period of seed filling. The 

Water Soluble Chlorophyll Binding Proteins (WSCPs), proteins known to be able to have a putative dual 

function of chlorophylls protection and inhibiting proteases, make them excellent candidates to delay 

senescence. Several isoforms of WSCPs have been already identified in leaves of rapeseed and among 

them, the WSCP1 protein has in its amino acid sequence several characteristic motifs of both functions. In 

order to test in vivo the ability of the WSCP1 protein to delay senescence, an overexpression of the WSCP1 

protein under the control of the SAG12 promoter (promoterSAG12::WSCP1) was developed from an 

Arabidopsis thaliana line previously described as being early senescent (RIL232). During dark-induced 

senescence of leaves, overexpression of WSCP1 leads to a delay in chlorophyll degradation and an 

inhibition of serine proteases compared to RIL232. Despite the serine proteases inhibition, the protein 

content in leaves remained similar between both genotypes suggesting the recruitment of proteolytic 

compensatory systems. The immunodetection of WSCP1 in leaves of pSAG12::WSCP1 lines allowed for the 

first time to locate a WSCP isoform in chloroplasts. Altogether, these results confirm the interest 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, organs or cells, which leads 

to death. This process is characterized by the degradation of macromolecules, allowing the remobilization 

of various elements such as carbon and nitrogen from senescent organs towards growing organs during 

sequential senescence or seeds during monocarpic senescence (Gregersen et al., 2013; Avice and Etienne, 

2014). However, some studies performed in agronomic crops such as Brassica napus L., shown that the 

nutrient remobilization efficiency is very contrasted during these both types of senescence. As an example, 

in Brassica napus, if 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 lead to high content in 

fallen leaf (2.5 to 4 % of the DW). Consequently, it is commonly accepted that enhance of the efficiency of 

the sequential senescence could be a lever to improve the agro-environmental statement of this crop. 

Many studies have shown that a delay in leaf senescence lead to an improvement of the yield in many 

species (Thomas and Stoddart, 1980; Thomas and Smart, 1993; Hunková et al., 2011; Gregersen et al., 

2013). As example, Malagoli et al. (2005a; 2005b) have demonstrated that an increase of the leaf life span, 

leading to a better synchronism between the N remobilization from this source organ and the seed filling, 

would allow an increase of the yield by around 30%. This assumption is supported by other works showing 

that ͞staǇ-gƌeeŶ͟ liŶes of pea ;i.e. lines with a delay of the initiation or progression of leaf senescence) 

have a better growth (Kusaba et 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; encoding enzyme 

involved in cytokinin synthesis) thanks to a senescence specific promoter (promoteurSAG12). In these 

plants, a delay of leaf senescence associated with an increase of the duration of leaf photosynthetic activity 

as well as an increase of biomass were observed (Gan and Amasino 1995 ; 1997). Another interesting way 

consists to delay the proteases activities involved in N remobilization during leaf senescence using 

endogenous plant protease inhibitors such as cystatin. Cystatins are natural and endogenous compounds, 

which inhibit cysteine proteases, one of the protease classes the most strongly induced during leaf 

senescence. As an example, the overexpression of a rice cystatin gene (oryzacysttin-1; OsOC-1) in tobacco 

lead to an increase of leaf protein content (and especially an increase of the abundance of two RuBisCO 

activase isoforms) associated with a delay leaf senescence (Prins et al., 2008). Another endogenous protein 

faŵilǇ, the ͞Wateƌ Soluďle ChloƌophǇll ďiŶdiŶg PƌoteiŶs͟ ;WSCPsͿ ĐaŶ haǀe also a pƌotease iŶhiďitoƌ 

function in addition to their chlorophyll binding ability. Indeed, many WSCPs (Schmidt et al., 2003; 
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Horigome et al., 2007; Damaraju et al., 2011) are able to bind chlorophyll and allow the photo-protection 

of chlorophylls reducing the reactive oxygen species related to chlorophyll degradation (Schmidt et al., 

2003). Some WSCPS, such as BnD22 characterized in Brassica napus, due to the presence of a Künitz motif 

([LIVM]-x-D-x-[EDNTY]-[DG]-[RKHDENQ]-x-[LIVM]-x(5)-Y-x-[LIVM]) (REF $) are also able to inhibit cysteine 

but especially serine proteases (Reviron et al., 1992; Desclos et al., 2008; Rustgi et al., 2017b). However, if 

many works study the role of these plant protease inhibitors during the plant response to abiotic and biotic 

stresses (Schmidt et al., 2003; Etienne et al., 2007; Desclos et al., 2008; Damaraju et al., 2011; Boex-

Fontvieille et al., 2015), very few focused on the putative role of theses protease inhibitor during leaf 

senescence. One of these studies, performed in Brassica napus, have allowed to identify 2 WSCP isoforms 

with a kunitz motif (BnD22 and WSCP1) in young leaves of plants sprayed with methyl jasmonate. Authors 

suggest that these both WSCPs, because of their putative dual function, could play a role in the regulation 

of the progression of leaf senescence (Desclos et al., 2008). In contrast to BnD22 for which there is some 

evidences of its implication in the progression of the leaf senescence (Etienne et al., 2007; Desclos et al., 

2008), the role of WSCP1 in this process remain unknown. 

Account taken of WSCP1 characteristics, i.e. expression in young leaves until the onset of leaf 

senescence and its putative dual function, this protein could be relevant to extend the life span of leaves 

and thus to reduce the asynchronism between the remobilization of N from leaves and the requirements 

of N of seeds during filling stage.  

In this context, the aim of this study was to ascertain if an overexpression of WSCP1 during the 

senescence is able to extend the life span of leaves. To reach this goal Arabidopsis thaliana lines (RIL232, 

Loudet et al., 2002) characterized by an early leaf senescence phenotype, were transformed with WSCP1 

gene under the control of the specific senescence SAG12 promoter (pSAG12::WSCP1). Leaf senescence 

was initiated by dark and measurements of chlorophyll, protein and protease activity were undertaken to 

monitor the progression of leaf senescence in pSAG12::WSCP1 lines compared to the genetic background 

RIL232. 

D.II.  Material and methods 

 Plant material 

The SAG12 promoter, containing the 1-2180 base pair sequence found in Genebank under the 

accession number U37336 was cloned from the pSG499 plasmid (Gan and Amasino, 1995) kindly provided 

by Pr. R. Amasino (University of Wisconsin-Madison, USA) into the pMDC32 vector between the PmeI and 
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AscI restriction enzyme sites, in place of the 35S promoter, giving the pMAZ01 plasmid. The pMAZ01 

plasmid was fully sequenced from the RB to the Nos terminator to verify the absence of any modification 

especially in the promoterSAG12 sequence. The full-length coding sequence of WSCP1 (657 pb; accession 

number AB012699) was amplified by PCR from Brassica napus (Var. capitol) leaf cDNA library with specific 

primers (forward: 5'- ATGAAGACTTTTTTTCTAGTTACTCTC - 3' 

; reverse 5'- CTAGTAGAATGGGAACATCTTTAGACC -3') and cloned successively in the TOPO® vector 

(Invitrogen, Carlsbad, California, USA), then into the pMAZ01 vector by Gateway recombination giving rise 

to the pMAZ02 vector containing the promoterSAG12::WSCP1 fusion. Correct WSCP1 sequence was 

checked by sequencing. Transgenic plants carrying the SAG12 promoter fused to the WSCP1 gene were 

obtained by floral dipping (Clough and Bent, 1998) of Arabidopsis lines (RIL232; Loudet et al., 2002) 

selected for their early leaf senescence phenotype. Two homozygous lines (pSAG12::WSCP1 #5 and #6) 

from several primary transformants were selected based on their hygromycine resistance and single 

insertion segregation rate.  

 Plant growth conditions 

Seeds (RIL232; pSAG12::WSCP1 #5 and #6) 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 onto lids cut from Eppendorf tubes (0.5 

ml) and filled with 0.8 % agar. Plants of each genotype were placed in a glasshouse on a tank containing 

10L of nutrient solution with 3.75 mM NO3
- (1.25 mM Ca(NO3)2.4H2O; 1.25 mM KNO3; 0.5 mM MgSO4; 0.25 

mM KH2PO4; 0.2 mM EDTA.NaFe.3H2O; ϭϰμM H3BO3; 5 μM MŶSO4; ϯ μM ZŶSO4; Ϭ.ϳ μM ;NH4)6Mo7O24; 0.7 

μM CuSO4; Ϭ.ϭ μM CoCl2) renewed every week during 76 days. Photosynthetic photon flux density was 110 

mmol m-2 s-1, 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 Development; Minolta, 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) until the leaf abscission (D14), the 

chlorophyll content was estimated with SPAD device. In addition, the three mature leaves were harvested 

and pooled at D0 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 mature leaf tissue 

ground in a mortar with 500 µL citrate-phosphate buffer (20 mM citrate, 160 mM phosphate, pH 6.8 

containing 50 mg of PVPP). After centrifugation (1 h, 12 000 g, 4°C), the concentration of the soluble 
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protein extract was determined in the supernatant by protein staining (Bradford, 1976) using bovine 

serum albumin (BSA) as standard. 

 Detection of the WSCP1 protein by Western Blot  

To peƌfoƌŵ the deteĐtioŶ of WSCPϭ pƌoteiŶ, ϮϬ μg of soluďle pƌoteiŶs pƌeǀiouslǇ eǆtƌaĐted ǁeƌe 

deŶatuƌed ďǇ heatiŶg at ϵϬ °C foƌ ϭϬ ŵiŶ iŶ Laeŵŵli ϰǆ saŵple ďuffeƌ ǁith β-mercaptoethanol (Laemmli, 

1970). Proteins were separated on a SDS-PAGE precast Stainfree gel (4-15 % acrylamide gradient; Mini-

PROTEAN®, Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France) and transferred onto a polyvinylidene difluoride (PVDF) 

membrane as described previously by Desclos et al. (2008). The PVDF membrane was incubated overnight 

in Tris buffer saline – Tween 20 (TBST; Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 8, Tween 20 0.15 % (v/v)) with 3 % 

(v/v) skimmed milk to avoid non-specific hybridization. Immunodetection of WSCP1 was performed using 

specific polyclonal antibody from rabbit produced by Eurogentec® (1/2000 diluted in TBST) as primary 

antibody and a second antibody coupled with peroxidase (1/10000 diluted in TBST, Bio-Rad®). 

Chemiluminescence (ECL kit, Bio-Rad®) was measured by using a ProXPRESS 2D proteomic Imaging System 

(PerkinElmer, Courtaboeuf, France). 

 Profiling of the active serine proteases  

Active serine proteases labelling and detection have been performed using a serine protease 

specific fluorescent probe (FP-Rh) according to Poret et al. (2016). Briefly, protease labelling was 

performed with 20 µg of soluble protein extracted from mature leaves harvested at D6, in a 200 µL reaction 

volume containing tris buffer (50 mM, pH 7.5). Mixture was kept 30 min at room temperature before 

addition of 1 µL of FP-Rh (1mM in DMSO) or 1 µL of DMSO for control without probe (No Probe Control: 

NPC). After incubation (1 h in dark) under gentle agitation at room temperature, protein were precipitated 

by addition of 1 mL of ice-cold acetone. After centrifugation (15 min, 16 000 g, 4 °C), the pellet was 

resuspended in 40 µl 2X SDS-PAGE gel-loadiŶg ďuffeƌ ;ϭϰϬ ŵM SDS; ϮϬϬ ŵM Tƌis; ϮϬ% glǇĐeƌol; ϱ% β-

mercaptoethanol; 0.3 mM Bromophenol Blue), then proteins were denatured by heating at 90 °C for 10 

min before  separation on 12 % SDS-PAGE. The fluorescence of labelled proteins was visualized by a scan 

coupled with ProXPRESS 2D proteomic Imaging System (PerkinElmer) with excitation and emission 

wavelengths at 540 and 590 nm, respectively. The fluorescence signal intensity was quantified by gel 

analysis tool of  ImageJ software (Schneider et al., 2012). 

