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RESUME

Pour répondre aux besoins des populations humaines, l'agriculture est de plus en plus
intensive, utilisant un trés grand nombre d'engrais azotés afin d’augmenter les rendements.
Ces engrais sont utilisés parce que I'azote est I'un des facteurs les plus important et limitant
pour la croissance des plantes. L’azote sous forme de nitrate est soumis a des problématiques
de pollutions pouvant affecter I'environnement ainsi que la santé humaine. Les défis de
I'agriculture de demain sont donc de faire face a une population toujours plus nombreuse,
tout en limitant I'impact sur notre environnement. C’est pour cela que la recherche et
I'agriculture se questionnent de plus en plus sur I'utilisation d’autres produits comme les
biostimulants ou des inhibiteurs, afin de limiter les intrants tout en conservant un taux de
productivité viable.

Une solution consisterait a agir sur les microorganismes du sol liés au cycle de I'azote, afin de
limiter les pertes des agrosystémes en azote via le dégagement de gaz a effet de serre (N2O),
de lessivage ou/et de volatilisation.

En effet, dans les sols, le nitrate est également utilisé par les bactéries dites dénitrifiantes qui
le réduisent en N,O (gaz a effet de serre) et N,, représentant alors une perte d’azote pour les
cultures et une augmentation de la pollution atmosphérique. Par conséquent, les plantes sont
en compétition directe avec ces bactéries pour I'assimilation du nitrate. Récemment, I'équipe
encadrante de cette thése a mis en évidence une stratégie développée par certaines plantes
consistant en la production de métabolites secondaires : les procyanidines, qui inhibent la
dénitrification des communautés microbiennes du sol. Les procyanidines ont la capacité
d’inhiber, chez les bactéries dénitrifiantes, la premiere étape de la dénitrification
transformant le nitrate en nitrite et ainsi d’empécher I'utilisation du nitrate, sans toutefois
exercer un effet antibactérien. Cette stratégie permet de conserver par conséquent le nitrate
dans le sol, celui-ci pouvant alors étre utilisé par les plantes pour leur nutrition et leur
croissance.

L’objectif principal de cette these a été d’évaluer I'effet de I'application de procyanidines
exogénes a plusieurs concentrations en champs sur un modele de plante d’intérét
économique, la laitue ; ainsi que sur différents types de sols. Ces effets ont également été
testés sur un autre modele d’intérét économique consommateur d’azote, le céleri. Au cours

de ces expérimentations, des mesures ont été effectuées sur (i) I'activité microbienne de



dénitrification, (ii) les traits végétaux en lien avec la croissance et (iii) I'abondance des
communautés bactériennes dénitrifiantes.

Nos résultats montrent une induction d'un BDI en champs, une conservation du nitrate
induisant a son tour une amélioration de la croissance des végétaux et une contre sélection
par la plante des dénitrifiants.

L'autre point abordé, plutét fondamental mais qui a moins abouti faute de temps, consistait
a mettre en évidence via I'utilisation de mutants d’Arabidopsis thaliana affectés dans la
production des procyanidines ou surproduisant les procyanidines, un retour vers la plante

de I'azote détourné suite au BDI



ABSTRACT

To meet the needs of human populations, agriculture is intensively increasing by using a very
large number of nitrogen fertilizers to increase yields. These fertilizers are used because
nitrogen is one of the most important and limiting factors for plant growth. Nitrate is the most
form of nitrogen subjected to pollution problems that can affect the environment and human
health. The challenges for tomorrow's agriculture are therefore to face an ever-increasing
population, while limiting the impact on our environment. This is why research and agriculture
are increasingly questioning the use of other products such as biostimulants or inhibitors, in
order to limit fertilizer inputs while maintaining a viable productivity rate.

One solution would be to act on soil microorganisms linked to the nitrogen cycle in order to
limit nitrogen losses from agrosystems through greenhouse gas emissions, leaching and/or
volatilization.

Indeed, in soils, nitrate is also used by so-called denitrifying bacteria, which reduce it to N,O
(greenhouse gases) and N, representing a loss of nitrogen for crops and an increase in air
pollution. As a result, plants are directly in competition with these bacteria for the assimilation
of nitrate. Recently, a strategy developed by some plants has been highlighted consisting on
the production of secondary metabolites: procyanidins, which inhibit the denitrification
process of microbial communities in soils. These molecules have the ability to inhibit the first
step of denitrification in these bacteria that transform nitrate into nitrite and thus prevent
their use of nitrate without killing them. This strategy could therefore make nitrate more
available in the soil, which could be used by plants for their growth.

The main issue of this thesis was to test the effect of the application of exogenous
procyanidins in field at several concentrations on economic interest crops such as lettuce. But
also, their effects on lettuce crops on different types of soil and finally on a nitrogen-
consuming crop such as celery. Tests were conducted on (i) microbial denitrification activity,
(ii) plant traits related to growth and (iii) the abundance of denitrifying bacterial communities.
Our results show an induction of a BDI in the fields, a conservation of nitrate inducing in turn

an improvement of plant traits and a counter selection by the plant of denitrifiers.
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AVANT PROPOS

C’est en essayant de comprendre le pouvoir invasif de la renoué du Japon et pourquoi les sols,
sous l'influence de cette plante, avaient une réduction significative de la dénitrification par
rapport a des sols hors influence de la renouée (Dassonville et al. 2011) que la stratégie
végétale de I'inhibition biologique de la dénitrification (BDI) a été mise en évidence (These C.
Bardon). Cette stratégie consiste en la production au niveau racinaire de métabolites
secondaires du nom de procyanidines, capables d’inhiber 'activité de dénitrification des
communautés microbiennes du sol. Ces communautés étant en compétition avec les plantes
pour le nitrate, le BDI permet de rendre disponible davantage cet élément essentiel pour la
croissance des plantes.

La question qui s’est alors posée était de savoir si ce nitrate conservé dans le sol suite au BDI
était utilisé par la plante pour sa nutrition et sa croissance. Durant la these de C. Bardon, il n’a
pas été démontré clairement si ce nitrate était utile pour la croissance des plantes. Ma these
propose de répondre a cette question.

Financée par la région Auvergne-Rhone-Alpes avec une allocation doctorale de recherche ARC
environnement, cette thése a pour but de démontrer et tester en in planta et au champ le
retour a la plante du nitrate détourné suite au mécanisme de l'inhibition biologique de la
dénitrification.

Ce projet s’est divisé en deux parties : (1) une partie fondamentale ou nous avons essayé de
démontrer et comprendre le retour de ce nitrate en utilisant le modele Arabidopsis thaliana
et ses mutants non producteurs de procyanidines, et (2) une partie en champs afin de
transposer la stratégie végétale du BDI (a la station expérimentale la Serail et des champs
d’agriculteurs partenaires).

Ce manuscrit commencera par une synthese bibliographique traitant des stratégies végétales
d’acquisition de l'azote en interaction avec les microorganismes du sol: molécules,
mécanismes et applications en champs. Puis les chapitres suivants relateront dans |'ordre (1)
des essais relatifs a une démonstration d’un retour de I'azote détourné suite a la stratégie du
BDI sur le modele végétal Arabidopsis thaliana, (2) du premier essai en champs sur 'effet de
I’application de procyanidines sur la productivité d’une culture de laitue, (3) d’un essai réalisé
sur plusieurs sols cultivés de laitues afin de déterminer si I'application de procyanidines est

réalisable sur d’autres types de sols puis (4) un essai sur I'effet des procyanidines et donc du
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BDI sur une culture longue et consommatrice d’azote comme le céleri. Ce manuscrit se
conclura par une discussion générale faisant la synthése de toutes les conclusions, hypothéses

et perspectives avancées durant ces chapitres.



Stratégie végétale d’acquisition de I’azote en
interaction avec les microorganismes du sol :

molécules, mécanismes et applications aux champs.



1. La révolution agricole et I'utilisation accrue d’engrais azotés

Au début du XXéme siécle, I'agriculture avait atteint des niveaux relativement inégaux en
termes d’équipements, de techniques et de rendements, allant de I'agriculture manuelle a
I'agriculture a tractions animales et mécanisées plus performante (Federico, 2010). Ce
développement inégal s’est accompagné d’'une augmentation démographique importante, ou
la population humaine, d’aprés I’Organisation des Nations Unies (ONU), avait augmenté d’un
milliard d’individus dans la premiére moitié du XXéme siecle. Dans le but d’accompagner cet
essor, d’éviter la malnutrition de la population, et éventuellement d’induire de grosses
pauvretés et famines dans les régions les moins développées du monde, des solutions ont été
trouvées (Runge and Runge, 2010).

Une des premieres méthodes pour augmenter I'efficacité des cultures fut de faire des
rotations culturales afin de ne pas appauvrir le sol de facon répétée (Bullock, 1992). En effet,
des cultures différentes n’ont pas la méme profondeur d’enracinement et consomment
différemment les ressources du sol d’une espéce a I'autre (West and Post, 2002). De plus, les
différentes espéces mises en rotation laissent des racines qui représenteront alors une source
nutritive pour la culture suivante (Havlin et al., 1990). Ces solutions ont longtemps représenté
une solution pour maintenir une productivité importante dans les exploitations agricoles.

Au début des années 1960, I'agriculture, pour répondre a ces problématiques, a connu
un véritable élan avec la démocratisation des tracteurs mécaniques (Bowers, 1992), de la
recherche et production de semences a fort rendement (Yapa, 1993), de I'utilisation
progressive de produits phytosanitaires (Tilman et al., 2002) et surtout avec la production a
grande échelle d’engrais chimiques plus économiques (Hignett, 1985). Toutes ces techniques
ont permis d’améliorer tres efficacement les rendements des productions agricoles a travers
le monde et d’instaurer une véritable révolution agricole ayant méme le nom de « révolution
verte » dans les pays en développement (Evenson and Gollin, 2003).

Parmi les engrais issus de cette nouvelle industrie, ceux a base d’azote sont les plus
importants économiquement et pour les cultures (Matson et al., 1998), car I'azote est un des
éléments les plus importants mais aussi les plus limitant pour la croissance des plantes, qui le
consomment essentiellement sous deux formes : 'ammonium (NH4*) et/ou le nitrate (NOs)
(Bloom, 2015; Ronen, 2016). L'innovation majeure en termes d’apports azotés a été
I'industrialisation de la production de ceux-ci, industrie qui consiste ici a oxyder I'ammoniac

de I"'atmosphere (NHs3) par combustion puis a absorber dans |'eau le dioxyde d'azote (NO>)
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formé pour obtenir I'acide nitrique (HNOs). La réaction directe entre I'ammoniac et l'acide
nitrique conduit a la formation de nitrate d'ammonium (NH2NOs) qui aprés granulation et
addition d'une matiére de charge (pour stabiliser le produit et le rendre moins hygroscopique),
permet de fabriquer les ammonitrates (Kiiski, 2009). Ces derniers sont les engrais minéraux
azotés les plus utilisés dans I'agriculture et existent essentiellement sous deux formes:
I’'ammonitrate 33,5 % (AN) contenant de I'azote sous forme d’ion ammonium (NH4*) et d’ions
nitrates (NOs") a parts égales et I'ammonitrate 27 % (CAN) contenant en plus de la dolomie ou
du carbonate de calcium (Kiiski, 2009). L'ammonitrate est préféré a I'urée (CHaN»0) car celui-
ci est moins absorbé par la plante et représente une perte plus importante par volatilisation.
De plus, I'ammonitrate est produit plus efficacement dans l'industrie (Gould et al., 1986;
Gezgin and Bayrakll, 1995; Stewart et al., 2005)

Selon une étude de 2017 de la FAO (Food and Agriculture Organization of United Nations),
I"'utilisation annuelle d’engrais azotés dans le monde est passée de 89 millions de tonnes en
2005 a 110 millions de tonnes en 2016 et devrait, d’apres les prévisions, augmenter de 1,4 %
par an sur la décennie a venir. Bien que les prévisions soient plutét a une baisse de ces intrants
en France en raison d’une prise de conscience écologique, |'utilisation des engrais azotés est
passée de 205000 tonnes par an en 1950 a plus de 2,2 millions de tonnes par an en
2016 (FAQ), ce qui traduit une utilisation trés conséquente d’intrants dans les agrosystemes

francais (Figure 1).
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Figure 1 : Evolution annuelle de 1950 a 2016 de la consommation par an d’engrais azotés par tonnes

au niveau des agrosystémes Frangais. (d’aprés FAO).

Cette utilisation massive est due au fait que bien que la population augmente, la
surface des terres arables augmente moins vite et a tendance a stagner depuis pres d’une
décennie comme le montre les sources de la FAO. L’activité microbienne du sol transforme,
par minéralisation, l'azote organique et ammoniacal en nitrates et représente ainsi la
principale source naturelle d’azote pour les plantes (Morot-Gaudry, 1997). Ainsi, la solution
du sol contient normalement des concentrations élevées en nitrates (100 a 250 mg de NOs
par litre), mais la succession de cultures ne permet pas de renouveler les concentrations
naturelles nécessaires dans le sol et c’est pour cela entre autres que les agriculteurs ajoutent
des engrais dans le sol. Ceci traduit donc une utilisation intensive des sols agricoles (Tilman et
al., 2002), ou I'on cherche sur les mémes surfaces a produire plus, plus vite et moins cher
(Boserup, 2017). L'utilisation excessive d’intrants azotés en agriculture provoque différents
problémes au niveau des écosystemes. Dans un premier temps, la plupart de ces engrais ne
sont pas absorbés par les cultures, soit par limitation du métabolisme des plantes de cultures
soit par un exces d’ajout par les agriculteurs (Cassman et al., 2002). Les engrais peuvent, de
méme, étre soit lessivés dans les sols ce qui répresente une perte d’azote pouvant aller jusqu’a

20 %, soit étre volatilsés en NHs suite a I'acidification du sol exacerbée d’ailleurs par
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I'application d’engrais et ainsi représenter une perte d’azote dans les systemes agricoles
pouvant aller jusqu’a 21 % (Bouwman et al., 2002). De plus, I'azote dans les sols est aussi
consommé par des microorganismes dit dénitrifiants dans le sol via le processus de
dénitrification. Ceci représente jusqu’a 60 % de pertes d’azotes dans les écosystemes
(Oenema et al., 2009). Ainsi, la plupart des engrais azotés utilisés dans I'agriculture ne sont
pas directement utilisables par les cultures et leurs applications sont souvent surévaluées afin
de pallier aux pertes liées aux microorganismes, aux phénomeénes de lessivage et de
volatilisation, amenant dés lors a utiliser d’avantage d’engrais que la plante nécessite
(Bouwman et al., 2005). L'utilisation excessive d’engrais en agriculture peut par conséquent

poser des probléemes de pollutions sur les écosystemes et in-fine sur la santé humaine.

2. Les pollutions et risques liés aux nitrates
2.1. Lessivage et émissions de N,O

Le premier risque réside dans la sortie du nitrate dans les agrosystémes qui peut étre lessivé
dans les eaux. En effet, ces éléments azotés sont trés solubles et donc facilement entrainés
par les eaux de pluie, de ruissellement et d'infiltration (Di and Cameron, 2002; Goulding,
2000). Le lessivage des nitrates dépend des précipitations, et donc selon la période de I'année.
Il atteint son maximum en période de faible activité végétative (Wick et al., 2012). Par
conséquent, les nappes phréatiques, les réservoirs d'eau, les cours d'eau, les lacs, les rivieres
ont d’importantes concentrations de nitrates ce qui représente ainsi une pollution aquatique
conséquente (Strebel et al., 1989). En effet, le nitrate est I'un des principaux polluants a
I'origine de la dégradation de la qualité des eaux de surfaces. Le nitrate est un élément nutritif
qui permet, dans les eaux douces, le développement des plantes macroscopiques, des micro-
algues ou des bactéries (Lewis Jr et al., 2011). Ces dernieres peuvent provoquer, par
I'importance des quantités d'oxygéne qu'elles consomment, une asphyxie du milieu que I'on
qualifie de phénomeéne d’eutrophisation. A terme, ces déséquilibres ont de nombreuses
conséquences néfastes, telles que le développement de plantes ou de bactéries indésirables
ou toxiques (cyanobactéries, phytoplanctons), I'asphyxie de poissons et la diminution de la
richesse du milieu en especes animales, végétales et donc de la biodiversité (Kononen, 2001;
Yang et al., 2008). Par ailleurs, dans les eaux cotiéres, les nitrates issus des champs de la région
suivent naturellement |'écoulement de I'eau du bassin versant jusqu'a la mer. Les apports

excessifs d'azote en mer favorisent la prolifération d'algues vertes connues sous le nom de
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marée verte (Charlier et al., 2006) (Figure 2). Au cours de ces 20 dernieres années, ce
phénomeéne a pris une ampleur considérable, notamment en Bretagne, tant par sa régularité
gue par son extension, avec les mémes effets néfastes sur les écosystémes (Charlier et al.,

2008).

Figure 2 : Photographie d’une marée verte en Bretagne signe d'un phénomeéne d'eutrophisation des eaux

cétieres (photographie libre de droit).
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Rappel 1 : Dans les écosystemes, |'azote est soumis a plusieurs transformations (Bothe et al.,
2006) (Figure 3). L’azote organique rentre sous différentes formes dans les écosystemes soit
par engrais, rejets d’égouts, bétails, détritus organiques et voire fixation du N, atmosphérique
(Herbert, 1999). Cet azote est ensuite assimilé et soumis a des réactions par des
microorganismes le transformant par minéralisation (Cabrera et al., 2005) dans une forme
minérale comme I'ammonium. Ce dernier peut étre alors soumis aux phénomenes de
nitrification le transformant en nitrate (Ward et al., 2011), lui-méme transformable en N3, N,O
et NO par dénitrification (Wallenstein et al., 2006). Ces processus peuvent représenter des
pertes, soit par un retour atmosphérique de certaines formes gazeuses issues de la
dénitrification, soit par lessivage dans les sols (Oenema et al., 2009). Ces pertes diverses

peuvent ainsi provoquer des problémes de pollutions et/ou de santé sur I'individu.

Cnmbu'ys fossiles
| ‘ 3

Perte de gaz dans I'atmosphére
(N3, N,O, NO)

Engrais

Détritus organiques Bétails jets MEE Fixation

I l naturelle

Absorption par les plantes Azote organique

/ \ l"'"érahsamn

Nitrate (N03 ) ‘_ Nitrite (NOz } 4— Ammonium (NH4+]

dénitrification l nitrification nitrification

Lixiviation Lixiviation Lixiviation

Figure 3 : Etapes et devenir des principales molécules du cycle de I'azote. L’azote organique rentre dans les
écosystemes via différentes voix d’entrées et est alors transformé par des microorganismes en azote minéral plus
facilement assimilable par les plantes, mais soumis a la lixiviation et aussi aux transformations microbiennes

aboutissant a la formation de la forme gazeuse de I'azote retournant a I'atmosphére.
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De plus, lorsque les nitrates sont dans un milieu pauvre en oxygene, ils peuvent étre utilisés
comme substrat dans les processus respiratoires anaérobies des bactéries dénitrifiantes, ce
qui va conduire successivement a des composés moins oxydés de |'azote. Au cours de ces
transformations, du NO et du N,O peuvent étre dégagés depuis les sols voire les eaux. Ces
deux éléments sont des gaz étant des polluants atmosphériques (Fenger, 2009; Winiwarter
and Klimont, 2011). Le N,O est un précurseur de I'ozone néfaste pour la végétation dans les
basses couches de I'atmosphére (Seinfeld and Pandis, 2016). Le N,O est un puissant gaz a effet
de serre : 1000 fois moins concentré que le CO, mais avec un potentiel de réchauffement
global jusqu’a 300 fois plus important, contribuant a pres de 7,5 % de 'accroissement de
I’effet de serre (Ravishankara et al., 2009). L’activité microbienne de dénitrification constitue
la principale source naturelle de N,O dont l'augmentation de la concentration dans
I’'atmosphere est en relation directe avec I'utilisation des fertilisants azotés (Reay et al., 2012).
D’ailleurs, en 2014, d’apres une source du Centre interprofessionnel technique d'études de la
pollution atmosphérique (Citepa 2016), le dégagement de N,O représentait en Europe 250
millions de tonnes en équivalent CO; dont pres de 78 % provenant de I'agriculture, et 45.2 Mt

CO2éq en France, dont 82 % dus a I'agriculture.

De plus, les cultures peuvent étre extrémement sensibles a la concentration de nitrate dans
le sol (Santamaria, 2006). En effet, certains légumes cultivés sur des terres amendées en
engrais a base de nitrate ont des concentrations en nitrate au-dessus de la moyenne dans
leurs tissus et qui peuvent méme dépasser les normes de I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS). Par exemple, le céleri, la betterave et la laitue ont des concentrations en nitrate qui
peuvent varier du simple au triple en fonction de la teneur en nitrate des sols (Santamaria et
al., 1999), ce qui peut induire une concentration accrue en nitrate dans I'alimentation de

I'individu.

2.2. Risques sur la santé humaine
Dans I’environnement, les nitrates et nitrites sont présents sous forme d’ions non volatiles, et
ne peuvent donc pas étre inhalés (Lundberg et al., 2008). Concernant I'absorption par voie
cutanée, aucune information a ce sujet n’a été démontrée dans la littérature. Par conséquent,
la principale voie d’absorption de ces substances est I'ingestion. Ainsi, le consommateur est

exposé aux nitrates lessivés dans les eaux et a ceux présents dans la nourriture (Hord et al.,
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2009; Ward et al., 2005). La population consomme régulierement des nitrates, généralement
a faible dose (Green et al., 1981; Van Velzen et al., 2008). lls sont apportés par les |égumes et
les fruits, par I'’eau qui a filtré a travers les sols plus ou moins amendés en nitrate, voire par
des produits enrichis en nitrates ou en nitrites utilisés comme agents de conservation des
aliments (Anjana and Igbal, 2007; Russell and Gould, 2003; Shrimali and Singh, 2001).

L'augmentation des teneurs en nitrates dans les eaux fluviales et souterraines lors de ces
derniéres années a amené 'OMS a s’interroger sur sa toxicité. Des travaux ont ainsi conduit
'OMS a définir une dose journaliere admissible de nitrates dans I'alimentation d’une
personne en fonction de son poids : 3,7 mg NOs.kg*. jour?, généralement ramené a 250
mg.jour! pour une personne pesant 70 kg. Cette absorption de nitrates, a faible dose, est
considérée parfois comme bénéfique pour la santé car il a été notamment démontré des
effets favorables sur la pression artérielle et sur le fonctionnement cardiaque (Carlstrom et
al., 2010). Cependant, I'attention des autorités sanitaires a porté principalement sur deux
risques identifiés consécutifs a une telle absorption : la maladie bleue des nourrissons
ou méthémoglobinémie (Wright et al., 1999), et la possibilité de production de nitrosamines
cancérigenes a partir des nitrites dérivés des nitrates (Sindelar and Milkowski, 2012). On sait
en effet que jusqu’a 20 % des nitrates peuvent étre transformés naturellement en nitrites par
les microorganismes du tube digestif humain comme la bactérie nitrate réductrice Escherichia
coli (Powlson et al., 2008). Ces nitrites sont des composés plus réactifs que les nitrates et
peuvent passer dans le sang puis se fixer sur I’hémoglobine dont ils inhibent le
fonctionnement pour le transport de I'oxygene, lorsqu’ils sont formés en quantité importante
(Greer and Shannon, 2005). On attribue ainsi la méthémoglobinémie des nourrissons a cette
formation de nitrites consécutive a une absorption excessive de nitrates par I’eau ou par des
produits alimentaires trop riches en nitrates (Shuval and Gruener, 2013). Les observations
épidémiologiques ont conduit I'OMS a définir une norme de concentration maximale
acceptable de nitrates dans I'eau potable (50 mg.L?) principalement basée sur le risque
induisant cette pathologie. Autre source de danger possible, la possibilité de formation de
composés cancérigenes a partir de ces mémes nitrites. En conditions de laboratoire, les
nitrites sont a l'origine de réactions conduisant a la formation de nitrosamines dont les
propriétés cancérigenes sont largement reconnues (Larsson et al., 2006; Minami et al., 2012;
Song et al., 2015). En se basant sur les études sur 'accroissement du nombre de cancers, le

domaine médical recommande de limiter I'exposition aux composés nitrosés en réduisant la
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concentration de leurs précurseurs dans I’environnement, notamment les nitrates. C'est pour
cela que la directive européenne 91/676/CEE du 12 décembre 1991 dite « directive Nitrates »
est la base de I'action de I'Etat en matiére de lutte contre les nitrates d’origine agricole. Elle
fixe trois grandes obligations aux Etats membres : (1) désigner des zones vulnérables dans
lesquelles la concentration en nitrates approche ou dépasse les 50 mg.L?, et les zones
aquatiques et cotieres soumises aux phénomenes d’eutrophisation. (2) Mettre en ceuvre dans
ces zones des programmes d’action permettant de réduire la pollution par des mesures de
limitation des périodes d’épandages, de gestion des sols et la réduction d’azotes épandues.
(3) Rendre, tous les 3 ans a la Commission européenne, des actions engagées et les résultats
obtenus sur la qualité des eaux. Cette directive pousse alors les autorités et les agricultures a
trouver des solutions plus durables pour la santé des individus et des écosystemes, en

diminuant ou substituant les apports d’engrais azotés dans les sols agricoles.

3. L’azote du sol est soumis a plusieurs processus microbiens
Certains microorganismes comme évoqué précédemment sont capables a la fois de
renouveler le stock d’azote dans le sol mais aussi de le consommer et de le transformer en
des formes gazeuses inaccessibles aux plantes. Leurs roles dans les sols sont variés et touchent

toutes les étapes du cycle de I'azote.

3.1. Le cycle de I'azote dans I’environnement
L'azote est un facteur essentiel pour tout organisme vivant et un des principaux nutriments
limitants dans les écosystemes. La plus grande source d’azote accessible est le diazote (N)
atmosphérique (78 % de I'atmosphere terrestre) et les organismes vivants assimilent les
différentes formes présentes dans I’environnement telles que le nitrate (NOs) et/ou

I'ammonium (NH4*) (Hodge et al., 2000) (Rappel 2).

18



Rappel 2 : L'assimilation d’une forme azotée plutét qu’une autre, réside dans un équilibre
métabolique. Les plantes absorbent essentiellement les formes inorganiques de I'azote
comme le nitrate et 'ammonium (Hodge et al., 2000) alors que les formes organiques sont
assimilées par les microorganismes. Les plantes vont assimiler I'une ou I'autre forme selon
leurs métabolismes. L’assimilation d’ammonium est moins co(iteuse en énergie (Salsac, 1987)
car l'ion est assimilé directement, grace a l'action de la glutamine synthase, alors que
I’assimilation du nitrate nécessite d’abord sa double réduction en NO2 puis en NH4* (Tischner,
2000). Cependant, I'ion NH4* s’avére étre toxique pour la plante a certaines concentrations et
cette toxicité peut contrebalancer I'avantage énergétique de I'assimilation du NH4* plutot que
du NOs (Britto and Kronzucker, 2002). De plus, la faible toxicité du NOs™ lui confére I'avantage
d’étre facilement stockable dans les tissus végétaux (Bloom et al., 2002). Le NH4* est chargé
positivement et peut étre retenu sur les complexes organo-minéraux du sol, le rendant ainsi

moins accessible que le NOs™. A l'inverse, le NOs™ via sa charge négative est davantage mobile

et susceptible d’étre lessivé et donc de sortir du systeme (Bothe et al., 2006). Cependant, la

mobilité du NOs™ lui confere une capacité de diffusion vers les racines plus élevée (Bloom et

al., 2002).

