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CHAPITRE |

INTRODUCTION ET ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

|. Contexte de la these

I.1 La modification des pratiques culturales

L’évolution des pratiques culturales est importashépuis le début du siecle dernier.
La premiere grande modification a lieu avec l'intten du procédé Haber-Bosh de fixation
de l'azote. Ce procédé permet, par réaction deotéazt de I'hydrogéne de Il'air sur un
catalyseur ferreux d’obtenir de 'ammonium solidauipant étre oxydé en nitrate. Cet azote
solide, sous forme de nitrate ou d’ammonium rendcdplus facile le transport et
I'application de fertilisant azoté sur les culturea mise en place de cette pratique culturale a
permis un doublement des rendements sur les saréapioles cultivées et a ainsi permis de
répondre a I'explosion démographique mondiale. éeosde grande modification a eu lieu
dans les années 1960, période a partir de lagleeltecherche a été mise au service de
'agriculture : on parle alors de révolution verfee nouveaux fertilisants, de nouveaux
pesticides et de nouvelles variétés a fort potedgerendement sont créés. Par exemple, le
rendement moyen des céréales, exprimé en quintulgutare, est ainsi passé de 20 (1961)
a plus de 50 (2009) en Europe et respectivemefmBdeplus de 35 a I'échelle mondiale (fig.
I-1). Les progres en terme de produits phytosaegaont également contribué a cette
meilleure utilisation des terres agricoles. Ceéeofution verte a conduit & une utilisation
accrue de tous ces intrants contribuant a I'amedion du rendement. Elle a cependant
€galement conduit a une augmentation de la poflildies nappes phréatiques et des eaux de
surface continentales et marines par le nitrates naaissi par les pesticides fortement
rémanents, avec en paralléle une augmentationadesde résistance des adventices et des
pathogénes. Les autorités ont alors du prendrendssires pour encadrer I'utilisation de ces

produits.
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Figure 1-2 : Evolution de l'utilisation de pesticides en Eurpe depuis 1990Le terme pesticide
regroupe les insecticides, les fongicides et lebitides. Alors que la tendance est stable jusqu'en
1995, l'utilisation de ces produits phytosanitain&s ensuite cessé de diminuer (aujourd'hui, -52%
depuis 1995). (D'aprés la FAO, http://faostat.feg).o
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Figure I-3 : Evolution au niveau européen de la demande en fdisants N+P+K (courbe bleue)
ou de la demande spécifique en azote (N, courbe mesurée jusqu'a 2009. (D'aprés la FAO,
http://faostat.fao.org)
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C’est dans ce contexte qu’au début des années [8§6¢ulture va changer de cap.
Les dirigeants européens, conscients du problemsegurent en 1991 la «directive Nitrate»
(directive 91/676/CEE), toujours en vigueur. Cetiieective, qui suppose que le nitrate
d’origine agricole constitue la cause principale ldepollution qui affecte les eaux de la
communauté européenne, prévoit I'établissement dade des bonnes pratiques agricoles.
Ce code réglemente les conditions et les périodaggnt lesquelles les fertilisants peuvent
étre épandus sur les sols, gu’il s’agisse de iatit issus d’effluents d’élevage ou d’engrais
de synthése. La «directive Nitrate» a également pati de cibler les sites et les périodes
présentant le risque de lessivage le moins impbatam de limiter le passage du nitrate dans
les eaux souterraines et les cours d’eaux. De méegyis 1990, plusieurs plans se sont
succédés afin de limiter l'utilisation de produiiytosanitaires. Le dernier en date, le plan
ECOPHYTO 2018, mis en place a la suite du GremiglBenvironnement (du 16 juillet au 25
octobre 2007), prévoit une réduction de 50% delibation de pesticides a I'horizon 2018-
2020. Ainsi, ECOPHYTO 2018 vise a diminuer la défsece des exploitations agricoles vis
a vis des produits phytosanitaires tout en maimtena niveau €levé de production agricole,
tant en quantité gu’en qualité (cf. Ministére d&glficulture, http://agriculture.gouv.fr). Tous
ces plans de restrictions ont eu un impact plusnoins important sur la consommation de

produits fertilisants et phytosanitaires en Eurepéans le monde.

Un suivi statistique de la FAO (fig. I-2 et I-3) mtoe alors une réduction significative
de l'utilisation des produits phytosanitaires ettifisants depuis I'adoption des directives
précédemment citées, en particulier depuis 1998tré d’exemple, en Europe, on assiste a
une diminution de l'utilisation de des pesticidesl’drdre de 50 % entre 1990 et 2008 (fig. I-
2). Concernant les engrais NPK, I'impact de la neisglace des différentes des directives est
moins net puisque au niveau européen, la demangéigfigne en N et la consommation
d’engrais NPK reste relativement stable entre I&¥92008 avec seulement une tendance a la
diminution entre 2006 et 2008 (fig. I-3). Cependaonmpte tenu des plans récemment mis en
place suite au Grenelle de I'environnement, ilfest & penser que la diminution amorcée
devrait se poursuivre au cours des prochaines anA&eniveau mondial, la tendance est tres
différente du fait d’'une consommation accrue dants par les nouveaux pays émergents
(Chine par exemple). En conséquence, au niveau ialpodntrairement a ce qui est observé
au niveau européen, la consommation d’engrais Nf2lere constante augmentation, méme si
elle a connu un ralentissement durant la crise0@8-2009. Par ailleurs, les projections de la

FAO prévoient que I'accroissement de l'utilisatides engrais va se poursuivre dans les
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années a venir afin notamment de répondre auxinsestimentaires liés a la croissance

démographique mondiale.

.2 Les solutions actuelles pour limiter I'utilisaion des intrants

Afin de limiter l'utilisation des intrants, de noeies stratégies peuvent encore étre
envisagées que ce soit en terme de pratiques aekutagriculture de précision, cultures
associées...) mais également en terme de sélectigtiqde et de création variétale. D’autres
solutions alternatives ou complémentaires peuvassigétre envisagées comme ['utilisation

de molécules d’origine biologiques.

La sélection végétale était déja réalisée intuitigat par les premiers cultivateurs qui
sélectionnait les graines des plantes répondantiéeix a leurs besoins pour les ressemer
'année suivante. Avec les progres de la génétilggesélectionneurs d’aujourd’hui ont acces
a des méthodes et des outils plus performants.i,Amsélection variétale consiste a croiser
une espece d’intérét agronomique (blé, mais, cojzavec une espéce végétale portant un
caractere d'intérét (résistance aux maladies,aoté& aux herbicides ou aux stress ...) dans le
but de créer une nouvelle variété combinant leérét$ des deux plantes parentes. La
sélection végétale a déja contribué a la révolutterte en proposant des variétés plus
réceptives aux fertilisants et dont le rendemeait uasi proportionnel a la dose de fertilisant
appliguée. Il s'agit maintenant de créer de noegellariétés qui soient en accord avec les
prérogatives de diminution d’utilisation d’intrantkes chercheurs se concentrent donc
aujourd’hui sur I'obtention de variétés moins exigies en fertilisant et/ou plus résistantes
aux stress biotiques et abiotiques. Ainsi, la tasie aux maladies fait partie d’'un des enjeux
les plus importants de la sélection végétale peisgyplan ECOPHYTO 2018, précédemment
cité, vise un maintien de la qualité et de la qgwérde la production agricole malgré la
diminution de l'utilisation de produits phytosamits. C'est pourquoi actuellement, pour la
majorité des nouvelles especes inscrites au catl@gs dernieres années, la résistance
accrue aux maladies et la précocité sont des esitargement pris en compte. La plupart des
firmes qui travaillent sur les sélections variéatamt également pour objectif d’obtenir des
variétés présentant une meilleure efficience daailon de I'azote (EUA), c’'est a dire des
variétés a haut rendement requérant des niveagxaihles d’intrants azotés. Néanmoins, les
différentes étapes de la sélection variétale dtagues avant l'inscription au catalogue, la

commercialisation des premieres variétés a hafitgesice d’utilisation de I'azote n’est pas
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prévue avant 2015-2020 au plus toét. L'utilisatioea domposés biostimulants peut donc
constituer une alternative possible a I'apparitierces variétés.

Ces molécules stimulantes d’origine biologique gwirtcipalement les extraits algaux
et les acides humiques. Dans l'agriculture d’awjduri, ou le «naturel» et le «bio» ont assez
largement la préférence des consommateurs, cédiosoconstitue une bonne alternative a la
sélection variétale. Des I'antiquité, les connaissa empiriques des effets bénéfiques sur les
cultures d’'un apport d’algues étaient déja rapeasrtévec les progrés de la recherche et de
l'industrialisation, ces connaissances empiriquesant précisées, permettant la fabrication
d’extraits liquides présentant les mémes proprigtés les produits bruts dont ils sont issus
mais plus facilement transportables et épandahledes cultures en guise d’engrais. Des
extraits algaux et des extraits humiques sontldiai déja vendus, par les coopératives pour
les agriculteurs ou méme dans les jardineries lesyparticuliers, pour leurs effets bénéfiques
sur les plantes et sur le sol. Toutefois, bien lgues effets physiologiques soit décrits de
facon détaillée dans la littérature, leurs mécaassuiiaction sont encore assez peu connus.
Ainsi actuellement, les recherches se poursuivantles plan appliqué afin de trouver de
nouveaux procédés de fabrication d’extraits algaiurumiques qui permettrait d’augmenter
leur efficacité, mais également sur le plan fondatadeafin de mieux appréhender les voies

meétaboliques affectées par ces produifglanta

[l. Application de biostimulants d’origine algale

[1.1 De l'utilisation d’algues a celle des extraitsalgaux

Traditionnellement depuis I'antiquité, les alguestsappliquées directement sur le sol
des champs cultivés comme compost. Les effets aupiment constatés sur les plantes tels
gue 'augmentation de la croissance et du rendegtargnt attribués soit a 'amélioration de
la structure du sol avec une augmentation de lantién deau, soit a une meilleure
disponibilité des nutriments résultant de la dégtiath des molécules organiques apportées
par les algues. Cette méthode de fertilisatiorcaf® et peu onéreuse était donc largement
répandue sur les cbtes mais peu compatible avecansport longue distance. Ainsi, dés
1857, Gardissal brevette une méthode permettanbhpresser les algues pour en faire des
blocs compacts et plus facilement transportablepe@dant, bien que plus pratique pour le

transport, ces blocs compliquent 'épandage dasealgur les cultures. La recherche d'un
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Figure 1-4 : De l'utilisation directe d'algues (A) a celle ds extraits algaux (B),soit directement par
les agriculteurs (en rouge) ou avec des transfaomatndustrielles préalables (en bleu).
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procédé qui permettrait de liquéfier les algues &muconservant leurs propriétés sur le sol et
les plantes devient alors prioritaire. Deux techegjvoient alors le jour, dérivées du brevet
de Milton en 1952 portant sur une extraction despmsés en milieu basique et celui de

Hervé & Roullier en 1977 reposant sur un broyagasse température.

Ces extraits liquides sont plus faciles et rapidesilisation puisqu’ils miment les
effets des algues déja décomposées et compostégsjaé I'application d’algues fraiches sur
un sol nécessite normalement d’attendre plusieersames leur décomposition avant de
pouvoir effectuer le semis (fig. 1-4). Ces extrdidgiides combinent donc facilité de transport
(conditionné en bidons) et facilité d'utilisatioils peuvent étre appliqués soit directement sur
le sol, soit en pulvérisation foliaire en combimaisdes autres traitements fertilisants ou
phytosanitaires. En paralléle, de plus en plusud@s sur ces extraits ont été réalisées afin de

comprendre toutes leurs potentialités et de tetiéucider leur mode d’action.

I1.2 Les effets avérés des extraits algaux

[1.2.1 Sur la croissance et le cycle de développetraes plantes

Les effets de l'application d’algues sur la cromsa des végétaux sont connus
empiriquement depuis les débuts de leur applicatiorles champs. Les études plus récentes
sur les effets des extraits algaux montrent unellene2 germination, floraison et
fructification. Dans ce sens, Roussisal. (2009) montrent que des plants de fraisiers gaité
en pulvérisation foliaire avec un extrait d’alguanesAscophyllum nodosuprésentent une
augmentation significative du poids des fruits pitglcomparé a des plants non traités. Il est
€galement a noter dans cette étude que des résaltailaires sont obtenus lors de la
pulvérisation foliaire d’acide gibbérelligue (AGuggérant ainsi que les effets des extraits
algaux seraient dus aux phytohormones qu’ils congat et en particulier a I'AG.
Sivasankariet al. (2006) montrent quant a eux une augmentation durceatage de
germination pour des graines de vigne soumisess &xkeaits deCaulerpa chemnitzizt de
Sargassum wightii Le taux de germination est proportionnel a [|'aegmation de
concentration de l'extrait entre 5 et 20 % (v/v)ispuiminue pour des concentrations
comprises entre 20% et 50%. Au-dela d’'une conctotreen extrait algal de 50%, la
germination est inhibée. Cette meilleure germimasi@ccompagne d’'une plus grande vigueur
des plantules, c’est a dire une plus grande lormgdeutige et de racine associée a une

augmentation de la biomasse fraiche et seche.
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Figure I-5 : Effet de l'application racinaire d'un extrait d' algue du genre Fucale sur la
biomasse racinaire de la vigne\{itis vinifera). Les plants de vigne sont plantés en pot puis
arrosés avec de la solution nutritive de type Harag)l Le traitement par l'extrait algal est
apporté sous forme d'un arrosage d'une solutiotraiea 0,1% (v/v) une fois par semaine
pendant toute la durée de la culture. A l'issue 4d@sois de culture, les racines sont lavées,
photographiées et pesédés.Plante témoin non traitée (biomasse racinaira é3 + 2,29 g).

B. Plante traitée par l'extrait algal (biomassemnaice de 22,38 + 3,07 g). Les auteurs constatent

alors en réponse a l'extrait algal une augmentatmra biomasse racinaire associée a une
modification de son architecture. (D'aprés Muggtail, 2008)
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Figure 1-6 : Modéles proposés pour le contrble nutritionnel d développement de la planteLes
auteurs proposent deux modes d'action des nutsnsaintla croissance des plant&s.Soit leur apport
induit une réponse systémique, c'est a dire undfivettbn globale du développement de la plaie.
Soit les nutriments entrainent une réponse loaglistest a dire une modification de l'architecture
racinaire. Dans le premier ca8)( les nutriments apportés au niveau racinaire sdasbrbés puis
assimilés par la plante ce qui modifie son stattitionnel. Cette amélioration du statut nutritieh est
percue par la plante qui modifie tout son dévelopgre en conséquence : augmentation de la croissance
foliaire et racinaire. Dans la seconde configurati®), la perception au niveau racinaire de la
modification de la concentration en nutriments déngnilieu donne lieu & l'induction de signaux
conduisant a des modifications locales de I'archite racinaire afin d'optimiser le prélévement des
nutriments. Ces réponses localisées peuvent sdgirgguhr des augmentations de la croissance raginai
et du diamétre des racines ainsi que par des augtieers du nombre de racines secondaires et de poil
absorbants. (D'aprés Forde & Lorenzo, 2001)
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L’augmentation de biomasse de plantules de vigrnitéas démontrée par Sivasankari
et al. (2006) se retrouve dans la majorité des étudedesueffets des extraits algaux. La
plupart du temps, laugmentation de biomasse totadsulte principalement d’une
augmentation de la biomasse racinaire (fig. I-5)isA Mugnaiet al. (2008) et Spinellet al.
(2010) rapportent des augmentations de biomasseanac sans augmentation de biomasse
foliaire pour la vigne et le fraisier traités erphgation racinaire (arrosage pour le fraisier et
ajout dans la solution nutritive pour la vigne)xdtaits algaux commerciaux. Dans 'étude de
Mugnai et al. (2008), cette augmentation de biomasse racinaréa dsigne s’accompagne
d’'une modification de I'architecture racinaire @taamment par une augmentation du nombre
de racines secondaires par rapport a la planteinénum traitée. De méme, Rayorahal.
(2008) montrent que des plantedidbidopsis thaliandraitées par un extrait Ascophyllum
nodosum présentent une augmentation de biomasse racinage@mpagnée d’'une
augmentation de la longueur des racines. En pbrakbes auteurs montrent, grace a une
construction rapportrice entre le promoteur d’'unegéodant un élément de réponse a l'auxine
(DR5) et la protéine fluorescente GUS, gu’une ré&goauxinique se produit dans la racine
d’Arabidopsis thalianasuite a un traitement par I'extrait d’algue. Pdtears, Mérigout
(2006) observe un effet sur la biomasse racinagsm@é a un développement des racines
latérales cheZrabidopsis thalianatraité en pulvérisation foliaire par un extraitaldues
brunesAscophyllum nodosumiches en auxine. Ceci suggere, comme pour I'anggtien du
taux de germination, que les effets bénéfiquesedtaits algaux sur la biomasse des plantes
seraient pour partie dus a 'action de phytohorescapportées par I'extrait. Alternativement,
d’autres études portant sur les modifications @gechitecture racinaire montrent que des
molécules autres que les phytohormones peuvenaéieigine de ces modifications. Ainsi,
Forde & Lorenzo (2001) et Couést al. (2004) montrent les effets respectivement des
nutriments (N, P, K, Fe) et des polyamines (agreatputrescine, spermidine...) sur la
croissance de la racine principale et l'initiatid® racines secondaires et de poils absorbants,
ces réponses pouvant étre systémiques ou localeséase partie des racines (fig. I-6).
L’ensemble de ces travaux suggere que l'augmental& croissance racinaire observée en
réponse aux extraits algaux puisse résulter dadiades phytohormones, des nutriments, des

polyamines ou a une action conjuguée de tout diepde ces facteurs.

En régle générale, cette stimulation de la crossales plantes se traduit par une plus grande
vigueur conduisant a une augmentation du rendeaissitque de la qualité et de la taille des

fruits produits. A titre d’exemple, Rathoret al. (2009) montrent chez le soja une



Figure I-7 : Induction d'une activité cytokinine-like chez des plants dArabidopsis thaliana
traitées par un extrait algal d'’Ascophyllum nodosumL'induction de l'activité cytokinine-like
est mise en évidence grace a la transformatiopldeses dArabidopsis thalianaavec le géne de
la B-glucoronidase (GUS), sous le contréle du ptemrodu géneARR5codant un élément de
réponse aux cytokinines. La présence de cytokinmesanta provoque l'induction de la protéine
GUS caractérisée par l'apparition d'une couleunebld. Plante témoin non traité®. Plante
traitée avec un extrait de cytokinine (témoin pf)siC. Plante traitée par un extrait algal. (Khetn
al., 2010)

Figure 1-8 : Effets des cytokinines sur la division des chloplastes Les plants @&rabidopsis
thaliana sont cultivés pendant 10 jours en boite de Pétrus milieu solide contenant (+BA) ou
non (-BA) 5 uM de la cytokinine benzyladénine. lobdoroplastes sont ensuite observés dans les
cellules du mesophylle des cotylédons. L'applicatie cytokinine induit une modification de la
division des chloroplastes se traduisant par ugenauatation de leur nombre et une diminution de
leur taille. (D'aprés Okazakt al, 2009)
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augmentation de la vigueur des plantes (hauteurptieges, nombres de branches et de
gousses par plante plus élevés) et du rendemeatasune pulvérisation foliaire par un extrait
de Kappaphycus alvareziRoussot al. (2009) rapportent une amélioration de I'apparence
des fruits ainsi que de leur contenu en polyphépolg des fraisiers traités en pulvérisation
foliaire par un extrait dAscophyllum nodosunTous ces auteurs suggerent que les effets des
extraits algaux pourraient étre dus aux phytohoesayu’ils contiennent, principalement les
auxines et les cytokinines. Dans ce sens, Kbearal. (2011) démontrent, grace a une
construction entre un promoteur de gene de répangecytokinines ARR5 et la protéine
fluorescente GUS, qu'une pulvérisation foliaire one culture en présence d'un extrait
d’Ascophyllum nodosurimduit une activité cytokinine-like dans les féedl et les racines
d’Arabidopsis thaliandfig. 1-7). De méme, Okazalat al. (2009) montrent qu’un traitement
d’Arabidopsis thaliangar des cytokinines se traduit par une augmentalgola division des
chloroplastes, conduisant & une augmentation dbrene chloroplastes par cellules (fig. |-
8). Cette étude est donc a mettre en parallele eslées de Mancuset al. (2006) et Spinelli

et al. (2010) montrant une augmentation de la teneur leloraphylles des feuilles

respectivement de vigne et de fraisier apres piglvéon foliaire d'un extrait algal.

[1.2.2 Sur le métabolisme des plantes

Rathoreet al. (2009) montrent pour du soja traité par pulvérisatoliaire d’'un extrait
de Kappaphycus alvareziine augmentation de I'absorption de I'azote (N)ptosphore (P),
du potassium (K) et du soufre (S). Ces nutrimertsetrouvent d’ailleurs majoritairement
dans le grain, suggérant non seulement une augtioentee I'absorption mais également une
meilleure remobilisation au cours de la phase deplissage des graines. Mancusal.
(2006) montrent également une stimulation de I'giitsan de nutriments tels que N, P et K
chez la vigne traitée en pulvérisation foliaire par extrait algal IPA (extrait fourni par la
société BiotechMarine). Les mémes auteurs montégalement une augmentation des
teneurs en magnésium dans les feuilles et en zAans tks tiges et une augmentation de
linflux stomatique de K et C&" en réponse & I'extrait algal IPA. Ces deux iorisrirenant
dans le controle de l'ouverture des stomates (Skthwea al, 1988), Mancuso ail. (2006)
suggerent ainsi que 'augmentation de la teneunwgriments des plantes en réponse a une
pulvérisation foliaire d’extrait algal serait, earpe, due a I'entrée des nutriments (contenus

dans l'extrait) au niveau des stomates.
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Figure 1-9 : Activité de la nitrate réductase dans les feuils dArabidopsis thalianatraitées

ou non par un extrait algal N-PRO (nom commercial d'un extrait manufacturé par leuge
Roullier). Les plantes drabidopsis thalianasont cultivées pendant 3 semaines en boite de Pétr
sur un milieu solide contenant 9 mM de nitrate carseule source d'azote. Le milieu solide
contient également des doses croissantes d'exigaitN-PRO (de 0 & 4% (v/v)). Pour la moitié
des plantes, le milieu solide contient 1% de saoda(losanges noirs, milieu de croissance
normal). Pour la deuxiéme moiti€, la culture sespaan absence de sucre (carrés noirs, milieu
carence). L'activité nitrate réductase est mesuré@éro dans les feuilles Arabidopsis thaliana

au bout des 3 semaines de culture. Pour les planttgées en présence de saccharose, seule la
concentration la plus élevée en extrait algal indne augmentation de l'activité nitrate réductase.
Au contraire, en absence de saccharose, I'indudédtactivité nitrate réductase est observée dés
2% d'extrait algal dans le milieu, suggérant qeféeft de I'extrait algal est potentialisé en absenc
de saccharose dans le milieu. (D'aprés Duedrad, 2003)

Fungicide

Figure 1-10 : Effets de l'application d'un extrait d' Ascophyllum nodosunsur la croissance de
plants de carotte Paucus carottd infectés par un agent pathogeneAlternaria radicina). Les
graines de carotte sont stérilisées puis misesulture en pot. 8 semaines apres la germination, le
premier traitement est appliqué : les plantes gumtérisées avec de l'eaCdntrol), un extrait
d'Ascophyllum nodosum 0,2% (v/v) $W) ou une solution d'acide salicylique a 100 uBA). Les
plantes sont ensuite inoculées avec l'agent patieogies traitements précédents sont répétés 1D et 2
jours apres l'inoculation. Pour le traitement auacfongicide, une seule application est réalisée 7
jours apreés inoculationF(ngicide). Les photos sont prises 25 jours aprés inoculatie 'agent
pathogene. L'application d'extrait algal protegegiantes contre I'agent pathogéne de maniére aussi
efficace qu'une application de fongicide ou d'acidécylique. (D'aprés Jayargt al, 2008)
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Durand et al. (2003) et Mérigout (2006) se sont focalisés sar reodifications du
métabolisme azoté induites par les extraits algklétigout (2006) montre une augmentation
du contenu en nitrate dans les racinesrabidopsis thalianaraité par pulvérisation foliaire
avec un extrait algal. Duranet al. (2003) rapportent quant a eux, une augmentation de
I'activité nitrate réductase cheXrabidopsis thalianaen réponse a un extrait algal N-PRO
(nom commercial d’'un produit manufacturé par leug® Roullier) (fig. 1-9). De facon
intéressante, les auteurs comparent les effets’edérait algal a ceux observés aprés
application de cytokinines. Seul I'extrait algalnthe des effets bénéfiques sur la nitrate
réductase, suggérant ainsi que les cytokinineseptés dans l'extrait ne seraient pas les
seules responsables de I'effet bénéfique du N-PiRQesmétabolisme azoté. Contrairement
aux études sur la croissance, les auteurs étuisrgffets positifs des extraits algaux sur
'absorption minérale par les végeétaux proposerdutles modes d’action que les
phytohormones. Ainsi, certains auteurs suggereatiegi nutriments présents dans les extraits
pourraient stimuler le métabolisme nutritionnel géntes (Duranet al, 2003). Cependant,
cette hypothese est difficilement généralisabléeasemble des extraits algaux puisque,
suivant I'espéce d’algue considérée, la périoderatmlte ou le procédé d’extraction, la
composition minérale de I'extrait algal peut coésablement varier. Ainsi, bien que les effets
bénéfiques d’'un apport d’extrait algal sur les pdansoient constatés, il reste beaucoup de
zones d’'ombre concernant les régulations métabediqui permettenh fine 'augmentation

de la croissance des végétaux.

I1.2.3 La résistance aux stress
Les extraits d’algues sont aussi connus pour séinlak systemes de défense naturels
des plantes en réponse a un stress biotique (Metcat., 2001 ; Cluzett al.,2004 ; Jayaraj
et al, 2008 ; Subramaniagt al, 2011) ou abiotique (Mancusa al., 2006 ; Rayirattet al.,
2009 ; Kharet al.,2009).

Concernant les stress biotiques, il s’agit majogtaent de la résistance des plantes a des
attaques d’agents pathogenes de type fongiquesi, Aabramaniaet al. (2011) montrent
gu’'un extrait dAscophyllum nodosumermet de diminuer la taille et le nombre desolési
des plants drabidopsis thalianainfectée parPseudomonas syringaeu Sclerotinia
sclerotiorum De méme, Jayaragt al. (2008) montrent qu’'une pulvérisation foliaire d’un
extrait dAscophyllum nodosutimite les nécroses sur les plants de carotteuiléscavec les

pathogéneglternaria radicina(fig. 1-10) ouBotrytis cinereaEn paralléle de cette réduction
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Figure 1-11 : L'induction de la résistance aux agents pathog@&s chez les plantesLors de l'attaque d'une
cellule végétale par un agent pathogemd, (le pathogene produit des enzymes pectolytiqueesctihe
methylesterases, cutinases, glucosidases ...) ebxieges afin de percer la paroi végétale. Suitetteattaque, la
cellule végétale se défend en produisant non semedes inhibiteurs d'endopolygalacturonase afinatgrer les
enzymes de l'agent pathogéne mais également dgmeszde défense comme les chitinases ou les pectine
methylestérases. Cette premiére phase d'interaatia la plante et I'agent pathogene se produiivaau foliaire

ou racinaire B1) suivant le type de pathogéne et libére des d@eriparois et de membrane issus de la plante
(ronds verts) ou de l'agent pathogéne (ronds ogin@®es débris, constitués majoritairement d'oigobarides
sont appelés éliciteurs. D'autres oligosacchanmes/ent également jouer le role d'éliciteurs ddsribés de la
plante, par exemple ceux contenus dans les exalgtaux (ronds violets). Ces éliciteurs sont camtés des
récepteurs au niveau de la membrane des végétmouetent une cascade de réactions conduisarg aremiere
réaction de défense au niveau du site d'infec@®). Elle se traduit par I'induction de génes de nlege(les géenes
codant les protéines PR) et par la synthése de as¥spde défense (les phytoalexines et les phytamas). Ces
derniers sont actuellement les plus courammerg pitéir étre des signaux diffusibles capables dkégkacer dans
toute la plante pour induire les mécanismes dendéfa distance et seraient donc responsablesntiedaen place

de la Résistance Systémique Acquise (RB3), un état de résistance qui protége la plante gr@rglelques jours
contre des attaques ultérieures d'un large spd@igents pathogeneB4). Cependant, il n‘est pas a exclure que
d'autres molécules (comme des peptides par exemppis3ent étre a l'origine de la mise en placead®3A.
(D'apres Vallacet al, 2004 ; Viotet al, 2008)
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de symptbmes, les auteurs observent une augmentdid’activité d’enzymes liées a la
protection contre les agents pathogenes (peroxgdase chitinases par exemple) mais
également une induction de I'expression des geondant des protéines PR (Pathogenesis-
Related) impliquées dans les réactions de défeeseldntes. Cette induction est également
rapportée par Cluzett al. (2004) chezMedicago truncatularaitée a la parasiticéine, un
éliciteur protéique purifié a partir du champignoomycétePhytophtora parasiticaD’une
maniere générale, lors de l'attaque d’agents pathesy les molécules élicitrices issues des
fragments des parois et des membranes de la marda pathogene généreés lors de l'attaque
(oligo- ou polysaccharides, protéines, peptidepiddis) vont induire la production de
protéines PR, protéines associées aux réactiordéfimse de la plante (fig. 1-11) et qui
participeraient notamment a la mise en place, ¢thgdante, d'une Résistance Systémique
Acquise (RSA, fig. I-11). La RSA est une forme desistance mise en place suite a
I'activation de voies de défenses génétiguemengraromées dans la plante. Les protéines
PR et les phytoalexines induites par la premiéi@yae participent a la mise en place de la
RSA et permettent a la plante d’étre résistante avizis d’'un large spectre d’agents
pathogenes. L'induction des protéines PR et d'augenes de défense par I'extrait algal, sans
contact préalable, permettrait donc a la plantesdedéfendre plus rapidement et plus
efficacement vis-a-vis d'une attaque par un agetihgnéne. En effet, Cluzet al. (2004)
montrent qu’une pulvérisation foliaire d’extraitgal préalablement a l'inoculation du
pathogene protége la plante plus efficacement gujurvérisation foliaire concomitante a
inoculation. Cependant, cette protection ne dguee 2 jours au maximum. L’activité
élicitrice des extraits algaux serait due aux atga qu’ils contiennent, des polysaccharides
ayant une structure tres proche de celle des adlistproduits par dégradation des parois
végetales et/ou fongiques lors de I'infection deaies agents pathogenes. Les alginates des
extraits algaux mimeraient donc I'action des éhgits naturels (Merciegt al. 2001, Cluzeet

al. 2004) et permettrait ainsi une mise en place d®3A a l'origine d’'une meilleure

protection de la plante en cas d’attaque par destagathogenes.

Les extraits d'algues en pulvérisation foliaire aldnc la propriété de limiter les effets
négatifs des attaques d’agents pathogenes fongmuésctériens en stimulant les défenses
naturelles de la plante. Mais les pathogenes faegigqne sont pas les seuls concernés par la
protection induite par les extraits algaux. lls minent également les attaques des nématodes
et des aphides. Ainsi, Wet al. (1998) rapportent une baisse de la fécondité danatede
Meloidogyne javanicaen réponse au traitementAdabidopsis thalianapar un extrait



Control

Figure 1-12 : Induction de la résistance aux basses températureshez des plantules
d'Arabidopsis thaliana traitées par un extrait d'Ascophyllum nodosum Les graines
d'Arabidopsis thalianasont mises a germer directement en boite de Bdtrun milieu solide
contenant 1% de saccharose additionné (ANE) ou (@ontrol) de 1 g.B! d'extrait
d'’Ascophyllum nodosunies graines sont ensuite mises a germer a 18Jours aprés la
germination, la température de la chambre de @ilest descendue a -2°C pendant 24h puis
baissée progressivement (de 1°C par jour) jusdi€endre la température désirée : -5,5; -6,5 ou -
7,5°C. Apres 24h a la température désirée, legddie Pétri sont placées 12h a 4°C puis remises
dans des conditions normales de culture (18°Ctal® de survie des plantules est mesuré 48h
apres le retour aux conditions normales de cul{apres Rayiratlet al, 2009)
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d’Ascophyllum nodosumDe méme, Hankins et Hockey (1990) montrent une
diminution du nombre de parasites du gehetranychus urticasur des fraisiers traités par
un extrait dAscophyllum nodosurhes extraits algaux agiraient par un effet d'p&ence lié
aux meétaux chélatés gu’ils contiennent (Kretnal. 2009). Par ailleurs, Wet al. (1998)
montrent également que la réduction de la fécortiitéiématode observée en réponse aux
extraits algaux est comparable a ce qui a pu &sergé en réponse a un traitement par des
bétaines. Ces molécules présentes dans les exlgitsx pourraient donc également étre
responsables de la protection des plantes corgral@geurs de type nématodes ou aphides.
Par ailleurs, outre une meilleure protection desif@s contre les stress biotiques, les extraits

algaux sont également bénéfiques pour la résisdesplantes aux stress abiotiques.

En effet, Rayirathet al. (2009) montrent une augmentation de la résistamcestress
thermique (basses températures) pour des plardiAgabidopsis thalianacultivées sur un
milieu nutritif supplémenté en extraitABcophyllum nodosuet exposées au froid (de -5,5 a
—-7,5 °C, fig. I-12). Les auteurs rapportent unenagigtation du taux de survie ainsi qu’'une
diminution des dommages visibles sur les feuillesé@ponse a I'extrait algal comparé a un
témoin non traité. Mancuset al. (2006) montrent, quant a eux, une augmentatiotade
résistance au stress hydrique pour la vigne sudepalvérisation foliaire d’'un extrait d’algue
IPA. Ce traitement permet de limiter la baisse dteptiel hydrique foliaire, de l'activité
photosynthétique et de la conductance stomatigeedie la période de stress mais également
d’accélérer le retour a des valeurs normales pesrnegémes parametres lors de la levée du
stress. Les auteurs attribuent cette protectiortreoles stress aux composés protecteurs
présents dans les extraits algaux comme les bétdé® oligosaccharides ou les composés
lipophiles. Cependant, les composeés lipophiles,rgprésentent 40% de la composition de
I'extrait dans le cas de I'étude de Rayirathal. (2009), sont séduisant comme composés
protecteurs mais leur efficacité contre le strégsmique en application seule n’a jamais été
démontrée dans la littérature. Les bétaines qualksisont bien connues pour faire partie du
groupe des solutés compatibles. Ces moléculesygméralement des composeés trés solubles
de faibles poids moléculaires pouvant s’accumusarsda cellule jusqu’a des concentrations
trées élevées sans devenir toxiques. Parmi ces oletecen plus de la bétaine, se trouve
potentiellement les fructanes, le mannitol, la ipml le sorbitol ou le trehalose. En
s’accumulant, ils permettent de protéger la machéneellulaire contre des stress tels que le
stress hydrique, thermique, salin ou oxydatif (poewue, Chen & Murata, 2002). C’est
pourquoi, certains travaux de recherche se sordgnt@s vers la création de plantes
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Figure I-13 : Schéma de la structure d'un acide humiqueDu fait de leurs fortes masses moléculaires, la
structure exacte de ces molécules est difficiléadlié. Cependant, il est connu que les acides ues font
partie, avec les acides fulviques, d'un ensembietrgé appelé "substances humiques". La séparagsn d
différents constituants des substances humiquesiaese facilement en raison de leurs différences d
solubilité: les acides humiques sont solubles abpkique alors que les acides fulviques sont sciublpH
acide (Baigorret al, 2007).
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transgéniques exprimant de fagon constitutive éeseg de synthése des bétaines, ces
plantes possédant alors une résistance accruetragg gHolmstromet al, 2000 ; Sakamoto
& Murata, 2002). L’application d’extraits algauxrsles cultures pourrait alors remplacer
I'utilisation de plantes transgéniques de par qupod de bétaines, au moins en I'agriculture

biologique.

Bien que les effets physiologiques des extraitawadgsoient assez bien décrits dans la
littérature, il N"'en demeure pas moins que les midoaes d’action de ces extraits sont encore
mal connus. En effet, la plupart du temps, les miéozes d’action sont déduits par analogie
avec des effets de composés appliqués séparénmdes swltures. Comme nous venons de le
voir, les principaux bénéfices de I'apport d’extidialgue aux cultures se manifestent par une
augmentation de la croissance et/ou une stimulates systémes de défense naturels des
plantes. A ce titre, les extraits algaux actuellene®mmercialisés présentent les qualificatifs
«d'activateur de croissance» ou de «stimulateussdddenses naturelles». Par ailleurs, les
extraits algaux ne sont pas les seules moléculesneocialisées en tant qu’activateurs de

croissance, il existe également des solutions & thaside humiques.

[1l. Application de biostimulants dérivés d’acideshumiques

[11.1 Les acides humiques : un ensemble de molécsleomplexes

Les substances humiques sont des composants mdgsigcosystemes terrestres et
aquatiques. Elles résultent de la dégradation ded#ere organique par la faune et la
microfaune du sol. Les substances humiques sonp@sd®es d’'un ensemble de composants
divers de faible poids moléculaire formant des assions dynamiques stabilisées par des
interactions hydrophobes et des interactions hy&lreg (Conte & Piccolo, 1999 ; Smejkalova
& Piccolo, 2008) (fig. 1-13). Ces associations soapables de s’organiser en micelles dans

des environnements aqueux adéquats (Vergd, 2000 ; Sutton & Sposito, 2005).

Les substances humiques sont généralement des geglatomplexes d’acides
humiques, d’acides fulviques et d’humine (fig. [}f13e fractionnement des substances
humiques en leurs différents constituants se taitesbase des pH de solubilisation différents
de ces constituants. Ainsi, a partir des substahoesques brutes en poudre telles que la

tourbe ou les feces de vers de terre, la dilutiansdune solution basique permet de séparer

11
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’humine (qui va précipiter) des acides humiquesfidviques qui restent solubles. La
séparation entre acides humiques et fulvique $eefeuite par acidification de la solution :
les acides humiques précipitent et les acidesdqubs restent solubles. Les acides humiques
constituent la partie la plus active des substahuesques de par leur capacité d’interactions
avec les molécules organiques et inorganiques.c@gacités d’'interactions dépendent de la
structure chimique et de la composition de cesegcltuimiques (Barancikow al, 1997).
Dans ce sens, Kozuch & Pempkowiak (1996), ChrisKr&tzschner (2001), Muscolet al.
(2007a) et Canellast al. (2010) montrent que les acides humiques préselasmius faibles

masses moléculaires possedent les plus forts sffetes plantes.

La structure des acides humiques commence dome adinue de fagon précise grace
a de nouvelles techniques de plus en plus élab@HRSEC, RMN...). Cela permet mieux
appréhender les relations qui peuvent exister degepropriétés physico-chimiques des
acides humiques et leurs effets sur le sol et/splentes.

[11.2 Les effets avérés des acides humiques

De méme que pour les extraits algaux, les actiéngfiques de I'application d’acides
humiques sur les cultures est connu empiriquemempuid de nombreuses décennies.
Cependant, lorsque les chercheurs ont commencéudie€tles propriétés des acides

humiques, deux hypothéses ont rapidement émerg&iwant leur mode d’action :

- Un premier groupe d’équipes de recherche (Piceblal, 1997a ; Imbufeet al, 2005 ;
Abiven et al, 2009) postule que I'effet bénéfique des acidamifjues sur les cultures
serait dO a 'amélioration des propriétés physiguabaniques et biologiques du sol. Cette
amélioration du sol créerait des conditions prapiaa meilleur développement et a la

meilleure croissance du végétal observeée lorsagplication d’acides humiques.

- Pour d'autres auteurs au contraire (Dell’Agnola &rél, 1987 ; Pintoret al, 1999 ;
Quaggiottiet al, 2004), I'application d’'acides humiques aurait eiffet direct sur la
plante. De méme que pour les extraits algaux, dedeaules présentes dans les acides
humiques, telles que les phytohormones par exemg@eaient responsables des
modifications physiologiques et métaboliques ob&esvchez les plantes en réponse a un

traitement aux acides humiques.

12
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Figure 1-14 : Effets de différentes substances humiques sur Eabilité des agrégats du sol
Suivant leurs origines (fumier vert---- , paidleterrée----- ou fumier décompesé-- ), les
substances humiques possédent un pic de stabitigéti sol plus ou moins longtemps aprés leur
application. Celui-ci correspond au maximum de dégtion ou de compostage de la matiere par
la microflore microbienne comme le montre la couttdmoin” pleine. Cette courbe montre
I'action sur le sol des substances pré-humiquesgajuelques mois de dégradations des fumiers)
ou de substances humiques pures (apres quelquéssada dégradation des fumiers). (D'aprés
Abivenet al, 2008)

Tableau I-1 : Capacité d’échange cationique (CEC) de quelquesnstituants et horizons de
sol. La capacité d'échange cationique des sols estiéédfar le nombre de moles de charge + par
kilogramme de sol sec. Les quatre cations échafggeaiajeurs sont Ca Mg?+, K* et Na.

Les constituants et les horizons présentant la fidtte CEC sont les acides humiques et les
horizons humiféres. (Morel, 1996)

Constituants ou type d'horizon CEC (en cmol de charge + . kde sol)
Argile 1/1 - kaolinite 2-15
Argile 2/1 - montmorillonite 80 - 150
M atiere organique du sol 60 - 280
Acides humiques purs 485 - 870
Horizon C, sols sableux 1-5
Horizon € | sur limon d'altération 18
Horizon A, sols argileux-humiféres 60 - 80
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Nous allons donc dans cette partie présenter ¢pgreents proposés par les auteurs soutenant
ces deux principales hypothéses de fonctionnememtegsont pas exclusives.

[11.2.1 Sur les propriétés physiques, chimiqueshkaétlogiques du sol
Les acides humiques sont des constituants fondampentlu sol, issus de la
dégradation de substances organiques non vivaniemlas, végétales ou microbiennes par
les micro-organismes et la faune du sol. lls jouantdle essentiel dans la qualité du sol et

sont en partie responsables de I'amélioration dgeepriétés physiques et chimiques.

Dans le sol, I'alternance d’humidification et delsgége induit la casse des agrégats de
grande taille en particules plus petites sujettd®r@sion et a la dispersion. Un apport
supplémentaire d’acide humique permet donc, pdnilistation des agrégats (Piccod al,
1997a ; Imbufeet al, 2005 ; Abiveret al, 2008), de limiter I'érosion (Piccolet al. 1997b) et
d’éviter le lessivage de l'azote et du carbone @msdonet al, 2000 ; Bossuyet al, 2007)

(fig. 1-14). Les acides humiques sont des substarEgérogenes incluant sur la méme
molécule des groupements hydrophiles acides egaegpements hydrophobes. Lorsque les
groupements acides se dissocient en solution, atactodes agrégats du sol, ils réagissent
avec les cations polyvalents {GaMg®*, AI*") présents & la surface des argiles. Comme ces
groupements acides sont présents sur toute laceud®a I'acide humique, la chélation des
cations peut intervenir simultanément sur plusiepesticules d'argile, entrainant la
stabilisation de la structure (Piccadd al, 1997a). Les acides humiques ont donc également

un effet sur la dynamique des ions dans le sol.

