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I- Introduction

L’agriculture doit étre de plus en plus performante tout en palliant les effets néfastes du
changement climatique, tout cela afin de nourrir une population mondiale de plus en plus
grandissante. Dans le but de mieux comprendre l'effet de I'environnement en tant que
contraintes abiotiques pouvant avoir un impact sur les rendements, des études sont effectuées
sur différentes plantes modéles mais aussi des plantes d’intérét agronomique tel que le colza
(Brassica napus). L'étude du colza est importante car il représente la troisi€me plus grande
culture mondiale d'oléagineux. Celui-ci est cultivé dans plusieurs objectifs : la production d'huile
pour l'alimentation humaine, différentes utilisations non alimentaires tel que la fabrication de
biofioul, de détergeant ou de lubrifiant, mais aussi pour l'alimentation animal celui-ci étant riche
en protéine et en micronutriment (Poret et al, 2016). Dans un contexte agronomique
demandant une production de plus en plus importante I'utilisation d’intrant est devenue le mode
de fertilisation principale. Un des éléments importants nécessaire au développement et a la
croissance des plantes est I'azote, qui est fourni a la plante en grande quantité. Les formes de
fertilisation azotée les plus utilisées sont le nitrate et 'ammonium, cependant ces deux éléments
sont trés mobiles dans le sol, seul 30 a 40 % de ce qui est répandu dans les cultures est utilisé
par les plantes (Kant et al., 2010). L'assimilation du nitrate permet a la plante un développement
optimum en formant des réserves et en utilisant celui-ci dans son métabolisme (Andrews et al.,
2014). Par I'importance de cet élément, sa faible disponibilité dans le sol peut avoir un impact
important sur le développement de la plante. De plus, le colza (B. napus) présente une faible
capacité de remobilisation de I'azote (NRE), c'est a dire une faible capacité a transporter celui-ci
vers les organes puits et donc une faible capacité d’utilisation de cet élément (NUE). Cela
implique une fertilisation importante pour assurer de bons rendements (Sorin et al., 2016).
Malgré cela les feuilles tombent avec un fort taux d’azote non remobilisé représentant 2,5 a 3 %
[w/w] de la biomasse séche (Musse et al., 2013). Cette sur-fertilisation a alors a la fois un
impact environnemental et économique (Sorin et al., 2015). Il a été montré que ce faible NRE
ne viens pas d’'une limitation des transports d’acide aminés dans le phloéme mais plus d’'une
hydrolyse incompléte des protéines lié aux protéases (Sorin et al., 2016). De plus, en cas de
déficience modérée en azote, que le génotype soit adapté (Aviso) ou non (Express) a cette
déficience, il a été constaté une diminution du nombre de rang foliaire, une diminution du
rendement jusqu'a 30%, une augmentation de I'espace intracellulaire d0 a une perte de
'adhésion cellulaire et aussi une action sur la synthése de protéine (Sorin et al., 2016). La
déficience en azote semble aussi induire une accélération de la sénescence chez certain

génotype.






La chute des feuilles est due a la sénescence des tissus (au cours de cette étude seule la
sénescence séquentielle sera considérée). La sénescence est un processus se déroulant avec
une haute régulation du métabolisme de la plante entiére et pouvant étre induite par le
développement ou par un stress (Musse et al., 2013). Ce mécanisme permet, grace a trois
phases, la remobilisation plus ou moins efficace du carbone et de I'azote selon la plante
considérée. La premiére phase est régulée par les hormones et correspond a la mise en place
du signal de la sénescence induisant I'action de genes clefs. Ensuite les tissus entrent dans
une phase dégénérative ou la dégradation et la remobilisation se mettent en place. La derniere
étape correspond a la dégradation du noyau, des tonoplastes et la rupture de la paroi (Sorin et
al., 2015). Une mise en place lente de la sénescence chez la plante permet d’assurer une
meilleure remobilisation (Roger et al., 2016). De précédentes études ont permis de caractériser
certains traits physiologiques liés a la sénescence chez le colza. Tout d’abord une chute de la
teneur en chlorophylle est observée chez les vieilles feuilles, tout comme celle de la teneur en
amidon. De plus une diminution de la biomasse séche est observée alors que la teneur en eau
(Wc) augmente tout au long du vieillissement de la feuille, ce qui met en évidence un processus
associé a I'hydratation (Musse et al., 2013). Cette variation du Wc n’est cependant pas liée a un
stress hydrique puisque le taux relatif en eau (RWC) reste inchangé. Cela implique donc une
augmentation de I'élasticité de la paroi au cours du développement (Musse et al., 2013). Ces
différentes caractéristiques ne permettent cependant pas d’étudier rigoureusement la
sénescence entre plantes sous différentes conditions. En effet pour un méme rang foliaire des

différences physiologiques peuvent étre présentent chez différentes plantes. (Sorin et al., 2015).

Des analyses de microscopie optique réalisées par Musse et al. (2013) ont permis de
mettre en avant des changements structuraux dus a la sénescence. Ces analyses montrent une
structure moins organisée chez les feuilles sénescentes par rapport aux jeunes feuilles, et
mettent en avant que 'augmentation de I'épaisseur est principalement due a I'élargissement
des cellules du parenchyme palissadique, le parenchyme lacuneux ne montrant pas la méme
tendance. La différence observée entre les deux types de parenchymes pourrait venir du fait
que le parenchyme palissadique a un réle plus important dans la photosynthése alors que le
parenchyme lacuneux présente plus un rdle dans 'homéostasie, ce qui peut expliquer un
impact plus important de la sénescence sur le parenchyme palissadique (Sorin et al., 2015). De
plus, les chloroplastes, source principale d’azote remobilisable, sont dégradés au cours de la
sénescence. Des analyses de relaxométrie RMN ont aussi été réalisées afin de caractériser les
changements structuraux. Cette technique est sensible aux faibles variations en teneur en eau

mais aussi au processus d'échange de particules entre différents compartiments cellulaires.
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Figure-1. Evolution des composantes hydriques au cours du développement. Temps de relaxation calculé par signal CPMG pour
une jeune feuille (A) et une vielle feuille (F) chez le colza (Musse et al., 2013 ; modifiée).
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Figure-2. Principaux polysaccharides de la paroi (Hofte et Voxeur, 2017).



Ainsi une mesure de temps de relaxation T2 permet d'observer I'évolution structural selon les
conditions étudiées (Musse et al., 2013). Chez les jeunes feuilles, quatre signaux RMN avec un
T2 différent ont été observés, ceux-ci correspondant a 4 types de composantes. La premiére
composante correspond a une fraction solide et les 3 autres (2, 3, 4) a des fractions liquides de
la cellule (Fig-1.A). La deuxiéme composante est 'eau apoplastique et celle contenu dans
'amidon. La troisitme composante correspond a l'eau chloroplastique. La quatriéme
composante correspond a I'eau vacuolaire et celle-ci aprés un certain stade, se sépare en deux
composantes différentes 4 et 5 (Fig-1.F), ce phénoméne est nommé « split ». L'apparition de
cette cinquiéme composante peut étre liée a la différence de comportement entre le
parenchyme palissadique et le parenchyme lacuneux. En effet la composante 5 présente une
augmentation plus importante de son T2 ce qui peut étre d0 a un influx d’eau et donc un
élargissement des cellules et une diminution de la biomasse séche entrainant la dilution des
solutés. La composante 4 correspondrait alors a I'eau vacuolaire du parenchyme lacuneux alors
que la composante 5 a celle du parenchyme palissadique (Sorin et al., 2015). Afin d’optimiser
I'étude de la sénescence chez les rangs foliaire, le « split » permettra de définir un état commun
a toutes les plantes et génotypes que I'on utilisera ensuite. Ces phénoménes d’élargissement et
d’hydratation pourraient étre expliqués par la dégradation de macromolécules (Musse et al.,

2013) ou de la paroi cellulaire. C’est cette derniére qui fait I'objet de cette étude.

La paroi secondaire des dicotylédones est composée de cellulose entourée par une
matrice de polysaccharide pectique (Sénéchal et al., 2015). Les pectines y ont un réle structural
important. Ce composé de type « glucidique » posséde quatre types de domaine qui sont les
domaines homogalacturonane (HGA), rhamnogalacturonane | et Il (RGI et IlI) et
xylogalacturonane (XGA), le domaine HGA étant le majoritaire (65 % de la pectine) (Pelloux et
al., 2007 ; L'enfant et al., 2015). Ces différents domaines possédent des compositions en oses
spécifiques qui peuvent étre modifiées pendant le développement ou sous certaines
contraintes. Le domaine HGA est constitué d'une alternance d'acide galacturonique (Gal.A)
(Fig-2). Alors que le domaine RGI est constitué de chaine alternant rhamnose (Rha), acide
galacturonique et possédant des ramifications composées principalement des groupements
galactane et arabinane. Le domaine RGIl est composé de rhamnogalacturonan contenant
différents résidus osidiques. Le domaine XGA est constitué d’'une chaine d'acide galacturonique

et possede des branchements xylose (Vorwerk et al., 2004)

Au cours du développement ou en réponse a des stress, des changements majeurs de la
paroi sont mis en place graces a des enzymes de remodelage des homogalacturonanes

(HGMESs) permettant d’agir sur la porosité, le taux d’hydratation mais aussi 'adhésion cellulaire
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Figure-3. Action des polygalacturonases (PG) et pectinméthylestérases (PME) sur les pectines. HG : homogalacturonanes, RG-I
et Il : ramnogalacturonanes | et Il (Daher et al., 2015).