Ainsi, les microorganismes sont des acteurs importants dans la transformation de I'azote. Ces
transformations microbiennes sont soumises a plusieurs processus distincts qui seront
abordés pour chaque étape du cycle de I'azote (Figure 3). Les différentes étapes du cycle de
I'azote sont la fixation du N, atmosphérique, la nitrification, la dénitrification et la

minéralisation (Figure 4).
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3.1.1. Lafixation du N; atmosphérique
La fixation du N; est un processus exclusif aux organismes procaryotes. Les bactéries fixatrices
d’azote peuvent se retrouver sous forme libre dans le sol comme les genres Azotobacter
(Jiménez et al., 2011) ou Clostridium (Burns and Hardy, 2012) ou étre en symbiose avec la
plante comme Frankia (Schwintzer, 2012) et Rhizobium (Masson-Boivin et al., 2009).

La fixation du N; consiste a capturer ce N et le transformer en ammoniaque.

N2+ 8 H"+16 ATP - 2 NH3 + H:

Ce processus se fait grace a une enzyme appelée la nitrogénase (Hoffman et al., 2014). Le
processus de fixation se fait en condition anaérobique, le dioxygéne dénaturant la nitrogénase
(Rees et Howard, 2000). Pour se faire, certaines symbioses entres plantes et bactéries
développent des structures racinaires permettant aux bactéries d’étre en anaérobie (Rees et
Howard, 2000). C’'est le cas des nodosités formées lors de I'association entre les Rhizobium et
les fabacées, structures végétales qui se forment a partir des poils absorbants de la racine

(Wang et al., 2010).
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Figure 4 : Processus du cycle de I'azote : molécules et leur devenir. Le diazote atmosphérique est fixé au niveau
de la rhizosphére par les bactéries fixatrices d’azote. L’'ammonium et I'ammoniaque seront soit absorbés par les
racines soit soumis a la nitrification et au processus d’annamox. Le stock d’‘ammonium peut étre renouvelé par la
minéralisation qui consiste a produire de la matiére organique décomposée. Les nitrates sont aussi absorbés par

les plantes, soumis a la dénitrification et au lessivage. Modifié d’aprés Coskun et al. (2017).

3.1.2. la nitrification
La nitrification est le processus microbien permettant de transformer 'ammonium en nitrite
et en nitrate, en aérobiose (Ward et al., 2011). Cette activité se fait en deux étapes réalisées
par des communautés microbiennes distinctes :
(1) La nitritation, qui permet I'oxydation de I'ammonium en nitrite (Kartal et al., 2011).
Cette étape est réalisée par des bactéries et des archées appelées nitratantes, comme

Nitrosomonas europaea (Beaumont et al., 2004). Cette étape est divisée en deux
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étapes (a) l'oxydation du NHs; en hydroxylamine (NH,OH) via une ammonia
monooxygénase (AMO) et (b) I'oxydation de I'hydroxylamine en nitrite par une

hydroxylamine oxydoréductase (Caranto and Lancaster, 2017).

(a) NH3 + 2H* + 02 + 2 e & NH,0H + H;0

(b) NH20H + H,0 - NO; +5 H* +4 e

(2) La nitratation qui correspond a I’oxydation du nitrite en nitrate (Patel et al., 1999). Elle
est réalisée par les bactéries et les archées nitratantes comme Nitrobacter (Hagopian
and Riley, 1998; Wett and Rauch, 2003). Les nitrites sont ainsi oxydés en nitrates par

une nitrite oxydoréctase (Abeliovich, 2006).

NO; + H,0 - NO3 + 2 H* + 2e”

3.1.3. Oxydation anaérobie de 'ammonium (Anammox)
L'ammonium en anaérobie est également soumis au processus d’anammox (Figure 4). A partir
de 'ammonium et du nitrite, il y a formation de N, par I'action de microorganismes via les
intermédiaires hydrazine (N,H,) et monoxyde d’azote (NO) (Hayatsu et al., 2008; Kartal et al.,
2011). L'ion ammonium a une faible mobilité contrairement a I'ion nitrate qui est mobile.
Cette mobilité explique que les nitrates puissent étre soumis selon les conditions de culture
et climatiques a une lixiviation par les eaux de pluie et apportés dans les nappes a hauteur de
19% (Van Der Heijden et al., 2008). Ces deux sources d’azote sont également soumises a des
pertes dues a la volatilisation (18%) et a la dénitrification (59%) (Lin et al., 2001; Oenema et

al., 2009).
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3.1.4. La dénitrification
La dénitrification désigne la réduction du nitrate (NOs’) en nitrite (NO2") puis en oxyde nitreux
(N20) et en dinitrogéne (N2). Ce processus intervient en anaérobiose ou a faible concentration
en oxygene (Lecomte et al.,, 2018). Les dénitrifiants utilisent les formes d’azote oxydées
comme accepteurs terminaux d’électrons dans leur chaine respiratoire en remplacement du
dioxygene (02) (Wallenstein et al., 2006). Ainsi, la dénitrification peut étre considérée comme
une forme de respiration alternative. Le nitrate est dans un premier temps transporté dans le
cytoplasme des bactéries dénitrifiantes par la pompe NarK. Le nitrate est ensuite réduit par
ces microorganismes, via deux enzymes homologues, a savoir la nitrate réductase
transmembranaire (Nar) et la nitrate réductase périplasmique (Nap), qui sont codées
respectivement par les genes narG et napA (ce dernier n’est pas présent chez tous les
dénitrifiants). Selon les microorganismes, la réduction des nitrites (NO2) en monoxyde d’azote
(NO) implique deux nitrites réductases (Nir), I'une couplée au cuivre (codée par nirK) et I'autre
au cytochrome cd1 (codée par nirS). A noter que certains dénitrifiants peuvent posséder les
deux comme Bradyrhizobium oligotrophicum (Sanchez and Minamisawa, 2018). La
transformation du NO en N;O implique la NO réductase (Nor), qui est une enzyme
transmembranaire codée par le géne norB (Wallenstein et al., 2006). Enfin, la N,O réductase
(Nos), qui transforme le N2O en N3, est une enzyme périplasmique codée par le géne nosZ
(Khalil, 2003). Toutes ces transformations se font au niveau de la membrane des dénitrifiants
(Figure 5) et aboutissent a une perte d’azote dans le systéeme par le dégagement des gaz N, et

N0 (Richardson et al., 2009).
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Espace périplasmique

Figure 5 : Ensemble des enzymes et composés azotés impliqués dans le phénomeéne de dénitrification au niveau
de la membrane des bactéries dénitrifiantes. Le nitrate est diffusé a l'intérieur de I'espace periplasmique et
transporté par la pompe NarK dans le cytoplasme, ou il sera transformé en nitrite qui retournera via la pompe
NarK dans I'espace périplasmique. C'est ici que le nitrite subira différentes transformations via différentes

réductases jusqu’au NO, N,O et N, qui pourront retourner dans I'atmosphere.

3.1.5. La minéralisation
La minéralisation est également un processus du cycle de I'azote permettant un nouvel apport
en nutriments azotés pour les plantes et les microorganismes (Cabrera et al., 2005). Cette
étape, majoritairement aérobie, représente la conversion d’azote organique en azote minéral.
Les résidus organiques présents a la surface du sol ou incorporés a celui-ci subissent une
décomposition par la biomasse microbienne présente dans le sol et/ou dans les résidus ainsi
qgue par d’autres organismes décomposeurs (vers de terre etc.). lls se nourrissent de bio-
déchets et les digerent. Cette digestion va donner lieu a une nouvelle matiére, I’'humus, qui
sera consommé par d’autres organismes. Une portion du carbone en décomposition se
transforme en CO; et la communauté microbienne en assimile une partie pour réaliser ce
processus. Pour que la minéralisation ait lieu, la quantité d’azote présente initialement dans
la biomasse doit étre supérieure a celle requise par les microorganismes (Gilmour et al., 2003).
L’azote est alors minéralisé par les micro-organismes et des enzymes extracellulaires tels que
la protéase, la désaminase et |'uréase (Zaman et al., 1999). Les apports azotés dans le sol pour
les plantes dépendent de la minéralisation de I'azote organique en azote minéral sous forme

de nitrate et d'ammonium (Van Der Krift and Berendse, 2001).



4. Interaction plante- microorganisme : impact sur le cycle de I’azote

Ainsi les microorganismes présentent un réle prépondérant dans I'assimilation de I'azote par
les plantes. Certaines de ces plantes sont dés lors capables d’interagir avec les
microorganismes pour modifier le cycle de 'azote via différents composés.

Les plantes, a travers I’exsudation racinaires de métabolites primaires et secondaires, peuvent
a la fois étre attractives et répulsives pour les microorganismes du sol (Haichar et al., 2014).
Les plantes synthétisent des métabolites chimio-attracteurs de microorganismes phyto-
bénéfiques du sol qui permettent aux plantes de limiter les infections dues aux maladies via
la production de composés antimicrobiens et/ou via I'induction de résistance de la plante face
a celles-ci. Certains microorganismes sont également capables de stimuler la croissance de la
plante via la production de phytohormones (Bais et al., 2006; Haichar et al., 2014). Les
exsudats racinaires ont une importance quant a la diversité des communautés microbiennes
du sol et leurs fonctions au sein de la rhizosphere (Haichar et al., 2014). Ainsi, certaines plantes
via les exsudats racinaires sont capables d’interagir avec les microorganismes du cycle de
I'azote. Ces interactions peuvent étre positives ou négatives. Positives si chacun des deux
protagonistes prend avantage de l'interaction, ou négatives si I'un des deux protagonistes est

inhibé par I'autre.

4.1. Interactions positives plantes-microorganismes du cycle de I'azote
4.1.1. La fixation biologique du N; (BNF, Biological Nitrogen Fixation)

La fixation de I'azote se fait par la symbiose entre des plantes et des bactéries (Mylona et al.,
1995). Les plantes ne sont pas capables d’assimiler par elles-mémes les diazotes
atmosphériques représentant pourtant la source d’azote la plus importante sur Terre (Hodge
et al., 2000). Le diazote est une molécule stable ou les deux atomes d’azotes sont liés par une
triple liaison. Cette derniere ne peut étre dissociée par les organismes eucaryotes, mais peut
I’étre par des bactéries disposant des enzymes nitrogenases qui permettent de transformer
le diazote en ammoniac, puis en ammonium qui pourra lui-méme étre nitrifié en nitrate
(Geisseler et al., 2010). Ce processus est tres coliteux en énergie, c’est pour cela que les
bactéries fixatrices d’azotes ont besoin de la symbiose avec les plantes afin d’obtenir de
I’énergie apportées via la photosynthése (Franche et al., 2009). Ainsi, certaines plantes de

types légumineuses forment une symbiose avec ces bactéries fixatrices du type Rhizobium,
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formant alors des nodosités ressemblant a des petites excroissances olu se trouve ces
bactéries, permettant un échange entre les deux partenaires (Begum et al., 2001). La plante
transmet des composés carbonés et des sources d’énergie aux bactéries, qui elles, assurent la
disponibilité en azote pour la plante (Begum et al., 2001).

Pour se faire, la plante sécrete dans le sol des flavonoides qui sont pergus par les bactéries
rhizobium via une protéine facteur de régulation codée par le gene NodD. Celle-ci déclenche
I’expression des genes nod aboutissant a la synthése d’'une molécule signal : le facteur Nod.
Les génes nodA, nodB et nodC sont requis pour la synthése du squelette de base du facteur
Nod, consistant en un dérivé lipochito-oligosaccharidique (LCO) (Geurts and Bisseling, 2002).
Ce squelette peut varier en fonction de la bactérie et différents éléments peuvent le composer
comme le sulfate, 'acétate ou le méthyle entre autres (Beau, 2011). La perception du facteur
Nod par la plante va déclencher une suite de réactions amenant a la formation du nodule
(D’haeze and Holsters, 2002). Premiérement, les poils absorbants de la racine vont se
déformer ce qui va permettre d’englober les rhizobactéries situées a proximité. Puis il va y
avoir formation d’'un cordon d’infection conduisant la bactérie jusqu’a un primordium
nodulaire. Enfin, les bactéries vont étre libérées par endocytose dans les cellules du
primordium nodulaire, au sein duquel les bactéries se différencient en bactéroides, alors

capables de convertir le diazote en ammoniac (Crespi and Galvez, 2000) (Figure 6).
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Figure 6 : représentation schématique du mécanisme de formation de nodule. La racine de la plante va excréter
via ses racines des flavonoides qui vont étre identifiés et fixés par des facteurs de régulation produits par Nod D.
Cela va induire les génes NodA, NodB et NodC et aboutir a la formation des facteurs Nod qui vont étre le signal
pour la plante afin d’induire un changement racinaire qui englobera la bactérie Rhizobium et formera une

nodosité au sein de laquelle se déroulera la fixation d’azote.

Parmi les légumineuses cultivées, on distingue les [égumineuses fourragéres (trefle ou luzerne
par exemple) consommées directement par paturage des prairies ou récoltées sous forme de
fourrage, et celles cultivées pour leurs graines (soja, pois, féverole, lupin, haricot) appelées
couramment protéagineuses (Lischer et al., 2014). Ces plantes sont parmi les plus
importantes de l'industrie agricole moderne et fournissent pres de 35 % des protéines
consommées dans le monde (De Ron, 2015). Ainsi la culture des légumineuses fait I'objet
d’études quant a l'augmentation des rendements, et certaines études montrent une
application de LCO en champs afin d’améliorer la fixation et ainsi les rendements de ces

plantes (Smith et al., 2015).
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4.1.2. La stimulation de la minéralisation par les plantes

L'étape de minéralisation se fait via I'action de microorganismes et consiste a transformer
I'azote organique du sol en forme minérale telle que I'ammonium ou le nitrate absorbable par
la plante (Bothe et al., 2006). Ainsi la nutrition azotée des plantes dépend grandement de la
capacité de minéralisation des microorganismes (Van Der Krift and Berendse, 2001).

Janssen (1996) explique que lorsque le ratio Carbone/Azote (C/N) est faible, c’est-a-dire avec
relativement plus d’azote, la minéralisation est plus efficace et la matiere organique moins
immobilisée dans le sol. Ainsi les plantes régulent les apports de carbone qui contrélent
I'activité microbienne de minéralisation. C’est ainsi que certaines plantes d’aprés Knops et al.
(2002) peuvent influer sur la minéralisation du sol par leurs caractéristiques propres. En effet,
certaines plantes ont une qualité de litieres et de détritus moindres, c’est a dire moins
carbonées, rendant alors une partie inaccessible aux microorganismes opérant de fagon moins
efficace la minéralisation. Mais a l'inverse, certaines plantes sont capables de moduler la
qualité de leurs feuilles, écorces, autres tissus et in-fine de leurs détritus et de leurs ratio C/N,
pour que ceux-ci soient davantage assimilés dans le processus de minéralisation et de ce fait
rendre davantage d’azote minéral disponible pour la croissance des plantes (Wedin and

Tilman, 1990).
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4.1.3. Les Plant Growth Promoting Bacteria améliorent I’assimilation de I'azote par
les plantes
Les Plant Growth Promoting Bacteria (PGPR) se définissent comme toutes bactéries de la
rhizosphére ayant un effet bénéfique sur une plante (Glick, 1995). Les effets des PGPR sur les
plantes comprennent un grand nombre d’effets bénéfiques directs ou indirects (Lugtenberg
and Kamilova, 2009; Vacheron et al., 2013). Les PGPR peuvent étre a la fois des bactéries
symbiotiques mutualistes ou des bactéries libres (Vacheron et al., 2013). Il existe ainsi une
grande diversité d’effets des PGPR sur la plante comme la bio-fertilisation par la mise a
disposition d’éléments tels que le phosphate ou I'azote (Esitken et al., 2003), la phyto-
stimulation par la production de phytohormone (Khakipour et al., 2008), la rhizo-remédiation
par la dégradation des polluants (Gerhardt et al., 2009) et en tant que bio-controle des
pathogénes par la production de certains composés antimicrobiens (Sivasakthi et al., 2014).
Certaines études démontrent que l'inoculation de plantes par certaines PGPR augmente la
taille du systéme racinaire suite a une phytostimulation. En effet, Adesemoye et al. (2008)
démontrent qu’a la suite d’ajout de PGPR commerciales de type Bacillus sp. en champs il y a
augmentation de la taille des racines des plantes et qu’en parallele il y a moins d’azote dans
le sol, davantage consommé par des plantes inoculées que des plantes non inoculées. De la
méme maniere, Dal Cortivo et al. (2017) observent qu’apres inoculation de PGPR (Azospirillum
spp., Azoarcus spp. et Azorhizobium spp.) sur du blé, la masse racinaire augmentait ainsi que
le contenu en azote dans les tissus. Ainsi, les PGPR en stimulant la croissance du systéeme

racinaire, permettent a la plante d’assimiler davantage d’azote dans le sol pour sa croissance.

4.2. Interactions négatives plantes-microorganismes du cycle de I’azote
4.2.1. L'inhibition de la minéralisation

Certaines plantes peuvent inhiber de fagon plus directe le phénoméne microbien de
minéralisation plutét que de moduler la qualité de leurs litieres dans le but de stimuler la
minéralisation. En effet, des études montrent que certaines plantes sont capables d’exsuder
des molécules tels que des terpénoides, des stérols ou des flavonoides (Dietz et al., 2013;
Heumann et al., 2013, 2011) responsables de I'inhibition de la minéralisation. Ces molécules
d’aprés Heumann et al. (2013) ne sont pas spécifiques aux microorganismes responsables de

la minéralisation mais agissent comme antimicrobiens, ou dans le cas des flavonoides comme
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molécules capables de piéger la matiére organique, la rendant alors inaccessible a la
minéralisation (Bradley et al., 2000).

Bien que la minéralisation soit un phénomene vital pour la croissance des plantes, cette
inhibition de la minéralisation peut étre profitable aux plantes en association avec des
champignons mycorhiziens éricoides (Kraus et al., 2003). En effet, les mycorhizes éricoides
produisent des enzymes extracellulaires comme des polyphénols oxydases et des tannins
carboxyles estérases capables de dégrader les complexes protéines-tannins (Kraus et al.,
2003). Le phénomeéne de l'inhibition de la minéralisation de 'azote entraine I'augmentation
du pool d’azote organique du sol qui est davantage disponible pour les microorganismes que
pour la plante. Ainsi, ce processus entraine une action négative chez les plantes dépourvues
d’associations symbiotiques mycorhiziennes et une action positive chez celles mettant en

place cette stratégie de symbiose (Joanisse et al., 2009).

4.2.2. Llinhibition biologique de la nitrification (BNI, Biological Nitrification

Inhibition)
4.2.2.1. Mise en évidence du phénomeéne

Une grande majorité des systemes agricoles utilisent des apports importants d’azote ou
I’'ammonium est la principale source et substrat pour le processus de nitrification (Qiao et al.,
2015). La nitrification est un processus microbien s’effectuant principalement en aérobie (Sun
et al., 2015) sous I'action de la communauté microbienne comme les bactéries (Ammonia
Oxidizing Bacteria: AOB) et les archées (Ammonia Oxidizing Archeae: AOA) oxydant
I'ammonium, qui génére de I'hydroxylamine (NH,OH), des nitrites par nitratation et des
nitrates par nitratations, a partir d'ammonium et/ou d’ammoniac (Coskun et al., 2017). La
transformation de 'ammonium en nitrate rend I'apport d’engrais azotés sensible aux pertes
associées au lessivage de nitrate et aux émissions de N,O et/ou de N,.
Certaines plantes ont la capacité d’inhiber voire de supprimer le processus de nitrification en
libérant des inhibiteurs par exsudation racinaire. On parle alors d’inhibition biologique de la
nitrification (BNI) (Subbarao et al., 2007, 2009). En effet, Subbarao et al. (2007) ont testé les
exsudats racinaires de 18 plantes dont le sorgho (Sorghum bicolor), le mil a chandelle
(Pennisetum glaucum), l'arachide (Arachis hypogaea) et Brachiaria humidicola sur une

bactérie modeéle de la nitrification : Nitrosomonas europaea. Chacun des exsudats racinaires
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de ces espéces induisait une inhibition de la nitrification chez la bactérie modéle pouvant étre

quasi-totale (>90%) chez Brachiaria humidicola.

4.2.2.2. Molécule impliquée
A partir des exsudats racinaires de Brachiaria humidicola, Subbarao et al. (2009) ont mis en
évidence une molécule responsable de ce BNI. Cette molécule inhibitrice de la nitrification,
nommée brachialactone (Figure 7A), est un diterpene possédant un cycle de B-lactone. Cette
molécule a induit une inhibition croissante de I'activité de Nitrosomonas europaea en fonction
de la concentration de brachialactone (Figure 7B) et jusqu’a 90 % des émissions de N0 en sol

comparé a un témoin.
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Figure 7 : Effet de brachialactone sur la nitrification. (A) Représentation de la molécule de brachialactone. (B)
Graphique représentant I'inhibition de la bactérie nitrifiante modele Nitrosomonas europaea (%) en fonction de

la concentration de brachialactone (uM). (Subbarao et al., 2009).

4.2.2.3. Mécanismes d’actions des brachialactones
La libération de la brachialactone est due a une régulation végétale basée sur la présence de
I’'ammonium dans la rhizosphére. En effet, la brachialactone est libérée si et seulement si les
racines sont soumises au contact de I'ammonium (Subbarao et al., 2008). Le mode d’action de
la molécule est basé sur le blocage des deux voies enzymatiques de I'ammonium
monoxygénase (AMO) et de I’'hydroxylamine oxydoréductase (HAO) (Figure 8). Ces deux
enzymes sont impliquées dans I'oxydation de I'ammonium. L'ammonium oxydase a pour

fonction de métaboliser 'ammonium en hydroxylamine via la premiere étape de la
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nitrification. L’hydroxylamine oxydoréductase transforme I’"hydroxylamine en nitrite a travers
la deuxiéme étape de la nitrification (Qiao et al., 2015). Le pouvoir réducteur provoqué par
I’oxydation de I’"hydroxylamine par HAO est d{ a son passage a travers le cytochrome c-554
aux deux cytochromes aa3 oxydase et ubiquinone, ensuite utilisé pour la réduction de
NAD(P)H,. Le cytochrome c-554 est une protéine périplasmique associée a la membrane de
ces bactéries et liée a des vésicules phospholipidiques des microorganismes (McTavish et al.,
1995). Ainsi, via I'altération de la membrane, I’hydroxylamine produit a partir d’ammonium
ne peut étre transformé en nitrite et la premiére étape de la nitrification (nitritation) est
supprimée. Ces deux voies enzymatiques peuvent aussi également étre inhibées par des
acides gras présents dans les tissus foliaires de B. humidicola comme les acides linolénique et
linoléique (Subbarao et al., 2013). Dans les trois années qui ont suivi leurs établissements, les
paturages de Brachiaria ont supprimé les populations de nitrifiants du sol (déterminés a partir
de la mesure de I'abondance du géne amoA, de bactéries et des archées oxydant I'ammoniac),

ainsi que les émissions d'oxydes nitreux.
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Figure 8: Schéma de l'inhibition biologique de la nitrification lorsque les systémes racinaires végétaux
produisent des inhibiteurs de nitrification supprimant l'activité nitrifiante dans les sols afin de réduire la formation
de NOs, faciliter I''mmobilisation du NH4*, I'absorption du NH4* par les plantes et la réduction des émissions de

N,O. (D'aprés Subbarao et al., 2017)
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Subbarao et al. (2015), indiquent donc que ce phénomene pourrait diminuer drastiquement
les émissions de N,O en limitant ou supprimant la nitrification des sols, et qu’une solution
pourrait consister a utiliser les plantes capables d’induire le BNI pour diminuer les pertes
d’azote dans les agrosystemes ; bien que ce phénomeéne n’ait été observé que dans des

écosystémes précis et reproduit uniquement en laboratoire.

4.2.2.4. Phénomeéne de BNI chez d’autres plantes
De plus, d’autres études démontrent que le BNI est un processus présent chez d’autres plantes
comme le sorgho par exemple, qui libére d’autres composés que la brachialoactone comme
la sakuranetine (Figure 9A) et la sorgoleone (Figure 9B) qui peuvent aussi avoir un réle
d’inhibiteur de la nitrification (Subbarao et al., 2013b; Sun et al., 2015).
De méme, chez le riz asiatique (Oryza sativa), il y a exsudation au niveau racinaire de 1,9-

Decanediol (Figure 9C) capable aussi d’inhiber la nitrification (O’Sullivan et al., 2016).
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Figure 9 : Schéma des molécules impliquées dans I’inhibition biologique de la nitrification. (A) sakuranetin, (B)

sorgoleone et (C) 1,9-decanediol.

Ainsi ce phénomene de BNI ne semble pas se cantonner a une seule plante, plusieurs plantes
via leurs exsudats sont capables d’inhiber la nitrification, et devront étre analyser pour
déterminer les molécules responsables du phénomene, qui comme nous |'avons vu

précédemment peuvent grandement varier par leurs structures et leurs types.
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4.2.3. L'inhibition biologique de la dénitrification (BDI, Biological Denitrification

Inhibition)
4.2.3.1. Mise en évidence du phénomeéne

Comme évoqué précédemment I'une des principales pertes d’azotes dans les écosystémes se
fait par phénomene de dénitrification (Oenema et al., 2009). Les dénitrifiants sont des
microorganismes tels que les champignons (Shoun et al., 1992), les archées (Philippot, 2002)
et surtout les bactéries (Radersma and Smit, 2011; Van der Salm et al., 2007) qui, dans des
conditions de carence en oxygéne, utilisent le nitrate comme source de respiration alternative
(Lecomte et al., 2018). Dans les cas ou la transformation se fait jusqu’a son aboutissement, la
dénitrification conduit a la production de N; et N,O. Le N3 est un gaz qui peut, par la voie de
la fixation d’azote, retourner dans le systéme (Burns and Hardy, 2012), alors que le N,O est un
gaz a effet de serre qui n’est pas assimilable par les organismes vivants et représente une
grande perte pour |'écosystéme et par ailleurs un risque de pollution atmosphérique
(Ravishankara et al., 2009). Les plantes sont donc en compétition avec les bactéries
dénitrifiantes pour le nitrate, une compétition d’autant plus forte que les microorganismes
sont plus efficaces dans I'assimilation en raison de leurs temps de génération court (Kuzyakov
and Xu, 2013). C’est en étudiant une plante invasive qu’'un mécanisme pouvant limiter ces
pertes a été découvert.
Les Renouées Asiatiques (Fallopia spp.) forment un complexe d’espéces invasives. Ce
complexe regroupe Fallopia japonica, Fallopia sachalinensis et leurs hybrides interspécifiques
F. x bohemica (Aguilera et al., 2010). Originaires d’Asie, les especes parentales ont été
importées en Europe au début du XIXéme siecle pour leur caractere ornemental et sont
maintenant considérées comme |'un des taxons les plus invasifs en Europe (Krebs et al., 2011;
Murrell et al., 2011). Dassonville et al. (2011) ont étudié les bases possibles du pouvoir invasif
de cette plante et suggerent que celui-ci pourrait reposer sur un phénomeéne de construction
de niche écologique et chimique par cette plante. Ainsi, au travers de diverses mesures, cette
étude a montré qu’au niveau du sol adhérant aux racines de Fallopia spp., il y avait une

diminution de |'activité microbienne de dénitrification.

4.2.3.2. Molécule impliquée
Pour aller plus loin Bardon et al. (2014) ont analysé |'effet des extraits de rhizomes de Fallopia

spp. sur l'activité de dénitrification de plusieurs souches de bactéries dénitrifiantes. Celles-ci
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ont été diminués jusqu’a 92 %. L’analyse des extraits a permis de mettre en évidence que ce
pouvoir inhibiteur est di aux métabolites secondaires de Fallopia spp.. Ainsi, cette plante
serait capable d’instaurer une stratégie végétale qui a été appelée I'inhibition biologique de
la dénitrification (BDI), et d’aprés (Bardon et al., 2016a) ce pouvoir serai di a des flavonoides
de la famille des proanthocyanidines : les procyanidines.