D’une maniere générale, les ions présents dand lgoat disponibles sous deux formes : en
solution dans l'eau, forme particuliere disponildeur l'alimentation des végétaux, ou
adsorbés sur les complexes argilo-humiques, gutitoa une forme de réserve (Duchaufour,
1970). Le passage des ions entre la forme disporéblla forme de réserve est appelé
échange. Le sol est alors défini par sa capaoitéhdnge cationique (CEC). La CEC d’'un sol
est la quantité de cation qu’il peut retenir. Eltgrespond a la somme des principaux cations
échangeables fixés sur les sites négatifs de laamatu sol, il s’agit essentiellement des ions
calcium, magnésium, potassium et sodium. Les adidesiques présentent une forte CEC
(tableau I-1) liée principalement, comme préserdé@sdle paragraphe précédent, a leur
capacité a former des complexes avec les partickdegile. Ces complexes participent donc

a la séquestration des ions’CaMg®*, K* et N& dans le sol puis & leur libération progressive
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Figure 1-15 : Effets de I'application de différentes concentrdons en acide humique sur la
quantité de carbone extractible du solL'expérience est conduite en systeme de rhizadbes,
boites en Plexiglas séparées en 2 compartimentautessus "supérieur" et un au dessous
"inférieur") par une membrane. Le compartiment siepé est celui qui recoit le traitement: soit
aucune addition de matiére organique (Témoin),Isfitmg de carbone organique par kg de sol
(HA-10) soit 14 mg de carbone organique par kgaé€HA-1). La membrane séparant les deux
compartiments empéche le passage des grosses tasldens le compartiment inférieur. Juste
apreés le traitement du sol, des graines de matsnsiges a germer dans les rhizobox. 10 jours
aprés la germination, la membrane séparant les d@muapartiment de la rhizobox est enlevée de
maniére a laisser passer les racines. 15 jourstatds le sol du compartiment inférieur est
analysé 0-2 mm, 2-4 mm et 4-6 mm aprés la memb(BXegprés Pugliset al, 2009)
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selon les besoins de la plante. En plus de ces aaractéristiques de la CEC, les acides
humiques ont également la capacité de chélateptesmétalliques (P& CU* et Zrf* par
exemple), les rendant ainsi plus facilement didplesipour les plantes (Espasedaal., 2005 ;
Garcia-Mina, 2006).

De plus, I'application d’acides humiques sur le @otait des effets bénéfiques sur la
communauté bactérienne en augmentant la quanticardbene et d’azote extractible. Ainsi,
une augmentation de la biomasse microbienne a @éérée pour des cultures de fraisiers sur
du sol amendé avec du vermicompost (acides humiguieaits de féces de vers de terre,
Aranconet al, 2006). Dans ce cas, I'application de vermicompaogfmente significativement
le contenu en azote et en ammonium extractibleotiuCooksonet al. (2005) obtiennent des
résultats similaires dans leur expérimentationaosulppression de la matiere organique du sol
diminue le contenu en azote potentiellement mimsable du sol, suggérant que la matiéere
organique soit le substrat préférentiel de la fldvesol. Puglisiet al. (2009) quant a eux,
montrent non seulement une augmentation de la lsseneicrobienne mais également un
changement dans les communautés microbiennes feégtams la rhizosphere du mais. Il est
intéressant de noter dans cette étude que lesdbaesre servant pour I'expérimentation sont
divisés en deux dans le sens de la longueur, ldesabumiques étant appliqués sur la partie
supérieure alors que les effets sur les commund#éeriennes ont été mesurés dans la
partie inférieure (fig. 1-15). Pour les auteurss kffets des acides humiques dans la partie
inférieure ne peuvent donc étre médiés que pahyaiplogie de la plante et non pas par un
effet direct des acides humiques. Pugksi al. (2009) suggérent alors que ces effets
bénéfiques sur la communauté bactérienne seraienfid’augmentation de la sécrétion de
carbone organique par les racines des planteédsaiCette étude fait donc le lien entre les
deux hypothéses qui s’affrontent sur le mode dactdes acides humiques: un effet
bénéfique des acides humiques sur le sol qui anéenuironnement de culture plus propice
pour les plantes et alternativement ou de facoitiaddelle une action directe des extraits sur

la plante.

[11.2.2 Sur la croissance et le cycle de dévelopmrndes plantes
Pour tester I'hypothése d’un effet direct des axidemiques sur les plantes, les cultures sont
réalisées majoritairement en hydroponie, s’affréssant ainsi totalement de I'élément sol.
Les acides humiques peuvent également étre applidjpéctement en pulvérisation foliaire,

toujours pour  éviter  toute interférence avec le parmment  sol.
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Figure 1-16 : Effets d'un traitement aux acides humiques sur'architecture racinaire des
plantes. A. Effets surArabidopsis thaliana: a- poils absorbants des plantes témoin, b- poils
absorbants des plantes traitées, c- section ragidas plantes témoin, d- et e- section racinase d
plantes traitées par un acide humique. B. Effetslesunais Zea mayk: Systéme racinaire des
plantes traitées par un acide humique (a gauchde¢splantes témoin (a droite). C. Effets sur le
concombre Cucumis sativys: Architecture racinaire des plantes témoin (acbal et traitées par
un acide humique a une concentration de 5 rhgle Carbone (au centre) ou de 100 migde
Carbone (a droite). Tous les auteurs, quelle gitdasplante étudiée, constatent une modificatien d
I'architecture racinaire en réponse a un appolinaae d'acides humiques. Cette modification
intervient non seulement au niveau du nombre deegacecondaires mais également au niveau du
nombre de poils absorbants. La surface racinairecaract avec le milieu s'en trouve ainsi
grandement augmentée pour les plantes traitéesprf3' Schmidet al, 2007; Eyheraguibedt al,

2008; Moraet al, 2010)

Ouverture moyenne des stomates

IAA Hef Hsp FC lumiere
Figure 1-17 : Effets de l'application de différents traitemens sur I'ouverture des stomates du pois
(Pisum sativun). Les plants de pois sont mis en culture pendar 3€maines sur du sol. A l'issue de
la culture, I'épiderme inférieur des feuilles coétpiment développées est prélevé puis mis a flotter
dans du tampon MES. Les échantillons sont alonghés pendant 1h a l'obscurité puis les traitements
suivants sont appliqués pendant 5 min : Témoin sartement ), 1uM d'auxinel@A ), 100 mgC.L-
1 d'acide humique a faible poids moléculaire (<3B@)Hef) ou fort poids moléculaire (>3500 Da,
Hsp), 500 nM de fusicoccinRC). L'effets de chacun de ces traitements sur liture des stomates
est mesuré en absenEg ou en présencer) d'un inhibiteur de la phospholipase A2 (ETYA :dei
7,7-dimethyl-5,8-eicosadienoique). Le traitemernt agides humiques donne une réponse similaire a
celle obtenue par un traitement a l'auxine, alors lg lumiére donne un profil différent. Les réstdt
suggerent que la voie de signalisation des acidesdues est la méme que celle de I'auxine, au moins
pour leurs actions sur les stomates. (D'apres Ruetsd., 2006)
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Dans ces conditions, Eyheraguiletl al. (2008) rapportent une germination et un
passage au stade reproducteur plus rapide poumdissen contact avec un extrait d’acide
humique dans la solution nutritive. Ce cycle dedligppement plus rapide s’accompagne
d’'une augmentation significative de la biomassepastes traitées résultant majoritairement
d’'une modification de I'architecture racinaire étig particulierement d’une prolifération du
systeme racinaire secondaire. Cette prolifératiosy$teme racinaire secondaire en réponse a
une application d’acides humiques semble étreetgffincipal observé dans la mesure ou il
est rapporté par la majorité des auteurs (par ebeesypArabidopsis mais et concombre, fig.
I-16). Ainsi, Atiyehet al. (2002) et Moraet al. (2010) montrent qu’'une application racinaire
sur concombre d’acide humique provenant de résimganiques compostés ou extrait de
sédiments provoque une augmentation significatvdadbiomasse racinaire comparé a des
plantes témoin non traitées. Pour compléter cedeétsur 'augmentation de la biomasse
racinaire, Schmidtet al. (2007) montrent une modification de [I'architecturacinaire
d’Arabidopsis thalianaet en particulier de la formation des poils abaotb en réponse a un
acide humique extrait de tourbe. Parallelementesi constaté une augmentation de la
longueur de ces poils absorbants. Ayesal. (1996) quant a eux, comparent les effets de
deux types d’acides humiques sur une culture d’etgsbtiennent des résultats similaires aux
études précédentes sur la biomasse racinaire aagom®® d’'une augmentation de la biomasse
aérienne. De méme que pour les extraits algauwagpaphe 8l11.2.2), les auteurs attribuent
majoritairement ces effets aux phytohormones camgmans les acides humiques ou a leur
action hormone-like. Par ailleurs, certains autaaggportent que les effets positifs sur la
croissance des plantes pourraient également &rawdunutriments (Forde et Lorenzo, 2001)

et/ou aux polyamines (Couétal, 2004) présents dans I'extrait.

Par ailleurs, dans plusieurs études, cette augtimmtale la biomasse aérienne est
accompagnée d’'une augmentation de I'ouverture toesases et de la teneur en chlorophylles
des feuilles. Russedit al. (2006) observent ché2isum sativunune ouverture des stomates a
I'obscurité en réponse a un traitement aux acidesidues issus de feces de vers de terre (fig.
I-17). Cette ouverture des stomates est inférieureelle induite par la lumiére blanche,
cependant, elle est du méme ordre de grandeur'@usefture des stomates induite par un
traitement a I'auxine a I'obscurité. De méme, dgseiences d’'inhibition de la phospholipase
PLA2, connue pour modérer les effets de I'auxine Iea stomates mais pas l'effet de la
lumiere blanche, diminue également I'ouverture itelpar les acides humiques, suggérant

que l'effet de ces derniers sur les stomates engrlan méme voie de signalisation que
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Figure 1-18 : Effets d'un traitement par un acide humique issude tourbe (WEHS) sur
l'absorption nette de nitrate (en nmol NQ;. g MF -1racinaire. min-) par le mais Zea may}. Les
plants de mais sont cultivés pendant 4 jours esepig® d'une solution nutritive contenant 200 pM de
nitrate puis mis en contact pendant 4, 8, 12 oug4tt des solutions ayant les compositions suisante
A. Control = solution contenant 25 pM d'ammonium,;N©solution contenant 25 pM d'ammonium
+ 200 pM de nitrate, NGFWEHS = solution contenant 25 pM d'ammonium + 260de nitrate + 5
mg de carbone organiquétld'acide humiqueB. Solution nutritive sans azote avec (WEHS) ou sans
(Control) addition de 5 mg de carbone organiquellacide humiqueC. Solution de CaS£a 5 mM
avec (WEHS) ou sans (Control) addition de 5 mgatbane organique:Ld'acide humique.

A l'issue de ces traitements, les racines desqsastint collectées, rincées puis immergées ped@ant
min dans une solution contenant 200 pM KNtD4 mM CaSQ L'absorption nette de nitrate est alors
mesurée par la disparition du nitrate dans la moiu{D'aprés Pintoet al, 1999)

racines feuilles

NRT2.1

LB v [l ' 5 - W A

T LMS T LMS

Figure 1-19 : Effets d'un apport d'acide humique de faible mase moléculaire sur le niveau
d'expression des génes impliqués dans le transpatti nitrate chez le mais Zea may3 Les graines

de mais sont mises a germer pendant 96h puis desufds sont cultivées pendant 14 jours sur de la
solution nutritive Hoagland. Les plantes sont eesinicubées pendant 48h soit dans une solution
d'acide humigue de faible masse moléculaire a®F6.L1 (LMS) soit dans une solution de CaSiD1

mM (T). A la fin du traitement les ARN sont extraits pwnalysés par PCR semi-quantitative. Le
niveau d'expression de 4 géenes est alors mesuetlelifeuilles et les racines des plantes traigées
témoin : le transporteur de nitrate a haute affiNNRT2.1, le transporteur de nitrate a faible affinité
NRT1.1ainsi que deux isoformes de la pompe H+/ATPase breemaire Mhal etMha2. Le géne de
I'ubiquitine est utilisé comme contréle de charge et de PCRp(Bs Quaggiottt al, 2004)
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'auxine. Cette conclusion rejoint alors les étugescédentes et suggere que les effets des
acides humiques seraient médiés par les phytoh@snddependant, il est connu que les
stomates réagissent aux stimuli extérieurs commealdiations lumineuses, la température, le
vent ou I'humidité (Jones, 1998). Dans les étudexguemment citées, il devient alors
difficile de savoir si les modifications d’ouverturdes stomates induites par les acides
humiques sont dues aux conditions expérimentaamndrceau de feuille étant baigné dans du
tampon) ou plus spécifiquement a l'auxine contedass I'extrait. Quoi qu'’il en soit, ces
effets sur les stomates s’accompagnent de moddisatdes activités respiratoires et
photosynthétiques. En outre, Tejada & Gonzalez 42®@ntrent que du riz traité avec des
acides humiques présente une teneur significatimeswgpérieure au témoin en chlorophylles
a et b ainsi qu'en caroténoides. En parallele,aeeurs montrent une augmentation des
teneurs foliaires en nutriments (N, K, Mn, Cu, Zsljggérant ainsi une activation du

métabolisme général de la plante et en particdiédrabsorption de ces nutriments.

[11.2.3 Sur le métabolisme des plantes

a. Absorption des nutriments.

Les acides humiques sont connus pour leurs eftestisifis sur I'absorption de nutriments,
en particulier pour I'azote. Ainsi, Dell’Agnola &atdi (1987), Pintoret al.(1999) et Nardet
al. (2000a) montrent que I'application d’'une fractidfacide humique de faible masse
moléculaire (< 3500 Da) issus de feces de lomhugneente significativement I'absorption de
nitrate parCynodon dactyloret par le mais (fig. I-18). Keelingt al. (2003) obtiennent des
résultats comparables chez le colza et le bléégaitvec du compost. Chez le mais, en
parallele de cette augmentation de I'absorptiomittate, Quaggiottet al. (2004) rapportent
induction de genes impliqués dans le transporindrate NRT2.1dans les feuilles, fig. I-
19). Une partie des auteurs attribuent cet effeditiposur l'absorption de nitrate aux
phytohormones contenues dans les acides humiquesi, MellAgnola & Nardi (1987)
comparent les effets des acides humiques sur Fptiso de nitrate a ceux observés en
réponse a 'application d’auxine ou de gibbereBingintonet al. (1999) et Quaggiotiet al.
(2004) quant a eux, attribuent cet effet a I'adtora des pompes HATPases membranaires
racinaires (fig. 1-19). Ces pompes sont connues paintenir le gradient de protons entre le
cytoplasme et le milieu extra-cellulaire, permettainsi 'entrée des ions dans la cellule. Ces
pompes sont normalement activées par le nitrateagiive sa propre voie d’absorption et

d’assimilation. Pintoret al. (1999) montrent que I'activation de ces pompesémonse aux
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acides humiques est supérieure a ce qui a pu Bsena@ en réponse a un apport de nitrate
seul, suggérant ainsi que l'effet bénéfique neiseas di a un simple «signal nitrate» et

pourrait potentiellement modifier I'absorption dteas éléments minéraux.

En effet, la littérature rapporte des effets stantides acides humiques sur I'absorption
de macronutriments comme P ou S mais également I'absorption de plusieurs
micronutriments, notamment Fe, Cu ou Zn pour les mités. Ainsi, Ayusat al. (1996)
rapportent une augmentation de I'absorption ded2 tbrge traitée avec du compost ou des
acides humiques extraits de tourbe. De méme, Eghdral et al. (2008) montrent une
augmentation des teneurs en S foliaires et raeim&n réponse a un traitement avec un acide
humique issu de compost. Pour ces deux auteursaamsnulations de P et S se font en
parallele d'une accumulation d’azote. Ces mémeseuasit montrent également des
enrichissements des plantes en manganéese, feivet¢ ¢Ayusoet al, 1996 ; Cescet al,
2002 ; Eyheraguibekt al, 2008). Garcia-Minaet al. (2004) obtiennent des résultats
comparables chez le blé et le tréfle en testantdeglexes humus-métal sur différents types
de sol. En effet, méme si les résultats peuvenéwvan fonction du type de sol, ces auteurs
montrent qu’un traitement aux acides humiques pediaigmenter le prélevement en fer,
cuivre et zinc. Selon ces auteurs, ces effetsesunlitriments seraient dus a la capacité des
complexes humus-métal a chélater les nutrimentsiitaint ainsi le lessivage des
microélements tout en augmentant leur disponibpitéir le végétal (Garcia-Minat al,
2004). Eyheraguibeket al. (2008) suggerent quant a eux que cette augmemtate
'absorption résulte de 'augmentation de la bioseasacinaire et/ou de I'augmentation du
flux hydrique. En effet, des travaux réalisés cleemais montrent que les acides humiques
stimulent les flux hydriques de la plante. Cettaspgrande consommation d’eau pourrait
permettre I'augmentation de I'absorption des nutrits puisque ces deux phénomenes sont
partiellement liés. Quoi qu’il en soit, il est géalément admis que les modifications de flux
hydriques et d’absorption minérale s’accompagnénheld augmentation du métabolisme
cellulaire essentiel a I'assimilation des nutringeet a 'augmentation de la production de
biomasse. De ce fait, on peut donc s’attendre gued’apport d’acide humique induise, chez

les plantes traitées, des modifications du métaivaicellulaire

b. Métabolisme cellulaire
Nardi et al. (2000b) et Carlettet al. (2008) montrent qu’une application d’acides huregu

issus de feces de vers de terre modifie le protéolmemais. Ainsi, les protéines
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Figure 1-20 : Principales voies métaboliques activées ou répriraé chezArabidopsis thalianaen
réponse a un traitement par 1 mgC.t! d'acide humique Les graines @Arabidopsis thalianasont
mises a germer sur un milieu solide. Au quatrieoueg aprés la germination, les plantules sont iéeab
pendant 30 ou 120 min dans une solution d'acideiquera 1 mgC.L&&. Deux témoins sont réalisés, un
premier au temps Id'incubation et un autre a chaque point de cinétavec des plantes incubées dans
de l'eau distillée, afin de sélectionner uniquentenigénes de réponse a l'acide humique et deisgrpr
l'interférence de génes liés au développement airass. A chaque récolte, les ARN de 70 plantes so
extraits puis analysés selon la méthode cDNA-AF&Buls les génes différentiellement exprimés en
réponse a l'acide humique et communs aux deuxspdmtcinétique (30 et 120 min) sont retenus puis
classés selon Gene Ontology. Les graphiques indiguers le pourcentage de génes activés ou réprimé
appartenant a chaque voie métabolique. Les nomantes parenthéses indiquent le nombre total desgéne
activés ou réprimés. (D'apres Trevisdral, 2011)
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dont le niveau d’accumulation est affecté par lgses humiques peuvent étre classées en
cing catégories (Carlettt al, 2008) :

métabolisme et énergie (sucrose synthase, malateyddgénase, méthionine
synthase...),

- transporteurs et facilitateurs (ATPases...),

- interaction avec I'environnement (protéines 14-&&ne oxyde synthase...),

- signalisation (lipoxygénases, calcium-dépendara&pre kinase...),

- défense et protection de la cellule (lipoxygénaghkenylalanine ammonia-lyase...).

La majorité des protéines identifiées est répriméaéponse a I'acide humique. A titre
d’exemple, on peut citer des protéines enzymatiqogdiquées dans la néoglucogenese,
telles que la glyceraldéhyde 3 phosphate deshydesge la phosphoglycerate mutase ou
I'énolase (Muscolet al, 2007b). En outre, Nardit al. (2002a, 2007) montre une activation
des voies d’absorption et d’assimilation de I'az@i@si que de la glycolyse et du cycle de
Krebs, chez des plantules de mais en réponse raitentent aux acides humiques. Muscolo
et al. (1999) quant a eux rapportent une augmentatiol’ag#ivité enzymatique de la
glutamate deshydrogénase, de la glutamine syntlsale la phosphoenolpyruvate
carboxylase pour des plants de carotte traités alesc acides humiques. De facon
surprenante, la plupart de ces enzymes intervi¢raaers le métabolisme azoté de la plante
et sont donc susceptibles d’étre induits par leatdat Ces résultats confortent I'hypothese
selon laquelle les acides humiques agiraient sypldate en modifiant la disponibilité des
nutriments. Cependant, dans une étude plus récamtdes effets des acides humiques,
Trevisanet al. (2011) se concentrent sur des techniqgues moléesléAFLP et PCR) pour
montrer un effet majoritairement positif, avec wida humique contenant des auxines, sur
une centaine de genes impliqués dans le métabotisthdaire primaire, la croissance et le
développement (fig. 1-20). Parmi ces genes domplession est augmentée par le traitement,
on trouve notamment des genes de réponse aux [pingiohes, des génes codant les
protéines des photosystemes | et Il, ainsi quegéass codant des facteurs de transcription.
Ces résultats confirment alors les études physmleg rapportant les effets des acides
humiques sur les différentes voies métaboliquegptisdes comme la glycolyse, le cycle de
Krebs ou la photosynthése.

Ainsi, comme nous venons de la voir, les acidesigues entrainent des modifications

métaboliqgues du végétal en réprimant certainessvommme la néoglucogénése, et en
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Figure |-21 : Effets d'un traitement par du vermicompost (acices humiques issus de feces
de vers de terre) sur le développement d'insectedlyzus persicag sur les plants de
tomate (Lycopersicon esculentuin Les plants de tomates sont cultivés pendant Aises

sur sol puis placés dans des cages en Plexigkisanrde 4 plantes par cages. Le sol des pots
est ensuite arrosé par de l'eau ou par une soldtamide humique, puis 100 insectes sont
lachés dans chaque cage. Le nombre d'insectetapée pst ensuite mesuré entre 1 et 14 jours
aprés le début du traitement. Les valeurs sontireges en nombre moyen d'insectes par
plante au cours du temps en fonction de la conaiimtren acide humique appliquée. Pour un
méme traitement, les moyennes suivie d'une ménie lee sont pas significativement
différente & p<0,05. (D'aprés Edwasdsl, 2010)
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activant d’autres, comme le cycle de Krebs ou leab@isme azoté. Pour la majorité des
auteurs, ces régulations métaboliques en réponsexrtaits humiques seraient dues a des
composeés a activités hormone-like ou aux phytohaeaaontenues dans ces extraits. Dans
ce sens, Muscolet al. (1998, 1999, 2007b) démontrent la présence d'auxians des
fractions d’acide humique présentant une fortevaiétbiologique. Le mode d’extraction des
acides humiques a également son importance. Alasdi et al. (2002b, 2000a) étudient les
effets physiologiques d’acides humiques extraitsndaiére traditionnelle (a I'eau ou a l'aide
d’'une solution de KOH), comparé a des acides huesigextraits a I'aide d’'une solution
d’exsudats racinaires de mais. Les auteurs rappaters que les acides humiques extraits a
I'aide d’exsudats racinaires présentent une aéthiblogique supérieure aux acides humiques
extraits traditionnellement. Les auteurs proposdotts que cette activité accrue soit liée au
fait que les acides humiques extraits par les etsudhcinaires présentent une plus forte
concentration en phytohormones (Nagedial, 2000c) et une plus faible masse moléculaire
(Nardi et al, 2005). Toutes ces études soulignent donc lesae$aqui peuvent exister entre
la structure de l'acide humique et son activitéldgayue, suggérant ainsi que les acides

humiques de faible masse moléculaire seraientgutifs sur les plantes.

l11.2.4 Sur la résistance aux stress

Les acides humiques permettraient également dégeoia plante contre les stress
biotiques et abiotiques. Edwards al. (2010) montrent par exemple, pour des cultures de
tomate Lycopersicon esculentyret de concombreCucumis sativadont le sol a été imbibé
de solution d’acide humique (5, 10 et 20%, v/v)e wuppression de I'établissement des
parasites Nlyzus persicaePseudococcus citriTetranychus urticae une diminution de leur
taux de reproduction et méme une mortalité élewéedes traitements avec les solutions les
plus concentrées en acide humique (fig. 1-21). Aoaret al. (2005) rapportent également une
diminution de la population des insectes, asso&iéme diminution des dommages sur des
plants de poivre lorsque ceux-ci sont traitées ypaextrait de vermicompost. Ces auteurs
proposent différents mécanismes pour expliquerirtanadition des effets néfastes des agents
pathogenes. Une premiéere hypothése propose quedistinution soit due a l'inappétence
des plantes traitées liée aux phénols solubleept®slans les extraits. Ces phénols seraient
absorbés par la plante et diminueraient ainsi gestibilité pour les insectes (Edwasetsal,
2010). Le second mécanisme, proposé par Araatah (2005), repose sur la différence de
nutrition entre les plantes traitées et non-traifgar le vermicompost. Ainsi, ils montrent que

la substitution d’un engrais par le vermicomposhidue trés fortement les attaques d’agents
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pathogenes. Le changement de disponibilité desnmerits ou le changement dans leur
répartition dans le sol modifierait la morphologle la plante de facon a la rendre plus
résistante aux stress (Patrigueh al., 1995). Selon les auteurs, cette derniére hypothéese
permettrait également d’expliquer les effets bénafs des acides humiques concernant la

résistance des plantes aux stress abiotiques.

En effet, plusieurs auteurs se sont intéresség@sistance au stress salin induite par
un traitement aux acides humiques. L'applicaticaciies humiques sur un sol contaminé par
des eaux salées permet alors de limiter 'effetsttess. Dans ce contexte, Lakhddral.
(2008) montrent un maintien de la croissance, derlaur en chlorophylles et de la teneur en
Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase oxygénaskigga) chez I'orge maritime stressé et
traité par des acides humiques. De méme, Letngl. (2005) montrent que dans des sols
soumis a salinisation, I'application d’'acide hungquermet d’augmenter les activités
enzymatiques des uréases, phosphatases et dedmnalkeg ainsi que la respiration au niveau
de la rhizosphere. Selon ces auteurs, les effetéfip@ies des acides humiques sur le stress
salin pourraient étre dus aux nutriments gu'ilstmyment. En effet, 'enrichissement du sol
en calcium et potassium suite a I'apport d’acidesigues permettrait de limiter I'absorption
de sodium par les plantes, diminuant ainsi lesteftilétéres de celui-ci sur I'activité
cellulaire. Ces effets sur les activitées cellulaisont également montrés par Goretaal.
(2005) qui mettent en évidence le maintien d’'unleyuitotique et d'une synthese protéique
normale chez des plantes traitées par un acideduanpuis exposées a un stress abiotique
(herbicide ou irradiation des graines). Ainsi, Bsdes humiques auraient la capacité de
maintenir le métabolisme de la plante a un niveaumal malgré le stress (maintien de la
synthese protéique, maintien de I'absorption désmants). Par ailleurs, les acides humiques
auraient une action anti-mutagéne qui limiterast teodifications chromosomiques pouvant

étre induites par les herbicides ou les irradiation

Les effets des acides humiques sur le sol et latglaont donc assez bien décrits dans la
littérature. 1l existe cependant une différencereenes deux types d’acides humiques
généralement utilisés dans ces études qui soraitsxgoit de compost transformé par des
lombrics, soit directement des sédiments commeolabe. En dépit de différences de
composition et de doses utilisées, ces deux tyjaesdés humiques ont des effets bénéfiques
sur les plantes relativement similaires (Ayseioal, 2006). Cependant, comme pour les

extraits algaux, les mécanismes a l'origine de efésts sont majoritairement supposés et
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Tableau |-2 : Comparatif entre les principaux effets rapportésdans la littérature pour les extraits algaux et

les acides humiques.
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Figure |-22 : Effets du nitrate, d’'un apport d’extraits d’algu es ou d’acides humiques sur le métabolisme
azoté des végétauxLe nitrate active I'expression de tous les géarmkant les enzymes intervenant dans son
propre métabolisme. Les extraits d’algues et ledeachumiques miment cette activation pour uneigales
génes. (D’aprés Muscokt al, 1996; Stitt, 1999; Cluzedt al.,2004; Mérigout, 2006; Nardit al, 2007).
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rarement démontrés. Néanmoins, des solutions dadidmiques sont déja vendues dans le
commerce comme activateur de croissance, autant |@su particuliers que pour les

agriculteurs. Comme pour les extraits algaux, geslyts sont le plus souvent estampillés
«utilisable en agriculture biologique». On voit ral@ue malgré les différences qui peuvent
exister entre les extraits algaux et humiques,eitérainent chez les plantes des effets

similaires pouvant étre mis en paralléle.

[11.3 Paralléles entre les extraits algaux et lesades humiques

Les extraits algaux et les acides humiques présewtes effets similaires sur les
plantes. Les auteurs rapportent a chaque foisufgaentations de croissance, principalement
dues a l'augmentation de la biomasse racinaire, adtivations du métabolisme et des
protections contre le stress (tableau I-2). On ,peat exemple, citer le métabolisme azoté,
processus essentiel pour les plantes et donc lameétudié, pour lequel il est possible de
retrouver les mémes genes activés en réponse @dstamique, a un extrait d’algue brune
ou verte et au nitrate. La figure 1-22 montre aigpsiil existe un certain nombre d’analogies
portant sur les génes impliqgués dans le métabolesroté et dont I'expression est induite a la
fois par le nitrate et les extraits algaux ou humg] que ce soit pour I'absorption du nitrate
(NRT2 .1) ou son assimilation (Nii, Nia, GLN1 et 2bmme c’est aussi le cas pour les génes
codant des enzymes assurant la dégradation du gigtu€ependant, pour certains extraits
notamment les extraits algaux (Duragidal, 2003), les auteurs précisent que la quantité de
nitrate contenue dans l'extrait n'est pas suffisgmbur expliquer a elle seule les réponses
observées lors de l'application de I'extrait suplante. Par ailleurs, pour les extraits algaux,
la protection des plantes contre le stress estcoe@uplus détaillée dans la littérature. Cela
résulte probablement d’'un effet spécifique desagtstralgaux qui n’est pas retrouvé chez les
acides humiques tel que I'induction des protéineq®luzetet al, 2004). De méme, pour les

acides humiques, les effets sur le sol sont begquplus étudiés que pour les extraits algaux.

On peut alors se demander comment ces deux extemt@pparence si différents
peuvent donner des effets trés proches sur la glbgs du végétal. La réponse se trouve
peut-étre dans les modes d’action proposés. Pqulupeart des auteurs, les effets bénéfiques
des extraits algaux et humiques sont majoritairematdiés par les phytohormones qu’ils
contiennent. La plupart des extraits présentésilsqsoient issus d’algues ou d’acides

humiques, possedent une action hormone-like (imguctune synthése de phytohormate
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novodans la plante) ou contiennent des phytohormagikes tque I'auxine ou les cytokinines
principalement. Les effets de ces deux hormonetesyslantes sont déja bien décrits dans la
littérature. Ainsi, les cytokinines seraient impléges dans la division cellulaire, I'émergence
et la croissance des tiges, le retard de la sémescd’accumulation de pigment et le
développement et la division des plastes (pouragetieylet al, 2011). L'auxine, quant a
elle, serait impliquée dans la division et la diigciation cellulaire, le contréle de la
dominance apicale, les réponses trophiques et,goluapport avec nos extraits, la formation
et le développement des racines. Dans ce sens,ePibd. (1979) et Evan®t al. (1980)
rapportent que les faibles concentrations en IAgnaentent I'élongation racinaire alors que
les fortes concentrations auraient plutdt un effdibiteur. Cet effet inhibiteur des fortes
concentrations en auxine est bien connu puisgertlde base pour la composition de certains
herbicides (Kelley & Riechers, 2007). Ces herbisigessedent un cycle aromatique proche
de celui de l'auxine et peuvent donc se fixer ssrrEcepteurs auxiniques de la plante pour, a
faible dose, mimer les effets des hormones endegéte a forte dose, induire des
malformations chez les dicotylédones. L’effet degtphormones passe donc par l'interaction
entre la phytohormone et son récepteur dans laegl@ependant, selon différents auteurs, les
récepteurs des phytohormones dans la plante restemtre en majorité a identifier. De
I'identification de ces récepteurs dépend l'ideatifion des cibles réelles des phytohormones
dans les plantes et peut-étre une meilleure appsére des effets des extraits algaux et

humiques sur la physiologie de la plante.

Par ailleurs, les extraits algaux et les acidesifues possedent plusieurs cibles dans
la plante et les études réalisées jusqu’a prégepermettent pas a ce jour d’en faire une liste
exhaustive. Les études les plus avancées sontscedldisées en réponse a des acides
humiques par Carlettet al. (2008) et Trevisaret al. (2011) sur les modifications de
I'expression de certains génes ou de certainegipast. Néanmoins, il s’agit a chaque fois de
données parcellaires sur un ou deux points deigugstsur une centaine de genes/protéines
cibles choisisa priori. Il est donc difficile de tirer des conclusionsngéales sur les cibles
meétaboliques de ces extraits dans la plante. Arainnaissance, il n’existe pas d’études plus
globales sur des effets des extraits algaux surnieslifications transcriptomiques et
protéomiques chez les plantes.

V. Hypothéses et objectifs de recherche
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L'utilisation d’extrait algaux et d’acides humiquesn substitution, ou plus
raisonnablement en complément, des fertilisantsytghese actuellement utilisés pourrait
contribuer a réduire la consommation de fertilisa@h permettant aux plantes d’étre plus
efficaces dans le prélevement des nutriments. Catigmentation du prélevement et
'amélioration de la structure des sols réduirajalément les pollutions des eaux par la
diminution du lessivage du nitrate. Cependant, degles menées jusqu’a présent sur les
acides humiques et les extraits algaux laisseninalabreuses questions sans réponse,

notamment sur les modalités d’actions de ces éxisar les plantes.

C’est dans ce contexte que s’inscrit le projet AZOBER qui a notamment pour but
de développer des stratégies pour gagner des pbéfticience nutritionnelle chez les plantes
de grande culture tout en protégeant I'environngmiés’'intéresse donc naturellement aux
potentialités des molécules biologiqgues comme }ésigs algaux et les acides humiques. Ce
travail de thése est alors basé sur deux hypotliesteavail principales :

Hypothese 1. L’activité des extraits algaux et des acides ioues peut étre potentialisée par

des modifications chimigues ou des nouveaux pracdtraction.

Les effets des extraits algaux sont majoritairenaeist comme nous venons de le vaoir,
aux molécules qui les composent : phytohormonetgires, nutriments... On peut alors
supposer que le procédé de fabrication des exéraugstir des algues fraiches a un impact non
négligeable sur les effets de ces extraits suddate. De méme, l'activité biologique des
acides humiques peut étre liée non seulement aytolpbrmones et aux nutriments qu’ils
contiennent mais également a leurs propriétés whés Ces propriétés améliorent non
seulement la mise a disposition pour la plantendésux et des nutriments dans le sol, mais
serait également a l'origine d’'une meilleure siahtion des sols. Dans la mesure ou la
capacité de chélation est étroitement liee auxtions chimiques présentes sur les molécules
d’acides humiques, il peut étre supposé qu’'une auggtion du nombre de ces fonctions
pourrait se traduire par une augmentation des dapathélatrices de I'acide humique et de ce

fait a une augmentation son activité biologique.

Afin de vérifier cette hypothese de travail, nosrt@aaires industriels (CIPAV
Pampelune et BiotechMarine, groupe Roullier) nauisfourni 5 extraits algaux et 10 extraits

humiques. Les 5 extraits algaux proviennent de mg@lsa de deux alguesAscophyllum
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nodosumet Fucus serratusLe but étant de sélectionner la meilleure espatgue en
identifiant le(s) extrait(s) ayant un impact pdsstir la croissance et la nutrition minérale du
colza. Concernant les acides humiques, il s’agisseacomparer des molécules natives a des
molécules modifiées chimiquement. Nous avons dastét3 acides humiques natifs, un
extrait de léonardite (roche riche en substancesidues provenant de la République
Tcheque), un extrait de tourbe (matériaux produipadtir de la fossilisation de débris
végetaux provenant de Galice en Espagne) et uaitegtrénolique de Quebracho (extrait de
I'écorce riche en tannin d’'un arbre de la familes animosas). Les 7 autres acides humiques
AH1 a AH7 résultent, pour AH1 a AH3 de I'oxydatide la tourbe par le quebracho et pour
AH4 a AH7 de I'oxydation de la Iéonardite par leeqeacho.

Ces 15 extraits sont testés pour leurs effets esuaolza en suivant des parametres
physiologiques définis a partir de la littérature cemmuns a tous les extraits tels que
'augmentation de croissance, 'augmentation deteur en chlorophylles et 'augmentation
de l'efficience d’utilisation de I'azote (EUA). Qetétape de criblage offrant 'opportunité de
comparer tous les extraits sur une méme base dditioms de culture et de parametres
mesurés, il sera alors possible (i) d'évaluer €eftlu procédé d’extraction ou de la
modification chimique sur l'activité biologique da molécule mais également (i) de
comparer les effets d’'un extrait algal et d’'un acilimique sur une méme plante : le colza.
Ce dernier point permettra de réaliser une étudepecative des effets des deux types
d’extraits sur la croissance et la nutrition mimérdu colza, comparatif qui extrémement
difficile a évaluer a partir de la littérature pmyigen régle générale ces deux types d’extraits
sont étudiés séparément sur des plantes difféereetepar des équipes différentes.
Consécutivement, tout extrait algal ou humique ayareffet bénéfique sur tout ou partie des
parametres définis précédemment (augmentation bietaasse, de la teneur en chlorophylles
et de 'EUA) sera retenu, et donnera lieu a un e d’expérimentations visant & mieux

appréhender les voies métaboliques réguléptantapar cet extrait.

Cette premiere approche de criblage constituenardenier chapitre de résultat qui

suivra une présentation des matériels et méthadeses.

Hypothése 2: Les extraits algaux et les acides humiques s®hij in planta des

modifications métaboliques a I'origine d’'une maille croissance du végétal.
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Ces modifications métaboliques ont été montréegagtie dans la littérature pour les
acides humiques. Cependant, il s’agit toujoursudiés a petite échelle sur quelques génes
cibles choisis dans les métabolismes d'intérétleftaet al. (2008) et Trevisaet al. (2011)
ont réalisé des études un peu plus complétes sorétabolisme du mais en réponse aux
acides humiques. Mais il s’agit a chaque fois decdptions de résultats non confirmés par
des études physiologiques plus poussées. Parrgjliunotre connaissance, ce genre d’étude

n’a jamais été réalisé pour les extraits algaux.

Afin de déterminer, de la maniere la plus précisessiple, les modifications
meétaboliques régulées dans la plante par les &xteansi que leurs principales cibles
moléculaires, nous avons combiné une analyse tiptwoique a grande échelle a des
analyses physiologiques telles que des analysesmatizjues, des analyses de contenu des
plantes en nutriments et des observations en noigpes. Pour cela, une puce ADN
spécifiqgue du colza et récemment disponible sealsad. Cette approche transcriptomique
comparative (entre les plantes traitées avec Béx#igal ou humique et les plantes témoin),
permettra d’identifier les genes dont I'expresssgh modulée par I'apport d’extrait et ainsi de
cibler les voies métaboliques pouvant étre a linegde l'augmentation de croissance
observée au niveau physiologique. Selon les valxesarnées, des analyses physiologiques
plus poussées seront menées afin de confirmer agtevation ou la répression observée au
niveau génétigue se retrouve bien au niveau plogigpie. Pour ces études, seuls les extraits
sélectionnés a lissue de l'étape de criblage seuntitisés. Les objectifs et les résultats
afférents a cette seconde hypothese de travaiitféabjet du deuxiéme chapitre de résultat.
A l'issue de ce dernier une conclusion généraleadravail de recherche sera présentée et la

discussion des résultats permettra de dégageretdgsqautives de recherche.

Globalement, 'ensemble de ce travail a fait I'dlijes manuscrits de publications suivants :

- Laétitia Jannin, Mustapha Arkoun, Philippe EtienRbilippe Lainé, Didier Goux, Maria

Garnica, Marta Fuentes, Sara San Francisco, RoBaitgorri, Florence Cruz, Fabrice

Houdusse, José-Maria Garcia-Mina, Jean-Claude YAlain Ourry. Brassica napus

growth is promoted byAscophyllum nodosorfl.) Le Jol. seaweed extract: Microarray
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analysis and physiological characterization of N,a@d S metabolisms.oBmIs A

JOURNAL OF PLANT GROWTH REGULATION.

Laétitia Jannin, Mustapha Arkoun, Alain Ourry, Hipe Lainé, Didier Goux, Maria

Garnica, Marta Fuentes, Sara San Francisco, RoBaitgorri, Florence Cruz, Fabrice
Houdusse, José-Maria Garcia-Mina, Jean-Claude YRMilippe Etienne. Microarray
analysis of humic acid effects d@rassica napugyrowth: Involvement of N, C and S

metabolisms. S8UMIS A PLANT AND SOIL.

Par ailleurs, dans le cadre de mon activité dolpjai été associée en tant qu’auteur au

manuscrit de publication suivant :

Mustapha Arkoun, Laétitia Jannin, Philippe Lainéjlippe Etienne, Céline Masclaux-

Daubresse, Maria Garnica, José-Maria Garcia-MiaanClaude Yvin, Alain Ourry. A
physiological and molecular study of the effects afckel deficiency and
Phenylphosphorodiamidate (PPD) application on umstabolism in oilseed rape

(Brassica napug.). EN REVISION POUR PLANT AND SOIL

J'ai également, dans le cadre de colloques, p@senposters suivants :

Laétitia Jannin, Maria Garnica, Sara San Franci&aherto Baigorri, Marta Fuentes,

José-Maria Garcia-Mina, Philippe Lainé, Philippaeeie, Alain Ourry, Jean-Claude
Yvin. Relationship between physico-chemical propsriof two humic acids and their
effects on growth of rapeseed and wheat" Morld Fertilizer Congress of the
International Scientific Center for fertilizers @&C): Meeting the fertilizer demand on a
changing globe. Bucarest, Roumanie, 29 aolt — 2sdpe 2010.

Laétitia Jannin, Maria Garnica, Sara San Francifaherto Baigorri, Marta Fuentes,

José-Maria Garcia-Mina, Philippe Lainé, Philippaeeie, Alain Ourry, Jean-Claude
Yvin. Effects of two humics acids on growth of wantof winter oilseed rapeB(assica
napud and wheat Tritcum aestivun 13" International Rapeseed Congress. Prague,
Republique Tchéque, 05-09 juin 2011.
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CHAPITRE I

MATERIELS ET METHODES

L’ensemble des protocoles retenu a été discuté decpartenaires du projet
AZOSTIMER afin d’aboutir a des démarches commurms fes travaux portant sur le colza
(UMR INRA-UCBN 950 EVA, travaux présentés dans edtiese) et sur le blé (CIPAV
Pampelune). Afin d’éviter les redondances, seul®nsedétaillés dans cette partie les
meéthodes et matériels qui n'ont pas déja été dédanhs les publications incluses dans ce

manuscrit de thése.

|. Matériel végétal et conditions de culture

Toutes les cultures sont conduites en conditionsrglées en serre. La thermopériode est
de 20°C/17°C jour/nuit avec une photopériode de. 1&hlumiére naturelle est complétée
avec des lampes sodium haute pression (Philips, NE&SGreen Power T400W) délivrant un
PAR (Photosynthetically Active Radiation) d’envir@80 pumol photons.ths® & la surface

de la canopée des plantes.

I.1 Le colza d’hiver

La variété de colza d’hiveBfassica napus..) utilisée pour les différentes expérimentations
est la variété Capitol. Ce colza est une lignée ponnue comme étant précoce a la reprise de
végétation (février) et mi-tardive a la floraisanaematurité. Les rendements sont en général
de l'ordre de 30 quintaux par hectare (CETIOM).deix du modele d’étude s’est porté sur
la variété Capitol en raison des nombreuses éttgsées par I'équipe INFlux de TUMR
INRA-UCBN 950 EVA sur cette variété, que ce soit ses capacités d’absorption ou sur ses
processus d’allocation et de remobilisation dedtaz(Rossatet al., 2001 ; Noquett al.,
2004 ; Malagoliet al., 2005a,b ; Desclost al, 2008, 2009) et du soufre (Abdalleh al,
2011 ; Dubousseet al, 2009) en conditions de plein champ, en serre royleytotron.

27



Figure 11-1 : La germination des graines de colzaBrassica napusvar. Capitol). A : Les graines de
colza sont stérilisées puis mises a germer a ligitécpendant 48h sur de la perliBe: Les plantules sont
ensuite mises a la lumiere ambiante pendant 1 sempilis repiquées sur les bacs de culture
hydroponique (cf. fig. 1I-2).