(Pelloux et al., 2007 ; Sénéchal et al, 2014). Ces différentes enzymes sont les
pectineméthylestérases (PME), les pectinacétylestérases (PAE) et les polygalacturonases (PG)
et pectin like lyases (PLL). Les PMEs agissent sur le degré de méthylation (DM) des pectines
en catalysant 'hydrolyse du méthylester en C6 des résidu Gal.A ce qui induit la formation de
groupe carboxyle libre, de méthanol et une acidification de la paroi (Fig-3) (Sénéchal et al.,
2014). Cette déméthylation de la pectine permet soit la formation d’un gel par la formation
d’« egg-box », soit I'action d’autres enzymes de modification des pectines comme les PGs
(Pelloux et al., 2007). Les PAEs peuvent dans un méme temps hydrolyser les groupements O-
acétylés des pectines et ainsi permettre I'action d’autres HGMEs (Sénéchal et al., 2014). Une
action synergique des PMEs et PAEs permet alors de médier la formation d’« eggbox » ou la
dégradation des HGAs par les PGs et PLLs (Sénéchal et al., 2014). Les PGs et PLLs vont alors
dégrader les pectines en ciblant les zones partiellement déméthylées (Sénéchal et al., 2014),
les PGs hydrolysant de maniere aléatoire ou en position terminal les HGAs ce qui induit la
formation d’oligogalacturonides (OG) et le relachement de la paroi (Hocq et al., 2017). Lactivité
de certaines PMEs est régulée par le pH de la paroi mais aussi par les pectinmethylestérase
inhibitor (PMEI) inhibant I'action de ces enzymes. Les pH optimaux des PMEs de plante étant
majoritairement neutre a basique, différents pools de PMEs sont alors recrutés selon le pH du
microenvironnement et du degré de méthylation des pectines (Sénéchal et al., 2014). Les pH
optimaux des PAEs de plante sont aussi majoritairement neutre a basique et celles-ci ont une
activité qui augmente quand le substrat a été déméthylé au préalable (Sénéchal et al., 2014). A
l'inverse, les PGs de plante possédent des pH optimaux plutdt acides et sont inhibées par des
PGIPs se fixant sur celles-ci (Sénéchal et al., 2014). Ainsi des pools d’enzymes spécifiques
sont recrutés selon I'environnement et le stade de développement (Louvet et al., 2011) et
I'action de ces différentes enzymes va avoir un role dans le développement. Par exemple chez
Arabidopsis thaliana différents génes codant des PMEs, PMEIs, PGs et PLLs sont soit sur ou
sous régulés pendant la croissance de I'’hypocotyle (Sénéchal et al., 2014). De plus des stress
vont induire ou inhiber I'expression de ces enzymes, les métaux lourds inhibant les PGs et
induisant les PMEs et PAEs par exemple (Le Gall et al., 2015).

Dans ce contexte, le stage a été effectué dans le cadre des recherches menées par
'équipe RCA de '|GEPP (INRA de Rennes), étudiant I'effet du développement foliaire et de la
nutrition azotée sur de développement du colza, en partenariat avec I'équipe BIOPI d’Amiens.
L'équipe BIOPI étudie les modifications biochimiques et moléculaires de la paroi au cours du
développement végétale. Ce partenariat a pour but de savoir si les modifications structurales
déja observée au niveau du parenchyme palissadique (Musse et al., 2013) sont liées a des

modifications de la paroi. Ce stage a pour objectifs d’étudier les modifications ayant lieu au

4



800 1 —
600
= R3
£ 400
= R5
B R1 ul ks l
R15
200 -
0! . : .
-15 =10 =5 1] 5

Leaf rank (NMR split scale)

Figure-4. Localisation des différents rang foliaires (R1 et R15; A) et temps de relaxation selon le rang foliaire (B). Le rang 0
correspond au « split », les valeurs négatives aux jeunes feuilles et les valeurs positives aux feuilles plus agées, ordre des rangs sur plant

Aviso. Fleches : rangs étudiés.



niveau de la paroi au cours du développement foliaire et de voir I'impact que la nutrition azotée
peut avoir chez deux génotypes de colza (Aviso, Express). Pour cela des mesures ont été
effectuées sur différents rangs foliaires de ces génotypes en condition de fertilisation enrichie et
appauvri en azote. Tout d'abord des mesures d'activité d'enzymes de modification de la paroi
ont été effectuées (PG, PME et PAE), celles-ci ont ensuite pu étre complétées par des mesures
du degré de méthylation des pectines. Ensuite des dosages d'oses structuraux et non
structuraux ont été réalisés afin de mettre en avant les changements de composition de la paroi

mais aussi du contenu en oses des différents échantillons.

II- Matériel et méthode

A) Matériel végétal

Le matériel végétal est composé de plants de colza (Brassica napus) cultivés au champ a
Rennes selon deux conditions : une condition enrichie en azote (N1) et une condition appauvrie
en azote (NO). Les plants correspondent a deux génotypes, Aviso (A) adapté a la déficience en
azote et Express (E) sensible au stress azoté. Pour chaque condition et génotype quatre
répétitions ont été effectuées sous la forme de quatre blocs au champ, seuls les blocs 1, 3 et 4
(X1, X3, X4; X: A ou E) ont été conservés car ils étaient les plus homogénes. Les différentes
mesures ont été effectuées sur 2 blocs pour chaque condition et chaque génotype, chaque
répétition représentant une plante. Aprés 6 mois de culture des disques ont été prélevés de part
et d’autre de la nervure central pour chaque rang foliaire. La numérotation des rangs commence
au rang le plus agé (R1) jusqu'au rang le plus jeune (R15). Des analyses RMN ont alors permis
de détecter le rang foliaire ou se déroule le « SPLIT » afin de pouvoir analyser les rangs a un
méme stade physiologique selon la méthode de Musse et al. (2017). Ces analyses ont permis
de détecter I'existence du « SPLIT » pour le rang 1 quel que soit la condition (Fig-4.B).
L'apparition de celui-ci variant selon les conditions, le génotype et le bloc étudié. Les autres
rangs étudiés sont les rangs 3, 5, 8, 10 et 15, afin de mesurer les modifications ayant lieu tout

au long du développement (Fig-4.A).

B) Détermination de la teneur en oses non structuraux

Un dosage des oses non structuraux a été réalisé selon la méthode décrite par Souza et
al., (2013).






1) Extraction a ’alcool

Afin d’extraire les oses non structuraux, des extraits d’environ 50 mg de matiéere fraiche
ont été utilisés. Trois lavages successifs ont été réalisés avec 1.5 mL d’éthanol (80%) a 80°C
pendant 20 min. Aprés chaque lavage les échantillons ont été centrifugés (10500 rpm, 10 min)
a température ambiante, puis les surnageants ont été récupeérés et regroupés dans un tube de
15 mL pour chaque échantillon. Les surnageants ont ensuite été évaporés (speedvac) pendant
6 heures. Ces échantillons contiennent alors les oses solubles. Le culot obtenu aprés les trois
lavages contient lui 'amidon, et a été lavé une fois avec 1 mL d’eau Mili-Q avant d’étre
centrifugé (10500 rpm, 10 min) a température ambiante et le surnageant a été éliminé. Les

culots ont alors été congelés (-80°C) et lyophilisés toute la nuit.

2) Dosage des oses solubles (glucose, fructose, saccharose) par HPAEC-
PAD

Aprés évaporation de I'éthanol, I'extrait a été repris dans 1 mL d’eau Milli-Q avant d’étre
filtré sur un filtre Amicon Ultra 3K (0.5 mL). Le filtrat a ensuite été dilué au vingtiéme. Puis une
analyse par chromatographie liquide haute performance échangeuse d’anion couplé avec un
détecteur par ampérometrie pulsée (HPAEC-PAD) est réalisée. La séparation glucose, fructose
et saccharose a été réalisée grace a un gradient avec une solution tampon de NaOH (200mM,
A) et de I'eau ultra pure (B) dans une colonne Carbopac PA-1 (ID 4 mm x 250 mm) précédée
d’une pré-colonne CarboPac PA1 (ID 4 mm x 50 mm). Le débit a été fixé a 1 mL/min, la
température de la colonne était de 30° C et le volume d’injection était de 25 pL. Finalement, le
gradient d’élution était le suivant : 0—25 min 50% A and 50% B, 25-26 min 50-100% A et 50%-
0% B, 26—35 min 100% A, 35-36min 100%-50% A et 0%-50% B, 36—50 min 50% A and 50% B

C) Détermination de la teneur en oses structuraux

1) Extraction des parois et élimination de ’amidon

Afin d’extraire les parois des échantillons, la méthode décrite par Carpita et al., (2001) a
été utilisée a partir de 100 mg de matiére fraiche. Tout d’abord, les échantillons ont été lavés
trois fois avec 1.6 mL d’éthanol absolu pendant 15 min a 70°C puis centrifugés (1000 rpm, 5
min) a température ambiante, le surnageant est alors éliminé. Le culot est repris dans 1.8 mL
de tampon Tris-HCI (50 mM, pH 7.2) SDS 1% (p/v) puis incubé pendant 30 min a 70 °C, avant
d’étre centrifugé (10000 rpm, 5 min) a température ambiante pour conserver le culot. Celui-ci a
alors été lavé a l'eau Milli-Q (1 mL), a I'éthanol 70% (1 mL) et a 'eau Milli-Q (1 mL), puis

congelé (-20°C) et lyophilisé tout une nuit.