Ces procyanidines, une fois purifiées, sont capables d’inhiber jusqu’a pres de 80 % l'activité
de dénitrification et de fagon moindre, aux mémes concentrations, la respiration aérobie chez

Pseudomonas brassicacearum NFM421 (Figure 10).
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Figure 10 : Graphique représentant le pourcentage d’inhibition de la respiration aérobie (en noir) et de la
dénitrification (en gris) en fonction de la concentration en procyanidines purifiées. Les étoiles indiquent une

différence significative par rapport au témoin (Bardon et al., 2016a)

Les procyanidines sont des métabolites secondaires tanniques (flavonoides) de la famille des
proanthocyanidines trés présents chez les végétaux. D’un point de vue phytochimique, il s’agit
de polymeéres de catéchines ou de son isomere épicatechine. Ils peuvent soit se former en
dimeére (procyanidines de type B), soit en trimere (procyanidines de type C). lls peuvent étre
différents en fonction du type de monomeére constituant le polymere (c’est a dire composé de
catéchine ou/et d’épicatéchine), et du type de liaison reliant ces monomeéres. Dans notre cas
les procyanidines démontrées comme étant responsables du BDI sont les procyanidines de
type B2, des dimeres d’épicatéchine reliés par une liaison 4-6 (Bardon et al., 2014; Lazarus et

al., 1999) (Figure 11). Les autres types de procyanidines n’ont pas été discriminés quant a leur
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réle a provoquer un BDI par Bardon et al. (2014) (sauf les monomeres catéchines n’ayant

aucun effet).
OH
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Procyanidines B2 (Diméres d'épicatechines)

Figure 11 : schéma de procyanidines B2, diméres d’épicatéchines avec une liaison 4-6.

Cette molécule a été mise en évidence pour la premiére fois lors de I'expédition de Jacques
Cartier, explorateur frangais du XVI®™® siécle. Celui-ci découvrant le Québec en plein hiver
1534, a vu son équipage souffrir du scorbut (maladie causée par le manque de vitamine C dans
I'organisme) d a I'absence de fruits dans I'alimentation hivernale. Des indiens autochtones
proposerent en guise de reméde une infusion a base d’écorce de pin blanc (Pinus strobus)
soignant ainsi la maladie et la carence de I'équipage. Ce n’est que 400 ans plus tard en 1948,
que Jacques Masquelier, chercheur frangais de 'université de Laval au Canada, entreprit
d’analyser la composition de I'écorce du pin blanc pour comprendre ce pouvoir guérisseur.
C’est alors qu’il découvrit que la molécule responsable de cette guérison était un flavonoide
qui fut baptisé et breveté en tant que Pycnogénol. Actuellement, le Pycnogénol est encore
appelé ainsi dans le domaine médical, et nommé procyanidine dans le domaine des sciences
végétales, bien que les molécules soient en tout point les mémes (Fortin, 2006; Romieux,

1993).
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4.2.3.3. Mécanismes d’actions des procyanidines
Dans Bardon et al., (2016b), il a été testé sur une bactérie modele dénitrifiante Pseudomonas
brassicacearum NFM 421 I'effet des procyanidines. Cette molécule agirait sur le processus de
respiration anaérobie en affectant principalement et spécifiqguement le fonctionnement de
I’enzyme transmembranaire NOs™ réductase (NarG), responsable de la premiére étape de
dénitrification qui consiste a transformer le nitrate en nitrite. Les procyanidines affectent la
dénitrification via une déstabilisation de la membrane. Une fois la membrane déstabilisée, il
y a changement de conformation de I'enzyme et diminution de son activité et de son affinité

pour le nitrate (Figure 12).

Sans procyanidines Avec procyanidines
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Figure 12 : Schéma représentant le mécanisme d’inhibition biologique de la dénitrification. Les procyanidines
inhibent ’enzyme Nar de P. brassicacearum NFM421, une bactérie dénitrifiante. Les procyanidines vont perturber
la stabilité des membranes et entrainer une instabilité dans la structure de la Nar intégrée dans la membrane
interne, entrainant des changements conformationnels de I'enzyme et une perte de fonction. Schéma retravaillé

d’aprés Bardon (2014).

Bardon et al. (2016b) ont observé en microscopie électronique a transmission que les
procyanidines a 0,01 et 0,1 mg ml?* perturbent les membranes de P. brassicacearum NFM421
par la formation de vésicules membranaires a la surface des cellules (Figure 13). Ainsi on peut
observer que la fonction de dénitrification est inhibée au niveau des membranes sans affecter

la viabilité de la bactérie.
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Figure 13 : Micrographies au microscope électronique a transmission de cultures de P. brassicacearum NFM421
traitées avec a) 0, b) 0,01 ou c) 0,1 mg.ml* de procyanidines. Les cercles noirs mettent en avant les vésicules

formées au niveau de la membrane bactérienne (Bardon et al., 2016b).

Ainsi, grace au BDI, les bactéries dénitrifiantes sont inhibées et consomment moins de nitrate
du sol et celui-ci pourrait étre ainsi utiliser pour la croissance des plantes. Bardon et al. (2017)
ont testé un ajout supplémentaire de procyanidines commerciales (Rappel 3) en sol planté ou
non avec Fallopia, et ont déterminé, dans un premier temps, que |’ajout de procyanidines en
sol pouvait conserver jusqu’a 6 fois la concentration du nitrate par rapport a un sol sans
procyanidine. Dans un second temps, cette étude a démontré que I'ajout de procyanidines
modifie les traits racinaires et augmente la masse racinaire des Fallopia amendées.

De ce fait, bien que le phénomeéne de BDI soit bien décrit, toutes les expériences jusqu’ici ont
été réalisées en laboratoire et ne démontrent pas clairement un retour a la plante de 'azote

détourné suite au BDI et d’autant plus dans des conditions agricoles.
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Rappel 3: Les proanthocyanidines et plus particulierement les procyanidines sont des
molécules tanniques trés représentées dans le monde végétal (Iwashina, 2000). Issues de la
voie métabolique des anthocyanes : composés omniprésents dans le métabolisme secondaire
des plantes, il existe tout autant de sources de procyanidines (Santos-Buelga and Scalbert,
2000).

Certaines plantes contiennent des procyanidines dans les écorces d’arbre comme le Mimosa
(Venter et al., 2012) ou le Quebracho (Reid et al., 2013). D’autres plantes en possédent dans
la coque de leurs fruits comme la noix (Regueiro et al., 2014). Certaines comme les Renouées
du Japon en contiennent dans leurs extraits racinaires (Bardon, 2014). Mais la source la plus
diversifiée semblerait étre au niveau des fruits. En effet, les pépins de pommes (Tsao et al.,
2003), raisins (Xia et al., 2010), aronies (Braunlich et al., 2013), canneberges (Zou et al., 2012)
et bien d’autres contiennent des procyanidines (Santos-Buelga and Scalbert, 2000).

Lors des expérimentations de Bardon et al. (2017) et celles faites durant cette these, la source
de procyanidines est issue de pépins de raisins, commercialisée par la société Laffort sous
forme d’une poudre commerciale de procyanidines et dont I'usage est d’augmenter la teneur

en tannins de vins trop pauvres (Harbertson et al., 2012).

A noter que des études expliquent que le pouvoir antioxydant dans le vin serait d( en grande

partie aux procyanidines (Xia et al., 2010; Zhou and Raffoul, 2012).
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5. Applications de molécules en champs
Ainsi il existe des mécanismes végétaux pour détourner |'azote efficacement utilisé par les
microorganismes au profit des plantes. Bien qu’aucune application commerciale n’ait été faite
pour le BDI et le BNI, il existe des produits déja utilisés en agriculture en application en champs
capable de jouer un role d’inhibition du cycle de I'azote ou d’autres mécanismes, afin

d’améliorer la productivité végétale.

5.1. Application des retardateurs de la nitrification
Le 3,4-Dimethylpyrazole phosphate (DMPP) et le dicyandiamide (DCD) sont des molécules
chimiques (Figure 14) issues de recherches démarrées dans les années 1950 afin de bloquer

ou retarder le phénomeéne de nitrification (Gilsanz et al., 2016).
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Figure 14 : Représentation des molécules de (1) 3,4-Dimethylpyrazole phosphate (DMPP) de (2) dicyandiamide
(DCD). Modifiée d’aprés Marsden et al. (2015) & Zerulla et al. (2001)

Ces molécules peuvent ainsi (i) empécher la conversion d’ammonium du sol en nitrate, plus
facilement assimilable par les microorganismes ou sujet aux pertes par lessivage, et (ii)
augmenter l'efficacité des engrais a base d’ammonium pour la productivité des cultures
(Abalos et al., 2014). Le DMPP et le DCD sont tous deux des inhibiteurs spécifiques de
I'ammonium monoxygénase (AMO), mais le DMPP désactive efficacement I'AMO a des doses
d'application qui sont inférieures a celles du DCD (Pasda et al., 2001; Weiske et al., 2001).
L’application de ces produits se fait en grande majorité en mélange avec les engrais appliqués

en champs. Ces granulés sont en général composés de 20 a 50% de la molécule, le reste étant
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des composés azotés tels que l'urée ou I'ammonitrate, et leurs applications se fait de facon
conventionnelle sur sol dans des quantités qui dépendent des cultures mais toujours en deca
des quantités d’engrais conventionnels (Akiyama et al., 2010).

De plus, le DCD est trop colteux pour une application en champs rentable d’ou la
prépondérance du DMPP dans cette pratique en agriculture (Zerulla et al., 2001). Le DMPP est
efficace a des taux trés faibles. Une application de 0,5 a 1,5 kg de DMPP ha* (en fonction de
la quantité d'azote appliquée) suffit dans les conditions de champ pour assurer la sécurité des
cultures et inhiber la nitrification sur une période de 4 a 10 semaines (Zerulla et al., 2001).
L'inhibition de la nitrification peut aller jusqu’a 60 % pour le DMPP (Merino et al., 2005) et 90
% pour le DCD (Delgado and Mosier, 1996) et peut augmenter les rendements agricoles
jusqu’a 40 % (Fangueiro et al., 2009).

Il existe de nombreuses études sur le terrain qui évaluent I'effet des inhibiteurs de nitrification
sur les émissions de N,O a différents endroits et dans différentes conditions climatiques et
pédologiques, et la plupart d'entre elles ont conclu que I'ajout d'un inhibiteur de nitrification
réduit les émissions de N,O provenant des engrais synthétiques et des épandages d’origine

animale (Di and Cameron, 2012; Meijide et al., 2007; Pathak et al., 2002).

5.2. Application de biostimulant
Le terme « biostimulant » réunit toutes substances bénéfiques pour les plantes, a I'exclusion
des nutriments, des pesticides et des amendements pour les sols (du Jardin, 2015). Par la suite,
il s'est avéré que les actions positives des biostimulants chimiques (d'origines naturelle ou
synthétique) comme la stimulation de la croissance, la modulation du développement et de
la tolérance accrue au stress environnemental, pouvaient également étre apportées par les
bactéries et les champignons (du Jardin, 2012). Face a cette difficulté de définir ce qu’est un
biostimulant et d’apporter des législations viables pour une démocratisation des pratiques,
les entreprises du secteur ont créé des associations, comme « European Biostimulants
Industry Council » (EBIC) en Europe et la « Biostimulant Coalition » aux Etats-Unis, dialoguant
avec les conseils scientifiques (Traon et al., 2014). Avant 2016 et le projet de loi applicable
courant 2018, il n’existait aucune définition légale ou réglementaire des biostimulants
végétaux dans le monde, y compris dans I'Union européenne et aux Etats-Unis (La Torre et al.,
2016; Yakhin et al., 2017). Cette loi de 2016 définit I'autorisation d’utiliser et d’appliquer a des

fins agricoles des produits biostimulants d’origines naturelles du moment ou leurs
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composants aient été listés par I'Union européenne. Cette situation empéchait alors
I'établissement d'une liste détaillée et la catégorisation des substances et des
microorganismes visés par le concept. Malgré cela, certaines grandes catégories sont
reconnues par les scientifiques (du Jardin, 2015): comme les acides humiques (du Jardin,
2012), les produits issus d’algues marines (Craigie, 2011; Craigie et al., 2007; Khan et al.,
2009), les produits issus des protéines ou autres composés contenant de I’azote (Calvo et al.,
2014; du Jardin, 2012; Halpern et al., 2015), les composés allélochimiques (Seiber et al.,
2014), les biopolymeéres , les composés inorganiques (Katiyar et al., 2015; Pilon-Smits et al.,
2009) ainsi que certains champignons et bactéries (Bonfante and Genre, 2010; Johnson and
Graham, 2013; Ruzzi and Aroca, 2015). Bien que l'industrie du biostimulant soit en constante
accélération (du Jardin, 2015), la plupart des applications en champs dépendent des
recherches scientifiques approuvant la viabilité économique et la productivité agricole gagnée

via ces produits.

5.3. Méthodes d’applications en champs des biostimulants
Les molécules ou organismes vivants classifiés dans les biostimulants sont extrémement variés
tout comme les cultures sur lesquelles ils sont amendés. Il est donc naturel que les méthodes
d’applications soient également tres diversifiées comme :

(1) La pulvérisation sur feuille : comme Ertani et al. (2014) appliquant les biostimulants
sous forme d’hydrolysat de luzerne et d’extrait de raisin rouge par pulvérisation sur les
feuilles (avant la floraison) a partir du produit dilué a des concentrations allant de 25
a 100 ml.I* & hauteur de 4,5 ml par feuille avant la floraison, augmentant ainsi
I'assimilation de I'azote et la croissance des poivrons jaunes (Capsicum chinensis). Ou
alors Zodape et al. (2011) qui appliquent une solution a 5% de seve d’algues
(Kappaphycus alvarezii) sur les feuilles de tomates a deux reprises (7 jours avant et
aprés la floraison) induisant jusqu’a 60% d’augmentation de la taille des fruits de
tomates. Ou encore I'étude de Tian et al. (2015) qui applique un biostimulant issu de
la fermentation microbienne de grains de céréales sur feuille de tournesols mais en
baignant les feuilles pendant 10 secondes dans 250 ml de la solution de biofertilisant,
augmentant ainsi la nutrition de zinc de la plante (cette méthode est toutefois

inapplicable sur le terrain).
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(2)

(3)

(4)

(5)

L’application au sol: Michalak et al. (2016) décrivent I'effet d’une application en
champs d’une solution a base d’algues comme la spiruline ou d’algues de la mer
baltique sur sol sur une culture de blé. D’apres de précédentes études de Chojnacka
et al. (2014), 100 g d’extrait d’algues ont été mis en solution dans un litre d’eau et
appliqués en différentes concentrations par pulvérisation sur la culture pendant sa
phase végétative. Les concentrations étaient de 1,0, 1,5 et 1,8 L.ha’. A partir de 1,5
L.ha I'étude observe une augmentation de la longueur de tige, du nombre d’épis et
de grains.

L’application foliaire et au sol : certaines études comme Lucini et al. (2015) mélangent
les deux méthodes sur une culture de laitue. En effet, dans cette étude ils utilisent des
biostimulants a base d’hydrolysats de protéines végétales, pulvérisés en solution de
2,5 ml.L " sur les feuilles et appliqués en sol a la méme concentration. L'application du
biostimulant sur les racines et les feuilles augmente le rendement frais, la biomasse
seche et le poids sec de la laitue. De la méme maniére, Fathy et al. (2010) applique sur
des cultures d’abricots des biostimulants sur feuilles et en sol. Les traitements foliaires
étaient de 0,9 a 15 ml par cm? et au sol dans les mémes concentrations dans 3 L de
solutions appliquées a la base des arbres en Actosol (un biostimulant commercial a
base d’acide humique a 2,9%). L’application a eu lieu toutes les semaines entre la
floraison et la montée en fruit et a induit une augmentation de la longueur des
arbustes, du nombre et de la surface de feuilles ainsi que de la qualité et du nombre
de fruits.

L'incorporation dans la solution nutritive : Paradikovic et al. (2011) et Vernieri et al.
(2002) ont travaillé respectivement le poivron jaune (Capsicum annuum L.) et la laitue
de type roquette (Eruca sativa Mill.) avec I'application de biostimulant commercial
riche en acide aminé issu de plantes. Son application a été apportée avec la solution
nutritive lors de I'arrosage en sol avec différentes concentrations de 0,003 % a 0,30 %
de la solution nutritive conventionnelle avec des engrais azotés standards pour ce type
de culture. L'application s’est faite au stade de croissance le plus important de ces
plantes d’apres les recommandations du commercial. Les rendements ont pu étre
augmentés de pres de 50 % a certaines concentrations.

Application sur les plantules : Vernieri et al. (2002) propose lui une application d’un

biostimulant commercial Radifarm issu d’extrait de plantes riches en polysaccharides,
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acides aminés et bétaine en pulvérisant le produit a différentes concentrations (125,
250 et 500 ml.hI?) sur les plantules encore en plaque avant leurs mises en terre. Ainsi
les concentrations efficaces dépendent de la plante, 125 ml.hl! est efficace pour des
rendements améliorés de laitue alors qu’il faut 250 ml.hI"* pour observer un effet
significatif sur la tomate.

(6) Linoculation : Gholami et al. (2009) ont inoculé des souches de PGPR sur des
semences de mais (Zea mays). Six souches bactériennes ont été utilisées telles que : la
souche R-168 de Pseudomonas putida, la souche R-93 de Pseudomonas fluorescens, la
souche DSM 50090 de P. fluorescens, P. putida DSM291, Agrobacterium lipoferum
DSM 1691 et Azospirillum brasilense DSM 1690. Les semences de mais (SC 647) ont été
stérilisées en surface avec 0,02 % de sodium pendant 2 minutes et rincées
abondamment dans de I'eau stérile, puis inoculées par une suspension bactérienne de
108 cfu.ml?. Les auteurs ont ainsi montré que les souches de PGPR inoculées avaient
des effets sur la germination et la vigueur du mais en champs. De méme, |'étude de
Hijri (2016) montre qu’une inoculation d’une solution de mycorhize (Glomus
irregulare) a une concentration de 10 500 spores par ml sur des graines de pommes

de terres entrainait une augmentation de 10 % des rendements en champs.

Il faut par ailleurs noter que d’aprés DunhamTrimmer LLC (Biological Control Industry),
principale société d’étude sur I'agriculture biologique, le marché mondial des biostimulants
représentait environ 100 millions de dollars en 1993 et plus de 3 milliards en 2016 et devrait
atteindre 5 milliards en 2020 d’aprés les prévisions. Bien qu’il soit extrémement difficile
d’estimer une quantité appliquée sur les cultures en vue des différents types de biostimulants,
des moyens d’applications et des méthodes d’utilisation, le marché des biostimulants
représente environ 5 a 6 % de I'utilisation en agriculture. Cependant, malgré cette prise de
conscience écologique et cette volonté de changer les intrants dans le sol, pour I'instant
seulement 34 % des biostimulants sont utilisés sans apport conventionnel complémentaire
(source unigrains d'apres Union des industries de la fertilisation (UNIFA, 2014)). Mais ce

marché est dans une dynamique d’augmentation de 12 % sur les 5 derniéeres années.
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6. Conclusions et objectifs de la these
Ainsi, il existe un trés grand vivier de possibilités pour palier ou diminuer les apports d’engrais
que ce soit en termes de produits, en termes d’applications ou en termes de types de cultures
traitées. Les résultats présentés précédemment ont tous été basés sur des études, tests et
affinages scientifiques afin d’optimiser au mieux I’application en champs.
Les molécules d’origine végétale peuvent inhiber des étapes du cycle de I'azote et pourraient
rendre disponible de I'azote bénéfique pour la plante. C’est le cas essentiellement du BDI qui
permet de rendre disponible le nitrate pour les plantes. Cependant, toutes les études réalisées
jusqu’alors sur I'inhibition biologique de la dénitrification ont été faites en serre ou in vitro, ne
sont que théoriques pour un intérét agricole, et n’ont pas clairement montré un retour positif
sur les traits morphologiques des plantes.
C’est pourquoi, lors de ce doctorat, nous avions pour objectif de démontrer que le nitrate
rendu disponible suite au phénomeéne du BDI qu’une plante exerce via la production de
procyanidines ou suite a I'ajout dans le sol de procyanidines est profitable a la plante pour sa
croissance. Cet objectif se décline en deux parties :
- Partie 1 qui consistait a mettre en évidence via I'utilisation de mutants d’Arabidopsis thaliana
affectés dans la production des procyanidines ou surproduisant les procyanidines, un retour
vers la plante de I'azote détourné suite au BDI. Cette partie a été réalisée en serre (Chapitre
1).
- Partie 2 qui consistait a tester |'effet de I'application de procyanidines exogenes en champs
sur la croissance de cultures d’intérét économique. Cette partie a été réalisée en champs au
niveau de la station expérimentale la Serail (Brindas Rhone France). Trois essais ont été
menés : (1) culture de laitue afin de démontrer si I'ajout des procyanidines en champs induit
une inhibition de la dénitrification et si cette derniere est profitable pour la croissance des
laitues via la disponibilité du nitrate (Chapitre 2). (2) culture de laitue sur deux sols présentant
des textures différentes afin de tester le lien entre texture du sol et effet des procyanidines
(Chapitre 3). (3) Enfin le dernier essai a été effectué sur une culture de céleri qui est connue
pour étre longue et nécessitant beaucoup de nitrates, afin de tester si I'apport des
procyanidines commerciales en champs sur une telle culture permet d’augmenter le
rendement ou d’obtenir un rendement proche de celui des cultures avec apport d’engrais

(Chapitre 4).
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CHAPITRE 1.
Démonstration d’un retour vers la plante de I’azote

détourné suite au BDI avec le modele A. thaliana
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Démonstration d’un retour vers la plante de I'azote détourné suite au BDI avec le modele

A. thaliana

Il a été démontré par Achouak et al. (2019) qu’au niveau du sol adhérant aux racines d’A.
thaliana, il y avait une activité de dénitrification significativement moindre qu’au niveau du
sol non planté et des sol adhérant aux racines de Brassica napus (Colza, Brassicacea de la
méme famille que A. thaliana), de Triticum aestivum et de Medicaco truncatula (Figure 15)

(Achouak et al., 2019).
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Figure 15 : Activité de dénitrification (ug of N-KNO3 g_l of dried soil) au niveau du sol adhérant aux racines de

Triticum aestivum, Brassica napus, Medicago truncatula, Arabidopsis thaliana et du sol non planté. Les lettres
indiquent les différences de moyennes (test de ANOVA, a <0,05). Les barres verticales indiquent les erreurs

standards. D’aprés Achouak et al., (2019).

De plus, certaines publications font état d’'une production de procyanidines chez A. thaliana
(Debeaujon et al., 2000; Dixon et al., 2005; Routaboul et al., 2006) et potentiellement dans la
racine (Abrahams et al., 2002). L’activité de dénitrification, plus faible dans le sol adhérant aux

racines d’A. thaliana pourrait donc résulter d’'un phénomene de BDI.

De plus, cette plante étant un modele tres utilisé en biologie végétale, elle possede un éventail

tres important de mutants a disposition. Ainsi 'utilisation d’un mutant non-exprimant de
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procyanidines, en comparaison avec le type sauvage potentiellement producteur de
procyanidines au niveau racinaire, permettrait d’avoir deux plantes ayant la capacité ou non
d’opérer la stratégie du BDI. L'utilisation d’A. thaliana et de mutants non-producteurs de
procyanidines permettra de déterminer si oui ou non il y a un retour a la plante de I'azote non
consommé par les communautés dénitrifiantes suite a I'action des procyanidines ; et cela
pourrait s’observer sur les traits morphologiques, la teneur en azote des plants et/ou la vitesse

de développement.

1. Identification de la voie métabolique des procyanidines chez A. thaliana et sélection
des mutants

La premiere étape du travail fut alors d’identifier la voie métabolique des proanthocyanidines
(famille des procyanidines) chez A. thaliana et les facteurs de transcriptions permettant sa
formation. La voie métabolique des proanthocyanidines se trouvent en aval de la voie des
anthocyanes (Abrahams et al., 2002). La famille des anthocyanes sont des métabolites
secondaires composés d’un tres grand nombre de molécules, responsables entre autres de la
coloration des fruits rouges (Tanaka et al., 2008), mais aussi d’un réle dans la pollinisation et
la dispersion des graines (Miller et al., 2011) ou alors dans la protection des plantes vis-a-vis

d’un stress environnemental (Gould, 2004; Lev-Yadun and Gould, 2008).

Plusieurs facteurs de transcriptions rentrent en jeu afin de métaboliser a partir d’anthocyanes,
des flavan-3-ols (dont font parties les catéchines et épicatéchines: monomeres des
procyanidines), et de polymériser ces derniers en procyanidines de différents types (diméres,

trimeres, etc.) (Figure 16).
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Figure 16 : Voie métabolique des proanthocyanidines chez A. thaliana (Abrahams, 2002). Différents
facteurs de transcription rentrent en compte dans la transformation des dihydroflavonols en
Leucoanthocyanidines puis en anthocyanidines, puis en Flavan-3-ols pour enfin se polymériser en

molécules de la famille des proanthocyanidines au sein des vacuoles des cellules végétales.

D’apres la littérature, il existe plusieurs mutants affectés sur différents facteurs de
transcription et au niveau de plusieurs niveaux de cette voie métabolique. Ces facteurs de
transcription étant impliqués dans plusieurs réles, il est préférable de s’intéresser aux mutants
des facteurs de transcription agissant au plus tard dans la formation de proanthocyanidines,
afin d’éviter de perturber d’autres réles importants dans la plante. Ainsi, les mutants qui
paraissent les moins impactant étaient ceux affectés au niveau des facteurs de transcriptions
TT12 (Debeaujon et al., 2003), TT19 (Kitamura et al., 2004), TT2 (Baudry et al., 2004) et TT8
(Nesi et al., 2000). Les études citées relatent uniquement des recherches en lien avec la
présence ou non en procyanidines au niveau des graines, mais aucunement dans un contexte
racinaire.

Plusieurs mutants par facteurs existent en fonction de la position de la mutation au niveau du
géne (Abrahams, 2002). Le choix des mutants et la commande des graines (fournisseur NASC)
ont été réalisés avec I'aide de I'équipe Morphogénése florale du laboratoire Reproduction et
Développement des Plantes (ENS Lyon). 6 mutants affectés au niveau des facteurs de
transcriptions TT2, TT12, TT8 et TT19 ont été sélectionnés. Ceux-ci, une fois a notre
disposition, ont été mis en culture pour I'obtention de backcross (croisement permettant de
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contre-sélectionner les mutations récessives non voulues) et pour vérifier que les mutations
d’intéréts ne soient pas parasitées par d’autres. Ainsi, des graines de 6 mutants ayant subi une
sélection apreés backcross ont été produites a la serre, et les graines sont dorénavant
disponibles (les 6 mutants sont mutés sur TT2, TT12, TT8 ou TT19).

Il est, de plus, intéressant de noter que d’apres la littérature, il existe une rétro régulation de
la voie des anthocyanes (Rubin et al., 2009). En effet, le facteur de transcription LBD régule
I’expression de PAP1 en fonction de la concentration du nitrate présent dans le sol (voir sur la
Figure 15). Plus le sol est concentré en nitrate, plus le facteur LBD réprime I'expression de
PAP1 et in-fine la métabolisation de procyanidines. Ainsi, d’aprés Rubin et al. (2009) la voie
des anthocyanes (et par prolongement celle des procyanidines) est optimale lorsque le milieu

est pauvre en nitrate et que le facteur LBD n’est pas exprimé.