Figure 11-2 : Dispositif de culture hydroponique en serre A : L’hypocotyle des plantules de colza est
inséré dans un cylindre de mousse inséré dans oohoa en plastique : chague manchon est disposé
sur des plaques (18 plantes par plaque) de fagengiie seule la racine plonge dans la solutiontinetr
(20 L). Des tuyaux en plastiques, plongés dansllaisn, assurent un bullage d’air comprimé perarett
I'oxygénation des racines.

Figure 11-3 : Dispositif de culture sur sol en serrelLes plantules de colzas sont repiquées a raisdh d
plante par pot dans 2 kg de substrat composé e@it3lde sol et 1/3 de sable, soit de 1/2 solZpérlite.

Une solution nutritive de type Hoagland sans aesteapportée par arrosage automatique a raiso@ oe 3
par jour afin de compléter la fertilisation azotémrquée apportée en début et au milieu de culture
(KNO,) de fagon a éviter toute carence minérale au abeita culture.
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[.2 Germination des graines

Pour toutes nos cultures, les graines de colza teomsées puis stériliseées a I'éthanol
(80%) pendant 30 s puis a I'hypochlorite de sod{6f% de chlore) pendant 10 min. Aprés 10
lavages a I'eau distillée, les graines peuvent&#mées ou mises a germer. Pour les cultures
en hydroponie, les graines de colza sont misesraggesur perlite pendant 48h a I'obscurité
puis les plantules sont placées une semaine ardeirmmbiante (fig. 11-1). Pour les cultures sur
sol, les graines sont semées sur un mélange ansi 2/3 de terreau et 1/3 de perlite puis
laissées en culture sur le terreau pendant deugisemavant le repiquage sur sol. Quel que
soit le type de culture, les plantules obtenued sgmiquées juste aprés I'émergence de la

premiere feuille.

[.3 La culture en hydroponie

Les plantules sont repiquées sur des bacs d’hydrepcontenant 20 L de solution
nutritive Hoagland (fig. 11-2) ayant la compositisnivante : KNQ1mM ; CaC} 1,25 mM ;
KCI 250 mM ; KH,PQ, 0,25 mM ; MgSQ 0,5 mM ; EDTA-2NaFe 0,2 mM ; 4803 14 uM ;
MnSQ, 5 UM ; ZnSQ 3 uM ; CuSQ 0,7 uM ; (NH)sM07024 0,7 uM ; CoCi 0,1 puM. Cette
solution nutritive est renouvelée tous les deuxgaiin de prévenir une éventuelle carence en
nutriments. Des contrbles de sa concentrationaeticplier en nitrate, sont également réalisés
afin de s’assurer que la baisse des concentragshsau maximum de 50% entre deux
changements de solution.

L’homogénéité des plantes est contrblée par un tagegournalier du nombre de feuilles par

plante.

|.4 La culture sur sol

Les plantules sont repiquées a raison d’'une plpatepot. Les plantes sont ensuite
arrosées avec une solution nutritive Hoagland dilp@ssédant une composition semblable a
celle décrite au § 1.3 sans azote (celui-ci sefodp par la fertilisation marquée), pendant
toute la durée de la culture (30 mL par jour) pdéwiter les carences minérales (fig. 11-3).
Afin de cerner les conditions optimales pour obtées meilleurs effets des extraits sur les

7 s

plantes, plusieurs conditions de cultures ontextees.
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Tableau II-1 : Caractéristiques principales des sols utilisésqur les cultures en serre Seules les
valeurs de pH, texture, teneur en matiere organgiuen chaux sont montrées dans ce tableau. Les
analyses ont été réalisée par le laboratoire LAN@bd@ratoire Agronomique Normand, Saint-Lo,
France)

Caractéristiques sol alcalin sol acide
- pH 8,2 5,5
- Texture Limoneuse Limoneux-argilo-sableux
- Teneur en matiere organique (en g / kg) 21 31
- Chaux (en g / kg) 6,06 (élevé) 1,48 (insuffisant)
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Deux sols, distingués par leurs pH respectifsalaiaet acide (Tableau Il-1) ont été utilisés.
Pour chaque type de sol, deux types de préparasiont réalisés afin de les alléger: un
mélange sol-sable (2/3-1/3 (v/v)) ou sol-perlit€¢1/2 (v/v)). Enfin, une fertilisation azotée
est apportée a raison de 150 kg N/ha (apportéeear tbis 75 kg N/ha, juste aprés le
repiguage puis au bout de 2 semaines de cultuetie rtilisation est composée de nitrate de
potassium marqué deN (K*°NO0s) avec un excés isotopique d’environ 2%.

Dans tous les cas, les pots sont remplis avecde lgyibstrat (sol+perlite ou sol+sable).

Il. Origine des extraits et traitement des plantes

II.1 Origine des extraits

Les extraits algaux fournis par la société Biotechmarine (Pontriekkxance), sont des
extraits aqueux d’algues brunes des geryssophyllum nodosurat Fucus serratusLes
algues fraiches ont été récoltées sur I'archipeBishat en octobre 2008. Elles sont ensuite
lavées, broyées puis mises dans de I'eau. Cetté@okest acidifiée par de I'acide sulfurique
a 95% jusqu’a atteindre un pH de 3. Le mélangaless homogénéisé jusqu’a micro-rupture
des cellules algales puis centrifugé et filtré.dodution finale est alors concentrée selon la
meéthode décrite par Briand (1998). La quantitéudesgnces actives présentes dans l'extrait
varie selon les saisons et les conditions envinoremeales. C’est pour cette raison que les
extraits ainsi obtenus sont finement caractériggstamment pour leur contenu en
phytohormones (pour la méthode détaillée, cf. Aatlt). Ces extractions sont réalisées par la
société BiotechMarine, Groupe Roullier (Pontriesance). Cing extraits nommeés AZAL1 a

AZALS5 ont éte testés lors du criblage.

Les extraits humiques fournis par le CIPAV, groupe Roullier (PampeluBspagne) sont
extraits selon le protocole indiqué par la Inteioral Humic Substances Society (IHSS, Swift
1996) et décrit par Aguirret al. (2009). Brievement, 100g d’acides humiques brotst s
mixés avec 1,5 L de NaOH a 0,1M. Apres 48h d’aigitaf 25°C a I'obscurité, le surnageant
contenant I'extrait humique (non fractionné) egiasé de la fraction solide par centrifugation
a 76509 pendant 30 min. L'acide humique est enslitenu par précipitation en acidification
un aliquote de I'extrait alcalin par ajout d’acidelorhydrique (HCI) 6M jusqu’a atteindre un
pH de 1,5. Aprés 12h d’incubation, I'extrait acil& centrifugé a 7650g pendant 30 min pour

séparer l'acide humique (ayant précipité) du sweaafj contenant les
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Figure 1I-4 : Protocole utilisé pour le criblage des extraitgl'intérét. Toutes les graines de colza sont
stérilisées et mises a germer en méme temps. haetufds sont ensuite séparées en deux lots au rhomen
du repiquage. Le premier lot est mis en culturedsula solution nutritive Hoagland a 1 mM de nérdte
second lot, matérialisé ici par le rectangle blest, mis en culture sur la méme solution nutritives g
précédemment additionnée de l'extrait a tester.diférents extraits testés lors du criblage desaés
d'intérét sont :

- l'extrait algal AZAL1 a 0,2; 0.3; 0,4 ou 0,5%\y/

- les extraits algaux AZAL2, 3, 4 et 5 a 0,1% (v/v)

- les acides humiques natifs Tourbe, Iéonardif@uetbracho a 10 et 100 mg de carbone organidue.L

- les acides humiques modifiés AH1 & AH7 & 10 &g de carbone organiqué.L

Les récoltes sont réalisées 30 jours apres leuagi
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acides fulviques. Aprés lavage pour éliminer lataonnation aux ions chlorures, l'acide
humique est alors lyophilisé. Aprés lyophilisatitanpoudre d’acide humique est reprise dans
de I'eau milli-Q afin d’obtenir des extraits liqud. Ce procédé d’extraction a été mis en place

par le CIPAV, groupe Roullier (Pampelune, Espagne).

Dix acides humiques ont été testés lors du cribléigg€agit de trois acides humiques
natifs non modifiés et de sept extraits humiquegslifiés. Les trois acides humiques non
modifiés correspondent a un extrait de tourbe de&éEspagne), un extrait de |éonardite de
République Tcheque et un extrait phénolique iss@debrachoAspidosperma quebracho-
blancg. Les sept extraits humiques modifiés sont dedwite d’oxydation de la tourbe par le
Quebracho (AH1 a AH3) ou de la Iéonardite par lelgpacho (AH4 a AH7).

[1.2 Mode d’apport des extraits et traitement des fantes

11.2.1 Modalité d’apport des extraits en conditiate cultures hydroponiques

11.2.1.a Criblage des extraits d’intérét

Les extraits d’algues ou d’acides humiques sonttégpdans la solution nutritive selon
les recommandations respectivement de Biotechmaehedu CIPAV. Le protocole
expérimental est précisé au sein de la figure BAevement les plantes sont cultivées
pendant 30 jours en I'absence (témoin) ou en poésee I'extrait algal ou humique. Les
concentrations utilisées sont de 0,1% (v/v) posregtraits algaux et de 10 et 100 myde
carbone organique pour les acides humiques. Lesitsxsont ajoutés a la solution nutritive a
chaque changement de solutions (tous les 2 joéwvggnt ainsi des éventuels changements de
concentration ou dégradation des molécules au argsl semaines de cultures des plantes
(fig. 11-4). Au cours de ces 4 semaines de cultlee,parametres de teneur en chlorophylles,
d’efficience d'utilisation de l'azote (EUA) et deraissance du végétal sont mesurés et
comparés a des cultures de colzas témoin nongr@téparagraphe 8lIl). Apres analyse de
ces résultats, seuls les extraits et les concanisatd’extraits ayant donné des valeurs
significativement supérieures au témoin pour laampatres mesurés seront retenus pour les

analyses ultérieures. Ces cultures constituent dorweiblage des extraits d’intérét.
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Figure 1I-5 : Protocole utilisé pour les cultures préalables @ analyses biochimiques et
transcriptomiques. Toutes les graines de colza sont stérilisées stgm germer en méme temps. Les
plantules sont ensuite toutes repiquées sur dduéian nutritive Hoagland a 1 mM de nitrate puassées
en culture pendant 1 semaine. A l'issue de cettecylture, les plantes sont séparées en deuxLlets.
premier lot est mis en culture sur de la solutiotriive Hoagland a 1 mM de nitrate. Le second lot,
matérialisé ici par le rectangle bleu, est mis eltuce sur la méme solution nutritive que précédemm
additionnée de l'extrait a tester. Il s'agit daascas de I'extrait algal AZAL5 a 0,1% (v/v) ou tkcide
humique modifié¢ AH7 a 100 mg de G.LLes récoltes sont alors effectuées 1, 3 et 3€sjapres la
séparation des plantes en deux lots.
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[.2.1.b  Cultures préparatoires aux analyses bioithies et

transcriptomiques

A lissue des cultures de criblage, les extraitegtconcentrations donnant les meilleurs
effets ont été sélectionnés. Des cultures ont @gincées afin de confirmer les résultats
obtenus précédemment (cultures de criblage). Bbesnt ensuite utilisées pour les analyses
biochimiques et transcriptomiques. Ainsi, les mansont mises en culture sur de la solution
nutritive Hoagland contenant 1 mM de nitrate pemndasemaine puis divisée en deux lots
selon le protocole décrit a la figure II-5: le mier lot sur de la solution Hoagland seule
(tétmoin), le second sur de la Hoagland additiorsieéd’extrait d’intérét (extraits identifiés
l'issue de I'étape de criblage et utilisés aux emi@tions indiquées ci-dessus). De méme que
pour le criblage, les extraits sont apportés a whathangement de solution nutritive. Les
récoltes sont alors effectuées apres 1 jour, Fjeti30 jours de contact avec les extraits. A
chaque date de récolte, les parameétres physiolegiide la plante décrits précédemment sont
mesurés df. paragraphe §lll). Un marquage isotopique reposantun apport de RNO;
(Excés isotopique (Ei) = 2%) est apporté en conghwa chaque changement de solution

nutritive afin d’estimer précisément I'absorptiom witrate.
11.2.2 Modalité d’apport des extraits en conditiate cultures sur sol
Les extraits d’intérét sont apportés en applicatiqunide sur le sol, en une seule fois
juste apreés le repiquage des plantules. Pour di#xlgal, deux concentrations ont été testées :
2 et 4 ml d’extrait / kg de substrat. Pour les asithumiques, trois concentrations ont été

testées : 200, 400 et 600 mg de Carbone organkmieée substrat.

lll. Mesure des paramétres physiologigues de la ptde

[1l.1 Détermination des teneurs foliaires en chlorphylles

11.1.1 Le SPAD

Pendant les cultures, la teneur en chlorophyllds nessurée 1 jour et 3 jours apres
'application de l'extrait puis une fois par semaijusqu’a la récolte. La teneur relative en
chlorophylles est estimée par une méthode non uwbdiste : la mesure SPAD (Soil Plant

Analysis Development, Minolta, SPAD-502 model, Tokyapon). A chaque temps de
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Figure 1I-6 : Principes de fonctionnement des deux outils utiiés dans la thése pour la mesure de la teneur en
chlorophylles des échantillons, le SPAD et le Mufilex. A. Les deux appareils éclairent I'échantillon avee un
lumiere d'une longueur d'onde précise puis le SRA&sure la lumiere transmise par I'échantillon alpue le
Multiplex mesure la fluorescence de I'‘échantilldres longueurs d'onde d'émission et de réceptiort donc
différentes pour les deux apparei. Pour mesurer la lumiére transmise, le SPAD émeeg@it dans les mémes
longueurs d'ondes. Afin de séparer I'absorptionctié&srophylles de celle des autres composés, liseéane mesure a
650 nm (pic d'absorption des chlorophylles) et arg20 nm (longueur d'onde que les chlorophyllelsso'dent pas).
Le Multiplex émet de la lumiere dans 4 longueurndeé différentes et recoit aux deux pics de flumrse des
chlorophylles (680 et 750 nm).
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cinétiqgue, 10 mesures par feuille sont réaliséeseesur 5 feuilles de chaque réplicat. Les
valeurs indiquées sont une moyenne calculée ar miasi moyennes obtenues pour chaque

feuille (valeurs des 10 mesures) + I'erreur staddar

La valeur mesurée par le SPAD est corrélée a latii@ade chlorophylles présentes
dans la plante. Elle est déterminée a partir dgukntité de lumiere transmise par la feuille
dans deux longueurs d’ondes pour lesquelles I'dlasme de la chlorophylle est différente :
650 nm (zone rouge, pour laquelle I'absorbancef@s¢ mais n’est pas affectée par les
carotenes) et 940 nm (zone infrarouge, pour lagu&lbsorbance des chlorophylles est tres
faible) (fig. 11-6). En principe I'échantillon deefiille est éclairé par le dessus par des LED
émettant dans le rouge et l'infrarouge. La lumitnaverse I'échantillon végétal puis est
mesurée par un récepteur au-dessous de I'échantiéigétal. Le récepteur transforme alors la
lumiére en signal électrique qui est utilisé pappareil pour calculer la valeur SPAD de
I'échantillon.

[11.1.2 Le capteur sans contact Multiplex

Le capteur sans contact «Multiplex», fourni parstziété BRCEA (Orsay, France),
permet de déterminer simultanément les teneursifed en chlorophylles, flavonoides et
anthocyanes. Ce capteur permet également le cdlonl ratio chlorophylles/flavonoides,
appelé le «Nitrogen Balance Index» (NBI) dont ldeua est proportionnelle a la quantité
d’azote contenue dans la plante. Ces mesures rsbruckives sont réalisées en fin de culture
sur les rangs foliaires photosynthétiques les giageloppés (les feuilles les plus jeunes sont
trop étroites pour la mesure, pour le témoin lesmpers rangs foliaires ont chuté au moment
de la récolte). Les valeurs indiquées sont une moyealculée a partir des valeurs obtenues
pour chaque feuille de la plante * I'erreur staddar

Contrairement au SPAD, la fenétre de mesure duipeit est un cercle de 6 cm de
diameétre. Il est donc possible de ne réaliser qumnesure par feuille. De méme, la mesure
Multiplex est basée non plus sur la transmissiofademiére par I'’échantillon végétal mais
sur la fluorescence de I'échantillon (fig. II-6)ou® mesurer la teneur en chlorophylles de
I'échantillon, le Multiplex se base sur le ratio kdefluorescence chlorophyllienne mesurée
dans l'infrarouge (750 nm) sur la fluorescence pbyllienne mesurée dans le rouge (680

nm) quelle que soit I'excitation dans le visibldV (380 nm), bleu (480 nm), vert (520 nm) et
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rouge (620 nm). En raison du chevauchement dedrsped’absorption et I'émission de
fluorescence (fig. 1l-6), la réabsorption se prodaux longueurs d’onde les plus courtes

(rouge) mais pas aux plus élevées (infrarouge).
[11.2 Mesure de I'activité photosynthétique nette

La mesure de I'activité photosynthétique est réali$ jour et 3 jours apres I'application
de l'extrait puis une fois par semaine jusqu’a égofte. L’activité photosynthétique est
mesurée sur les feuilles par un analyseur de €@Qplé a une chambre de mesure (LI-6400,
LICOR, Lincoln, Nebraska, Etats-Unis) a 23°C soascentration atmosphérique ambiante
en CQ (375 & 400 ppm). La mesure s’effectue & 1000 ymfos* de PAR afin de se situer
dans des conditions de luminosité non limitantexhAque temps de cinétique, 10 mesures
par feuille sont réalisées et ce sur 5 feuillestigque réplicat. Les valeurs indiquées sont une
moyenne calculée a partir des moyennes obtenues g@gmaque feuille (valeurs des 10

mesures) * I'erreur standard.
[11.3 Détermination des biomasses foliaires, raciniaes et totales

A chaque date de récolte et pour chaque traiterd®rnpjantes sont prélevées (1 plante =
1 répétition biologique). Les parties aériennesillies et tiges) et racinaires de chaque plante
sont séparées, pesées (biomasse fraiche) puigsegpmar deux lots. Le premier est étuvé a
60°C pendant 48h. Les biomasses séches sont &tmsninées par pesée. Des aliquotes de
matiere seche sont finement broyés au broyeurl@stalvant analyses isotopiques du ratio
1>N/*N par IRMS, du contenu en nitrate et sulfate paomiatographie ionique Dionex et de
la teneur en soufre par ICP-OES (Inductively Codplelasma - Optical Emission
Spectroscopy). Le second lot est immédiatementgélaans I'azote liquide puis conservé a —

80°C pour les futures extractions d’ARN.

IV. Analyses biochimiques

IV.1 Dosage des minéraux et des ions

IV.1.1 Détermination des teneurs en N total’8n
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IV.1.1.a Préparation des échantillons et mesur®SR

Un aliquote de chaque organe (feuille ou racindyitéen poudre fine est placé dans
une capsule de facon a analyser entre 60 et 80gzgted. L'azote total et I'excés isotopique
en®N sont analysés & l'aide d’un spectrométre de misssepique en flux continu, IRMS
(Isoprime, GV Instrument, Manchester, Royaume Wailiplé a un analyseur élémentaire
C/N/S (EA3000, Euro Vector, Milan, Italie).

L’azote total (Ntot) contenu dans un tissu (i) ateimps donné (t) est calculé selon la formule

Q):

% Ny X MS,
Ntoti, == 405

ou %N, est le pourcentage d’azote contenu dans le tiasutémps t et Mgest la biomasse
seche du tissu i au temps t.
L’abondance naturelle eliN du N, atmosphérique (0,36636+0,0004%) est utilisée comme
référence pour I'analyse deN dans les échantillons. L’excés isotopique (Ei)'éehantillon
est la différence entre I'abondance isotopique 'dehantillon (Ai) et I'abondance de
référence. Par conséquent (2) :

Ei = Ai —0,3663

IV.1.1.b Quantité d’azote issu de I'absorption étedmination de la

vitesse d’absorption du nitrate

La quantité d’azote provenant de I'absorption (Natans un tissu i a un temps donné
t est calculé grace a I'analyse BN contenu dans les tissus selon la formule (3) :

Ntoti: X E;
Nabs,-,t:——“'EtS L

Ou E; est I'exces isotopique du tissu i au temps teedE I'exces isotopique de la solution
nutritive (ici 3%).
La vitesse d’absorption du nitrate est calculéeagmenant cette quantité d’azote absorbé par

unité de masse (du végétal) et de temps.

IV.1.1.c Calcul de I'efficience d'utilisation dealzote (EUA)

L’efficience d'utilisation de I'azote (EUA) est dafe, au stade étudié (rosette), par la

guantité de biomasse produite par la plante pang@ad’azote présent dans la plante (Ntot),
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qui correspond également a la quantité d’azoterabsau cours des 30 jours. Par conséquent
(4):
EUA = MS / Ntot

L’EUA calculée ici correspond donc a I'inverse ddéneur en azote des échantillons.

IV.1.2 Détermination des teneurs en soufre

La détermination du contenu des échantillons efrasast réalisée a I'aide d'un ICP-
OES (Inductively Coupled Plasma - Optical Emiss&pectroscopy, Thermo Elemental Co.
Iris Intrepid Il XDL). Elle est précédée d'une digien des échantillons par micro-onde en
milieu acide (8 mL de HN@concentré et 2 mL de B, pour 0,5g de matiere seche). Ces

analyses ont été realisées par le CIPAV, groupdliBo(Pampelune, Espagne).

IV.1.3 Dosages du nitrate et du sulfate

Le nitrate et le sulfate sont extraits comme démécédemment (Abdalladt al. 2011)
a partir de 30 mg de matiere séche (feuille ounggcdans 1,5 ml d’'une solution d’éthanol
50% a 40°C pendant 1h. Aprés centrifugation (20, M@®00 g), le surnageant (appelé S1) est
récupéré et 1,5 ml d’éthanol est ajouté au culptes incubation (1 h, 40°C) et centrifugation
(20 min, 10000 @), le surnageant est récupéré ait@ajau préceédent (S1). Toutes ces
opérations (incubation and centrifugation) sonétéps deux fois avec 1,5 ml d’eau ultra-pure
et des incubations de 1h a 95°C. Tous les surné&geant finalement regroupés et concentrés
sous vide pendant 16 h a température ambiante édtator Evaporator RC 10.22 Jouan,
Saint Herblain, France). Les résidus secs obtehusrdgenant le nitrate et le sulfate sont
solubilisés dans 1 ml d’eau ultra-pure. La conaimn en nitrate et sulfate de chaque tissu
est déterminée par chromatographie ionique (HPLCS2000, Dionex corp. Sunnyvale, CA,
Etats-Unis). La solution d’élution, composée de m/8 Na,CO; et 1,7 mM NaHCO;s, est

pompée de facon isocratique a travers une coloamgaie AS17.

V. Exploitation statistigue des données

Pour les mesures de croissance, d’absorption dateninsi que les dosages SPAD et
IRMS, les expérimentations sont réalisées avec ép@titions. Pour les dosages ICP et

DIONEX, 6 répétitions ont été utilisées.

35



Chapitre Il — Matériels et méthodes

Toutes les données sont analysées avec le testidenB et le taux de significativité
est en général indiqué par des astérisques lotkpi'sont significativement différentes par
rapport au témoin (* : p<0.05, ** : p<0.01 et ***p<0.001).

Des méthodes statistiques plus spécifigues ontuBliéées et sont décrites plus
précisément dans les paragraphes « matériels bodes » des publications insérées dans ce

manuscrit de thése.
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CHAPITRE I

EFFETS DES EXTRAITS ALGAUX ET DES ACIDES HUMIQUES SUR
LA CROISSANCE, LA TENEUR EN CHLOROPHYLLES ET
L’'EFFICIENCE D’UTILISATION DE L'AZOTE.

Afin de vérifier si les especes d’algues utilis¢estraits algaux) ou la modification
chimique de la molécule biologique (acides humijjpesivait avoir un impact bénéfique sur
la croissance et la nutrition azotée du colza,pmeédure de criblage des extraits a été mise
en place. Compte tenu du nombre assez importaxiraies a tester (15 extraits), un choix de
conditions de culture permettant de maximiser d¢etfes extraits et d’'un ensemble de traits
physiologiques simples & mesurer devait étre Aditsi, les jeunes plantules de colza ont été
cultivées en conditions hydroponiques en présemea¢n, plantes témoins) de la molécule a
tester pendant une durée de 30 jours, selon laditmors décrites dans le chapitre «Matériel
et Méthodes», paragraphe Il. Au terme des 30 joersontact avec la molécule, la production
de biomasses foliaire et racinaire, la teneur if@ian chlorophylles ainsi que le dosage du
contenu en azote des tissus végétaux ont etéédealiette derniere analyse permet de mieux
appréhender l'effet de la molécule sur I'efficierdatilisation de I'azote (EUA), définie au
cours de cette étude comme la quantité de MatiécbeS(MS) produite par gramme d’azote
absorbé (qui correspond également a I'inverse denkeur en azote de la MS a I'échelle de la
plante entiere) au cours des 30 jours de développernegétatif du colza. Au terme de ce
criblage, un extrait ayant tout ou partie de cesmpatres significativement supérieurs aux
plantes témoin sera considéré comme un extraitél@h et fera I'objet d’'une caractérisation

physiologique plus fingia des approches Microarray et d’analyses transenijpoes ciblées.

|. Criblage des 5 extraits algaux et des 10 acidésimiqgues en conditions optimales de

croissance
Cing extraits algaux (nommés AZAL1l a AZALS5), 3 aesd humiques natifs (Tourbe,
Léonardite et Quebracho, nommeés respectivement L¥di, et Qbc) et 7 acides humiques

modifies (nommés AH1 a AH7) ont été testés en fpainge dans les conditions décrites dans
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Figure 1ll-1 : Evolution des biomasses seches foliaires (A),ciaaires (B) et totales (C) de colzas cultivés peant 30 jours
en présence d'acides humiques natifs ou modifiéses biomasses sont exprimées relativement ebarcentage de celle du
témoin (T) dont la valeur relative est égale a Gsdee cas. La valeur absolue de la biomasse dessc@moin pour les cultures
considérées est de 3.38+0.23g pour la biomassairili0.92+0.29g pour la biomasse racinaire et @9+0.51g pour la
biomasse totale. Pour chaque acide humique, dewceatrations sont représentées : 10 et 100 mgrbergaorganique par litre
de solution nutritive. Trb (Tourbe), Lrdt (Léonagjiet Qbc (Quebracho) représentent les 3 acidedges natifs. AH1 a AH7
sont les 7 acides humiques modifiés. AH1 a AH3 sssus de I'oxydation de la Tourbe par I'extraiémdlique de Quebracho,
AH5 a AH7 sont issus de l'oxydation de la Léonardiar I'extrait phénolique de Quebracho. Les bahmszontales
représentent l'erreur standard de la moyenne pel0.ries étoiles indiquent un effet significatifr papport au témoin pour une
probabilité p<0.05 (*), p<0.01 (**) ou p<0.001 (*}*
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le chapitre «Matériel et Méthode», paragraph@dur mémoire, les acides humiques
modifié AH1 a 3 sont issus de la tourbe oxydéel'patrait phénoligue de quebracho et les
acides humiques modifies AH4 a 7 sont issus deétmdrdite oxydée par l'extrait de
guebracho. Quant aux extraits algaux (AZAL1 a AZML#s correspondent a des extraits

d’Ascophyllum nodosuet Fucus serratus

[.1 Sur la production de biomasse du colza

1.1.1 Acides humiques natifs et modifiés

Les biomasses totales, racinaires et aériennepldets de colza ont été mesurées
apres 30 jours de contact avec l‘extrait (appoatgsda solution nutritive selon 2 doses : 10 et
100 mg de carbone organiqué)let comparées aux biomasses des plantes témoitisées
sans apport de molécule). L’ensemble des résuit#ttnus est présenté au sein de la figure
lll-1, les biomasses étant exprimées de faconivelan pourcentage des valeurs mesurées
pour les plantes témoin. Concernant les acides duesinatifs, la léonardite, quelle que soit
la dose apportée (10 ou 100 mg de carbohe.ne modifie pas significativement la
production de biomasse foliaire ou racinaire (Higl). Par ailleurs, les plants de colza traités
avec la dose la plus forte d’acide humique quelrgd®0 mg de C.t) présentent des
biomasses totales, racinaires et foliaires inféegw@ux plantes témoins. Toutefois, I'absence
de significativité des résultats ne permet pasafelare a un éventuel effet délétere de cet
extrait sur la croissance du colza. Parmi les #gtratifs testés, comparé aux colzas témoin
non traités, seule la tourbe & 100 mgE.éntraine une augmentation significative des
biomasses totales (+44%, Fig. 11I-1C) et foliai(ed 7%, Fig. Ill-1A) des colzas traités mais
n'affecte pas de maniere significative la biomasaeinaire (Fig. 1lI-1B). Ces résultats
obtenus en réponse aux acides humiques natifs,rembrque ces extraits n'‘ont que peu
d’effet sur la croissance du colza (avec pour etxaepa tourbe a 100 mg de C.L-1) et justifie

l'intérét de tester I'effet de nouveaux acides hyues modifiés (AH1 a AH7).

Concernant les acides humiques modifiés (AH1 a Al¢8)résultats obtenus montrent
que, quelle que soit la dose utilisée (10 ou 100Grg"), une augmentation de biomasse
racinaire du colza est observée apres 30 joursulact avec ces extraits (Fig. IlI-1B). A titre
d’exemple, comparativement aux plantes témoin,ghaentation de biomasse racinaire la
plus faible est observée pour I'acide humique nédiH4 a la dose de 10 mgC (+39%) et

la plus forte en réponse a I'acide humique AHligéik la dose de 10 mg.C-I(+101%). Il
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est toutefois intéressant de noter que l'effet $ar biomasse racinaire n'est pas
systématiqguement proportionnel a la dose d’extmdiiisée. En effet, une augmentation
racinaire de 88% est observée en réponse a uanteit avec I'acide humique AH7 utilisé a
la dose de 10 mgClalors que cette augmentation n'est que de 61 ¥%m@nse & ce méme
acide humique utilisé & la dose de 100 mgC.Par ailleurs, cette augmentation n’est pas
aussi générale au niveau de la biomasse foliaige I{f-1A), pour laquelle la majorité des
acides humiques modifies (AH1 a AH5) présententetiiet délétere (jusqu'a —41% de
biomasse foliaire comparé au témoin pour AH3 a HE.LY). Seuls les acides humiques
modifiés AH6 et AH7 présentent un effet signifisatnent positif sur la croissance des
parties aériennes et ce, quelle que soit la doséat (entre +21% pour AH6 & 100 mgC.L

et + 51% pour AH7 10 mgC1, fig. 11l-1A). Ces résultats ont des conséquertiesctes sur
I'évolution de la biomasse totale des plantes gomée aux difféerents extraits. En effet,
compte tenu que la biomasse foliaire du colza kst importante que la biomasse racinaire,
seuls les extraits AH6 et AH7 (qui ont un effetipbsur la production de biomasse foliaire)
augmentent significativement la biomasse totalmeetjuelle que soit la dose appliquée (entre
+31% et +58%, fig. 1lI-1C)A contrarig les extraits qui affectent seulement la biomasse
racinaire {.e. les extraits AH1 a AH5) n’entrainent aucune miodifon significative de la
biomasse totale & I'exception de AH3 & une dosEd®emgC.L* qui présente un effet négatif
avec une réduction de la biomasse totale de -28¢p 1i{-1C), comparativement au plantes

témoin non traitées.

A lissue de cette premiere étape de criblage, baséessentiellement sur la
production de biomasse aprés 30 jours de contact ew les acides humiques, on observe
gue la modification chimique des acides humiques ange le profil de réponse des colzas
par rapport aux acides humiques natifs que sont léourbe, le quebracho et la Iéonardite.
Ainsi, a partir d’acides humiques natifs ne préserdnt pas d’effets significatifs sur la
biomasse du colza (en particulier la Iéonardite de quebracho) ou au mieux un effet sur
la biomasse foliaire (tourbe), on obtient en majoté des acides humiques modifiés
présentant un fort effet sur la biomasse racinaireet peu ou pas d’effet sur la biomasse
foliaire (AH1 a AHS5). Ainsi, parmi les 7 acides hunques modifiés, seuls deux (AH6 et
AH7) induisent une stimulation de la croissance ranaire et foliaire. Comparativement
a des colzas non traités, il est a noter que I'agtition de croissance la plus importante
(+51 % de biomasse foliaire, + 88% de biomasse raeiire et + 58% de biomasse totale)

est observée en réponse & |'extrait AH7 utilisé &ne dose de 10 mgC.t (Fig. 11I-1).
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Figure 11I-2 : Evolution des biomasses seches foliaires (A),cinaires (B) et totales (C) de colzas cultivés
pendant 30 jours en présence d'extrait algalLes biomasses sont exprimées relativement ebercentage de
celle du témoin (T) dont la valeur relative estléga0 dans ce cas. La valeur absolue de la bientess colzas
témoin pour les cultures considérées est de 3.25¢0pour la biomasse foliaire, 0.71+0.06g pouritantasse
racinaire et de 3.92+0.12g pour la biomasse tofamir I'extrait algal AZAL1, quatre concentratiomst été
testées : 0,2 ; 0,3 ; 0,4 et 0,5 % (v/v). Pourelesaits AZAL2 & 5, une seule concentration edisag : 0,1 %
(v/v). Les barres horizontales représentent |'erstandard de la moyenne pour n=10. Les étoilesjuet un
effet significatif par rapport au témoin pour unelmbilité p<0.05 (*), p<0.01 (**) ou p<0.001 (**¥)
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[.1.2 Extraits algaux

La figure IlI-2 présente les effets des extraitgaak sur I'évolution des biomasses
racinaires, foliaires et totales des plants deactiaités comparativement aux plantes témoins.
Ainsi, en réponse a un traitement par ces extedifsux, on observe une tendance générale
allant dans le sens d’une diminution de biomassi@aae et foliaire qui affecte pour certains
extrait la biomasse totale de la plante. L'extratAL3 (utilisé a une dose de 0,1% v/v)
présente l'effet le plus marqué avec une diminuti@aitement significative (p<0,001) des
biomasses foliaires (-87%), racinaires (-88%) &lés (-80%) par rapport aux colzas témoin
non traités (fig. 111-2). En ce qui concerne I'eaitr AZAL1, la méme tendance est observée
avec cependant des diminutions de biomasse raei(fagr 111-2B) plus faibles (de I'ordre -20
a -30 %) et des productions de biomasses foliairéstales non significativement différentes
des plantes témoin (bien gu'une tendance a la ditim de ces deux paramétres soit
observable respectivement fig. IlI-2A et C). Pdlears, il est intéressant de noter que cet
extrait a été apporté selon plusieurs doses (0,3 & v/v). Cependant, les résultats présentés
fig. 1ll-2 montrent que la réponse de la plantéeatiait AZAL1 n’est pas dépendante de la
dose utilisée et sont observables des la dose ua fdible (0,2 % v/v). Sur les
recommandations de Biotechmarine qui nous a fdemextraits, seuls AZAL1 a été testé a
plusieurs dose. Pour les autres extraits AZAL2 arte seule dose était préconisée : 0,1 %

v Iv.

Comparativement aux plantes témoin, les extraitsAl&Z et 4 entrainent une
diminution significative de la biomasse racinaiespectivement de —41% et —32% (fig. IlI-
2B). Au niveau de la biomasse foliaire, les effi#sces deux extraits sont contrastés, puisque
comparativement aux plantes témoins, I'extrait A2Ah’entraine aucune modification de
biomasse foliaire alors que I'extrait AZAL4 entraimne augmentation significative de la
biomasse foliaire de 29% (fig. Ill-2A). En conségoe, en réponse au traitement par I'extrait
AZAL2, on observe respectivement soit une diminutite la biomasse totale des plantes (-
20% en réponse a AZAL2 par rapport aux plantes ir@shosoit une absence d’effet (AZAL4,
fig. 11I-2C) . Le criblage des extraits AZAL1 a 4 donc permis de montrer que tous ces
extraits avaient des effets déléteres sur la ptamiude biomasse racinaire et des effets plus
ou moins contrastés sur la production de biomae8aireé. Quoi qu’il en soit, aucune
augmentation significative de biomasse totale daest@s n’a pu étre mise en évidence en

réponse a ces 4 extraits.
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Figure I1I-3 : Evolution des teneurs relatives en chlorophyllege colzas cultivés pendant 30 jours en présence
d'acides humiques (A) ou d'extraits algaux (B)Les teneurs en chlorophylles sont expriméesivelaent et en
pourcentage de celle du témoin (T) dont la valelative est égale a 0 dans ce cas. La valeur abslella teneur en
chlorophylles des colzas témoin pour les culturessiiérées est de 3.5+0.4 pour les colzas tradédeg acides
humiques et dont la teneur en chlorophylles a &@sunée par Multiplex; et de 36.5+0.6 pour les colraités par les
extraits algaux et dont la teneur en chlorophybegté mesurée par SPAD. Pour chaque acide humitpue,
concentrations sont représentées : 10 et 100 nogritene organique par litre de solution nutritiVeb (Tourbe), Lrdt
(Léonardite) et Qbc (Quebracho) représentent lasiddes humiques natifs. AH1 & AH7 sont les 7 acldesiques
modifiés issus de l'oxydation de la Tourbe ou dédanardite par I'extrait phénoligue de Quebradhmur I'extrait
algal AZAL1, quatre concentrations ont été testé@? ; 0,3 ; 0,4 et 0,5 % (v/v). Pour les extréiBAL2 a 5, une
seule concentration est utilisée : 0,1 % (v/v). hages horizontales représentent I'erreur stardiatd moyenne pour
n=10. Les étoiles indiquent un effet significatifrpapport au témoin pour une probabilité p<0.05 §«0.01 (**) ou
p<0.001 (***).
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Concernant le dernier extrait testé, a savoir taktAZALS, les réponses des plantes
sont trés difféerentes de celles observées poud lastres extraits algaux (AZAL1 a 4). En
effet, comparativement aux plantes témoins, lI'etPAeZAL5 entraine une augmentation
hautement significative des biomasses foliaire3%4fig. 111-2A) et racinaires (+51%, fig.
[1I-2B). Ces augmentations de biomasses racinate®liaires se traduisent par une forte
augmentation de biomasse totale (+45%, fig. llI-d€3 plantes traitées par AZALS5. Ainsi, a
cette étape du criblagéextrait AZAL 5 est le seul extrait algal a préserter un effet
bénéfique sur la croissance du colz& outefois, a ce stade de notre étude, les affmatifs
des extraits (AZAL1 a 4) ou au contraire positiRdALS5 méritent d’étre confirmés (ou
infirmés) en suivant d’autres parametres physiojogs tels que I'évolution des teneurs en

chlorophylles ou encore les parametres d’efficietiaélisation de I'azote.

[.2 Sur les teneurs en chlorophylles du colza

[.2.1 Acides humiques

L’effet d’'un traitement par les acides humiques kuteneur en chlorophylles des
colzas est largement variable selon les extraitsl, sjagisse des acides humiques natifs ou
modifiés. Pour les acides humiques natifs, seuletolabe entraine une augmentation
significative de la teneur en chlorophylles et qagelle que soit la concentration utilisée
(+22% et +18% & 10 et 100 mg de carbone organitfuespectivement, Fig. I11-3A). Pour
les deux autres acides humiques natifs (Iéonaeditpiebracho), ils ne présentent soit aucun
effet significatif sur la teneur en chlorophyllesr papport au témoin (Iéonardite & 10 mg€.L
et quebracho) soit un effet délétére (-14% poutélnardite & 100 mgC3l). Pour ce
parameétre, la tourbe est donc de nouveau le sag Aamique natif présentant une action
bénéfique.

Concernant les acides humiques modifies, la figute3A montre que,
comparativement aux plantes témoin, un traitemantgs extraits AH1 a 5 n’entraine aucune
modification de la teneur en chlorophylles des a&s)zquelle que soit la concentration a
laquelle ils sont appliqués (a I'exception de lreitt AH4 & 100 mgC.L qui provoque une
baisse significative de la teneur en chlorophytles-8.4%). Au contraire, en réponse au

traitement par les extraits AH6 et AH7, on obseww® augmentation significative de la
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teneur en chlorophylles des plantes traitées, mada +10% pour AH7 & 100 mgCila
+30% pour AH6 & 10 mgCt

1.2.2 Extraits algaux

D’une maniere générale, avant méme la mesure desire en chlorophylles par
Multiplex ou SPAD, il a été constaté que les plantaitées avec les différents extraits algaux
présentaient des feuilles beaucoup plus verteslegiglantes témoin non traitées. Cette
observation, bien que visuelle (et de ce fait p&s précise), permet de penser que les plantes
traitées avec les extraits algaux pourraient ptéseles teneurs en chlorophylles plus élevées
gue les plantes témoin. Cette observation a éniraee par la mesure des teneurs en
chlorophylles effectuées sur les plantes trait@edgs extraits algaux AZAL2 a 5 notamment.
En effet, comparativement aux plantes témoin,étéaconstaté une augmentation hautement
significative des teneurs en chlorophylles de B7 48 et 14% respectivement en réponse aux
extraits AZAL2, 3, 4 et 5 (Fig. 11I-3B). Concernabhgxtrait AZAL1, aucune différence de
teneur en chlorophylles n’a pas pu étre mise etieénge par rapport aux plantes témoins (fig.
111-3B).

A ce stade du criblage, on constate que seuls I'dei humique natif «tourbe»,
(utilisé & la dose 100 mg C.L), les acides humiques AH6 et AH7 et I'extrait alda
AZAL5 entrainent une augmentation de biomasse total (Fig. 111-2C) et une

augmentation des teneurs en chlorophylles.
[.3 Sur I'Efficience d’Utilisation de I'Azote (EUA)

Le dernier paramétre mesuré lors de ce criblagel'eSicience d’'Utilisation de
'Azote des colzas (EUA). Pour rappel, il s’agithdanotre cas de la quantité de biomasse
seche produite par gramme d’azote absorbé au telese 30 jours de culture. Une
augmentation de 'EUA suppose une meilleure vadtios de I'azote et permettrait doac
priori d’apporter moins d’azote a la culture pour obtémiméme biomasse et/ou au final le

méme rendement.

1.3.1 Extrait d’acides humiques
Pour les acides humiques natifs, seule la tourbellegque soit la concentration a

laguelle elle est appliquée, entraine une augmentaignificative de I'EUA (+77% pour la
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Figure IlI-4 : Evolution de I'efficience d'utilisation de l'azde (EUA : grammes de matiére seche produite par
gramme d'azote absorbé) de colzas cultivés penda®® jours en présence d'acides humiques (A) ou d'eafts
algaux (B). Les EUA sont exprimées relativement et en pouagende celle du témoin (T) dont la valeur relative
est égale a 0 dans ce cas. La valeur absolue d@& Ides colzas témoin pour les cultures considéestsde
50.41+7.32 gMS.gN pour les colzas traités par les acides humiquele &t5.55+10.10 gMS.gNpour les colzas
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testées : 0,2 ;0,3 ; 0,4 et 0,5 % (v/v). Poueldsaits AZAL2 a 5, une seule concentration edisae : 0,1 % (v/v).
Les barres horizontales représentent I'erreur atdnde la moyenne pour n=10. Les étoiles indiquenteffet
significatif par rapport au témoin pour une proligbp<0.05 (*), p<0.01 (**) ou p<0.001 (***).
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tourbe & 10 mgC.L et +55% a 100 mgCl, fig. 1ll-4A). Les deux autres extraits natifs
(Iéonardite et quebracho) ne conduisent pas a arnation significative de I'EUA par rapport
aux plantes témoin non traitées. Pour les acidasdques modifiés, les extraits AH1 a AH5
n'entrainent aucune modification significative #8UA (sauf AH2 & 10 mgC.tt: +29%, fig.
I1I-4A), alors que les extraits AH6 et AH7 entrafit@ntre +51% (pour AH6 & 10 mgCl)let

+ 87% (pour AH7 & 100 mgCl) d’'augmentation de 'EUA (fig. Ill-4A) par rappoeux
plantes témoins non traitées. L’acide humiquef natirbe et les acides humiques modifies

AHG6 et 7 présentent donc des effets positifs ®ifitience d’utilisation de I'azote.