 



Fig. IV-D.1. Alignment of amino acid sequences of BnD22 and WSCP1 showing different

motifs supporting the putative dual function.

Amino acid residues that are not identical to those of BnD22 are highlighted in blue.

Amino acid sequence of the motif characteristic of the künitz-type protease inhibitors

was framed in red (Nishio and Satoh, 1997). The 4 amino acids framed in green are

suspected to be responsible for the fixation to chlorophyll (Horigome et al., 2007). Amino

acid sequence of chlorophyll binding motif conserved between all WSCPs was framed in

yellow (Satoh et al., 2001). Asterisks in blue indicate predicted sites for N and C signal

peptide cleavages.
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Fig. IV-D.2. Kinetics of chlorophyll content in leaves of RIL232 and overexpressor

lines (pSAG12::WSCP1 #5 and #6) during dark-induced senescence progression.

Values are means ± SE for n=21 up to 6 days and n=11 after. Significant difference

between genotype (p≤0.05) is indicated by *.
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 Immunolocalization of WSCP1 protein 

Mature leaves were cut with a punching tool and sections were kept overnight under vacuum into 

a fixative solution (4 % paraformaldehyde; 0.1 % Glutaraldehyde in cacodylate of sodium buffer 0.1 M, pH 

7) at 4 °C. The next day, sections were dehydrated with several baths in different ethanol solutions (70, 95 

and 100 % v/v). Afterwards, sections were impregnated using successive baths (1.5 h each) of LR white 

resin (Thermo Fisher scientific, Newman, 1987) in ethanol (25, 50, 75 % v/v) followed by a last LR white 

resin (100 %) bath overnight. The following day, two LR white resin (100 %) baths (1 h then 3 h) were 

applied to the sections before transfer in a new LR-White resin (100%) and polymerization during 24 h at 

50 °C in capsules. Then, the resin blocks containing mature leaf sections were cut with an ultramicrotome 

(Leica Ultracut R) and resulting sections were immunostained. For this, blocking of non-specific sites was 

carried out with 3 % PBS-BSA at room temperature during 30 min. Sections were then incubated overnight 

with a rabbit primary antibody anti-WSCP1 provided by Eurogentec® (1/1000 in 1 % PBS-BSA). A second 

incubation with goat secondary antibody anti-rabbit, labelled with Alexa Fluor 488 (1/500 in 1% PBS-BSA, 

Thermo Fisher Scientific, USA) was performed during 2 h in darkness. A drop of Fluoromount mounting 

medium (Thermo Fisher Scientific, USA) was added before observation under a confocal microscope 

(Olympus FV 1000). 

D.III.  Results 

 WSCP1 have the putative chlorophyll binding and protease inhibitor 

dual function. 

BnD22 being the only WSCP functionally characterized in Brassica napus, an alignment of the 

amino acids sequences of WSCP1 and Bnd22 was performed to highlight similarity and motifs associated 

with putative chlorophyll binding and serine protease inhibitor functions (Fig. IV-D.1). Alignment of the 

218 amino acids show a 96 %similarity. Both sequences have the same predicted cleavage sites for N- and 

–C terminal signal peptide with a length of 19 and 21 amino acids, respectively. Analyses of WSCP1 amino 

acids sequence reveal a künitz motif ([LIVM]-x-D-x-[EDNTY]-[DG]-[RKHDENQ]-x-[LIVM]-x(5)-Y-x-[LIVM]) 

found at the same location as BND22 suggesting a putative serine protease inhibitor function. In addition, 

4 specific amino acid (Proline 5, glutamine 72, and tryptophan 106 and 170) known to be related to the 

chlorophyll binding function is found in the sequence of WSCP1 as in that of Bnd22. Moreover, a 

chlorophyll binding motif conserved between all WSCP (57-PFCPLGI-65) was found also in WSCP1. 
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Fig. IV-D.3. Detection of WSCP1 and protein contents in leaves of RIL232

and overexpressor lines (pSAG12::WSCP1 #5 and #6).

Proteins were extracted from leaves harvested at 0 (D0) and 6 days (D6)

after dark-induction of 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 form. (B) Protein

content values are means ± SE, n=4. Different letters indicate a statistical

significant differences according to Student's t-test (p≤0.01).
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 The chlorophyll breakdown is delayed in mature leaves of 

pSAG12::WSCP1 lines. 

During the dark induced senescence, a decrease of chlorophyll content was observed over time 

whatever the lines (Fig. IV-D.2). The SPAD value for the three lines decrease with the same trend between 

D0 and D4. In contrast, the mature leaf chlorophyll content at D6, is significantly higher for pSAG12::WSCP1 

#5 and #6 lines than for RIL232 suggesting a slower chlorophyll breakdown rate in these both lines between 

D4 and D6. Nevertheless, the SPAD value at D14 reach a similar level for all lines (7.61 ±1.26, 7.08 ±1.02 

and 7.51 ±1.13 in SPAD value for WT, pSAG12::WSCP1 #5 and 6, respectively). 

 The protein content is not difference whatever the genotype. 

At D0, 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 both pSAG12::WSCP1 lines (Fig. IV-

D.3A). Moreover when WSCP1 is detected, two signals differing few kilo-Dalton which could correspond 

to the immature and the mature form of WSCP1 can be observed (Fig. IV-D.3A). At D0, as expected, the 

protein contents in mature leaves are similar whatever the lines. The same result was observed at D6 (Fig. 

IV-D.3B). However, a strong decrease in protein content could be noticed between D0 and 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 fluorescent probes specific 

of this protease class (Patricelli et al., 2001 ; Fig. IV-D.4A). Genotypes overexpressing WSCP1 in senescent 

leaves (pSAG12::WSCP1 n°5 and 6) have a lower overall serine protease activity than RIL232 (12.83 ± 1.07; 

9.89 ± 0.89 and 9.94 ± 0.87 fluorescence intensity (UA) for RIL232, pSAG12::WSCP1 #5 and #6, respectively) 

(Fig. IV-D.4B). This was not due to a lower number of serine protease (same number of signal by lane) but 

rather to a decrease of their individual activity (all signals were attenuated) (Fig. IV-D.4A). 

 The WSCP1 is located in the chloroplast. 

WSCP1 was detected using anti-WSCP1 antibody revealed with a secondary antibody coupled to 

GFP shown some of the genotype, a green fluorescence detected in chloroplasts (Fig. IV-D.5). The 

detection of slight fluorescence signal in RIL232 suggest that the primary anti-body is not fully specific of 

WSCP1 and can detect an orthologue of WSCP1 in Arabidopsis thaliana. Nevertheless, the signal in RIL232 



Fig. IV-D.4. Activity of serine proteases (SPs) in senescent leaves from RIL232 and

overexpressor lines (pSAG12::WSCP1 #5 and #6) 6 days after treatment.

(A) The soluble proteins were extracted from leaves harvested 6 days (D6) after dark-

induction of senescence. SP activities profiling were achieved on protein samples of each

genotypes (RIL232, pSAG12::WSCP1 #5 and #6) or on a mixture of everyone (MIX) in the

presence of a specific fluorescent probe of SP (FP-Rh), or in the absence of FP-Rh (no probe

control: NPC) at pH 7.5 during 1 h. Samples were separated by SDS-PAGE and scanned to

detect fluorescence. (B) Given values of fluorescence intensity are means ± SE (n=4).

Different letters indicate a statistical significant differences according to Student's t-test

(p≤0.01).
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is far lower than the one detected in both pSAG12::WSCP1 lines. In those lines, the GFP signal clearly show 

that WSCP1 was localized in chloroplasts (Fig. IV-D.5). 

D.IV.  Discussion 

 WSCPs having a putative dual function of chlorophyll protection and protease inhibition are 

susceptible to regulate the progression of leaf senescence. As example, BnD22, one of the only WSCPs of 

Brassica napus L. with a characterized dual function, has been clearly show to delay senescence (Etienne 

et al., 2007; Desclos et al., 2008). The same authors have also identified another WSCP in Brassica napus 

L., named WSCP1, but its role during senescence has never been demonstrated. In order to explore this 

putative role, an overexpression of the WSCP1 protein under the control of the SAG12 promoter 

(promoterSAG12::WSCP1) was developed from an Arabidopsis thaliana line previously described as being 

early senescent (RIL232; Loudet et al. 2002).  

 Interestingly, this study shown that between D0 and D6, the chlorophyll contents remain similar 

in mature leaf of pSAG12::WSCP1 lines and RIL232. This could be explained by the absence of WSCP1 in 

the transgenic lines during this period as suggested by the absence of WSCP1 signal in the western blot at 

D0 (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::WSCP1 during the first steps of leaf senescence. These results are in accordance with 

previous studies showing that the chlorophyll breakdown and the activation of promoterSAG12 (used to 

control the WSCP1 overexpression) occur during early and late stages of the reorganization phase of leaf 

senescence, respectively (Zimmermann and Zentgraf, 2005; Desclos et al., 2008). In contrast, at D6 after 

the dark induction of leaf senescence, the overexpression of the WSCP1 in the leaf of two pSAG12::WSCP1 

lines (Fig. IV-D.3) is concomitant with the slowdown of the chlorophyll degradation (about 20 % ; Fig. IV-

D.2) compared to RIL232. This result is in agreement with the putative function of chlorophyll protection 

supported by the in silico analyses of the WSCP1 sequence which shows the typical motif 57-PFCPLGI-65 

as well as the 4 amino acids allowing the fixation of chlorophyll (proline #51, glutamine #72 and 

tryptophans #106 and #170 ; (Horigome et al., 2007). Moreover, this function of chlorophyll protection is 

also in agreement with the chloroplast localization of WSCP1, which is for the first time, clearly 

demonstrated in this study. (Fig. IV-D.5). Lastly, at D14, the chlorophyll contents are similar again in mature 

leaves of pSAG12::WSCP1 lines 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 WSCP1 and chlorophyll 
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breakdown by the strong catabolic activities link to the terminal and irreversible phase of leaf senescence 

as previously described by Zimmermann and Zentgraf, (2005).  

 In addition, a Künitz type motif, ([LIVM] -xDx- [EDNTY] - [DG] - [RKHDENQ] -x- [LIVM] -x (5) -Yx - 

[LIVM]) (Reviron et al., 1992; Satoh et al., 2001; Rustgi et al., 2017b), characteristic of serine protease (SP) 

inhibitors is found in the WSCP1 amino acid sequence suggesting a SP inhibitor function for this protein. 

This assumption is supported by the significant inhibition, compared to RIL232, of the SP activity in leaves 

of overexpressors, observed at D6 when the WSCP1 was detected (Fig. IV-D.4 and Fig. IV-D.3). surprisingly 

this decrease of SPs activity was not related to a higher protein content in the leaves of overexpressors 

compared to RIL232. 

 One explanation could be that leaves implemented a proteolytic system to compensate the 

decrease of SP activity. Indeed numerous studies shown that to cope with the suppression of proteases 

involved in leaf senescence, plants are able to recruit other proteases to sustain the global proteolytic 

activity ;PƌužiŶskĄ et al., 2017; Havé et al., 2018; James et al., 2018). Consequently, in our study, it cannot 

be excluded that other protease classes such as cysteine or aspartate proteases could compensate for the 

decreased activity of SPs. An alternative explanation would be that SPs, at the contrary to CPs, are not the 

major proteases class involve during the leaf senescence process (Guo et al., 2004). Thus, considering this 

argue and also the partial SPs inhibition by WSCP1 in transgenic lines (about 20 % compared to RIL232), 

WSCP1 overexpression would have a limited effect on the global proteolytic activity in leaves and 

consequently a limited impact on protein content in leaves of transgenic lines compared to RIL232. 

Nevertheless, in despite of this minor impact on the global proteolytic activity, WSCP1 could play a major 

role in the protection of chloroplast integrity during leaf senescence since WSCP1 collocate with the SPs 

in this organelle. 