2. Mise en évidence d’une production racinaire de procyanidines chez A. thaliana
La premiére expérimentation consistait a mettre en évidence une production racinaire de
procyanidines chez A. thaliana et par conséquent |’existence d’un BDI lié a ces molécules.
Dans un premier temps, nous avons mis en culture des A. thaliana de type sauvage Columbia-
0 (Col-0) sur un sol de prairie en phytotron afin d’obtenir des racines pour effectuer une
extraction et une analyse en chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC),
dans le but de déterminer la présence ou non de procyanidines.
D’apres la littérature, A. thaliana sur un terreau optimal atteint son stade de floraison au bout
de 6 semaines, or nous avons constaté qu’A. thaliana mettait plus de temps a atteindre ce
stade sur ce sol (16 a 18 semaines de croissance). L’utilisation d’un sol de prairie est préférable
dans notre cas, car celui-ci est plus proche des conditions de terrain que nous pouvons
rencontrer et les communautés microbiennes dénitrifiantes y sont mieux représentées. Ce sol
était pauvre en nitrate (5 ug N-NOs.g™? sol sec) pour respecter I’hypothése de Rubin et al.
(2009) disant que la voie des anthocyanes était plus efficace dans un milieu pauvre en nitrate.
Les plantules d’A. thaliana ont été cultivées dans des phytotrons a des conditions de 70 %
d’humidité, de 22°C et avec une luminosité de 8 h par jour, afin de favoriser la phase
végétative et avoir un maximum de matériel biologique pour I'extraction des métabolites
secondaires.
L'un des problemes rencontrés fut la faible quantité de masse racinaire présente chez cette

plante. Il a donc fallu faire pousser un nombre relativement important de plants afin de pooler
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les différentes parties racinaires, pour avoir une concentration suffisante pour une détection
en HPLC (Graham, 1998; Adamson et al., 1999).

Bien que le pool d’une quinzaine de systemes racinaires semblait acceptable pour avoir
un poids extrait suffisant pour une détection, les résultats ne nous ont pas permis de
déterminer une production ou non de procyanidines chez A. thaliana en HPLC. Dans le cas ou
A. thaliana ferait du BDI et devrait produire des procyanidines, il est possible que le stade de
développement des plantes utilisé en HPLC ne correspond pas au stade de production de
procyanidines ou que la durée de jour utilisée favorisant la phase végétative ne soit pas
optimale a la production (Simpson and Dean, 2002). Il est aussi possible que la qualité du sol
(bien que considéré comme pauvre en nitrate) ne soit pas optimale pour la production de
procyanidines (Baudry et al., 2004).

C’est pourquoi une expérimentation plus importante a été opérée sur trois sols différents : un
sol riche en nitrate (80 pg N-NOs.g ™ sol sec), un sol pauvre en nitrate (5 pg N-NOs.g* sol sec)
et du terreau. Un nombre important d’A. thaliana a été mis en culture et chaque semaine, un
nombre suffisant a été prélevé pour avoir une quantité suffisante pour I'extraction et I'analyse
en HPLC. Encore une fois, sur les racines prélevées de la premiére semaine a la huitieme
semaine, il n'y a eu aucune mise en évidence de production de procyanidines au niveau des
racines d’A. thaliana.

En paralléle a ces expérimentations, des tests colorimétriques ont été effectués sur les racines
de la méme expérimentation, prélevées de fagcon hebdomadaire. Ces tests ont été faits avec
un colorant appelé Dmac (N,N Diméthylacétamide) (Prior et al., 2010), colorant les
proanthocyanidines dans une couleur violette, mais aussi les monomeres de type catéchine.
Bien que non spécifique aux procyanidines mais davantage a I'ensemble de la famille des
proanthocyanidines, son utilisation peut étre un premier indicateur afin de déterminer le
stade de production des procyanidines au niveau racinaire.

Nous avons alors affiné le protocole proposé par Prior et al., 2010, qui utilise une solution trop
acide pour utilisation in-vivo. Nous avons donc mis au point une solution moins acide qui a été
testée pour une application directement sur racines apres extraction du sol. C'est de cette
maniére, qu’a partir de la premiére semaine de culture, des racines juvéniles ont été récoltées
et colorées au Dmac. Celles-ci furent colorées en violet (Figure 17) de la deuxieme a la fin de

la troisieme semaine de culture d’A. thaliana.
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Figure 17 : Photographie de racines juvéniles d’A. thaliana (2 semaines de croissance) colorées a gauche a

I’éthanol et a droite au Dmac.

Cette coloration peut étre due a la non-spécificité du colorant Dmac, or on sait que celui-ci
peut majoritairement colorer les monomeéres de procyanidines : catéchines, mais nous
n’avons pas observé dans les chromatographes la présence de cette molécule. Bien que la
méthode de HPLC mise au point permette de détecter dans un matériel végétal des
procyanidines, la coloration n’est pas obligatoirement contradictoire avec les résultats
d’HPLC. Les procyanidines peuvent éventuellement étre rapidement exsudées par les racines,
d’ou la coloration sur celles-ci, mais aussi rapidement diffusées dans le sol et ne pas étre
détectées en HPLC.

C’est pourquoi en parallele, nous avons essayé de déterminer la présence dans les sols
de procyanidines. Pour se faire, nous avons récupéré |'eau interstitielle sur des sols plantés
avec A. thaliana et des sols non plantés auxquels nous avions rajouté des procyanidines
comme contréle. Ceux-ci ont été récoltés chaque semaine de la croissance des plants pendant
8 semaines jusqu’a la montée en floraison, les A. thaliana poussaient alors en jours longs de
16 h de luminosité, 22°C et 70 % d’humidité.

Pour se faire, deux techniques ont été utilisées sur des lots de pots différents : (1) des rhizons
(Seeberg-Elverfeldt et al., 2005) qui sont des petites tiges en silice avec des petits pores que
I'on insére dans le sol afin de filtrer la solution du sol et de récupérer les molécules dans celle-
ci (Figure 18). (2) la récupération de I'eau lessivée a travers les pots. Ensuite par extraction
puis séparation des différentes fractions de la solution récupérée, nous avons obtenu une

solution du sol contenant la majorité des molécules présentes.
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Figure 18 : Photographie a gauche d’un rhizon, avec en 1/ la tige en silice permettant la filtration de solution du
sol, et en 2/ la partie permettant d’accueillir la seringue, qui une fois ouverte sera le moyen de pression pour

extraire I’eau du sol. Et a droite la photographie en champs d’un rhizon appliqué dans le sol.

Ces solutions ont été analysées en HPLC, toutefois, les procyanidines n’ont pas été détectées.
Il est important de noter qu’en raison de la présence d’autres molécules de fagon majoritaire,
telles que des sucres ou des protéines, les résultats en chromatographie en sont parasités, ce
qui a empéchait d’analyser de fagon claire les chromatographes. Toutefois, cela ne signifie pas
gu’il y ait absence, mais que I'ensemble des composants du sol cache d’éventuelles traces de
procyanidines ou que les procyanidines ont été adsorbées sur des particules de sols comme

les argiles, les rendant non extractibles (Halvorson et al., 2011).

3. Mise en évidence d’une réponse a un apport en procyanidines chez A. thaliana
En absence de démonstration d’une production de procyanidines chez A. thaliana, nous avons
voulu savoir si I'addition de procyanidines en sol permettrait a A. thaliana de mieux pousser
(traits morphologiques améliorés) suite au BDI.
Ainsi des A. thaliana de type sauvage (Col-0) ont été mises en conditions controlées, c’est-a-
dire dans des phytotrons avec 16 h de jour/ 8 h de nuit, 70 % d’humidité, maintenus a 22°C
dans des pots dont le sol a été toujours maintenu a la méme humidité. Et ce, dans des sols ou

des procyanidines de type commercial, extrait de raisins de la société Laffort contenant
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principalement des proanthocyanidines, ont été mises a différentes concentrations exprimées
en mg de procyanidines par g de sol sec (0; 0,05 mg. g*; 0,1 mg.g*; 0,5 mg.gt et 1 mg.gtet
le sol non planté et non amendé).

Ces concentrations se basent sur celles utilisées par Bardon et al., (2016b) et qui ont un effet
sur les communautés microbiennes dénitrifiantes testées. L'apport a été fait une semaine
apres la germination des graines, au moment de l‘arrosage dans une solution d’eau
déminéralisée en volume permettant d’atteindre la capacité aux champs du sol.

Apres 16 semaines de croissance, les plantes ont été récoltées et le sol adhérant aux racines
a été récupéré, la masse aérienne ainsi que la surface foliaire ont été mesurées. L'activité
microbienne potentielle de dénitrification (DEA, Denitrification Enzyme activity) a été
mesurée au niveau du sol adhérant aux racines des A. thaliana en chromatographie gazeuse
(Figure 19). Brievement, cette méthode consiste a mettre les communautés microbiennes du
sol dans des conditions optimales pour induire I'activité de dénitrification, c’est-a-dire en

anaérobie, en condition non limitante en carbone frais et en nitrate.

Les résultats obtenus montrent que l'activité de dénitrification des communautés
microbiennes colonisant le sol adhérant aux racines des plantes non amendées est au méme
niveau que celle obtenue a partir du sol nu (Figure 19). Cependant, suite a I'ajout des
procyanidines aux concentrations de 0,05 et 0,1 mg.g 1 de sol sec, il y avait moins d’activités

de dénitrification que dans le sol adhérant aux racines d’A. thaliana non amendées.

55



ug of N-KNO; g of dried soil

Sol nu 0 0.05 0.1 0.5 1

Concentration de procyanidines (mg g de sol sec)

Figure 19 : Activité de dénitrification (DEA) (en pg de N-KNOs g de sol sec) du sol non planté et du sol adhérant
aux racines d’A. thaliana (Col-0) en fonction des concentrations en procyanidines appliquées au sol (0; 0,05 ;

0,1;0,5 et 1 mgg?desolsec). Les barres verticales indiquent les erreurs standards.

En faisant le rapport de I'activité de dénitrification des sols adhérant aux racines d’ A. thaliana
non amendées avec celles amendées, nous obtenons un pourcentage d’inhibition qui
représente alors le BDI. Dans ce cas, il y a un BDI supérieur de 7 % et de 18,8 % pour les
concentrations respectives de 0,05 et 0,1 mg de procyanidines.g* de sol sec (Figure 20). Bien
que ces résultats présentes des tendances encourageantes, ils n‘ont montré aucune

différence statistique avec le test de Kruskal-Wallis.
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Figure 20 : BDI en % calculé par rapport a I'activité de dénitrification au niveau du sol adhérant aux racines
d’A. thaliana sans amendement en procyanidines (COL 0). BDI obtenu pour les concentrations en procyanidines
appliquées au sol planté avec A. thaliana (0,05 ; 0,1; 0,5 et 1 mg g de sol sec). Les barres verticales indiquent

les erreurs standards.

L'inhibition de la dénitrification de 18,8%, observée pour le sol adhérant aux racines d’A.
thaliana a une concentration de 0,05 et 0,1 mg de procyanidines par gramme de sol sec,
correle avec un poids sec plus important que pour les A. thaliana non plantées (Figure 21).
Bien que ces résultats ne soient pas significatifs statistiquement, ils permettent de dégager
deux informations : (1) qu’en serre I'ajout de procyanidines permet de modifier certains traits
d’A. thaliana comme |'avait démontré Bardon et al. (2017) avec Fallopia sp. et (2) certaines

concentrations semblent efficaces et montrent un effet sur A. thaliana.
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Figure 21 : Poids secs des plantes d’A. thaliana en fonction des concentrations en procyanidines appliquées au

sol (0;0,05;0,1;0,5et1mgg-1de sol sec). Les barres verticales indiquent les erreurs standards.

4. Perspectives
Dans cette partie de la these, nous nous sommes heurtés a la difficulté de mettre en évidence
la production de procyanidines au niveau des racines chez A. thaliana. La réponse positive de
la coloration au Dmac peut potentiellement signifier qu’a minima a un certain stade de
croissance, il y aurait présence de procyanidines sur la surface des racines d’A. thaliana, qui
aurait pu étre trop faible pour une détection en HPLC. Cependant, bien que la voie
métabolique soit présente chez cette espéce et qu’il y ait une diminution de I'activité de
dénitrification au niveau de son sol adhérant aux racines, on ne peut pas exclure que cela soit
dd a d’autres molécules, comme observé par Subbarao et al. (2007) pour le phénoméne de
BNI qui est induit par plusieurs molécules. Il est vrai que pendant les analyses
chromatographiques des A. thaliana, des molécules ont été détectées au niveau des racines,
telles que le kaempferol qui est un flavonoide proche des procyanidines (Calderon-Montano
et al., 2011) et pourrait parmi d’autres étre responsable lui aussi d’'un BDI. Cette molécule,
faute d’une source suffisante trouvée, n’a pas été testée pendant ce travail, mais il serait
intéressant de tester son influence sur I'activité de dénitrification par un simple ajout dans le
sol. Il est possible aussi que ce phénomeéne de baisse de I'activité de dénitrification ne soit pas

un BDI et que A. thaliana modifie des facteurs abiotiques qui eux-mémes jouent un role sur la
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dénitrification, comme le pH ou le taux de matiére organique, ou tout simplement I'aération
du sol paramétre important dans la dénitrification (Zumft, 1997).

En absence de démonstration claire d’une production par le type sauvage de procyanidines,
nous avons souhaité la construction d’'un mutant d’A. thaliana qui surproduit les
procyanidines au niveau racinaire et ceci avec I'aide de I'équipe Morphogénese florale du
laboratoire Reproduction et Développement des Plantes (ENS Lyon). L'activité de
dénitrification aurait été évaluée chez ce mutant et comparée avec le type sauvage et les
mutants non producteurs décrits précédemment. Faute de temps, la construction du mutant
sur-producteur de procyanidines n’a pas été réalisée mais pourrait I’étre dans un futur proche
afin de répondre aux hypotheses initiales.

Enfin, I'ajout de procyanidines exogenes nous ont permis de mettre en évidence que A.
thaliana pouvait répondre favorablement a un BDI. Les concentrations basées sur les travaux
précédents de Bardon et al. (2016) se sont avérés efficaces en sol et nous ont servi de base

pour les concentrations utilisées en champs (Chapitre 2).
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CHAPITRE 2.
Inhibition biologique de la dénitrification (BDI) au
champ : une stratégie pour améliorer la nutrition et la

croissance des laitues.
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Figure 22 : Photographie des parcelles de la premiére expérimentation a la station expérimentale la Serail a

Brindas sur des cultures de laitues. Expérimentation ou différentes concentrations de procyanidines ont été

appliquées sur une culture de laitue.

Lors du premier essai, nous avons, avec I'aide des connaissances de la station expérimentale
la Serail a Brindas (69126 Rhone, France), choisi de tester I’effet des procyanidines et donc
du BDI en champ sur une culture de laitue. La laitue (Lactuca sativa L.) est une plante trés
cultivée dans la région Rhone-Alpes (Bernadet, 2017). Elle présente un cycle de culture
relativement court, de I'ordre de 6 semaines (De Vries, 1997). A partir des concentrations de
procyanidines utilisées par Bardon et al., (2016b), démontrant une efficacité sur les
communautés dénitrifiantes et celles utilisées lors du premier chapitre sur A. thaliana, il a été
choisi plusieurs concentrations a apporter en champ: 8, 43, 87 et 210 kg.ha. Ces
procyanidines sous forme commerciale (du fournisseur LAFFORT) ont été appliquées en
champ entre les rangs de laitues, par pulvérisation. L’ajout des procyanidines a été effectué,
en accord avec les connaissances de la Serail, une semaine avant la date ou la culture de laitue
a le plus besoin de nitrate, ce qui correspond au moment ou I’on ajoute conventionnellement
de l'engrais. Ainsi, I’hypothése était de rendre disponible le nitrate via I'effet des
procyanidines et donc du BDI au moment ou la culture a un besoin en nitrate pour sa
croissance. La connaissance du moment le plus propice en besoin en nitrate pour la plante
permet de réduire les problémes liés a la présence du nitrate dans les sols tels que le lessivage

ou les émissions de N,O.
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Durant I'expérimentation, nous avons mesuré le taux de nitrate au niveau du sol de toutes les
parcelles (chromatographie ionique) et cela chaque semaine. Ceci nous a permis de suivre
I’évolution du nitrate dans le sol et de décider du moment de I'ajout des procyanidines. Aprés
6 semaines de cultures, nous avons récolté les laitues sur lesquelles nous avons mesuré les
masses et les teneurs en azote des parties aériennes et racinaires, ainsi que la ténacité des
feuilles. Ensuite, au niveau du sol adhérant aux racines nous avons mesuré [‘activité
potentielle de dénitrification (chromatographie gazeuse) ainsi que les abondances des
bactéries dénitrifiantes et de la communauté bactérienne totale (QPCR sur I’ARNr 16S, nirK et
nirS).

L'expérimentation nous a permis de démontrer que I'ajout de procyanidines en champ induit
un BDI proportionnel a la dose, qui montre des effets efficaces a la dose la plus forte utilisée
de 210 kg.ha. En effet, I'ajout des procyanidines a 210 kg.ha! a induit une augmentation du
nitrate disponible dans le sol servant a I'augmentation de la productivité de la culture de laitue
allant jusqu’a 16 % tout en conservant la qualité des feuilles que ce soit en termes
biomécanique des feuilles ou de concentrations en azote dans les tissus.

Ce premier chapitre présente sous forme d’un article publié en 2019 dans le journal Soil
Biology and Biochemistry, I'ensemble des résultats obtenus lors de cet essai, démontrant des
lors qu’une application en champs de procyanidines induit un BDI et une augmentation de la

productivité végétale (modeéle laitue).
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Field condition

Non-amended Amended soil with
soil procyanidins
BDI

significant gain in plant
productivity (16%)

Highlights

e Exogenously applied procyanidins in the field on lettuce crops does not modify
lettuce physiology

e Procyanidins applied to soil with lettuce enhance BDI.
e Procyanidins induce counter-selection of denitrifiers
e Nitrate was more absorbed by lettuce treated with procyanidins

e Applied procyanidins lead to an increase in plant growth yields
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Nitrogen is one of the factors limiting in plant growth, is naturally present in soils, and is mainly assimilated as
nitrate and ammonium by plants. However, soil nitrate is also used by denitrifying bacteria, which reduce it to
N,O (a greenhouse gas) and N,. Therefore, plants are in direct competition with these bacteria for the assim-

Keywords:
Biological denitrification inhibition
Field experiment

Nitrfmf ilation of nitrate. Recently, our research team has highlighted a strategy developed by some plants consisting of
Deritrifiers the production of secondary metabolites (procyanidins) that inhibit the denitrification activity of microbial
Lettuce i . g 3 O S - .

Rhizosphere communities in soils, referred to as BDI for biological denitrification inhibition (BDI). This strategy could make
Plant traits nitrate more available in the soil, which may then be used by plants for their growth. However, the extent to
Productivity which procyanidins can affect plant growth and nutrition via BDI under field conditions has not yet been in-

vestigated. In this study, we tested the effect of procyanidins exogenously applied in the field on the nutrition
and growth of cos or romaine lettuce crops (Lactuca sativa) nutrition and growth. Procyanidins were added to
growing lettuce at 8, 42, 83 and 210 kg ha ™. Soil denitrification enzyme activity (DEA), nitrate concentration,
above- and below-ground lettuce traits and the abundance of total bacteria and denitrifiers were measured in
lettuces treated or untreated with procyanidins. Our results showed that the addition of procyanidins in the field
at 210kgha™ ! resulted in: (1) the inhibition of microbial denitrification activity and counter-selection of de-
nitrifiers in the root-adhering soil of lettuce and (2) an increase in available nitrate and a significant gain in plant
productivity. This study allowed us to propose for the short term the development of a more environmentally
friendly method of sustainable agriculture by limiting fertilizer inputs, nitrogen losses from the soil, and
greenhouse gas emissions while increasing plant growth and productivity.

1. Introduction

Nitrogen is one of the factors limiting plant growth (LeBauer and
Treseder, 2008). It is the most important nutrient used to enhance
agricultural yields. Thus, the development of plants depends on the
processes linked to the nitrogen (N) cycle, which orchestrates the
transformation of nitrogen into all its forms including ammonium
(NH4*) and nitrate (NO3~), the most plant-assimilable forms of ni-
trogen. The competition between plant roots and microorganisms for
these two N forms is intense (Kuzyakov and Xu, 2013). Microorganisms
often out-compete plant roots, but some plant species are able to bypass
this competition by taking control of the N in their rhizosphere through
the production of secondary metabolites that inhibit N cycle processes

* Corresponding author.
E-mail address: zahar.haichar@univ-lyon1.fr (F.e.Z. Haichar).

https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2019.06.009

(Knops et al., 2002; Chapman et al., 2006; Subbarao et al., 2013;
Bardon et al., 2016). For example, Brachiaria humidicola, by exuding
some secondary metabolites (brachialactone), inhibits the nitrification
process (Subbarao et al., 2009).

Nitrification is responsible for the conversion of ammonium to ni-
trate, which is rapidly converted into N,O (a greenhouse gas) by de-
nitrification and/or leached in soils (Di and Cameron, 2002). Deni-
trification, mostly carried out by bacteria, is the main form of nitrogen
loss in most soils (Van der Salm et al., 2007; Radersma and Smit, 2011).
Denitrification leads first to nitrate reduction, which is associated with
two homologous enzymes, namely, transmembrane nitrate reductase
(Nar) and periplasmic nitrate reductase (Nap), which are encoded by
the narG and napA genes, respectively (the latter is not present in all
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denitrifiers). Depending on the microorganisms, nitrite reduction to
nitric oxide (NO) involves two nitrite reductases, one coupled with
copper (encoded by nirK) and the other coupled with cytochrome cd1
(encoded by nirS). The transformation of NO into N,O (dinitrogen
monoxide) involves NO reductase, which is a transmembrane enzyme
encoded by the norB gene (Wallenstein et al., 2006). Finally, N,O re-
ductase, which transforms N,O into dinitrogen (N,), is a periplasmic
enzyme encoded by the nosZ gene (Khalil, 2003). However, this last
step leading to the emission of N, which can be fixed by some plants, is
not present in all denitrifiers (Galloway et al., 2004). In European agro-
ecosystems, losses due to N,O emissions account for 59% of the N loss
of the system (Oenema et al., 2009).

Recently, Bardon et al. (2014) demonstrated that the invasive spe-
cies Fallopia spp. can inhibit denitrification activity in soils through the
release of procyanidins, a phenomenon termed biological denitrifica-
tion inhibition (BDI). Procyanidins specifically inhibit membrane-
bound NOj3 reductase, inducing enzymatic conformational changes
through membrane disturbance (Bardon et al., 2016). This strategy
leads to a reduction in NyO emissions from soil of up to 95% (Bardon
et al., 2014). In addition, it has been shown that the addition of pro-
cyanidins to the soil under experimental conditions in mesocosms leads
to a 6-fold increase in the amount of nitrate compared to untreated soil,
which reduces denitrification activity without affecting either the re-
spiration or mineralization activities of soil microbial communities
(Bardon et al., 2016). This strategy could make nitrate more available
in the soil, which may then be used by plants for their growth.

So far, the extent to which procyanidins can affect plant growth and
nutrition via BDI under field conditions has not been investigated. Our
hypothesis is that the addition of procyanidins to cultivated soils under
field conditions induces BDI, with an increase in available nitrate and
therefore a gain in productivity. To test our hypothesis, field experi-
ments were carried out on cos or romaine lettuce crops (Lactuca sativa)
at the SERAIL experimental station (Brindas, 69126 Rhone, France).
Different concentrations of procyanidins were tested in the lettuce
fields: 0, 8, 42, 83 and 210 kg ha™". Soil denitrification enzyme activity
(DEA), nitrate concentration, above- and below-ground lettuce traits
(shoot and root fresh masses, specific leaf area, biomechanical traits of
leaves, anthocyanin and flavonoid contents of leaves and N content of
tissues) and the abundance of all bacteria and denitrifiers were mea-
sured in lettuces treated or untreated with procyanidins.

2. Materials and methods
2.1. Plant growth and experimental design

A 202 m? field (composed of 24 plots of 1.4m X 6m (8.4 m?)) lo-
cated at the SERAIL experimental station (Brindas, 69126 Rhone,
France) (45°43’'46.4”N 4°43’37.1”E) was used for growing romaine
lettuces (Lactuca sativa var Lotus RZ), following a Fisher system of 4
plots per treatment (Preece, 1990). Lettuce seedlings were planted in
three rows spaced 0.45m apart and each lettuce spaced 0.45 m apart,
for a total of 39 lettuces per plot (156 lettuces per treatment). Six
treatments were considered: unplanted soil, soil with lettuce without
procyanidin addition, and 4 lettuce crops treated with procyanidins at
8, 42, 83 and 210kg ha~!. These concentrations are based on those
used in our previous studies in vitro (Bardon et al., 2014, 2016). Firstly,
we considered the dry weight of soil in the field at 10 cm of depth
corresponding to lettuce seedling roots implantation. Secondly, we
measured a surface relative to this weight, and then, we estimated the
weight of 10 cm of soil per hectare. Finally, we calculated how much kg
ha~! of procyanidins must be added to the plots to obtain the
equivalent of 0.01, 0.05, 0.1 and 0.25 mg of procyanidins per gram of
soil.

The entire experiment was watered the first week after planting
with 3 mm of water every day. For the next 10 days, 8 mm of watering
was done per day. From then until the end of the experiment, 12 mm of

Soil Biology and Biochemistry 136 (2019) 107513

watering was done every two days. Procyanidins were added 2 weeks
after planting (stage 7-9 leaves) on a soil whose nitrate had been
brought up to the ZENIT grid standard, i.e. 45 kg-NO5 ha~! (Despujols,
1997). The commercial procyanidins (Laffort TANIN VR GRAPE °
Bordeaux, France) were applied in aqueous solution (standard water)
by 2 nozzle spray booms, such as to give 500 L/ha or 0.42 L per plot,
between the rows of lettuce, and the soil was then hoed. The site was
watered (with 8 mm) just after the addition of procyanidins.

2.2. Measurement of lettuce traits

2.2.1. Measurement of lettuce mass, specific leaf area (SLA) and flavonoid
levels in leaves

After 6 weeks of growing, the lettuces were harvested and 12 shoots
only per plot were used to determine the fresh weight of the aerial
parts. In addition, 4 whole lettuces per plot were used to determine
their mass and to recover the root system and the three leaves of the
fourth crown for further analysis.

Each fresh lettuce was weighed on a balance ( = 0.5g). The root
system was washed with distilled water and weighed with a precision
balance ( = 0.001 g), dried at 68 °C for 24 h and weighed again on the
same balance in order to determine dry mass.

The three leaves from the 4th leaf crown were scanned using
Winfolia software (Regent Instruments Inc., Canada), weighed on a
precision balance ( = 0.001 g), and then used for biomechanical mea-
surements (see point 2.2). The cut-out parts for biomechanical mea-
surements were put back with the initial weighed material and finally
dried at 68 °C for 24 h and weighed again. The SLA was calculated by
dividing the surface area by the dry mass (cm® g~'). Each week,
measurements of flavonoid and anthocyanin levels were made on the
4th leaf of 4 lettuces per plot using Dualex™ (FORCE-A, Orsay, France)
technology.