L'amidon a ensuite été éliminé afin d’éviter un bruit de fond du glucose trop important.
Pour cela les échantillons ont été traités avec de I'a-amylase selon la méthode décrite par
Fleischer et al., (1999). Les échantillons de paroi lyophilisée ont ensuite ét¢é homogénéisés
dans un tampon Na;HPO4 (100 mM, pH6,8) dans un ratio de 50 uL pour 1 mg de matiére
séche. La digestion a été réalisée grace a deux ajout d’1 pL d’a-amylase (0.5 U/uL) pour 1 mg
de matiére séche, le deuxiéeme 8 heures aprés le premier laissé pendant une nuit. Puis
'échantillon a été centrifugé (10000 rpm, 5mn) a température ambiante. Le culot est alors
conserveé et lavé a I'eau Milli-Q (1 mL), puis a I'éthanol 70% (1 mL) et enfin a 'eau Milli-Q (1
mL). Les échantillons ont ensuite été congelés (-20°C) puis lyophilisés pendant une nuit ce qui

constituera notre échantillon de parois cellulaires.

2) Dosage des oses neutres et acides

Les échantillons de paroi extrait ont alors subi une hydrolyse acide en plagant 1 mg
d’échantillon dans un tube en verre (13 mm de diamétre) au quel est ajouté 1 mL de solution
d’acide trifluoroacétique 4N (TFA, CF3CO2H) avant de les incubés pendant 4 H a 100 °C. Aprés

'hydrolyse le TFA a été évaporé sous flux de N2 gazeux.

Les parois ont ensuite été reprises dans 1 mL d’eau Milli-Q puis filirées a l'aide de
seringue et de filtre seringue Millex Milipore pores 0.22 uym, diamétre 13 mm. Les oses neutres
et oses acides ont été analysés par HPAEC-PAD (Dionex-ICS3000, Dionex, CA, USA). Le débit
a été fixé a 1 mL/min, la température de la colonne était de 30 °C et le volume d’injection était
de 25 pL. Pour la séparation des oses neutres (arabinose, fucose, galactose, glucose,
rhamnose, xylose), les phases mobiles étaient eau ultra pure (A), NaOH 160 mM (B) et NaOH
200 mM (C). Le gradient d'élution étaient les suivants : 0-25 min 90% A et 10% B, 25-26 min 0-
100% C, 26-35 min 100% C, 25-36 min 100-0% C, 36-50 min 90% A et 10% B. Tandis que pour
la séparation des oses acides (acide galacturonique, acide glucoronique), les phases mobiles
étaient NaOH 0,16 M (A) et NaOAc 0,6 M dans NaOH 0,16 M (B). Les profils d'élution étaient
les suivants : 0-5 min 100% A, 5-35 min 0-100% B, 35-40 min 100% B, 40-42 min 100-0% B,
42-50 min 100 % A.






D) Dosage de 'activité enzymatique des polygalacturonases (PGs)

1) Extraction enzymatique

L'extraction est réalisée a partir de 50 mg d’échantillon de matériel frais broyé conservé a
-80 °C. Pour cela 200 pL de tampon sodium acétate (50 mM, pH 5) + LiCl (1 M) a été ajouté aux
échantillons, puis les échantillons ont été incubés sous agitation (65 rpm, 30 min) a 4 °C.
Ensuite les échantillons ont été centrifugés (13000 rpm, 10 min) a 10 °C puis les surnageant
récupérés. Cette étape a été réalisée une seconde fois. Afin de concentrer les protéines un
dessalage a été réalisé a I'aide de tube Millipore avec filtre a 10 kDa qui ont été équilibrés avec
400 yL de tampon sodium acétate (50mM, pH 5). Dans un second temps I'extrait a été ajouté
dans les colonnes, puis centrifugé (10 000 rpm, 5 min) a 4 °C. La colonne a été rincée 3 fois
avec 200, 200 et 400 pL de tampon sodium acétate. Les échantillons ont été centrifugés
(10 000 rpm, 5 min) a 4 °C aprés chaque ringage. Afin de récupérer I'extrait la colonne a été

retournée dans un nouveau tube et éluée en centrifugeant (1000 rpm, 2 min) a 4 °C.

2) Dosage de l'activité des PGs

Le dosage de l'activité PG a été réalisé selon un dosage Nelson (1994) miniaturisé sur
microplaque 96 puits a l'aide de réactif cuivrique et de réactif arsenomolybdate. Ce dosage
permet de quantifier le taux de Gal.A libéré par I'action des PGs sur I'acide polygalacturonique
(PGA, 1%). Une gamme a été réalisée avec de I'acide galacturonique (Gal-A, 5 mM), celle-ci
allant de 0 a 100 nmol de Gal.A, 25 uL de PGA ont été ajoutés en méme temps que pour les
échantillons avec substrat. Dans chaque puits un volume correspondant a 20-30 ug de protéine
a été déposé auquel a été ajouté 25 uL de PGA et gsp 50 uL de tampon sodium acétate (50
mM, pH 5). Deux puits témoins sont réalisés en remplagcant le PGA par du tampon acétate. La
plaque a alors été incubée (37 °C) pendant 1 H avant que 75 uL de réactif cuivrique soit ajouté,
puis incubée (80 °C) pendant 30 min. Aprés avoir laissé refroidir la plaque 75 uL de réactif

Arsenomolybdate ont été ajoutés puis la lecture a été réalisée a 620 nm.






E) Dosage des activités enzymatigues des pectineacétylestérases
(PAESs) et pectiméthylestérases (PMEs)

1) Extraction enzymatique

L'extraction est réalisée a partir de 50 mg d’échantillon de matériel frais broyé conservé a
-80 °C. Pour cela 300 pL de tampon phosphate (50 mM, pH 7,5) + NaCl (2 M) a été ajouté aux
échantillons, puis les échantillons ont été incubés sous agitation (65 rpm, 30 min) a 4 °C.
Ensuite les échantillons ont été centrifugés (13000 rpm, 10 min) a 4 °C puis les surnageants
récupérés. Cette étape a été réalisée une seconde fois. Afin de concentrer les protéines un
dessalage a été réalisé a I'aide de tube Millipore avec filtre a 10 kD qui ont été équilibrés deux
fois avec 400 pL de tampon Mclivaine’s (50mM, pH 6) + NaCl (150 mM). Dans un second temps
300 uL d’extrait ont été ajoutés dans les colonnes une fois celles-ci équilibrées et les tubes
vidés, puis centrifugés (10 000 rpm, 5 min) a 4°C, cette étape a été répétée avec le surnageant
restant. Puis la colonne a été rincée 2 fois avec 300 pL de tampon Mclivaine’s. Les échantillons
ont été centrifugés (10 000 rpm, 5 min) a 4 °C aprés chaque ringage. Afin de récupérer I'extrait
la colonne a été retournée dans un nouveau tube et éluée en centrifugeant (1000 rpm, 2 min) a
4 °C.

2) Dosage de l'activité des PAEs

Le dosage de l'activité des PAEs a été réalisé sur une plaque UV 96 puits a I'aide du kit
K-acet RM (megazyme). Ce dosage permet de quantifier le taux d'acide acétique libéré par
I'action de PAEs. Le substrat utilisé pour ce dosage est la pectine de betterave (10 mg/mL). Une
gamme a été réalisée avec de l'acide acétique du kit (100 pg/mL), celle-ci allant de 0 a 2,5 ug
d’acide acétique. Les échantillons ont été traités avant le dosage avec 120 pL de substrat,
ajouté a un volume correspondant a environ 20 ug de protéine et qsp 150 uL de tampon
Mclivaine’s (50 mM, pH 6) + NaCl (50 mM) pendant 2 h a 40 °C. Puis dans chaque puits 10 pL
d’extrait traité a été déposé et un mix composé selon le kit a été ajouté. Une premiére lecture a
été réalisée apres 4 min d’'incubation dans le lecteur de plaque a 340 nm puis une fois le
dernier réactif du kit ajouté la plaque a été incubée 12 min dans le lecteur avant d’étre lue une

seconde fois.






3) Dosage de ’activité des PMEs

Le dosage de l'activité des PMEs a été réalisé sur microplaque 96 puits a l'aide d’une
solution d’alcool oxydase (0,025 U/puits) et d’'une solution de révélation composée de 1,54 g
d’acétate ammonium, de 20 yL de 2,4-pentadione (99%) et 28 pL d’acide acétique glacial pour
10 mL de tampon phosphate (50 mM, pH 7,5). Ce dosage permet de quantifier le taux de
méthanol libéré par I'action des PMEs sur les pectines. Le substrat utilisé pour ce dosage est la
pectine de citron (DM=85%, 20 mg/mL). Une gamme a été réalisée avec du méthanol (15 mM),
celle-ci allant de 0 a 150 nmol de méthanol. Des mix ont été réalisés avec l'alcool oxydase, la
solution de pectine et le tampon phosphate avec respectivement 5 uL, 5uL et 80 uL pour
chaque puits de la gamme et 5uL, 5 yL et 85 L pour chaque puits contenant 5 uL d’extraits.
Une fois la gamme, les extraits et les différent mix déposés la plaque a été incubée 30 min a
28 °C. Ensuite 100 yL de solution de révélation (1,54 g acétate d’amonium, 20 uL 2,4-
pentadione, 28 L acide acétique glacial, 10 mL tampon) ont été ajoutés a chaque puits avant

que la plaque soit incubée 15 min a 68 °C, puis la lecture a été effectuée a 420 nm.