D.V.  Conclusion 

 To conclude, an isoform of WSCP have been for the first time located in chloroplasts which is in 

agreement with the dual function of chlorophyll protection and SPs inhibitor demonstrated for WSCP1 in 

this study. In Brassica napus L., WSCP1 could protect chlorophyll and prevent early proteolysis of 

chloroplastic proteins by SPs leading to a delay in leaf senescence. This assumption is especially interesting 

because in many crops, an inverse relationship exists between leaf senescence onset and yield, i.e. a late 

senescence lead to production gain, and vice versa (Jehanzeb et al., 2017). In this context, WSCP1 would 
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be a relevant candidate to slowdown the progression of leaf senescence and thus reduce the asynchronism 

between the emptying period of this source organs and the period of seed filling in N. 
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D.VI.  Analyses complémentaires 

Ce chapitre intitulé « Overexpression of a Brassica napus L. Water Soluble Chlorophyll binding 

Protein (WSCP1) to delay dark-induced leaf senescence in Arabidopsis thaliana » correspond à un projet 

d͛aƌtiĐle Ƌui ŶĠĐessite des analyses complémentaires pour renforcer les données déjà présentes avant 

soumission : 

 Tout d͛aďoƌd, uŶe Ġtude plus appƌofoŶdie des aĐtiǀitĠs pƌotĠolǇtiƋues des diffĠƌeŶtes Đlasses de 

pƌotĠases ă l͛aide de teĐhŶiƋues d͛iŶhiďiteuƌs de pƌotĠases Đoŵŵe utilisĠes loƌs de l͛aƌtiĐle Ŷ°ϭ et 

Ϯ deǀƌait ġtƌe eŶtƌepƌise. Elle peƌŵettƌait d͛uŶe paƌt, de ƌeŶfoƌĐeƌ le ƌĠsultat d͛uŶe iŶhiďitioŶ des 

sérines protéases ;SPͿ paƌ WSCPϭ loƌs de la sĠŶesĐeŶĐe et d͛autƌe paƌt, de vérifier si les cystéines 

et aspartates protéases paƌtiĐipeŶt ă uŶe hǇpothĠtiƋue ĐoŵpeŶsatioŶ de l͛iŶhiďitioŶ de Đes SPs. 

 

 EŶsuite, uŶe ŵeilleuƌe loĐalisatioŶ Đellulaiƌe de WSCPϭ ă l͛aide de la ŵiĐƌosĐopie ĠleĐtƌoŶiƋue 

permettrait de certifier que sa localisation est uniquement chloroplastique.  

 

 Pour finiƌ, uŶe ĐiŶĠtiƋue plus fiŶe d͛aŶalǇse d͛eǆpƌessioŶ de WSCPϭ ;ARNs et pƌotĠiŶeͿ eŶtƌe Tϰ et 

TϭϬ peƌŵettƌait d͛affiŶeƌ les ĐoŶĐlusioŶs suƌ le sǇŶĐhƌoŶisŵe eŶtƌe la pƌĠseŶĐe de WSCPϭ et la 

protection des chlorophylles.
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A. Les  protéases à cystéine, une classe de protéases impliquée 

dans la remobilisation de l’azote associée à la sénescence  

Il eǆiste plusieuƌs leǀieƌs d͛aŵĠlioƌatioŶs de l͛EffiĐieŶĐe de ReŵoďilisatioŶ de l͛Azote ;ERAͿ afiŶ 

d͛optiŵiseƌ in fine l͛EffiĐieŶĐe d͛UtilisatioŶ de l͛Azote (EUA) du colza. L͛uŶ de Đes leǀieƌs est l͛optiŵisatioŶ 

de la protéolyse lors de la sénescence des tissus sources. Cependant, cette optimisation de la protéolyse 

ŶĠĐessite au pƌĠalaďle l͛ideŶtifiĐatioŶ des aĐteuƌs ŵajeuƌs iŵpliƋuĠs ;ŶotaŵŵeŶt les pƌotĠases) et une 

meilleure compréhension de leurs rôles dans ces processus. 

Paƌŵi l͛eŶseŵďle des pƌotĠases, les protéases à cystéine (CPs) appartiennent à la classe de 

protéases la plus exprimée lors de la sénescence foliaire naturelle ou induite chez le colza (Girondé et al., 

2016; Poret et al., 2016). En outre, une étude de Girondé et al., (2015b) montre que chez des colzas 

présentant des ERA contrastées, une forte ERA foliaiƌe s͛eǆpliƋue pouƌ paƌtie paƌ uŶe foƌte aĐtiǀitĠ des 

CPs. L͛eŶseŵďle de Đes ƌĠsultats suggğƌe uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt de Đette Đlasse de pƌotĠases daŶs la 

ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N et doŶĐ iŶdiƌeĐteŵeŶt daŶs l͛ĠlaďoƌatioŶ du ƌeŶdeŵeŶt. CeĐi seŵďle d͛ailleuƌs 

largement supporté par la baisse significative du rendement (-65 %) observé chez les plantes de colza sur-

exprimant une cystatine de riz (inhibiteur de la classe des cystéines protéases) par rapport au colza de type 

sauvage (Fig. IV-C.1). La classe des CPs est composée de très nombreux membres (au moins 40 membres 

chez la plante modèle Arabidopsis thaliana) répartis en 3 classes majeures : les PLCPs, les VPEs et les MCs. 

Cette grande diversité de CPs et les régulations qui sont propres à chacune nous amène à nous demander 

si ĐeƌtaiŶes de Đes pƌotĠases Ŷ͛auƌaieŶt pas uŶ ƌôle plus iŵpoƌtaŶt Ƌue d͛autƌes daŶs l͛ĠlaďoƌatioŶ du 

rendement et le remplissage en N des graines. Ainsi, parmi la multitude des CPs, la classe des PLCPs semble 

prédominante au vu du nombre important de ses membres induits lors de la sénescence foliaire du colza 

et d͛Aƌaďidopsis ;Gƌďić, ϮϬϬϯ; Guo et al., 2004; Poret et al., ϮϬϭϲ; PƌužiŶskĄ et al., 2017).  Parmi toutes ces 

PLCPs induites lors de la sénescence foliaire, une a particulièrement retenu notre attention : la protéase 

à cystéine SAG12. En effet, la protéase SAG12 de par sa très forte expression dans la majorité des organes 

sénescents semble être un acteur majeur de la protéolyse réalisée par les CPs lors de la sénescence ;Gƌďić, 

2002, 2003; Guo et al., 2004; Desclos et al., 2009; Desclos-Théveniau et al., 2015; Poret, 2016; Poret et al., 

ϮϬϭϲ; PƌužiŶskĄ et al., 2017). Néanmoins, certaines études focalisées sur SAG12 remettent en cause 

l͛iŵpoƌtaŶĐe de Đette pƌotĠase au Đours de la sénescence. En effet, (Otegui et al., 2005) montrent chez 

des plantes Arabidopsis thaliana Knockout pour le gène SAG12 (KO-SAG12), que la déplétion de SAG12 

Ŷ͛iŵpaĐte Ŷi la pƌogƌessioŶ ǀisuelle de la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe Ŷi l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠasiƋue daŶs les « Senescent 

associated vacuoles » (SAVs) où SAG12 a été spécifiquement localisée (Otegui et al., 2005). De plus, deux 
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autres études de Singh et al., (2013 ; 2016) montrent que chez le riz, les deux isoformes de SAG12 

(OsSAG12-1 et OsSAG12-2) seraient impliquées dans la régulation négative de la sénescence foliaire. 

C͛est daŶs Đe ĐoŶteǆte et pouƌ teŶteƌ d͛ĠluĐideƌ le rôle de SAG12 dans les processus de 

ƌeŵoďilisatioŶ de l͛azote eŶ lieŶ aǀeĐ la sĠŶesĐeŶĐe Ƌu͛uŶe pƌeŵiğƌe sĠƌie d͛Ġtudes a ĠtĠ iŶitiĠe. 

L͛appƌoĐhe Đhoisie a ĐoŶsistĠ eŶ la suppƌessioŶ de la pƌotĠase SAG12 et eŶ l͛aŶalǇse des ĠǀeŶtuelles 

conséquences sur les paƌaŵğtƌes de ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N, le ƌeŵplissage des gƌaiŶs et l͛ĠlaďoƌatioŶ du 

rendement. 

A.I. La protéase SAG12 joue un rôle important durant la sénescence en 

condition de forte disponibilité en N (HN) 

Dans la mesure où le colza est une plante difficile à transformer (génome tétraploïde), nous avons 

choisi de réaliser l'étude fonctionnelle de la protéase SAG12 chez un mutant KO-SAG12 (sag12; 

SALK_124030), disponible chez la plante modèle Arabidopsis thaliana. L͛aŶalǇse Đoŵpaƌatiǀe des 

phénotypes des plantes sag12 et du sauvage (Col) cultivées en condition fort N (HN) est en accord avec les 

résultats précédemment obtenus par Otegui et al., (2005). En effet, aucune différence en terme de 

ďioŵasse et de pƌogƌessioŶ ǀisuelle de la sĠŶesĐeŶĐe Ŷ͛est oďseƌǀĠe eŶtƌe les gĠŶotǇpes et ce, quel que 

soit le stade de développement (Figs. IV-A.1, IV-A.2 et IV-A.3). Grâce à un marquage au 15N, nous avons 

ĠgaleŵeŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue la ƌĠpaƌtitioŶ de l͛N eŶtƌe les oƌgaŶes Ġtait siŵilaiƌe eŶtƌe les deuǆ gĠŶotǇpes 

suggérant que, dans ces conditions de culture non limitantes en N, le rôle de SAG12 dans les processus 

d'alloĐatioŶ de l͛N ǀeƌs les diffĠƌeŶts oƌgaŶes seŵďle ŵiŶeuƌ (Fig. IV-B.3). Par ailleurs, au vue des 

rendements et des teneurs en azote des graines similaires chez les plantes sag12 et Col, l͛hǇpothğse d͛uŶ 

rôle crucial de SAG12 dans le remplissage en azote des graines et l'élaboration du rendement semblait peu 

probable. 

Ces pƌeŵieƌs ƌĠsultats suggğƌeŶt Ƌue l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue gloďale au seiŶ des diffĠƌeŶts oƌgaŶes 

en sénescence est aussi efficace chez les génotypes Col et sag12. Cette hǇpothğse, ďieŶ Ƌu͛assez 

suƌpƌeŶaŶte puisƋue SAGϭϮ est l͛uŶe des pƌotĠases les plus iŶduites loƌs de la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe Đhez 

Arabidopsis thaliana (Guo et al., ϮϬϬϰ; PƌužiŶskĄ et al., 2017), eǆpliƋueƌait l͛aďseŶĐe de dĠfaut de 

ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N Đhez sag12 cultivés en condition HN. Afin de tester cette hypothèse, nous nous 

soŵŵes iŶtĠƌessĠs ă l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue globale dans les feuilles, organe source majeur pour le 

remplissage en N des graines (Rossato et al., 2001; Girondé et al., 2015a). Cette activité protéasique 

globale ne révélant effectivement aucune différence entre les feuilles sénescentes de Col et sag12 (Fig. 
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IV-A.4), nous avons entƌepƌis d͛Ġtudieƌ plus fiŶeŵeŶt l͛aĐtiǀitĠ des Đlasses de pƌotĠases iŶteƌǀeŶaŶt 

majoritairement lors de la sénescence (i.e. les protéases à cystéine, à sérines et à aspartates). Dans les 

feuilles de Col et sag12, nous avons observé des diffĠƌeŶĐes ŵajeuƌes d͛aĐtiǀitĠs pouƌ ĐeƌtaiŶes Đlasses de 

pƌotĠases aloƌs Ƌue pouƌ d͛autƌes Đlasses, les aĐtiǀitĠs ƌestaieŶt siŵilaiƌes (Fig. IV-A.5). AiŶsi, l͛aďseŶĐe de 

diffĠƌeŶĐe d͛aĐtiǀitĠ sĠƌiŶe pƌotĠases ;SPsͿ oďseƌǀĠe eŶtƌe les deuǆ gĠŶotǇpes suggère que les SPs ne sont 

pas ;ou peuͿ ƌĠƋuisitioŶŶĠes pouƌ supplĠeƌ le dĠfiĐit eŶ SAGϭϮ. De ŵaŶiğƌe suƌpƌeŶaŶte, l͛aĐtiǀitĠ des 

protéases à cystéine est également maintenue chez sag12 et ce, en dépit de la déplétion de SAG12. Ce 

dernier résultat suggère que d͛autƌes CPs seƌaieŶt iŶduites pouƌ palieƌ la ďaisse d͛aĐtiǀitĠ des protéases 