1.3.2 Extraits algaux
Concernant les extraits algaux, les extraits AZAkL 4 n’entrainent pas de
modification significative de 'EUA, quelle que $¢a concentration d’extrait utilisée (fig. 111-
4B). Les extraits AZAL2 et 3 quant a eux, conduisenne réduction de I'EUA de —40% et —
45% respectivement et par comparaison avec le remaon traité. Seul I'apport d’AZAL5
(fig. I1I-4B) se traduit par une augmentation sfgrative de 'EUA (+84%) par rapport au

témoin non traité.

.4 Conclusion

Ce criblage permet donc de mettre en évidenceftits physiologiques différents des
différents extraits algaux et d’acides humiguRarmi les acides humiques natifs, seule la
tourbe entraine une augmentation significative deslifférents parametres mesurés au
cours de cette étape de criblage, c'est-a-dire ladmasse, la teneur en chlorophylles et
'EUA du colza. La léonardite et le quebracho, quant a eux, reorcun effet significatif sur
ces parametres. Pour les acides humiques modd#&sxtraits AH1 a AH5 présentent un fort
effet sur la biomasse racinaire mais ne modifiest gignificativement les biomasses foliaires,
totales, la teneur en chlorophylles et 'TEUBeuls les extraits AH6 et 7 possedent un effet
significativement positif pour tous les paramétresnesurés Concernant les extraits algaux,
les résultats sont plus tranchéSeul le traitement par l'extrait AZAL5 augmente
significativement la biomasse, la teneur en chlordylles et 'EUA du colza.La majorité
des extraits testés (AZAL1 a 3) présentent un effetement délétére sur la culture de colza,
donnant des plantes chétives. L'extrait AZAL4 quatdi, ne présente qu’un effet positif sur

la biomasse foliaire.
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Les acides humiques AH6 et AH7 ainsi que I'extegal AZALS5 présentaient des
effets intéressants sur la culture du colza, jastifune caractérisation plus fine des réponses
physiologiques de la plante. Cependant, dans leeahdprogramme de recherche Azostimer,
'ensemble des extraits testés sur le colza a égale été testé sur le blé par I'équipe du
CIPAV de Pampelune (Espagne). Sur le blé, seulexemits AH7 et AZAL 5 ont eu des
effets comparables a ceux obtenus pour le colzal{eds non montrés). En conséquence, en
concertation avec les collegues du CIPAV ainsi gectales difféerents partenaires du
programme Azostimer, il a été convenu que seulseldrits ayant a la fois des effets
bénéfiques sur les cultures de blé et de colzaya@irsAH7 et AZALS, feraient I'objet d’'une

caractérisation plus fine.

Un préalable a ces caractérisations plus finegnaisté a faire de nouvelles cultures
de colza (en présence de ces deux molécules) dams@mes conditions de culture, de durée
et d’application que précédemment afin de confir(oerd’infirmer) les résultats obtenus lors
de I'étape de criblage. En effet, en serre, miff@ins contrélé qu'une chambre de culture par
exemple, il peut exister des variations des camutienvironnementales (luminosité, durée de
la photopériode, température) entre une culturésésaen janvier et une autre en juillet. Ces
expérimentations complémentaires ont permis deircoef les résultats précédemment
obtenus lors de I'étape de criblagénsi, quel que soit I'extrait utilisé (AH7 ou AZALS), il
a eté mis en évidence des augmentations significes de biomasses totales, de teneurs en
chlorophylles et de 'EUA des colzas traités par naport aux plantes témoin non traitées.

A lissue de ces cultures de «confirmation» et ctamfenu des effets potentiellement
bénéfiques des acides humiques et des extraitexaga les plantes en situation de stress
relatés dans la littérature (voir chapitre |, paappes 11.2.3 et 111.2.4), nous avons entrepris
d’autres expérimentations afin de vérifier si ledgrats d’intérét pouvaient permettre aux

plantes de mieux résister a des situations desstit@stiques (stress salin en particulier).

ll. Effets de AH7 et AZALS5 sur la croissance du caa en conditions de stress salin

Généralement, il est reconnu dans la littératueelgs extraits algaux et les acides humiques
pourraient contribuer a protéger les plantes &aitéontre les stress biotiques et abiotiques
(Mercier et al, 2001 ; Lianget al, 2005 ; Mancuscet al, 2006). Afin de vérifier cette

hypothése en réponse a nos extraits (AH7 et AZAbBYs avons réalisé des cultures de

colzas en situation de stress, un stress assez worsuon les terres cultivées et irriguées. En

44



337 A. Biomasse foliaire p b

a

Témoin AZALS AH7

| B. Biomasse racinaire b b

O Colzas non stressés
B Colzas stressés

Biomasses séches en g.plante

Témoin AZALS AH7

4.5 A

C. Biomasse totale b b

a

Témoin AZALS AH7

Figure IlI-5 : Evolution des biomasses séches foliaires (A),cinaires (B) et totales (C) de colzas cultivés
pendant 30 jours en présence de l'extrait algal AZB5 ou de l'acide humique AH7 et soumis (colzas
stressés, histogrammes roses) ou non (colzas nomessés, histogrammes bleus) a un stress salin derbM

de NacCl Les biomasses sont exprimées en gramme par plaagdarres verticales représentent I'erreur atand
de la moyenne pour n=10. Pour chaque graphiquex deitres différentes indiquent deux moyennes
significativement différentes a p<0.05.



Chapitre | — Introduction et analyse bibliographiu

effet, la FAO estime que la salinisation des sétkiit les superficies irriguées du monde de 1
a 2% par an. Dans ce contexte, augmenter la nésesties plantes a ce stresa,'apport de
substances humiques et/ou d’extrait algaux, pduatars présenter un intérét majeur pour

maintenir ou augmenter la production agricole dasségions arides et semi-arides.

[1.1 Sur la production de biomasse

On remarque dans un premier temps que pour leseplaron soumises a un stress,
laugmentation des biomasses foliaires, racina@tetotales observée en réponse a AH7 et
AZALS5 lors du criblage est retrouvée lors de cattdture (fig. 1lI-5), démontrant une
nouvelle fois, la reproductibilité des résultat€gdemment obtenus (étape de criblage et

cultures de « confirmation »).

Dans nos conditions, le stress salin (applicatierbd mM de NaCl dans la solution
nutritive) provoque une diminution générale desraeses totales des plantes par rapport aux
conditions non stressées (fig. 11I-5C). Cependdrgst particulierement intéressant de noter
gue cette diminution est plus importante pour fadiéa (-34%) que pour les plantes traitées
par AH7 (-24%) ou AZALS5 (-23%), suggérant un effettentiellement «protecteur» de ces
deux traitements en conditions de stress salinté8eltat est en accord avec les travaux de
par Lakhdaret al. (2008) surHordeum maritimumqui montrent que I'application d’acides
humiques sur les plantes soumises a un stressnsalimise la perte de biomasse des plantes
traitées par rapport aux plantes témoins (stressiéasn traitées par I'extrait humique) : —
45% pour les plantes stressées non traitées et pbbtdes plantes stressée mais traitées par
'acide humique. Ainsi, comparativement a des @arttmoin stressées, les traitements par
AH7 et AZAL5 permettent une meilleure productionlwlemasse chez les plantes cultivées
en situation de stress salin. Cependant, il esttér mue la biomasse des plantes stressées et
traitées par les extraits restent toujours sigaifiement inférieures a celles de plantes non
stressees (fig. llI-5A, B et C). Ces résultats swggt que la présence de I'extrait, bien que

bénéfique, ne permet pas une protection totaleedamstress salin.

[1.2 Sur les teneurs en chlorophylles et 'TEUA

Contrairement aux résultats obtenus lors du créglaucune différence significative du

contenu relatif en chlorophylles n’est observéeeetds plantes témoins non stressée et les
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Figure IlI-6 : Evolution des teneurs en chlorophylles de colzasultivés pendant 30 jours en
présence de l'extrait algal AZAL5 ou de l'acide hurnique AH7 et soumis (colzas stressés,
histogrammes roses) ou non (colzas non stresséstbgrammes bleus) a un stress salin de 50 mM
de NaCl Les teneurs en chlorophylles sont mesurées pétipldx. Les barres verticales représentent
l'erreur standard de la moyenne pour n=10. Deutretetdifférentes indiquent deux moyennes
significativement différentes a p<0.05.
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Figure 111-7_: Evolution de I'Efficience d'Utilisation de I'Azote pour des colzas cultivés pendant 30
jours en présence de l'extrait algal AZAL5 ou de Bcide humique AH7 et soumis (colzas stressés,
histogrammes roses) ou non (colzas non stresséstbgrammes bleus) a un stress salin de 50 mM
de NaCl Les EUA sont exprimées en grammes de matiéreeggrciduite par gramme d'azote absorbé
(gMS.gN?). Les barres verticales représentent I'erreudstahde la moyenne pour n=10. Deux lettres
différentes indiquent deux moyennes significativetmifférentes a p<0.05.
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plantes non stressées traitées pendant 30 jousHbaet AZALS (fig. IlI-6). Cependant, les
plantes stressées présentent des teneurs en dhitbespsignificativement supérieures aux
plantes non stressées. Cette constatation esterdaavec la littérature. De nombreux auteurs
ont déja montré des augmentations de teneurs aemophlylles en réponse a un stress,
notamment les stress induits par la présence daumé&urds comme le cadmium ou le zinc
dans le milieu de culture (Singd al, 2006 ; Jianget al, 2007 ; Jieet al, 2010 ; Najeelet

al., 2011). De méme, pour les plantes cultivées esepice d’extraits (AH7 ou AZALS5), on
observe également des teneurs en chlorophyllesfpites lors de I'application d’'un stress
salin (comparativement au plantes cultivées en epas d'extraits mais non stressé).
Cependant, 'augmentation est moins importanteatpez les plantes témoins non traitées par

les extraits, pouvant suggérer une action desiextrantre le stress salin.

L’apport de NaCl aux plantes témoin non traitéeg. (fil-7) diminue I'efficience
d'utilisation de l'azote (EUA) d’environ 23%. C’est dire que la quantité de biomasse
synthétisée par gramme d’azote absorbé est plbte fdans ces conditions. Compte tenu
d’'une biomasse plus faible chez ces plantes téfp84%0, fig. 111-5C), cela peut permettre de
conclure que le stress salin diminue plus la camiss que I'absorption d’azote, aboutissant
ainsi a une baisse de 'EUA. L'apport des extraits7 ou AZALS a ces plantes stressée par
le NaCl ne modifie pas significativement la baided’EUA. Ainsi, elle est de —18% et —28%
respectivement pour AH7 et AZALS5, conservant dome @amplitude équivalente a celle

mesurée pour les plantes témoin non traitées.

I1.3 Conclusions

Le traitement par I'extrait algal AZAL5 ou I'acideumique AH7 confere une relative
protection aux plantes vis-a-vis du NaCl puisquechaite de biomasse seche est moins
importante pour les plantes traitées que pour lastgs témoin (fig. I1I-5). Ces traitements
permettent méme de rétablir une biomasse fraichivagnte a celle de colzas non traités et
non stressés (résultats non montrés). AZALS et Aétitiisent 'augmentation des teneurs en
chlorophylles observée chez les plantes témoin smsrau NaCl (fig. 11l-6). De plus, les
traitements AH7 et AZAL5 ne modifient pas la baisee'EUA observée pour les plantes
témoin. Ces résultats sont conformes a la littéeatpuisque la plupart des auteurs montrent
un maintien de la biomasse et de teneurs en clilgllep en réponse au traitement par un

extrait algal ou un acide humique. Ainsi Lakhddral. (2008), en plus du maintien de la
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biomasse pour les plantes soumises a un stress edatraitées par les acides humiques,
rapportent en paralléle un maintien des teneuchimmophylles (autour de 40% de réduction

pour les plantes soumises au NaCl et seulementdEOBéduction pour les plantes traitées par
l'acide humique en plus du stress salin). Pour ghapgarameétre, les pourcentages de
diminution rapportés dans cette étude corresporalest ceux obtenus dans notre cas sur le
colza, bien que Lakdaat al. (2008) cultivent IHordeum maritimunsur sol alors que notre

étude a été réalisée a partir de colzas cultivés/droponie.

[1l. Culture sur sol

Le passage d'une culture hydroponique, a une eulsur un sol, pour lequel les
interactions avec les nutriments mais aussi lesagxtalgaux ou humiques sont plus fortes,
requiert potentiellement des doses d’extraits pélevées afin d'observer des effets
physiologiques comparables. En effet, lors de lauien hydroponie, les racines des plantes
sont en contact permanent avec l'extrait algal omique qui est renouvelé a chaque
changement de solution (tous les 2 jours). L'ektest donc toujours présent a la méme
concentration et sous la méme forme tout au lontadelture. Ce contact plante/extrait est
modifié lors des cultures sur sol. Les extraitqarpes lors d’'un arrosage, doivent infiltrer le
sol avant d’arriver au contact des racines. ll4 slmmc en partie adsorbés sur les complexes
argilo-humiques et/ou dégradé par la microfloreehicrofaune du sol. D’autre part, I'apport
d’extrait n’est réalisé qu’'une a deux fois au codesla culture. La quantité et la qualité de
I'extrait parvenant au contact des racines du cp&aavent alors étre largement modifiées par
rapport aux cultures hydroponiques. Concernanelgsits AZALS et AH7, I'objectif des
expérimentations décrites ci-dessous consistaiptamser les conditions de culture des
plantes sur sol ainsi que les conditions d’apptaxtdaits (en particulier en déterminant les
doses d’apport) afin d’obtenir des réponses phggiqles comparables a celles obtenues en

cultures hydroponiques.

Pour cela, comme indiqué dans le chapitre Il «<Mel®et Méthodes» nous avons utilisé deux
sols présentant deux pH contrasté (un sol ditdeaciet un sol dit « alcalin »). Au moment de
la mise en pot, afin de limiter une compaction tnmportante des sols et de favoriser les
processus d’écoulement de la solution lors de Bapg@es extraits, les sols ont été meélangés

soit avec du sable soit avec de la perlite. Au €owle ces expérimentations,
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Figure 1lI-8 : Evolution des biomasses seches aériennes (histogmes bleus) et racinaires
(histogrammes roses) de colzas cultivés pendant Rurs en présence d'acide humique AH7 sur un

sol alcalin (A) ou sur un sol acide (B)Les biomasses sont exprimées relativement ebarcentage de
celle du témoin dont la valeur relative est égal® @ans ce cas. La valeur absolue de la biomasse de
colzas témoin pour les cultures considérées egt@R+0.12g pour la biomasse foliaire et de 0.78469.0
pour la biomasse racinaire lors des cultures surlsalin. Pour les cultures sur sol acide, lesued
absolues sont de 2.75+0.06g pour la biomasse riol&ti de 0.73+0.02g pour la biomasse racinaire. Les
barres verticales représentent l'erreur standarth daoyenne pour n=4. Les étoiles indiquent unteffe
significatif par rapport au témoin pour une prokighp<0.05 (*).

25 4

* +18% O Parties aériennes
B Racines

20

15 - * +13%

*+12%
10

Biomasse seche relative

2 4

Concentration en extrait algal (en ml d'extraity! kle substrat)

Figure 111-9 : Evolution des biomasses seches aériennes (histogmes bleues) et racinaires
(histogrammes roses) de colzas cultivés pendant gurs en présence d'extrait algal AZAL5 sur un

sol alcalin. Les biomasses sont exprimées relativement ebercentage de celle du témoin dont la valeur
relative est égale a 0 dans ce cas. La valeur @bsid la biomasse des colzas témoin pour les esltur
considérées est de 2.6310.12g pour la biomassaréokt de 0.78+0.04g pour la biomasse racinaies. L
barres verticales représentent l'erreur standarth deoyenne pour n=4. Les étoiles indiquent unteffe
significatif par rapport au témoin pour une proligbp<0.05 (*).
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'extraits AH7 a été apporté a des plants de coldivés sur sol alcalin et acide alors que

I'extraits AZALS a été apportés a des cultures adea cultivées seulement sur sol alcalin.

[ll.1 Effets sur les parametres physiologiques du alza (croissance, teneur en
chlorophylles et EUA)

[11.1.1 Sur sols (alcalin ou acide) en présence d*X

La figure I1I-8 présente la biomasse des planteesaPO0 jours de cultures sur les deux
types de sols reconstitués (alcalin et acide) ésgmce de I'extrait humique AH7 apportés
selon 3 doses différentes a savoir 200, 400 etr6§@e C.kg de sol. Sur sol alcalin (fig.
[11.8.A), I'acide humique accroit la biomasse ragie relative de 21% pour la dose a 200
mgC.kg' de substrat. Pour les doses supérieures (c'ést-a00 et 600 mg de C.Rgde
substrats), I'apport d’extrait n'induit aucune nioxhition significative de biomasses (foliaire
ou racinaire) par rapport aux plantes témoin (fig8A). Lorsque les plantes sont cultivées
sur sol acide (fig. 1lI-8B), des apports d'acidentigue AH7 a des doses de 400 et 600
mgC.kg" substrat entrainent une augmentation significatvéa biomasse racinaire de 11 et
7% respectivement. Concernant les biomasses fsidfrg. 111-8) et la biomasse totale de la
plante (résultats non montrés), seule la doseusa farte d’AH7 (soit 600 mg de C.Rgde
substrat) entraine une augmentation de ces deaxptes (+13% et +12% respectivement,
fig. 11I-8B). Par ailleurs, concernant les autresgmetres, a savoir, la teneur en chlorophylles
et 'EUA, quels que soient les sols utilisés pauclilture des plantes (alcalin ou acide) ou les
doses utilisées, comparativement aux plantes temantraitées, aucun effet significatif en

réponse a I'extrait AH7 n’a pu étre mis en évidefrésultats non montres)
[11.1.2 Sur sol alcalin en présence de I'extrait A¥.5

Au cours de ces expérimentations, I'extrait AZALBta apporté a des colzas cultivés
sur sol alcalin selon 2 doses : 2 et 4 ml d’exkgit de substrat (sol). La figure I1I-9 présente
les biomasses relatives (foliaires et racinairesy plantes traitées. Quelle que soit la dose
utilisée, I'apport d’extrait se traduit par une mentation des biomasses foliaires et racinaires
des plantes traitées par rapport aux plantes t&man traitées (+5 et + 18% respectivement
pour les biomasses racinaire et foliaire des ptamtitées a la dose de 2 ml d’extraitkde

substrat et +13 et 12% respectivement pour les d88ps racinaire et foliaire des plantes
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traitées & la dose de 4 ml d’extrait’kde substrat). Concernant les autres paramétresu(e
en chlorophylles et EUA), aucune différence siguifive par rapport aux plantes témoins non

traitées n’a pu étre mis en évidence.

I11.2 Conclusions

Les conditions de cultures sur sol testées jusgué&sent permettent de confirmer
I'effet des extraits sur la biomasse mais ne soabagblement pas les conditions optimales
pour permettre I'expression avec une méme amplesiradtres effets physiologiques induits
par les deux extraits (teneurs en chlorophylleglgA). Ceci pourrait étre d0 a une moindre
disponibilité des extraits qui, comme nous l'avensprécédemment, pourraient notamment
étre adsorbés par les particules du sol. Toutefast a noter que I'extrait AH7 présente des
effets contrastés en fonction du pH du sol (alcaliracide). Ainsi, seuls les résultats obtenus
sur sol acide sont comparables avec ceux obtenulBydroponie avec notamment une
stimulation de la croissance racinaire (quelle go& la dose) et une croissance foliaire

augmentée (pour la dose la plus forte (fig. 111-8))

Cependant, ces expérimentations méritent d’étrerofmpdies en raison de la
complexité des relations existantes entre le eslrdcines, I'extrait apporté, le pH du sol et la
microflore tellurique (qui n'a pas été prise en pbenlors de ces expérimentations). Un
certain nombre de compléments aux protocoles dafjed pourraient donc étre envisagés
comme le développement d’'un nouveau support dereu{et notamment en augmentant la
taille des pots qui était peut-étre limitante ende culture) et d’'un substrat qui maximiserait
le contact de I'extrait avec les racines. Par aiflieil serait également judicieux de tester ces
deux extraits AZAL5 et AH7 en pulvérisation foli@jrce qui, outre la facilité d’application,

permettrait de s’affranchir en partie des problétigssaux interactions avec le substrat.

IV. Discussion

La partie criblage de cette thése reposait supbtiyese que la modification chimique d’un
acide humique ou le changement d’espece d'un exlgal pouvait augmenter leurs effets
physiologiques sur les végétaux. Concernant ledeadiumiques (AH1 a 7) la modification
consiste a faire varier le nombre de groupementsoggliques et phénoliques sur les deux

acides humiques natifs que sont la tourbe et lanaklte en réalisant des
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Tableau lll-1 : Bilan comparatif des effets des extraits algausur la production de biomasse, la
teneur en chlorophylles et I'efficience d'utilisatbn de I'azote (EUA) au terme de 30 jours de contact
Les valeurs sont exprimées relativement et en potage de celle du témoin. Pour I'extrait algal AZA
guatre concentrations ont été testées : 0,2 ; 08¢t 0,5 % (v/v). Pour les extraits AZAL2 a Bewseule
concentration est utilisées : 0,1 % (v/v). Les dsiwbliques représentent les conditions pour ldisgues
parametres mesurés pour les colzas traités ngasmsignificativement différents du témoin nontéalLes
étoiles indiquent un effet significatif par rappatt témoin pour une probabilité p<0.05 (*), p<0(®) ou
p<0.001 (***).

Extrait Concentratiof Biomasses Teneur en CUA
(mgC.LY | foliaire racinaire totale |chlorophylles
0.2 7 7 7
03 /
AZAL1 o /
0.5 /
AZAL2 0.1
AZAL3 0.1
AZAL4 0.1
AZALS 0.1

Tableau IlI-2 : Bilan comparatif des effets des acides humiquesur la production de biomasse, la
teneur en chlorophylles et I'efficience d'utilisaton de I'azote (EUA) au terme de 30 jours de contact

Les valeurs sont exprimées relativement et en potgge de celle du témoin. Pour chaque acide hamniqu
deux concentrations sont représentées : 10 et f0@encarbone organique par litre de solution rixit

La Tourbe et la Léonardite représentent les atidesques natifs. AH1 a AH7 sont les 7 acides huesqu
modifiés. AH1 a AH3 sont issus de I'oxydation d&daurbe par I'extrait phénoliqgue de Quebracho, AH4
AH7 sont issus de l'oxydation de la Léonarditeljgatrait phénolique de Quebracho. Les barres oblq
représentent les conditions pour lesquelles leanpatres mesurés pour les colzas traités ne sont pas
significativement différents du témoin non traité&s étoiles indiquent un effet significatif par papt au
témoin pour une probabilité p<0.05 (*), p<0.01 (80 p<0.001 (***).

Extrait Concentratioth Biomasses Teneur en EUA
(mgC.LY | foliaire racinaire totale |chlorophylle;
10 / /
Tourbe 100 /
10
AH1 100
10
AH2
100
10
AH3 100
Extrait Concentratioth Biomasses Teneur en EUA
(mg C. LY foliaire racinaire totale |chlorophylles
|éonardite 10 / / / / /
100 / / /
10 / /
AH4 100 /
10 /
AH5 100 /
10
AH
6 100
10
AH7 100
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réactions d’'oxydation et de polymérisation avecautre acide humique natif, a savoir le
quebracho. En effet, dans la littérature, il estégalement supposé que ces groupements
puissent étre a l'origine des effets physiologigunekiits par les acides humiques (Conte &
Piccolo, 1999 ; Smejkalova & Piccolo, 2008). Comeat les extraits algaux, les extraits sont
issus de différentes especes d’alguescéphyllum nodosuet Fucus serratus L'objectif de
I'étape de criblage consistait donc a déterminé&) lextraits(s) le(s) plus efficace(s) pour
maximiser les effets physiologiques des extragawk obtenus (AZAL1 a 5). Dans ce sens, 5
extraits algaux (AZAL1 a 5) et 7 extraits humiquresdifies (AH1 a7) nous ont été fournis
ainsi que les 3 acides humiques natifs (Tourbenagdite et Québracho) dont ils dérivent.
Les tableaux Ill.1 et 1ll.2 présentent un bilan q@ratif des résultats obtenus pour les

différents extraits.

Parmi tous les extraits algaux, seul AZALS5, extraitd’ Ascophyllum nodosum,
permet d’'accroitre significativement la biomasse (. 11l-2), la teneur en chlorophylles
des feuilles (fig. 111-3B) et I'efficience d’utilisation de I'azote (EUA, fig. 111-4B) des colzas
traités. Tous les autres ne présentent aucun effet paorapu témoin non traité ou méme
parfois un effet déléteére sur la biomasse (tablgdl). Les extraits AZAL1 et 4, quant & eux,
tous extraits a partir d'un mélange d’algues dewegucuset Ascophyllumne présentent
aucun effet significatif sur les différents pararastétudiés chez le colza. Il semble alors que
I'extrait d’Ascophyllum nodosuserait le plus efficace (AZAL5). De maniére inggante, il
se trouve que cette algue est une des plus étudigessla littérature (Rousses al, 2009 ;
Khan et al, 2009 ; Khanet al. 2011 ; Subramaniaet al, 2011) principalement pour la
protection qu’elle confere aux plantes contre tesss biotiques et abiotiqueSompte tenu
des résultats obtenus lors cette étape de criblagéextrait algal AZAL 5 a été retenu

pour les expérimentations suivantes.

Concernant les acides humiquesu regard des figures (fig. llI-1, I1I-3 et lll-4)ous
avons montré que, par rapport aux acides humigatfs,na modification chimique modifie
les réponses des plantes vis-a-vis de ces extfadgtite modification est surtout visible au
niveau de la biomasse racinaire (fig. IlI-1B) ptaguelle on passe d’aucun effet significatif
pour les acides humiques natifs a un quasi doubleche la biomasse racinaire en réponse
aux acides humiques modifiés. Pour les biomasskairés et totales, les réponses au
traitement par les acides humiques natifs et méglifiont plus nuancées. Pour mémoire, les

extraits AH1 a 3 sont principalement issus de dladiumique natif extrait de la tourbe et les

50



Chapitre 11l — Effets des extraits algaux et de&las humiques sur la physiologie du colza

extraits AH4 a 7 principalement de I'acide humiquaif venant de la Iéonardite. On voit
alors que pour les extraits issus de tourbe (AHR), da modification chimique a totalement
changé le profil de réponse du colza par rappesxtrait natif (tableau IlI-2). En effet, la
tourbe stimule uniqguement la production de biomdskaire alors que les extraits AH1 a 3
n’'induisent qu’une stimulation de la biomasse racen Cette modification chimique des
extraits fait méme perdre aux extraits AH1 a 3féebénéfique de la tourbe observeé sur les
teneurs en chlorophylles et FEUA. Il est alorsfidife de déterminer réellement si, dans ce
cas, la modification chimique de I'acide humiqu@ae un plus par rapport a I'acide natif.
Concernant les extraits modifiés AH4 a 7 issusad&dbnardite, on distingue deux groupes
d’acides humiques induisant des réponses conteagi@erapport a I'acide humique natif
(tableau 111-2). Un premier groupe constitué par éxtraits AH4 et 5 possédant un profil de
réponse similaire a celui obtenus lors des traitempar les extraits AH1 a 3, a savoir une
augmentation, voire un doublement, de la biomaasmaire mais pas d’effet significatif ou
un effet délétere sur les biomasses foliairesgfedr en chlorophylle et 'TEUA. Pour ces
extraits (AH4 et 5), la modification chimique n'esiine pas de modifications notoires des
effets physiologiques de l'acide humique natif sircest pour 'augmentation de biomasse
racinaire qui est plus importantdu contraire, concernant le deuxieme groupe composé
des extraits AH6 et AH7, la modification chimique @porte un réel progres par rapport

a la leonardite (tableau I1I-2), aboutissant a desaugmentations significatives des
biomasses racinaires et foliaires, des teneurs ehlarophylles et de 'EUA des plantes
traitées. On peut alors en conclure que la modification ¢hira de la tourbe n’est pas une
bonne stratégie puisque les 3 essais de modificationt eu pour résultat principal que de
supprimer les effets physiologiques observés eonsp a cet extrait natif. Par contre, la
modification chimique de la Iéonardite est quaatl@ plus efficace puisque les extraits qui en
sont issus provoquent, par rapport a I'acide humigatif, au moins une stimulation de la
biomasse (AH4 et 5) ou une stimulation de touphlrameétres étudiés (biomasse, teneur en
Chlorophylles et EUA) au cours de cette étape idagie (AH6 et 7).

Si I'on reprend I'hypothese de travail sur laquedke basait cette premiere partie de
thése, on constate alors que les modificationsici@s d’'un extrait ne donnent pas toujours
les résultats espérés sur la croissance du cotrtaifes peuvent étre tres efficaces (comme
dans le cas de AH6, AH7 et AZALS) et d'autres peuviaire perdre les propriétés des
extraits natifs (AH1 a 3)Ce criblage nous permet néanmoins de dégager deuxtraits,

'extrait algal AZALS5 et l'acide humique AH7, semblant présenter les meilleures
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Chapitre 11l — Effets des extraits algaux et de&las humiques sur la physiologie du colza

potentialités d’action autant sur le colza que sute blé (études réalisées par le CIPAV,
communication personnelle de Maria Garnica). Il @sfa intéressant de remarquer que,
concernant les parametres étudiés (biomasses,rt@mewhlorophylles et EUA) lors du
criblage, ces deux extraits, bien que d’origings tdifférentes, engendrent des réponses
similaires chez les colzas traités. Ces répongsspiroches se retrouvent également lors des
cultures en condition de stress. Cependant, tosseffets ne sont pour l'instant que des
constatations physiologiques déja rapportées datigdrature pour d’autres extraits algaux
ou humiques, puisqu’il s’agissait alors seulementiubler tous les extraits pour sélectionner
ceux possédant le plus fort potentiel. Le rest&akail de recherche a donc consisté a étudier
plus précisément I'impact des extraits AZAL5 et AHUr le fonctionnement du colza, en
combinant une approche tres large reposant sufidation de puce ADN haute densité
(réecemment développée pour le colza) a une apprpliseciblée consistant a valider les

données moléculaires tout en les reliant aux psuseghysiologiques correspondants.
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Chapitre IV — Analyses métaboliques et caractéiosat physiologiques des métabolismes N, C et S

CHAPITRE IV

LA CROISSANCE DU COLZA EST ACTIVEE PAR LES EXTRAITS
ALGAUX ET LES ACIDES HUMIQUES :
ANALYSES TRANSCRIPTOMIQUES ET CARACTERISATIONS
PHYSIOLOGIQUES DES METABOLISMES N, CET S

Afin de cibler plus en détail les modes d’actiorest cibles métaboliques des extraits
algaux et des acides humiques sur le fonctionnementolza, nous avons focalisé notre
démarche sur les deux extraits les plus promet{ebepitre Ill) : AZALS et AH7. Dans notre
cas, nous avons choisi de déterminer les ciblegculzires de ces extraits en utilisant une
meéthode de transcriptomique différentielle pernmétta comparaison des transcriptomes de
colzas traités par chacun de ces deux extraitsla des colzas témoin non traitésa
I'utilisation de microarray spécifigue du colza. I#ssue de cette analyse a large spectre,
certains résultats ont été confirmés par des asmlyshysiologiques, biochimiques et
microscopiques ainsi que par des analyses trabsanigues plus ciblées. L’ensemble des

résultats obtenus est présenté et discuté daasgtigses 1 et 2 présentés ensuite :

L’article 1 intitulé «Brassica napugrowth is promoted bpscophyllum nodosof..) Le Jol.
seaweed extract: Microarray analysis and physioldgcharacterization of N, C and S
metabolisms » présente les résultats obtenus gaoaniay avec des colzas traités ou non par
I'extrait algal AZALS. Il a été soumis a JournalPiant Growth Regulation (JPGR-11-0234).

L’article 2 intitulé « Microarray analysis of humarcid effects orBrassica napugrowth:
Involvement of N, C and S metabolisms », préseaserésultats moléculaires obtenus par
microarray avec des colzas traités ou non pard&atiumique AH7. Il a été soumis a Plant
and Soil (PLS0O9031).
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Avant-propos

Les bienfaits d’'une application d’algues ou d’eixtraalgaux sur les cultures sont
connus depuis l'antiquité. Ainsi, des augmentatioles biomasses et de rendements ont
souvent été rapportés en réponse a ces extrafgen@ant, il ne s’agit majoritairement que de
mesures physiologiques et les mécanismes et méae#d sous tendant ces augmentations

de biomasses sont pour l'instant mal connus, eticpher chez le colza.

L’objectif principal de ce travail consistait doac&tudier en détail I'action d’'un extrait
algal, sélectionné aprés criblage de 5 extraitaudgoour leurs effets sur la biomasse, sur le
de colza afin de préciser son mode d’actions. Dmtte étude nous avons choisi de nous
focaliser sur trois métabolismes importants pouplinte : la photosynthése ainsi que les
nutritions azotée et soufrée. Pour cela, une apatys puce ADN a été réalisée afin de
comparer les transcriptomes de colzas traités’@strdit algal a ceux de colzas témoin non
traités. Cette analyse est ensuite complétée gamesures de contenu en composés N et S,
des mesures de I'activité nitrate réductiaseivo ainsi que des observations des chloroplastes

en microscopie confocale et électronique.

Les résultats obtenus montrent que, chez les coletes, on observe une
augmentation de biomasse caractéristique de legdin d’extrait algaux mais également
une activation des nutritions azotée et soufréesica-dire non seulement une activation des
transporteurs racinaires responsables de l'absorpke ces éléments mais également une
activation de leurs voies d’assimilation. Le pdiatplus novateur de cette étude concerne
laugmentation du nombre de chloroplastes danscédlsiles des les premieres heures de

contact entre la plante et I'extrait.
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I.I Introduction

Any improvement in agricultural practices that Emses plant nutrient capture
efficiency should reduce the negative environmeimi@acts of agriculture and increase crop
production and sustainability in reduced input eys. Thus, many approaches have been
studied to increase nutrients capture and yieldh sag genetic selection: allele selection,
selection of domestication genes, gene and genampécdtion, new genotype creation,
QTLs... (for review, see Vaugha al.,2007). Moreover, a better knowledge of plant uptak
and assimilation could also allow a better efficief crop fertilization. In this way, recent
studies have focused principally on potentiallyiytodg nutrients such as phosphorus (P) and
nitrogen (N) (Agostinet al.,2010; Bordeet al.,2011). More recently, new strategies such as
the use of biological molecules that act as biogiamts have been evaluated. As defined by
Zhang and Schmidt (1997), biostimulants corresgoritmaterials, other than fertilizers, that
promote plant growth when they are applied in smakntities”. In addition, Zhang and
Schmidt (1997) considered biostimulant as “metab@nhancers” that can be used to
increase the effectiveness of conventional minfdilizers (Craigie, 2011). Among these

biostimulants, bioactive substances extracted seaweeds are the most studied.

Since antiquity and more traditionally, seaweedghaeen applied directly to soil as
manure and as soil conditioning agents (Blunden @odtlon, 1986; Mettinget al., 1988;
Temple and Bomke, 1988; Horgjal.,2007). The observed benefits to the growth, heaith
yield of crop plants have been attributed(ijothe supply of essential nutrients provided by
degradation of organic matter and (ii) the improeeainof soil texture with an increase of
water holding capacity. However the use of marieawseed to fertilize crops has required
development of preparation methods to facilitasngport over long distances (Gardissal,
1857). For example, a method for compressing sehveegemarine plants into compact
transportable form was published more than 150syago. More recently, new techniques to
obtain seaweed extract (seaweed liquefaction) adst# gross seaweed, such as alkaline
extraction (Milton, 1952) or low temperature mitlifHervé and Roullier, 1977) have been
used. These liquid seaweed extracts are therefore rfnequently used as they facilitate
transport and application to soil or as a foliaragp In parallel, further studies of these liquid
extracts have been performed in order to undergteidpotentialities and modes of action.
Studies on the effects of seaweed extracts hawerslaacelerated developments cycles i.e.

earlier germination, flowering and fructificatiom itreated grapevine and strawberry

56



Chapitre | — Introduction et analyse bibliographiu

(Sivasankaret al.,2006; Roussost al.,2009). Other authors have related an increasatah t
dry weight, and more specifically the proliferatiohsecondary root systems in response to
foliar spraying with seaweed extract dnabidopsis thalianaMerigout, 2006; Rayoratbkt

al., 2008), grapevine (Mugnai al., 2008) and strawberry (Rousseial., 2009; Spinelliet

al., 2010). In parallel, enhancement of leaf chloroplegintent has also been reported in
grapevine (Sivasankaat al., 2006; Mancuseet al., 2006) and strawberry (Spinehit al.,
2010). This improved development and increase @p growth led to an increase in yield,
guality and size of harvested products for grapevatrawberry, soybean, tomato and maize
treated by foliar spraying with seaweed extracvgdSankariet al., 2006; Khanet al., 2009;
Rathoreet al., 2009; Roussost al., 2009). All these authors suggest that phytohormone
contained in the seaweed extract such as auxiog@kinins are probably responsible for the
accelerated and improved development of plantthitnway, Kharet al. (2011) demonstrate
that liquid culture or foliar spraying with ascophyllum nodosuextract induced cytokinin-
like activity in Arabidopsis thalianaleaves and roots. Moreover, Okazadti al. (2009)
showed that cytokinin-like activity induced in ptarenhances the chloroplast division rate,

resulting in a higher number of chloroplasts péi: ce

In addition, other studies have revealed that ptesitment with seaweed extract
improves the resistance to biotic and abiotic s#es For example, seaweed extract
application has been shown to protécabidopsis thalianaand grapevine against cold and
salt stress. Indeed, in response to seaweed applicdahe growth of treated plants is
maintained under reduced temperature or increaskdcsncentrations. Moreover, treated
plants present reduced tissue damages and shoverated recovery after temperature and
salinity return to normal conditions (Mancusbal., 2006; Rayirattet al., 2009). According
to these authors, the presence of protecting mi@lesn seaweed extract, such as betaines or
cytokinin-like compounds, is probably involved ihet improvement of plant protection
against abiotic stresses. Regarding biotic stressedies have reported the improvement of
protection ofNicotiana tabacun{Mercier et al., 2001),Medicago truncatulgCluzetet al.,
2004) andDaucus carota(Jayarajet al., 2008) against fungal pathogens. These authors
suggest that protection of plants against pathogenslue to the presence of oligo-
polysaccharides in the seaweed extract (glucansagsenans, laminarins and alginates
among others) that can act as elicitors to indbheeexpression of defense genes (such as
genes encoding Pathogenesis-Related (PR) profiios)to the pathogen infection and thus

trigger more efficient plant defenses reactionsrédwer, Kharet al. (2009) suggested that
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chelated metals present in the extracts could leavepelling effect on nematodes and
bacteria.

Focusing more on plants metabolism, Mancesaal. (2006) showed that application of
seaweed extract on grapevine increased the leafadation of N, P, K, Mg and Zn with a
particular increase in Kand C4&" influx into stomatal cells. Rathogt al. (2009) also showed
an accumulation of N, P, K and S in the seedsestéd soybean. Duramd al. (2003) and
Merigout (2006), focusing on N metabolism, reportedt application of algae extract on
Arabidopsis thaliangby foliar spraying or addition in the growth meuwh) enhanced nitrate
content and nitrate reductase activity in leaveghé case of increased yield and dry weight,
authors suggest that the effect of seaweed onentdrimetabolism may be due to the
phytohormones content in the extracts. Therefdre, keneficial effect of seaweed extract
application to plants seems to be the result ofym@mponents (phytohormones, betains,
polymers, nutrients...) that may work synergisticaljowever, only a few studies have

focused on metabolic targets in the interactiose@fweed extracts and plants.

Winter oilseed rape (WOSHBrassica napud..) is an important agricultural crop cultivated
for its oil, which can be used as an edible produrctfor industrial application (animal
nutrition, cosmetics, diester production...). WOSR && used as a catch crop to reduce N
leaching during the autumn-winter period becausisdfigh capacity to take up nitrate from
soil (Lainéet al., 1993). However oilseed rape shows a low Nitrogee HBfficiency (NUE,
defined by the ratio of seed N content to totahpld content) especially due to the default in
leaf N mobilization (Etiennet al.,2007; Desclogt al.,2008) during the vegetative stage. As
a consequence, N remaining in fallen leaves issa for dry matter production but also
increases the risk of nitrate leaching following timineralization of leaf organic N. Indeed,
the fall of WOSR leaves with high N content (up2% of the dry matter, Malagoét al,
2005a) leads to a return of N to the soil that ach 100 kg N ha (Dejouxet al, 2000).
Due to this low NUE, oilseed rape requires excesdiv fertilization to maintain high N
content of harvested tissues. Whatever the raié fafrtilization, the oilseed rape N Harvest
Index (NHI) is low (approximately 70%, Dreccet al., 2000) compared with cereals. This
has led to a defective agro-environmental balaheé might be improved by triggering an
increased nutrient use efficiency (especially N) oilseed rape by the addition of

biostimulants. Thus, the aim of the present studg o identify new seaweed extracts that
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Table IV.I-1 : Elemental nutrient composition of seaweed extrddAZAL5 (t: determination
by difference)

concentration concentration

element element
(ppm) (%)

Ca 572 C 1.79
Cu 6 H 9.89
Fe 20 N 0
K 4442 0 g7.3 T
Mg 616

Na 2078

P 78

S 1782

Si 18

Zn 1.2

Table IV.I-2 : Hormonal composition of seaweed extract AZAL5Contents are expressed in
pmol.gt. Phytohormones measured were auxin (IAA), abseaisid (ABA) and cytokinins (Z:

Zeatin, DHZ: dihydrozeatin, tZR: trans-zeatin, cAfs-zeatin, DHZR: dihydrozeatin riboside,
iP: isopentenyladenine, iPR: isopentenyladeno®#R: benzyladenine riboside, mT: meta-
topolin, mTR: meta-topolin riboside, oT: ortho tdipp oTR: ortho-topolin riboside). NC : Not

detected.
phytohormone IAA ABA Z DHZ tZR cZR DHZR
content 7,53 17,63 NC NC NC NC NC
phytohormone iP iPR BAR mT mMTR oT 0TR
content 16,11 0,46 NC NC NC NC NC
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could increase the mineral nutrition and growtM8DSR so as to reduce the dose of fertilizer

currently used.

In a first step, we have screened five seaweea@stirom brown algadscophyllum
nodosum(Linnaeus) Le Jolis anBucus serratud.innaeus obtained from different extraction
processes, for their effects on rapeseed. For ithi&al screening, easily and rapidly
measurable parameters chosen from the literatwe tbeen used, such as improvement of dry
weight production (roots and/or shoots), chlorophghtent or improvement of Nitrogen Use
Efficiency. Thus, one extract presenting a posig¥fect on dry weight, chlorophyll content
and/or NUE was found as potentially interesting tlog following study. At the end of this
basic screening, only one extract frékscophyllum nodosur(Linnaeus) Le Jolis -named
AZAL5- led to significantly higher dry weight andhlorophyll content of rapeseed after 30
days of supply to the roots. In order to better arathnd the AZALS5 effects on WOSR
growth, a fine characterization (elementary andmmral composition) of this seaweed
extract has been performed and coupled with trgsteanic (microarray), physiological,
biochemical and light and electron microscopic wgeed. This approach allowed the
identification of specific genes or groups of gemieat were up- or down-regulated when
WOSR was treated with AZALS5. Furthermore, and t® blest of our knowledge, this study is
one of the pioneer works that has used a spdgifissica hapusnicroarray associated with a

physiological approach to identify the main metabphthways induced by seaweed extract.

|.2 Results

|.2.1Seaweed extract (AZAL5) characterization

Except for C, H and O, which are the main componefit7, 9.8 and 87.3%

respectively), AZALS5 extract principally containaCK, Mg, Na and S. Surprisingly, this

seaweed extract did not contain significant N (€dbl.1-1).