2.2.2. Leaf mechanical properties

One piece of tissue was cut from each leaf (on 4 leaves per plot), for
biomechanical measurements. Leaf toughness was measured using
‘punch and die’ tests, which consist in punching a hole through the leaf
lamina. Tests were performed on a universal testing machine (Instron
5942, Canton, MA, USA) using a device consisting of a flat-ended cy-
lindrical steel rod (punch, 2.0 mm diameter) mounted onto the moving
head of the testing machine, and a stationary base with a sharp edged
hole with a 0.1 mm clearance according to Foucreau et al. (2013). The
punch moved down at a constant speed of 10 mm s~ !, without any
friction in the hole. The leaves were positioned to avoid primary and
secondary veins. The force applied to the leaf and the displacement
were both recorded simultaneously at 10Hz. Leaf thickness
( £ 0.01 mm) was measured with a digital thickness gauge avoiding
major veins. The specific work to punch (called specific toughness, J
m~3) was calculated as the area under the force-displacement curve
corrected by the area of the punch and the leaf thickness (Aranwela
et al., 1999).

2.3. Plant N content

Total N concentration was measured from 4 leaves and 4 root sys-
tems per plot (16 per treatment), using 1.5 mg of ground root or leaf
material enclosed in tin capsules, using a Flash 1112 Elemental
Analyzer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Calibration was
performed using aspartic acid (10.52% N) and birch leaf standards
(2.12% N; Elemental Microanalysis, Okehampton, UK) interspersed
with the samples and used as quality control. Leaf and/or root N con-
tent represent the percentage of N in leaf and/or root dry mass.

2.4. Denitrification enzyme activity (DEA)

Denitrification enzyme activity (DEA) was measured from pooled
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root-adhering soil (RAS) retrieved from 4 lettuces per plot and from 4
samples of bulk soil, according to Guyonnet et al. (2017). First, 5 g of
soil was placed in 150ml airtight plasma-flasks sealed with rubber
stoppers. In each flask, air was removed and replaced with a He/CoH,
mixture (90: 10, v/v) to create anoxic conditions and inhibit N,O-re-
ductase. A nutritive solution (1 ml) containing glucose (0.5mg of C-
glucose g~ ! of dried soil), glutamic acid (0.5 mg of C-glutamic acid g !
of dried soil) and potassium nitrate (50 mg of N-KNO3 g~ Lof dried soil)
was added to the soil. NyO levels during incubation at 28 °C were
measured each hour for 6h. The slope of the linear regression (R? on
average greater than 0.98) was used to estimate DEA as the N,O pro-
duced (g_lh_l). Gases (CO2 and N,O) were measured with a gas
chromatograph coupled to a micro-catharometer detector (LGC-R3000;
SRA instruments).

2.5. Nitrate concentrations in soil

NO; ™~ was extracted every week over time (6 extractions per week)
from the planted rhizospheric soils (20 cm from the base of 4 lettuces
per plot and pooled) and from the unplanted soils. Nitrate was extracted
from 5 g eq. of dried soil supplemented with 20 ml of a solution with
0.01 M of CaCl, (Houba et al., 2000). Briefly, soil suspensions were
shaken at 140rpm for 2hat 10°C. The suspension was filtered
(0.22 um) and the NO3~ concentration was quantified using an ionic
chromatograph ICS-900 (Thermo Scientific Dionex, Sunnyvale, Cali-
fornia, USA).

2.6. Effect of procyanidins on the NarG of nitrate reducing bacteria

To determine whether procyanidins act specifically on the nitrate
reductase (NarG) enzyme of denitrifiers, we used two nitrate reducers
(but not denitrifier) strains: Escherichia coli MG1655 and
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, and a denitrifying strain:
Pseudomonas brassicacearum NFM421. The three strains were grown in
20ml of Lysogeny Broth (LB) medium supplemented with KNOj3
(20 mM) and procyanidin at 0.01 mg ml ™%, or water as a control. The
experiments were performed in plasma flasks sealed with a rubber
stopper. To ensure anaerobic conditions, the air was removed as in
denitrification measurements. Plasma flasks were inoculated with each
strain independently in triplicate at Optical Density (OD) 0.1 and in-
cubated at 28 °C for P. brassicacearum, 37 °C for E. coli and 30 °C for C.
glutamicum, with agitation (140 r.p.m.). Growth (OD measurement) and
counts on Petri dishes (LB medium) were done from 1 ml of recovered
medium at t0, 2, 4, 25 and 30 h of growth. The count was made using
an automatic counter (Scan 1200, Grosseron, Coueron, France) from
the 1 ml of medium recovered each time, and diluted by a factor of 10®.
Cultured petri dishes were incubated at the same temperature as pre-
viously stated for each strain.

2.7. Quantification of total bacteria and denitrifier abundance

Total DNA was extracted from 0.5g of RAS for three treatments
(unplanted soil, soil with lettuce, soil with lettuce given 210kg of
procyanidins per hectare), in triplicate using the Fast DNA Spin Kit for
Soil (MP), according to the manufacturer's protocol. The amount of
DNA extracted was estimated using a QuantiT PicoGreen® dsDNA
Assay kit. The amounts of bacteria and denitrifiers were quantified
using real-time quantitative PCR (q-PCR) with primers targeting the
16S rRNA and nirK/nirS genes, as described previously by Bru et al.
(2011). For nirK, the amplification was performed using the primers
nirk876 (5’-ATYGGCGGVCAYGGCGA-3’) and nirK1040 (5-GCCTCGA-
TCAGRTTRTGGTT-3’) (Henry et al., 2004). The 20 ul final reaction
volume contained SYBRgreen PCR Master Mix (QuantiTect SYBRgreen
PCR kit, Qiagen, Courtaboeuf, France), 1 uM of each primer, 400 ng of
T4gp32 (MPbiomedicals, Ilkvich, France) and 5ng of extracted DNA.
Thermal cycling was as follows: 15minat 95°C; 6 cycles at 95 °C for
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15s, 63 °C for 30s, with a touchdown of —1 °C by cycle, 72 °C for 30s;
40 cycles at 95 °C for 15s, 58 °C for 30s and 72 °C for 30s. For nirS, the
amplification was performed using the primers nirSCd3aF (5-AACGY-
SAAGGARACSGG-3”) and nirSR3cd (5-GASTTCGGRTGSGTCTTSAY-
GAA-3’) (Throbéck et al., 2004). The 25 pl final reaction volume con-
tained SYBR green PCR Master Mix (as above), 1 uM of each primer,
400ng of T4gp32 (MPbiomedicals, Illkvich, France) and 12.5ng of
extracted DNA. Thermal cycling was as follows: 15 min at 95 °C; 6 cy-
cles at 95 °C for 15s, 59 °C for 30s with a touchdown of —1 °C by cycle,
72 °C for 30s and 80 °C for 30s; 40 cycles at 95 °C for 15s, 54 °C for 30s,
72 °C for 30s and 80 °C for 30s). For 16S rRNA, the amplification was
performed using the primers 519F (5-CAGCMGCCGCGGTAANWC-3")
and 907R (5-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3’) (Lane, 1991). The 20 ul
final reaction volume contained Mix SYBR~ Green Master (Roche Di-
agnostics, Penzberg, Germany), 1 M of each primer and 5ng of ex-
tracted DNA. Thermal cycling was as follows: 10 min at 95 °C; 40 cycles
at 95 °C for 15s, 63 °C for 30s and 72 °C for 30s; Then 95 °C for 1 s; 65 °C
for 60 s, 68 °C for 20s and a continuous increase to 97 °C to determine
the melting point and finally 10sat 40°C for cooling. The standard
curves for nirK and nirS qPCR were generated by amplifying 10-fold
dilutions (107-102) of a linearized plasmid containing the nirK gene of
Sinorhizobium meliloti 1021 and nirS gene of Pseudomonas stutzeri Zobell
DNA (GenArt, Invitrogen, Lifetechnologies, Regensburg, Germany). The
standard curves for 16S rRNA qPCR were generated by amplifying 10-
fold dilutions (10%-10%) of the standard DNA pQuantAlb16S plasmid
(Zouache et al., 2012) for 16S rRNA. Melting curve analysis confirmed
the specificity of amplification and amplification efficiencies for 16S
rRNA, nirK and nirS genes were higher than 90%.

2.8. Root development of lettuce seedlings on Knop agar

Lettuce seeds (Lactuca sativa var Lotus RZ) were disinfected ac-
cording to Bressan et al. (2009), then cultured on Petri dishes
(12 x 12cm) with 100ml of Knop agar (4 mM Ca(NO3)y; 1.8 mM
KH,POy; 3.4 mM KCl; 1 mM MgSOy; 1 uM ZnSOy4; 14 uM MnCl,; 70 pM
H3BO3; 10nM CoClIy; 0.5uM CuSOy4; 0.2uM NasMoO4; 50 uM FeNa-
EDTA; Agar concentration: 0.8%) (Hornschuh et al., 2002). Commercial
procyanidins (Laffort, Bordeaux, France) were added with a 0.2 um
filter after Knop agar autoclaving. Three conditions were tested, one
control condition without the addition of procyanidins and two con-
ditions with 0.1 and 0.2 mg of procyanidins per ml of Knop agar, based
on Bardon et al. (2016). For each condition, three Petri dishes con-
taining 9 seeds (3 replicates and 27 pseudoreplicates) were used. Each
Petri dish was grown in phytotron (SANYO, Osaka, Japan) at 22 °C,
with the day/night period set at 16 h/8 h. After 14 days of growth, the
fresh mass of all roots was measured with a precision balance +
0.0001 g. Root development (root length and root surface) was ana-
lysed using WinRhizo software (Regent Instruments Inc., Canada), then
placed in an oven at 68 °C for 24 h to obtain the dry mass.

2.9. Data and statistical analyses

The differences on microbiological and lettuce morphological traits
(n = 4) between treatments was tested non-parametrically with a
Wilcoxon test. Linear regression was performed to test the functional
relationship between the procyanidin concentrations and the response
variables. The significance of this regression was tested by Bravais-
Pearson test. The difference of lettuce morphological traits (n = 16)
between treatments was determined using an ANOVA (analysis of
variance) followed by a post-hoc Tukey HSD test. Similarly, the nor-
mality (Shapiro test) and the homoscedasticity of variance (Fischer test)
of all the variables were tested. For nitrate concentrations data, we
compared the concentrations between treatments for each date. In ad-
dition, the absence of plot effect was tested on all traits using two-way
ANOVA and mixed model. The effect of procyanidins on lettuce seeds
was tested using an two-way ANOVA. All the analyses were done using
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Fig. 1. Impact of procyanidins applied in the field on microbial denitrification activity. Effects of different concentrations of procyanidins (0, 8, 42, 83 and 210 kg of
procyanidins per hectare) applied in the field to the soil planted with lettuces on the denitrification activity of microbial communities colonising the root-adhering
soil of treated lettuces. n = 4 for each treatment. (A) Denitrification Enzyme Activity (DEA, ug N-N,O h™! g~ dry soil h™!) among treatments. (B) Biological
Denitrification Inhibition (BDI %). (C) Linear regression of the functional relationship between the procyanidin concentrations (kg.h ™ 1) and BDI (%). Vertical bars
indicate standard errors. Stars indicate which means differed from the relative controls (Wilcoxon test; a < 0.05).

R project software (v. 3.5.0).
3. Results
3.1. Denitrification activity and biological denitrification inhibition

The denitrification activity of microbial communities colonizing the
RAS of lettuces treated with 210kgha™! of procyanidins was sig-
nificantly lower (p-value = 0.023) than that of microbial communities
of untreated lettuces. No significant differences in denitrification ac-
tivity were observed between the RAS from treated lettuces with 8, 42
or 83kgha™! of procyanidins and that from untreated lettuces
(Fig. 1A). In addition, the BDI at 210kgha~! was not significantly
different from that at other concentrations. The decrease in deni-
trification activity at 210 kgha~! of procyanidins represents a BDI of
approximatively 27.17% (p-value = 0.023) (Fig. 1B). In addition, un-
treated lettuce did not induce BDI compared to unplanted soil as they
both presented the same level of denitrification activity. Moreover, the
CO,, emissions under these conditions did not differ between treatments
(data not shown). Interestingly, the biological denitrification inhibition
showed a significant dose-response relationship to procyanidins
(Fig. 1C).

3.2. Effect of procyanidins on NarG of nitrate-reducing bacteria

As shown in Fig. 2, the addition of procyanidins, at 0.01 mgml ™!, to
E. coli and C. glutamicum cultures did not affect their growth compared
to untreated cultures. However, P. brassicacearum growth was sig-
nificantly lower (p-value = 0.044 for OD, p-value = 0.037 for enu-
meration) after the addition of procyanidins.

3.3. Abundance of total and denitrifying bacteria

The abundance of denitrifying bacteria was represented by the sum
of the copy numbers of the nirS and nirK genes (Fig. 3). The results
obtained showed significant differences (p-value = 0.045) among the
three treatments (Fig. 3A). The total proportion of denitrifiers from the
RAS of lettuces treated with 210 kg ha " of procyanidins was 4.5 times
lower than that from the RAS of untreated lettuces. However, the total
abundance of bacteria, represented by the copy number of 16S rRNA
genes per gram of dry soil, did not show any significant variation
among the different treatments (Fig. 3B). The proportion of denitrifying
bacteria (Fig. 3C), represented by the ratio (nirK + nirS)/ARNr16S, in
the RAS of lettuces treated with procyanidins was 5-fold lower (p-
value = 0.046) than that in the RAS of untreated lettuces.

Optical Density (OD gonm)

Times (h)

—%—E coli —8—E coli with procyanidins

—B— ¢, glutomicum —t+— C. glutamicum with procyanidins

—&— P. brassicacearum —&— P, brassicacearum with procyanidins

Fig. 2. Effects of procyanidins (0.01mgml™') on E. coli MG1655,
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 and Pseudomonas brassicacearum
NFM421 anaerobic growth. Optical density was measured over time (0, 2, 4, 25
and 30h). Vertical bars indicate standard errors. Stars indicate which means
differed from the relative controls (Wilcoxon test; a < 0.05).

3.4. Effect of soil procyanidin addition to soil on nitrate concentrations

In the plant treatments with or without the addition of procyani-
dins, nitrate levels tended to decrease over time (Fig. 4). This decrease
was greater in the planted soils than in the unplanted soils. The planted
soils contained less nitrate than the unplanted soils (p-value = 0.034).
In addition, there was no difference in nitrate concentration each week
between treatments amended with procyanidins (Fig. 4).

3.5. Effect of procyanidin addition on lettuce traits

The fresh mass of the shoot and root parts of lettuces tended to
increase with the addition of 0-210 kg ha™ ! procyanidins (Fig. 5 A and
B). Indeed, the fresh mass of the shoot and root parts showed a sig-
nificant dose-response relationship to procyanidins (p-value = 0.003
for the shoot mass and 0.0016 for the root mass) (Fig. 5C and D). The
shoot fresh mass of the lettuces treated with 210 kg ha™! procyanidins
was significantly (16%) higher per lettuce (on average 120g) (p-
value = 0.021) than that of untreated lettuces (Fig. 5A). Similarly, the
root fresh mass of lettuces treated with procyanidins at 83 kgha~! and
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210kg ha~! was 39% (p-value = 0.023) and 63% (p-value = 0.002)
higher per lettuce, respectively, than the root fresh mass of untreated
lettuces (Fig. 5B). In addition, the root dry mass of lettuces treated with
procyanidins at 83kgha~! and 210kgha~! was significantly greater
by 52% (p-value = 0.048) and 97% (p-value = 0.028) per lettuce, re-
spectively, than the root dry mass of untreated lettuces. Moreover, the
anthocyanin and flavonoid levels, as well as the SLA (cm? g_l), did not
differ between procyanidin-treated and untreated lettuces (Figs. S1 and
$2), and the specific toughness (J m ~2) did not differ among the three
leaves of the 4th crown of treated and untreated lettuces (Fig. 6).

3.6. Nitrogen concentration in plants

Overall, the nitrogen content in the tissues (shoot and root) did not
differ between treatments and was approximatively 3% in shoots and
1.7% in roots (Fig. 7). However, by relating this percentage of nitrogen
in the plant to the mass gain of treated lettuces, we obtain an average
gain of 3.6g of nitrogen per lettuce treated at a concentration of
210kgha™".

3.7. Effect of procyanidins on root development in vitro

To test whether the addition of procyanidins had a direct impact on
root system development, we measured the length and surface area of
fresh lettuce roots in Knop agar with or without added procyanidins
(Fig. 8). The results showed no significant differences in the fresh mass
of young lettuce roots grown in Knop agar with or without added
procyanidins (Fig. 8A). The dry weight was slightly lower at

83

tuces on the nitrate concentration (ug N-NO3 g~ dry
soil) measured every week (weeks 1-6) from the root-
adhering soil of lettuce. Procyanidins were applied to
soil planted on week 2. N =4 for each treatment.
Vertical bars indicate standard errors. Stars indicate
which means differed from the relative controls
(Wilcoxon test; a < 0.05).

210

0.2mgml ™! procyanidins than under other conditions (Fig. 8B); how-
ever, this decrease was not significant. Similarly, no significant differ-
ences were observed in the length (Fig. 8C) and root surface area
(Fig. 8D) of plants grown with or without the addition of procyanidins.

4. Discussion

In this study, we found that the addition of 210 kg ha™! procyani-
dins to field-grown lettuce crops lead to a significant gain in pro-
ductivity, resulting from BDI.

4.1. The addition of procyanidins under field conditions causes BDI and
changes in denitrifier abundance

Denitrification is an inducible function that requires favourable
conditions to be expressed: low oxygen concentration, easily available
organic compounds as energy sources and the presence of nitrate. In
plant rhizospheres, the roots of growing plants cannot only release
carbon compounds via exudation but also modify the soil oxygen partial
pressure and the nitrate concentration (Lecomte et al., 2018; Achouak
et al., 2019). In our case, the addition of procyanidins led, as expected,
to a significant decrease in the denitrification activity of lettuce RAS
treated with procyanidins at 210 kg ha~?, which corresponded to a BDI
of approximately 27.17% (Fig. 1B). Although denitrification enzyme
activity did not decrease under 8, 42 and 83kgha ™! of procyanidin
amendment (Fig. 1A), the biological denitrification inhibition showed a
significant dose-response relationship to procyanidins (R* = 0.863, p-
value = 0.005) (Fig. 1C), which was consistent with the result of a
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previous study by Bardon et al. (2014). Indeed, the same concentrations
tested in vitro on the P. brassicacearum strain induced a significant de-
crease in DEA (Bardon et al., 2014), which was observed in the field
only at the largest concentration. This result could be explained by the
fact that procyanidins at a low concentration may aggregate with soil
particles and become less bioavailable. However, at 210kgha™?, the
highest procyanidin concentration, procyanidins were more bioavail-
able in the soil.

Although denitrification by archaea (Shoun et al., 1992) and fungi
(Philippot, 2002) cannot be excluded, procyanidin amendment was
demonstrated to have an impact on denitrifying bacteria, such as the P.
brassicacearum NFM421 strain. Indeed, Bardon et al. (2016) demon-
strated that procyanidins act specifically by inhibiting membrane-
bound NOjreductase, thereby inducing enzymatic conformational
changes through membrane disturbance. However, some bacteria are
not denitrifiers but do possess this enzyme (NarG), such as E. coli
(Taniguchi and Itagaki, 1960) and C. glutamicum (Nishimura et al.,
2007). Our results showed that the nitrate reductase of these non-de-
nitrifiers was not affected by procyanidins (Fig. 2). Procyanidins act
specifically on the NarG of denitrifiers that contribute to N,O emissions.
However, as other nitrate reducers are part of the rhizospheric micro-
bial community, the narG gene cannot be used as marker for deni-
trifiers. Thus, we chose to target the nirK and nirS genes as markers for
denitrifiers to assess the impact of procyanidins on denitrifiers. At
210kgha™! of procyanidins, the proportion of denitrifying bacterial
communities in the lettuce rhizosphere was reduced (Fig. 3A). The loss
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Fig. 7. Nitrogen concentration in plants treated with
procyanidins. Effects of different concentrations of pro-
cyanidins (0, 8, 42, 83 and 210kg of procyanidins per
hectare) applied in the field to the soil planted with let-
tuces on (A) leaf and (B) root N content (% of dry mass).
n = 4 for each treatment. Vertical bars indicate standard
errors. No significant effect (Wilcoxon test; a < 0.05).

83 210

of the denitrification function is probably a disadvantage for the deni-
trifying bacterial community, which becomes less competitive, thus
explaining their counter-selection in the rhizosphere. Denitrifiers can
no longer use nitrate as an electron acceptor, which reduces their
multiplication and their inclusion in the rhizosphere ecological niche,
as observed in Dassonville et al. (2011). The fact that the total bacterial
community abundance (Fig. 3B) and CO, release from the microbial
community colonizing the RAS of treated lettuces did not change in the
presence of procyanidins suggests that (i) other bacterial communities
colonized the niches left vacant by denitrifying bacteria, as demon-
strated by Jones and Hallin (2010) and (ii) procyanidin addition did not
have an antibacterial effect under field conditions, in contrast to the
result of Mayer et al. (2008) and Lacombe et al. (2012), where
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procyanidins had antibacterial properties against some bacterial spe-
cies.

4.2. The addition of procyanidins in the field modifies the soil nitrate
concentration and increases lettuce growth

In in situ microcosm experiments, Bardon et al. (2017) observed
nitrate conservation in unplanted soil treated with procyanidins com-
pared to untreated soil. Indeed, BDI, which is induced by procyanidins,
allows up to 6 x greater storage of nitrate in the soil (Bardon et al.,
2017). To limit nitrate leaching and make nitrate available for lettuce
crops, we added procyanidins one week before the period when the
lettuces needed the maximum amount of nitrate for growth (according

Fig. 8. Effect of procyanidins on root develop-
ment in vitro. Effects of different concentrations
of procyanidins (0; 0.1 and 0.2 mg procyanidins
per ml agar) amended to lettuces seedling
growing on Knop agar on: (A) Root fresh mass
(mg), (B) Root dry mass (mg), (C) Root length
(cm) and (D) Root surface area (cm?). n = 3 re-
plicates for each treatment and each replicate is
the average of 9 seedlings. Vertical bars indicate
standard errors. No significant effect (two-way
ANOVA; a < 0.05).
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to the ZENIT grid standard for lettuce). No differences were observed in
soil nitrate levels between lettuces treated or untreated with procya-
nidins, regardless of the concentration (Fig. 4), most likely due to ni-
trate absorption by lettuce crops. The addition of procyanidins at all
tested concentrations tended to induce better lettuce growth as sig-
nificant dose-response relationship was observed between shoot and
root mass and procyanidins concentrations (Fig. 5). This growth im-
provement was significant only at the highest concentration
(210kg ha™1), with an increase in the shoot of up to 16% and of the
root of up to 63% (Fig. 5). At this concentration, denitrifiers appear to
be inhibited enough to have a visible effect not only on denitrification
activity but also on mass gains. However, at the other concentrations,
procyanidins are probably less bioavailable in soil, explaining why no
denitrifier inhibition allowing a decrease in nitrate consumption by
bacteria was observed. Furthermore, the nitrogen levels in the tissues
did not differ between treated and untreated lettuces regardless of the
concentration (Fig. 7), which means that there were no physiological
changes in lettuces due to the addition of procyanidins that allowed
greater nitrogen absorption by the lettuces. However, since lettuces
tend to grow better in plots treated with procyanidins, the larger mass
implies a greater nitrogen mass. For example, at 210kgha ™" procya-
nidins, we obtained up to 3.6 g of nitrogen on average. Indeed, the
procyanidin treatment allowed nitrogen to be preserved in the form of
nitrate via biological inhibition of denitrifying bacteria; hence, more
nitrate became available for lettuces, allowing better growth. This
finding is consistent with the greenhouse study performed on several
lettuce varieties, where plant nitrogen use efficiency was not affected
by the nitrate concentrations in the soil (Urli¢ et al., 2017). SLA trait did
not differ between treated and untreated lettuces, regardless of the
concentration (Fig. S1), suggesting that treated lettuces did not change
their resource allocation to leaf structure (Evans and Poorter, 2001).
Moreover, the increase in plant growth did not alter the leaf quality of
the lettuce. Indeed, the levels of flavonoids and anthocyanins did not
differ between treated and untreated lettuces (Fig. S2), which explains
the absence of stress that would have caused an increase in these levels
in treated lettuces, as observed for nitrate-deficient wine grape and
broccoli plants (Cerovic et al., 2008; Tremblay et al., 2008). In addition,
procyanidin amendment did not change the quality of the leaves as no
changes in the applied force to pierce a leaf volume were observed
(Fig. 6). This result suggests that the procyanidin amendment did not
alter leaf vulnerability to potential herbivores and pests (Clissold et al.,
2009), and did not induce a gustatory difference for consumers in the
chewing quality of lettuces potentially placed on the market (Lopez-
Galvez et al., 1997; Rico et al., 2007).

Interestingly, we showed a larger gain in root mass (up to 63%) than
in shoot mass (up to 16%) (Fig. 5). This root mass gain is clearly not due
to the direct effect of procyanidins on root development but due to the
BDI of denitrifiers and therefore to better availability of nitrate in the
rhizosphere of lettuces treated with procyanidins. Indeed, the absence
of differences between lettuce seedlings grown in sterile medium with
and without procyanidins (Fig. 8) allows us to conclude that procya-
nidins are not a source of carbon and/or a phytohormone for root de-
velopment. As the denitrifier distribution in soil is heterogeneous, ni-
trates available for plants due to denitrifier inhibition will present a
heterogeneous spatial distribution in soil. To benefit from this nitrate,
plants concentrate new and more root growth in the nitrate-containing
zone, which could explain the gain in root mass, as already demon-
strated for young lettuce plants submitted to a heterogeneous spatial
distribution of nitrate in the root zone (Burns, 1991).

The procyanidin source used in this study was from the wine in-
dustry and is used to mature wines with a too-low tannin content
(Harbertson et al., 2012). The cost of this source of procyanidin is too
high to be economically viable for field applications. We used it in our
study to demonstrate, for the first time, that biological denitrification
inhibition can occur in the field and can induce plant growth im-
provement. In the context of sustainable agriculture with economic
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issues, there are other sources of procyanidins that are less expensive
and have a higher concentration of procyanidins, such as mimosa and
quebracho bark and grape seeds (Thompson and Pizzi, 1995; Gabetta
etal., 2000; Vivas et al., 2004; Venter et al., 2012). Future studies using
these sources of procyanidins in the field and evaluating the benefits/
costs of such applications are needed.

5. Conclusions

The addition of procyanidins in the field allows a decrease in de-
nitrification activity, making nitrates available at ground level, which
results in an increase in lettuce yields without changing their phy-
siology. Based on the results of this study, we propose in the short-term
the development of a more environmentally friendly method of sus-
tainable agriculture by limiting fertilizer use and nitrogen losses in the
soil while increasing plant growth and productivity.
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CHAPITRE 3.
Inhibition biologique de la dénitrification (BDI) en
champs : effet sur la croissance de la laitue dans deux

types de sols différents
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Figure 23 : Photographies des parcelles de la deuxiéme expérimentation sur des cultures de laitues de gauche

a

a droite: Manziat, Montluel et a la station expérimentale La Serail. Expérimentation ou différentes
concentrations de procyanidines ont été appliquées sur des cultures de laitues poussant sur différents sols :

sableux (Manziat), limoneux (Montluel) et équilibré (La Serail).

Le premier essai discuté dans le précédent chapitre nous a permis de démontrer que I'ajout
de procyanidines sur une culture de laitue induit un BDI et de ce fait, une conservation du
nitrate dans le sol qui a permis une augmentation des traits de croissance de la culture et donc
de la productivité végétale. Cet essai a été réalisé sur le sol équilibré (c’est-a-dire avec une
proportion équilibrée des trois textures argile/sable/limon) de la station expérimentale de la
Serail.