F) Analyses par FT-IR

Environ 1mg de parois séches est déposé sous I'enclume du spectrométre a infrarouge
« JASCO V360 ». Les spectres de 32 scans sur une largeur spectrale de 700 a 4000 nm sont
réalisés. Le calcul du degré de méthylation s’effectue a l'aide des mesures des intensités
corrigées des signaux caractéristiques des COO- (1636 nm) et COOMe (1734 nm) des pectines
(Manrique et Lajolo, 2002). Dans un premier temps un coefficient R est calculé et correspond a
R = 1c(1734 nm) / [Ilc(1734 nm) + 1c(1636 nm)] (lc, Intensité corrigée). Ensuite une gamme
étalon a été réalisée grace a différents échantillons de pectines commerciales dont on connait
le degré de méthylation. Ainsi la relation entre R et le degré de méthylation est DM = R x
140,64.

G) Analyses statistiques

Une analyse de variance multifactorielle a été réalisée afin d’étudier les effets du
génotype (G), de 'absence comparée a la présence de fertilisation azotée (Tr), du rang foliaire
(R) ainsi que des interactions entre ces trois variables (G:Tr, G:R). Ces différences ont été
recherchées pour les activités enzymatiques mesurées, ainsi que pour le degré de méthylation
et les teneurs en oses pariétaux calculés. Les effets étant considérés comme significatifs a p-

value<0.01.
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Afin de voir s’il existe un lien entre les différentes activités enzymatique et les différentes
teneurs en oses pariétaux, des corrélations entre ces différentes variables ont été recherchées.
Seuls les coefficients de corrélation (Pearson) supérieur a 0.5 ont été considérés comme

significatifs.

Ces différents tests statistiques ont été réalisés avec le logiciel R, sous linterface
Rstudio.

Ill- Résultats

Les plants de colza (Brassica napus) ont été cultivés a Rennes selon deux conditions :
une condition enrichie en azote (N1) et une condition appauvrie en azote (NO). Les plants
correspondent a deux génotypes, Aviso (A) adapté a la déficience en azote et Express (E)

sensible au stress azoté.

Afin d’étudier 'impact du manque d’azote et du développement foliaire sur la structure
de la paroi, différentes mesures ont été effectuées pour deux répétitions biologiques contenant
les deux génotypes (Aviso et Express) sur 6 rangs foliaires différents. Les rangs foliaires
étudiés pendant cette étude sont les rangs 1, 3, 5, 8, 10 et 15, (Fig-4.A), le rang 1
correspondant au rang le plus agé et le rang 15 le plus jeune. En ce qui concerne les différents
résultats obtenus pour les activités d’enzymes de modification de la paroi, seul les résultats
obtenus pour I'activité des PAEs ne sont pas présentés car présentent une variation importante
entre répétitions biologiques (Annexe ). De plus les résultats présentent les teneurs en oses
pariétaux mesures, tandis le dosage teneurs en oses solubles ont été réalisés sur un nombre
plus restreint de rangs foliaires et montrent une variabilité assez importante entre les blocs

(Annexe Il) et ne seront donc pas analysés dans cette étude.

A) Effet du développement foliaire et du génotype sur les
modifications de la paroi en condition enrichie en azote

Tout d’abord, nous avons voulu comparer les deux génotypes cultivés en conditions
optimales en azote afin d’observer s’il y avait des différences au niveau de la paroi pour ces 2

génotypes et selon le rang foliaire.
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Figure-5. Activité des enzymes de modification de la paroi (PG, A ; PME,B) et degré de méthylation (C) en condition enrichie en
azote (N1). Génotype Aviso (A) et Express (E) ; rang foliaire (R1 a R15) ; activité des polygalacturonases (PG) et pectinméthylestérases
(PME) et degré de méthylation (DM). Effet obtenus par tests Anova : *** hautement significatif, ** trés significatif, * significatif, . non
significatif.

Tableau-l. Relation entre I’activité des pectinméthylestérases (PME) et polygalacturonases (PG) en condition enrichie en azote.
Coefficient de corrélation entre activité des PGs et PMEs

PG PME
PG 1.00
PME 0.58 1.00
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Figure-6. Teneur en oses pariétaux selon le génotype (A, E) et le rang foliaire (R) en condition enrichie en azote (N1). Génotype
Aviso (A) et Express (E) ; rang foliaire (R1 a R15) ; Fuc,Fucose, Rha,Ramnose, Ara, Arabinose, Gal,Galactose, Glu,Glucose, Xyl,Xylose,
Gal.A Acide Galaturonique, Glc.A, Acide glucuronique



1) Activité des enzymes de modification de la paroi

Pour l'activité des polygalacturonases (PGs), elle semble avoir tendance a augmenter
avec le vieillissement quel que soit le génotype (Fig-5.A) et l'activité est Iégérement plus
importante pour Aviso par rapport a Express. Les analyses statistiques montrent qu’il n'y a pas
d'effet significatif du rang ou du génotype. Les différences observées ne sont donc pas
significatives en ce qui concerne l'activité des PGs. Pour l'activité des pectinméthylestérases
(PMEs, Fig-5.B), celle-ci est plus importante quel que soit le rang considéré pour le génotype
Aviso par rapport au génotype Express. La différence entre ces deux génotypes étant plus
marquée pour le rang 10 puis pour les rangs 5 et 3. En cas de fertilisation azotée optimum le
genotype Aviso montre donc une activité des PMEs plus importante quel que soit le rang par
rapport au génotype Express. Cependant pour l'activité¢ des PMEs, les analyses statistiques
montrent que le génotype influence celle-ci de maniére hautement significative mais le rang
non. De plus, l'activité des PMEs est positivement corrélée (0.58) a l'activité des PGs en
comparant les points obtenus pour une méme condition, une augmentation de l'activité des

PMEs peut donc induire une augmentation de l'activité des PGs (Tab-l).

Le degré de méthylation (DM) mesuré par FT-IR (Fig-5.C) montre qu'il est supérieur
quelque-soit le rang pour le génotype Aviso par rapport au génotype Express, cependant la
différence est moins importante pour le rang 5. Le DM semble avoir tendance a diminuer avec
I'age ce qui est concordant avec la tendance de l'activité des PMEs a augmenter, celle-ci
permettant de réduire le degré de méthylation des pectines. Cependant le degré de méthylation
est plus important chez le génotype présentant une activité des PMEs plus importante. Leffet

du génotype semble également plus important en début et en fin de développement foliaire.

On peut donc conclure que l'activité des enzymes pariétales dépend du génotype observé

dans en condition enrichie en azote.

2) Composition en oses neutres et acides de la paroi

Dans un deuxiéme temps nous nous sommes intéressés a la composition des
hémicelluloses et des pectines, éléments importants de la paroi. Nous avons quantifié les oses
neutres et acides qui les composent dans les parois végétales aprés extractions et les résultats

sont présentés figure 6.
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Figure-7. Teneur en oses pariétaux présentant une variation significative selon le génotype (A, E) et le rang foliaire (R) en
condition enrichie en azote (N1). Génotype Aviso (A) et Express (E) ; rang foliaire (R1 a R15) ; Fuc, Fucose (A), Xyl, Xylose (B), Glc.A,
Acide glucuronique (C), Gal, Galactose (D), Rha, Rhamnose (F). Effet obtenus par tests Anova: *** hautement significatif, ** trés
significatif, * significatif, . non significatif.

Tableau-ll. Relation entre les pourcentages en oses pariétaux en condition enrichie en azote. Coefficient de corrélation entres les
oses pariétaux.

Fucose = Rhamnose Arabinose @ Galactose Glucose Xylose Acide galacturonique = Acide glucuronique

Fucose 1.00
Rhamnose 0.51 1.00
Arabinose 0.18 0.14 1.00
Galactose 0.10 0.46 0.60 1.00
Glucose -0.18 0.02 -0.17 -0.02 1.00
Xylose 0.88 0.72 0.25 0.29 -0.35 1.00
Acide galacturonique 0.32 0.15 0.34 -0.07 -0.04 0.38 1.00

Acide glucuronique 0.84 0.26 -0.003 -0.06 -0.05 0.67 0.54 1.00



Quel que soit le rang et le génotype I'arabinose et le galactose représentent la plus grande
part d'oses structuraux avec respectivement 29,28 % et 24,99 % en moyenne, constituant les
rhamnogalacturonanes de type | et Il des pectines. L'acide galacturonique ensuite avec 17,26
% que I'on retrouve sur la chaine initiale des pectines. Puis le glucose, le xylose sont présent en
quantité moins importante avec en moyenne 12,69 %, 10,78 % respectivement constituant des
xyloglucanes. Tandis que le fucose et le rhamnose représentent un faible pourcentage molaire
avec en moyenne 1,95 % (xyloglucanes, RG) et 2,59 % (RG) et l'acide glucuronique est trés

peu présent avec 0,44 % (RGII) en moyenne.

Seuls certains oses montrent une variation significative (Fig-7, Annexe-lll). Le
pourcentage molaire en fucose et acide glucuronique augmente avec I'age des feuilles, c’est-a-
dire que plus une feuille est &gée plus le taux en ces deux oses sera important (Fig-7.A,7.C).
L’augmentation du fucose étant plus importante entre le rang 10 et le rang 5 par rapport a celle
observée entre le rang 15 et le rang 10 et celle observée entre le rang 5 et le rang 1.
L'augmentation de la teneur en fucose est donc plus importante en milieu et fin de
développement foliaire, alors que celle en acide glucuronique est plus importante en début et
surtout fin de développement foliaire. De plus pour ces deux composés la teneur est toujours
plus importante pour le génotype Express par rapport a Aviso quel que soit le rang foliaire. Le
rhamnose présente une augmentation de leur teneur au cours du développement foliaire de
plus avec le galactose il présente une teneur plus importante chez le génotype Aviso par
rapport au génotype Express (Fig-7.D,7.E). En paralléle une augmentation du pourcentage de
xylose est observée surtout du rang 5 au rang 1 mais sans effet significatif du génotype (Fig-
7.B).