à cystéine eŶgeŶdƌĠe paƌ l͛aďseŶĐe de SAGϭϮ et met en lumière le rôle majeur de cette protéase lors de 

la protéolyse associée à la sénescence. Cette observation est en accord avec des résultats précédemment 

oďteŶus paƌ PƌužiŶskĄ et al., ;ϮϬϭϳͿ Ƌui, ă l͛aide de teĐhŶiƋues ďasĠes suƌ des soŶdes spĠĐifiƋues des CPs 

(DCG-04, sonde biotinylée et MV151, sonde fluorescente), ont montré que chez le même mutant sag12 

que celui que nous avons utilisé (SALK_ϭϮϰϬϯϬͿ, le pƌofil d͛aĐtiǀitĠ des CPs est iŶdisĐeƌŶaďle de Đelui de 

Col. Ce ƌĠsultat peut s͛eǆpliƋueƌ paƌ la ƌedoŶdaŶĐe foŶĐtioŶŶelle des CPs Ƌui leuƌ peƌŵettƌait de se 

substituer les unes aux autres dans les feuilles sénescentes. En effet, des CPs, et plus particulièrement les 

PLCPs poteŶtielleŵeŶt ƌespoŶsaďles de Đe ŵaiŶtieŶ d͛aĐtiǀitĠ, oŶt ĠtĠ ƌĠĐeŵŵeŶt ideŶtifiĠes Đhez 

Arabidopsis thaliana paƌ PƌužiŶskĄ et al., (2017). Parmi ces PLCPS,  RD21A, RDL2, RD19, AALP et ALP2 sont 

des protéases connues pour intervenir dans la protéolyse foliaire associée à la sénescence du colza (Poret 

et al., ϮϬϭϲͿ. Ces pƌotĠases, peƌŵettaŶt eŶ paƌtie d͛eǆpliƋueƌ la ĐoŵpeŶsatioŶ de l͛aďseŶĐe de SAGϭϮ, 

pourraient constituer des cibles pertinentes pour la sélection de variétés (notamment de colza) présentant 

uŶe ŵeilleuƌe effiĐieŶĐe de ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N ;ERAͿ. EŶ outƌe, l͛aŶalǇse diffĠƌeŶtielle des aĐtiǀitĠs des 

différentes classes de protéases entre sag12 et Col a permis de révéler une forte augmentation (de 91 % 

± 3.44 %Ϳ de l͛aĐtiǀitĠ des aspaƌtates pƌotĠases ;APsͿ Đhez sag12 (Fig. IV-A.5). Ce résultat inattendu 

montrant que l͛aďseŶĐe de la pƌotĠase ă ĐǇstĠiŶe SAGϭϮ est paƌtielleŵeŶt ĐoŵpeŶsĠe paƌ l͛iŶduĐtioŶ de 

protéases appartenant à une classe différente, à savoir des APs, suggère une nouvelle fois que la protéase 

SAGϭϮ joueƌait uŶ ƌôle ŵajeuƌ daŶs les pƌoĐessus de ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N duƌaŶt la sĠŶesĐeŶĐe. Il Ŷ͛eǆiste 

à ce jour pas de sonde suffisamment spécifique pour révéler les APs actives (Hoorn et Kaiser, 2012), nous 

avons donc dû utiliser la technique du zymogramme couplée à un séquençage protéique (Q-TOF LC/MS) 

pour tenter d'identifier les APs impliquées dans ce processus. Cette technique plus généraliste a, par le 

passĠ, dĠjă peƌŵis d͛ideŶtifieƌ des APs aĐtiǀes pƌoǀeŶaŶt d͛uŶ eǆtƌait pƌotĠiƋue de feuilles sĠŶesĐeŶtes de 

colza (Girondé et al., 2016). Cette approche nous a permis de détecter une AP spécifiquement active chez 

le mutant sag12 et absente chez Col. Elle correspond à une CND41-like (AED1 ; At5g10760) dont 



Fig. V.1. Expression relative (par rapport au Col) du gène SAG12 dans des

feuilles peu sénescentes (zone 2) et très sénescentes (zone 3) de deux

lignées mutantes AED1 (lignée 29 et 42) en comparaison au WT (adapté de

Tai, 2011).
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l͛eǆpƌessioŶ ƌelatiǀe du gğŶe est ϯ fois plus foƌte Đhez les plaŶtes ŵutaŶtes (Fig. IV-A.6). Ces résultats 

suggèrent que la protéase à aspartate CND41-like fait partie des protéases sollicitées pour suppléer 

l͛aďseŶĐe de SAGϭϮ. Ces travaux sont en accord avec une étude récente réalisée chez un mutant 

d͛autophagie d͛Arabidopsis (atg5Ϳ ŵoŶtƌaŶt uŶe iŶduĐtioŶ ĐoŶjoiŶte de l͛eǆpƌessioŶ de SAG12 et AED1 

(3.33 fois) dans des feuilles dont la sénescence est induite par une faible disponibilité en N (Havé et al., 

2018). D͛autƌes tƌaǀauǆ ƌĠalisĠs paƌ (Tai, 2011) ƌeŶfoƌĐeŶt eŶĐoƌe l͛hǇpothğse d͛uŶe ĐoopĠƌatioŶ eŶtƌe 

SAGϭϮ et AEDϭ puisƋu͛ils ŵoŶtƌeŶt Ƌue des plaŶtes d͛Arabidopsis thaliana KO pour le gène AED1 

pƌĠseŶteŶt uŶe iŶduĐtioŶ de l͛eǆpƌessioŶ du gğŶe SAG12 d͛eŶǀiƌoŶ ϭϬ fois daŶs les feuilles sĠŶesĐeŶtes 

par rapport au sauvage (Fig. V.1). Il est intéressant de noter que, comme SAG12, AED1 (CND41-like) est 

uŶe pƌotĠase spĠĐifiƋue de la sĠŶesĐeŶĐe Đoŵŵe l͛oŶt ŵoŶtƌĠes plusieuƌs Ġtudes ƌĠalisĠes Đhez Nicotiana 

tabacum et Arabidopsis thaliana (Kato et al., 2004; Winter et al., 2007; Diaz et al., 2008). Chez Nicotiana 

tabacum, des études montrent que CNDϰϭ est loĐalisĠe daŶs les Đhloƌoplastes et Ƌu͛elle est Đapaďle, in 

vitro, de dégrader la RuBisCO (Murakami et al., 2000; Kato et al., 2004, 2005). EŶ s͛appuǇaŶt siŵpleŵeŶt 

suƌ Đe ƌĠsultat, il est d͛autaŶt plus suƌpƌeŶaŶt Ƌu͛uŶe pƌotĠase loĐalisée dans un autre compartiment que 

SAG12 (qui elle est localisée dans les SAVs) puisse participer à la compensation de son activité. Néanmoins, 

il est important de préciser que dans les chloroplastes, seule la forme sous la forme  proenzyme de CND41 

a été identifiée (Kato et al., 2005). L͛aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue de CNDϰϭ ĠtaŶt ŵaǆiŵale ă pH aĐide ;Muƌakaŵi 

et al., ϮϬϬϬͿ, la dĠgƌadatioŶ de la RuBisCO paƌ la pƌotĠase CNDϰϭ Ŷ͛est pas optiŵale ă l͛iŶtĠƌieuƌ des 

chloroplastes et nécessiterait que les deux protéines (RuBisCO et CND41) soient transférées dans des 

compartiments à pH acides tels que les SAVs ou la vacuole centrale (pH 5,5). Cette hypothèse de migration 

des protéines plastidiales vers des vacuoles lytiques est en accord avec des études montrant que la 

RuBisCO et d͛autƌes pƌotĠiŶes du stƌoŵa soŶt pƌĠseŶtes daŶs des SAVs (Otegui et al., 2005; Martínez et 

al., 2008; Carrión et al., 2013). AiŶsi, il Ŷ͛est pas eǆĐlu Ƌue la pƌotĠase CNDϰϭ-like (AED1) puisse également 

se retrouver dans des vacuoles en empruntant, par exemple, un trafic vésiculaire assuré par des 

« RuBisCO-containing bodies » ;RCBsͿ ou d͛autƌes ǀoies autophagiƋues (Ishida et al., 2008; Otegui, 2018). 

EŶ paƌtaŶt du postulat Ƌu͛uŶ processus post-tƌaduĐtioŶŶel est iŵpliƋuĠ daŶs l͛aĐtiǀatioŶ de CNDϰϭ ;Kato 

et al., ϮϬϬϱͿ, oŶ peut suggĠƌeƌ Ƌue des pƌotĠases paƌtiĐipeŶt ă l͛aĐtiǀatioŶ de AEDϭ daŶs les SAVs et/ou 

d͛autƌes ǀaĐuoles lǇtiƋues. 

Pour conclure sur ces phénomènes de compensations au niveau foliaire en condition HN, ces 

résultats suggèrent que les APs et particulièrement la protéase à aspartate CND41-like (AED1) 

conjointement aux CPs participeraient à la compensation de la protéase SAG12 afin de maintenir une 

protéolyse efficace. La mise en place de systèmes protéolytiques compensatoires par les plantes sag12, 
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afin de maintenir la teneur en azote des graines mais également le rendement, démontre à quel point la 

pƌotĠase SAGϭϮ est ŵajeuƌe daŶs les pƌoĐessus de ƌeŵoďilisatioŶ d͛N associés à la sénescence foliaire. 

NĠaŶŵoiŶs, ďieŶ Ƌue la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N soit ĐoŶsidĠƌĠe Đoŵŵe la pƌiŶĐipale souƌĐe d͛N pouƌ 

le remplissage des graines (Tegeder et Masclaux‐Daubresse, 2017), il Ŷ͛est pas eǆĐlu Ƌu͛eŶ ĐoŶditioŶ de 

foƌte dispoŶiďilitĠ eŶ N ;HNͿ, uŶe ŵeilleuƌe aďsoƌptioŶ ƌaĐiŶaiƌe d͛N paƌ les plaŶtes sag12 puisse 

ĠgaleŵeŶt ĐoŵpeŶseƌ uŶ possiďle dĠfaut d͛alloĐatioŶ d͛N endogène vers les graines. En effet, des travaux 

montrent que le statut azoté interne ƌĠgule positiǀeŵeŶt l͛aƌĐhiteĐtuƌe ƌaĐiŶaiƌe et l͛aďsoƌptioŶ de l͛N 

(Nacry et al., 2013; Bellegarde et al., 2017; Gent et Forde, 2017). Ainsi, dans notre étude, il peut être 

suggéré que chez sag12, le possible défaut de remobilisatioŶ de l͛N eŶdogğŶe ĐoŵďiŶĠ ă la foƌĐe puit 

gĠŶĠƌĠe paƌ la foƌŵatioŶ des gƌaiŶes, puisse stiŵuleƌ l͛aďsoƌptioŶ ƌaĐiŶaiƌe d͛N afiŶ d͛alloueƌ l͛N aďsoƌďĠ 

aux graines et ainsi permettre un remplissage identique à celui observé chez Col. Cependant, cette 

hypothğse est iŶfiƌŵĠe paƌ Ŷos tƌaǀauǆ Ƌui ŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛aƌĐhiteĐtuƌe ƌaĐiŶaiƌe et les ĐapaĐitĠs 

d͛aďsoƌptioŶ de l͛N soŶt siŵilaiƌes Đhez les deuǆ gĠŶotǇpes (Figs. IV-B.1 et IV-B.2). Ces résultats combinés 

aux précédents montrent donc que chez les sag12 cultivés en condition HN, les systèmes protéolytiques 

ŵis eŶ plaĐe au Ŷiǀeau foliaiƌe pouƌ pallieƌ l͛aďseŶĐe de SAGϭϮ soŶt suffisaŵŵeŶt effiĐaĐes pouƌ assuƌeƌ 

le remplissage en N des graines. 