Les sols agricoles de la région Rhdne-Alpes ont une diversité importante (Jamagne, 2011), et
sont différents par leurs structures (Rabot et al., 2018). Dans ce troisieme chapitre, nous avons
voulu étudier I'hypothése que la stratégie végétale du BDI en champs pouvait s’appliquer
sur différentes textures de sols. Pour ce faire, avec 'aide de la station expérimentale de la
Serail, nous sommes rentrés en contact avec des exploitations maraichéres de la région afin

de pouvoir expérimenter plusieurs textures de sols.
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Ainsi, nous avons testé I'effet des procyanidines sur des cultures de laitue d’une autre variété
que dans le précédent chapitre (Lactuca sativa L.) poussant sur trois textures de sols
différents : (1) a la Serail (Brindas 69126 Rhéne, France) avec un sol a texture équilibrée, (2)
dans un champ agricole a Manziat (01570 Ain, France) avec un sol a texture sableuse et (3)
dans un champ agricole a Montluel (01120 Ain, France) avec un sol a texture limoneuse. Nous
avons de méme voulu savoir si I'ajout de procyanidines induisait un changement dans la
structure du sol et par conséquent sur I’habitat des dénitrifiants.

Nous avons donc suivi les trois cultures de laitues en paralléle et appliqué les procyanidines
de la méme maniére que pour la premiére expérimentation (chapitre 2), mais avec seulement
les deux concentrations les plus fortes et qui avaient montré les meilleurs résultats, a savoir
87 et 210 kg.ha. Sur I'ensemble de ces champs, nous avons mesuré l'activité de
dénitrification potentielle (DEA, chromatographie gazeuse), la concentration en nitrate dans
le sol (chromatographie ionique), 'abondance des communautés bactériennes totales et
dénitrifiantes (qPCR sur I’ARNr 16S, nirK et nirS), ainsi que la structure du sol (par mesure de
porosité). Ensuite, nous avons récolté I'ensemble des laitues des trois essais et mesuré le poids
frais des parties aériennes et racinaires, la teneur en azote dans les feuilles et les racines ainsi
que les traits biomécaniques des feuilles.

Brievement, I'essai nous a permis de conclure qu’a la Serail sur le sol équilibré et a Manziat
sur le sol sableux, de la méme maniere que dans le chapitre 2, I'ajout de procyanidines en
champs induit un BDI, une conservation du nitrate dans le sol, une diminution de I'abondance
des bactéries dénitrifiantes et une amélioration des traits de croissance des laitues. De plus,
nous avons observé que I'ajout de la molécule n’induit pas de changement dans la structure
des deux sols.

Malheureusement, suite a un probléeme de communication avec I'agriculteur du champ au sol
a texture limoneuse (Montluel), ou une forte dose d’engrais a été apportée sur I'ensemble de
I’essai, nous n’avons pas pu dégager de résultats tant I'effet des engrais avait homogénéisé
les différents traitements. Cependant, bien que I'ensemble des résultats sur ce champ ne sera
pas présenté dans la suite, nous avons tout de méme observé |’existence d’une diminution de
I'activité de dénitrification sur ce sol limoneux lorsque I'on apporte des procyanidines et donc
du BDI.

Ce chapitre nous permet de démontrer que I'ajout de procyanidines sur des cultures de laitues

induit un BDI sur plusieurs types de sols et ne modifie pas la structure des sols. En comparant
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I'essai salade (chapitre 2) avec ce deuxiéme essai salade (chapitre 3) nous pouvons conclure
que la méthode d’application par pulvérisation sur des cultures de salades est répétable d’une

année sur |'autre. Ce chapitre est présenté sous forme d’un article qui a été soumis au journal

Plant and Soil.

78



Biological inhibition of denitrification (BDI) in the field: effect on plant growth in two

different soils

William Galland!?, Feth el Zahar Haichar?, Sonia Czarnes?, Celine Mathieu3, Jean-Louis

Demorge3, Laurent Simon?, Sara Puijalon® and Florence Piola.

lUniversité de Lyon, UMR5023 LEHNA, Université Lyon 1, CNRS, ENTPE, F-69622 Villeurbanne

Cedex, France.

2Université de Lyon, UMR 5557 LEM, Université Lyon 1, CNRS, INRA 1418, F-69622

Villeurbanne Cedex, France.

3Station d’Expérimentation Rhdne-Alpes Information Légumes (SERAIL), 123 chemin du Finday

Les Hoteaux — 69126 Brindas, France.

*Corresponding author: Galland William (galland.william@outlook.fr ; +33643028397) and

Piola Florence (piola@univ-lyonl.fr ; +33472432955).

Keywords. Soil, denitrification, plant growth, soil texture and structure, lettuce

ABSTRACT

Aims Agriculture uses increasingly large amounts of nitrogen fertilizers to increase yields
because nitrogen is a limiting factors of plant growth. Plants are in direct competition with
denitrifying bacteria for nitrate, but biological denitrification inhibition (BDI) is a strategy
developed by some plants in which procyanidins are produced that inhibit denitrification. This
phenomenon increases the available nitrate in the soil. Previous results showed that the
addition of procyanidins to lettuce fields induced BDI and increased soil nitrate and plant
growth. However, agriculture is performed in different soils, and the hypothesis is whether
procyanidins and BDI are effective on different soils.

Methods In this study, we tested the effect of procyanidin amendment on lettuce growth in

two soils. To do this on both fields, we measured denitrification activities, nitrate levels and
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the abundance of denitrification genes in the soil. In addition, we measured the morphological
features of lettuce.

Results Our results show that in both soils, the addition of procyanidins causes inhibition of
denitrification, an increase in available nitrate, counter-selection of denitrification
communities and a gain in plant mass without modification of the soil structure.
Conclusions This study highlights a sustainable agricultural method effective in a variety of

soils.

INTRODUCTION
In Europe, agriculture has expanded significantly over the past fifty years, following the
development of phytosanitary products (Tilman et al. 2002) and especially nitrogen fertilizers,
allowing an enhance in agricultural yields (Casagrande and Chapelle 2001) in different soils
with variable nitrate and ammonium concentrations. Nitrogen depletion in soils is partly due
to increasingly intense agricultural activity, where many successive crops consume the
nitrogen initially present in the soil, without giving the ecosystem time to renew itself
(Mulvaney et al. 2009). These practices therefore deprive plants and crops of nitrogen: the
most important but above all the most limiting element for growth (Morot-Gaudry 1997),
which leads farmers to use increasing amounts of nitrogen fertilizers (Tilman et al. 2002).
These nitrogen fertilizers are used for intensive agriculture but are also transferred from the
ecosystem or used by soil microorganisms (Kaye and Hart 1997). Indeed, nitrogen in European
soils is not entirely consumed by plants and crops but is also subjected to denitrification, with
59% lost as the greenhouse gas N,O; leached into soils, representing a loss of 20%; and
volatilized into NHs, representing a loss of up to 21% (Oenema et al. 2009). Ecological
awareness led to the adoption in 1991 of a directive by the European Council to regulate the
quantities of nitrogen added to the soil (1991: Directive 91/676/EEC; hereafter referred to as
NiD). The main purpose of this nitrate directive was to reduce the risk of nitrogen leaching,
but this does not reduce denitrification losses due to denitrifying bacteria in the soil. Indeed,
denitrification by microorganisms, i.e., fungi (Philippot 2002), archaea (Shoun et al. 1992) and
bacteria (Kuypers et al. 2018), transforms soil nitrate into N, and N,O, with the latter

greenhouse gas representing a significant loss for the ecosystem (Mosier et al. 1996).
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However, Bardon et al. (2014) describes a phenomenon involving an invasive plant (Fallopia
spp), which is able to inhibit denitrifying bacteria in the soil via exudation at the root level of
a flavonoid tannin called procyanidin (Bardon et al. 2016a) and therefore reduce nitrogen
losses by denitrification. This phenomenon, called biological denitrification inhibition (BDI),
therefore reduces the activity and abundance of denitrifying bacteria and increases the nitrate
pool in the soil, which can then be a source of nitrogen other than fertilizers for crops (Bardon
et al., 2016b}. Indeed, in Galland et al. 2019, it was demonstrated that in sandy clay loam-
textured soil, the addition of procyanidins to the field induced BDI, decreased the abundance
of denitrifying communities and allowed nitrate conservation in the soil, which was then used
for lettuce farming to increase lettuce growth. These crops, as well as BDI and denitrification,
could be soil dependent. Indeed, in France, there is a great diversity of soils (Jamagne 2011),
which differ from each other based on structure, i.e., the spatial arrangement of soil
components (Rabot et al. 2018); texture, i.e., the granulometric distribution of soil mineral
constituents (Batey and McKenzie 2006); and the bacterial community (Nannipieri et al. 2003;
Fierer and Jackson 2006; Schreiter et al. 2014). These differences in soils play a role in the
quality of crops but also in denitrifying bacterial communities. These bacteria may differ
according to the soil and not have the same diversity and/or abundance, which may then
change the use of nitrogen in the soil and its future in the soils (Cavigelli and Robertson 2000).
In addition, the distribution of porosities based on soil structure can change the water content
and oxygen availability (Glinski et al. 2004), which play a role in denitrification, which is an
anaerobic process (Kraft et al. 2011). Thus, differences in soil based on texture, structure and
bacterial communities, among other parameters, can modify denitrification and the effect of
procyanidins on denitrification activity, which, similar to other organic molecules, exhibit
variable behaviours and affinities depending on the soil with which they are in contact (Litzow
et al. 2006). In this way, in this study, we aimed to test the effect of two different soils that
theoretically do not have the same texture, structure and bacterial community on the action
of procyanidins and consequently on BDI and traits related to lettuce growth. The assumption
is that procyanidin amendment of any soil can induce BDI, which allows an increase in nitrate
in the soil and thus an increase in the traits of lettuce. To test these hypotheses, two fields
were used: one at the SERAIL Experimental Station (Brindas, 69126 Rhone, France), with a
sandy clay loam soil texture, and an agricultural field in Manziat (01570 Ain, France), where

the soil has a loamy sand texture. During the summer of 2018, the same variety of Batavia
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lettuce was planted in both fields in parallel, and the planted and unplanted soils were
amended with procyanidins at three concentrations (0, 87 and 210 kg ha™?). Soil denitrification
enzyme activity (DEA), soil nitrate concentration, shoot and root morphological traits (fresh
masses of aerial and root parts, biomechanical characteristics of leaves and the nitrogen
content of tissues), the abundance of total bacteria and the denitrifying community, and the
porosities of the soils used were measured in lettuce and soil with or without procyanidin

amendment.

MATERIALS AND METHODS

Plant growth and experimental design
Lettuce (Lactuca sativa var Loubresac, Earl LIMOUSIN) was grown in two fields at the same
time in July 2018 following a Fisher system with 4 plots per treatment (Preece 1990); the fields
were located in an agricultural field in Manziat (01570 Ain, France) (46°22'2.28 "N, 4°54' 3.671
"E) with loamy sand soil (sand: 82.5%, silt: 8.9% and clay: 8.5%; cation exchange capacity (CEC):
60 meq kg*; organic carbon: 9.9 g kg!) and at the SERAIL Experimental Station (Brindas, 69126
Rhone, France) (45°43'46.4 "N, 4°43'37.1 "E) with a sandy clay loam soil (sand: 68.7%, silt:
21.9% and clay: 9.5%; CEC: 58 meq kg?; organic carbon: 6.9 g kg!). In both fields, the
experimental design was the same: lettuce was planted in 4 parallel rows of 20 lettuces in 6
m x 1.4 m plots (8.4 m?), with an unplanted area of 2 m x 1.4 m (2.8 m?) for measuring the
corresponding characteristics of soil without plants. For soils with or without lettuce, 3
treatments were applied: unamended with procyanidins and amended with procyanidins at
the two concentrations found to be most effective in Galland et al. (2019): 87 kg ha* and 210
kg ha'l. The two experiments were watered the first week after planting with 3 mm of water
every day. For the next 10 days, 8 mm of water was applied per day. From then until the end
of the experiment, 12 mm of water was applied every two days. Procyanidins were added 2
weeks after planting (stage with 7-9 leaves) to soil whose nitrate had been brought to the
ZENIT grid standard, i.e., 40 kg NOs™ ha (Despujols 1997). Commercial procyanidins (Laffort
TANIN VR GRAPE ®112, Bordeaux, France) were applied in aqueous solution (standard water)
by 2 nozzle spray booms to provide 500 L ha or 0.42 L per plot, between the rows of lettuce,
and the soil was then hoed. Each site was binned and slightly watered (with 8 mm) just after

the addition of procyanidins.
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Denitrification Enzyme Activity (DEA)

Briefly, as described by Galland et al. (2019), DEA was measured for both fields from 5 g dry
equivalent of pooled root-adhering soil (RAS) retrieved from 4 lettuces per plot and 4 samples
of bulk soil from unplanted plots with or without amendment. BDI (%) was measured by
calculating the percentage of denitrification activity inhibition recorded by DEA compared to

the corresponding unamended control.

Quantification of total bacterial and denitrifier abundance
Total DNA was extracted from 0.5 g of RAS from three treatments (unplanted soil, soil with lettuce,
and soil with lettuce amended with only the higher concentration of 210 kg of procyanidins per
hectare) in triplicate according to the manufacturer's protocol with a Fast DNA Spin Kit for Soil
(MP Biomedical, Solon, OH, USA). The amount of DNA extracted was then estimated using a
Quant-iT PicoGreen® dsDNA Assay kit (Molecular Probes, USA). Total bacterial and denitrifier
abundances were quantified by gqPCR using primers targeting the 16S rRNA and nirK/nirS

genes, respectively, as described previously by Galland et al. (2019).

Nitrate concentrations in soil

Briefly, NO3™ was extracted one week before procyanidin application (TO) from the planted
rhizospheric soils (20 cm from the base of 4 lettuces per plot and pooled) and on the day of
harvest (TF) from the RAS soils and from the unplanted soils for both fields. Nitrate was

extracted from 5 g eq. of dried soil according to (Galland et al. 2019).

Measurement of lettuce mass
After 5 weeks of growth in the Manziat field and 6 weeks of growth in the SERAIL field, 12
lettuces per plot or 48 lettuces per treatment were harvested and weighed to determine the
fresh mass of the aerial parts. Among these 12 lettuces, 4 root systems were harvested (or 16
per treatment) to determine the mass of the root parts. Each fresh lettuce was weighed on a

balance (+ 0.5 g). The root system was washed with distilled water and weighed with a
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precision balance (+ 0.001 g), dried at 68°C for 24 h and weighed again on the same balance

in order to determine dry mass.

Leaf mechanical properties

One piece of tissue was cut from each leaf (4 leaves per plot for a total of 16 leaves per
treatment in each field) for biomechanical measurements. Specific leaf toughness was

measured in accordance with Galland et al. (2019).

Plant N content

As described in Galland et al. (2019), the total N concentration was measured using an
elemental analyser (FlashEA 1112, Thermo Scientific, Waltham, USA) from 4 leaves and 4 root
systems per plot (16 per treatment in each field) using 2 mg of ground root or leaf. The leaf

and/or root N contents was expressed in percentage of N in the leaf and/or root dry mass.

Soil porosity measurement

For each treatment, to determine volumetric soil water moisture after capillary rise and bulk
density, four undisturbed soil samples were collected using a stainless steel cylinder of 100
cm? (5.6 cm diameter, 4.05 cm height) with bevelled edges to ease insertion from unplanted
soil or rhizospheric soil. The core samples were capped at both ends with two plastic lids to
minimize soil and evaporative loss until analysis. After removing the two plastic lids, the core
samples were placed on a geotextile. This geotextile had the ability to let water but not soil
particles pass through. The geotextile was placed on a PVC rigid support with large mesh. The
geotextile was 3 cm from the bottom of large plastic bowls. Water was added to the plastic
bowls until the level of water obtained was 2 mm higher than the bottom of the base of the
core samples. The bowls were closed to prevent evaporation during the time of the
experiment (approximately 34 h), and volumetric soil moisture after capillary rise and bulk
density were then determined in the 100 cm? cylindrical soil cores (V) by successive weighing
of the wet and 105°C-oven-dried soil cores. The volumetric soil water content after water

capillary rise represents the water retained in the aggregates by capillary forces and the
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‘immobile” water, which moves slowly through the network of micropores (Chen et al. 1993)
and fills capillary pores occurring within soil aggregates. The micropores between particles
and microaggregates belonging to the elementary fabric units are referred to as capillary
porosity in this paper. Capillary porosity, expressed in cm® cm™3, was estimated by subtracting
the 105 °C-oven-dried soil weight from the wet soil weight and normalizing the difference to
the 105 °C-oven-dried soil weight and the volume of the cylindrical soil cores (V) thereafter.
The bulk density of each soil core was determined as the ratio between the total 105 °C-oven-
dried soil weight and the soil cylinder volume V. The total porosity was calculated from the
bulk density and solid density thereafter (assuming that the solid density was 2.65 g cm™).
Macropores between the units of fabric, referred to as macroporosity and expressed in
cm3.cm™, represent the rapid water transport and aeration of the soil. Macroporosity was

calculated as the difference between total porosity and capillary porosity.

Data and statistical analyses

The difference in lettuce morphological traits (n > 48) between treatments was determined
using analysis of variance (ANOVA) followed by a post hoc (Tukey’s HSD) test. Similarly, the
normality (Shapiro test) and homoscedasticity of the variance (Fischer test) of all the variables
were tested. The significance of microbiological traits, nitrate concentration, soil
measurement and nitrogen level in plant (n > 3) between treatments was tested non-
parametrically with a Kruskal-Wallis test followed by a post hoc Nemenyi test. The same
statistical tests were used to measure the differences between equivalent treatments and
between the two fields, and the plot effect was tested and discarded for all traits (two-way

ANOVA and mixed model). All the analyses were performed using R project software (v. 3.5.0).
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RESULTS
Biological denitrification inhibition

As shown in Figure 1, in soil from the Manziat field with 87 kg ha™! procyanidin amendment, a
significant BDI of approximately 31% (p-value: 0.014) was observed compared to the
unplanted soil without procyanidin addition. However, no significant BDI was observed in
response to the 210 kg ha procyanidin amendment. In the soil planted with lettuce, no
significant BDI with the 87 kg ha procyanidin amendment compared to the planted soil
without procyanidin amendment was observed, whereas significant BDI (p-value: 0.03) of
approximately 31% was observed for the highest concentration (210 kg hat). In the unplanted
soil in the SERAIL field, there was BDI in the plots amended with 87 and 210 kg ha™
procyanidins of 24% and 32%, respectively (p-value: 0.048), compared with the unamended
soil. In addition, in planted soils, there was BDI of 27% (p-value: 0.047) relative to unamended
planted soil for the 87 kg ha* procyanidin-amended lettuce and soils and significant BDI of
33% (p-value: 0.04) for the 210 kg ha? procyanidin-amended lettuce and plots. When
comparing both fields, we noticed that in the unplanted and planted soil, BDI was induced for
each tested concentration and was more important at the highest concentration, except for
the BDI observed in unplanted and amended soil with procyanidin addition of 87 kg ha?,
where the BDI was larger and different from than in planted soil planted with the same

procyanidin concentration.
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Figure 1: Effects of different concentrations of procyanidins (0, 87 and 210 kg of procyanidins per hectare)
applied to unplanted soil and soil planted with lettuces in the Manziat field on the left and the SERAIL field on
the right on biological denitrification inhibition (BDI, % in relation to the corresponding untreated soil) by
communities colonizing the root-adhering soil of treated lettuces. n=4 for each treatment. Vertical bars indicate

standard errors. Different letters indicate a difference between treatments (Nemenyi test; a<0.05).

Abundance of total and denitrifying bacterial communities

In the Manziat and SERAIL fields, the total bacterial communities measured by the 16S rRNA
gene (Fig. 2A) did not differ statistically between treatments, although there was a tendency
at the SERAIL field for the total bacterial abundance to be reduced in the presence of lettuce
plants. In the Manziat field, the abundance of the nirS gene (Fig. 2B) was identical in the
unamended soil and in the RAS of unamended lettuce and amended lettuce at 210 kg ha
procyanidins. However, the abundance of the nirS gene was lower in lettuce amended with
210 kg ha* procyanidins than in unamended lettuce. In the SERAIL field (Fig. 2B), there were
generally fewer bacteria harbouring the nirS gene than in the Manziat field, although the
abundance of the community with the nirS gene in the RAS soil of unamended lettuces was
identical to that in the unamended and planted soil. The abundance of nirS genes was
significantly higher in the unamended soil than in the RAS of lettuce amended with
procyanidins at 210 kg ha™* (p-value: 0.018). In Manziat, the abundance of bacteria harbouring

the nirK gene (Fig. 2C) was identical between unplanted soil and unamended planted soil but
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significantly lower in planted soils amended with procyanidins (p-value: 0.013). At SERAIL, the
abundance of the nirk gene (Fig. 2C) was significantly higher in unplanted soil (p-value: 0.0229)
than in planted soil with or without procyanidins. The amendment of procyanidins slightly
reduced the abundance of bacteria in the RAS of lettuce but not significantly compared to the

RAS of unamended lettuce.
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Figure 2: Effects of procyanidins applied to the Manziat and SERAIL fields (210 kg of procyanidins per hectare) to
unplanted soil and soil planted with lettuces on the (A) whole bacterial community (copy numbers of 16S rRNA
g of dry soil), (B) denitrifying bacteria (copy numbers of NirS g of dry soil), and (C) denitrifying bacteria (copy
numbers of NirK g of dry soil), with n = 3 for each treatment. Vertical bars indicate standard errors. Different

letters indicate different means (Nemenyi test, a<0.05).

Effect of procyanidin addition to soil on nitrate concentrations

In the Manziat field on date TO (Fig. 3A), nitrate concentrations were equivalent for unplanted
soils and similar for planted soils. In addition, the nitrate concentrations in planted soils were
significantly lower than those in unplanted soils. On the TF date, overall, the nitrate
concentrations of the planted soils were significantly lower than those of the unplanted soils.
However, at 87 kg ha?, the nitrate concentration in unplanted soil was significantly increased

by 113 % (p-value: 0.05) compared to that in unplanted and unamended soil. Moreover, the
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nitrate concentration was not significantly different (59 % higher in unplanted and amended
soil at 210 kg ha). In all treatments, there was a decrease in the nitrate concentration
between TO and TF, except for soils unplanted and amended with 87 or 210 kg ha*
procyanidins. In the SERAIL field (Fig. 3B), the nitrate concentrations at TO were identical
between planted soils, but not in the unplanted soil without amendment, in which is the
concentration was significantly lower (p-value: 0.041). In addition, there was no difference in
the nitrate concentration in unplanted soils regardless of the concentration at TO. At TF, the
nitrate concentrations in planted soils were identical, regardless of the concentration, and
significantly lower than those in unplanted soils. In unplanted soils, the nitrate concentration
of the soil amended with 87 kg ha? procyanidins was significantly higher than the
concentration of the unplanted soil amended with 210 kg ha procyanidins (p-value: 0.047)
and 142 % higher than that in the unplanted and unamended soil (p-value: 0.046). Similarly,
the nitrate concentration of the soil amended with procyanidins at 210 kg ha* was significantly
higher (by approximately 57 %) than that of untreated soil (p-value: 0.049). It should be noted
that between TO and TF, all nitrate concentrations decreased except for that in the unplanted

and unamended soil and the unplanted soil with amendment at 87 kg ha™.
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Figure 3: Effects of different concentrations of procyanidins applied to the field (0, 87 and 210 kg of procyanidins
per hectare) of A) Manziat and B) SERAIL on the nitrate concentration of unplanted soil and soil planted with
lettuce (rhizospheric soil), measured at time 0 (TO) and the final time (TF). n = 4 for each treatment. Vertical bars

indicate standard errors. Different letters indicate a difference between treatments (Nemenyi test; a<0.05).
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Effect of procyanidin addition on lettuce traits

In Manziat (Fig. 4A), the addition of 87 kg ha and 210 kg ha? procyanidins significantly
increased the fresh mass of the aerial parts of lettuce by 46% (p-value: 0.00012) and 33% (p-
value: 0.025), respectively, compared to unamended lettuce. Similarly, at SERAIL (Fig. 4A),
compared to the fresh mass of unamended lettuce, that of lettuce with the addition of
procyanidins increased by 16% (p-value: 0.092) with 87 kg ha' and 25% (p-value: 0.00053)
with 210 kg ha. In Manziat (Fig. 4B), amendment with procyanidins at 87 kg ha™ allowed a
significant increase (p-value: 0.0000026) in the fresh mass (approximately 73%) of roots
compared to no amendment. At SERAIL (Fig. 4B), amendment with 87 kg ha! procyanidins
allowed an increase (p-value: 0.15) in the root fresh mass (approximately 22%), and
amendment with 210 kg ha™ procyanidins allowed a significant increase (p-value: 0.017) in
the fresh mass (approximately 28%) of roots compared to no amendment. Moreover, the
specific toughness (J.m3) of the three leaves of the 4th crown did not differ between treated
and untreated lettuces in either field (Fig. 5). However, overall, the specific thoughness of the

leaves of the 4th crown in Manziat was higher than that at SERAIL.
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Figure 4: Effects of different concentrations of procyanidins applied to soil planted with lettuces in the Manziat
field (left) and the SERAIL field (right) (0, 87 and 210 kg of procyanidins per hectare) on the fresh mass of (A)
shoots (g) and (B) roots (g). n= 16 for the root system and n= 48 for the shoots in each treatment. Vertical bars

indicate standard errors. Different letters indicate a difference between treatments (Tukey’s test; a<0.05).
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Figure 5: Effects of different concentrations of procyanidins applied to soil planted with lettuces in the Manziat
field (left) and the SERAIL field (right) (0, 87 and 210 kg of procyanidins per hectare) on specific toughness (J.m"
%). n=16 for each treatment. Vertical bars indicate standard errors Different letters indicate a difference between

treatments (Tukey’s test; a<0.05).

Nitrogen concentration in plants

In Manziat and at SERAIL (Fig. 6A), the nitrogen content in the leaves of amended lettuce was
the same, regardless of whether they were amended. However, the nitrogen content seems
to decrease from 2.1 to 1.8 % of nitrogen with the amendment concentration. Based on the
gains in fresh mass of the aerial parts of the lettuces, we can deduce that there was, on
average, 1.46 g more nitrogen per lettuce for the treatment with 87 kg ha* procyanidins and
0.63 g more nitrogen for the treatment with 210 kg ha? procyanidins than in unamended
lettuces. Similarly, in the SERAIL field, there was, on average, 0.94 g more nitrogen per lettuce
with 87 kg ha? procyanidins and 0.56 g with 210 kg ha procyanidins than in unamended
lettuces. In Manziat (Fig. 6B), the nitrogen content in lettuce roots between treatments was
the same. At SERAIL, although not significantly different, the nitrogen concentrations seemed

lower when lettuce was amended with procyanidins.
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Figure 6: Effects of different concentrations of procyanidins applied to soil planted with lettuces in the Manziat
field (left) and the SERAIL field (right) (0, 87 and 210 kg of procyanidins per hectare) on the (A) leaf and (B) root
N content (% of dry mass). n = 4 for each treatment. Vertical bars indicate standard errors. No significant effect

(Nemenyi test; a<0.05).

Effect of procyanidins addition on soil porosities

In Manziat, procyanidin amendment of planted and unplanted soils did not significantly
change the total porosity (Fig. 7A) or the capillary porosity (Fig. 7C). However, the
macroporosity (Fig. 7E) of the planted soil amended with procyanidins at 87 kg ha' was
significantly lower than the macroporosity of the unamended planted soil (p-value:
0.0083572), and although not significant, it was also lower in the planted soil amended with
210 kg ha procyanidins. At SERAIL, procyanidin amendment of planted and unplanted soils
did not change the total porosity (Fig. 7B), capillary porosity (Fig. 7D) or macroporosity (Fig.
7F).
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Figure 7: Effects of different concentrations of procyanidins applied to unplanted soil and soil planted with
lettuces (0, 87 and 210 kg of procyanidins per hectare) on: total porosity (cm3.cm?) in the Manziat field (A) and
SERAIL field (B); capillary porosity (cm3.cm?) in the Manziat field (C) and SERAIL field (D) and macroporosity
(cm3.cm?) in the Manziat field (E) and SERAIL field (F). n = 4 for each treatment. Vertical bars indicate standard

errors. Different letters indicate a difference between treatments (Nemenyi test; a<0.05).