Les analyses statistiques montrent que des effets du rang et/ou du génotype sont
observés pour le taux de certains oses structuraux mesurés. L'effet du rang et du génotype sont
significatifs pour le rhamnose. Pour le pourcentage molaire en fucose et en acide glucuronique
le rang et le génotype montrent un impact hautement significatif. Alors que pour celui des
xyloses seul l'effet du rang est trés significatif et que pour le galactose seul le génotype
présente un effet significatif. De plus des corrélations positives entre la teneur des différents
oses considérés sont observées (Tab-Il). Les corrélations les plus importantes étant celle entre
la teneur en fucose et celle en xylose et celle entre le fucose et le galactose, avec un coefficient
de corrélation respectivement de 0,88 et 0,84. De plus le coefficient de corrélation entre la
teneur en acide galacturonique et en xylose est de 0,67. Ce qui correspond avec le fait que
chacun de ces composants présente une teneur de plus en plus importante avec I'age des

feuilles.
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Tableau-lll. Relation entre I'activité des pectinméthylestérases (PME) et polygalacturonases (PG) en condition appauvrie en
azote. Coefficient de corrélation entre activité des PGs et PMEs

PG PME

PG 1.00
PME 0.35 1.00
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Figure-9. Teneur en oses pariétaux selon le génotype (A, E) et le rang foliaire (R) en condition appauvrie en azote (N0). Génotype
Aviso (A) et Express (E) ; rang foliaire (R1 a R15) ; Fuc,Fucose, Rha,Ramnose, Ara, Arabinose, Gal,Galactose, Glu,Glucose, Xyl,Xylose,
Gal.A Acide Galaturonique, Glc.A, Acide glucuronique



L'augmentation de la teneur de ces différents oses au cours du développement pourrait
étre expliquée par une présence plus importante de xyloglucane, celui-ci étant composés de
glucose, xylose et fucose. Cette augmentation peut également s’expliquer par 'augmentation
des ramifications présentes sur les domaines RGIl pouvant étre composées de fucose, xylose,
rhamnose et galactose. Les ramifications pouvant étre différentes entre les génotypes, le
génotype Express présentant un taux de fucose et d’acide glucuronique plus important, alors

qu’Aviso présente des teneurs en galactose et rhamnose plus importantes

B) Effet du développement foliaire et du génotype sur les
modifications de la paroi en condition appauvrie en azote

Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu comparer les deux génotypes cultivés en
condition appauvrie en azote afin d’observer s'il y avait des différences au niveau de la paroi

pour ces 2 génotypes et selon le rang foliaire.

1) Activité des enzymes de modification de la paroi

L'activité des PGs, présentée figure 8.A, montre une augmentation progressive avec I'age
des feuilles, 'augmentation étant plus importante pour le génotype Aviso a partir du rang 5 alors
que pour Express c’est a partir du rang 3. L'activité des PMEs présente une augmentation

visible seulement a partir du rang 8 jusqu'au rang 1 (Fig-8.B).

L'activité des PMEs permet de réduire le degré de méthylation des pectines. Malgré une
activité des PMEs qui augmente avec 'age des feuilles, la diminution du degré de méthylation
ne semble pas significative (Fig-8.C) d’aprés les données statistique et aucun impact significatif

du rang n’est observé en cas d’appauvrissement en azote.

Ainsi, le rang présente une influence significative sur I'activité des PGs et des PMEs mais
le génotype ne présente pas d'effet. De plus une faible corrélation positive est visible entre
I'activité des PGs et celle des PMEs (0.35) (Tab-lll). Cela est en accord avec le fait que l'activité

de ces deux enzymes est de plus en plus importante avec I'age des feuilles.

2) Composition en oses neutres et acides de la paroi

Dans un deuxieéme temps nous avons quantifié les oses neutres et acides présents dans
les parois végétales aprés extractions et les résultats sont présentés figure 9. Quel que soit le
rang, l'arabinose et le galactose représentent la plus grande part d'oses structuraux avec
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Figure-10. Teneur en oses pariétaux présentant une variation significative selon le génotype (A, E) et le rang foliaire (R) en

condition appauvrie en azote (N0). Génotype Aviso (A) et Express (E) ; rang foliaire (R1 a R15) ; Fuc, Fucose (A), Xyl, Xylose (B),

Glc.A, Acide glucuronique (C), Glu, Glucose (D), Ara, Arabinose (E), Gal, Galactose (F), Rha, Rhamnose (G). Effet obtenus par tests

Anova : *** hautement significatif, ** trés significatif, * significatif,

. non significatif.



respectivement 29,07 % et 25,21 % en moyenne. Une exception a ceci est pour les rangs 10 et
8 du génotype Express ou la teneur en glucose est plus importante. Ensuite le glucose, le
xylose et l'acide galacturonique sont présent en quantité moins importante avec en moyenne
16,11 %, 8,93 % et 16,11 %. Tandis que le fucose et le rhamnose représentent un faible
pourcentage molaire avec en moyenne 1,95 % et 2,59 % et l'acide glucuronique est trés peu

présent avec 0,44% en moyenne.

L'impact du rang et du génotype sont hautement significatifs pour la teneur en rhamnose
(Annexe-1V). Tandis que pour la teneur en fucose le rang montre une incidence hautement
significative et celle du génotype est trés significative, et que pour la teneur en acide
glucuronique le génotype induit une variation hautement significative et celle du rang est trés
significative. Alors que pour la teneur en xylose seul le rang montre une influence hautement
significative. De plus I'effet du génotype est trés significatif pour la teneur en galactose et en

arabinose, et celui du rang pour la teneur en glucose.

En général, les teneurs en fucose, rhamnose, xylose et acide glucuronique augmentent
avec le vieillissement des feuilles (Fig-10.A, 10.G, 10.B, 10.C). De plus pour les teneurs en
rhamnose, galactose (Fig-10.F) et arabinose (Fig-10.E) sont supérieures pour le génotype Aviso
par rapport au génotype Express, alors que pour celle en acide glucuronique l'inverse est
observée. Pour la teneur en fucose celle-ci est plus importante chez Aviso du rang 15 au rang 5
puis dans les rangs 3 et 1 c'est dans le génotype Express qu'elle devient plus importante. Pour
la teneur en glucose, le génotype Aviso montre une diminution de celle-ci sauf pour le rang 3,
alors que le génotype Express montre une augmentation du rang 15 au rang 8 puis une
diminution (Fig-10.D). Laugmentation de la teneur en fucose et xylose est plus importante au
milieu du développement (R10 a R5) et en fin de développement (R5 a R1), alors que celle en
rhamnose est plus importante au milieu du développement et celle en acide glucuronique en
début (R15 a R10) puis en fin de développement. En paralléle la diminution en glucose est plus

importante en milieu puis en fin de développement.
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Tableau-IV. Relation entre les pourcentages en oses pariétaux en condition appauvrie en azote. Coefficient de corrélation entres
les oses pariétaux.

Fucose @ Rhamnose Arabinose @ Galactose @ Glucose Xylose @ Acide galacturonique = Acide glucuronique

Fucose 1.00
Rhamnose 0.60 1.00
Arabinose 0.36 0.65 1.00
Galactose 0.29 0.59 0.91 1.00
Glucose -0.29 -0.38 -0.19 -0.13 1.00
Xylose 0.87 0.65 0.36 0.29 -0.46 1.00
Acide galcturonique 0.31 0.18 -0.19 -0.28 0.18 0.44 1.00
Acide glucuronique 0.77 0.28 -0.13 -0.11 -0.08 0.77 0.70 1.00
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Figure-11. Comparaison des activités ezymatique (PG, PME) selon le génotype (A,E) et le traitement azoté (N1, N0). Génotype
Aviso (A)et Express (E); traitement enrichie (N1= ou appauvri (NO) en azote; rang foliaire (R8, R10, R15); activité des
polygalacturonases (PG, D) et pectinméthylestérases (PME, A,B,C).



De plus certaines teneurs en oses montres des corrélations positives comprissent entre
0,59 et 0,91 (Tab-lV). Les teneurs en oses augmentant avec le vieillissement (fucose,
rhamnose, xylose et acide glucuronique) sont positivement corrélés entre elles, en effet les
coefficients de corrélation entre le fucose et les autres oses sont compris entre 0,60 et 0,87,
celui entre le rhamnose et xylose est de 0,65 et celui entre I'acide glucuronique et le xylose
0,77. De méme, pour le génotype Aviso, on observe des coefficients de corrélation de 0,65 et
0,59 pour le rhamnose par rapport a I'arabinose et le rhamnose par rapport au galactose, et un

coefficient de corrélation de 0,91 entre I'arabinose et le galactose.

Comme constaté en condition enrichie en azote I'augmentation des différents oses semble
étre en faveur d’'une augmentation du taux de xyloglucane mais aussi une augmentation des
ramifications des domaines RGIl. Cependant le génotype Aviso présente une teneur plus
importante en ces différents oses sauf pour I'acide glucuronique, celui-ci présenterai donc une

ramification plus importante des domaines RGI.

C) Effet du traitement azoté selon le rang et le génotype sur les
activités enzymatiques et la composition de la paroi

A partir des données obtenues dans les expériences précédentes, nous avons analysé
quel est l'effet de la fertilisation azotée et du génotype sur les variables considérées lors de
cette étude selon un rang donné. Mais aussi analyser I'effet de la fertilisation azotée sur ces

différentes variables selon chaque génotype.