Perspectives : 

L͛aŶalǇse des aĐtiǀitĠs des diffĠƌeŶtes Đlasses de protéases associée au zymogramme nous a 

permis de faire ressortir certains acteurs de la protéolyse telle que la protéase AED1 qui serait étroitement 

liĠe ă SAGϭϮ. Il seƌait doŶĐ iŶtĠƌessaŶt d͛appƌofoŶdiƌ le lien entre ces deux protéases qui semblent jouer 

un rôle majeur lors de la sénescence. Une des premières stratégies consisterait à s͛appuyer sur l͛Ġtude 

de Tai, (2011) eŶ aǆaŶt l͛Ġtude des KO-AED1 sur des analyses protéomiques, en suivant le profil 

d͛eǆpƌessioŶ de SAGϭϮ et eŶ aŶalǇsaŶt fiŶeŵeŶt les aĐtiǀitĠs des diffĠƌeŶtes Đlasses de pƌotĠases. Une 

seconde stratégie envisageable serait de réaliser un double mutant KO pour les gènes AED1 et SAG12 

afin de vérifier si chez ces plantes, un phénotype visuel de la sénescence peut être observé et si le 

rendement ainsi que la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N sont impactés. Finalement, une approche par 

immunolocalisation subcellulaire de SAG12 et AED1 pourrait également nous permettre de renforcer 

l͛hǇpothğse d͛uŶe possiďle Đo-localisation de ces deux protéases dans des vacuoles lytiques telles que les 

SAVs. 

De plus, loƌs de l͛iŶtƌoduĐtioŶ ďiďliogƌaphiƋue, Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue les diffĠƌeŶtes ǀoies 

vésiculaires, autophagiques ou non, étaient impliquées dans la protéolyse des protéines foliaires telles que 
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la RuBisCO. Le lien avec l͛autophagie seŵďle foƌt puisƋue, ƌĠĐeŵŵeŶt, Havé et al., (2018) ont montré que 

des plantes mutantes KO pour le gène atg5 (mutant d͛autophagieͿ pƌĠseŶteŶt une forte induction de 

nombreuses protéases telles que SAG12 et AED1. AiŶsi, l͛Ġtude des pƌoĐessus autophagiƋues Đhez les 

simples mutants KO-SAG12 et KO-AED1 mais également chez les doubles mutants KO-SAG12-AED1 

pourrait permettre de valider le rôle de ces deux protéases dans ces processus.  

Une autre perspeĐtiǀe seƌait d͛appƌofoŶdiƌ l͛Ġtude pƌĠliŵiŶaiƌe ƌĠalisĠe loƌs de Đe tƌaǀail de thğse 

sur les colzas sur-expresseurs de cystatine (OCI), un inhibiteur naturel des cystéines protéases. En effet, 

cette étude préliminaire montre qu͛eŶ dĠpit d͛uŶe iŶhiďitioŶ de toutes les cystéines protéases conduisant 

à une baisse du rendement de plus de 60 % chez les plantes OCI par rapport au sauvage, la teneur en N 

des graines du sur-expresseur est supérieure au sauvage dans les produits récoltés (Figs. IV-C.1 et IV-C.2). 

Ainsi, même si la production de graines est moins importante, la plante seŵďle s͛adapteƌ afiŶ de pƌoduiƌe 

des graines dont les réserves azotées ne semblent pas affectées. Un tel maintien des teneurs en N suggère 

la mise en place de systèmes protéolytiques qui viennent compenser l͛iŶhiďitioŶ de l͛eŶseŵďle des 

protéases à cystéine. Il seƌait doŶĐ iŶtĠƌessaŶt d͛aŶalǇseƌ l͛aĐtiǀitĠ des diffĠƌeŶtes Đlasses de pƌotĠases 

chez ces plantes afin d'identifier les classes et plus précisément, les protéases potentiellement 

impliquées dans ces processus compensatoires chez le colza. Cela permettra de vérifier si les observations 

réalisées sur la plante modèle Arabidopsis thaliana ;iŶduĐtioŶ d͛aspaƌtates pƌotĠases et ŶotaŵŵeŶt 

d͛AEDϭͿ soŶt ƌetƌouǀĠes Đhez le Đolza, et de pƌoposer éventuellement de nouveaux candidats pour la 

sélection variétale de colza présentant une ERA optimisée. 

A.II. La protéase SAG12 joue un rôle 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 pour induire la sénescence 

et ainsi contraindre les plantes (sag12 et Col) à induire leurs systèmes protéolytiques, notamment la 

protéase SAG12, (Gombert et al., 2006; Desclos et al., 2008; Poret, 2016) afiŶ d͛optiŵiseƌ les pƌoĐessus de 

ƌeŵoďilisatioŶ d͛N eŶdogğŶe. Ce tƌaiteŵeŶt appliƋuĠ auǆ plaŶtes sag12 et Col a permis pour la première 

fois d͛oďseƌǀeƌ uŶ phĠŶotǇpe pouƌ le ŵutaŶt sag12 qui, dans ces conditioŶs d͛aliŵeŶtatioŶ azotĠe, 

présente une diminution du rendement et de la teneur en N des graines par rapport au sauvage (Fig. IV-

A.2). Ces résultats montrent clairement que la protéase SAG12 joue un rôle crucial dans la remobilisation 

d͛N assoĐiĠe au ƌeŵplissage des gƌaiŶes ŵais ĠgaleŵeŶt daŶs l'ĠlaďoƌatioŶ du ƌeŶdeŵeŶt. L͛aŶalǇse de la 

répartition du 15N daŶs les diffĠƌeŶts oƌgaŶes eŶ fiŶ de ĐǇĐle ƌĠǀğle Ƌue le dĠfaut d͛alloĐatioŶ d͛N auǆ 
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gƌaiŶes Ŷ͛est pas dû ă uŶe séquestration de l͛N daŶs les feuilles (Fig. IV-B.3). En effet, dans ces organes, il 

seŵďle Ƌue l͛augŵeŶtatioŶ des aĐtiǀitĠs pƌotĠolǇtiƋues gloďales Đhez sag12 permette d͛oďteŶiƌ uŶe 

remobilisation aussi efficace que chez les Col. Cela suggère que même en LN, la plante est toujours capable 

de compenseƌ l͛aďseŶĐe de SAGϭϮ au Ŷiǀeau foliaiƌe, ŶotaŵŵeŶt eŶ ŵaiŶteŶaŶt, Đoŵŵe eŶ situatioŶ HN, 

une activité des protéases à cystéine identique à celle observée dans les feuilles de Col (Fig. IV-A.5). 

Comme en condition HN, les SPs présentent également une activité similaire entre les 2 génotypes et ne 

semblent donc pas participer à la compensation de SAG12. De manière plus surprenante par rapport aux 

ƌĠsultats oďteŶus eŶ HN, Ŷous Ŷ͛oďseƌǀoŶs plus d͛iŶduĐtioŶ eŶ LN de l͛aĐtiǀitĠ des pƌotĠases ă aspaƌtate 

chez sag12 paƌ ƌappoƌt ă Col. EŶ fait, il Ǉ a foƌt ă peŶseƌ Ƌue, Đoŵŵe oďseƌǀĠ pouƌ l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue 

globale, chez Col et sag12, l͛aĐtiǀitĠ des pƌotĠases ă aspaƌtates est ĐeƌtaiŶeŵeŶt ŵaǆiŵale eŶ ƌĠpoŶse ă 

la contrainte azotée et empêche tout phénomène de compensation de SAG12 par ces APs dans ces 

conditions. 

L͛eŶseŵďle de Đes ƌĠsultats ŵoŶtƌe Ƌue la plaŶte tente de compenser la déplétion de SAG12 dans 

les feuilles loƌsƋu͛elle est sous ĐoŶtƌaiŶte azotĠe. Cette compensation, même si elle pouvait Ŷ͛iŵpliƋueƌ 

Ƌue les CPs, ƌeste ŶĠaŶŵoiŶs suffisaŶte daŶs les feuilles pouƌ ŵaiŶteŶiƌ uŶe ƌeŵoďilisatioŶ d͛N effiĐaĐe. 

Compte-tenu de cette compensation foliaire suffisante et du phénotype observé chez les sag12 cultivés 

en condition LN (i.e. baisse de la production et de la teŶeuƌ eŶ N des gƌaiŶesͿ, l͛iŵpliĐatioŶ de SAGϭϮ daŶs 

la ƌeŵoďilisatioŶ d͛N depuis des oƌgaŶes souƌĐes autƌes Ƌue les feuilles est foƌteŵeŶt suspeĐtĠe. La 

comparaison de la répartition du 15N dans les différents organes entre les deux génotypes cultivés en LN a 

peƌŵis de ǀalideƌ Đette hǇpothğse puisƋu͛eŶ effet, il a ĠtĠ oďseƌǀĠ uŶe aĐĐuŵulatioŶ de 15N au niveau 

racinaire et une diminution de 15N dans les graines des plantes sag12. Par ailleurs, nous avons montré que 

Đette sĠƋuestƌatioŶ ƌaĐiŶaiƌe d͛N semble principalement associée à une mauvaise dégradation des 

pƌotĠiŶes et ŶoŶ pas ă uŶ dĠfaut d͛eǆpoƌtatioŶ des aĐides aŵiŶĠes issus de la pƌotĠolǇse ;Figs. IV-B.3 et 

IV-B.4Ϳ. AiŶsi, de ŵaŶiğƌe suƌpƌeŶaŶte, Đes ƌĠsultats suggğƌeŶt Ƌue l͛aďseŶĐe de la pƌotéase SAG12 conduit 

ă uŶ dĠfaut de ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N ƌaĐiŶaiƌe au dĠtƌiŵeŶt du ƌeŵplissage eŶ N des gƌaiŶes. BieŶ Ƌue tƌğs 

peu d͛Ġtudes poƌteŶt suƌ la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N ƌaĐiŶaiƌe eŶ faǀeuƌ des gƌaiŶes et des ŵĠĐaŶisŵes Ƌui Ǉ 

sont associés, une étude chez le colza de Rossato et al., (2001) a ŵoŶtƌĠ Ƌue plus de ϭϭ% de l͛N des gƌaiŶes 

pƌoǀeŶaieŶt de la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N ƌaĐiŶaiƌe. En outre, Girondé et al., (2015a) ont montré que chez 

des génotypes de Brassica napus L. pƌĠseŶtaŶt uŶe foƌte effiĐieŶĐe de ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N ;ERAͿ eŶ 

ĐoŶditioŶ liŵitaŶte eŶ N, la paƌt d͛N des gƌaiŶes pƌoǀeŶaŶt des ƌaĐiŶes Ġtait loiŶ d͛ġtƌe ŶĠgligeable. Ainsi, 

nos résultats sont en accord avec ces travaux et dĠŵoŶtƌeŶt l͛iŵpoƌtaŶĐe de la pƌotĠolǇse ƌaĐiŶaiƌe 

lorsque les plantes sont soumises à un stress azoté et Ƌue l͛N eŶdogğŶe deǀieŶt la souƌĐe ŵajoƌitaiƌe loƌs 
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du remplissage des graines. Par ailleurs, notre étude suggère pour la première fois une implication de la 

protéase SAG12 dans la dégradation de protéines de racines, compartiment dans lequel cette protéase 

Ŷ͛a jaŵais ĠtĠ loĐalisĠe. Une détection de la protéine (western-blot) et des transcrits (PCR) de SAG12 

appuǇĠe paƌ l͛utilisatioŶ de plaŶtes tƌaŶsgĠŶiƋues pSAG12::UIDA (coloration GUS) montrent 

effectivement, pour la première fois, la présence de la protéase SAG12 au sein de la stèle racinaire (Figs. 