DISCUSSION

The addition of procyanidins induces BDI in soils of both textures

As demonstrated in Galland et al. 2019, the addition of procyanidins to lettuce fields reduced
denitrification activity. This reduction was observed for both soil textures. In the SERAIL field
with a sandy clay loam-textured soil (the same soil as used in Galland et al. 2019), the addition
of procyanidins induced BDI from one year to the next, on the same orders of magnitude
(between 16 and 32%, depending on the procyanidin concentrations in the soil). In addition,
the results presented here showed that denitrification activity was also inhibited by the

addition of procyanidins to the loamy sand soil of Manziat, and the inhibition percentages in
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the planted soils were the same between the two fields used in the experiment; the higher
the concentration of procyanidins, the higher the BDI. In unplanted soil at SERAIL, BDI was on
the same order of magnitude as that in planted soil and higher when the dose was high, but
in the unplanted soil in the Manziat field, the smallest concentration induced greater BDI. Each
plant selects its antagonistic microorganisms, as described by Berg and Smalla (2009), which
would explain in our case the decrease in the abundance of the total bacterial community in
the RAS of lettuce with or without procyanidins in the SERAIL field, although as shown by
Buyer et al. (2002), plants such as soybean and corn increase the total community. This
phenomenon was not observed in Galland et al. (2019) because, as Dandie et al. (2008) shows,
bacterial communities in arable soil are likely to change from one year to the next. However,
the abundance of the total bacterial community did not differ between the RAS of lettuce
amended or unamended with procyanidins for either soil texture, which indicates that the
addition of procyanidins did not have an antimicrobial effect on the soil microfauna, as shown
by Lacombe et al. (2012), in which a procyanidin concentration much higher than that used
here had antimicrobial effects on some bacterial species. However, procyanidins act on the
abundance of denitrifying bacterial communities. As described by Wallenstein et al. (2006),
denitrifying bacterial communities have either copper-coupled nitrate reductase (encoded by
nirK) or copper-coupled nitrate reductase (encoded by nirS), which is why we targeted these
two genes to measure denitrifier abundance. Thus, at a procyanidin concentration of 210 kg
ha, whether in sandy clay loam or loamy sand, denitrifying communities with the nirK gene
and the nirS gene were less abundant in procyanidin-amended soil than in unamended soil,
identical to the result in Galland et al. (2019), despite the fact that denitrifying communities
can change from one year to the next, as Yoshida et al. (2009) showed. This leads to the
hypothesis that the loss of the denitrifying function of bacteria via the BDI phenomenon would
cause a lack of competitiveness and would thus be counter-selected from the rhizosphere of
amended lettuce. Denitrifying bacteria could no longer use nitrate as an electron acceptor,
which would reduce their multiplication and persistence in the ecological niche of the
rhizosphere, as observed in Dassonville et al. (2011). We also observed that the abundances
were not the same between the two soil textures; there were more bacteria in the loamy sand
soil of Manziat with the nirS gene and fewer with the nirk gene than at the SERAIL, as Rosa et
al. (2014) showed, indicating that the distribution of denitrifier diversity is not the same

among soils.
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The addition of procyanidins induces nitrate conservation and an increase in lettuce

morphological traits for both soil textures

Bardon et al. (2017) showed in mesocosms that in a soil with a sandy clay loam texture,
procyanidin-induced BDI allows nitrate conservation in the soil of up to 6 times compared to
that in the same soil that has not been amended with procyanidins. In our experiment, there
were similar nitrate conservations in both soils at both concentrations, which were
homogeneous between the two soils: at 87 kg ha procyanidin, the sandy clay loam soil at the
SERAIL exhibited 58% nitrate conservation compared to the unplanted and unamended soil,
and the loamy sand soil of Manziat exhibited 52% nitrate conservation; at 210 kg ha
procyanidin, conservations of 36% at the SERAIL and 37% at Manziat were observed. This
conservation after BDI allowed the lettuces to grow better in the amended soils, as observed
in the previous year with another variety of lettuce. In our case, after adding procyanidins, we
observed that in the planted soils in the two fields, lettuce consumed the nitrate present in
the soil between the beginning and the end of the experiment, as Jackson et al. (1994)
observed in lettuces that use nitrate as the preferred source of nitrogen during growth. In
addition, in the unplanted soils of the two fields, there was a loss of nitrate between the first
measurement at the beginning of the experiment and the second measurement taken at
harvesting. Such loss over time is due to nitrogen losses in the system such as leaching (Di and
Cameron 2002), denitrification (Kuypers et al. 2018) and volatilization (Jadon et al. 2018), but
this loss was less significant when soils were amended with procyanidins, as expected. Indeed,
in these two soils, although lettuce yield varies depending on soil texture (Costigan 1986), the
supply of procyanidins induced BDI, which allowed an increase in nitrate in the soil and
induced a gain in lettuce mass in the amended plots. Indeed, in loamy sand soil, we observed
a mass gain of 46 and 33% in lettuces amended with procyanidins at 87 and 210 kg ha™
compared to unamended lettuces, respectively, and similar mass gains of 16 and 25% in those
amended with procyanidins at 87 and 210 kg ha, respectively. As in Galland et al. (2019),
there was a greater root mass gain than aerial mass gain for lettuce roots in Manziat. Indeed,
these traits exhibited a 78% increase in response to procyanidin amendment at 87 kg ha?
when the aerial parts increased by 46%, whereas the previous study (Galland et al. 2019)
discriminated against the direct action of procyanidins on the roots, and this effect was

assumed to be due solely to the BDI phenomenon. It can therefore be deduced that
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procyanidin amendment at 87 kg hais sufficiently effective in loamy sand soil, while a higher
concentration (such as 210 kg ha) is more effective in sandy clay loam soil. It was also
observed that the percentages of nitrogen in tissues did not differ between amended and
unamended lettuce for either soil texture, meaning that there was no plant physiological
change due to the procyanidin amendment allowing better nitrogen absorption by the lettuce.
However, as lettuce grew better in plots amended with procyanidins in both fields, the higher
the mass, the higher the nitrogen concentration. Indeed, the procyanidin treatment made it
possible to conserve nitrogen in the form of nitrate due to BDI and thus to make more nitrate
available for lettuce, allowing better growth without modifying the plants' ability to absorb
nitrogen. This observation is consistent with the finding of a greenhouse study conducted on
several lettuce varieties where nitrogen use efficiency was not affected by soil nitrate
concentrations (Urli¢ et al. 2017). Similarly, although the specific toughness of lettuce leaves
was higher in Manziat, which was probably due to different growing conditions and the fact
that they were smaller in this soil, amending lettuce with procyanidins did not change the
quality of the leaves. Thus, treatment with procyanidins does not change the vulnerability of
leaves to potential herbivores and pests (Clissold et al. 2009; Onoda et al. 2011) and does not
lead to a gustatory quality difference detected by consumers for lettuce potentially placed on

the market (Lopez-Galvez et al. 1997; Rico et al. 2007).
The addition of procyanidins did not induce a change in soil structure

The measurement of soil porosity was carried out because soil structure plays a role in
denitrification (Laudone et al. 2011). In fact, the porosity of a soil is linked to soil aeration and
therefore to anaerobic conditions that are favourable for denitrification (Smith 1990).
Moreover, denitrifiers are more abundant in aggregates than in pores (Lecomte et al. 2018).
Therefore, a change in porosity between our two soils may have played a role in the
denitrification activity and consequently the inhibition of it by BDI. However, since two soils
with different textures necessarily do not have the same structure (Bouma 1991), it is normal
for the total porosity to be slightly lower in sandy clay loam soil than in loamy sand soil. Despite
this, there was no difference in the efficiency of BDI, nitrate availability or the efficiency of
lettuce cultivation, suggesting that the BDI process is independent of soil structure. However,
we observed a decrease in the macroporosity of planted soils amended with 87 kg of

procyanidins per hectare, potentially due to the significant root growth under this condition.

96



In addition, as Hamblin (1986) explains, roots can, by growing, compact the soil and thus
reduce macroporosity. Thus, soil porosities differed only slightly between treatments for both
soils, which means that regardless of soil texture or structure, the induction of BDI in fields is
applicable in two soil types and repeatable from one year to the next with another variety of

lettuce.
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CHAPITRE 4.
L'inhibition biologique de dénitrification (BDI)
appliquée au champ induit-elle une augmentation de
la croissance et de la nutrition d'une espéece végétale a

croissance longue : Apium graveolens L. ?
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Figure 23 : Photographie des parcelles de la troisieme expérimentation a la station expérimentale la SERAIL a

Brindas sur des cultures de céleri. Expérimentation ou une a deux fréquences d’apports de procyanidines et

d’engrais azotés ont été appliqués sur une culture de céleri branche.

Il a été démontré lors des deux précédents chapitres que la laitue répond positivement a un
BDI induit par une application de procyanidines par pulvérisation, et ce d’une année sur 'autre
et sur deux types de sols différents. La laitue est une espéce végétale dont la culture ne
représente que quelques semaines (environ 6) et ne demandant qu’un seul important apport
d’engrais (Ekengard, 2008). Nous avons donc voulu tester ici I'effet des procyanidines en
champ et du BDI sur un autre type de culture plus consommatrice d’azote et dont la culture
est plus longue. Pour ce faire, nous avons testé le céleri branche (Apium graveolens L.) qui est
une plante demandant deux apports importants d’engrais azotés, nécessitant une culture
d’environ 3 mois (Charles et al., 2006) et pouvant accumuler une forte concentration de
nitrate dans ses tissus (Anjana and Igbal, 2007; Santamaria, 2006).

Il a donc été testé a la station expérimentale de la Serail une culture de céleri avec des
parcelles cultivées de fagon conventionnelle avec deux apports d’engrais azotés ainsi que des
parcelles n’ayant été amendées qu’avec la premiere application d’engrais. En paralléle, des
parcelles ont recu des apports de procyanidines commerciales par pulvérisation a 210 kg.ha™
une ou deux fois au méme moment que les apports d’engrais.

Différentes analyses ont été réalisées pour répondre a notre objectif : la concentration en
nitrates dans les sols a été mesurée dans toutes les parcelles avant I'apport en procyanidines

et le jour de la récolte, par chromatographie ionique. L'activité de dénitrification et

102



I'abondance des bactéries dénitrifiantes et des communautés bactériennes totales ont été
mesurées a partir des sols de chaque parcelle prélevés le jour de la récolte a l'aide de la
chromatographie en phase gazeuse et de qPCR, respectivement. En outre, les traits
morphologiques des céleris ont été quantifiés en mesurant la hauteur des plants, la masse
fraiche des parties aériennes et des racines ainsi que la teneur en azote des tissus. Des
mesures de pigments des feuilles ont été réalisées afin de déterminer le niveau de stress azoté
des plantes suite aux différents apports.

Il a été montré ici que I'ajout de procyanidines induit un BDI qui augmente le niveau de nitrate
dans le sol induisant une augmentation des traits morphologiques des céleris. Notre étude
montre également que, bien que les traitements conventionnels aux engrais génerent une
plus grande productivité, I'amendement en procyanidines induit une plus faible concentration
d'azote dans les tissus et réduit les émissions de gaz a effet de serre (N,O) par comparaison
aux traitements engrais conventionnels.

Ce chapitre est présenté sous forme d’un article dans la version soumise au journal Current

Research in Biotechnology.
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ABSTRACT
Intensive agriculture uses a significant amount of nitrogen fertilizer to improve the
productivity of crops that require nitrogen, one of the most important and limiting factors of

plant growth. Modern agriculture encompasses a wide variety of crop types, each with

105



different nutrient requirements. These crops are in competition with denitrifying
microorganisms that assimilate nitrogen in the form of nitrate in the soil and transform it into
N0, a greenhouse gas, or N,. However, certain plant species exude secondary metabolites
(procyanidins) that inhibit denitrifying bacteria and hence increase the pool of nitrate in the
soil, which becomes available for plant nutrition and growth. This phenomenon is called
biological denitrification inhibition (BDI). Our previous studies have shown that the addition
of exogenous procyanidins to a lettuce crop increases the BDI and nitrate content in the soil
and affects lettuce morphological traits. In this study, we wanted to test the effects of
procyanidin amendments in the field on a more long-term and nitrogen-consuming crop
species such as celery. We therefore compared the effects of procyanidin amendment on
celery growth with those of conventional ammonium nitrate amendments in the field. We
measured the denitrification activity, the nitrate concentration and the abundance of
denitrifying bacteria in the soil. With respect to the celery plants, we measured their height,
shoot and root mass, and chlorophyll and nitrogen levels. We showed that the addition of
procyanidins increases the BDI, which in turn increases the nitrate level in the soil, inducing
an improvement in morphological traits. The results of our study also show that, although
conventional fertilizer treatments result in higher productivity, procyanidin treatments induce
a lower nitrogen concentration in tissues and reduce greenhouse gas emissions (those of N,O)

compared to fertilizer treatments.

1. INTRODUCTION
In France, agricultural crops are very numerous and diversified [1] and there are several types
of crops such as field crops [2,3], vegetable crops [4] and those involving arboriculture [5]. The

plants of these crops do not present the same biological cycle and therefore have the same
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nutrient requirements [6,7]. The current state of agriculture involves pushing for a significant
increase in yields to meet increased consumer demand [8,9] and the demographic
development of human populations on Earth [10].

Plants need nitrogen, which is one of the most important but also the most limiting factors for
plant growth [11]. Plants assimilate nitrogen mainly in the form of ammonium (NH4*) but also
as nitrate (NOs’) [12]. However, intensive agriculture requires the use of soils that may lack
nutrients because of nitrogen depletion due to many successive crops [13,14] and direct
competition with soil microorganisms for nitrate [15]. Among these microorganisms, archaea
[16], fungi [17], and especially bacteria [18] will transform NOs™ into N, and NO, the latter
being a greenhouse gas, by denitrification processes [19]. Denitrification can result in a loss of
up to 59% nitrogen in agricultural systems [20]. In addition, nitrate can also leach out of the
soil [21] and potentially cause pollution or even human health problems [22].

To enhance crop yields, farmers amend soils with nutrients such as nitrogen fertilizers [23].
However, when applied, nitrogen fertilizers are not totally allocated to plants; these inputs
are lost by different mechanisms, as mentioned above [24].

Nevertheless, under natural conditions, certain plant species, such as the invasive plant
(Fallopia spp.), exude secondary metabolites called procyanidins that inhibit microbial
denitrification activity, a phenomenon called biological denitrification inhibition (BDI) [25].
This phenomenon allows plants to limit the nitrate consumption of denitrifiers and hence
allows plants to use the nitrate for their own nutrition and growth. Recently, Galland et al.
[26] demonstrated that an exogenous supply of procyanidins in a field experiment involving
lettuce crops induced BDI, which resulted in (i) a decrease in denitrification activity, (ii) an
increase in nitrate concentration in plant tissues and (iii) a significant increase in lettuce mass.

Moreover, lettuce (Lactuca sativa) tested by Galland et al. [26] is a crop that lasts only a few
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weeks and requires only one application of fertilizers [27] to allow the crop to reach term at
acceptable and marketable yields. Other plants species such as celery (Apium graveolens L.)
have a longer growing cycle than lettuce and require more nitrogen for their growth. In this
case, farmers apply two important fertilizer inputs during cultivation [28]. In addition, celery
can accumulate high nitrate concentrations in its tissues, and thus, a soil highly amended with
nitrogen fertilizers could increase the concentration of nitrate within celery, causing health
problems for the consumers [29,30].

In this study, we aimed to test whether procyanidin amendment in a celery crop field
experiment could provide nitrate requirements for such a crop and reduce the use of fertilizer.
To do so, we performed tests on an experimental field at the SERAIL experimental station
(Brindas, 69126 Rhone, France) plots planted with celery and amended with only one
application of fertilizers or with the two conventional applications of fertilizers. Commercial
procyanidins were amended at the same time as the fertilizer amendments, i.e., one time, or
two times on others planted plots. Procyanidin concentrations were selected from the most
effective concentration evidenced by Galland et al. [26] which was approximately 210 kg ha™
of procyanidins. Different analyses were performed to reach our objective: nitrate
concentrations in the soil were measured in all plots before procyanidin amendment and on
the day of harvest using ion chromatography. Denitrification activity and the abundance of
both denitrifiers and total bacterial communities were measured in the soil of each plot
collected on the day of harvest using gas chromatography and quantitative polymerase chain
reaction approaches, respectively. In addition, celery plant traits such as leaf pigments, plant
height, and fresh mass of the shoots and roots were quantified, and nitrogen contents in

tissues were measured from celery from all plots.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Plant growth and experimental design

Celery (Apium graveolens L. var TANGO, Bejo) was grown on one field at the SERAIL
experimental station (Brindas, 69126 Rhone, France) (45°43'46.4 "N 4°43'37.1 "E) composed
of a sandy clay loam soil (Sand: 68.7%, Silt: 21.9% and Clay: 9.5% CEC: 58 meq kg!; organic
carbon: 6.9 g kg'). The celery was planted in 4 parallel rows of 20 celery on 6 m x 1.4 m (8.4
m?) plots, with an unplanted continuity of 2 m x 1.4 m (2.8 m?) to measure the corresponding
unplanted characteristics, with three repetitions of plots per treatment. For soils planted with
celery and the continuity of unplanted plots, 5 treatments were considered: unamended (0),
amended once (1P) and amended twice (2P) with procyanidins and amended once with
fertilizer (1F) and amended two times with fertilizer (2F). Celery was planted in the first week
of June 2018. The first amended of procyanidins at 210 kg ha* was done on the 8th week of
culture and on the same time the ammo-nitrate fertilizers were applied to adjust each plot to
a concentration about 100 kg of N hal. The 2P plots received a supply of 210 kg ha™ of
procyanidins on the 11th week of culture and on the same time the 2F plots received the
second fertilizers amendment of about 60 kg.N ha? of ammo-nitrate. The experiment was
watered the first week after planting with 3 mm of water every day. For the next 10 days, 8
mm of watering was done per day. From that and until the end of the experiment, 12 mm of
watering was done every two days. The commercial procyanidins (Laffort TANIN VR GRAPE
®112, Bordeaux, France) were applied in agueous solution (standard water) by 2 nozzle spray
booms, such as to give 500 L ha* or 0.42 L per plot, between the rows of celery, and the soil
was then hoed. Each site was hoed and was watered (with 8 mm) just after the addition of

procyanidins. The experiment was collected after 19 weeks of growth.
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2.2. Denitrification Enzyme Activity (DEA)

As described by Galland et al. [26], denitrification enzyme activity (DEA) was measured from
5 g dry equivalent of pooled root-adhering soil (RAS) retrieved from 4 celery per plot and from
4 samples of bulk soil of unplanted plots amended or unamended with procyanidins or
fertilizers. BDI (%) was measured by calculating the percentage of denitrification activity

inhibition recorded by DEA compared to the corresponding unamended control.

2.3. Quantification of total bacteria and denitrifier abundance
Total DNA was extracted from 0.5 g RAS for six treatments (unplanted soil, RAS from
unamended celery, celery with one and two fertilizers amendments and celery with one and
two procyanidins amendments), in triplicate, according to the manufacturer's protocol of the
Fast DNA Spin Kit for Soil (MP Biomedical, Solon, OH, USA). The amount of DNA extracted was
then estimated using the Quant-iT PicoGreen® dsDNA Assay kit (Molecular Probes, USA). Total
bacteria and denitrifier abundances were quantified by quantitative PCR using primers
targeting the 16S rRNA and nirK/nirS genes respectively, as described previously by Galland et

al. [26].

2.4. Nitrate concentrations in soil
Briefly, for all plots, NO3™ was extracted one week before procyanidin/fertilizer application and
on the day of harvest from the planted rhizospheric soils (20 cm from the base of 4 celery per

plot and pooled) and from the unplanted soils. Nitrate was extracted from 5 g eq. of dried soil

according to Galland et al. [26].
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2.5. Measurement of celery traits

After 19 weeks of culture, for out of 10 celery per plot (30 per treatment) the height of the
celery was measured using a ruler and the shoots were then harvested and weighed on a
balance (+ 0.5 g). In addition, 4 root systems per plot (12 per treatment) were harvested,
washed using distilled water and weighed on a precision balance (+ 0.001 g), dried at 68°C for

24 h and weighed again on the same balance in order to determine dry masses.

2.6. Plant N content

As described in Galland et al. [26], total N concentration was measured using an elemental
analyser (FlashEA 1112, Thermo Scientific, Waltham, USA) from 3 leaves and 3 root systems
per plot (9 per treatment), using 2 mg of ground root or leaf material. Leaf and root N content

was expressed in percentage of N in leaf and root dry mass.

2.7. Colorimetric measurement of nitrogen stress

Using the device Dualex™ (FORCE-A, Orsay, France), the chlorophyll surface contents
(expressed in dualex units, relative unit of the manufacturer) and the nitrogen status NBI
(Nitrogen Balance Index, being the ratio of measured Chlorophyll/Anthocyans values) were

measured on the last third leaf of 10 celery per plot (30 per treatment).

2.8. Data and statistical analyses

The difference on celery morphological traits (n > 30) between treatments was determined
using an ANOVA (analysis of variance) followed by a post-hoc Tukey HSD test. Similarly, the
normality (Shapiro test) and the homoscedasticity of variance (Fischer test) of all the variables
were tested. The significance of microbiological traits and nitrate concentration (n < 4)

between treatments was non-parametrically tested with Kruskal Wallis’s test followed by a
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post-hoc Nemenyi. In addition, the plot effect was tested and discarded on all traits (two-way

ANOVA and mixed model). All the analyses were done using R project software (v. 3.5.0).

3. RESULTS

3.1. Biological denitrification inhibition

As shown in Figure 1, the BDI of soils amended with fertilizer once (1F) and twice (2F) was not
significantly different from that of unamended soils (0). However, a tendency for
denitrification stimulation was observed for the 1F and 2F plots. Although there was a BDI of
approximately 8.6% for soils amended with a single procyanidin application, the value was not
significantly different from that of unamended soils or soils amended with one or two fertilizer
applications. Notably, the addition of two doses of procyanidins induced a BDI of
approximately 19 %, which was significantly different from that of the unamended soils (p-
value: 0.023) and the soils amended with one (p-value: 0.019) or two (p-value: 0.017) fertilizer
applications but was not significantly different from that of the soils amended with a single

procyanidin application.

For the planted soil (Fig. 1), the BDI was the same between the soils fertilized with one
or two applications and the unamended plants. However, the BDI of the planted soil amended
with procyanidins was significantly different (p-value: 0.048 for 1P and 0.025 for 2P) from that
of unamended plants and fertilized plants once (p-value: 0.049 for 1P and 0.035 for 2P) and

twice (p-value: 0.049 for 1P and 0.028 for 2P).
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Figure 1: Impact of different field amendments on the percentage of Biological Denitrification Inhibition (BDI).
Unamended (0), one fertilizers application (1F), two fertilizers applications (2P), one procyanidins application
(1P) and two procyanidins applications (2P). BDI (%) was calculated in relation to unamended soil for soil
treatments and unamended plants for plant treatments. n=4 for each treatment. Vertical bars indicate standard

errors. Differences in letters indicate a difference in treatment (Nemenyi’s test; a<0.05).

3.2. Abundance of total and denitrifying bacterial communities

The abundance of the total bacterial community did not differ between unplanted soil,
unamended celery and celery amended with procyanidins (1P and 2P) (Fig. 2A). However, the
abundance was significantly higher for celery amended once (p-value: 0.014) and twice (p-
value: 0.003) with fertilizer compared to unplanted soils, unamended celery (p-value: 0.006
for 1F and 0.0001 for 2F) and celery amended with procyanidins once (p-value: 0.008 for 1F
and 0.0008 for 2F) and twice (p-value: 0.022 for 1F and 0.009 for 2F).The abundance of the
nirk gene was not significantly different between unplanted and planted soils, with the
exception of celery amended twice with fertilizer, whose abundance of the bacterial
community harbouring nirK was significantly greater (p-value: 0.004) than that of the other

treatments (Fig. 2B). Similarly, the abundance of the nirS gene was not different between
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unplanted and planted soils, with the exception of celery amended twice with fertilizer, whose
abundance of the bacterial community harbouring nirS was significantly greater (p-value:
0.004) than that of the other treatments (Fig. 2C). Interestingly, compared with unamended
celery and celery amended twice with fertilizer, procyanidin applications tended to decrease
the abundance of nirS. This trend was even more pronounced when procyanidins were applied

twice.
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Figure 2: Amendment effects on total and denitrifying bacterial abundance. Unplanted soil, unamended (0),
one fertilizers application (1F), two fertilizers applications (2P), one procyanidins application (1P) and two
procyanidins applications (2P). (A) Total bacterial community (copy humbers of 16S rRNA.g* of dry soil), (B)
Denitrifying bacteria with copy numbers of nirk g of dry soil, and (C) denitrifying bacteria with copy numbers of
nirS g* of dry soil. n = 3 for each treatment. Vertical bars indicate standard errors. Different in letters indicate

which means differed (Nemenyi’s test, a<0.05).

3.3. Effects of amendments on soil nitrate content

One week before procyanidin application (TO) (Fig. 3A), the nitrate level was the same
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between the unplanted soil treatments and between the celery treatments. However,
significantly lower levels of nitrate were detected in the celery treatments compared to the
unplanted soil treatments (p-value: 0.02). At harvest (TF), nitrate concentrations measured in
unplanted soils amended twice with procyanidin differed significantly (p-value: 0.01) from
those in the other treatments, except for soils amended once with procyanidin (Fig. 3B). No

significant differences were detected between the celery treatments (Fig. 3B).
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Figure 3: Effects of different types of amendments with procyanidins or fertilizers on soil nitrate level of
unplanted soils and planted soils with celery. Unamended (0), one fertilizer application (1F), two fertilizer
applications (2P), one procyanidin application (1P) and two procyanidin applications (2P). (A) for TO before
procyanidins or fertilizers amendments and (B) for TF corresponding to the day of harvest. n = 4 for each
treatment. Vertical bars indicate standard errors. Differences in letters indicate a difference in treatment

(Nemenyi’s test; a<0.05).
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3.4. Effect of amendments on celery traits

To test the effects of procyanidin (1P and 2P) and fertilizer (1F and 2F) amendments on celery
traits, the shoot and root fresh mass and plant height were measured (Fig. 4). The shoot fresh
mass of celery grown on soils amended once with procyanidins was on average approximately
391.1 g, which is approximately 126 g (or 47 %) more than that of unamended celery (p-value:
0.053) although the results were not significantly different (Fig. 4A). Similarly, celery amended
twice with procyanidins had a shoot fresh mass of 487.4 g, representing a significant increase
of approximately 222 g (83%) compared to that of unamended celery (p-value: 3.3 e-5). Celery
amended twice with procyanidins tended to present a shoot mass that was approximately 91
g (24%) greater than that of the celery amended only once, although the results were not
significant. In addition, celery grown on soils amended once with fertilizer presented a shoot
mass of approximately 758.6 g, which was significantly higher by approximately 493.3 g (or
186%), 367.5 g (or 94%) and 271.2 g (or 55%) than that of the unamended celery (p-value: 7.4
e-6), celery amended once with procyanidins (p-value : 2 e-7) and celery amended twice (p-
value : 2 e-7) with procyanidins, respectively. Celery grown on plots with the conventional
fertilizer amendment (2F) had an average shoot mass of approximately 890.9 g, which was
significantly greater by 625.5 g (or 236%), 132.3 g (or 17%) and 403.5 g (or 82%), on average
than that of unamended celery (p-value: 4e-7), celery amended once with fertilizers (p-value
: 0.036) and celery amended two times with procyanidins (p-value : 5e-7), respectively (Fig.
4A).