1) Effet du traitement azoté et du génotype

Sur la figure 11 sont représentés les effets du traitement et/ou génotype pour l'activité des
PMEs ou des PGs pour les rangs 8, 10 et 15, rangs montrant des variations statistiquement
significatives. On observe que I'activité des PMEs pour les rangs 8 et 10 est en moyenne plus
importante pour le génotype Aviso par rapport au génotype Express (Fig-11.A.11.C). Le
traitement azoté montre un effet trés significatif pour le rang 8 sur l'activité des PMEs, celle-ci

étant plus importante en cas d'appauvrissement en azote (Fig-11.B).

De plus, le traitement azoté induit une variation significative pour le rang 15 de l'activité
des PGs (Fig-11.D). Cette activité est plus importante en moyenne en cas de déficience en
azote. L'effet du traitement azoté et du génotype sur les différentes activités enzymatiques

semblent donc plus important au début du développement foliaire.
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Figure-12. Comparaison de la teneur en oses pariétaux selon le génotype (A, E) et le traitement azoté (N1, N0). Génotype Aviso
(A) et Express (E) ; traitement enrichi (N1) et appauvri (NO) en azote ; rang foliaire (R1, R3, R10, R15) ; Fuc,Fucose, Rha,Ramnose, Ara,
Arabinose, Gal,Galactose, Glu,Glucose, Xyl,Xylose, Gal.A Acide Galaturonique, Glc.A, Acide glucuronique.
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Figure-13. Teneur en oses pariétaux selon le traitement azoté (N1, NO) pour le génotype Aviso (A). Traitement enrichi (N1) et
appauvri (NO) en azote ; rang foliaire (R1 a R15) ; Fuc,Fucose, Rha,Ramnose, Ara, Arabinose, Gal,Galactose, Glu,Glucose, Xyl,Xylose,
Gal.A Acide Galaturonique, Glc.A, Acide glucuronique.
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Figure-14. Teneur en oses pariétaux selon le traitement azoté (N1, NO) pour le génotype Express (E). Traitement enrichi (N1) et
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Ensuite, nous avons poursuivis cette analyse sur la composition en oses de la paroi. Sur
la figure 12 sont présentées les compositions en oses pariétaux en fonction du génotype et du
traitement azoté pour les rangs montrant des variations significatives. La teneur en rhamnose
est en moyenne plus importante pour le génotype Aviso par rapport au génotype Express pour
les rangs 1 et 10, comme la teneur en galactose pour les rangs 10 et 15. De plus la teneur en
rhamnose est plus importante en cas de déficience en azote pour le génotype Express. Alors
que la teneur en acide galacturonique pour les rangs 1 et 15, en fucose pour le rang 3 sont en
moyenne plus importantes pour le génotype Express par rapport au génotype Aviso. Et la
teneur en acide galacturonique est supérieur en cas de déficience en azote quel que soit le
génotype. L'impact du génotype est donc visible en début et fin de développement foliaire alors
que celui du traitement azoté semble plus présent en début de développement foliaire

concordant avec une demande importante des feuilles en croissance.

2) Effet du traitement azoté selon le génotype considéré

Un dernier type d’analyse peut étre réalisé en comparant I'effet de I'enrichissement ou
de I'appauvrissement en azote sur le développement de la plante. Pour le génotype Aviso un
effet significatif du traitement azoté est seulement observé pour la teneur en xylose (Fig-13).
Quel que soit le rang considéré celle-ci est toujours supérieure en cas de déficience en azote.

Cet effet est plus important pour le rang 3 par rapport aux autres rangs foliaires.

Pour le génotype Express, sensible a la déficience en azote, cet élément montre un effet
trés significatif pour l'activité des PMEs et la quasi-totalité des oses pariétaux (arabinose,
glucose, xylose, fucose, galactose et acide glucuronique ; Fig-14). La teneur en arabinose et en
xylose est toujours plus faible en cas de déficience en azote, cette différence étant plus
importante pour le rang 8. Tandis que la teneur en acide glucuronique, glucose, fucose et
galactose est plus importante en cas de déficience en azote. Le traitement azoté a donc moins

d’effet sur la paroi du génotype Aviso que sur celle du génotype express.
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IV-Discussion

La sénescence séquentielle présente un impact majeur sur les rendements chez le
colza, I'étude de cette phase présente donc un intérét pour I'amélioration de ceux-ci. En effet
malgré une forte absorption de l'azote minéral fournit a la plante une fertilisation azotée
importante est nécessaire (160-250 kg/ha, Rathke et al., 2005). Cela est di a la faible capacité
de remobilisation de I'azote lors de la sénescence pendant la phase végétative chez le colza
(Avice et Etienne, 2014). Une absence de fertilisation azotée a alors pour conséquence une
induction de la sénescence chez les vieilles feuilles et des modifications moléculaires et
physiologiques interviennent chez les jeunes feuilles afin de retarder la sénescence (Gombert et
al., 2006). L'étude menée au cours de ce stage fait partie d’'un projet cherchant a identifier les
acteurs responsables de ces modifications structurales observées au niveau du parenchyme
palissadique des feuilles chez le colza au cours du développement végétatif (Musse et al.,
2013). Cette étude avait pour but de mettre en avant un potentiel effet de I'azote sur les
modifications de la paroi, mais aussi de comparer le comportement de deux génotypes, un
génotype sensible au manque d’azote Express et un adapté Aviso. Pour cela 6 rangs foliaires
ont été choisis afin de pouvoir couvrir plusieurs stades de développement, allant du stade le
plus sénescent R1 au stade le plus jeune R15. Les génotypes ont été choisis par leurs
réponses contrastées a la déficience en d’azote. Pour cela I'activité d’enzymes de modification
de la paroi (PGs, PMEs et PAEs) et la composition en oses structuraux et solubles ont été

suivies.

A) Modifications de la paroi lors du développement foliaire

L'activité des PGs et des PMEs augmentent tout au long du vieillissement de la feuille,
cette augmentation étant plus importante pour l'activité¢ des PGs. Le développement foliaire
induit donc une activité plus importante de ces deux enzymes de modification des pectines
comme chez les fruits ou leurs actions combinées entrainent la déstructuration des tissus et par
la suite conduit a la senescence de ceux-ci (Koukounaras et al. 2007). Cependant, I'activité des
PMEs dépend du génotype, Aviso présentant toujours une activité 2 fois plus élevé qu’Express
en condition enrichie en azote. Différence que I'on ne retrouve plus en condition appauvrie en
azote. Pour les PGs aucune différence entre les génotypes ne semble étre observée quelque-

soit les conditions de culture.

Malgré cette augmentation des activités enzymatiques, aucun effet significatif du rang
n'est observé sur le degré de méthylation des pectines. Cependant on peut noter une tendance

vers la baisse de celui-ci avec le développement qui coinciderait avec 'augmentation des
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activités enzymatiques, mais la grande variabilité des mesures effectuées fait que cela n’est pas

significatif, il serait donc intéressant d’étudier d’autres répétitions biologiques.

De précédentes études ont mis en avant que certains stress tel que le taux d'ozone et
de dioxyde de carbone élevés induisent une augmentation de I'activité des PMEs (LeGall et al.,
2015). De plus, en cas d'acclimatation au froid, une augmentation de I'expression de génes du
métabolisme de la paroi incluant les PMEs est observée chez Miscanthus, ce qui induit une
perte de cohésion ou un allongement de la paroi (Domon et al., 2013). Cela se retrouve dans
cette étude mais d’une maniére significative uniquement dans des feuilles encore assez jeunes.
En effet, une augmentation de I'activité des PMEs est observée au rang 8 (Fig-11) en condition
de déficience en azote, ce qui pourrait donc permettre une augmentation de la taille des cellules
synonyme d’un début de senescence (Musse et al., 2013). Des mesures supplémentaires sont
nécessaires afin de voir si cette tendance se poursuit sur les rangs un peu plus agés. N'ayant
analysés que 2 répétitions par condition, d’autres pourraient étre étudiées afin d’affiner ces
résultats. Cependant d'autres processus pourraient avoir un impact sur cette augmentation de

la taille des cellules, I'effet étant moins visible en cas de condition enrichie en azote.

L'étude de la composition en oses de la paroi (Fig-2) permet de mettre en évidence la
présence des mémes oses majoritaires et minoritaires quel que soit le rang observé. Les oses
majoritaires sont l'arabinose, le galactose et 'acide galacturonique pouvant représenter des
homogalacturonanes et domaines RGI des pectines. L’arabinose et le galactose se retrouvant
également dans les hémicelluloses au niveau de xyloglucanes et/ou d’hétéroxylanes. Ensuite,
viennent le glucose, le xylose pouvant indiquer la présence de xyloglucanes. Tandis que le
fucose, le rhamnose et l'acide glucuronique sont minoritaires et représentent le plus faible
pourcentage d'oses pariétaux, ceux-ci pouvant étre présent au niveau de domaines RGII des

pectines.

Il a été mis en évidence aussi des différences dans la composition en oses (Fig-7) entre
les différents rangs foliaires étudiés et donc au long du développement des feuilles. Le xylose,
rhamnose, fucose et acide glucuronique augmentent avec le vieillissement. Cela concorde avec
des résultats déja observés chez I'épinard (Gutiérrez-Rodriguez et al., 2012). Les modifications
du pourcentage de ces 4 oses pariétaux pourraient étre expliquées par une accumulation de
ces oses sur les chaines latérales des pectines (RGI ou RGII), entrainant une désolidarisation
des pectines et une perte de cohésion entre les cellules. Le xylose, le rhamnose et le fucose se
retrouvent aussi au niveau des hémicelluloses (xyloglucanes) ou leur incorporation au niveau

des ramifications de la chaine principale (glucose) contribue au méme phénomeéne observé
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chez les pectines. Le xylose est un ose trés présent dans la paroi du colza (Kubacka-Zebalska
et Kacperska, 1999) ou il est présent de maniére plus importante dans les hémicelluloses (25%)
que dans les pectines (3%). Son augmentation lors du développement serait a associée a la
formation d’hétéroxylane, composé que 'on retrouve au niveau de paroi secondaire signe de
cellule en vieillissement (Uddin et al., 2013). Malgré une petite différence de composition entre
les génotypes Aviso et Express, on observe la méme tendance, a savoir une augmentation de

la teneur des 4 oses cités ci-dessus.