IV-B.5 et IV-B.6). Cette expression n͛est dĠteĐtaďle Ƌue loƌsƋue les plaŶtes soŶt au stade ƌepƌoduĐteuƌ et 

est d͛autaŶt plus foƌte Ƌue les plaŶtes soŶt souŵise ă uŶ stƌess azotĠ. 

 La détection de la protéase SAG12 au niveau racinaire associée à un défaut de la protéolyse et de 

la remobilisation en N dans les racines des plantes sag12 sont des résultats nouveaux suggérant que cette 

pƌotĠase seƌait laƌgeŵeŶt aĐtiǀe daŶs Đet oƌgaŶe. Cette hǇpothğse a ĠtĠ ǀĠƌifiĠe eŶ suiǀaŶt d͛uŶe paƌt, 

l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠasiƋue des CPs et d͛autƌe paƌt, l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠasique globale au niveau racinaire chez les 

deux génotypes cultivés en LN (Fig. IV-B.7). Ainsi, il a été montré que chez les sag12 ĐultiǀĠs eŶ LN, l͛aĐtiǀitĠ 

protéasique des CPs est significativement plus faible que chez les Col. Ces résultats confirment que dans 

Đes ĐoŶditioŶs où la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛azote est pƌiŵoƌdiale pouƌ le ƌeŵplissage des gƌaiŶes, la protéase 

SAG12 est essentielle pour assurer une activité maximale des protéases à cystéine dans les racines. 

Toutefois, il a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛en dépit de cette plus faible activité des protéases à cystéine, 

l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠasiƋue gloďale daŶs les ƌaĐiŶes de sag12 est similaire à celle observée chez Col, suggérant 

uŶe Ŷouǀelle fois uŶe ĐoŵpeŶsatioŶ paƌ d͛autƌes sǇstğŵes pƌotĠolǇtiƋues Ƌue les ĐǇstéines protéases 

pouƌ palieƌ ă l͛aďseŶĐe de SAGϭϮ. NĠaŶŵoiŶs, Ŷotƌe Ġtude ŵoŶtƌe ĐlaiƌeŵeŶt Ƌue Đe ŵaiŶtieŶ de l͛aĐtiǀitĠ 

protéolytique globale dans les racines de sag12 Ŷ͛est pas suffisaŶt pouƌ assuƌeƌ uŶe dĠgƌadatioŶ optiŵale 

des protéines racinaires puisque leur teneur est significativement supérieure à celle observée chez Col 

(Fig. IV-B.4). Ce ƌĠsultat est paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŶtĠƌessaŶt puisƋu͛il suggğƌe, au Ŷiǀeau ƌaĐiŶaiƌe, l͛eǆisteŶĐe 

de cibles protéiques spécifiques de SAG12 que les systèmes protéolytiques compensatoires ne seraient 

pas capables de dégrader. Compte-teŶu de l͛iŵpaĐt de la dĠplĠtioŶ de SAGϭϮ suƌ les teŶeuƌs eŶ N des 

graines des plantes cultivées en LN, la dégradation de ces cibles protéiques spécifiques semble constituer 

uŶe souƌĐe d͛N essentielle au remplissage des graines.      

L͛eŶseŵďle de Đes ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt l͛iŵpoƌtaŶĐe de la pƌotĠase SAGϭϮ daŶs la pƌotĠolǇse et la 

ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N ƌaĐiŶaiƌe loƌsƋue les plaŶtes soŶt ĐoŶfƌoŶtĠes ă uŶe faiďle dispoŶiďilitĠ eŶ N. Ainsi, 

dans ces ĐoŶditioŶs, la plaŶte afiŶ de ƌĠpoŶdƌe ă la deŵaŶde eŶ N des gƌaiŶes eŶ foƌŵatioŶ ƌeŵoďilise l͛N 

de l͛eŶseŵďle de ses oƌgaŶes et ŶotaŵŵeŶt des ƌaĐiŶes. Nos tƌaǀauǆ ŵoŶtƌeŶt pouƌ la première fois, la 

présence de la protéase SAG12 au sein de la stèle racinaire ainsi que soŶ ƌƀle ĐƌuĐial loƌs d͛uŶe ĐoŶtƌaiŶte 

en N. En effet, la plante va induire des acteurs de la protéolyse tels que SAG12 dans les racines pour 
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cystéine

Protéases à 

sérine

Fig. V.2. Profil des protéases à cystéine et à sérine dans les feuilles et les

racines sénescentes d’Arabidopsis thaliana. Les profils protéasiques ont été

obtenus en utilisant la sonde MV201 spécifique des PLCPs et la sonde FP-Rh

spécifique des SPs à pH 5,5. Les protéines ont été extraites de feuilles et de

racines sénescentes récoltée à 85 DAS (remplissage des graines). FS : Feuilles

sénescentes ; RS : Racines sénescentes.
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ƌĠpoŶdƌe ă la ĐaƌeŶĐe eŶ N. L͛iŵpaĐt de l͛aďseŶĐe de SAGϭϮ suƌ ƌeŶdeŵeŶt et la teŶeuƌ eŶ N des gƌaiŶes 

loƌs d͛uŶe liŵitatioŶ eŶ N dĠŵoŶtƌe l͛iŵpoƌtaŶĐe du ƌôle de Đette pƌotĠase au Ŷiǀeau ƌaĐiŶaiƌe loƌsƋue la 

plante doit répondre à une contrainte nutritionnelle azotée.  

Perspectives : 

La pƌĠseŶĐe au Ŷiǀeau ƌaĐiŶaiƌe d͛uŶe pƌotĠase ĐoŶŶue pouƌ sa loĐalisation et son rôle majeur 

dans les feuilles sénescentes ouvre de nouvelles perspectives de recherches. En effet, notre étude a permis 

de mettre en lumière une implication de cette protéase dans la dégradation de protéines racinaires 

essentielle pour assurer le remplissage des graines lorsque les plantes doivent faire face à une carence en 

N. Il serait donc intéressant d͛appƌofoŶdiƌ le ƌƀle de la pƌotĠase SAGϭϮ au Đouƌs de la ƌeŵoďilisatioŶ de 

l͛N ƌaĐiŶaiƌe loƌsƋue les plaŶtes soŶt ĐoŶtƌaiŶtes paƌ des ĐoŶditions limitantes en N. Dans un premier 

teŵps, l͛hǇpothğse suggĠƌĠe paƌ Ŷos tƌaǀauǆ de l͛eǆisteŶĐe au Ŷiǀeau ƌaĐiŶaiƌe de Điďles pƌotĠiƋues 

spĠĐifiƋues de SAGϭϮ est paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŶtĠƌessaŶte. AiŶsi, l͛ideŶtifiĐatioŶ de Đes pƌotĠiŶes via des 

approches différentielles par électrophorèses bidimensionnelles (comparaison des protéomes racinaires 

de sag12 et Đol eŶ fiŶ de ĐultuƌeͿ peƌŵettƌait de ŵieuǆ appƌĠheŶdeƌ l͛oƌigiŶe de Đette spĠĐifiĐitĠ ;sĠƋueŶĐe 

et/ou compartimentation particulières de ces protéines).  

Paƌ ailleuƌs, daŶs Ŷotƌe Ġtude, l͛eǆisteŶĐe d͛uŶ lieŶ foƌt eŶtƌe les pƌotĠases SAGϭϮ et AEDϭ est 

largement suspecté dans les feuilles sénescentes. Chez Arabidopsis thaliana il existe deux isoformes de 

AEDϭ. L͛uŶe seƌait spĠĐifiƋue des ƌaĐiŶes ;At5g10770) et l͛autƌe des feuilles ;At5g10760) (Céline Masclaux-

Dauďƌesse, ĐoŵŵuŶiĐatioŶ peƌsoŶŶelleͿ. AfiŶ de ĐoŵplĠteƌ l͛Ġtude de SAGϭϮ au Ŷiǀeau ƌaĐiŶaiƌe, il serait 

iŶtĠƌessaŶt d͛Ġtudieƌ les pƌofils d͛eǆpƌessioŶ de Đes isofoƌŵes d͛AEDϭ, ŶotaŵŵeŶt daŶs les ƌaĐiŶes afin 

de vérifier si dans cet organe, ces protéases à aspartate sont également capables de compenser 

l͛aďseŶĐe de SAGϭϮ et aiŶsi ƌeŶfoƌĐeƌ l͛hǇpothğse d͛uŶ Đouple pƌotĠolǇtiƋue SAGϭϮ-AED1 au niveau 

racinaire.  

Ce travail soulève également des interrogations quant aux systèmes protéolytiques impliqués 

dans la sénescence racinaire, un processus qui reste à ce jour très peu étudié chez les végétaux 

(Wojciechowska et al., 2017). Des études préliminaires réalisées dans le cadre de ce travail doctoral, 

suggèrent que certaines protéases induites lors de la sénescence racinaire seraient différentes de celles 

iŵpliƋuĠes au Đouƌs de la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe. EŶ effet, l͛utilisatioŶ de soŶdes fluoƌesĐeŶtes spĠĐifiƋues 

des PLCPs (MV201) et des SPs (FP-Rh) montrent des profils de protéases assez différents entre ces deux 

organes (Fig. V.2). Ainsi, une identification et une caractérisation des protéases actives dans les racines 

durant la sénescence pouƌƌaieŶt peƌŵettƌe de ŵieuǆ ĐoŵpƌeŶdƌe l͛iŵpliĐatioŶ de pƌotĠases spĠĐifiƋues 
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daŶs la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N depuis ces organes, protéases qui semblent être déterminantes lors du 

remplissage des graines de plantes soumises à une privation en N. 

Par ailleurs, la présence avérée de la protéase SAG12 dans les racines ouvre de nouvelles 

peƌspeĐtiǀes d͛aŵĠlioƌatioŶs ǀaƌiĠtales, ŶotaŵŵeŶt Đhez le colza dont le pivot est riche en protéines et 

notamment, en protéines de réserve,  dont certaines sont dégradées durant le remplissage des graines 

(Rossato et al., 2001, 2002). Il serait ainsi paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŶtĠƌessaŶt d͛Ġtudieƌ l͛eǆpƌessioŶ des deuǆ 

oƌthologues de la pƌotĠase SAGϭϮ d͛Arabidopsis thaliana présents chez Brassica napus L. (BnaSAG12-1 et 

BnaSAG12-2) dans les racines de génotypes présentant des EUA (et plus particulièrement des ERA) 

ĐoŶtƌastĠes eŶ ƌĠpoŶse ă de faiďle Ŷiǀeau d͛iŶtƌaŶts (Girondé et al., 2015a). Une telle étude permettrait 

de ǀĠƌifieƌ si la ǀaƌiaďilitĠ de l͛EUA de Đes gĠŶotǇpes peut ou ŶoŶ s͛eǆpliƋueƌ paƌ uŶe ǀaƌiaďilitĠ 

gĠŶotǇpiƋue de l͛ERA ƌaĐiŶaiƌe doŶt l͛effiĐaĐitĠ pouƌƌait dĠpeŶdƌe de l͛eǆpƌessioŶ plus ou ŵoiŶs 

importante des deux isoformes de la protéase SAG12. Ces études permettraient également de vérifier si 

la protéase SAG12 est spécifiquement impliquée ou non dans la protéolyse des protéines de réserve 

racinaire du colza. 

L͛eŶseŵďle de ces perspectives pourrait permettre de mieux appréhender le rôle de SAG12 dans 

la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N ƌaĐiŶaiƌe ŵais ĠgaleŵeŶt, d͛ideŶtifieƌ de Ŷouǀeauǆ ĐaŶdidats (protéines cibles 

de SAG12, isoforme racinaire de AED1, identification de protéases spécifiques aux racines) 

potentiellement intéressants pour la sélection de nouvelles de variétés de colza présentant une EUA 

optiŵisĠe eŶ ĐoŶditioŶs de faiďles appoƌts d͛iŶtƌaŶts azotĠs.  