Moreover, hormone analysis (Table 1V.I-2) showsyonéry small amount of auxin,
abscissic acid and cytokinins (especially iP arig)iHowever, these concentrations (between
17.63 pmol.g-1 for ABA and 0.46 pmol.g-1 for iPREaoo low to have any physiological

signification.
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Figure IV.I-1 : Effect of seaweed extract on rapeseed dry weigfibW) after 1, 3 or 30 days of
treatment. A. Relative comparison of total dry weight of treafddnts (squares and dotted line) with
control (circles and continuous line), in the petege of control plants. Values near the pointstiaee
total DW expressed in g8. Shoot DW of control (white histogram) and treatgldnts (hatched
histogram), expressed in g.plan€. Root DW of control (white histogram) and treatddngs (hatched
histogram), expressed in g.pl&nD. Shoot/root ratio of control (circles and continuding) and treated
plants (squares and dotted line). Values are mandsvertical bars indicate + standard deviation for
n=10 when exceeding the symbol. Significant diffiees at P<0.05 and P<0.01 are indicated by one and
two asterisks, respectively.

Table IV.I-3 : Nutrient composition of Hoagland solution and AZAL5 contribution to the nutrient
supply. Total uptake for each nutrient over 30 days drews resulting from the nutrient solution
(control) or from the nutrient solution and AZALGpply (treated).

Contentin AZAL5 Control plant AZALS treated
Hoagland A
element . contribution uptake plant uptake
solution
(mg) (mg) (%) (%)
Ca 10000 114.40 7.65 12.56
Cu 10 1.20 3.60 8.04
Fe 1600 4.00 1.16 1.68
K 12200 888.40 9.28 14.52
Mg 2500 123.20 5.47 9.06
N 3498 0 39.62 65.35
Na 1606 415.60 0.43 0.56
P 2860 15.60 6.80 10.14
S 4440 356.40 7.82 12.87
Si 154 3.60 2.57 5.48

Zn 48 0.24 3.38 4.48
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[.2.2 Growth analysis

In order to determine the impact of AZAL5 on plagrowth, the relative total dry
weight (DW, in percentage of control plant dry wejghas been monitored after 1, 3 and 30
days of treatment (Fig I1V.I-1A). The addition ofi® (v/v) of AZAL5 seaweed extract in the
root growth medium did not affect significantly thetal DW of rapeseed after 1d or 3d of
treatment. Indeed, the total DW of control planiaswd.30+0.03 g and 0.57+0.02 g.ptant
after 1 and 3 days, respectivelersus).37+0.01 g and 0.57+0.02 g.plarfor treated plants
at the same time of harvest. However, after 30 ,dalgts treated with AZAL5 showed a
significant increase in total DW (+38+7.34%) congghto control plants (3.60+0.41 g.plant
for controlversus4.97+0.26 g.plant for treated plant). As shown in figs. IV.I-1B afx this
increase in total DW could be explained by a sigaiitly increased shoot DW (+23+8.60%
compared to control, Fig. IV.I-1B) and more part&ly by a high increase in root DW
(+102+13.43% compared to control, Fig. IV.I-1C)eafB0 days of treatment by AZALS5. At
day 30, this higher DW in roots than shoots (+28@8 DW) resulted in a lower shoot/root
ratio for treated plants compared to control plgBt86+1.89 and 2.87+0.27 in control and

treated plants, respectively (Fig. IV.I-1D).

From these results, it can be hypothesized thailsopental mineral nutrients provided
by the addition of AZAL5 are responsible for thehanced dry weight of treated rapeseed.
However, when the nutrient composition of the dohg was analyzed (Table IV.I-3), it
appears that AZALS5’s contribution to the minerapgly of Hoagland solution was negligible
(from +0.25% for Fe to +12% for Cu, with a notab@tribution of Na: +25%). Furthermore,
regarding plant nutrient uptake by both control &medited plants (Table 1V.I-3) whichever
nutrient was considered, the fraction taken upheyiants was always lower than 15% of the
total nutrient supply. Thus, even in the contrgints were not exposed to any limiting
conditions and the increase in dry weight for edatapeseeds did not result from the
amelioration of any kind of starvation. Howeverjdtevident that although the percentage
value of nutrients taken up by plants was low, asvalways higher for treated plants than for
control plants. This suggests that AZAL5 stimulatgotake and/or assimilation of these

nutrients.
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Figure 1V.1-3 : Distribution among metabolic pathways (accordingto DFCI annotation) of genes
differentially expressed in Brassica napus roots ahshoots after 3 days (A) or 30 days (B) of
treatment with AZAL5 . Numbers in parenthesis indicate the total numdfegenes differentially
expressed in each conditions (each time of tredtamah each part of the plant, P<0.05). Numbers near
pie charts indicate the percentage of differentimkpressed genes implicated in each metabolic

pathway.
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[.2.3 Microarray data

Microarray analysis was performed with 3 replicdtaseach of the plant tissues (roots
or shoots) and for each of the harvest times @30 days). A total of 31 561 genes were
analyzed on the microarray, creating an expregsiofile for each plant tissue and each time
of treatment. Hierarchical clustering of these esprons profiles (Fig. IV.1-2) shows that the
3 replicate profiles of each date x treatment wemy close. The analysis of significantly and
differentially expressed genes between control tedted plants was undertaken using a
minimal fold change of expression of 5 (p-value0&). Using this filter, no differentially
expressed genes were found in shoots and rootslaftef treatment with AZALS5. After 3
days of treatment with AZAL5, microarray analysevealed that 724 and 298 genes were
differentially expressed in shoots and roots, respely (Fig. IV.I-3A). Moreover, after 30
days of AZALS5 treatment (Fig. IV.I-3B) it was showthat 612 and 439 genes were
differentially expressed in shoots and roots ohfdaespectively.

All differentially expressed genes have been digssin metabolic pathways according
to DFCI annotations (http://compbio.dfci.harvardigdFig. 1V.I-3). From this global
classification, at first sight, it appears that ath@0% of differentially expressed genes did not
have a known function (supplemental data, Tablesa8d S2). However, the DFCI
classification revealed that several metabolic watls were affected by AZAL5 treatment
(Fig. IV.I-3A and B). Among these, some metaboliatipvays (such as fatty acids,
phytohormones, senescence, plant development anttansports) were represented in low
numbers among the genes that were differentiallyressed. In contrast, four metabolic
pathways were more specifically affected in sh@wtd roots by the treatment (Fig. IV.I-3A
and B): general cell metabolism (10.3% of the taddferentially expressed genes on
average), carbon metabolism and photosynthesi8o(d average), stress responses (6.7%
on average) and nitrogen and sulfur metabolism450& average). Thus, according to our
initial aim which was to target an improvement utrient use efficiencies (such as N and S)
of WOSR following seaweed treatment, this studyutmxl on N, S and C metabolisms
(especially photosynthesis). Accordingly, non-exdisme lists of genes involved in these
metabolisms and differentially expressed after 8 80 days of contact with AZALS5 are

detailed in Tables IV.I-4 and IV.I-5 for shoots amats respectively.
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Table 1V.1-4 : Partial list of differentially expressed shoot gnes involved in photosynthesis and
nitrogen and sulfur metabolism after 3 or 30 days btreatment with AZAL5 extract . The first two
letters of the gene description indicate the spedi®l: Arabidopsis lyrata, At: Arabidopsis thalarBc:
Brassica campestris, Bj: Brassica juncea, Bn: Brassapus, Bo: Brassica oleracea, Br: Brassica, rapa
Bu: Bauhinia ugulata, Ca: Capsicum annuum, Cp: u€itparadisi, Gt: Guillardia theta, Mc:
Mesembryanthemum crystallinum, Nt: Nicotiana talmacist: Solanum tuberum, Th: Thellungiella
halophila). Positive fold change indicates that geme is specifically over-expressed in response to
seaweed extract (orange boxes); negative fold ehamdicates that the gene is specifically repressed
response to seaweed extract (green boxes). Boxdednavith "-" (gray boxes) indicate genes with
expression levels that are not significantly deéfgr from control. P-values are Bonferroni-corrected
Genes were considered as differentially expressagavalue <0.05.

Shoots 3d Shoots 30d
g i E ) ) E ) 0]
E A;i;ss'eorn Description § = 5 £ é 3 s 2
g 5 > s 8 s > S 8
O o LIL_C O o LL_C
NP174327 |At - Carbonic anhydrase 1, chloroplast precursor
AY433944 |Br - Early Light-Inducible Protein (ELIP)
CP002684 |At - Ferredoxin-2, chloroplast precursor
DQ244819 |At - Ferredoxin-2, chloroplast precursor
AJ312190 |At - Ferritin-3, chloroplast precursor
NM123450 |At - S-adenosyl-L-methionine-dependent uroporphyrinogen Il methyltransfe!
NM104609 |At-Glutamyl-tRNA reductase 1, chloroplast precursor
AC189413 |Gt - Photosystem Il reaction center protein Z
" CP002688 |At - Pyridoxal biosynthesis protein PDX1.3
) NM100952 |At - Alpha-glucan water dikinase 1, chloroplast precursor
2 AF458411 |At - Chaperone protein dnaJ 8, chloroplast precursor
‘; GR444715 |At - Chlorophyllase
4 AJ635427 |At- Phosphoglucan, water dikinase, chloroplast precursor
° DQ118104 |Bn - Plastid division regulator MinE
s NM118879 |At - Protochlorophyllide reductase B, chloroplast precursor
AY699948 |Ca - Stay green protein (sgr)
NM129396 |At - Alanine--glyoxylate aminotransferase 2 homolog 2
NM120081 |At - Glucose-1-phosphate adenylyltransferase large subunit 3
NM100952 |At - Alpha-glucan water dikinase 1, chloroplast precursor
AF458411 |At - Chaperone protein dnaJ 8, chloroplast precursor
AF337544 |Bo - Chlorophyllase 1
NM100115 |At- Long hypocotylin far-red 1 (HFR1)
AB456972 |Al - Phytochrome B
NM100380  |AL- 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase nomolog
NM121798 |Mc - 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine methyltransferase
AY128334 |At - Anthranilate N-hydroxycinnamoyl/benzoyltransferase-like protein
NP195197 |Bn - Arginine decarboxylase 2
ES912832 |Bn - Asparaginase
FJ830448 |Bn - Epithiospecifier modifier (ESM)
NM127123 |At - Ferredoxin-nitrite reductase NiR1
NP181221 |Bn - gamma tonoplast intrinsic protein
NM111956 |At- GDSL-motif lipase/hydrolase-like protein
XM002872757 |Al - N-hydroxycinnamoyl/benzoyltransferase-like protein
D38220 Bn - Nitrate reductase
NM179668 |At - Tyrosine decarboxylase 1
NM127071 |At - 3-ketoacyl-CoA synthase 8
NM118831 |At - Aconitate hydratase 2 (ACO2)
= AY337608 |Bj - Arginine decarboxylase
2 NM180941 |At- Asparagine synthétase (ASN2)
8 DY022560 |Bn - Aspartate kinase
g DQ485132 |Bn - Cinnamate 4-hydroxylase isoform 2 (C4H)
= NM113299 |At - Dihydroxy-acid dehydratase
S NM114620 |At- Malate dehydrogenase chloroplast precusor
=) NM111869 |At - Phenylalanine ammonia-lyase 4
g DQ341308 |Bn - Phenylalanine ammonia-lyase (PAL1-1)
e CN729283 |At - cysteine proteinase
NM121480 |At- L-aspartate oxidase-like protein
NM202733 |At - Strictosidine synthase
NP194437 |At - Tryptophan synthase beta subunit (TSB2)
NP566700 |At- 4-Aminobutyrate transaminase
NP001078093 |At - Adenosylmethionine decarboxylase
NM120900 |At- Agmatine deiminase
X77260 Bn - Aspartic protease
AM501059 |St - Aspartic protease-like
BT000269 |At - Branched-chain alpha keto-acid dehydrogenase E1 alpha subunit
AF454959 |At - Cysteine proteinase RD19A
XP002883348 |Al - gamma-aminobutyrate transaminase subunit precursor
AK317177 |At- Glyoxalase | protein family
AF089848 |Bn - Senescence-specific cysteine protease




Table 1V.I-4 (continued)

Shoots 3d

Shoots 30d

g Accession
% Number Description
a
NM100380 |At - 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase homolog 1
NM119749 |At - Aconitate hydratase 1 (ACO1)
= EE567694 |Bn - Calmodulin
2 NM119466 |At- Coclaurine N-methyltransferase
_8 U51119 Bc - Cysteine proteinase inhibitor
S NP188895 |At- GCN5-Related N-acetyltransferase protein family
g NM129089 |At - Glycine cleavage system H protein 1
= NM127548 |At- Malic enzyme
g NM117360 |At - Serine carboxypeptidase-like 20 precursor
g EV093737 |At- 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase homolog 1
c AF314811 [Bn - Delta 1-pyrroline-5-carboxylate synthetase A
NM120157 |At - Adenylylsulfate kinase
uU68218 Bn- ATP sulfurylase (LSC680)
EU346738 |Bo - ATP sulphurylase 1 precursor (ATPS1)
AJ223499 |Bj- ATP sulfurylase precursor
AY097392 |Bj - Glutathion S-transferase 1
DQO091257 |Bn - Putative low affinity sulfate transporter
5, NM111114 |At- S-adenosylmethionine decarboxylase
S HMO013966 |Bn - S-adenosylmethionine decarboxylase
'% U63734 At - S-adenosyl-L-methionine-dependent uroporphyrinogen Il
@ AJ416461 |Bn - Sulfate transporter (stpl gene)
E NM104662 |At - Glutathione S-transferase TAU16 (GSTU16)
= NP187918 |At - Serine acetyltransferase (SERAT2.2)
2 NM118383 |At - Adenine phosphoribosyltransferase -like protein
EV118979 |At - Glutathione S-transferase
AF304430 [|Bn - Thiohydroximate S-glucosyltransferase
DQO059298 |Bo - Epithiospecifier protein
NM118319 |At - Autophagy related protein 8A(APG8A)
FJ357244 |Th -Glutathione peroxidase 6 (GPX6)

o
=
©
Y

o
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Table IV.I-5 : Partial list of differentially expressed root genes involved in photosynthesis and
nitrogen and sulfur metabolism after 3 or 30 days btreatment with AZAL5 extract . The first two
letters of the gene description indicates the sige¢Al: Arabidopsis lyrata, At: Arabidopsis thalég Bc:
Brassica campestris, Bj: Brassica juncea, Bn: Brassapus, Bo: Brassica oleracea, Br: Brassica, rapa
Bu: Bauhinia ugulata, Ca: Capsicum annuum, Cp: u€itparadisi, Gt: Guillardia theta, Mc:
Mesembryanthemum crystallinum, Nt: Nicotiana talacust: Solanum tuberum, Th: Thellungiella
halophila). Positive fold change indicates that geme is specifically over-expressed in response to
seaweed extract (orange boxes); negative fold ehamdicates that the gene is specifically repregsed
response to seaweed extract (green boxes). Boxdednavith "-" (gray boxes) indicate genes with
expression levels that are not significantly difdr from control. P-values are Bonferroni-corrected
Genes were considered as differentially expressagpavalue <0.05.

Roots 3d Roots 30d
>
S Genbank .
£ Accession Description
g
AY433944 |Br - Early Light Inducible Protein (ELIP)
CP002684 |At- Ferredoxin-2, chloroplast precursor
DQ244819 |At - Ferredoxin-2, chloroplast precursor
AC189413 |Gt - Photosystem |l reaction center protein Z
GQ200740 |At- Phytoene synthase, chloroplast precursor
EF011647 |Th - Glucose 6-Pi/Pi transporter
NP174327 |At- carbonic anhydrase 1
L31936 Bc - Chloroplast photosystem Il 10 kDa polypeptide
NM178694 |At- Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit, chloroplast precuy|
AB333800 At - Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A, chloroplast prdg
NM102871 |At- Photosystem | reaction center subunit Il (PSAF)
AJ245630 |At- Photosystem | reaction center subunit V
g U92504 Br - Photosystem | reaction center subunit VI
Q NM104102 |Br - Photosystem | reaction center subunit VI
% DQ296179 |At- Photosystem | reaction center subunit psaK
> DQ296179 |JAt- Photosystem | reaction center subunit psaK
k=] DQ296179 |At- Photosystem | reaction center subunit psaK
E DQ245799 |Bc - Photosystem Il 10 kDa polypeptide, chloroplast precursor
o L31936 Bc - Photosystem Il 10kDa polytpeptide
NM111021 [Nt - Phosphate/phosphoenolpyruvate translocator
NM102940 |Ta - Phosphoribulokinase, chloroplast precursor
AF326879 |At- Plastocyanin major isoform, chloroplast precursor
AY07103 At - PSl type Il chlorophyll a/b-binding protein
BTO000613 |JAt - Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase
NM100952 |At- Alpha-glucan water dikinase 1, chloroplast precursor
DQ118104 |Bn - Plastid division regulator MinE
NM124082 |At- Chlorophyll A-B binding protein family (lil3)
NM119135 |At- Choline monooxygenase, chloroplast precursor
NM113585 [|Bc - Light regulated protein-like protein
NM101688 |At - Nudix hydrolase homolog (NUDT4)
NP181221 Bn - gamma Tonoplast intrinsic protein
NM121822 |At- Glutamate dehydrogenase 1
AB014076 Bn - Serine decarboxylase
€ CN729283 |At- cysteine proteinase
i) NM105992 |Bu -Kunitz family trypsin and protease inhibitor
8 ES266717 |Cp - Type | proteinase inhibitor-like protein
< NP00107809 |At- Adenosylmethionine decarboxylase
g AK226564 |At - Hydroxypyruvate reductase
c BT000269 |At- Branched-chain alpha keto-acid dehydrogenase E1 alpha sub
g NM119466 |At- Coclaurine N-methyltransferase
g AF454959 At - Cysteine proteinase RD19A
c AY559319 |Bj- Glutamate decarboxylase 4a
AK317177 At - Glyoxalase | protein family
AF411209 Bn - Glutathione peroxidase
AJ311388 Bn - High affinity sulfate transporter (ST2)
% DQO091257 |Bn - Low affinity sulfate transporter
E NM106018 |At- Phosphoethanolamine N-methyltransferase 1
< NP187918 |At- Serine acetyltransferase (SERAT2.2)
g AY299479 |Bj- Glutathione S-transferase 4 (GSTF4)
. NM105660 |At - Glutathion S transferase TAU12 (GSTU12)
2 NM104662 |At - Glutathion S transferase TAU16 (GSTU16)
@ NM121231 |At- Glutaredoxin-C10
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In shoots (Table IV.1-4), 62% of genes involveglmtosynthetic pathways were down-
regulated, most of them being labeled “chloroplagtcursor”, such as the gene encoding
protochlorophyllide reductase B, an enzyme involwedhlorophyll biosynthesis (Oughagt
al., 2001) or the gene encoding a plastid divisiomlagr, AtMinE (Itohet al, 2001), whose
expression was reduced more than 50 fold aftery8.dathers down-regulated genes encoded
proteins involved in chlorophyll degradation, sashgenes encoding chlorophyllase-1 or stay
green protein (Sgr). Otherwise, this microarraylysia also revealed that 38 % of genes
involved in photosynthesis were up-regulated, sashgenes encoding ferredoxin and

photosystem proteingg. proteins implicated in the electron transport ohai

Concerning genes involved in N metabolism, Tabld-Wreveals that 60% of genes
were up-regulated. Among these up-regulated gerere ¥ound genes encoding enzymes
involved in nitrate assimilation, such as nitragductase (+32.908 and +8.385 folds at day 3
and 30, respectively) or genes involved in amind awtabolism. Among the genes that were
down-regulated, some proteases and more spedifiealsenescence associated cysteine
protease were strongly down regulated (Table 1Y.by the seaweed extract (-94.345 and -
73.099 folds at day 3 and 30, respectively).

For the S metabolic pathway (Table IV.1-4), arol8@ of genes were up regulated.
Some of these genes encoded proteins involved liatswptake and assimilation, such as
sulfate transporters, ATP sulfurylases and serioetyfiransferases. Moreover, seaweed
extract induced some genes encoding the Tau andl&dses of glutathione-S-transferases,
plant-specific multifunctional proteins that perforpivotal catalytic and non catalytic
functions in normal plant development and stresparses (for review, see Moons, 2005).
Otherwise, it can be noted that a low proportiorSometabolism related genes were down
regulated: only 20 % and 7% at 3 and 30 days, otisedy. Finally, from this microarray
analysis, it can be underline that the major pathe genes related to photosynthesis and N

and S metabolisms were differentially expressezhwots from day 3 to day 30.

Microarray analysis of roots (Table IV.I-5) revealéhat unlike shoots, most of the
genes were differentially expressed only after 3fdtreatment. In the photosynthetic
pathway, most up-regulated genes (79%) were lalfBlledtosystem”, such as those encoding
photosystem | reaction center subunits or plastaayigoform. In common with shoots, an up

regulation of ferredoxin (ferrodoxin-2) and a sgatown-regulation of gene encoding the
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Figure 1V.I-4 : Effects of AZAL5 extract on N metabolism A. Total N amount in shoots and roots of
control plants (white histogram) or treated plamith AZAL5 (hatched histogramB. Net nitrate uptake.

C. g-PCR analysis of the expression level of BnNRT(black histogram) and BnNRT2.1 (gray
histogram), two genes encoding root transportegdidated in N uptake. For g-PCR analysis, control
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plastid division regulator AtMinE occurred at 3 aBd days (-18.782 and -35.693 folds at
days 3 and 30, respectively). Moreover, focusingdoferentially expressed genes in roots
related to N metabolism, there was a substantialndaegulation of some genes encoding
protease inhibitors at day 3 and 30 and a downla&gn of some cysteine protease RD19
genes only at day 30. Focusing on S metabolisnfatsutransporter genes (high and low
affinity sulfate transporters) were up regulategesviously observed in shoots (Table IV.I-
4). Moreover, glutathione-S-transferases and sedoetyltransferase genes were down

regulated and up regulated, respectively, and mmas® and 30 days.

[.2.4 N metabolism

Microarray analysis highlights the up regulationgaines encoding proteins involved in N
metabolism (especially nitrate and amino acids)onfrthese data, physiological and
biochemical approaches have been developed torcotifie beneficial effect of seaweed
extract on N metabolism of WOSR. Thus, in firsttamee, the total amount of N in plants
treated by seaweed extract has been compared timicplants (Fig. 1V.I-4A). Secondly, the
effects of seaweed extract on nitrate-uptake (USIN@s, Fig. IV.I-4B), expression of two
major nitrate transporter8NRT1.1and BnNRT2.1 Fig. IV.I-4C) and nitrate reductase
activity in shoots and roots (Fig. 1V.I-4D) wereaqified. The total N amount in treated
plants (Fig. IV.I-4A) revealed that after 30d, treant with AZALS5 significantly affected N
content in plants. Thus, at day 30, the N contenthoots and roots of treated plants were
significantly higher than control plants (+21+6.58%0d + 115+12.6% in shoots and roots,
respectively), suggesting a higher nitrate uptakeesponse to seaweed treatment. Indeed,
compared to control, plants treated by seawee@a&xshowed an increase in nitrate uptake
(Fig. IV.1-4B) at day 1 and day 30 (+37+11.3 an@%3.7%, respectively). Because these last
two data points were of the same order of magniagithe increase in DW (Fig. IV.I-1), this
suggested that N uptake followed the stimulatiogrofwth. In the meantime (Fig. IV.1-4C),
the BnNRT2.1expression level was increased by 7.1+3.5 fold-day treated plants and
remained over-expressed at day 30 wBIlNRT1.1lexpression was more strongly induced
later on (67.4+47.4 and 159.6+35.7 fold at 3 and da@¥s respectively, Fig. IV.I-4C).
Additionally, compared to control plants, nitragductase activity (Fig. IV.l-4D) increased
significantly in shoots after 30d (+51+15.3%) oédtment but was not affected in roots.
However, no nitrate accumulation in shoot or rassues was detected in plants (data not

shown).
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[.2.5 S metabolism

Microarray analysis highlighted the up-regulatiodngenes involved in sulfur uptake
and assimilation, then the total amount of S (Ril-5A) and the sulfate content (Fig. IV.I-
5B) have been quantified in roots and shoots. Ma@goexpression levels of sulfate
transporters genes such BsSultrl.1land BnSultrl.2(plasmalemmic transporters, Fig. IV.I-
5C) andBnSultr4.1landBnSultr4.2(tonoplastic transporters, Fig. 1V.I-5D) were gtited in
roots and shoots, respectively. The total S amiouimeated plants (Fig. IV.I-5A) showed that
treatment with AZALS5 resulted in significantly high shoot (+63+27.1%) and root
(+133+£36.3%) S contents after 30 days of treatmdeniike N, these data had a greater
increased in magnitude than DW (Fig. IV.I-1), sugjgey a stimulation of sulfate uptaker
s.e.(Fig. IV.I-5B). Indeed, the total sulfate contentthe plants (Fig. IV.I-5B) showed that
treatment with AZALS5 resulted in accumulation oflfate in shoots (+48+9.3% and
+28+10.6% at 3 and 30 days respectively) and itsr¢el9+2.2% and +24+8.6% at 3 and 30
days respectively). In the meantime, compared tarobplants,BnSultrl.1was up regulated
(7.5+3.4 fold) only after 1 day of treatment whiaSultrl.2was strongly induced (44+6.7
folds) after 3 days of treatment (Fig IV.I-5C). Sehuently after 30 days, expression levels of
both sulfate transporters were similar betweentdckaand control plants. These data
suggested an earlier stimulation of sulfate uptéle seaweed extract. Moreover, the
expression levels of th&nSultr4.1 and BnSultr4.2 genes (Fig. IV.I-5D), which encode
tonoplastic transporters involved in vacuolar flsnad sulfate, were induced only after 3 and
30 days of treatment (6+3.3 and 2.7+0.7 fold, 19.9tand 2.3+0.7 fold at 3 and 30 days,

respectively).

[.2.6 Photosynthesis

Microarray analysis shows that, compared to consome genes involved in carbon and
photosynthesis pathways were differentially exprdss plants treated by seaweed extract.
For example genes encoding the plastid divisionleggr AtMInE or stay green protein (Srg)
were highly down-regulated in shoots after 3 déys51.566 and 13.480 folds respectively,
and after 30 days by 26.060 and 9.892 fold, respgt(Table IV.1-4). In contrast, genes like
ferredoxin NADP reductase or genes involved in pbgétem structure showed an up-
regulated profile (Tables IV.I-4 and IV.I-5). Toroplete this analysis, relative chlorophyll
content (Fig. IV.I-6A) and net photosynthetic ra{&ig. IV.I-6B) were measured.
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Figure 1V.I1-6 : Effects of AZAL5 on chloroplasts and photosynthsis A. Chlorophyll content in
leaves from control plants (continuous line) oateel plants (dotted line) measured by SPBOKinetics

of the net photosynthetic rate from control (comtins line) or treated leaves (dotted lin€).
Fluorescence confocal microscopy of chloroplastsonitrol or plants treated with AZALS5 after 1, 3dan
30 days of treatment. Bars represent a scale @frb@he images. Numbers of chloroplasts per cell are
indicated in the white square and are the meansndard deviation for n=10 cell®. Transmission
Electron Microscope (TEM) observations of chlorgdafrom control (top) or from leaves treated by
seaweed extract (bottom) over 30 days. Black gnesent a scale of 2 um. SG: starch granulesAFor
and B, results are means + standard deviation $6rleaves with 10 measurements per leaf. Asterisks
represent the result of the Student's test at p<f010*, p<0.01 for ** and p<0.001 for ***,
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At days 15 and 21, plants treated with AZAL5 showsdund an 8% increase in
chlorophyll relative content compared with contfe¥.8+2.1% at 15 days and +8.9+4.0% at
21 days). On the other hand, only one significafferdnce was found after 30 days of
treatment for the net photosynthetic rate (-22+2 20 AZAL5-treated plants). Therefore
microarray analysis, chlorophyll content and netotpeynthetic rate seems to give
contradictory results. Thus, confocal microscopy waed to observe chloroplast numbers in
mature leaf cells from treated or control plantsg(HV.I-6C). At any time, AZAL5
application significantly increased the number bliocoplasts per cell. Indeed, in cells from
control plants, the number of chloroplasts wastinedly constant during the experiment
(39.6+2.1, 47.4+3.7 and 46.6+1.3 at 1, 3 and 3G daspectively). In leaf cells from treated
plants, whatever the duration of treatment, the memof chloroplast was always higher than
controls (62.4+£3.2, 69.0+4.2 and 113.7£21.3 at And@ 30 days, respectively) suggesting a
very early stimulation of the chloroplast divisiprocess in response to seaweeds extract. In
order to estimate the potential seaweed effect ldar@plastic ultrastructure, transmission
electronic microscopy (TEM) was performed after @dys of treatment (Fig. IV.I-6D).
Comparing ultrastructure of chloroplasts from cohtplants, TEM showed no effect of
AZALS application on thylakoids and grana organat but an enhancement of the number
and the size of starch granules suggesting an adation of carbohydrate compounds in

chloroplasts in response to treatment.

|.3 Discussion

Winter oilseed rape (WOSHBrassica napusis characterized by a very low N recovery in
seeds as well as significant requirement for suénd therefore requires a high rate of
fertilization to maintain high yield. This has l¢d a defective agro-environmental balance
that might be improved by increasing nutrient useiency. Seaweeds extracts, mainly based
on brown algae, have been marketed for severak yasirfertilizers and soil conditioning
agents throughout the World. Among those comméyciabed productsAscophyllum
nodosuniLinnaeus) Le Jolis extracts are manufactured fseaweeds harvested from natural
habitats in the form of liquid concentrate or sédupowder as described by Blunden (1991).
Those marine extracts have long been known to eehalant growth and increase yield
(Blunden and Gordon, 1986; Mettirgg al., 1988). More recent studies on seaweed extract
action in plants revealed that these extracts iedan accelerated development cycle

(Sivasankaret al.,2006; Roussost al.,2009) and enhanced nutrient uptake, especiallifor
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(Durandet al., 2003), P, K (Mancuset al., 2006) and S (Rathoret al., 2009). Moreover,
treatments with seaweed extract have been reptotedimulate protection against biotic
(Mercieret al.,2001; Cluzeet al.,2004; Jayaragt al.,2008) and abiotic stresses (Rayirath
al., 2009). Thus, the aim of this study was to idergifyfewAscophyllum nodosuiiinnaeus)
Le Jolis finely characterized extract, named AZAtHat could increase mineral nutrition and
growth of WOSR in order to reduce fertilizer use.

From a previous set of screening experiments (datahown), AZAL5 extract was
selected from five seaweed extracts. Only AZAL5npoted a significantly higher growth rate
and leaf chlorophyll content compared to non-tr@éatepeseed controls. Its effects were
confirmed in the present experiment on total DW8#B34%), and more especially roots
DW (+102+13.43%) (Fig. IV.I-1). This seaweed extracomotion of growth has already
been reported by several authors and for diffesp@cies such aérabidopsis thaliana
(Rayorathet al., 2008), grapevine (Sivasankeaet al., 2006; Mugnaiet al., 2008) and
strawberry (Roussast al.,2009; Spinelliet al.,2010). Most of the studies on seaweed extract
have hypothesized that effects observed in trepli@ats were the results of phytohormonal
actions (Kharet al., 2009 for review). However, phytohormone analy3iable 1V.1-2) did
not reveal any significant level of hormones (IAABA and cytokinins) in the AZALS5
extract. Moreover, its mineral contribution to thgtrient solution was negligible compare to
Hoagland solution alone (Table IV.I-3). Thus fromr gesults, it cannot be postulated that
known endogenous hormones and nutrients suppliech fAZALS triggered growth
promotion. However, these results cannot exctl&laovophytohormone synthesis in plants.

Therefore, to identify AZAL5 metabolic targets itapts, we used microarray analysis
specific toBrassica napughat allowed the analysis of 31 561 genes. Neek#s, most of
these genes were not previously identified (Fig.l-Bj dues to the lack of complete
sequencing of thBrassicagenome. However, from identified genes that actamlifor about
40% of the gene expression analyzed, the expressibabout one thousand known genes
were significantly affected. This high number offelientially expressed genes reflects a
fairly massive effect of AZAL5 at the molecular &wthat touched almost all areas of plant
metabolisms. Indeed, affected genes could be tikbsn nine clusters covering the major
metabolic functions of plants: carbon and photdsgsis, general cell metabolism, fatty acids,
nitrogen/sulfur metabolisms, phytohormones, plagwelbpment, senescence, responses to

stress and transport of ions and water. Among tphafievays, the most affected by AZAL5
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application involved carbon and photosynthesis| oedtabolism, nitrogen and sulfur and
responses to stress (Fig. IV.I-3). Many studiethaliterature have already focused on these
nitrogen, sulfur and response to stress, but masily from a physiological point of view
(Durandet al., 2003; Mercieret al., 2001; Cluzeet al., 2004; among others). We therefore
focused our study on photosynthesis and nitrogeh saffur metabolism. Furthermore, to
corroborate microarray analysis, we chose to coeptuese results not only with

physiological analyses, but also with more preqis®CR analyses of selected genes.

Overall, microarray analysis highlighted the enlgmnent of gene expression related
to N and S metabolism and more particularly ideedifgenes that encode proteins involved in
uptake and assimilation (Tables IV.I-4 and IV.I-5)owever, physiological analyses also
gave access to more precise interpretation of &@maN metabolism (Fig. IV.I-4), increases
in NOs™ uptake (+38+5.7%), N content (+21+6.5% and 1158%®.in shoots and roots,
respectively), and enhancement of nitrate redu@aggmatic activity were in the same range
of magnitude as the DW increase (+23£8.6% and 1B2Zf4 in shoots and roots,
respectively). Moreover, g-PCR analysis of genaesgion oBnNRT1.landBnNRT2.1that
encode nitrate transporters showed an inductiothe$e genes in roots of treated plants.
Surprisingly, these changes were not revealed byromiray analysis. However, nitrate
transporters is a very large family of genes (Diaviedlele et al., 1998) and a BLAST
analysis showed that nitrate transporter probeoaseicroarray are weakly specific for the
BnNRT1.1land BnNRT2.lisoform. All these data suggest that supplemedtéken up by
roots of treated plants was directly assimilatedelation to the growth rate without being
stored (no N or nitrate content enhancement, datasimown). It must be pointed out that
expression of NRT1.1 was strongly induced by AZAlhile recent results suggest
(Castaing®t al, 2011; Krouket al.,2010) that this gene may have a role in N serasngell
as in auxin transport, thus having an effect oarétroots growth, a process that was also
largely stimulated by AZAL5 (Fig. IV.I1-2C). An ineased expression of the main roots and
tonoplastic sulfate transporter genes (Fig. IV.laBd an enhancement of assimilatory gene
expression were also found (Table IV.I-4). Howetbese results are not in full agreement
with previous work that showed an accumulation obiNnitrate in response to seaweed
extract treatment (Nelson and Van Staden, 1984aMiand Kodse, 2004; Mancusb al.,
2006; Merigout, 2006) of grapevine, cucumber amdbidopsis thalianaThe enhancement
of nitrate reductase activity found in this studgshalready been reported Arabidopsis
thaliana (Durandet al. 2003, Merigout 2006). As N is not increased by ABAaddition to
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the nutrient solution (Table IV.I-1), enhancemehtNb uptake in response to treatment is
possibly a consequence of growth promotion and mgpecifically of lateral root
development. For S metabolism (Fig. IV.I-5), S emtafter 30 days (+63+27.1% and
133+36.3% in shoots and roots respectively) in@éawore than dry matter accumulation
and this resulted in sulfate accumulation (+28t1@r&l 24+8.6% in shoots and roots
respectively). Rathoret al. (2009) demonstrated that soybean accumulate SNamd its
seeds in response to seaweed extract treatmerste Tésults are in accordance with our study
where AZAL5 seems to have a direct and early eftectsulfate uptake, assimilation and
storage. The latter suggests that S metabolismineasased more than the growth rate and
that the S supply exceeded demand for growth.

The second axis of our study focused on carboméasion by photosynthesis. In our
work, significant effects for chlorophyll contermicanet photosynthesis were only found late
in the response to AZALS treatment (Fig. IV.I-6)hile enhancement of chlorophyll content
has been reported in grapevine and strawberrysjporese to seaweed extract (Mancessal.,
2006; Sivasankaet al.,2006; Spinelliet al.,2010). However, microscopic observations (Fig.
IV.1-6) show that, in response to AZALS5, chloropgkgroduce higher quantities of starch
compared with non-treated control plants. This ltesuggests that AZAL5 has no effect on
the clear phase of photosynthesis (net photosyisthe=asurement at PAR 1000) but seems to
enhance the dark phase of photosynthesis (carkatioin and starch synthesis). To support
this hypothesis, microarray results showed thategenvolved in carbon fixation such as
Rubisco or carbonic anhydrase were mostly up-régdilay AZAL5 treatment (+5.666 fold
for carbonic anhydrase in shoots after 3d, +5.50F dnd +5.151 fold for carbonic anhydrase
after 30d in shoots and roots, respectively, +7 888 for Rubisco in roots after 30d) (Table
IV.1-4 and Table IV.I-5). Rubisco is known for itsvolvement in the Calvin cycle for carbon
fixation (Cardon and Berry, 1992). Moreover, catibcenhydrase, a zinc-requiring enzyme,
catalyzes the reversible hydration of carbon diexithus facilitating its transfer and fixation
(Ramanaret al.,2009). Carbonic anhydrase is important in phottissgis and respiration as
it participates in the transport of inorganic carbio actively photosynthesizing cells and
away from actively respiring cells (Moronest al., 2001). This suggests that carbonic
anhydrase and Rubisco have complementary actiwtiéls carbonic anhydrase hydrating and
transferring CQto Rubisco, which fixes it into glucose and th&arch. Therefore, enhanced

gene expressions of these two proteins showed leyoarray analysis could explain the
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increased carbon fixation that was suggested byosgopy observation due to the large
number of starch granules in AZAL5-treated plafig.(IV.1-6D).

Furthermore, confocal microscopy observations skiowelear effect of the number
on chloroplasts per cell from 1d of contact withA5 extract (Fig. 1V.I-6). Okazaket al.
(2009) obtained similar results witrabidopsis thalianain response to exogenous
application of cytokinins. According to these authoplastid division components of
chloroplasts were under control of cytokinin-resgiga transcription factor. Consequently,
application of cytokinins enhances chloroplast simi and increases the number of
chloroplasts per cell. In our study, only one “pldglivision component” was found on the
microarray, the “plastid division regulator MinERut it was clearly down-regulated in
response to AZALS5 treatment after both 3 and 3Gsd#ycontact. However, the literature on
this gene gives contradictory results. lethal. (2001) showed that over-expression of MinE
in Arabidopsis thalianaresulted in cells containing only one giant chpast. Kojoet al.
(2009) obtained the same phenotype withAdklinE deficient mutant (2,000-fold reduced
MinE expression compared with wild type). The setaspect of the Okazaki study (2009)
was the role of exogenous cytokinin in chloroptdistsion. However, no significant levels of
phytohormones have been detected in AZALS5. Thus,diiggests that either AZALS acts on
chloroplasts in a different way than phytohormoaeghat AZAL5 can induce earlge novo
phytohormone synthesis in plants. To support tieisosd hypothesis, microarray results
showed that genes involved in cytokinin and giblierenetabolisms were up-regulated in
shoots after 3 and 30 days of contact with AZAlpfdemental data, Tables S1 and S2).

These results suggest that the first event to oafter AZAL5 application on plants
was the increase in chloroplast number per cedj. (IM.1-6), in parallel with the enhancement
of expression of genes encoding root nitrate arfilirstransporters and especialNRT2.1
(x7.1£3.5 after 1d, Fig. IV.I-4) anBnSultrl.1(x7.5+3.4 after 1d, Fig. IV.I-5). These first
responses were followed by sulfate accumulatioshioots and an even greater number of
chloroplasts over duration of the treatment, sujggsthat these early events were the
preliminary effects that contribute to the globhange in plant metabolism observed from 3
days to 30 days of treatment with AZALS5. Surprisyngdhis increase in chloroplast number is
not associated with an increase in net photosyiothesttivity (Fig. IV.I-6A). However,
because chloroplasts were the first organelle tffeduring the senescence process, it could

be assumed that the increase in the number ofapiésts in AZALS treated plants would
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promote a delay in senescence and extend theplie sf leaves. Indeed, previous work has
shown, for WOSR, that an increase in the life smdnleaves would allow a better
synchronization between N-remobilization associatétth leaf senescence and seed filling
(Rossatoet al., 2001; Malagoliet al, 2005) and improved NUE of the WOSR crop. This
hypothesis is also supported by microarray analysisreveals up-regulation of some genes
encoding protease inhibitors and down regulatiostay green protein (Srg), which are able
to limit leaf protein degradation (Etienret al., 2007; Descloset al., 2008) and protect
chlorophyll degradation (Pasi al.,2007) during leaf senescence, respectively. Aéogrib
this work, it could be assumed that chloroplast ifications could act on the duration of leaf
senescence and the leaf life span and allow amoweptent in the NUE of WOSR. Thus, the
seaweed extract reported here could be especielgvant to augment or substitute for

fertilizers actually used and improve the agro-smvnental balance of WOSR.

|.4 Conclusion

This pioneer study combining microarray and physjalal analyses to explain effects
on WOSR growth gives clues about the metabolic etargof Ascophyllum nodosum
(Linnaeus) Le Jolis seaweed extract, AZALS5. Phygjalal analyses confirmed microarray
results of the activation of nitrogen and sulfus@iption and assimilation. Enhancement of N,
C and S assimilation could explain increased growthplants treated with AZALS5.
Furthermore, microscopy observations showed a eedrearly effect of seaweed extract on
the chloroplast number per cells and starch grandt®wever, should be carried out for
further determination of seaweed extract metabaficgets. For examplejin planta
phytohormonal measurement could help determine AZA&ffects on chloroplasts, and also
better understand the regulation of metabolic pathwMoreover, enhanced nutrient
assimilation alone could not account for the tgtalmprovement in WOSR agro-
environmental balance, so exploration of nutrier@mobilization should be undertaken.
Furthermore, some genes involved in different natalbpathways (such as responses to
stress and senescence) were up or down-regulateresiponse to AZALS5 treatment
(supplemental data, Tables S1 and S2) and remdia sbudied to improve our knowledge of
the effects of seaweed extract on plant physioddgioocesses.
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|.5 Materials and methods

1.5.1 Growth conditions and experimental design

Seeds ofBrassica napusvar. Capitol were surface-sterilized by exposwe80%
ethanol for 30s followed by 20% sodium hypochlofite 10 min. After 10 washes with
demineralized water, seeds were germinated orntg@erter deionized water for 2d in the dark
and 1 week in the light in a greenhouse. Just ditstr leaf emergence, seedlings were
transferred to a 20L plastic tank containing nutrigolution with the following composition:
KNO3; 1mM, CaC} 1.25 mM, KCI 250, KHPO, 0.25 mM, MgSQ 0.5 mM, EDTA-2NaFe
0.2 mM, BBO3 14 uM, MnSQ 5 uM, ZnSQ 3 pM, CuSQ 0.7 puM, (NH)sM07024 0.7 uM
and CoCJ} 0.1 uM. This nutrient solution was renewed evevg tays. Plants were grown
under greenhouse conditions, with a thermoperic206€/17°C day/night and a photoperiod
of 16h. Natural light was supplemented with higagsure sodium lamps (Philips, MASTER
Green Power T400W) supplying an average photosiio#tly active radiation of 280 pmol
photons.rif.s* at canopy height. Plants were grown for one weefore treatment with

AZALS5 seaweed extract.