B) Effet du traitement azoté sur la paroi

L'appauvrissement en azote présente un effet plus important chez le génotype Express
par rapport au geénotype Aviso, ce qui reste en accord avec la sensibilité d’Express vis a vis de
la déficience en azote. De maniére globale le traitement azoté présente un effet seulement sur
la teneur en xylose chez le génotype Aviso. Tandis que pour le génotype Express celui-ci
présente un effet sur l'activité des PMEs mais aussi sur le pourcentage en arabinose, glucose,

xylose, fucose, galactose et acide glucuronique.

Le xylose présente la méme tendance quel que soit le génotype, celui-ci montrant un
pourcentage plus faible. Le type de ramification touchées par une baisse de ses oses est
surtout composé d'arabinose, de xylose, oses présents au niveau des pectines (RGI et Il) ou
des hémicelluloses (hétéroxylanes). Tandis que le glucose, I'acide glucuronique, le fucose et le
galactose dont la teneur semble augmenter, cela peut correspondre a une composition plus

importante en ramification de type RGII, mais aussi en xyloglucane.

Ces changements au niveau des ramifications d’'oses pariétaux ont déja été observés en
cas de stress froid ou hydrique (Domon et al.. 2013), ce phénoméne pourrait permettre a la
paroi d'éloigner les différents composés pariétaux entre eux et ainsi de la rendre plus poreuse
laissant passer I'eau et les minéraux (azote par exemple) plus facilement. Ce phénoméne est
aussi en accord avec I'hypothése qu'au cours du vieillissement les cellules s'élargissent et se

gorge d'eau (Musse et al., 2013).

En comparant un méme rang foliaire pour nos 2 conditions azotées, un effet été mis en
évidence seulement pour 4 rangs foliaires (1, 3, 10 et 15). C’est-a-dire des jeunes et des vieilles
feuilles. Cela peut étre di a des états physiologiques différents pour un rang foliaire entre les
deux conditions avec et sans stress azoté. Il serait donc intéressant de replacer les rangs
foliaires selon un méme état physiologique entre les deux traitements grace au « split » dont la
caractérisation a été obtenue grace aux mesures RMN.
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V-Conclusion et perspectives

Cette étude dont le but était de relier les modifications structurales observées au cours
du développement des feuilles (Musse et al., 2013) a des modifications de la composition de la
paroi a permis de mettre en évidence i) I'impact du développement foliaire sur la structure
pariétale ii) 'impact du traitement azoté sur celle-ci iii) d’observer des modifications des chaines

latérales des pectines et des hémicelluloses au cours du développement.

Afin d’affiner ces résultats il serait intéressant de réaliser les différentes analyses sur un
plus grand nombre de répétitions, afin de limiter le biais pouvant étre due aux blocs, chaque
bloc représentant ici une plante. De plus des comparaisons faites par rapport au « split »
pourraient étre intéressantes afin de comparer les rangs foliaires présentant un méme état

physiologique entre les différents traitements et génotypes.

Au cours du la sénescence la teneur totale en protéine est impactée ainsi que la
biomasse fraiche c’est pourquoi des calculs réalisés par rapport a la masse surfacique foliaire
prélevée permettrai d’obtenir des résultats plus proches de I'évolution de la paroi au cours du
développement. De plus des corrélations entre les différentes analyses réalisées et les résultats
obtenus par RMN pourraient étre réalisées afin de voir si I'évolution des modifications

observées au niveau de la paroi sont liés a I'évolution des composantes observées par RMN.

Afin de mettre en avant I'évolution de chaque composant de la paroi (pectine,
hémicellulose) une analyse séquentielle de la composition de ces différents éléments serait
intéressante. Cela permettrait de savoir au sein de quelle fraction de la paroi la composition en
oses est impactée. De plus l'impact du développement semblant plus important sur la
ramification des composés de la paroi I'étude d’enzyme impliquée dans ce processus tel que
les xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase (XTH) et xyloglucan endotransglycosylases

(XET) pourrait permettre une meilleure compréhension de ce phénomeéne.
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Activité des pectineacétylestérases (PAE). Génotype Aviso (A) Express (E), Bloc 1, 3, 4,

Traitement enrichi (N1) appauvri (NO), Rang R15 a R1
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Annexe Il : Teneur en oses solubles Génotype Aviso (A) Express (E), Traitement enrichi (N1) appauvri
(NO), Rang R, gluc glucose, fruc fructose, sach saccharose.
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Annexe Il : Variabilité de la teneur en oses pariétaux selon le rang foliaire (R15 a R1) en condition enrichie en azote. Fuc,Fucose,
Rha,Ramnose, Ara, Arabinose, Gal,Galactose, Glu,Glucose, Xyl,Xylose, Gal.A Acide Galaturonique, Glc.A, Acide glucuronique

Effet obtenus par tests Anova : *** hautement significatif, ** treés significatif, * significatif, . non significatif.

Rang | Variabilité Valeur de Fischer et significativité
Min Moy Max Effet de G | Effetde R | Effet de G*R
FUC 15 0.96 1.06 1.61 33.37 *** | 17.53 *** | 1.47
10 1.06 1.36 1.66
8 1.11 1.49 1.87
5 1.65 2.23 2.81
3 1.65 2.37 3.08
2.58 3.21 3.83
RHA 15 1.85 2.06 2.26 8.90 * 3.55* 0.98
10 2.01 2.20 2.39
8 2.04 2.20 2.37
5 2.25 2.68 3.10
3 2.48 2.86 3.12
2.65 3.63 4.60
ARA 15 29.70 | 31.25 | 32.81 | 3.86 1.50 0.95
10 29.04 | 29.29 | 29.54
8 26.90 | 29.53 | 32.17
5 29.09 | 30.44 | 31.79
3 26.58 | 27.64 | 28.69
27.02 | 27.54 | 28.05
GAL 15 23.39 | 25.82 | 28.24 | 5.73 * 0.62 2.43
10 21.72 | 25.54 | 29.37
8 24.62 | 25.04 | 25.47
5 25.02 | 25.46 | 25.90
3 23.10 | 23.32 | 23.54
23.27 | 24.78 | 26.30
GLU 15 7.78 11.08 | 14.37 | 2.31 1.22 0.61
10 15.28 | 16.31 | 17.33
8 12.46 | 17.67 | 22.88
5 9.92 12.69 | 15.45
3 7.37 11.75 | 16.41
5.28 6.67 8.06
XYL 15 8.42 9.03 9.63 2.18 8.84 ** 0.64
10 8.40 8.55 8.70
8 8.12 8.65 9.17
5 9.72 11.37 | 13.02
3 11.13 | 11.92 | 12.72
14.92 | 15.19 | 15.45
GALA | 15 15.97 | 19.60 | 23.22 | 6.85* 2.08 1.29
10 13.47 | 16.46 | 19.46
8 13.94 | 15.20 | 16.46
5 13.90 | 14.83 | 15.77
3 17.88 | 19.39 | 20.90
17.31 | 18.06 | 18.81
GLCA | 15 0.07 0.11 0.15 38.38 *¥** | 14.99 ¥** | 478 *
10 0.18 0.29 0.40
8 0.05 0.21 0.37
5 0.20 0.30 0.41
3 0.39 0.81 1.22
1 0.42 0.93 1.43




Annexe Il : Variabilité de la teneur en oses pariétaux selon le rang foliaire (R15 a R1) en condition enrichie en azote. Fuc,Fucose,
Rha,Ramnose, Ara, Arabinose, Gal,Galactose, Glu,Glucose, Xyl,Xylose, Gal.A Acide Galaturonique, Glc.A, Acide glucuronique

Effet obtenus par tests Anova : *** hautement significatif, ** treés significatif, * significatif, . non significatif.