B. Les WSCPs, des inhibiteurs capables d’impacter la sénescence. 

UŶ autƌe leǀieƌ d͛optiŵisatioŶ de l͛EUA du Đolza ĐoŶsiste à prolonger la durée de vie des feuilles 

eŶ ƌetaƌdaŶt la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe afiŶ ŶotaŵŵeŶt de ƌĠduiƌe l͛asǇŶĐhƌoŶisŵe eǆistaŶt eŶtƌe la pĠƌiode 

de vidage de ces organes sources et la période de remplissage des graines (Kusaba et al., 2013). En effet, 

Jehanzeb et al., (2017) ĠǀoƋueŶt l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe ƌelatioŶ iŶǀeƌse eŶtƌe la sĠŶesĐeŶĐe des feuilles et le 

rendement, c'est-à-dire que la sénescence précoce entraîne une perte de rendement, et inversement. 

Dans cette optique, les « Water Soluble Chlorophyll binding Proteins » (WSCPs), des protéines connues 

pouƌ pouǀoiƌ poƌteƌ uŶe douďle foŶĐtioŶ de pƌoteĐtioŶ des ĐhloƌophǇlles et d͛inhibition de protéases, 

présentent un réel intérêt. En effet, des études conduites chez le colza montrent que certaines de ces 

protéines telles que BnD22 sont capables de moduler la progression de la sénescence (Reviron et al., 1992; 

Etienne et al., 2007). Plusieurs isoformes de WSCPs, présentant potentiellement une double fonction, ont 
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d͛ores et dĠjă ĠtĠ ideŶtifiĠes Đhez le Đolza. L͛uŶe d͛eŶtƌe elles, WSCPϭ, ideŶtifiĠe daŶs de jeuŶes feuilles 

de colza dont la sénescence a été induite par une pulvérisation au méthyl jasmonate (Desclos et al., 2008), 

Ŷ͛aǀait jusƋu͛ă pƌĠseŶt jaŵais fait l͛oďjet d͛aŶalǇse foŶĐtioŶŶelle. L͛aligŶeŵeŶt de la sĠƋueŶĐe pƌotĠiƋue 

de WSCP1 avec celle de BnD22, connue pour présenter une double fonction, met en évidence de fortes 

homologies de séquences (Fig. IV-D.1). La présence dans les séquences des deux WSCPs de motifs 

caractéristiques des fonctions précédemment évoquées suggère que WSCP1 pourrait avoir des 

caractéristiques fonctionnelles semblables à BnD22. AiŶsi, l͛aŶalǇse ďio-informatique met en lumière, dans 

la sĠƋueŶĐe de WSCPϭ, la pƌĠseŶĐe d͛uŶ ŵotif KüŶitz spĠĐifiƋue des iŶhiďiteuƌs de pƌotĠases à sérine 

([LIVM] -xDx- [EDNTY] - [DG] - [RKHDENQ] -x- [LIVM] -x (5) -Yx- [LIVM]) (Satoh et al., 2001; Rustgi et al., 

2017b). De la même manière, des sites de fixation à la chlorophylles peuvent être observés : le motif (57-

PFCPLGI-65) et les 4 acides aminés permettant la fixation aux chlorophylles (proline, glutamine et deux 

aspartates respectivement en position 51, 72, 106 et 170) (Satoh et al., 2001; Horigome et al., 2007). La 

double fonction hypothétique de WSCP1 en fait donc un candidat intéressant pour retarder la progression 

de la sénescence foliaire et ainsi allonger la durée de vie des feuilles. Aussi, dans le cadre de cette thèse, 

des travaux ont été initiés afin de vérifier si WSCP1 est en mesure de retarder la sénescence foliaire. Pour 

cela, nous avons choisi de sur-exprimer cette protéine de colza spécifiquement durant la sénescence 

(construction promoteurSAG12 ::WSCP1) chez une lignée recombiŶaŶte fiǆĠe d͛Arabidopsis (RIL232 ; 

Loudet et al., (2002)) dont le phénotype hyper sénescent a précédemment été caractérisé par Diaz et al., 

(2005). Outre la facilité de transformation, Arabidospis thaliana pƌĠseŶte ĠgaleŵeŶt l͛aǀaŶtage de Ŷe 

posséder au sein de son génome aucune WSCP présentant des homologies de séquences avec WSCP1. 

L͛eǆpositioŶ des feuilles ŵatuƌes ă l͛oďsĐuƌitĠ, utilisĠ, ă l͛iŶstaƌ des tƌaǀauǆ de PƌužiŶskĄ et al., (2017), pour 

induire la sénescence, a permis de montrer que par rapport à ce qui est observé dans la RIL232, la 

surexpression de WSCP1 lors de la sénescence chez les lignées transformées, entraine un retard de la chute 

des teneurs en chlorophylles (Fig. IV-D.2). Ce ƌĠsultat peƌŵet d͛uŶe paƌt, de ĐoŶfoƌteƌ in vivo l͛hǇpothğse 

Ġŵise ă paƌtiƌ de l͛aŶalǇse in silico, du rôle de WSCP1 dans la protection des chlorophylles et d͛autƌe paƌt, 

de suggérer que son expression permettrait de retarder la progression de la sénescence. En outre, via 

des Ġtudes d͛iŵŵuŶoloĐalisatioŶ, Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ pouƌ la pƌeŵiğƌe fois uŶe localisation 

chloroplastique de WSCP1, ce qui est totalement en accord avec sa fonction présumée de protection des 

chlorophylles. Par ailleurs, comparativement au RIL232, nous avons montré une diminution significative 

de l͛aĐtiǀitĠ foliaiƌe des sĠƌiŶes pƌotĠases ;SPsͿ Đhez les suƌeǆpƌesseuƌs, ĐoŶĐoŵitaŶte aǀeĐ la foƌte 

accumulation de WSCP1 (Fig. IV-D.3). Ce résultat suggère très fortement que WSCP1 aurait également une 

foŶĐtioŶ iŶhiďitƌiĐe de pƌotĠases ă seƌiŶe, ĐoŶfiƌŵaŶt uŶe Ŷouǀelle fois l͛aŶalǇse in silico. Toutefois, au 
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cours de cette étude, il a été montré que les teneurs foliaires en protéines étaient similaires entre les 

génotypes (Fig. IV-D.3), ce qui laisse supposeƌ Ƌue la suƌeǆpƌessioŶ de WSCPϭ Ŷ͛auƌait auĐuŶ effet suƌ la 

pƌotĠolǇse foliaiƌe. Ce ƌĠsultat pouƌƌait s͛eǆpliƋueƌ paƌ uŶe iŶduĐtioŶ de sǇstğŵes pƌotĠolǇtiƋues, de la 

ŵġŵe Đlasse ou ŶoŶ, Đapaďles de ĐoŵpeŶseƌ l͛iŶhiďitioŶ des pƌotĠases ă sĠƌiŶe par WSCP1, de façon 

similaire à ce que nous avons mis en évidence lors de nos travaux sur SAG12. Une autre explication serait 

que les SPs, contrairement aux CPs, ne sont pas la principale classe de protéases impliqué dans le processus 

de sénescence foliaire (Guo et al., 2004). Ainsi, l'inhibition, qui plus est partielle, des SPs par WSCP1 dans 

les ligŶĠes tƌaŶsgĠŶiƋues Ŷ͛auƌait Ƌu͛uŶ effet liŵitĠ suƌ l'aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue gloďale des feuilles et doŶĐ 

un impact limité sur leur teneur en protéines. Néanmoins, malgré cet impact mineur sur l'activité 

protéolytique globale, WSCP1 pourrait jouer un rôle majeur dans la protection de l'intégrité des 

chloroplastes pendant la sénescence foliaire puisque WSCP1 colocalise avec les SPs dans cet organite. 

Perspectives : 

Outre les expériences en cours, évoquées à la fin du chapitre IV-D, des perspectives à plus long 

terme qui émergent de ce travail. 

Par exemple, malgƌĠ l͛aďseŶĐe d͛effet suƌ les teŶeuƌs eŶ pƌotĠiŶes foliaiƌes, il Ŷ͛est pas iŵpossiďle 

que la remobilisation soit tout de même impactée par la sur-expression de WSCP1, surtout en situation de 

carence en N, qui aura pour effet, de permettre une expression encore plus forte de WSCP1, via promoteur 

SAG12. Il seƌait doŶĐ iŶtĠƌessaŶt d͛Ġtudieƌ Đhez les plaŶtes pSAG12::WSCP1, le rendement et la teneur 

en N des graines en condition limitante en N. Cette Ġtude peƌŵettƌa de ĐoŶfiƌŵeƌ si l͛eǆpƌessioŶ d͛uŶe 

WSCP loƌs de la sĠŶesĐeŶĐe et doŶĐ uŶ ƌetaƌd de la sĠŶesĐeŶĐe iŵpaĐte effeĐtiǀeŵeŶt l͛ERA et aŵĠlioƌe 

l͛EUA.  

Par ailleuƌs, a l͛iŶstaƌ des suƌeǆpƌesseuƌs de ĐǇstatiŶe ;OCIͿ Ƌui soŶt uŶ outil de Đhoiǆ pouƌ Ġtudieƌ 

l͛iŵpliĐatioŶ des pƌotĠases ă ĐǇstĠiŶe, la surexpression de WSCP1 lors de la sénescence est aussi un 

ŵoǇeŶ d͛Ġtudieƌ plus laƌgeŵeŶt le ƌƀle des SPs loƌs de Đe processus et leur(s) rôle(s) dans la 

ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N. EŶ effet, il est ĠgaleŵeŶt iŶtĠƌessaŶt d͛Ġtudieƌ les SPs puisƋue Đes pƌotĠases 

constituent, en nombre de membres, la plus grande classe de protéases chez les plantes (van der Hoorn, 

2008) et semďleŶt joueƌ uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N Đhez le Đolza (Girondé et al., 2016; 

Poret et al., 2016). Nos résultats ne montrant aucun effet en termes de teŶeuƌ eŶ pƌotĠiŶes, aloƌs Ƌu͛uŶe 

partie des sérines protéases est inhibée, nous supposons la mise en place de systèmes de compensation 

Ƌu͛il seƌait iŶtĠƌessaŶt d͛ideŶtifieƌ. UŶe aŶalǇse des aĐtiǀitĠs pƌotĠasiƋues ĐouplĠe ă uŶe appƌoĐhe 
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pƌotĠoŵiƋue pouƌƌait ġtƌe eŶtƌepƌise pouƌ ĐoŶfiƌŵeƌ Đette hǇpothğse. AiŶsi, l͛utilisatioŶ de sondes 

spécifiques des classes de protéases couplée à des zymogrammes pourraient permettre de déceler des 

pƌotĠases Đapaďles de ĐoŵpeŶseƌ l͛iŶhiďitioŶ des SPs, et Ƌui seƌaieŶt ĠtƌoiteŵeŶt liĠes auǆ SPs Đoŵŵe 

ceci a pu être fortement suggéré pour le couple de protéases AED1/SAG12. Cela mettrait en avant le rôle 

des SPs lors de la sénescence et permettrait de fournir de potentielles nouvelles cibles afiŶ d͛aliŵeŶteƌ eŶ 

candidats la sélection variétale ǀisaŶt ă aŵĠlioƌeƌ l͛ERA . 