1.5.2 Seaweed extract characterization (AZAL5)

Extraction and composition of Ascophyllum nodosunxteact AZAL5. The fresh algae
harvested on Brehat island shores in October 2038washed, shredded and added to water.
The solution was acidulated with concentrated 95%uBc acid to pH 3. The mixture was
homogenized to micro-rupture the algal cells thentifuged and filtered. The amount of
biologically active extracted compounds varies Basen and also by environmental
conditions. The final solution was then concenttae described by Briand (1998).

Analysis of the concentration of IAA, ABA, and Cykmins in AZAL5. The general method
is extensively described in Aguiret al (2009) and Morat al (2010). As an example we

describe the method used for IAA determination.

Extraction, purification and determination procedes for indole acetic acid (IAA) by
HPLC MS/MS. An amount of 0.1 g of frozen AZAL5 was homogewnizeith 5 mL of
precooled (-20°C) methanol-water (80:20, v/v). [@eum-labeled internal standard
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(2H51AA, Olchemim, Olomouc, Czech Republic) was edld40uL of a stock solution of
200 ng/mL of standard in methanol) to the extractitedium. After overnight extraction at —
20°C, solids were separated by centrifugation (02@dn, 10 minutes, 4°C) and re-extracted
for 1 hour with an additional 4 mL of extractionxture. Supernatants were passed through a
Sep-Pak Plus tC18 cartridge (ref. WAT054925, Wafteos, Milford, MA) preconditioned
with 2 mL of methanol followed by 2 mL of extraationedium. After evaporation to near
dryness using a vortex evaporator, IAA was extchetgh two portions of 5 and 4 mL of
diethyl ether, and afterwards the organic phaseevaporated. The residue was re-dissolved
in 200 pL of methanol-0.5% acetic acid (30:70, v/v) befdeeinjection in the LC/MS/MS

system.

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry quantificat of IAA: Indole-acetic acid was
quantified by HPLC linked to a 3200 Q TRAP LC/MS/M$stem (Applied Biosystems/MDS
Sciex, Ontario, Canada), equipped with an electegspnterface, using a reverse-phase
column (Synergi @ Hydro-RP 80A, 150x2 mm, Phenomenex, Torrance, GR)linear
gradient of methanol (A) and 0.5% acetic acid inevgB) was used: 35% A for 1 min, 35%
to 95% A in 9 min, 95% A for 4 min and 95% to 35% M1 min, followed by a stabilization
time of 5 min. The flow rate was 0.20 mL/min, thgection volume was 5@QL and the

column and sample temperatures were 30°C and 2&8@rctively.

The detection and quantification were performedvijtiple-Reaction Monitoring (MRM) in
the negative-ion mode, employing a multilevel catlon graph with deuterated hormone as
internal standard. The monitored fragmentation @sses are described in Aguire¢ al
(2009). The source parameters are curtain gas: #65,06S1: 50.0 psi, GS2: 60.0 psi, ion
spray voltage: -4000 V, CAD gas: medium, and temfoee: 600 °C.

[.5.3 Plant treatment

After one week of growth, plants were separatetvimsets:(i) control plants (Control)
were grown in the nutrient solution described abwith 15N labeling (3% atom exces§))
Treated plants (AZAL5) were grown in the same latdedolution supplied with 0.1% (v/v) of
AZALS seaweed extract. Nutrient solutions were vee@ every two days. Each set of plants

(control and AZAL5) were grown for 30 days and tiroeurses in the experiment were
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expressed in days after the beginning of treatr(i2ay 0, addition of AZAL5 to the nutrient

solution).

For each conditions (Control and treatment with ABA and each duration of
treatment (1, 3 and 30 days), ten plants {en plants pooled in 3 replicates) were harvested
and separated from shoot and root samples. Thergadbts and shoots were frozen in liquid
nitrogen and stored at —80°C for further analyArs.aliquot of each tissue was weighted and
dried (60°C) in a drying oven for dry weight (DWetdrmination and ground to fine powder
for mineral and ion analysis. Likewise, at eachetiaf harvest, a fresh aliquot of shoots and

roots was used for real-tine vivo nitrate reductase activity.

1.5.4 Determinations of chlorophyll concentration ad net photosynthetic rates

During the experiment, determinations of chlorophyloncentration and net
photosynthetic rates were monitored at 1d and 8 &ZAL5 application and then weekly
until the end of the treatment.q. 30 days). Determination of relative chlorophyll
concentration was performed using a non-destruatiethod: SPAD (Soil Plant Analysis
Development) chlorophyll meter (Minolta, SPAD-502 odel, Tokyo, Japan). The
determination was carried out on 10 measures par dad on 5 leaves per replicate.
Moreover, the net photosynthetic rate was measusedg a LI-6400 (LICOR, Lincoln,
Nebraska, USA) at 23°C on leaves under ambient @@ospheric concentration (~ 400
ppm) and at 1000 pmol:frs’ photosynthetic photon flux (PPF) provided by a LEght.
Temperature and PPF parameters were previouslylatetl as the optimal values for

photosynthesis analysis in leaves of oilseed rape.

1.5.5 Mineral and ion quantification

1.5.5.1 Total N and®N analysis.

An aliquot of each plant organ (shoots or rootsk vdaced in thin capsules for
isotopic analysis in order to analyze between &) & pug N. The total N amount afniN
excess in plant samples were determined with airegnis flow isotope mass spectrometer
(Isoprime, GV Instrument, Manchester, UK) linked a0C/N/S analyzer (EA3000, Euro
Vector, Milan, Italy):
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Total N (Ntot) content in a tissue ‘I’ at a givamée was calculated as:

Ntot; = (%N x DW;)/100
The natural®N abundance (0.36636+0.0004%) of atmosphesievhs used as a reference for
>N analysis. Nitrogen derived from current N uptdkiipt) in a given organ, at a given
time, was calculated as:

Nupt = (Ntot X E) / Es
Where E (%) is the atom®N excess in a given tissue (shoots or roots)isEhe nutrient
solution atom°N excess (3%).
Total S analysisThe total S amount in shoots and roots was meadqwydCP-OES (Termo
Elemental Co. Iris Intrepid 1l XDL) with prior miowave acid sample digestion (8mL of
concentrated HN®and 2 mL of HO, for 0.5g DW) as previously described in Maal.
(2010).

1.5.5.2 Nitrate and sulfate analysis.

Nitrate and sulfate were extracted and analyzemesously described (Abdallagt al.,
2011) from 30 mg of DW (shoots or roots) in 1.50hb0% ethanol solution at 40°C for 1h.
After centrifugation (20 min, 10 000 g) the supeam (called S1) was recovered and 1.5 ml
of 50% ethanol was added to the pellet. After aosdcincubation (1 h, 40°C) and
centrifugation (20 min, 10 000 g), the remainingesmatant was taken up and added to the
previous supernatant (S1). All these operatiares. {ncubation and centrifugation) were
repeated twice but now with 1.5 ml of ultra-puretevaand incubation at 95°C. All
supernatants were finally pooled then dried undacuum for 16 h without heating
(Concentrator Evaporator RC 10.22 Jouan, Saint Igierb France). The dry residues
containing both nitrate and sulfate were solubdize 1 ml of ultra-pure water. Thereatfter,
nitrate and sulfate concentrations in each tissuerewdetermined by using ion
chromatography (HPLC, ACS3000, Dionex corp. Sunig/@A, USA), with a conductivity
detector. The eluent solution consisted of 1.8 m8MO0; and 1.7 mM NgHCOs, and was

pumped isocratically over an AS17 guard column.
1.5.6 In vivo nitrate reductase activity in plants

The nitrate-reductase (NR) activity was determime@ach replicate using an vivo
assay adapted from Bungaed al. (1999). Shoot or root tissue (0.1g FW) was vacuum

infiltrated for 3x 30 s with 10mL of phosphate larfipH 7.5) containing 1% (v/v) propanol
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and 1 M KNQ. After vacuum infiltration, buffer solutions comag plant material were
separated in two sets. One part was incubatedshmking water bath at 30°C for 15 min in
darkness and then boiled to stop any enzymaticvigetiThe other part was boiled
immediately after vacuum infiltration for initialitnte concentration determination. The
colorimetric reaction was performed with 1mL ofi@xtract, 1 mL of 0.3% (w/v) sulfanilic
acid in 30% acetic acid and 1mL of 0.05% (wi#haphtalamin in 30% acetic acid. The
amount of nitrite (N@) formed in each buffer solution was measured spglbbtometrically
(UV-1601, UV-visible spectrophotometer, Shimadztha@ps-sur-Marne, France) at 540 nm.
Thereafter, nitrate reductase activity (NRwas calculated as pmol NQeduced per g FW
and per hour.

[.5.7 RNA extraction

Total RNA was extracted from 200 mg of root andaheW. Frozen samples were
ground to a powder with a pestle in a mortar comagji liquid nitrogen. The resulting powder
was suspended in 750 ul of extraction buffer [0.TRIS, 0.1 M LIiCl, 0.01 M EDTA, 1%
SDS (w/v), pH 8] and 750 pl of hot phenol (80°C, #H This mixture was vortexed for 30 s
and, after addition of 750 pl of chloroform/isoaadgbhol (24:1), the homogenate was
centrifuged at 15 000 g (5 min, 4°C). The supemtataas transferred into 4 M LiCl solution
(w/v) and incubated overnight at 4°C. After cenigiétion (15 000 g, 30 min, 4°C), the pellet
was suspended in 100 pl of sterile water. RNA waen tpurified by RNeasy mini kit
according to the manufacturer’'s protocol (Qiagenui@aboeuf, France). Quantification of
total RNA was performed by spectrophotometry at B60 (BioPhotometer, Eppendorf, Le
Pecq, France) before Reverse Transcription (RTyealktime PCR (g-PCR) analysis.

1.5.8 Reverse transcription and g-PCR analysis

For reverse transcription, 1 pug of total RNA was\arted to cDNA with an ‘iScript
cDNA synthesis kit" according to the manufacturgsistocol (Bio-Rad, Marne-la-Coquette,

France).

Q-PCR amplifications were performed using speggiitners for each housekeeping
gene (EF1& [forward 5’-gcctggtatggttgtgacct-3’ and reversegaagttagcagcacccttgg-3'] and
RNA 18S [forward 5’-cggataaccgtagtaatictag-3’' amederse 5’-gtactcattccaattaccagac-3’])
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and target gene: BnNRT1l.1 forward 5’-tggtggaataggtmpagttg-3' and reverse 5'-
gtatacgttttgggtcattgccat-3', BnNRT2.1 forward Sg@itaacggaagtgccttg-3' and reverse 5'-
tgattcgagctgtgtgaage-3’, BnSultrl.1 forward 5’-ag@jcgatcggaccag-3’ and reverse 5'-
gaaaacgccagcaaagaaag-3’, BnSultrl.2 forward Stagfiggctggaatggt-3° and reverse 5'-
aacggagtgaggaagagcaa-3’, BnSultr4.1 forward 5’agexcccgttaaggtca-3’ and reverse 5'-
ttggaatccatgtgaagcaa-3’, BnSultr4.2 forward 5-agedécagggattgtgg-3° and reverse 5'-
tgcaacatttgtgggtgtct-3'. Q-PCRs were performed wighl of 100x diluted cDNA, 500 nM of
primers, and 1x SYBR Green PCR Master Mix (Bio-Rada ChromoFour System (Bio-
Rad). For each pair of primers, a threshold valug RCR efficiency have been determined
using a cDNA preparation diluted >10-fold. For pdirs of primers, PCR efficiency was
~100%. The specificity of PCR amplification was exaed by monitoring the presence of
the single peak in the melting curves after Q-P@Rs$ by sequencing the Q-PCR product to
confirm that the correct amplicons were producednfreach pair of primers (Biofidal). For
each sample, the subsequent Q-PCRs were perfomteaglicate. The relative expression of
the genes in each sample was compared with theot@atmple [corresponding to untreated
plants at the same time of harvest] and was detexniith the delta delta CAACt) method
using the following equation (Livak and Schmittg2601):

Relative expression =12¢t treated ACt control]

With ACt = Clarget gene— [V(Cter14 X Cligg)]
Where Ct refers to the threshold cycle determirmedefich gene in the exponential phase of
PCR amplification and\(Cter14 X Ctigd] corresponds to the geometric average of Ct ef th
reference genes. Using this analysis method, velaxpression of the different genes in the
control sample of the experiment was equal to ¥gkiand Schmittgen, 2001), and the

relative expression of other treatments was thempawed with the control, on this basis.
1.5.9 Microarray analysis

Briefly, each test sample was hybridized onBeassica napusGene Expression
Microarray 4 X 44K (Agilent Technologies®) using t&o-color microarray-based gene
expression protocol. In this procedure, controld tneated samples (AZAL5) were compared
and respectively labeled with cyanine 3 and cyabireor each plant tissue (shoots and roots)
and each time of harvest (1, 3 and 30 days), theeseontrol was used for the different
hybridizations. After the labeling step, cRNA sampdizes ranged from 50 to 3000
nucleotides. Thus, fragmentation was required ke taway secondary structures (specific
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buffer at 60°C for 30 min) enabling cRNA length lmétween 50 to 200 nucleotides to be
obtained and optimal hybridization with Agilent 6@er oligonucleotide microarrays to be
carried out. Thereafter, hybridizations were perfed at 65°C for 17 hours.

Scanning of microarrays was performed with the é&gilscanner using default parameters for
4 x 44 K formats. Data were extracted with FeathHrdraction 10.1 software (Agilent
Technologies®).

1.5.10 Fluorescence confocal microscopy and transesion electron microscopy

For microscopy experiments, the choice of the tdeferved is important. After 1 and 3
days of contact with AZAL5, observations were madeyoung plants with four leaves. We
then choose to make observation on the last flperded leaf: leaf #3. After 30 days of
treatment, we choose to make the observationslieaf &n the center of plant. The first leaves
that had emerged were nearly senescent and youmgeslejust emerged were not
representative of the whole plant. Thus, amongeibet leaves emerged by the end of culture,

we then choose to focus our observations on leaf #5

A square of rapeseed leaf of each replicate of ¢adtment (Control and AZAL5-
treated plant) and each time of harvest (1, 3 @hd&/s) was embedded in LMPT agar (low
melting point) 5% in phosphate buffer at 40°C. Afteoling, slices of 50um thickness were
cut with a vibratome (Microm HM650V). Half of thestices were directly observed with
confocal microscopy (Olympus FV1000) with laseritaton of autofluorescence at 458nm
and emission at 650-700nm. The remaining sliceeii@ed with 2.5% glutaraldehyde in
phosphate buffer 0.1M pH 7.4 from 1 hour to sevdegls at 4°C. The sections were rinsed in
phosphate buffer 0.1M pH 7.4 three times, postefifag 1.5 hours with 1% osmium tetroxide
in 0.1M phosphate buffer pH 7.4, and then rinseghiosphate buffer three times. The cells
were then dehydrated in progressive baths of eth@0e100%) and propylene oxide 100%,
embedded in Aradite 502 resin and polymerised 8&br dt 60°C. Ultrathin sections of 80nm
were cut and contrasted with uranyle acetate aadidérate. The sections were observed with
a JEOL 1011 transmission electron microscope arap@s were taken with a megaview 3
camera and analysis five software.
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[.5.11 Data and statistical analysis

Regarding growth, nitrate uptake, SPAD and IRMSlans experiments were conducted

with 10 replicates. In the case of ICP and DIONEXlgsis, experiments were conducted
with 6 replicates. For the microscopy, g-PCR andraarray experiments, 3 replicates were
used for each sample.

All data were analyzed for significant differend®s Student’s test and marked by asterisks
(*: p<0.05, **: p<0.01 and ***: p<0.001).

Microarray. For each experiment (each time and each tispua)es with [Marginal] flag and
at least one channel above the background foritee tiological replicates were retained. A
t-test was applied on each filtered gene list witd following parameterqi) t-test against
zero, (i) Benjamini-Hochberg correction ar{di) p-value < 0.05. A fold change was also
made on the filtered list, but no statistical ®&iluates the significance of these lists.

Supplemental Data

Supplemental Table S1 List of the differentially expressed genes in atisoand roots of
rapeseed after 3 days of AZAL5S supply to the roots.

Supplemental Table S2.List of the differentially expressed genes in dkoand roots of

rapeseed after 30 days of AZALS5 supply to the roots
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Avant-propos

Les acides humiques, composants majoritaires detere organique, ont un pouvoir
stabilisateur sur le sol et activateur de la ceoise des plantes connu depuis longtemps.
Ainsi, des augmentations de biomasses des plantkessrendements ont souvent été rapportés
en réponse a ces extraits. Cependant, il ne s'agijoritairement que de mesures
physiologiques et les mécanismes et modes d’actaus tendant ces augmentations de

biomasses sont pour I'instant mal connus, en pdigicchez le colza.

L’objectif principal de ce travail consistait doac&tudier en détail I'action d’'un extrait
humique, sélectionné aprés criblage de 10 acidesdues pour leurs effets sur la biomasse,
chez le colza de colza afin de préciser son modetidhs. Dans cette étude, nous avons
choisi de nous focaliser sur trois métabolismesomamts pour la plante : la photosynthése
ainsi que les nutritions azotée et soufrée. Polar, cme analyse en puce ADN a été réalisée
afin comparer les transcriptomes de colzas trpééd acide humique a ceux de colzas témoin
non traités. Cette analyse est ensuite complétéggsamesures de contenu en composeés N et
S, des mesures de l'activité nitrate réductasevivo ainsi que des observations des
chloroplastes en microscopie confocale et éleajuami

Les résultats révélent que I'acide humique tesd@itrune augmentation de biomasse
caractéristique de I'application d’extrait humicuais également une activation des nutritions
azotée et soufrée chez les plantes traitées. €dtaduit non seulement par une activation des
transporteurs racinaires responsables de l'absorpii N et du S mais également par une
activation des voies d’assimilation de ces élémeddts résultat plus inattendu montre une
augmentation significative du nombre de chloroglagtar cellule dées les premiers instants de
contact entre le colza et l'acide humique couplées pard a une activation de la

photosynthese nette.
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[1.1 Introduction

Any improvement in agricultural practices that Emses plant nutrient capture
efficiency should reduce the negative environmeimi@acts of agriculture and increase crop
production and sustainability in reduced input eys. Thus, many approaches have been
studied to increase nutrients capture and yieldh @ genetic selection which has included
allele selection, selection of domestication gengsne and genome duplication, new
genotype creation and QTLs. (for a review, see Yaogt al., 2007). Moreover, a better
knowledge of plant uptake and assimilation coulsbahllow a better efficiency of crop
fertilization. In this way, recent studies have used principally on potentially polluting
nutrients such as phosphorus (P) and nitrogen Ayp4tini et al., 2010; Bordeet al., 2011).
More recently, new strategies such as the useotddical molecules that act as biostimulants
have been evaluated. As defined by Zhang and S¢H@887), biostimulants correspond to
“materials, other than fertilizers, that promotiamt growth when they are applied in small
guantities”. In addition, Zhang and Schmidt (19€0nsidered biostimulants as “metabolic
enhancers” that can be used to increase the pié@ess of conventional mineral fertilizers
(Craigie, 2011). Among these biostimulants, bioectubstances extracted from seaweeds
are the most studied.

Humic substances are ubiquitous organic materialstarrestrial and aquatic
ecosystems. They are collections of diverse, kedBtilow molecular mass components
forming dynamic associations that are stabilizedhipgirophobic interactions and hydrogen
bonds (Conte and Piccolo, 1999; Smejkalova andoRic2008). These associations are
capable of organizing into micellar structures uitable aqueous environments (Vaegaal.,
2000; Sutton and Sposito, 2005). The predominantpoments of humic substances are
humic acids, which are very active in interactinghworganic and inorganic contaminants.
These interactions depend on the chemical structamel composition of humic
macromolecules, which should be duly consideredth@ evaluation of environmental
functions of soil organic matter (Barancikow al., 1997). In this way, Kozuch and
Pempkowiak (1996), Christl and Kretzschmer (200A)scoloet al. (2007a) and Canellast
al. (2010) show that biological activity of the hunmfiaction depends on their chemical
structure and molecular weight. These authors detrate that humic acids presenting a

lower molecular weight had the greatest effectplamt growth or ion binding. In parallel,
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physiological and agronomical studies of these louanid extracts were performed in order to

understand their potentialities and modes of action

The first hypothesis on humic acid action is theravement of physical and chemical
properties of soil. Cyclic wetting and drying comains in soil result in the breakdown of
large aggregates into smaller aggregates susceptiiblerosion and dispersion. Authors
showed that humic acid application to soil coultharce aggregate stability (Piccaoal.,
1997a; Imbufeet al., 2005; Abivenet al., 2009), thus decreasing soil erosion (Picatial.,
1997b) and avoiding C and N leaching (Anderssbal.,2000; Bossuyet al.,2007). Humic
acids are heterogeneous substances that inclutie isame molecule hydrophilic acidic and
hydrophobic groups. When the acidic groups becouflg dissociated in the HA solution,
upon contact with the soil aggregates, they reaittkty with the polyvalent cations (€a
Mg?*, A1*") found on the surfaces of the clay particles. Bseathese very reactive acidic
groups are distributed over the heterogeneous humacromolecule, chelation of the
polyvalent cations may occur simultaneously onedéht clay particles resulting in improved
stability (Piccoloet al.,1997a). This capacity of humic substances to foomplexes permits
sequestration of nutrients (Zn, Cu, Fe for examplejormation of metal-humic complexes,
thus protecting them from leaching and making timeone available for plant uptake (Esparza
et al., 2005; Garcia-Mina, 2006). In addition, severalhaus have shown that a humic acid
application on soil has a beneficial effect on flod bacterial community (Cooksoet al.,
2005; Arancoret al., 2006; Puglisiet al., 2009). Puglisiet al. (2009) suggested that this
beneficial effect on the bacterial community cooéddue to the enhanced secretion of organic
carbon by maize roots treated with humic acid. €heBects on physical, biological and
chemical properties of soil could create improvedditions for plant development and thus
explain the enhanced growth observed when plantrea¢ed with humic acids. In contrast,

other authors have proposed a direct effect of bawids on plants.

Studies on the effects of humic acids on plant helvewn accelerated development
cycles i.e. earlier germination, flowering and fification in maize (Eyheraguibedt al.,
2008). Other authors have related an increaseeitotal dry weight, and more specifically the
proliferation of secondary root systems in respaostliar spraying with humic extract on
Arabidopsis thaliangSchmidtet al.,2007), barley (Ayuset al.,1996), cucumber (Atiyebt
al., 2002, Moraet al., 2010), and maize (Canellas al., 2002; Zandonadet al., 2007). In

parallel, enhancement of leaf chlorophyll conteas lalso been reported in rice (Tejada and
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Gonzalez, 2004). This better development and iiseréa crop growth led to an increase in
yield in pepper, rice, wheat and rapeseed wheretlelay foliar spraying with humic acids
(Keeling et al., 2003; Tejada and Gonzalez, 2004; Araneoral., 2005). In addition, other
studies have revealed that plant treatment with ibuatid enhances nutrient uptake,
especially N (DellAgnola and Nardi, 1987; Pintehal., 1999; Nardiet al., 2000b; Keeling
et al.,2003) with an increased expression of genes imebia nitrate transport (Quaggiodt
al., 2004). Accumulation of iron (Cesat al., 2002) and other micronutrients (Ayusbal.,
1996; Garcia-Minaet al., 2004; Eyheraguibett al., 2008) in plants was also reported. All
these authors suggest that humic acid could hakiermone-like action on plants, which
would explain the effects on growth and vyield. ledeMuscoloet al. (1998, 1999, 2007hb)

demonstrated the presence of auxins (AIA) in hunaictions presenting biological activity.

Focusing more on plant metabolism, Naedlial. (2000b) and Carlettet al. (2008)
have shown a change in maize protein synthesiseaptession in response to humic acid
treatment. Proteins that were impacted by humidsacivere classified in: energy and
metabolism, cellular transport, transport facildatand transport routes, interaction with the
environment, signaling, defense and cell rescuelé@iaet al.,2008). In addition, Muscolet
al. (1996) demonstrated that a humic acid applicatio®aucus carotaenhance enzymatic
activity of glutamate dehydrogenase, glutamine Isstatse and posphoenolpyruvate
carboxylase. In the same way, Naadial. (2002a, 2007) have shown the activation of N
uptake and assimilation, the glycolytic pathway ahd Krebs cycle in maize seedlings
treated with humic extracts. According to thesdaligts, the humic extract application affects
the nutrition metabolism of the entire plant dué&$dormone-like action. Narei al. (2002b,
2000a) have also shown that humic substances tedréy plant root exudates possesses a
higher biological activity than water-extracted hansubstances, probably because root
exsudate-extracted humic substances containedharhegntent of phytohormones (Nasdi
al., 2000c) and a lower molecular size (Naedial., 2005). Therefore, these studies also
highlight the effect of the structure of the humaid on its biological activity and confirm

that low molecular weight humic acids seem to haeehighest activity on plant metabolism.

In addition, other studies have revealed that pkeatment with humic extract
improve the resistance to biotic and abiotic stréss example, humic acid application has
been shown to protect barley (Liapgal., 2005) andHordeum maritimun{Lakhdaret al.,

2008) against salt stress. Indeed, in responseutoichacid application, the growth and
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nutrient uptake of treated plants is maintainedeurdgher salt concentrations. Goraataal.
(2005) also show that treatment with humic acidi@¢oaitigate the negative effect of ionizing
radiation and pesticides on protein synthesis antbsim. According to these authors,
protection against abiotic stress is probably dug¢ht hormone-like effect of humic acid,
which enhances chlorophyll content andAfiPase pumps activity thus mitigating the
accumulation of sodium in cells. Furthermore, rdgeg biotic stress, Edwards al. (2010)
reported the protection of tomato and cucumberrsgaeveral pathogens. According to this
author, soluble phenolic compounds present in hwericact could act as insect antifeedant
and/or decrease insect fecundity. Therefore, tinefbzal effect of humic acid application on
plants seems to be the result of many componenttalthumic complexes, enhanced
aggregate stability, phytohormones, phenol...) thay mvork synergistically. However, only

a few studies have focused on metabolic targdtseimteraction of humic acids and plants.

Winter oilseed rape (WOSRBrassica napud..) is an important agricultural crop
cultivated for its oil, which can be used as arbkdproduct or for industrial applications
(animal nutrition, cosmetics, diester production.WOSR can be used as a catch crop to
reduce N leaching during the autumn-winter periedduse of its high capacity to take up
nitrate from soil (Lainéet al., 1993). However, oilseed rape shows a low Nitrog=e
Efficiency (NUE, defined by the ratio of seed N tamt to total plant N content) especially
due to the default in leaf N mobilization (Etiereteal.,2007; Desclogt al.,2008) during the
vegetative stage. As a consequence, N remainirffgllen leaves is a loss for dry matter
production but also increases the risk of nitraching following the mineralization of leaf
organic N. Indeed, the fall of WOSR leaves withhhig content (up to 2% of the dry matter,
Malagoliet al, 2005) leads to a return of N to the soil that egach 100 kg N ha (Dejouxet
al., 2000). Due to this low NUE, oilseed rape requegsessive N fertilization to maintain
high N content of harvested tissues. Whatever ae of N fertilization, the oilseed rape N
Harvest Index (NHI) is low (approximately 70%, Dececet al.,2000) compared with cereals.
This has led to a defective agro-environmentalrzdahat might be improved by triggering
an increased nutrient use efficiency (especially iN)oilseed rape by the addition of
biostimulants. Thus, the aim of the present studg ¥o identify new seaweed extracts that
could increase the mineral nutrition and growtM8SR so as to reduce the dose of fertilizer

currently used.
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V_(mL)

Main peaks (Da) Interval MW (Da) Area (%)

2,68-10 1,21-16-6,88-16 21
1,39-16 9,67-16-2,02-16 11
8,26-10 1,41-16-5,07-16 65
1,89-16 9,65-16 - 3,43-168 3

Figure 1V.1I-1 : High Pressure Size Exclusion Chromatography angbis of humic acid HA7.
A. Size-exclusion HPSEC chromatogram for HAX. Molecular weight distribution of HA7,
obtain from A, expressed as the molecular weightV{Mcorresponding to the maximum of the
main peaks or as the MW corresponding to the iatesf/the whole peak.
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Figure 1V.11-2 : 13C RMN analysis of humic acid HA7.A. 13C RMN spectra of HA7B. relative
abundance of different carbon types (in %) deteechiby3C RMN (A) for HA7.
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In a first step, we have screened ten humic a@&dslting from different extraction
processes for their effects on rapeseed. For thisali screening, easily and rapidly
measurable parameters chosen from the literatwe @en used such as improvement of dry
weight production (roots and/or shoots), chlorophghtent or improvement of Nitrogen Use
Efficiency. Thus, one extract presenting a posig¥fect on dry weight, chlorophyll content
and/or NUE was found as potentially interesting tleg following study. At the end of this
basic screening, only one extract, named HA7, edignificantly higher dry weight and
chlorophyll content of rapeseed after 30 days qipbuto the roots. In order to better
understand the HA7 effects on WOSR growth, a dstadharacterization (elementary and
hormonal composition) of this humic acid has beesrfggmed and coupled with
transcriptomic (microarray), physiological, biochieal and light and electron microscopic
analyses. This approach allowed the identificabbspecific genes or groups of genes that
were up- or down-regulated when WOSR was treatéld MMA\7. Furthermore, and to the best
of our knowledge, this study is one of the pioneerks (Trevisanet al., 2011, on
Arabidopsis thalianathat has used a specifBrassica napusnicroarray associated with a

physiological approach to identify the main the abelic pathways induced by humic acid.

[1.2 Results

11.2.1 Humic acid (HA7) characterization

The first analysis made on HA7 was HPSEC to giveglabout the molecular weight
of the humic acid. As can be observed in the ¥gllH1A, the HPSEC chromatogram shows
four peaks for HA7 that correspond to the four gioof different molecular weight presented
in fig. 1B. The HA7 humic acid was composed of a mof molecules ranging between
9.65-16 and 6.88-1bDa with a high representation (65%) of moleculesveen 1.41-0and
5.07-18 Da. HA7 was therefor an extract with a relativielgh molecular weight. To have a
better view of HA7 composition>C RMN analysis was used (fig. IV.II-2A). This
characterization showed a high representation omatic C (42%) following by alkyl C
(27.7%). This could explain the high molecular virigf the extract. To complete this
analysis, biochemical characterization of HA7 wigs andertaken.

Except for C, H and O, which are the main compmef.6%, 10.2% and 86.2%
respectively), HA7 extract principally contains Ma and S. Surprisingly, this humic acid did
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Table IV.lI-1 : Elemental nutrient composition of humic acid HA7 (1: determination by
difference).

element concentration element concentration
(ppm) (%)

Ca 568 C 26
cu 7.2 H 102
Fe 488 N 0

K 4912 0 8621
Mg 0

Na 2172

P 68

S 1276

Si 420

Zn 1

Table IV.II-2 : Hormonal composition of humic acid extract HA7 Value are expressed in
pmol.gt. Phytohormones measured were auxin (IAA), abseisid (ABA) and cytokinins (Z:
Zeatin, DHZ: dihydrozeatin, tZR: trans-zeatin, c4#s-zeatin, DHZR: dihydrozeatin riboside,
iP: isopentenyladenine, iPR: isopentenyladenodt#R: benzyladenine riboside, mT: meta-
topolin, mTR: meta-topolin riboside, oT: ortho tdipp oTR: ortho-topolin riboside). NC : Not
detected.

phytohormone IAA ABA Z DHZ tZR cZR DHZR
content NC NC 4.68 NC 0.25 0.15 NC

phytohormone iP iPR BAR mT mTR oT oTR
content 1.51 1.39 0.23 NC NC NC NC
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Figure IV.II-3 : Effect of humic acid on rapeseed dry weight (DWafter 1, 3 or 30 days of treatment

A. Relative comparison of total dry weight of treap#dnts (squares and dotted line) with controlcies

and continuous line), in the percentage of comttats. Values near the points are the total DWesqed

in g. B. Shoot DW of control (white histogram) and treaggdnts (hatched histogram),expressed in
g.plantt. C. Root DW of control (white histogram) and treatddnps (hatched histogram), expressed in
g.plantl. D. Shoot/root ratio of control (circles and continuding) and treated plants (square and dotted
line). For all data, indicated values are means \@ttical bars indicate + standard deviation fold=
when exceeding the symbol. Significant differenae$<0.05 and P<0.01 are indicated by one and two
asterisks, respectively.

Table 1V.1I-3 : Nutrient composition of Hoagland solution and HA? contribution to the nutrient
supply. Total uptake for each nutrient over 30 days sh@snresulting from the nutrient solution
(control) or from the nutrient solution and HA7 slip(treated).

Content in S Control plant HA7 treated plant
. HA7 contribution

element Hoagland solution uptake uptake
(mg) (mg) (%) (%)

Ca 10000 113.60 7.65 12.26
Cu 10 1.44 3.60 6.29
Fe 1600 97.60 1.16 0.92
K 12200 982.40 9.28 13.64
Mg 2500 0 5.47 9.07
N 3498 0 39.62 62.26
Na 1606 434.40 0.43 1.06
P 2860 13.60 6.80 10.21
S 4440 255.20 7.82 14.03
Si 154 84.00 2.57 3.78

Zn 48 0.20 3.38 4.48
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not contain significant N (Table IV.1I-1). Concengi phytohormones, as can be observed in
Table IV.11-2, no auxin (IAA) or abscissic acid (A was detected in the HA7 extract. There
were only very small amounts of certain cytokinisisch as Z (Zeatine), tZR (trans Zeatine),
iP (isopentyladenine) and iPR (isopentyladenosir@\wever, these concentrations are too

low to have physiological significance.

[1.2.2 Growth analysis

In order to determine the impact of HA7 on plarmavgih, the relative total dry weight
(DW, defined as a percentage of control plant deyght) was monitored after 1, 3 and 30
days of treatment (Fig IV.1I-3A). Fig. IV.1I-3A shes that the addition of 100 ppm of organic
carbon of HA7 humic acid in the root growth medidind not significantly affect the total
DW of rapeseed after 1 or 3 days of treatment. ddd¢he total DW of control plants was
0.30+0.03 g and 0.57+0.02 g.pldrafter 1 and 3 days, respectivelgrsus0.37+0.02 g and
0.37+0.04 g.plart for treated plants at the same time of harvestvéver after 30 days,
plants treated with HA7 showed a significant inseeaf total DW (+29+11.50%) compared
to control plants (3.60+0.41 g.planfor control versus4.66+0.41 g.plarf). As shown in
Figs. IV.1I-3B and C, this increase in total DW @bbe explained by a significantly increased
root DW (+88+19.00 % compared to control, Fig. M3C) after 30 days of treatment by
HA7, the shoot DW (Fig. IV.1I-3B) not being sigreéintly affected by HA7 application.

At 30 days, this higher root DW than shoot DW re=aliin a lower shoot/root ratio for
treated plants compared to control plants (8.36k8d 2.84+0.05 in control and treated
plants respectively (Fig. IV.11-3D).

From these results, it can be hypothesized thagilsopental mineral nutrients provided
by the addition of HA7 are responsible for the ewea dry weight of treated rapeseed.
However, when the nutrient composition of the dohg was analyzed (Table IV.II-3), it
appeared that HA7’s contribution to the mineral pypof the Hoagland solution was
negligible (from 0% for Mg to +14.4% for Cu, witlotable contributions of Na: +27% and
Si: +57%). Furthermore, regarding plant nutrientalp by both control and treated plants
(Table IV.1I-3), the fraction taken up by the plawas always lower than 15% of the total
nutrient supply, whichever the nutrient was consde Thus, even in the controls, plants

were not exposed to any limiting conditions andittoeease in dry weight of treated
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Figure IV.lI-4 : Hierarchical clustering of microarray profiles. Profiles with the same name
indicate the three experimental replicates for @awh (1 day (d), 3 days and 30 days) of treatment
with HA7 extract. Bold bars represent expressiaugs logically defined by the clustering.
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Figure IV.1I-5 : Distribution among metabolic pathways (accordingto DFCI annotation) of
genes differentially expressed iBrassica napugoots and shoots after 3 days (A) or in shoots
after 30 days (B) of treatment with HA7Z Numbers in parenthesis indicated the total nunatber
genes differentially expressed in each conditi@asli time of treatment and each part of the plant,
P<0.05). Numbers near pie charts indicated the epésige of differentially expressed genes
implicated in each metabolic pathways.
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rapeseeds did not result from the amelioratiomgfland of starvation. However, it is evident
that although the percentage value of nutrientertakp by plants was low, it was always
higher for treated plants than for control planthis suggests that HA7 stimulated uptake

and/or assimilation of these nutrients.

[1.2.3 Microarray data

Microarray analysis was performed with 3 replicates each plant tissue (roots or
shoots) and for each harvest time (1, 3 and 30)dAytetal of 31 561 genes were analyzed on
the microarray, creating an expression profilegach plant tissue and each time of treatment.
Hierarchical clustering of these expression prefilEig. 1V.lI-4) shows that the 3 replicate
profiles of each date x treatment were very cloBke analysis of significantly and
differentially expressed genes between control tedted plants was undertaken using a
minimal fold change of expression of 5 (p-value0&). Using this filter, no differentially
expressed genes were found in shoots and rootslafi@y of treatment. Moreover, 30 days of
treatment with HA7 drastically lowered the numbérddferentially expressed genes (102
genes in shoots and no differentially expressecgem roots, Fig. IV.I1I-5B). Accordingly,
more than 300 genes were differentially express$ied @ days of HA7 treatment (720 genes

in shoots and 366 genes in roots, Fig. IV.1I-5A).

All differentially expressed genes have been digskin metabolic pathways according
to DFCI annotations (http://compbio.dfci.harvardiedrig. IV.1I-5). From this global
classification, at first sight it appears that ab®d6 of the differentially expressed genes did
not have a known function (supplemental data, Taldé and S2). However, the DFCI
classification revealed that several metabolic\pais were affected by treatment (Fig. IV.II-
5A and B). Among these, some metabolic pathwaysh(sas fatty acids, phytohormones,
senescence, plant development and ion transporé) mepresented in low numbers among the
differentially expressed genes. In contrast, fowtahbolic pathways were more specifically
affected in shoots and roots by the treatment (Fg$l-5A and B): general cell metabolism
(10.6% of the total differentially expressed gearsaverage), nitrogen and sulfur metabolism
(6.6% on average), carbon metabolism and photosgi®th(6.1% on average) and stress
responses (6.1% on average). Thus, according toinitial aim which was to target an
improvement in nutrient use efficiencies (such aard S) of WOSR following humic acid

treatment, this study focused on N, S and C meahsl(especially photosynthesis).

87



Table 1V.1I-4 Partial list of differentially expressed shoots and oots genes involved in
photosynthesis,and nitrogen and sulfur metabolisms afte3 days of treatment with HA7 extract
The first two letters of the gene description indésathe species. (A&rabidopsis thalianaBc: Brassica
campestris Bj: Brassica junceaBn: Brassica napusBo: Brassica oleraceaBr: Brassica rapa,Ca:
Capsicum annuumGm: Glycine max Mc: Mesembryanthemum crystallinufe: Manihot esculenta,
Th: Thellungiella halophilaZm: Zea mayk Positive fold change indicates that the gene isipally
over-expressed in response to seaweed extract (oramge)baoegative fold change indicates that the
gene is specifically repressed in response to seawérattefgreen boxes). Boxes marked with "-" (gray
boxes) indicate genes with expression levels thata@trsignificantly different from control. P-valuesea
Bonferroni-corrected. Genes were considered as ditietly expressed at a p-value <0.05.

Shoots

Roots

pathways

GenBank
Accession|

Description

nitrogen metabolism

NP181221
NM117202
FJ376074
NM127071
NM121798
AY128334
NP195197
NP195197
ES912832
NM180941
DY02256(
NM113299
FJ83044:
NM127123
NP56830-
721971
D3822(
NM111869
DQ34130¢
NM179668
NM12182Z
AK226564
AB014076
AF28714:
AF454959
CB68607(
NM125345
NM120900
NP 18907:
X77260
AMS501059
BT000269
NM119466
U51119
AF35112¢
NP188895
NM129089
NP566700
AF45495¢
AF089848
NM117360
FJ376074
Y1015€
NM105992
ES26671

At - Gamma tonoplast intrinsic protein

At - Probable cysteine proteina

At - 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase hégd
At - 3-ketoacyl-CoA synthase

Mc - 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homotgtme methyltransferas
At - Anthranilate N-hydroxycinnamoyl/benzoyltransdse-like protei
At - Arginine decarboxylase

Bj - Arginine decarboxylas

At - Asparaginase

At - ASN2 (ASPARAGINE SYNTHETASE =

At - Aspartate kinase

At - dehydratase

Bn - Epithiospecifier modifie

At - Ferredoxin--nitrite reductas

At - L-aspartate oxidase-like prote

Bn - Myrosinase, thioglucoside glucohydrolase pmsou
Bn - Nitrate reductas

At - Phenylalanine ammonia-lyast

Bn - phenylalanine ammonia-lyase (PAL1

At - Tyrosine decarboxylase

Gm - Glutamate dehydrogenas

At - Hydroxypyruvate reductas

Bn - Serine decarboxyla:

Bn - UDP-glucose:sinapate glucosyitransfer

At - Cysteine proteinase RD1!

At - Glutamate-ammonia-liga:

At - 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase hégd
At - Agmatine deiminas

At - Ammonium transporter 1 membe

Bn - Aspartic proteas

St - Aspartic protease-li

At - Branched-chain alpha keto-acid dehydrogenasealpha subur
At - Coclaurine N-methyltransfera

Bc - Cysteine proteinase inhibi

At - Gamma-aminobutyrate transaminase subunit pem
At - GCN5-related N-acetyltransferase

At - Glycine cleavage system H protein

At - Pyruvate transamina

Bo - Senescence-associated cysteine prot

Bn - Senescence-specific cysteine prote

At - Serine carboxypeptidase-like 20 precu

Me - ACC oxidase ACCO

Bn - Myrosinase-associated prot

At - Proteinase inhibitc

Cp - Type | proteinase inhibitor-like prote

photosynthesis

EV125574
AY433944
NM10477¢&
AJ312190
NM104609
EF011647
NM100952
DQ118104
NM10296¢&
AF458411
GR44471!
AF337544
AY433944
NM120081
NM113585
NM113585
NM100115
AY699948

EF011647

At -Carbonic anhydrase

Br - ELIP

At - Ferredoxin-2, chloroplast precur:

At - Ferritin-3, chloroplast precurs

At - Glutamyl-tRNA reductase 1, chloroplast preaar

Th - Glucose 6-Pi/Pitranspor

At - Alpha-glucan water dikinase 1, chloroplast guesor

Bn - Plastid division regulator Min

At - Alternative oxidase 4, chloroplast/chromopl@sé¢ curso

At - Chaperone protein dnaJ 8, chloroplast precrt

At - Chlorophyllas«

Bo - Chlorophyllase

At - ELIP

At - Glucose-1-phosphate adenylyltransferase supahioroplast precurs
Bc - Light regulated protein-like prote

Th - Light regulated protein-like prote

At - Long hypocotylin far-red

Ca - Stay green prote

At - Glucose-6-phosphate/phosphate translocatehBroplast precurs:




Table IV.lI-4 (continued)

Shoots

pathways

GenBank
Accession

Description

sulfur metabolism

NM106018
DQ09125°
U68218
u6821¢
AJ22349¢
NM104662
U5944<
NM112510
NM111114
U63734
EV17847:
AJ41646:
AF41120¢
AJ311388
EU00407¢
EV16722¢
NM118319
DQ05929¢
AY299479
NM104662
NM104662

At - Phosphoethanolamine N-methyltransferase 1
Bn - Putative low affinity sulfate transpor

At - ATP sulfurylase

Bn - ATP sulphurylas

Bj - ATP sulfurylase precurs

At - Glutathione S-transfera

Bn - Myrosinase binding prote

At - Nitrile specifier protein 3 (NSP)

At - S-adenosylmethionine decarboxylk

At - S-adenosyl-L-methionine-de pendent uroporphygien Il methyltransferas
At - Serine acetyltransfera

Bn - Sulfate transporter (stpl ge

Bn - Glutathione peroxidas

Bn - High affinity sulfate transporter 2 (st2 ge
Bo - Myrosinas:

At - S-adenosyl-methionine decarboxyle

At - APG8A

Bo - Epithiospecifier prote

Bj - Glutathione S-transferase

Zm - Glutathione S-transferase GST

At - Glutaredoxin-C1
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Accordingly, non-exhaustive lists of genes involuedhese metabolisms and differentially
expressed after 3 days of contact with HA7 areiléetan Table IV.II-4.