Rang | Variabilité Valeur de Fischer et significativité
Min Moy Max Effet de G | Effetde R | Effet de G*R
FUC 15 0.90 0.93 0.95 14.0 ** 42.02 ¥** | 6.93 **
10 0.92 1.01 1.11
1.11 1.12 1.13
1.84 1.86 1.87
1.46 2.28 3.10
2.83 3.52 4.22
RHA 15 1.37 1.72 2.07 56.75 *** | 14,67 *** | 3.31*
10 1.09 1.62 2.16
1.16 1.86 2,57
1.69 2.66 3.62
2.45 2.48 3.52
2.68 3.40 4.12
ARA 15 28.78 | 29.97 | 31.16 | 9.46 ** 0.90 0.62
10 24.20 | 27.94 | 31.68
8 22.87 | 26.27 | 29.66
5 27.25 | 31.50 | 35.75
28.18 | 28.47 | 28.76
28.18 | 30.25 | 32.33
GAL 15 21.45 | 25.85 | 30.25 | 20.10 *** | 0.40 1.52
10 18.60 | 24.65 | 30.69
8 18.86 | 23.27 | 27.68
5 22.35 | 26.66 | 30.96
25.02 | 25.07 | 25.12
24.60 | 25.74 | 26.88
GLU 15 18.68 | 19.31 | 19.95 | 4.41 7.36 ** 3.69 *
10 15.07 | 22.65 | 30.23
8 15.61 | 24.70 | 33.79
5 8.28 10.39 | 12.50
9.06 14.29 | 19.51
4.04 5.31 6.57
XYL 15 7.14 7.85 8.56 1.74 14.79 *** | 3.26 *
10 5.39 6.30 7.22
8 5.57 6.43 7.29
5 8.68 9.18 9.68
7.45 10.10 | 12.76
13.47 | 13.71 | 13.95
GALA | 15 8.46 14.16 | 19.86 | 4.90 0.10 0.51
10 11.74 | 15.43 | 19.12
8 15.75 | 15.96 | 16.17
5 10.68 | 17.21 | 23.74
14.71 | 16.43 | 18.14
15.65 | 16.99 | 18.34
GLCA | 15 0.08 0.22 0.35 19.32 *** | 592 ** 1.52
10 0.34 0.39 0.45
8 0.31 0.40 0.48
5 0.15 0.55 0.94
3 0.48 0.88 1.29
1 0.70 1.08 1.46
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[ la diffusion papier du mémoire et la diffusion électronique du résumé

la diffusion papier et électronique du mémoire (joindre dans ce cas la fiche
de conformité du mémoire numériaue et le contrat de diffusion)
accepte de placer son mémoire sous licence Creative commons CC-By-Nc-

Facultatif) [~
(Facultatif) Nd (voir Guide du mémoire Chap 1.4 page 6)

Date et signature de I'auteur :

Autorisation de diffusion par le responsable de spécialisation ou son représentant

L’enseignant juge le mémoire de qualité suffisante pour étre diffusé (immédiatement ou a
la fin de la période de confidentialité)
[ Oui [ Non
Si non, seul le titre du mémoire apparaitra dans les bases de données.
Si oui, il autorise
[ la diffusion papier du mémoire uniquement(4)
[ la diffusion papier du mémoire et la diffusion électronique du résumé

| la diffusion papier et électronique du mémoire

Date et signature de I'enseignant :

(1) L'administration, les enseignants et les différents services de documentation d’AGROCAMPUS OUEST s’engagent a respecter cette confidentialité.

(2) Signature et cachet de I'organisme

(3).Auteur = étudiant qui réalise son mémoire de fin d’études
(4) La référence bibliographique (= Nom de I'auteur, titre du mémoire, année de soutenance, dipldme, spécialité et spécialisation/Option)) sera signalée dans les bases de

données documentaires sans le résumé



Annexe VII : Attestation de conformité de la version numérique du rapport vis-
a-vis de l'original papier

Dépot numérique de mémoire
ATTESTATION DE CONFORMITE DE LA VERSION NUMERIQUE

Je, soussigné(e),

Nom JACQUES

Prénom : Cécile

Ci-apres désigné « I'Auteur »

Atteste que la version numérique de mon mémoire de fin d’études dans sa version
définitive (incluant les corrections demandées par le jury de soutenance),

intitulé

Effets d’une carence en azote sur les modifications de la paroi lors du développement foliaire chez le
colza

correspond a la version imprimée du document, déposé a la bibliotheque générale
d’AGROCAMPUS OUEST (CFR de référence)

A LE PONDY,

le 09/07/2018

Signature
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| Annexe VIII : Contrat de diffusion numérique du mémoire

Dépdt numérique de mémoire
CONTRAT DE DIFFUSION NUMERIQUE DE MEMOIRE

Entre

AGROCAMPUS OUEST, Institut supérieur des sciences agronomiques, agroalimentaires,
horticoles et du paysage dont le siege est basé 65 rue de Saint-Brieuc, 35042 RENNES,
représenté par son Directeur Général, Grégoire THOMAS

et

L’auteur du mémoire :

Nom : JACQUES

Prénom : Cécile

Adresse personnelle :2 rue Gasto n Boutillon 18210 LE PONDY

Intitulé du mémoire :Effets d’une carence en azote sur les modifications de la paroi lors du

développement foliaire chez le colza
Ci-apres désigné auteur,

Articlel

Le présent contrat ne concerne que les mémoires de fin d’études des cursus de formation
d’AGROCAMPUS OUEST, déposés suite a la soutenance dans leur version validée par le
jury. La diffusion de ces mémoires est conditionnée au visa du responsable de
spécialisation/ option, garantissant la prise en compte de 'avis du jury.

Article2

L’auteur autorise AGROCAMPUS OUEST a diffuser le mémoire sur le site Internet de
I'établissement ou sur les plateformes choisies par AGROCAMPUS OUEST en conformité
avec la fiche de diffusion correspondante. Le présent contrat a pour objet de permettre a
AGROCAMPUS OUEST de diffuser le mémoire dans le respect des droits de propriété
intellectuelle de son auteur.

Le présent contrat n’'implique pas l'obligation pour AGROCAMPUS OUEST de faire usage
de lautorisation qui lui est donnée. La diffusion effective, tout comme son éventuelle
suppression, n'implique en aucun cas une appréciation au bénéfice de l'auteur ou des
tiers et n'est pas source de responsabilité a I'égard des tiers.

Article3

L’auteur demeure responsable du contenu de son ceuvre. L'auteur garantit a
AGROCAMPUS OUEST qu’il détient tous les droits nécessaires a la diffusion de son
ceuvre, en particulier les autorisations écrites des titulaires des droits sur les oceuvres
reproduites, partiellement ou intégralement. En cas de non respect de cette clause,
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AGROCAMPUS OUEST se réserve le droit de refuser, suspendre ou arréter la diffusion
des parties du mémoire intégrant des documents ou parties de documents pour lesquels
les droits de reproduction et de représentation n’auraient pas €été acquis.

AGROCAMPUS OUEST ne pourra étre tenu responsable de représentations illégales de
documents, pour lesquels l'auteur n’'aurait pas signalé qu’il n'en avait pas acquis les
droits.

Article4

L’auteur pourra a tout moment retirer 'autorisation de diffusion qu'il accorde par le présent
contrat. Pour cela, il devra en aviser formellement AGROCAMPUS OUEST par lettre
recommandée avec accusé de réception. AGROCAMPUS OUEST aura alors l'obligation
de retirer I'ccuvre lors de la plus prochaine actualisation du site de I'établissement et du
portail documentaire.

ArticleS

L’auteur autorise AGROCAMPUS OUEST a procéder, le cas échéant, au reformatage de
son mémoire en vue de l'archivage, de la diffusion ou de la communication dans le
respect des autorisations de diffusion définies par lui précédemment.

Article6
Les autorisations de diffusion données a AGROCAMPUS OUEST n’ont aucun caractere
exclusif et 'auteur conserve toutes les autres possibilités de diffusion de son mémoire.

Article7

L’auteur autorise, a titre gracieux, la cession des droits de diffusion, concernant le
mémoire quilui appartient. Cette autorisation, dans la durée maximale définie par le droit
patrimonial, est strictement réservée a la diffusion du mémoire a des fins pédagogiques et
de recherche.

Fait a LE PONDY , le 09/07/2018

Pour AGROCAMPUS OUEST, ..ccoovvviiiiinennnns
L’'auteur,

Pour Le Directeur Général

Et par délégation,
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La sénescence végétative est une étape cruciale pour la remobilisation d'azote, ce qui permet de redistribuer les
macronutriments notamment vers le grain et ainsi obtenir un rendement optimal. Le colza est une culture présentant une
importance économique mais demandant une fertilisation azotée importante. Il est donc important de mieux comprendre les
phénoménes de remobilisation afin de limiter les pertes de cet élément primordial lors de la senescence foliaire. Cette étude
met en avant l'impact de I'azote sur la paroi cellulaire des feuilles lors du développement, et pendant leurs sénescences.
Pour cela 2 génotypes ont été utilisés Aviso (peu sensible au manque d’azote) et Express (sensible).

L’activité des enzymes modifiant la paroi (PGs, PMEs) augmentent tout au long du vieillissement des feuilles. Malgré des
différences d’activité entre Aviso et Express, 'appauvrissement en azote n'améne que peu de variation dans cette évolution.
L’augmentation de ces activités coincide bien avec le fait que lors du vieillissement des feuilles on note une baisse de la
cohésion cellulaire.

Des différences de composition en oses mineures de la paroi entre les différents rangs foliaires ont été observées.
Différences plus marquées en condition appauvrie en azote avec Express ce qui pourrait expliquer la sensibilité de ce
génotype au manque d’azote. Les modifications que I'on retrouve au niveau des chaines latérales des pectines (RG | et Il) et
des hémicelluloses (Xyloglucanes et Hétéroxylanes) entrainant des changements d’organisation de ces composés au sein
de la paroi.

Vegetative senescence is a crucial step to nitrogen remobilization, this allows to redistribute macroelements to seed and thus
to obtain an optimal yield. Rape oilseed is an important economic crop but need a wild nitrogen fertilization. Thus, it is
important to understand remobilization phenomena to limit the lose of this primordial element during leaf senescence. This
study underlines the nitrogen impact on leaves cell wall during development, and their senescence. For these 2 genotypes
had been used Aviso (nitrogen deficiency tolerant) and Express (sensible).

Cell wall modifying enzymes activity (PGs, PMEs) rise during aging. Despite activity differences between Aviso and Express,
the exhaustion of nitrogen not disturb this evolution. Rise of these activities agree with the cellular cohesion diminution during
aging for leaves.

Differences in minor cell wall sugar composition between leaf rank had been observed. These differences are most important
for Express in lack of nitrogen, this could explain the sensitivity of this genotype. Modifications observed in pectic lateral
chain (RG I and Il) and hemicellulose (xyloglucan, heteroxylan) induce organization modification of these compounds in cell
wall.
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