Enfin, bien que leur fonction de protection des chlorophylles ainsi que la localisation de WSCP1 

daŶs les Đhloƌoplastes Ŷe plaideŶt pas eŶ faǀeuƌ d͛uŶ ƌôle de Đes pƌotĠiŶes daŶs les ƌaĐiŶes, leuƌ foŶĐtioŶ 

d͛iŶhiďiteuƌ de pƌotĠases Ŷ͛eǆĐlut pas totaleŵeŶt leuƌ pƌĠseŶĐe daŶs Đet oƌgaŶe. En effet, il peut être 

suggéré que, dans les racines et notamment le pivot de colza riche en protéines de réserves, la fonction 

d͛iŶhiďitioŶ de pƌotĠase des WSCPs pouƌƌaieŶt peƌŵettƌe de ĐoŶtƌôleƌ l͛aĐtioŶ des pƌotĠases ƌaĐiŶaiƌes 

impliquées dans la remoďilisatioŶ de l͛N daŶs Đet oƌgaŶe. AfiŶ de testeƌ Đette hǇpothğse, des études visant 

ă ƌeĐheƌĐheƌ la pƌĠseŶĐe d͛isofoƌŵes ƌaĐiŶaiƌes de WSCPs seƌoŶt ĐoŶduites auǆ stades ǀĠgĠtatif et 

reproducteur chez des colzas cultivés en conditions de forte et faible disponibilités en N. Si leur rôle 

ƌaĐiŶaiƌe est ĐoŶfiƌŵĠ, l͛eǆpƌessioŶ de Đes WSCP pouƌƌa ġtƌe aŶalǇsĠe Đhez des Đolzas pƌĠseŶteŶt des ERA 

racinaires contrastées (Gironde et al. 2015). In fine, ces WSCPs pourraient constituer encore une fois des 

candidats particulièrement pertinents pour la sélection variétale chez le colza.  

C. Conclusion 

Pouƌ ĐoŶĐluƌe, Đe tƌaǀail de ƌeĐheƌĐhe ĐoŶfiƌŵe l͛iŵpoƌtaŶĐe des sǇstğŵes pƌotĠolǇtiƋues et aŶti-

pƌotĠolǇtiƋues Đoŵŵe leǀieƌs d͛aŵĠlioƌatioŶ de l͛EUA. Au Đouƌs de Đette thğse, nous nous sommes 

concentrés sur un acteur majeur de chacun de ces deux systèmes. 

Nos travaux ont ainsi permis de mieux cerner le rôle fonctionnel majeur et central de la protéase 

SAGϭϮ suƌ la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N depuis les feuilles et les ƌaĐiŶes afiŶ d͛assurer le remplissage des graines 

lors de la sénescence. Ce rôle pourrait être assuré en lien étroit avec une autre protéase, AED1 (CND41-

like). Ces travaux ont aussi permis de montrer que la protéase SAG12 était indispensable pour répondre à 

la carence en N en participant notammeŶt ă la ƌeŵoďilisatioŶ de l͛N depuis les racines. Ce dernier résultat, 

original, donne un éclairage nouveau sur le rôle des racines dans la réponse à la carence en N et ouvre des 

perspectives nouvelles pour la sélection de variétés plus efficientes dans un contexte souhaité de 

réduction des intrants azotés. 
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Ces travaux se sont également focalisés sur un acteur du système anti-protéolytique, la protéine 

WSCP1, et ont permis de largement suspecter sa double fonction et donc sa capaĐitĠ ă ƌaleŶtiƌ l͛ĠǀolutioŶ 

de la sénescence en protégeant les chlorophylles et en inhibant les SPs. Une plus forte expression de la 

protéine WSCP1 pourrait alors permettre un allongement de la durée de vie des feuilles permettant une 

plus forte accumulation des composés carbonés et azotés, et ainsi une remobilisation plus abondante de 

l͛N ǀeƌs les gƌaiŶes loƌs de la sĠŶesĐeŶĐe. Ces tƌaǀauǆ ƌeŶfoƌĐeŶt l͛iŶtĠƌġt d͛Ġtudieƌ Đes aĐteuƌs Đapaďles 

de moduler la protéolyse et donc in fine, d͛aŵĠlioƌeƌ l͛EUA. 

FinaleŵeŶt, l͛eŶseŵďle de Đes tƌaǀauǆ peƌŵet de pƌoposeƌ uŶ idĠotǇpe de Đolza ;Fig. V.3). Celui-

ci présenterait dans ses feuilles tout au long du stade végétatif, une forte teneur en WSCPs (WSCP1 et 

BŶDϮϮͿ afiŶ d͛augŵeŶteƌ la duƌĠe de ǀie de ses feuilles et donc la durée de la photosynthèse permettant 

aiŶsi d͛aĐĐuŵuleƌ des ƋuaŶtitĠs plus iŵpoƌtaŶtes de photoassiŵilats et de ĐoŵposĠs azotĠs. Au stade 

ƌepƌoduĐteuƌ, Đe Đolza idĠal deǀƌait ƌeŵoďiliseƌ l͛eŶseŵďle de Đes ĠlĠŵeŶts pouƌ assuƌeƌ le ƌeŵplissage 

des graiŶes, et pouƌ Đela, ĐoŵďiŶeƌ ă uŶe ƌĠpƌessioŶ foliaiƌe de l͛eǆpƌessioŶ de WSCPϭ de foƌtes iŶduĐtioŶs 

foliaires des activités protéolytiques (notamment SAG12 et AED1). Conjointement à ce qui se passe dans 

les feuilles, les racines accumuleraient des inhibiteurs de protéases (WSCP par exemple) et auraient une 

durée de vie allongée permettant un meilleur stockage de protéines de réserves. Lorsque la plante arrivera 

au stade ƌepƌoduĐteuƌ et Ƌu͛elle deǀƌa ƌeŵpliƌ en N ses gƌaiŶes, l͛aĐtiǀitĠ iŶhiďitƌiĐe pourrait chuter 

ĐoŶĐoŵitaŵŵeŶt aǀeĐ l͛iŶduĐtioŶ de la pƌotĠolǇse afin de permettre une plus forte remobilisation de l͛N 

contenu dans les protéines de réserves.  

Ce colza aurait donc la faculté de pouvoir mieux répondre à la contrainte azotée grâce à sa capacité 

à établir des réserves protéiques plus importantes, mais aussi à les mobiliser plus activement grâce à des 

activités protéolytiques optimisées, permettant ainsi uŶe ƌeŵoďilisatioŶ d͛N plus peƌfoƌŵaŶte depuis les 

tissus sources au profit des tissus puits et plus particulièrement des graines. 
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Titre : Etude de systèmes protéolytiques et anti-protéolytiques impliƋués daŶs la ƌeŵoďilisatioŶ de l’azote au Đouƌs de 
la sénescence chez les ΒƌassiĐaĐées (Αraďidοpsis thaliana L., ΒrassiĐa napus L). 

Résumé : Le colza (Brassica napus L.) est une plante de grande culture particulièrement exigeante en azote (N) et 

caractérisée par une faiďle EffiĐieŶĐe d’Usage de l’Azote ;EUAͿ, pƌiŶĐipaleŵeŶt due à uŶe ŵauvaise EffiĐieŶĐe de 
ReŵoďilisatioŶ de l’Azote ;ERAͿ au Đouƌs de la sĠŶesĐeŶĐe foliaiƌe. L’optimisation de l’ERA est donc un enjeu majeur pour 

améliorer le bilan agro-environnemental de cette culture. La dégradation des protéines ĠtaŶt l’uŶ des pƌoĐessus ĐlĠs de 
la ƌeŵoďilisatioŶ de l’N associée à la sénescence, l’oďjeĐtif de Đe tƌavail est d’identifier et caractériser les principaux 

acteurs de la protéolyse lors de la sénescence naturelle ou induite par une limitation en N. Chez la plante modèle 

Arabidopsis thaliana cultivée en condition de forte disponibilité en N (HN), nous avons montré que SAG12 est une 

protéase majeure lors de la sénescence foliaire afiŶ d’assuƌeƌ la remobilisation de l’N essentielle à l’ĠlaďoƌatioŶ du 
rendement et au remplissage en N des graines. EŶ effet, Ŷos tƌavauǆ ŵoŶtƌeŶt Ƌue le ƌôle de SAGϭϮ est ĐeŶtƌal et Ƌu’eŶ 
aďseŶĐe de soŶ aĐtivitĠ, d’autƌes pƌotĠases appaƌteŶaŶt au CPs, ŵais aussi à d’autƌes Đlasses ;pƌotéases à aspartate ; APs), 

soŶt solliĐitĠes pouƌ souteŶiƌ la ƌeŵoďilisatioŶ de l’N foliaiƌe. DaŶs Đe ĐoŶteǆte, AEDϭ ;uŶe APs CND41-like) est 

paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŶtĠƌessaŶte puisƋu’elle seŵďle Đollaďoƌeƌ ĠtƌoiteŵeŶt aveĐ SAG12. Par ailleurs, cette étude met en 

évidence pour la première fois une localisation racinaire de SAG12. Dans cet organe, le rôle de SAG12 est crucial pour 

ƌeŵoďiliseƌ l’N des racines pour maintenir le rendement et la teneur en N des graines lorsque les plantes sont soumises à 

une limitation en N. UŶ autƌe volet de Đe tƌavail a ĐoŶsistĠ à Ġtudieƌ d’autƌes ŵoǇeŶs de ƌĠguleƌ l’aĐtivitĠ pƌotĠolǇtiƋue 
en se focalisant notamment sur des systèmes anti-protéolytiques. Cette étude suggère qu’uŶe Wateƌ Soluďle ChloƌophǇll 
binding Protein (WSCP), la protéine WSCP1, porte effectivement une double fonction de protection des chlorophylles et 

d’iŶhiďiteuƌ de pƌotĠases à sérine, ce qui en fait un potentiel candidat pour prolonger la durée de vie des feuilles et ainsi 

ƌĠduiƌe l’asǇŶĐhƌoŶisŵe eŶtƌe la pĠƌiode de vidage des feuilles et la période de remplissage en N des graines. 

L’eŶseŵďle de Đes tƌavauǆ peƌŵet de pƌoposeƌ de Ŷouveauǆ ĐaŶdidats peƌtiŶeŶts pouƌ la sĠleĐtioŶ de vaƌiĠtĠs de Đolza 
présentant une remobilisatioŶ effiĐieŶte de l’N daŶs uŶ ĐoŶteǆte de liŵitatioŶ des iŶtƌaŶts azotĠs. 
Mots clés : azote, colza, feuilles, protéases, racines, remobilisation, rendement, SAG12, sénescence, WSCP 
 

Title: Study of proteolytic and anti-proteolytic systems involved in nitrogen remobilization during senescence in 

ΒƌassiĐaĐeae (Αraďidοpsis thaliana L., ΒrassiĐa napus L). 

Abstract: Rapeseed (Brassica napus L.) 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 Remobilization Efficiency (NRE) during foliar 

senescence. The optimization of NRE is therefore a major challenge to improve the agro-environmental balance of this 

crop. Since protein degradation is one of the key processes in the remobilization of N associated with senescence, the 

objective of this work is to identify and characterize the main actors of proteolysis during natural or induced by N limitation 

senescence. In the plant model Arabidopsis thaliana grown under high N conditions (HN), we have shown that SAG12 is a 

major protease during leaf senescence to ensure the remobilization of N essential for yield and seed N filling. Indeed, our 

work shows that the role of SAG12 is pivotal and that in the absence of its activity, other proteases belonging to the CPs 

but also to other classes (aspartate proteases; APs) are requested to support the remobilization of foliar N. In this context, 

AED1 (a CND41-like APs) is particularly interesting since it seems to collaborate closely with SAG12. In addition, this study 

shows for the first time a root localization of SAG12. In this organ, the role of SAG12 is crucial, in particular to remobilize 

N from the roots to sustain yield and N content of the seeds when plants face an N limitation. Another aspect of this work 

was to study other ways of regulating proteolytic activity, focusing in particular on anti-proteolytic systems. This study 

suggests that a Water Soluble Chlorophyll binding Protein (WSCP), the WSCP1 protein, has effectively a dual function of 

chlorophyll protection and serine proteases inhibition, which make it a potential candidate to extend leaf lifespan and 

thus, reduce asynchronism between leaf emptying time and the N seed filling time. 

Altogether, these results allow to suggest new relevant candidates for the selection of rapeseed varieties with an efficient 

N remobilization in a context of nitrogen input limitation. 

Keywords: leaves, nitrogen, proteases, rapeseed, remobilization, roots, SAG12, senescence, WSCP, yield 