Reflecting the results showed in Fig. IV.1I-5, iafle IV.II-4 it appears that the number
of genes differentially expressed in shoots wasdrighan in roots. Moreover, most of the
differentially expressed genes were root-specifistmot-specific, with only a few commons

to the entire plant, whichever metabolic pathwayg wansidered.

In shoots (Table IV.1I-4), c.a. 50% of genes inamlvin nitrogen and photosynthetic
pathways were up-regulated. Among the genes foogeh metabolism nitrate reductase
(+24.507 fold), nitrite reductase (+9.552 fold) agehes involved in amino acid metabolism
were found. Genes that were up-regulated in phatbsyic pathways were ferredoxin and
ferritin, i.e. components of the electron transport chain. Amihreggenes that were down-
regulated in nitrogen metabolism and photosynthpathways proteinases (-86.773 and —
5.381 fold), chlorophyllases (-9.972 and —7.93&I¥a@nd stay green protein (-10.253 fold)
were found,i.e. genes implicated in chlorophyll catabolism dursgnescence. In contrast,
80% of genes involved in sulfate metabolism wergagulated with a high representation of
genes involved in sulfate uptake and assimilatgulféte transporter, ATP sulfurylase and

serine acetyltransferase).

Microarray analysis of roots (Table 1V.1I-4) revedlthat, like shoots (Table IV.11-4),
50% of the differentially expressed genes were eqpiated for the three metabolisms
considered. Similar to nitrogen metabolism in skpajenes implicated in amino acid
metabolism were up-regulated and senescence psesin were down-regulated. In
photosynthetic pathways, also in common with shoats up-regulation of ferredoxin and
carbonic anhydrase was retained. However, a laogendegulation of the plastid division
regulator, MinE, was observed (26.014 fold in skamtd 30.623 fold in roots after 3 days).
Focusing on S metabolism in roots, expression fifltate transporter gene was up-regulated
but it was a different one than in the shoots, &lglutathione S transferase was down-

regulated.
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After 30 days of treatment with HA7, only one gemas differentially expressed in
shoot in the chosen metabolic pathways (supplerhatdta, Table S2). It was an S-
adenosylmethionine decarboxylase of the sulfur bwdia pathway, which was down-
regulated 11.597 fold.

[1.2.4 N metabolism

Microarray analysis highlights the up-regulationgeihes encoding proteins involved in
N metabolism (especially nitrate and amino acidspm these data, physiological and
biochemical approaches have been developed torcotiie beneficial effect of humic acid
extract on N metabolism of WOSR. Thus, in the finstance, the total amount of N in plants
treated by humic acid extract has been comparedritrol plants (Fig. IV.1I-6A). Secondly,
the effects of humic acid extract on nitrate uptaieng*°NOs, Fig. IV.11-6B), expression of
two major nitrate transporterBfNRT1.1landBnNRT2.1Fig. IV.II-6C) and nitrate reductase
activity in shoots and roots (Fig. IV.1I-6D) wereiantified. The total N amount in treated
plants (Fig. IV.1I-6A) showed that after 30 dayssatment with HA7 significantly affected
the N content of plant roots. Thus, at days 30,Nheontent in roots of treated plants was
significantly higher than in control plants (+108+2%), suggesting a higher nitrate uptake in
response to humic acid treatment. Indeed, comparedntrol, plants treated by humic acid
extract showed an increase of nitrate uptake (Mdl-6B) at day 1 and day 30 (+32+15.3
and +31+13.7%, respectively). Because these lastdata points were of the same order of
magnitude as the increase in DW (Fig. IV.1I-3),stlsuggested that N uptake followed the
stimulation of growth. In the meantime (Fig. IV8E), theBnNRT2.1lexpression level was
increased by 10.7+5.4 fold in 1-day treated plaarid remained over-expressed at day 3
(22.1+18.7 fold) but it was not detectable after @@ys of treatment whild8nNRT1.1
expression was more strongly induced later on 8 and 630.0+180.7 fold at 3 and 30
days respectively, Fig. IV.1I-6C). Additionally, sgpared to control plants, nitrate reductase
activity (Fig. IV.11-6D) increased significantly iroots after 1 day (+74+18.0%) and in shoots
after 30d (+59£15.2%) of treatment. However, noaté accumulation in shoot or root tissues

was detected in plants (data not shown).
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[1.2.5 S metabolism

Microarray analysis highlighting the up-regulatiohgenes involved in sulfur uptake
and assimilation, the total amount of S (Fig. IVZ.A) and the sulfate content (Fig. IV.1I-7B)
have been quantified in roots and shoots. Moredher expression levels of sulfate
transporters, such & Sultrl.landBnSultrl.2genes (plasmalemmic transporters, Fig. IV.II-
7C) and BnSultr4.1 and BnSultr4.2 genes (tonoplastic transporters, Fig. IV.1I-7D) reve
guantified in roots and shoots, respectively. TdtaltS amount in treated plants (Fig. IV.lI-
7A) shows that treatment with HA7 resulted in shigaintly higher shoot (+76+30.8%) and
root (+137+13.7%) S contents after 30 days of meat. Unlike N, these data were higher
than the magnitude of the DW increase (Fig. IV)lI-8uggesting a stimulation of sulfate
uptakeper s.e.(Fig. IV.II-7B). Indeed, the total sulfate amountthe plants (Fig. IV.1I-7B)
shows that treatment with HA7 resulted in accumafabf sulfate in shoots (+21+2.3% and
+46+16.0% at 1 and 30 days respectively) and insr¢e103+25.8% at 30 days) after 1 and
30 days of treatment but with a decrease at 3 {@f=1.6% and -46+2.7% in shoots and
roots respectively). In the meantime, comparedatatrol plants,BnSultrl.1and BnSultrl.2
(Fig. IV.1I-7C) were induced after 1 and 3 daystafatment with HA7 (2.8+1.7 fold and
14.1+1.6 fold at 1 and 3 days respectivelyBoSultrl.1 14.8+4.8 fold and 18.3£3.1 fold at 1
and 3 days respectively f@nSultrl.. Then after 30 days, the expression levels oh bot
sulfate transporters were not detectable in plaritese data suggested an early stimulation of
sulfate uptake by humic acid extract. Moreover, regpion levels ofBnSultr4.1 and
BnSultr4.2 genes (Fig. IV.II-7D), encoding tonoplastic traogprs involved in vacuolar
fluxes of sulfate, were induced only after 3 daystreatment (1.8+0.2 and 7.3+0.4 fold

respectively).

11.2.6 Photosynthesis

Microarray analysis shows that, compared to consome genes involved in carbon and
photosynthesis pathways were differentially exprdsa plants treated by humic acid extract.
For example, in shoots, genes encoding the pldstidion regulator AtMIinE, or stay green
protein (Srg)were highly down-regulated by 26.014 and 10.23@ fespectively after 3 days
(Table IV.1I-4). In contrast, genes like ferredoXNADP reductase or carbonic anhydrase
presented an up-regulated profile (Table IV.lII-4)o complete this analysis, relative
chlorophyll content (Fig. IV.lII-8A) and net photoghetic rate (Fig. IV.II-8B) were
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measured. No significant difference was observéddrn control and HA7-treated plants for
chlorophyll relative content. However, HA7-treatgldnts presented significantly higher net
photosynthetic rates between 3 and 21 days ofnte#t (+41+1.7%, +42+2.8%, +23+1.4%
and +20£1.6% at 3, 7, 15 and 21 days of treatmespectively). Therefore microarray
analysis, chlorophyll content and the net photdsstit rate seems to give contradictory
results. Thus, confocal microscopy was used torebsehloroplast numbers in mature leaf
cells from treated or control plants (Fig. IV.II-8GAfter 1 and 30 days of treatment, HA7
application significantly increased the number dlocoplasts per cell (+43£10.7% and
+130+15.8% at 1d and 30d respectively). Indeedaeifs from control plants, the number of
chloroplasts was relatively constant during theeexpent (39.6+2.1, 47.4+3.7 and 46.6+1.3
at 1d, 3d and 30d, respectively). In leaf cellarfrreated plants, whatever the duration of
treatment, the number of chloroplasts was alwagkdri than controls (56.7+4.2, 51.9+1.8
and 107.3x7.4), suggesting a very early stimulatiérthe chloroplast division process in
response to the humic acid extract. In order tonedé the potential humic acid effect on
chloroplastic ultrastructure, transmission eledtramicroscopy (TEM) was performed after
30 days of treatment (Fig. IV.II-8D). Compared te tultrastructure of chloroplasts from
control plants, TEM showed no effect of HA7 appiica on thylakoids and grana
organization, but an enhancement of the numbetlandize of starch granules suggesting an

accumulation of carbohydrate compounds in chlosiplan response to treatment.

[1.3 Discussion

Winter oilseed rape (WOSRBrassica napusis characterized by a very low N
recovery in seeds as well as a significant requergnfor sulfur, and therefore requires a high
rate of fertilization to maintain high yield. Thigas led to a defective agro-environmental
balance that could be improved by increasing muitrnisse efficiency. Biostimulants may be
used as a tool to improve the balance of rapesdlagre€. Humic acids have long been known
to enhance plant growth and increase yield. Mocene studies on the actions of humic
extract in plants have revealed that they inducacaelerated development cycle (Tejada and
Gonzalez, 2004; Arancoat al., 2005; Eyheraguibeét al., 2008) and enhanced nutrient
uptake, especially for N (Dell’Agnola and Nardi987; Pintonet al., 1999; Nardiet al.,
2000b), iron (Cescet al.,2002) and micronutrients (Ayus al., 1996; Garcia-Minat al.,
2004; Eyheraguibedt al, 2008). Moreover, treatments with humic extractehbeen reported
to protect plants against biotic (Edwastsal.,2010) and abiotic stresses (Liagigal., 2005;
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Lakhdar et al., 2008). Thus, the aim of this study was to identfynew and finely
characterized humic acid that could increase gramth mineral nutrition of WOSR in order

to reduce fertilizer use.

From a previous set of screening experiments (datashown), HA7 extract was
selected from ten humic acids extracts. Only HAGhpoted a significantly higher growth rate
and leaf chlorophyll content compared to controhstieated rapeseed. Its effects were
confirmed in the present experiment on total DW9#P1.5%), and more specifically root
DW (+88£19.0%) (Fig. IV.II-3). This growth promotidby seaweed extract has been already
reported by several authors and for different sseauch adrabidopsis thaliangdSchmidtet
al., 2007), barley (Ayuset al., 1996), cucumber (Morat al., 2010), maize (Canellat al.,
2002; Zandonadiet al., 2007) and tomato (Atiyetet al., 2002). Most studies have
hypothesized that the observed effects in treatadtp were the result of hormone-like
activity by humic acids (Quaggiotét al., 2004; Muscoloet al., 1998, 2007b). However,
phytohormone analysis (Table IV.1I-1) did not relveay significant level of hormones (AIA,
cytokinin, gibberellin...) in HA7 extract. Moreoveits mineral contribution to the nutrient
solution was negligible compare with Hoagland solutllone (Table IV.1I-3). Thus from our
results, it cannot be postulated that known endogeimormones and nutrients supplied from
HA7 triggered the promotion of growth. However, gheresults cannot excludie novo

phytohormone synthesis in plants.

Therefore, to identify HA7 metabolic targets innike we used a microarray analysis
specific forBrassica napushat allowed the analysis of 31 561 genes. Neek¥#is, most of
these genes were not previously identified (Fig.lIH¥) due to the lack of completes
sequencing of thBrassicagenome. However, from the identified genes, wiaicbounted for
about 40% of gene expression analyzed after 3 dagsntact with HA7, the expression of
about one thousand known genes was significanfibci@d. Yet, after 30 days of contact with
HA7, only one hundred of these genes remainedrdifteally expressed (Fig. IV.1I-5). Thus,
this high number of differentially expressed gereftects an early and substantial effect of
HA7 at the molecular level that influenced almdkpiant metabolic pathways. These results
are in accordance with Tresivan’s study (2011 Acabidopsis thalianawhere, after 120 min
of contact with an earthworm-originating humic acttle expression of 133 genes was
changed in comparison with untreated control plaimdeed, using DCFI annotation, HA7

affected genes could be classified in nine clusteksering the major metabolic functions of
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plants: carbon and photosynthesis, general cellalmoiism, fatty acids, nitrogen/sulfur,
phytohormones, plant development, senescence,nespdo stress and transport of ions and
water. Among these pathways, the most affected Ay Bpplication after 3 days of contact
concerned carbon and photosynthesis, cell metaboligrogen/sulfur and responses to stress
(Fig. IV.II-5). Many studies in the literature hawdready focused on these two latter
metabolic pathways, but mostly only from a physydal point of view (Pintoret al., 1999;
Nardiet al.,2002a; Edwardst al.,2010; among others). We have therefore focusedtody

on photosynthesis and nitrogen and sulfur metatolis-urthermore, to corroborate
microarray analysis, we choose to compare thesdtsasot only with physiological analyses

but also with more precise g-PCR analyses of ssdegénes.

Overall, microarray analysis highlighted the enlgment of gene expression related
to N and S metabolism and more particularly on ftified genes that encode proteins
involved in uptake and assimilation (Table IV.ll-4Jowever, physiological analyses also
gave access to more precise interpretation of &aaN metabolism (Fig. IV.1I-6), increases
in NOs uptake (+31+13.7%) and N content (+108+21.9% otspwere of the same order of
magnitude as the DW increase (+88%19.0% in rod#)jreover, g-PCR analysis of the
expression of th&nNRT1.1land BhANRT2.1genes encoding nitrate transporters showed an
induction of these genes in roots from treated tpla8Burprisingly, these changes were not
revealed by microarray analysis. However, nitragmgporters are a very large family of
genes (Daniel-Vedelet al., 1998) and a BLAST analysis showed that the nitniaesporter
probes used on microarrays are weakly specifiafeBnNRT1.1land BANRT2.lisoforms.

All these data suggest that supplemental N takeoyupe roots of treated plants was directly
assimilated in relation to the growth rate withdaging stored (enhancement of nitrate
reductase enzymatic activity, Fig. IV.1I-6D and Nar nitrate content enhancement, data not
shown). It must be pointed out that expressiofN&T1.1was strongly induced by HA7,
while recent results suggest (Castaiagal. 2011, Krouket al. 2010) that this gene may have
a role in N sensing as well as in auxin transpdtimately having an effect on lateral root

growth, a process that was also largely stimulbteHA7 (Fig. IV.11-3C).

In contrast, for S metabolism (Fig. IV.1I-7), thecBntent after 30 days (+76+30.8 and
137+13.7% in shoots and roots respectively) in@easore than dry matter and resulted in
enhanced sulfate content (+46+16.0 and +103+£25r8%hoots and roots respectively). This

has also been related to an increased expressitineafain root and tonoplastic sulfate
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transporter genes (Fig. IV.II-7) alongside an emeament of assimilatory gene expression
(Table IV.1I-4). These results are in agreemenhwitevious works that showed an enhanced
nitrate uptake in response to humic acid treatni@etl’Agnola and Nardi, 1987; Pintoet

al., 1999; Nardiet al., 2000b; Keelinget al., 2003; Eyheraguibett al., 2008) in Bermuda
grass Cynodon dactylon maize, wheat and oilseed rape. In additiongtiteanced activity of
genes involved in nitrate transport that were foumdhis study has also been reported in
maize (Quaggiottiet al., 2004). As N is increased by the addition of HA7the nutrient
solution (Table IV.II-1), enhancement of N uptakerésponse to treatment is possibly only a
consequence of growth promotion and more spedyicaf lateral root development.
Focusing on S metabolism, Eyheraguibehl. (2008) demonstrated that maize presented an
increase in S accumulation in roots in respondeutnic acid treatment. These results are in
accordance with our study where HA7 seems to had#emt and early effect on sulfate
uptake, assimilation and storage. The latter suggbat S metabolism was increased more
than the growth rate and that the S supply exceddetand for growth.

The second axis of our study focused on carboméasion by photosynthesis. In our
work, no significant effect was found on chloroghgbntent (Fig. IV.II-8A), although an
increase has been reported in rice in responsenochacid (Tejada and Gonzalez, 2004).
However, net photosynthetic rate measurements (¥ig-8B) showed an increased activity
for HA7-treated plants between 3 and 21 days oftaminwith the extract. Likewise, the
microscopic observations (Fig. IV.II-8C) showed tthim response to HA7, chloroplasts
produce higher quantities of starch compared watttrol non treated plants after 30 days of
contact. These results suggest that HA7 has arcteffet only on the clear phase of
photosynthesis (net photosynthesis measureme@0g LImol PAR) but it also enhanced the
dark phase of photosynthesis (carbon fixation atatck synthesis). To support this
hypothesis, the microarray results showed thatgen®lved in carbon fixation (Table IV.1I-
4 and Supplemental Table S1 and S2) were mosthegplated after 3 days of treatment with
HA7. For example, carbonic anhydrase, a zinc-raggiienzyme, catalyzing the reversible
hydration of carbon dioxide and thus facilitatirtg transfer and fixation (Ramana al.,
2009), is up-regulated 5.469 fold in shoots and4.®Id in roots after 3 days of treatment.
Carbonic anhydrase is important in photosynthest @spiration as it participates in the
transport of inorganic carbon to actively photobgsizing cells and away from actively
respiring cells (Moroneyet al., 2001). Therefore, the enhanced gene expressionkif

protein that was shown by microarray analysis caxglain the increased carbon fixation
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suggested by the large numbers of starch granldssreed by microscopy in HA7-treated
plants (Fig. IV.11-8D).

Furthermore, confocal microscopy observations skioavelear effect on the number
of chloroplasts per cell from 1d of contact with HAxtract (Fig. IV.1l-8). Okazaket al.
(2009) obtained similar results witrabidopsis thalianain response to exogenous
application of cytokinins. According to these authoplastid division components of
chloroplasts were under control of a cytokinin-esgve transcription factor. Consequently,
application of cytokinins enhances chloroplast simi and increases the number of
chloroplasts per cell. In our study, only one “pldglivision component” was found on the
microarray, the “plastid division regulator MinERQut it was clearly down regulated in
response to HA7 treatment after 3 days of contdowever, the literature on this gene
provides contradictory results. Itat al. (2001) showed that over-expression of MInE in
Arabidopsis thalianaesulted in cells containing only one giant chjpast. Kojoet al. (2009)
obtained the same phenotype with AtMIinE deficient mutant (2,000-fold reduced MinE
expression compared with wild type). The seconeeispf the Okazaki study (2009) was the
role of exogenous cytokinin in chloroplast divisioHowever, no significant levels of
phytohormone have been detected in HA7. Thus, shiggests that either HA7 acts on
chloroplasts in a different way than phytohormoras that HA7 can induce early
phytohormone biosynthesis in plants. To suppors $econd hypothesis, the microarray
results in the present study showed that geneslviedoin cytokinin and gibberellin
metabolisms were up regulated in shoots after 3 dagontact with HA7 (supplemental data,
Table S1).

These results suggest that the first events toradter HA7 application to plants was
an increase in chloroplast number per cell, in lpgravith the enhancement of root nitrate
uptake (+32+15.3%) and increases in expressiorh®froot nitrate transportdBNNRT2.1
(10.7+5.4 fold after 1d, Fig. IV.11-6) as well asetsulfur transportei®nSultrl.1(2.8+1.7 fold
after 1d, Fig. IV.1I-5) andBnSultrl.2 (14.8+4.8 fold after 1d, Fig. IV.II-7). These firs
responses were followed by sulfate accumulatioshoots and even a greater number of
chloroplast over the time of treatment. Becauseroplasts were the first organelles affected
during senescence, it could be assumed that thease in the number of chloroplasts in
HA7-treated plants would promote a delay of semesze@nd extend the life span of leaves.

Indeed, previous works has shown for WOSR thaharease in leaf life span would allow a

95



Chapitre IV — Analyses métaboliques et caractéiosat physiologiques des métabolismes N, C et IAR)

better synchronism between N-remobilization assediavith leaf senescence and seed filling
(Rossateet al, 2001; Malagolet al, 2005) and improved NUE of this crop. This hypsike
was also supported by the microarray analysis tbataled up-regulation of some genes
encoding protease inhibitors and down regulatiostay green protein (Srg) that are able to
limit leaf protein degradation (Etiennet al, 2007; Descloset al, 2008) and protect
chlorophyll degradation (Pakt al, 2007) during leaf senescence, respectively. Alingrto
this work, it could be assumed that chloroplast ifications could act on the duration of leaf
senescence and the leaf life span and allow armoweprent in the NUE of WOSR. Thus, the
humic acid reported here could be especially reiet@ augment or substitute the fertilizers

actually used and improve the agro-environmentanse of WOSR.

[1.4 Conclusion

This study combining microarray and physiologicablgses to explain effects on
WOSR growth gives clues about the metabolic targetsumic acid. Physiological analyses
confirmed microarray results of the activation atroagen and sulfur absorption and
assimilation. Enhancement of N, C and S assimiatiould explain increased growth of
plants treated with HA7 humic acid. Furthermore, addition to measurements of an
enhanced net photosynthetic rate, microscopy obsens showed a clear and early effect of
HA7 on the chloroplast numbers per cell and the bemof starch granules. However, more
analyses should be carried out for further detestions of the humic acid metabolic target.
For examplejn planta phytohormonal measurement could help determine ldfi&cts on
chloroplasts and also to better understand thelatga of metabolic pathways. Moreover,
enhanced nutrient assimilation alone could not actdor the total improvement in the
WOSR agro-environmental balance, so further exptmra of nutrient remobilization should
be undertaken. Furthermore, some genes involveliffierent metabolic pathways (such as
responses to stress and senescence) were up- orrdgulated in response to HA7 treatment
(supplemental data, Tables S1 and S2) and remdia sbudied to improve our knowledge of

the effects of humic acids on plant physiologicalgesses.

[1.5 Materials and Methods

[1.5.1 Growth conditions and experimental design
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Seeds ofBrassica napusvar. Capitol were surface-sterilized by exposwe80%
ethanol for 30s followed by 20% sodium hypochlofiee 10 min. After 10 washes with
demineralized water, seeds were germinated orntg@erter deionized water for 2d in the dark
and 1 week in the light in a greenhouse. Just ditstr leaf emergence, seedlings were
transferred to a 20L plastic tank containing nutrigolution with the following composition:
KNO3; 1mM, CaC} 1.25 mM, KCI 250, KHPO, 0.25 mM, MgSQ 0.5 mM, EDTA-2NaFe
0.2 mM, BBO3 14 uM, MnSQ 5 uM, ZnSQ 3 pM, CuSQ 0.7 puM, (NH)eM07024 0.7 uM
and CoCJ} 0.1 uM. This nutrient solution was renewed evevg tays. Plants were grown
under greenhouse conditions with a thermoperio®d08€C/17°C day/night and a photoperiod
of 16h. Natural light was supplemented with highgsure sodium lamps (Philips, MASTER
Green Power T400W) supplying an average photosiio#tly active radiation of 280 pmol
photons.rif.s* at canopy height. Plants were grown for one wesflare treatment with HA7

humic extract.
[1.5.2 Humic acid (HA7) sample preparation and chagacterization.

Method of preparation of the humic acid (HA7) sanglThe humic sample (HA7) was
principally obtained from black peat (Galicia, 3paiThe methodology for the extraction and
purification used was as indicated by the Inteorati Humic Substances Society (IHSS)
(Swift, 1996), and described in Aguiregal. (2009).

In order to dissolve the HA7 sample and obtain ghetoned form we used the following
methodology. Briefly, 100 g of a previously purdidHA7 presented as potassium humate
were mixed with 1500 ml of 0.1 M NaOH in a 2 L #asAfter 48 h of stirring at 25°C in
darkness, the supernatant containing the unfraatgohhumic extract was separated from the
solid fraction by centrifugation at 765pfor 30 min. The HA7 sample was dissolved was
carried out under an inert atmospherg)(Nhe HA7 was obtained by acidifying an aliquot of
the alkaline extract containing the HA7 and fulgigbstances with 6M hydrochloric acid
(HCI) to a pH of 1.5. After 12 h, the acidified sale was centrifuged at 765§ for 30
minutes in order to separate the precipitated HAMfthe supernatant containing fulvic acids
and other acid-soluble organic compounds. After hivags with water to eliminate ClI

contamination, HA7 was freeze-dried.
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Elemental analysis The carbon, hydrogen and nitrogen concentratidnthe lyophilized
samples were analysed in duplicate with a LECO CBOD analyser. The oxygen

concentration was calculated by difference.

Solid-State *C NMR Spectroscopy Solid-state *C NMR spectra were obtained by
employing a Bruker Avance AV-400WB (9.4 T) spectedar at 100.47 MHz, using the
cross-polarization magic angle spinning technigQ@NAS), with a spinning speed of 12

kHz, 90° pulse width, 30 ms acquisition time, an@ g delay.

Size exclusion chromatography studfhe HA7 molecular size distribution was assessed by
means of size-exclusion chromatography (HPSECkasribed in Baigorret al. (2007). The
chromatographic system consisted of a Waters 600tr@ter pump followed by two
detectors in series: a Waters 996 Photodiode Adetgctor set at 400 nm, and a Waters 2424
Refractive Index Detector (RI). Size exclusion sapan occurred through a PL Aquagel-OH
30 column (Polymer Laboratories), followed by a muaolumn with the same stationary
phase.

For each sample, solutions of 800 nijdf organic carbon were prepared in 0.05 M NgNO
The injection volume of all samples was 100 uL,ehesnt used was 0.05 M NaN@H 7),
and the flow rate was 1 mL/min. Void volumey® 6.65 mL) and permeation volume (¥
11.82 mL) were determined with polyethylene oxidéhva molecular weight (MW) of 43250
Da and methanol, respectively.

In order to evaluate an approximate MW distributicmmm HPSEC chromatograms for HA, a
universal calibration was carried out using polythe glycol and polyethylene oxide

standards of known MW as described in Baigetl. (2007).

13C RMN characterization of HA7 Solid-state”>C RMN spectra were obtained on a Bruker
Avance AV-400WB (9.4 T) spectrometer at 100.47 Mkéing the cross-polarization magic
angle spinning technique (CPMAS), with a spinnipged of 12 kHz, 90° pulse width, 30 ms

acquisition time and 4.0 s delay.

HPSEC characterization of HA7 The molecular size distribution was evaluated bghhi
performance size exclusion chromatography. The rohtographic system consisted of a
Waters 600 Controller pump followed by two detestor series: a Waters 996 Photodiode
Array Detector set at 400 nm, and a Waters 2424aR&fe Index Detector (RI). Size

98



Chapitre IV — Analyses métaboliques et caractéiosat physiologiques des métabolismes N, C et IAR)

exclusion separation occurred through a PL Aquag¢l30 column (Polymer Laboratories),
followed by a guard column with the same stationgingse. The overall molecular weight
range of separation for this column was 100—-300[@80

For each sample, solutions of 800 ppm of carborewsepared in 0.05 M NaNOThe
injection volume of all samples was 10D the eluent used was 0.05 M NapN®H 7), and
the flow rate was 1 ml/min. Void volume ¥ 6.65 ml) and permeation volumey(¥ 11.82
ml) were determined with polyethylene oxide of MW 43,250 Da and methanol,

respectively.

In order to evaluate an approximate MW distributtoom HPSEc chromatograms for HS
samples, a universal calibration was carried outtv€s of logJ vs. elution volume were
obtained using polyethylene glycol and polyethylenxéde standards of known MW. The
parameted is defined as the product of the intrinsic vistpfi] and the molecular weighd;(
= [nly M), and it is proportional to the hydrodynamic vokimThis means that two
macromolecules with the same hydrodynamic voluniehaive equal values.

The Mark-Houwin-Sakurada equation relatgstp MW as follows:

[n] =K Mm®

whereK anda are proper constants for each macromolecule, sobred temperature. In this
study we have used the valueKofnda reported by Visser (1985) for a soil humic adfd<
2.724x% 10° mL ¢g* anda = 0.45).

Analysis of the concentration of IAA, ABA and Cytokns in HA7. The general method is
extensively described in Aguirre et al (2009) andrdlet al. (2010). As an example we

describe the method used for IAA determination.

Extraction, purification and determination procedas for indole acetic-acid (IAA) by
HPLC MS/MS. The isolation and purification of IAA in humic e@les were carried out
using the following methodology:

A 0.1 g amount of frozen HA7 (previously triturated a mortar to a powder with liquid
nitrogen) was homogenized with 5 mL of precoole2DYC) methanol-water (80:20, v/v).
Deuterium-labelled internal standard (2H5IAA, Olotim, Olomouc, Czech Republic) was
added (40uL of a stock solution of 200 ng/mL of standard irthanol) to the extraction

medium. After overnight extraction at —20°C, sohdsre separated by centrifugation (12000
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rpm, 10 minutes, 4 °C) and re-extracted for 1 heith an additional 4 mL of extraction
mixture. Supernatants were passed through a SepdRakC18 cartridge (ref. WAT054925,
Waters Co., Milford, MA) preconditioned with 2 mLf onethanol followed by 2 mL of
extraction medium. After evaporation to near drgnasing a vortex evaporator, IAA was
extracted with two portions of diethyl ether, obBd 4 mL respectively, and afterwards the
organic phase was evaporated. The residue wasssehded in 20QuL of methanol-0.5%

acetic acid (30:70, v/v) before its injection iethC/MS/MS system.

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry quantifiean of IAA: Indole-acetic acid was
quantified by HPLC linked to a 3200 Q TRAP LC/MS/M$stem (Applied Biosystems/MDS
Sciex, Ontario, Canada), equipped with an electeyspnterface, using an reverse-phase
column (Synergi g Hydro-RP 80A, 150x2 mm, Phenomenex, Torrance, GR)linear
gradient of methanol (A) and 0.5% acetic acid inev#B) was used: 35% A for 1 min, 35%
to 95% A in 9 min, 95% A for 4 min and 95% to 35%dk 1 min, followed by a stabilization
time of 5 min. The flow rate was 0.20 mL/min, thgection volume was 5@QL and the
column and sample temperatures were 30°C and 288@gctively.

The detection and quantification were performedrtiple-reaction monitoring (MRM) in
the negative-ion mode, employing a multilevel aatlon graph with deuterated hormone as
internal standard. The monitored fragmentation @sses are described in Aguire¢ al.
(2009).

The source parameters were curtain gas: 25.0 &l,; 60.0 psi, GS2: 60.0 psi, ion spray
voltage: -4000 V, CAD gas: medium, and temperat6@e°C.

[1.5.3 Plant treatment

After one week of growth, plants were separatetivim sets:(i) control plants (control)
were grown in the nutrient solution described abaith 15N labeling (3% atom excess) and
(i) treated plants (HA7) grown in the same labeledtsm supplied with HA7 humic acid at
100 ppm of organic carbori’L Nutrient solutions were renewed every two dayschEset of
plants (control and HA7) was grown for 30 days &éintk courses in the experiment were
expressed in days after the beginning of treatnieay O, addition of HA7 to the nutrient

solution).
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For each treatment (Control and HA7) and each timearvest (1, 3 and 30 days), ten
plants {.e.ten plants pooled in 3 replicates) were harveatetiseparated from shoot and root
samples. Thereafter, roots and shoots were frazdiquid nitrogen and stored at —80°C for
further analysis. An aliquot of each tissue wasgled and dried (60°C) in a drying oven for
dry weight (DW) determination and ground to finewmpler for mineral and ion analysis.
Likewise, at each time of harvest, a fresh aliqpfahoots and roots was used for real-time

Vivo nitrate reductase activity.
11.5.4 Determinations of chlorophyll concentrationand net photosynthetic rates

During the experiment, determinations of chlorophyloncentration and net
photosynthetic rates were monitored at 1d and t&at BfA7 application and then weekly until
the end of the treatmenitg. 30 days). Determination of relative chlorophylincentration
was performed using a non-destructive method: al5E3vil Plant Analysis Development)
chlorophyll meter (Minolta, SPAD-502 model, Tokylapan). The determination was carried
out on 10 measures per leaf and on 5 leaves pkcatep Moreover, the net photosynthetic
rate was measured using a LI-6400 photosynthestemsy(LICOR, Lincoln, Nebraska, USA)
at 23°C on leaves under ambient £&mospheric concentration (~ 400 ppm) and at 1000
numol.m?s? photosynthetic photon flux (PPF) provided by a LEjht. Temperature and PPF
parameters were previously validated as the optwahales for photosynthesis analysis in

leaves of oilseed rape.
[1.5.5 Mineral and ion quantification

1.5.5.1 Total N and®N analysis.

An aliquot of each plant organ (shoots or rootsk vdaced in thin capsules for
isotopic analysis in order to analyze between 6 &M pg N. The total N amount antN
excess in plant samples were determined with airagmis flow isotope mass spectrometer
(Isoprime, GV Instrument, Manchester, UK) linked a0C/N/S analyzer (EA3000, Euro
Vector, Milan, Italy):

Total N (Ntot) content in a tissue ‘I’ at a givamée was calculated as:
Ntot, = (%N x DW;)/100
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The natural®N abundance (0.36636+0.0004%) of atmosphesievhk used as a reference for
15N analysis. Nitrogen derived from current N uptdk&ipt) in a given organ, at a given
time, was calculated as:

Nupt = (Ntot X E) / Es
where E (%) is the atom®N excess in a given tissue (shoots or roots)isBhe nutrient
solution atom°N excess (3%).

Total S analysisThe total S amount in shoots and roots was measydCP-OES (Termo
Elemental Co. Iris Intrepid 1l XDL) with prior miowave acid sample digestion (8mL of
concentrated HN®and 2 mL of HO, for 0.5g DW) as previously described in Magal.
(2010).

[1.5.5.2 Nitrate and sulfate analysis.

Nitrate and sulfate were extracted and analyzgut@sously described (Abdalladt al.
2011) from 30 mg of DW (shoots or roots) in 1.50hb0% ethanol solution at 40°C for 1h.
After centrifugation (20 min, 10 000 g) the supe¢am (called S1) was recovered and 1.5 ml
of 50% ethanol was added to the pellet. After aosdcincubation (1 h, 40°C) and
centrifugation (20 min, 10 000 g), the remainingewnatant was taken up and added to the
previous supernatant (S1). All these operatiares. {ncubation and centrifugation) were
repeated twice but now with 1.5 ml of ultra-puretevaand incubation at 95°C. All
supernatants were finally pooled then dried undacuum for 16 h without heating
(Concentrator Evaporator RC 10.22 Jouan, Saint |eierb France). The dry residues
containing both nitrate and sulfate were solubdize 1 ml of ultra-pure water. Thereatfter,
nitrate and sulfate concentrations in each tissuerewdetermined by using ion
chromatography (HPLC, ACS3000, Dionex corp. Sunig/@A, USA), with a conductivity
detector. The eluent solution consisted of 1.8 m8Q0; and 1.7 mM NgHCOs, and was

pumped isocratically over an AS17 guard column.
[1.5.6 In vivo nitrate reductase activity in plants

The nitrate-reductase (NR) activity was determime@ach replicate using an vivo
assay adapted from Bungaed al. (1999). Shoot or root tissue (0.1g FW) was vacuum
infiltrated for 3x 30 s with 10mL of phosphate krfipH 7.5) containing 1% (v/v) propanol
and 1 M KNQ. After vacuum infiltration, buffer solutions comag plant material were
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separated in two sets. One part was incubatedshmking water bath at 30°C for 15 min in
darkness and then boiled to stop any enzymaticvictiThe other part was boiled
immediately after vacuum infiltration for initialitnte concentration determination. The
colorimetric reaction was performed with 1mL ofi@xtract, 1 mL of 0.3% (w/v) sulfanilic
acid in 30% acetic acid and 1mL of 0.05% (wi#haphtalamin in 30% acetic acid. The
amount of nitrite (N@) formed in each buffer solution was measured spplbtometrically
(UV-1601, UV-visible spectrophotometer, Shimadzha@ps-sur-Marne, France) at 540nm.
Thereatfter, nitrate reductase activity was caledas pmol N@ reduced per g FW and per

hour.

[1.5.7 RNA extraction

Total RNA was extracted from 200 mg of root andaheW. Frozen samples were
ground to a powder with a pestle in a mortar comaj liquid nitrogen. The resulting powder
was suspended in 750 ul of extraction buffer [0.TRIS, 0.1 M LIiCl, 0.01 M EDTA, 1%
SDS (w/v), pH 8] and 750 pl of hot phenol (80°C, #H This mixture was vortexed for 30 s
and, after addition of 750 pl of chloroform/isoamigbhol (24:1), the homogenate was
centrifuged at 15 000 g (5 min, 4°C). The supemtatas transferred into 4 M LiCl solution
(w/v) and incubated overnight at 4°C. After cenigétion (15 000 g, 30 min, 4°C), the pellet
was suspended in 100 pl of sterile water. RNA v tpurified with an RNeasy mini kit
according to the manufacturer’'s protocol (Qiagenui@aboeuf, France). Quantification of
total RNA was performed by spectrophotometry at B60 (BioPhotometer, Eppendorf, Le
Pecq, France) before Reverse Transcription (RTyealktime PCR (g-PCR) analysis.

11.5.8 Reverse transcription and g-PCR analysis

For reverse transcription, 1 pug of total RNA was\arted to cDNA with an ‘iScript
cDNA synthesis kit" according to the manufacturgsistocol (Bio-Rad, Marne-la-Coquette,

France).

Q-PCR amplifications were performed using speqiiicners for each housekeeping
gene (EF1& [forward 5’-gcctggtatggttgtgacct-3’ and reversegaagttagcagcacccttgg-3'] and
RNA 18S [forward 5’-cggataaccgtagtaattctag-3’ ameserse 5’-gtactcattccaattaccagac-3’])
and target gene: BnNRT1l.1 forward 5’-tggtggaataggtmpagttg-3' and reverse 5'-
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gtatacgttttgggtcattgccat-3', BnNRT2.1 forward Sg@itaacggaagtgccttg-3' and reverse 5'-
tgattcgagctgtgtgaage-3’, BnSultrl.l forward 5’-ag@fcgatcggaccag-3’ and reverse 5'-
gaaaacgccagcaaagaaag-3’, BnSultrl.2 forward Stagfiggctggaatggt-3° and reverse 5'-
aacggagtgaggaagagcaa-3’, BnSultr4.1 forward 5’-agexccgttaaggtca-3' and reverse 5'-
ttggaatccatgtgaagcaa-3’, BnSultr4.2 forward 5-agedécagggattgtgg-3° and reverse 5'-
tgcaacatttgtgggtgtct-3'. Q-PCRs were performed withl of 100x diluted cDNA, 500 nM of
primers, and 1x SYBR Green PCR Master Mix (Bio-Rada ChromoFour System (Bio-
Rad). For each pair of primers, a threshold vahe RCR efficiency have been determined
using a cDNA preparation diluted >10-fold. For @dlirs of primers, PCR efficiency was c.a.
100%. The specificity of PCR amplification was exaad by monitoring the presence of the
single peak in the melting curves after Q-PCRs lapgequencing the Q-PCR product to
confirm that the correct amplicons were producesnfreach pair of primers (Biofidal). For
each sample, the subsequent Q-PCRs were perfomteaglicate. The relative expression of
the genes in each sample was compared with theot@aimple (corresponding to untreated
plants at the same time of harvest) and was detedwith the delta delta CAACt) method
using the following equation (Livak and Schmittg2601):

Relative expression =12¢t treated ACt control]

with ACt = Ctarget gene— [V(Cter14 X Ctigg)]
Where Ct refers to the threshold cycle determirmedefich gene in the exponential phase of
PCR amplification and\[[Cter1a X Chgg] corresponds to the geometric average of Ct of
reference genes. Using this analysis method, velaxpression of the different genes in the
control sample of the experiment was equal to ¥gkiand Schmittgen, 2001), and the

relative expression of other treatments was thempawed with the control, on this basis.
[1.5.9 Microarray analysis

Briefly, each test sample was hybridized onBeassica napusGene Expression
Microarray 4 X 44K (Agilent Technologies®) using t&o-color microarray-based gene
expression protocol. In this procedure, controld treated samples (HA7) were compared
and respectively labeled with cyanine 3 and cyabineor each plant tissue (shoots and roots)
and each time of harvest (1, 3 and 30 days), thee seontrol was used for the different
hybridizations. After the labeling step, cRNA sampdizes ranged from 50 to 3000
nucleotides. Thus, fragmentation was required ke taway secondary structures (specific
buffer at 60°C for 30 min) enabling cRNA lengthsbetween 50 to 200 nucleotides to be
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obtained and then optimal hybridization with anlagt 60-mer oligonucleotide microarray to
be carried out. Thereafter, hybridizations werdgrered at 65°C for 17 hours.

Scanning of microarrays was performed with the é&gilscanner using default parameters for
4 x 44 K formats. Data were extracted with FeatHrdraction 10.1 software (Agilent

Technologies®).

11.5.10 Fluorescence confocal microscopy and transssion electron microscopy

For microscopy experiments, the choice of the tdeferved is important. After 1 and 3
days of contact with HA7, observations were madgamg plants with four leaves. We then
chose to make observation on the last fully expenelaf: leaf #3. After, 30 days of treatment,
we chose to make the observations on a leaf iogheer of the plant. The first leaves that had
emerged were nearly senescent and young leavesnmuesged were not representative of the
whole plant. Thus, among the eight leaves emergeithd end of culture, we then chose to

focus our observations on leaf #5.

A square of rapeseed leaf from each replicate oh éeeatment (Control and HA7-
treated plant) and each time point (1d, 3d and 8@d) embedded in LMPT agar (low melting
point) 5% in phosphate buffer at 40°C. After coglislices of 50um thickness were cut with
a vibratome (Microm HM650V). Half of these sliceem directly observed with confocal
microscopy (Olympus FV1000) with laser excitatioh autofluorescence at 458nm and
emission at 650-700nm. The remaining slices wexedfiwith 2.5% glutaraldehyde in
phosphate buffer 0.1M pH 7.4 from 1 hour to sevdegls at 4°C. The sections were rinsed in
phosphate buffer 0.1M pH 7.4 three times, postefitag 1.5 hours with 1% osmium tetroxide
in 0.1M phosphate buffer pH 7.4, and then rinseghiosphate buffer three times. The cells
were then dehydrated in progressive ethanol ditsti@0-100%) and 100% propylene oxide,
embedded in Aradite 502 resin and polymerised 8&br dt 60°C. Ultrathin sections of 80nm
thickness were cut and contrasted with uranyleadeeind lead citrate. The sections were
observed with a JEOL 1011transmission electron ostwpe and images were taken with a

Mega View Ill Camera and Analysis FIVE software.
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[1.5.11 Data and statistical analysis

Regarding growth, nitrate uptake, SPAD and IRMS @i, experiments were
conducted with 10 replicates. In the case of ICB BIONEX analysis, experiments were
conducted with 6 replicates. For the microscopyRGR and microarray experiments, 3
replicates were used for each sample.

All data were analyzed for significant differend®s Student’s test and marked by asterisks
(*: p<0.05, **: p<0.01 and ***: p<0.001).

Microarray. For each experiment (each time and each tispta)es with [Marginal] flag and
at least one channel above the background foritee tiological replicates were retained. A
t-test was applied on each filtered gene list wiitd following parameterqi) t-test against
zero, (i) Benjamini-Hochberg correction ar{di) p-value < 0.05. A fold change was also
made on the filtered list, but no statistical ®&iluates the significance of these lists.

Supplemental data

Supplemental Table S1 List of the differentially expressed genes in atisoand roots of
rapeseed after 3 days of HA7 supply to the roots.

Supplemental Table S2.List of the differentially expressed genes in gkoand roots of

rapeseed after 30 days of HA7 supply to the roots.
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CHAPITRE V

CONCLUSIONS ET DISCUSSION GENERALE

L’évolution des pratiques culturales constitue unpératif face aux pressions
réglementaires et sociétales pour le développemtanie agriculture plus respectueuse de
'environnement. Dans ce contexte, les stratégiant a optimiser le prélevement d’éléments
minéraux présents dans les sols et leur valorisgiar les végétaux cultives sont en plein
essor. A ce titre, des stratégies relativementntésevisent a développer de nouveaux types
d’intrants bénéficiant de I'apport de substancexigine algale ou dérivées de composés
humiques avec pour objectif de gagner des poim#icience nutritionnelle pour des plantes

de grandes cultures comme le blé ou le colza.

Concernant les algues, I'épandage d’extraits kpotg fertiliser les cultures est une
pratigue ancienne utilisée dés l'antiquité. Plusenément, plusieurs travaux de recherches
(Briand, 1998) ont été orientés vers la mise awntpde procédés de purification des
substances actives de ces extraits ajird’@méliorer leur efficacité biostimulante eit) (de
développer des modes d'apports plus adaptés aufacear de cultures actuelles.
Alternativement mais avec les mémes objectifs, tdemutravaux (Dell’Agnola & Nardi, 1987)
visaient a utiliser d’autres composés en particd@ivés d’acides humiques. Ces polymeéres
organiques a structure complexe sont les constgyaimcipaux de la matiere organique du
sol. Concernant les effets de ces acides humiqudssvégétaux, deux théories scientifiques
sont actuellement évoquées. La premiere considégdes acides humiques n’interviennent
pas directement au niveau de la plante mais agisssentiellement au niveau du sol en
stabilisant les agrégats et en chélatant les méRigxoloet al, 1997), améliorant ainsi la
structure du sol et facilitant la croissance dpléate. La seconde théorie montre au contraire
gue les acides humiques agissent directement aaunide la plante (principalement au niveau
racinaire) et entrainent des modifications phygimoes qui se traduisent par une

ameélioration de la croissance des végétaux (Nsrali. 2000a).

D’une maniére générale, de nombreux travaux rappbles conséquences bénéfiques

sur le fonctionnement végétal d’'un apport d'exsraitalgues ou d’acides humiques. A ce
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titre, des effets sur le métabolisme azoté (MétignD6, Quaggiottet al. 2004), le cycle de
développement de la plante (Eyheraguigtehl. 2008, Roussost al. 2009) et la croissance
(Mugnaiet al. 2008, Nardiet al. 2000a) des veégétaux ont été observés. Toutefssetudes
se concentrent essentiellement sur les aspectsofggiques de la réponse des plantes aux
extraits. Des études plus récentes commencentraiediszs modifications de I'expression du
génome en réponse a un apport d'acides humiqueviganet al, 2011). Cependant, la
plupart du temps, les résultats issus de ces txamaudécrivent que des modifications de
'expression d’'un nombre de génes restreints chaigriori. Concernant les extraits algaux,
aucune étude de modification du transcriptome stexa ce jour. Dans ce contexte, outre
I'identification de nouveaux extraits algaux et hgoes présentant des effets stimulants sur la
croissance des plantes, une meilleure compréheds®mécanismes d’action de ces extraits

s’avere essentielle.

Ainsi, ce travail de thése s’appuie sur deux obfgrincipaux. Le premier objectif
consiste a caractériser les modifications du fonctement du végétal induites par différents
extraits algaux et humiques. Les propriétés deexgaits sont, selon la littérature, étroitement
liées aux molécules ou aux groupements fonctionmpe&its contiennent. La modification de
ces extraits notamment par voie chimique ou sadenriodalités d’extraction choisies devrait

donc permettre de modifier et d’augmenter les pévgs biostimulantes de ces extraits.

A cette fin, 15 extraits au total ont été initialemh testés pour leurs effets
physiologiques sur le colz&iassica napuyariété Capitol) par une approche de criblage
utilisant des parametres de mesure simples. lisndtssus de différents mélanges d’especes
pour les extraits algaux et de modifications chumesg) d’extraits humiques natifs pour les
acides humiques. Nous avons ainsi pu démontresguis I'acide humique AH7 et I'extrait
algal AZALS5 présentaient des effets bénéfiquedesitrois facteurs mesurés : production de
biomasse (fig. IlI-1 et 1lI-2), teneurs foliaires echlorophylles (fig. 111-3) et Efficience
d’'Utilisation de I'Azote (EUA, fig. llI-4). Ces deu extraits font partie de I'ensemble
d’extraits issus de modifications chimiques d’eitsranatifs pour les acides humiques ou de

modifications du procédé d’extraction pour les axsralgaux.

Au-dela des informations obtenues sur I'intérét oexlifications chimiques des extraits ou
du type d’extraction, nous avons sélectionné lex @xtraits (AZAL 5 et AH7) présentant les

propriétés biostimulantes les plus probantes sur ctdza pour poursuivre cette
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Figure V-1 : schéma des effets métaboliques et physiologiquiss I'acide humique AH7 sur le colza en hydroponie
apres 24h (en rouge), 72h (en bleu) ou 30 jours (givlet) de contact.
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étude. A partir de ces deux extraits, le secon@abibjde ce travail doctoral a consisté a
déterminer et & quantifier les principales modifmas métaboliques, physiologiques et
moléculaires induites. Pour mener a bien ce tradas analyses transcriptomiques a grande
échelle a l'aide d’'une puce ADN speécifique du cotmat été associées a des analyses
enzymatiques, des quantifications des contenus w@nments et des observations en

microscopie.

Par ailleurs, les résultats alors obtenus ont ehei montrer que I'acide humique
AH7 et I'extrait algal AZAL5, bien que d’originesftérentes, présentert priori des effets
physiologiques proches chez le colza. Cette catgiatapparaissait partiellement a l'issue de
notre analyse bibliographique (fig. I-22). Cettengaraison, outre le fait qu’elle facilite une
discussion plus synthétique, pourrait alors appaléeplus amples informations sur le mode
d’action des ces extraits. Ainsi, I'induction d@oéses physiologiques trés proches observées
chez le colza en réponse a ces extraits AZAL5 e Asliggére que certaines substances
contenues dans ces deux extraits pourraient étnatdee similaire (ou trés proche) et seraient
alors capables d’agir sur des voies de signalisaiommunes. Nous rappellerons donc
brievement les résultats obtenus lors de ces tratauhese présentés de facon synthétique au
sein des figures V.1 pour I'extrait AH7 et V.2 pdigxtrait algal AZALS5, puis nous ferons
une comparaison entre les extraits algaux et lelesdiumiques. Les perspectives liées a ce

travail de recherche seront ensuite présentées.

I. Un accroissement de la production de biomassessentiellement racinaire

La stimulation de la production de biomasse, les @ouvent racinaire, par un apport
d’extraits algaux ou humiques constitue I'obseomata plus rapportée de la littérature, quelle
gue soit I'espece végétale étudiée (Sivasardtaal., 2006 ; Roussost al, 2009 ; Atiyehet
al., 2002 ; Moreet al, 2010). Il faut toutefois remarquer que la nates résultats rapportés
dans la bibliographie constitue un biais, puisgeiglssles cas ou la croissance est stimulée
sont rapportés. Dans notre cas, la stimulatioragedduction de biomasse du colza, que nous
avons testé avec I'apport racinaire de 15 extraiest pas systématique. Pour mémoire, des 3
acides humiques natifs testés (tourbe, Iéonartligeiebracho), seule la tourbe a une dose de
100 mg de Carbone organiqué*.augmente significativement les biomasses foligifd$%)

et totales (+44%). Pour les acides humiques madifidil a AH7, tous augmentent

significativement la biomasse racinaire (entre +388r AH4 & 10 mgC.Let +101% pour
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AH1 & 10 mgC.[}) mais seuls AH6 et AH7 ont également un effet tifosir les biomasses
foliaires (entre +21% pour AH6 & 100 mgC.kt +51% pour AH7 & 10 mgCH) et totales
(entre +31% pour AH6 aux deux doses et AH7 & 10C.4 et +58% pour AH7 & 10
mgC.L%) (fig. ll-1). Concernant les extraits algaux, kkextraitAZAL5 donne une réponse
équivalente a celle obtenue pour les extraits huesqAH6 et AH7. Tous les autres extraits
algaux (AZAL1l a AZAL4) nont aucun effet (voire m@&nune action délétére) sur la
production de biomasses foliaires, racinaires talde (fig. 11I-2). Seul, a notre connaissance,
le travail de these de Mérigout (2006) sur lesatdralgaux indiquait que 'augmentation de
biomasse de la plante n’était pas une réponsensgtitiie a ces extraits. Les extraits AZAL5
et AH7 ont alors été choisis pour des analysesiésises sur sol ou en hydroponie (culture
en condition de stress, culture préalable aux pad®SN) et ont a chaque fois confirmeé leurs
actions bénéfiques sur la production de biomasseadiza (fig. IlI-5, IV.I-1 et IV.II-1).
Cependant, lors des cultures sur sol, 'augmemtates biomasse induite par I'acide humique
AH7 est restreinte au systeme racinaire avec de yhueffet dose (fig. 111.8), alors qu’'une
augmentation de la production de biomasse raciedifeliaire est encore induite par I'extrait
algal AZALS (fig. 111.8) mais avec une ampleur pltable qu’en hydroponie. Ces résultats
montrent qu’un apport de ces 2 extraits au niveasaal, entraine une plus faible efficacité et

suggere qu’une pulvérisation foliaire pourrait ddosr une alternative a développer.

Il. Une stimulation de la photosynthése et de la dision des chloroplastes

A lissue du criblage des 15 extraits, les molésuémtrainant une augmentation
significative de la teneur en chlorophylles sons lmémes que ceux présentant une
augmentation de la biomasse : la tourbe (+22 e%+p8ur des doses de 10 et 100 mgt.L
respectivement), AH6 (+30 et +27% pour des doses0det 100 mgC.L respectivement),
AH7 (+18 et +10% pour des doses de 10 et 100 mi§Gdspectivement) et AZAL5 (+14%).
Pour tous les autres extraits, aucune réponsefisaiie n'a pu étre observée apres le
traitement des colzas, a part pour les extraits IBZA 4 (fig. 11-3), mais leur action
répressive sur la croissance des colzas laisseepep® I'augmentation de la teneur en
chlorophylle observée pourrait se rapprocher déesaléja décrites dans la littérature en
réponse a des stress, comme notamment en répdagerésence de métaux lourds dans le
milieu nutritif (Singhet al, 2006 ; Jiangt al, 2007 ; Jiaet al, 2010 ; Najeelet al, 2011).
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Dans la littérature, la teneur en chlorophyllesshigas toujours un parametre pris en
compte dans les études concernant les extraitexakgdes acides humiques. Quand elle I'est,
les auteurs rapportent, la plupart du temps, dgsantations de la teneur en chlorophylles en
réponse aux traitements par les extraits (Tejadaotizalez, 2004 ; Mancusat al, 2006 ;
Spinelli et al, 2010). Cependant, dans ces études, la teneuhleroghylles est rarement
associée a des mesures de l'activité photosyntretigar ailleurs, a ce jour, aucun travaux
n’a décrit un potentiel effet d’extraits d’algues lbumiques sur la division des chloroplastes
dans les cellules foliaires. Ainsi, au cours deraeail doctoralnous avons pu monter que
les extraits AZALS5 et AH7 entrainent une augmentabn significative du nombre de
chloroplastes (fig. IV.I-6 et IV.1I-8) associée, das le cas du traitement AH7, & une

augmentation de la photosynthese nette (fig. IV.IB).

Cette augmentation du nombre de chloroplastes indte par les extraits algaux et
humiques n’a jamais été évoquée dans la littératuramais force est de constater qu’elle
constitue une des réponses les plus précocks.controle de la division des chloroplastes a
été envisageé au travers de I'expression de gemespinses aux cytokinines (Okazekal,
2009) et/ou du gene MinE (Itaét al, 2001 ; Kojoet al, 2009). Dans notre étude, I'analyse
de la réponse moléculaire tres large des plantepg@lication des extraits AH7 et AZALS a
montré une répression forte et précoce du fadnE (tableaux IV.I-4, IV.I-5 et IV.1I-4).
D’apreés la littérature (Mapplet al, 2002 ; Mapple & Moller, 2007), bien que le rébeact de
MInE n’ait pas encore été identifié précisément,faeeur régulerait la mise en place de
'anneau de division des chloroplastes, constites fdcteurs Min B, C et D. Ainsi, certaines
etudes (ltoket al, 2001) montrent qu’une répression de I'expressi®@MinE induit dans les
cellules de la plante une diminution de la divisitas chloroplastes (diminution du nombre de
chloroplastes et une augmentation de leur tail@autres études montrent le méme
phénotype en réponse a une surexpressidinle (Kojo et al. 2009). Face a ce constat, il est
alors difficile de cerner le réle exact de ce factdans le processus de division plastidiale
méme s’il semble que dans notre étude, sa répressidraduise par une stimulation de la

division des chloroplastes.

En parallele, plusieurs études rapportent des aimivs de la division des
chloroplastes en réponse a un traitement par leskiojnes (Okazaket al, 2009). Ainsi,
dans la littérature, la majorité des auteurs atéiith les effets des extraits algaux et des acides

humiques aux phytohormones qu’ils contiennent (Kleinal, 2011 ; Dell’Agnola &
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Nardi,1987). Cependant, nos extraits AZAL5 et AH€ nontiennent que de faibles
concentrations de phytohormones (tableaux IV.I-2I\&tl-2). Néanmoins, les analyses
transcriptomiques révélent une modification de pission de genes de réponse aux
phytohormones comme les cytokinines, les gibbewesdliou le jasmonate (cytokinine receptor,
giberelline regulator protein, jasmonate inducimetein,cf. supplemental data). Ainsi, méme
si les concentrations en hormones extrémemenefilbhns les extraits permettent de penser
gu’elles ne seraient pas a l'origine de ces maaliims, il n’est pas a exclure que d’autres
molécules constitutives de ces extraits puissehtite une synthése d’hormonesplanta La
validation de cette hypothése, nécessiterait unagisn planta des différentes
phytohormones.

Outre la répression trés précoce et tres fortéed@riession deMiinE induite par les
extraits AZAL5 ou AH7, (jusqu’a 51 fois, méme sieuguantification plus précise par RT-
PCR est requise), on peut également noter inductétiexpression des génes codant des
ferrédoxines, des ferritines ou des génes impliquigs généralement dans la mise en place
des photosystémes (tableaux IV.I-4, IV.I-5 et M)l Toutes ces protéines participant a la
chaine de réactions liée a la photosynthése daosldeoplaste, on peut ainsi suggérer que
I'activation de la division des chloroplastes eirtea dans un deuxieme temps, une activation
de I'expression des genes codant les protéinesssaices a son bon fonctionnement. La
différence de cinétique entre ces deux événemaatisdtion précoce des 24h de la division
des chloroplastes et activation des photosysteragkeraent apres 72h de contact avec
I'extrait) est en accord avec la littérature déanitvle mode de division des chloroplastes. Ces
organites se divisent de la méme facon que lesn@ga@s unicellulaires procaryotes, par la
mise en place d’'un anneau de division central poes séparation du chloroplaste en deux
chloroplastes « fils » (Colletgt al, 2000 ; Marrisoret al, 1999 ; Miyagishima 2005). On
peut donc supposer que, dans un premier tempsyifaod des chloroplastes s’active puis
rapidement de nouveaux photosystemes sont néasssdin d’assurer le fonctionnement
optimal des nouveaux chloroplast€@ette augmentation du nombre de chloroplastes en
réponse a AZALS et AH7 mériterait des études compléentaires, d’autant que les voies
d'assimilation du nitrate et du sulfate, elles aussaffectées par ces deux extraits,
présentent une composante chloroplastique.
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[ll. Une absorption et une assimilation du nitrate stimulée conformément a

I'augmentation de la croissance

Nous avons dans un premier temps évalué I'Effi@edit/tilisation de I'Azote (EUA,
fig. Ill-4) dans le cadre du criblage des diffégepktraits. Ce parametre reflete la teneur en
azote de la plante et donc la quantité d’azotellguéeabsorbé au cours de la culture. Dans un
second temps, pour les cultures préparatoires aogspa ADN, la vitesse d’absorption de
'azote a été mesurée par marquage isotopique I#id-4B et IV.II-6B), couplée a des
analyses g-PCR des transporteurs impliqués (fig-4€ et IV.1I-6C) avec en paralléle une
mesure de I'activité nitrate réductase (fig. IVD-ét IV.11-6D).

Concernant 'EUA, qui correspond a la quantité aemasse synthétisée par gramme
d’azote {.e.l'inverse de la teneur en azote estimée a I'éelddl la plante entiére), nous avons
pu constater les mémes variations que pour la lesenaSeule la tourbe et les acides
humiques modifiés AH6 et AH7 augmentent 'EUA (ent51% pour AH6 & 10 mgCliet
+87% pour AH7 a 100 mgCl. Pour les extraits algaux, AZAL5 augmente
significativement 'EUA (+84%) alors que AZAL2 etZAL3 la diminue significativement (-
40% et —45%, respectivement) (fig. IlI-4). Il fadbutefois rester vigilant quant a
l'interprétation de ce parametre. En effet, il lgigh connu que la teneur en azote diminue (et
donc 'EUA augmente) avec 'augmentation de la kasse, phénomene déja décrit chez le
colza (Justeet al, 1997) et reposant sur les travaux initiaux de dieenet Salette (1981).
L’augmentation induite par les extraits de I'effioce d’'utilisation de I'azote telle que nous
I'avons initialement estimée pourrait alors n’é&réune conséquence de l'augmentation de la
production de biomasse associée a une dilutionadeté au sein de celle-ci (Lemaire et
Salette (1981)). L'estimation plus précise de l@apsion du nitrate a donc été ensuite

guantifiée.

Ainsi, de méme que Duraret al. (2003) et Mérigout (2006), nous observons une
augmentation de I'absorption de I'azote (entre +3i@ar AH7 apres 30 jours de contact et
+38% pour AZAL5 apres 30 jours de contact) ainsuge augmentation de I'activité nitrate
réductase (+51% et +59% pour AZALS5 et AH7 respectient dans les feuilles) qui
intervient cependant de facon assez tardive (3@sjole contact). Concernant les acides
humiques, Quaggiottet al. (2004) et Pintoret al. (1999) observent une augmentation de

'absorption d’azote couplée a une activation deseg codant les transporteurs de nitrate
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(NRT2.1) chez le mais avec en paralléle, une aativades pompes HWATPases. Chez le
colza, le profil d’expression que nous avons obigigu IV.1-4C et IV.1I-6C), que ce soit sous
I'effet d’un apport d’AZAL5 ou de AH7, se traduiha augmentation initiale de I'expression
du geneNRT2.1suivie plus tardivement par celle d¢RT1.1(72h et 30 jours)Cette
augmentation de I'expression des transporteurs deitnate s’accompagne d’'une plus
forte absorption du nitrate marqué au N (fig. IV.I-4B et IV.11-6B) et par un contenu en

N significativement plus élevé a 30 jours (+108% de les racines pour AH7 ; +115%
dans les racines et +21% dans les feuilles pour AZA) sans cependant d’augmentation
significative des quantités de nitrate (fig. IV.I-A et IV.1I-6A). Ce résultat suggere que le
nitrate supplémentaire absorbé (consécutivementinguction des transporteurs) est
correctement assimilé et non stocké. Cette hypethsetconfortée par I'activation des genes
codant les enzymes intervenant dans la voie d'dssiom de I'azote (glutamine synthase et
GOGAT, fig. V-1 et V-2) mais également par 'augrtegion de I'activité nitrate réductase en

réponse aux extraits (fig. IV.I1-4D et IV.II-6D).

Enfin, que ce soit pour AZALS et AH7, il est imporiant de noter que la croissance
et le métabolisme azoté (de l'absorption a I'assitaition) sont affectés selon une
cinétiqgue et une ampleur équivalentes. Il est dondifficile a ce stade de penser que la
stimulation de l'absorption du nitrate soit a l'origine de la croissance plus élevée
enregistrée. Il serait méme envisageable que larstilation de la production de biomasse,
qui présente d’autres causalités, soit responsabtfune augmentation du métabolisme
azoté, résultant d’'une synthése accrue de protéinet d'une plus forte utilisation des
acides aminés libres conduisant, par contrecoup, ane moindre rétroinhibition des

transporteurs de nitrate et plus globalement de saoie d’assimilation.

V. Un métabolisme du soufre stimulé au-dela de ldemande requise par la synthése de

biomasse

Le deuxiéme élément plus particulierement étudigsdcette these et qui voit son
métabolisme modifié par l'apport d’extrait algal aliacide humique est le soufre.
L’'absorption du soufre a été appréhendée par gl du contenu des plantes en soufre
(fig. IV.I-5A et IV.1I-7A) et en sulfate (fig. IVA5B et IV.II-7B). Cette analyse du contenu a

été couplée a des analyses g-PCR des transpontguliqgués dans le I'absorption racinaire
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(fig. IV.I1-5C et IV.II-7C) et le stockage vacuolai(fig. IV.I-5D et IV.II-7D) du sulfate chez

le colza.

Nous avons ainsi constaté une augmentation sigtiifec apres 30 jours de contact
avec l'acide humique (fig. IV.lI-7) du contenu dasntes traitées en soufre (+76 et +137%
dans les feuilles et racines respectivement) esudiate (+48 et +18% dans les feuilles et
racines respectivement). Avec I'extrait algal AZA{l. 1V.I-5), les contenus en soufre et en
sulfate aprés 30 jours dans les feuilles sont anggsaespectivement de 63 et 48% et dans
les racines de 133 et 19%. Une seule étude, c@lighdraguibelet al. (2008) rapporte une
accumulation de soufre dans la plante en réponse &raitement par du compostes
résultats assez originaux montrent donc une stimuteon plus forte de I'absorption, de
'assimilation et du stockage du soufre relativemena ce que nous avons mesuré pour la

biomasse et I'absorption du nitrate.

Cette stimulation globale du métabolisme du soefreréponse a I'application d’un
extrait algal ou d’'un acide humique a par ailleété observée, au moins partiellement, a
I'échelle moléculaire. C’est le cas en particulrur les genes codant des transporteurs
racinaires de sulfate dont 'augmentation d’expmes®st précoce et importante avec AH7
(fig. IV.II-7C : de 14 fois pour BnSultrl.1 et d8 fois pour BnSultl.2 & 72h) ou AZALS5 (fig.
IV.I-5C : de 7 fois pour BnSultrl.1 des 24h et wsq44 fois pour BnSultl.2 a 72h).
L’expression des genes codant des transporteustlfite tonoplastiques foliaires est elle
aussi accentuée mais de fagon plus transitoirg,faegsentiellement, que ce soit en réponse a
lacide humique AH7 (fig. IV.II-7D) ou a l'extraitalgal AZAL5 (fig. IV.I-5D). Ces
transporteurs vacuolaires de sulfate sont resptesale 'efflux de sulfate a partir de la
vacuole (Kataokat al, 2004). Duboussaedt al. (2009) montrent alors que les génes codant
ces transporteuBnSultrdu groupe 4 sont activés dans les feuilles deacateréponse a une
carence en soufre. Abdallahal. (2010) tiraient les mémes conclusions pour lassparteurs
de sulfate racinaires du groupe 1. Une activationréponse a la carence en soufre est
eégalement rapportée pour le gene codant I'ATP suHdse (Leustek & Saito, 1999)
intervenant dans la voie d’assimilation chloroptast du soufre. Lors de notre étude, nous
avons également observé une induction de I'expmes$e ce gene en réponse a AZAL5 (72h
et 30 jours) ou AH7 (72h)On peut donc penser que la réponse de la plante ane
exposition aux extraits AH7 ou AZALD5, se traduit precocement par la perception d’'un

manque de soufre, conduisant tout d’abord a une sexpression des transporteurs de
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sulfate racinaires et tonoplastiques et dans un sawed temps par une stimulation de
'absorption et une mobilisation du sulfate vacuolae. Dans un troisieme temps, on
constate une augmentation du contenu en S et sukaide la plante associée a une

répression de I'expression des genes de tyPaltl ou Sult4.

Une régulation a I'échelle moléculaire par certaimiytohormones (auxine, zéatine) du
métabolisme du soufre en condition de carence a &éj rapportée (pour revue, Kopriva &
Rennenberg, 2004) et on ne peut exclure leur iaetdlon apres une induction de leur

synthése par nos extraits, comme cela a été eévigag le métabolisme azoté.

V. Analyses moléculaires plus larges

Parallelement aux analyses des métabolismes agbs@ifrés, nous avons procédeé a
une analyse moléculaire de masse, reposant siliséition d’'une puce ADN spécifique du
colza, récemment disponible. Cet outil moléculgrésente I'avantage de pouvoir analyser
simultanément I'expression d’'un grand nombre deegéprés de 63000 dans le cas présent).
Cependant, du fait du séquencage partiel du génieneolza, seul 40% des séquences
présentes sur la puce sont spécifiques de génddadfumction est connue (ou supposée), ce
qui constitue un inconvénient lors de l'analyse désultats. Toutefois, en dépit de cette
restriction, I'analyse des résultats de microamays a permis de montrer que les extraits
d’intérét modifiaient de maniéere significative tariscriptome des plantes traitées. En effet, en
réponse aux extraits d'intérét, nous avons monté modulation de I'expression de
nombreux genes impliqués dans les métabolismesartore (et la photosynthése), de I'azote
et du soufre, le métabolisme cellulaire, celui desdes gras, des phytohormones, les
processus de sénescence, les réponses au stissguaile transport des ions et de I'eau (fig.
IV.1-3 et IV.1I-5).

Ainsi, a titre d’exemple, en réponse a AH7, on tatesune induction de I'expression
de genes codant des facteurs de transcriptiomteldes facteurs MYB ou WRKY. Dans la
littérature, I'induction de ces facteurs de traimn est la plupart du temps associée a des
conditions de stress (Dubesal, 2010 ; Eulgenet al, 2000 ; Cheret al, 2005). En effet, le
réle des facteurs de transcription de type MYBassiez bien décrit comme intervenant dans
la régulation de la synthese de composés phénsliqedes que les phytoalexines, au cours

de la mise en place des mécanismes de défensdamésspen réponse a une attague par un
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agent pathogéne. Ainsi, Johnson et Dowd (2004)ard@pt qu’'une surexpression du facteur
MYB augmente la résistance des plantesrabidopsisvis-a-vis des insectes. L'induction de
'expression de genes codant des facteurs de tiptisa MYB en réponse a AH7 suggere
alors que cet extrait pourrait étre a l'origine rmBuactivation des voies de synthése de
composés phénoligues de défense, permettant ai@snailleure résistance du colza vis-a-vis

de stress biotiques et/ou abiotiques.

Par ailleurs, on constate également une inductien génes codant certaines
aguaporines en réponse a l'application des extPdi&L5 et AH7. Ces canaux hydriques
sont majoritairement activés lorsque les conditidascultures de la plante rendent difficile
'absorption d’eau, c'est-a-dire en condition dest hydrique ou salin (pour revue, Forrest &
Bhave, 2007). Ainsi, encore une fois, nous obsesaqure I'apport d’extrait algal ou d’acide
humique dans la solution nutritive se traduit perdluction de génes codant des protéines
généralement exprimées en situation de stress.dewscultures hydroponiques, nous avons
pu mesurer que le potentiel osmotique de la salutigritive Hoagland n’était pas affecté par
I'ajout de l'acide humique AH7 ou de I'extrait alg&ZAL5. Ainsi, nous avons pu verifier
que I'ajout de ces extraits dans la solution nugin’était pas a I'origine d’'une modification
significative du potentiel osmotique capable deégénune situation de stress hydrique chez
les plantes. Cependant, il n’est pas a exclurel@egpieomposés de fortes masses moléculaires
présents dans ces extraits (acides humiques ogaguulyarides de I'extrait algal) puissent
obstruer les aquaporines et ainsi ralentir l'infld}eau dans la plante, simulant alors des

conditions de stress hydrique a l'origine de lagyéthése d’aquaporines.

Parallelement a ces inductions de génes, nous a&gatement observé une répression
d’autres génes codant des protéines qui sont gén#rat sur-exprimées en cas de stress
biotiques ou abiotiques (« dehydratation respon®&lement », «cold regulated plasma
membrane », « stress responsive protein », « woespgbnsive protein » ou encore « salt and
low temperature response proteinct, supplémental data). Par conséquent, méme si les
traitements AZALS5 et E7 se traduisent par I'indantide certains genes de défense, il semble
gue I'ensemble des mécanismes de défense ne paiemictivés. Toutefois, il est intéressant
de rapprocher ces analyses moléculaires des efigsologiques observés en conditions de
stress salin et qui montrent que les plantes giessst traitées par les extraits AZALS et E7

ont une croissance supérieure aux plantes strestéesn traitées (par AZALS5 ou E7).
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Toutefois, ces résultats méritent d’étre confirre@sétudiant la résistance des plantes dans
d’autres situations de stress et notamment ertisitude stress biotiques.

Toujours a une échelle moléculaire globale, on cotade également une répression
de I'expression de génes usuellement exprimés dutda sénescence foliairéels que ceux
codant des chlorophyllases, des «stay green pretait plus généralement des genes
étiquetés « senescence-associated genes ». Lagiéprele ces génes codant des protéines
impliquées dans le catabolisme des macromoléculggese une limitation de la dégradation
des chlorophylles (Par&t al, 2007) et des protéines (Etienekal., 2007; Desclost al.,
2008) chez les plantes traitées par les extraitscdhséquence, il peut étre suggéré que la
sénescence foliaire de ces plantes soit retard@eestpotentiellement la durée de vie des
feuilles soit augmentée. Cette augmentation deutaéedde vie des feuilles, qui n’a pas été
évaluée dans ce travail, conduirait alors un mailiemplissage des graines en permettant par
exemple, une meilleure synchronisation des prosedsuecyclage et de remplissage. De ce
fait, il est envisageable qu’un apport d’extraiZ¢d.5 ou E7) au stade végétatif se traduise
fine par une amélioration (i) de I'efficience d’utiligan de I'azote et/ou (ii) du rendement du
colza au stade reproducteur (Rosstal., 2001; Malagoliet al, 2005a). La confirmation de
cet effet de ces deux extraits, allant jusqu’'a émentuelle augmentation du rendement,

pourrait donc constituer une perspective suppléanentle ce travail doctoral.

La comparaison cinétique des réponses moléculair@sduites par les 2 extraitsmontre
gue les activations et répressions interviennajoritairement aprés 72h de contact avec les
deux types d’extraits. A 30 jours de traitemerd, ig@ponses du colza different entre les deux
extraits. Pour le traitement par AZALS5, la répormdeservée apres 30 jours de contact est
globalement identique a celle décrite précédemraer2h. Au contraire, pour le traitement
par AH7, aprés 30 jours de contact, le nombre degéifférentiellement exprimés connait
une baisse drastique et le profil métabolique deldamte change radicalement. Ainsi, on
observe une répression des Heat Shock Proteirgipest impliquées dans les réponses au
stress. Mais également une répression de la S-sglemethionine decarboxylas, une enzyme
connue pour étre impliquée dans la voie de syntiésgpolyamines et de I'éthylene (Kumar
et al, 1996). Sa répression est alors susceptible déalté synthese de ces composés et donc
de perturber la signalisation phytohormondlesemble donc que I'extrait algal présente
des conséquences moléculaires a plus long terme q@mré a l'extrait AH7, ce qui

pourrait permettre d’envisager un effet « starter »pour ce dernier et un effet a plus long
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terme pour l'extrait algal. L'utilisation conjointe de ces deux extraits, permettant de
concilier un effet starter a un effet long terme, purrait alors faire I'objet de nouveaux

travaux visant a potentialiser I'effet individuel de chacun de ces deux extraits.
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CHAPITRE VI

PERSPECTIVES

Les travaux de recherche réalisés dans le cadrettiethése nous ont donc permis de

sélectionner, a partir de 15 extraits initiaux, xdevtraits issus d’acides humiques (AH7) ou

de composés algaux (AZALS5), présentant un potefitieistimulant chez le colza. Nous

avons ensuite précisé quelques modalités d’acteomret deux extraits, notamment sur la

croissance, la photosynthese et les nutritions N, @hais I'approche moléculaire large que

nous avons utilisée pourrait ouvrir d’autres pistesecherche. De par la nature du projet de

recherche, de nombreuses perspectives peuvengrtigagées tant sur un aspect appliqué,

avec pour objectif final d'utiliser ces composés agriculture, que sur un aspect plus

fondamental, visant a caractériser les sighauvgsetdies de régulations affectées.

Dans le cadre des démarches plus finalisées :

Si le caractere bio-stimulant de ces extraits afrdponie est important, leur application
sur un sol restreint notoirement leur efficacitén@palement en raison des interactions
potentielles importantes avec ce compartiment.rAdtivement, une application de ces
extraits par pulvérisation foliaire pourrait étrevisagée. Les premiers effets observés a
I'échelle foliaire (photosynthese, expression daeg®linE, division des chloroplastes)
lors de I'étude en hydroponie permettent d’envisagéte démarche avec optimisme. Un
effet synergique de I'apport conjoint de ces 2atdrpourrait aussi étre testé rapidement
(combinaison de I'effet « starter » de AH7 et deiicé plus long terme d’AZALS).

La stimulation de la croissance observée a I'éehddl la plante entiére cultivée pendant
30 jours en hydroponie mériterait d’étre vérifiée an pas de temps plus long (cycle de
développement complet), notamment afin d’évalusrclenséquences de I'application de
ces extraits sur I'accélération du cycle de déymdopent et/ou sur le rendement en

graines et éventuellement sur leur qualité.
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- Le passage a une échelle plus large constitue jectdbinhérent a cette démarche.
Moyennant I'obtention de résultats positifs lors deux étapes précédentes, I'application
de AZAL5S et AH7 par pulvérisation foliaire en cotidh de plein champ permettrait non
seulement de confirmer leur intérét mais égalendémptimiser leur application (effet
doses, conditions de potentialisation dans le cdingeractions avec des stress biotiques
ou abiotiques). Des analyses simples pourraiens &toe envisagées pour la mesure de la
croissance et du rendement (par analyse de cesosamies) ainsi que pour I'absorption
de I'azote et du soufre (mesure des exportationd €eS, teneur en sulfate). L'efficience
d’utilisation des engrais N et S pourrait alorseééstimée par méthode isotopique.
D’autres indicateurs simples dérivés de ce traaiservation en microscopie de la
densité des chloroplastes, mesure de la teneunlerophylles et/ou de la photosynthése

nette) pourraient y étre associés.
- La derniére étape consisterait a vérifier la natiestimulante de ces 2 extraits sur

d’autres plantes de grandes cultures (extensiorirdeaux actuellement en cours sur le
blé au CIPAV de Pampelune).

Dans le cadre de démarches plus fondamentales visaa identifier les mécanismes

impliqués et leur chronologie, il parait pertinentde :

- Vérifier I'hypothése gue I'extrait algal ou I'exttadérivé d’acides humiques stimule le

métabolisme de la plantda une induction des voies d’assimilation du N etSlwau

niveau des feuilles. Pour cela, une étude des matidns des profils protéomiques de la

feuille de colza tout au long de son développeméesygu’a son abscission pourrait étre
conduite. A titre d’exemple, en utilisant les imgtieurs de sénescence disponibles au
laboratoire $AG12Cab; Gombertet al, 2006), il serait alors possible de déterminer
I'impact de ces extraits sur la durée de vie dielalle. De plus, les chloroplastes étant
les organites les plus fortement impliqués danydéss d’assimilation réductrice du N et
S minéral aboutissant a la production d’acides émiessentiels a la synthése des
protéines et au bon fonctionnement des feuillesalza, une analyse du plastoprotéome
pourrait étre conduite afin de mieux caractérises protéines plastidiales les plus
fortement induites ou réprimées en réponses aibtertrants par AZAL5 ou AH7. Ces

approches protéomiques a I'échelle de I'organeb@irfoliaire) et au niveau subcellulaire
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pourraient étre réalisées par électrophoréses bitimnnelles et I'identification des
spots protéiques d'intérét assurée par analysd ESUSMS. Parallélement, une étude
par microscopie confocale a balayage laser et sgomme électronique, s’appuyant sur
les plateaux techniques de I'lFR ICORE (CMABIo eistd-imagerie quantitative),

permettrait de vérifier I'impact de I'extrait algaur la structure des chloroplastes

(nombre, taille, forme, niveau de chlorophylles...).

Réaliser une étude de transcriptomique ciblée ssrggnes codant des enzymes clés des

métabolismes N et S. Les activités enzymatiques dés métabolismes du N et du S

constituent des facteurs déterminants de l'effa@ed’assimilation de I'N (Masclaux-
Daubresseet al, 2010) et du S (Hawkesford, 2000 ; Nikiforovaakt 2005, 2006). La
régulation d’enzymes plastidiales (ou situés justeamont de la voie chloroplastique)
vis-a-vis d'un traitement par AZAL5 ou AH7 devrandoétre examinée avec la plus
grande attention. Tout d'abord, I'étude pourraisister a suivre I'expression de génes
codants les enzymes clés de I'assimilation du @kdant principalement les génes situés
en amont de la synthése de la cystéine (ATP suldfsey APS réductase, Sérine Acétyl
transférase...). La quantification des activités ematyques clés liees au métabolisme du
S pourrait aussi étre envisagée, ainsi que lamétation des teneurs en métabolites liés
a ces activités enzymatiques. Concernant le mésatelde I'N, I'analyse des enzymes
clés du métabolisme azoté telless que la Nitratdugtase (NR), la Nitrite Réductase
(NIiR), la glutamine synthase (GS) et la glutamatetlsase (GOGAT) pourront étre
réalisée au niveau transcriptomique et au niveayresalogique en étroite collaboration
avec I'INRA de Versailles. L'étude de I'expressidiautres genes cibles impliqgués dans
la régulation des processus de remobilisation Ne(BnD22, Protéase, FTsH8, sous-
unités de protéasome ; Deschisal, 2009), dans la protection des chlorophylles @at
Soluble Chlorophylle Binding Protein (WSCP), Descital. (2009) ; génes Stay Green
(sgr), Parket al. (2007)), ou de genes impliqués dans la divisios deloroplastes
(Plastid Division 1 and 2 pdvl et 2; Okasaki eal., 2009) pourrait également
étreenvisageée. Toutefois, le nombre de genes pédpoest non exhaustif et pourra étre
abondé en fonction des analyses Microarray obtelams le cadre du présent travalil

doctoral.

Caractériser les signaux a l'origine des modifmagi physiologiques et moléculaires

induites par I'extrait algal ou dérivé d’acides higoes. Nous avons démontré que ces
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deux extraits ne contiennent pas de quantités lestale phytohormones, ce qui n’interdit
pas de penser qu'ils sont cependant capables @@andeur synthésen planta Des
dosages phytohormonaux des tissus végétaux enbawlion avec le CIPAV de
Pampelune pourraient permettre de tester cettethgpe. A titre d’exemple, des travaux
récents (Okasaki @i., 2009) montrent que des hormones de type « cyitakiike » sont
capables de stimuler une division chloroplastid@mparable a celle que nous avons pu
observer en réponse aux traitements avec AZALSH. A2ar conséquent, un dosage des
cytokininesin plantapermettrait de vérifier si le phénoméne observésdetre étude est

dépendant (ou non) de cette hormone.

Analyser de facon plus globale les résultats triehes (plus de 1000 geénes

différentiellement exprimés) obtenus avec les p@cA®DN. Par exemple, I'expression de

nombreux génes codant des transporteurs (aquapptiaesporteurs de cobalt, de cuivre
et de sodium) est également augmentée par cesedénaits. Parallélement, nous avons
procédé, en collaboration avec le CIPAV, a l'analysr ICP-OES (bore, calcium,
cuivre, fer, potassium, manganese, magnésium, ediotassium, soufre et zinc) des
tissus végétaux traités par AZAL5 ou AH7. Les rtdal préliminaires (non présentés
dans ce manuscrit) révélent, a l'instar de I'azgtee les contenus de la plante entiére en
calcium, potassium, magnésium, phosphore et baier¢tstimulés avec une ampleur
équivalente a celle mesurée pour la biomasse.dpdires a 'instar de ce que nous avons
observé pour le soufre, les contenus en cuivrausbét manganese étaient augmentés
dans une proportion plus élevée que celle requisguament par 'augmentation de
biomasse. Enfin, ces deux extraits semblent stimaléransport du fer vers les parties
aériennes. Des travaux complémentaires portant l&ustimulation spécifique de

I'absorption, du transport et du stockage de c&meéhts pourraient donc étre envisagés.
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Caractérisation des modifications physiologiques enétaboliques induites cheBrassica napusL.
par I'apport d’extraits algaux ou d’acides humiques

Résumé: Le colza est caractérisé par une faible efficedtutilisation de I'azote et requiert une fertifilon
azotée importante. L'utilisation de substances fyan role biostimulant pourrait constituer une mégive
d’amélioration de son bilan agroenvironnementaés hctions bénéfiques des extraits algaux ou dediazides
humiques ont été décrites sur 'augmentation ddymtion de biomasse et le rendement des plantes. d®ie ces
effets aient été largement décrits sur le plan iplygique, aucune étude n'a été réalisée a I'éehdll
transcriptome afin de déterminer leurs cibles nadigbes chez les plantes. Dans ce travail, unagiblréalisé a
partir de 10 extraits humiques et de 5 extragga@ a permis d’identifier un acide humique (AH7ue extrait
algal (AZAL5) augmentant la production de biomasgela teneur foliaire en chlorophylles du colza.eUn
comparaison par microarray des transcriptomes tmgdraités ou non par ces extraits, couplée aadak/ses
d’activités enzymatiques et d’expression de gérmesgfPCR a permis de mettre en évidence une aglabale
des extraits AH7 et AZAL5 sur le métabolisme duzao{expression différentielle de plus de 1000 geress
effets d’'une exposition a AH7 et AZAL5 se traduisammoyen et long termes, respectivement, par timelation
des nutritions azotée et soufrée avec pour cettaidde, une augmentation supérieure a celle regpése
'augmentation de biomasse. Cette activation déssvd’assimilation est associée a une augmentatassive du
nombre de chloroplastes par cellule observée dedlgremiéres heures de contact entre le colzexetit algal
ou I'acide humique. Apres une discussion généraderésultats, les perspectives de ce travail séseptées.

Mots clés : Analyses microarrays, azote, acidesitnues, chloroplastes, colza, extraits algaux, atétr sulfate,
transporteurs.

Characterization of physiological and metabolic modications induced in Brassica napusL. by
seaweed extract and humic acids.

Abstract: Rapeseed is characterized by a low nitrogen usgeetty, thus requiring high N fertilization rate
maintain yield. Biostimulant application on thisoprcould improve its agroenvironmental balance.weed
extracts and humic acids are known for their berafeffects on plant growth and yield. Howeverspige some
physiological effects that have been already | dlesd, only few studies focused on the action ekthextracts on
transcriptome expression to identify their metabaérgets. A screening procedure of 10 humic aeidd 5
seaweed extracts was used to identify one humd (@dH7) and one seaweed extract (AZAL5) which iased
rapeseed growth weight and leaf chlorophyll cont&mnicroarray comparison of treated and non-ticbadgpeseed
transcriptome was associated with enzymatic agtasitalysis and g-PCR analysis of gene expressibrevealed
that humic acid and seaweed extract presents alghobion on rapeseed metabolism (with more thd® d®enes
differentially expressed). The effect of plant esjpon to AH7 and AZALS occurred at short and loteym,
respectively, through a stimulation of nitrogen audphur metabolisms with for the latter an inceeizat was
higher than the one expected from higher growth. rathese effects were associated with massiveneah@nt of
chloroplast number per cell during the first 24 iisoaf rapeseed exposition to humic acid or seavesédct. A
general discussion of results is then presententd@ierspectives of this work.

Keywords: Humic acids, chloroplasts, rapeseedogén, seaweed extract, microarrays analysis, @jtsatphate.
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