The fresh mass of the root system of celery amended twice with procyanidins was
approximately 186.6 g, which was significantly higher by 60.2 g (or 47%) (p-value: 0.024) than

that of unamended celery (Fig. 4B). It is interesting to note that, although not significant, the
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fresh root masses of celery amended with procyanidins tended to be 39 g higher on average
than the fresh mass of celery amended with fertilizer.

Celery amended once with procyanidins had an average height of 36.9 ¢cm, which was
significantly higher by 10.2 cm on average (or 37%) than that of the unamended celery, which
was approximately 26.8 cm in height (p-value: 1.33e-6). The height of celery amended once
with procyanidins was statistically no different from that of celery amended twice. The height
of celery treated with two procyanidin amendments was significantly higher by an average of
13.8 cm (or 52%) than that of the unamended celery (p-value: 4e-8). In addition, celery
amended once or twice with fertilizer presented a significant increase in height of
approximately 22 cm for 1F (or 82%) (p-value: 8e-8) and 22.6 cm for 2F (or 85%) (p-value: 8e-
8) that of unamended celery. Notably, the height of celery amended once or twice with
fertilizers was significantly higher than that of celery amended once or twice with procyanidins

(p-value: 1e-5) (Fig. 4C).
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Figure 4: Impact of different field amendments on celery morphological traits. Unamended (0), one fertilizer
application (1F), two fertilizer applications (2P), one procyanidin application (1P) and two procyanidin
applications (2P). (A) the fresh mass of the celery aerial parts (g), (B) the fresh mass of the celery root systems
(g) and (C) the height of the celery aerial parts (cm). n = 30 for aerial part and n=6 for roots. Vertical bars indicate
standard errors. Differences in letters indicate a difference in treatment (Tukey’s test for shoot fresh mass and
height, Nemenyi’s test for root fresh mass, a<0.05).
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3.5. Effect of amendments on plant N content

The percentage of nitrogen content in the shoots of unamended celery was, on average,
approximately 1.3%. The N content was not affected by one procyanidin application, as we
obtained the same level as that in the unamended celery. In addition, although the N content
of the shoots of celery amended twice with procyanidins was on average approximately 1.4%,
this result is not significantly different from the N content of the shoots of either celery
amended once with procyanidins or unamended celery (Fig. 5A). However, the percentage of
N in the leaves of celery amended once with fertilizer was approximately 2.66%, which was
significantly higher than the N content of the shoots of unamended celery (p-value: 0.024)
and the shoots of celery amended once with procyanidins (p-value: 0.043). No significant
difference was detected between the N percentage in the shoots of celery amended once with
fertilizer and that of celery amended twice with procyanidins. In addition, the N percentage
of shoots of celery amended twice with fertilizer was approximately 3.7%, but this percentage
did not differ significantly from that of celery amended with a single fertilizer application.
However, this N percentage was significantly higher than that of celery amended once with
procyanidins (p-value: 0.04), celery amended twice with procyanidins (p-value: 0.02) and
unamended celery (p-value: 0.04).

The N content in unamended celery roots was approximately 0.59% and did not differ
significantly from the 0.39% and 0.59% N of celery amended once with procyanidins and that
twice with procyanidins, respectively (Fig. 4B). However, the N content in the roots of celery
amended once with fertilizers was approximately 0.99%. This value, although high, did not
significantly differ from the N concentration in the roots of unamended celery and in those of

celery amended twice with procyanidins. Similarly, the N concentration in the roots of celery
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amended twice with fertilizer was approximately 1.4% and tended to be higher than that of
celery amended once with fertilizer, albeit not significantly. This concentration was
significantly higher than that of unamended celery (p-value: 0.04) celery amended once with

procyanidins (p-value: 0.01) and celery amended twice with procyanidins (p-value: 0.04).
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Figure 5: Amendment effects on shoot and root N content. Unamended (0), one fertilizer application (1F), two
fertilizer applications (2P), one procyanidin application (1P) and two procyanidin applications (2P). (A) shoot and
(B) root N content (% of dry mass). n = 3 for each treatment. Vertical bars indicate standard errors. Differences

in letters indicate a difference in treatment (Nemenyi’s test; a<0.05).

3.6. Effect of amendments in colorimetric measurements of N stress
The relative chlorophyll content of the leaves of unamended celery was 14.2 Dualex units and
was significantly lower than the 23.8, 32.8, 35.1 and 44.3 Dualex units of the leaves of celery

amended once with procyanidins (p-value: 4e-6), twice with procyanidins (p-value: 1e-7), once
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with fertilizers (p-value: 8e-8) and twice with fertilizers (p-value: 3e-9), respectively (Fig. 6A).
The leaves of celery amended once with procyanidins presented a relative chlorophyll content
that was significantly lower than that presented by the leaves of celery amended twice with
procyanidins (p-value: 7e-5), once with fertilizers (p-value: 3e-6), and twice with fertilizers (p-
value: 5e-6). The chlorophyll content of the leaves of celery amended twice with procyanidins
did not differ from that of the leaves of celery amended once with fertilizer but was
significantly lower than that of the leaves of celery amended twice with fertilizer (value p: 6e-
7). The chlorophyll content of the leaves of celery amended once with fertilizer was
significantly lower than that of the leaves of celery amended twice with fertilizer (p-value: 5e-
6).

The nitrogen balance index (NBI) measured in the leaves of unamended celery was
significantly lower than that of celery amended once with procyanidins (p-value: 0.03), twice
with procyanidins (p-value: 5e-7), and once (p-value: 7e-7) or twice (p-value: 8e-7) with
fertilizer (Fig. 6C). Notably, the NBI measured on the leaves of celery amended once with
procyanidins was significantly lower than that of the leaves of celery amended twice with
procyanidins (p-value: 0.003), and once (p-value: 2e-6) or twice (p-value: 4e-6) with fertilizer.
The NBI measured in the leaves of celery amended twice with procyanidins did not differ from
that of celery amended once with fertilizer but was significantly lower than the NBI of leaves

of celery amended twice with fertilizer (p-value: 4e-6).

120



A 60 B 45 A
¢ 40 |
50 |
= 35 1
S = b
o) > T
<40 | b % 30 -
E ©
3 g b
o d 3 25 1 Ha
z>30 - c ;
° :
g— § 20 -
5 © :
S @ r;
o 20 | a 9 15 A i
> ©
S b= a
© =z
& 10 4
10 |
5 -
0 0
0 1F 2F 1P 2P 0 1F 2F 1P 2P

Figure 6: Impact of different field amendments on the pigment level of celery leaves. Unamended (0), one
fertilizer application (1F), two fertilizer applications (2P), one procyanidin application (1P) and two procyanidin
applications (2P). (A) relative chlorophyll level (Dualex unit) and (B) Nitrate Balance Index (Dualex unit) of the

last third celery leaf. n = 30. Differences in letters indicate a difference in treatment (Tukey’s test; a<0.05).

4. Discussion

4.1. Procyanidin amendment to celery plots induced an increase in BDI

As in Galland et al. [26], the addition of procyanidins at 210 kg ha in the field induced
a BDI that was at the root adhering-soil level of celery plants. This BDI was more notable in
unplanted and planted plots amended twice with procyanidins. Two procyanidin amendments
may increase procyanidin bioavailability in the soil, consequently inducing an increased BDI.
The BDI tended to be lower when measured on planted soils than on unplanted soils with
equivalent treatments. This result suggests that the BDI is not stimulated by plants; in

contrast, probably via their rhizosphere (root exudation, root respiration and nitrate

121



availability), plants stimulate denitrification activity, as shown in Guyonnet et al. [31], thus
decreasing the BDI. In addition, the BDI measured in soils planted with celery amended only
one time with procyanidins and in unplanted soils tended to be lower than that in plots with
celery amended twice with procyanidins, probably due to the resilience of denitrifiers in these
plots or the improved bioavailability of procyanidins following two applications. In the plots
amended only once with procyanidins, there were approximately 76 days between the last
procyanidin amendment and the BDI measurements, while in plots amended twice with
procyanidins, there were only 55 days between the last amendment and the BDI
measurements. It seems that the longer the time between the moment of procyanidin
application and BDI measurement is, the lower the BDI. This result suggests that the effect of
procyanidins on denitrifier activity decreases in a relatively short period of time, as described
by Zerulla et al. [32], who showed that the level of nitrification activity of soil bacterial
communities returned to the initial nitrification activity level at 4 to 10 weeks after the
addition of 3,4-dimethylpyrazole phosphate (DMPP), a nitrification inhibitor, to the soil.
As shown in Galland et al. [26], the procyanidin amendment did not affect the abundance of
the total bacterial community and reduced only the abundance of denitrifiers which seems to
be counter-selected by plants as they lost their function. Moreover, the abundance of
denitrifying bacterial communities tended to be relatively low when there were two
procyanidin applications rather than one, supporting the hypothesis suggested above that this
is either an effect related to the increased bioavailability of procyanidins following two
applications or a trend towards the resilience of denitrifying bacterial communities when
procyanidins were applied once.

Planted soil fertilized once or twice with ammonium nitrate induced denitrification

activity in the soil adhering to the roots. This result is consistent with a previous study by
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Mulvaney et al. [13] who explained that nitrogen fertilizer promotes the denitrification
process. Similarly, the abundance of denitrifying communities seems to be stimulated by
fertilization. Once again, this finding was in agreement with a study by Sun et al., [33]
demonstrating that nitrogen fertilizer induces an increase in the abundance of communities
involved in the nitrogen cycle, including those of denitrifiers. In addition, nitrogen fertilizer
amendment induced an increase in the abundance of the total bacterial community, as shown
in Lavenhar et al. [34]. Moreover, the addition of fertilizer resulted in an increase in the nitrate
pool in the soil, stimulating denitrification activity and inducing both high N,O emissions and

nitrate loss from the soil, as also observed in Venterea et al. [35].

4.2. The addition of procyanidins to the plots induced an improvement in celery
morphological traits
Soil nitrate pool was increased in unplanted soil amended once and twice with procyanidins
as observed by Bardon et al. [36] . No conservation of nitrate was observed in the planted
soils, as celery plants consumed nitrate for their growth [37] which explains the lower nitrate
concentrations in the planted treatments compared to those under the unplanted conditions.
Interestingly, the nitrate concentrations in the unplanted and planted soils amended once or
twice with fertilizer were lower than those in soils with celery amended with procyanidins.
This finding could be explained by denitrifier activity, which was more important in the
fertilized plots than in the plots with celery amended with procyanidins where denitrification
activity was inhibited, allowing relatively more nitrate in those plots. Therefore, in these
planted plots, as observed for lettuce plants [26], the addition of procyanidins increased the
fresh mass of the shoots and roots as well the height of the celery plants, and this tended to

increase when the celery was amended twice with procyanidins, suggesting that this
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treatment made nitrate more available and for a relatively long period than did the single
amendment.

Compared to the shoots of unamended celery plants, there were gains of approximately 47%
and 53% in the shoots of plants amended once or twice with procyanidins, respectively. These
gains were very low compared with those of conventional celery amended twice with fertilizer
(236%) and celery amended once with fertilizer (186%). Thus, treatment with fertilizer seems
to be relatively effective but could lead to increased levels of nitrate in the soil, which can be
leached or consumed by denitrifiers, generating increased amounts of N,O emissions into the
atmosphere. Thus, to potentially make more nitrate available to plants, it might be possible
to increase the percentage of BDI by adding a third application of procyanidins to crops. This
application would further inhibit the denitrifying microbial community, increasing the amount
of nitrate available for plants and bringing their yields closer to conventional yields without
releasing nitrate into agrosystems, which can negatively impact the environment.

In addition, as observed with lettuce in Galland et al. [26], where lettuce amended with
procyanidins developed more roots than shoots, celery amended with procyanidins also
developed more root than shoots when amended with procyanidins than when amended with
fertilizer. As the denitrifier distribution in the soil is heterogeneous, nitrates available to plants
due to denitrifier inhibition also would be heterogeneously spatially distributed in the soil. To
benefit from this nitrate, plants allocate new and increased amounts of root growth in the
nitrate-containing zone, which could explain the gain in root mass, as previously
demonstrated for young lettuce plants subjected to a heterogeneous spatial distribution of
nitrate in the root zone [38].

In addition, N levels in the shoot and root tissues did not differ between unamended celery

and celery amended once or twice with procyanidins and were lower than those obtained
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from celery amended once or twice with fertilizer, confirming the results of the Van
Wassenhove et al. [39] study, which showed that the application of nitrogen fertilizer to a
celery crop increases the nitrate concentration in the leaves. Thus, the nitrate available
following the addition of procyanidins is concentrated little in celery tissues, and the
physiology of that celery did not differ from that of unamended celery. This relatively low
nitrate concentration could mean a relatively risk for consumer health [29,30].

In the same way, the results of the colourimetry measurements made with the Dualex Force-
A exhibit the same trends as those of the other measured features. According to Cerovic et al.
[40] relative chlorophyll levels are relatively high when plants are not stressed by soil nitrogen
levels, and the plants allocate relatively high amounts of resources to their primary
metabolism. These values were lower in all plots than in those with conventionally amended
celery. In addition, the NBI measured by this device, as described by Jezek et al. [41], provides
information on the nitrogen status of the plant because a nitrogen-deficient plant will produce
less chlorophyll and relatively more flavonoids than will a nitrogen-sufficient plant, which will
produce the opposite. Thus, the NBI allows us to compare between treatments to obtain more
specific data on nitrogen-related stress. The NBI was higher when celery was amended with
procyanidins that when celery was not amended, which indicates less stress on the plant, but
this stress related to soil nitrogen was higher than when celery was amended with fertilizer.
However, it is interesting to note that the NBI measured in celery amended once with fertilizer
was similar to that measured in celery amended twice with procyanidins, which means that
plant nitrogen stress tended to decrease under the double procyanidin treatment. This stress
may decrease further if a third application of procyanidins is applied to a crop, which could
also decrease the NBI and increase the chlorophyll levels, tending to make them equal to the

levels of conventional celery.
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5. Conclusion
The addition of procyanidins to celery fields induced a BDI, increased the nitrate pool available
in the soil and increased the morphological traits of celery compared to the unamended
celery. These traits are less important than those obtained for celery amended with fertilizers
in a conventional agriculture. However, N levels in the plant remain lower when celery was
amended with procyanidins than fertilizers and potentially represents a less risk of nitrate
contamination for the consumers. Although the masses of these celery amended with
procyanidins are smaller than conventional celery, they are still large enough to be placed on
the market. In order to be close to the masses of conventional celery without increasing N
plant level, 3" procyanidins amendment could be a good balance to induce more BDI and
hence more nitrate available for plants growth. It would be interesting for the future to take
into account the more organic nature of this type of amendment, which did not have a
negative effect in the environment by emitting N.O to the atmosphere as it is the case for

conventional celery production.
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1. Application au champ des procyanidines, intéréts agricoles et économiques

Les résultats obtenus pendant ce doctorat nous ont montré que I'ajout de procyanidines en
champs par pulvérisation au sol induit un BDI sur des cultures de laitue et céleri. Ce dernier
permet d’augmenter le pool de nitrate disponible dans le sol ce qui, de ce fait, permet
d’améliorer les traits morphologiques des cultures amendées. Cet apport en sol de

procyanidines peut représenter une alternative a l'utilisation excessive d’engrais.

1.1 L’application de procyanidines en champs induit un BDI augmentant la productivité
végétale

Les BDI observés pour la plus forte concentration que nous avons utilisée lors de nos essais a
savoir de 210 kg.ha?, pouvaient aller jusqu’a 32 %. Ce BDI a induit des augmentations de

rendement allant jusqu’a 33 % pour la laitue et 84 % pour le céleri (Tableau 1).

Tableau 1 : Bref récapitulatif des % de BDI et de rendements observés avec la plus grande concentration

utilisée (210 kg.ha) lors des essais menés sur des cultures de laitue et de céleri.

Laitue (2017/SERAIL) | Laitue (2018/SERAIL) | Laitue (2018/Manziat) | Celeri (2018/SERAIL)
BDI (%) 27% 32% 31% 21%
Rendement (%) 16% 25% 33% 84%
Rendement racinaire (%) 63% 0% -2% 50%

Ainsi, bien que les % de BDI soient dans les mémes ordres de grandeur entre nos différents
essais, il n’induit pas une augmentation des rendements similaire entre espéces par rapport a
un témoin non amendé.

Ainsi, il est probable que I'effet des procyanidines et par extension du BDI dépende de I'espéce
et de la variété de la plante sur lequel il est appliqué, comme I'observent Vernieri et al.
(2002) avec I'application d’un biostimulant n’ayant pas la méme productivité sur la laitue que
sur la tomate. Ou bien encore comme Kopta et al. (2018) qui n’observent pas les mémes
rendements d’un biostimulant a base d’algues sur différentes variétés de laitues. Bien que les
procyanidines n’agissent pas sur les plantes directement, elles agissent sur les
microorganismes dénitrifiants et la disponibilité du nitrate dans le sol. Et il est admis que les

plantes n’ont pas toutes la méme facon d’assimiler les nutriments du sol (Hobbie, 1992) ni la
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méme source préférentielle d’azote qui peut étre davantage tournée vers 'ammonium que le
nitrate et vice-versa (Hodge et al., 2000).

L'efficacité d’une application d’'une molécule en champs peut étre dépendante de la
physiologie de la plante, de ses caractéristiques de culture et de son génotype (Rengel, 2001;
Calvo et al., 2014; du Jardin, 2012), ce qui est probablement aussi le cas pour I'efficacité du
BDI.

De plus, nous observons d’une année et d’un sol sur I'autre, que la productivité des laitues
n‘est pas la méme. Il faut alors noter que de tels essais en champs sont dépendants des
conditions environnementales comme la météo (Cammalleri et al., 2014), le type de sol
(Chang, 2017) ou la composition du sol en communautés microbiennes. La météo peut différer
au cours du temps et géographiquement, ayant probablement un effet sur les procyanidines
pouvant alors étre lessivées ou adsorbées plus facilement par le sol. Ce phénomeéne est
observé entre autres dans les études de Landry et al. (2005) ou Jefimova et al. (2014) qui
observent la dispersion et par conséquent une diminution de l'effet, respectivement du
glyphosate et de molécules polycycliqgues en champs en fonction des conditions
météorologiques. Il faut noter également que la productivité peut différer en fonction d’'une
différence de météo d’'une année sur 'autre, ou d’une région a l'autre (Clark and Tilman,
2017). Il est aussi bien connu que certaines textures de sols sont plus propices a la culture
d’une espece que d’autres, comme par exemple un sol sableux plus propice a la culture de
laitue grace a une plus grande disponibilité de I'eau (Lea et Azevedo, 2006; Roberts, 2008). De
plus, il faut noter que les bactéries dénitrifiantes peuvent différer selon le sol et ne pas avoir
la méme diversité et/ou abondance, ce qui peut modifier |'utilisation de I'azote et son devenir
dans les sols (Cavigelli and Robertson, 2000). Dans le sol, la répartition des porosités peut
modifier la teneur en eau et par conséquent la disponibilité en oxygéne (Glinski et al., 2004),
qui joue un réle dans I'induction de la dénitrification, qui est un processus anaérobie (Kraft et
al., 2011). Ainsi, les différences de textures et structures du sol et la composition de la
communauté bactérienne du sol peuvent modifier la dénitrification et I'effet des
procyanidines sur l'activité de dénitrification qui, comme les autres molécules organiques,
présentent des comportements et affinités variables selon le sol avec lequel elles sont en
contact (LUtzow et al., 2006).

Malgré cela, nous avons observé dans le troisieme chapitre que les procyanidines n’induisent

pas de changement dans la structure du sol. Ce qui signifie qu’il n’y a pas d’action couplée de
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I’effet sur les dénitrifiants via le BDI avec une modulation du sol et donc de leurs habitats qui
engendrait des changements abiotiques affectant la dénitrification.

Il faut alors prendre en compte que de tels essais sont soumis a énormément de variables que
cela soit au niveau des plantes et/ou des microorganismes mais aussi des facteurs abiotiques.

Cette variabilité peut changer |'efficacité d’un phénoméne comme le BDI d’un essai a I'autre.

1.2 La qualité des cultures n’est pas modifiée par un amendement en procyanidines
L'amendement en procyanidines, en plus d’avoir augmenté la productivité des cultures n’a
pas changé leurs qualités. Nous savons que le céleri et la laitue sont sensibles aux
concentrations de nitrate dans le sol. En effet, comme I'explique Santamaria et al. (1999) et
Santamaria (2006), ces deux cultures voient leur concentration d’azote dans les tissus
augmenter lorsque la concentration de nitrate dans le sol est importante, impliquant ainsi des
dangers potentiels pour le consommateur si les concentrations s’averent trop élevées (Anjana
and Igbal, 2007). Dans notre cas, nous n’avons pas observé de changement au niveau de la
teneur en azote entre les témoins et les cultures amendées en procyanidines quel que soit le
type de culture. Dans le cas du céleri, il y avait significativement moins d’azote dans les tissus
comparé aux cultures avec engrais conventionnel. Or, une surconcentration pouvant amener
dés lors des risques pour la santé (Wright et al., 1999; Sindelar and Milkowski, 2012) ; cela
suggere qu’un amendement en procyanidines n’induit pas de surconcentration dans les tissus
d’azote et in-fine de nitrate pouvant étre dangereux pour la consommation, et peut par
ailleurs représenter moins de risques qu’une culture conventionnelle.

De méme, nous n’avons pas observé de différence quant a la ténacité des feuilles avec le
témoin lorsqu’il y a eu amendement en procyanidines, cela est potentiellement intéressant
pour le consommateur, car cela suggéere que la qualité de mache des produits n’est pas
affectée (Lopez-Galvez et al., 1997; Rico et al., 2007) mais aussi que leur vulnérabilité en
champs face aux ravageurs et a I’herbivorie ne différent pas (Clissold et al., 2009). Cependant,
lors de I’essai céleri nous avons remarqué une diminution de la pigmentation en chlorophylle
lorsqu’ils sont amendés en procyanidines et non en engrais. De ce fait, le consommateur
habitué aux produits issus de I'agriculture conventionnelle pourrait ne pas étre attiré par ce
type d’aliment potentiellement moins attrayant. C'est pourquoi il serait intéressant de faire
une enquéte aupres d’un panel de consommateurs potentiels en ce qui concerne la gustativité

et par extension de la qualité de mache également, ainsi que de I'attrait esthétique d’'une
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plante issue d’une agriculture essayant de s’affranchir de I'agriculture intensive avec ses

problématiques associées, réduisant les pertes d’azote sous forme de N,O dans les champs.

1.3 Affiner les méthodes d’applications des procyanidines

Si I'on se référe a la définition de du Jardin, (2015) expliquant qu’un biostimulant est
une substance bénéfique pour les plantes, a I'exclusion des nutriments, des pesticides et des
amendements pour les sols, il est possible de classifierles procyanidines comme
biostimulants. Cependant, comme nous I'avons vu dans l'introduction bibliographique, la
majorité des molécules de type biostimulant, sont essentiellement appliquées en
complément d’engrais et ne sont que peu souvent apportées comme unique
amendement (UNIFA, 2014). Durant cette these, nous avons testé [efficacité des
procyanidines en tant qu’amendement seul en comparaison a des cultures non amendées
voire amendées de fagon conventionnelle. Les procyanidines en amendement seul induisent
via le BDI une augmentation de productivité qui peut dans certains cas étre suffisant pour une
commercialisation. Cependant la possibilité de remplacer totalement les engrais dans
I'agriculture actuelle semble utopique, tant elle s’avére intensive et économique, les sols n’ont
pas le temps de se régénérer entre chaque culture et les rendements sont essentiels a la
viabilité économique des producteurs (Tilman et al., 2002). Encore une fois, I'utilisation d’un
biostimulant et dans notre cas de procyanidines demande une évolution dans les pratiques
agricoles actuelles. Cependant, il est nettement plus envisageable de diminuer les apports
d’engrais classiques en les complétant avec des apports en procyanidines. Ceci permettra de
diminuer le nombre et/ou la quantité d’apports d’engrais. En effet, comme nous I'avons vu
pour le céleri, qui demande deux apports importants d’engrais azotés, nous pourrions des lors
par la méme occasion dans de prochains travaux tester l'efficacité d’'un apport en
procyanidines suivi d’'un deuxiéme apport cette fois ci d’engrais ou inversement.

De maniére conventionnelle les méthodes de culture d’une plante a I'autre peuvent différer,
durant ce doctorat nous avons testé des plantes ou la méthode d’arrosage, d’apport d’engrais
et dont la partie consommée - a savoir la partie aérienne foliaire- était la méme. A la fin de
cette these et dans le cadre du stage de Lyna Bouladra (Licence professionnelle Microbiologie
Industrielle et Biotechnologie), nous avons testé une culture fruitiere comme la tomate
(Solanum lycopersicum) qui a de plus la particularité d’avoir un systéme d’arrosage au goutte

a goutte différent des cultures que nous avons étudiées jusqu’ici. Le but ici est d’apporter
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d’une autre maniére les procyanidines en sol et de voir I'effet des procyanidines sur la
productivité d’'un autre organe que la partie végétative a savoir le fruit. Les premiers résultats
sur la tomate ne nous permettent pas de démontrer des différences entre parcelles amendées
et non amendées. Il serait intéressant d’affiner le protocole d’apport des procyanidines pour
une prochaine expérimentation.

Cependant, avant une application de type agricole, la premiéere étape sera de trouver une
source de procyanidines plus économique (objectif d’un projet de maturation dans le cadre
d’'un brevet en 2016). En effet, lors de nos essais nous avons utilisé des procyanidines
commerciales (Laffort TANIN VR GRAPE., Bordeaux, France) qui ne sont pas un produit créé
pour ce type d’utilisation et représentent une source bien trop onéreuse. Ces procyanidines
de chez Laffort sont utilisées comme source de tannins a rajouter dans des vins trop pauvres
de ces composés (Harbertson et al., 2012). Dans le contexte d'une agriculture durable avec
des enjeux économiques, il existe d'autres sources de procyanidines moins colteuses et plus
concentrées en procyanidines, comme le mimosa, I'écorce de quebracho ou les pépins de
raisins (Thompson et Pizzi, 1995 ; Gabetta et al., 2000 ; Venter et al., 2012; Vivas et al., 2004)
Il est de méme envisageable de valoriser les rhizomes de Fallopia contenant beaucoup de
procyanidines (Bardon, 2014 ; Rouifed et al., 2018). L’avantage serait alors double car nous
aurions une source importante a faible co(t, tout en participant a la gestion contre cette
plante invasive. Dans tous les cas, des études futures utilisant ces sources de procyanidines

sur le terrain et évaluant les avantages/co(ts de ces applications seront nécessaires.

2. Mieux comprendre les mécanismes du BDI
2.1 Le phénomeéne du BDI peut-il étre dii a d’autres métabolites secondaires ?

Subbarao et al. (2007) expliquent que l'inhibition biologique de la nitrification (BNI) est une
stratégie végétale présente chez plusieurs plantes et opérée par plusieurs molécules.

Cela pourrait alors apporter un élément de réponse dans le cas d’A. thaliana observée
pendant cette thése, ol nous avions démontré une inhibition de la dénitrification sans
toutefois montrer de productions aux niveaux racinaires de procyanidines. Il est alors
éventuellement plausible que le phénomene de BDI soit opéré aussi par d’autres molécules
et ne soit pas exclusif aux procyanidines.

Dans le cas de nos études sur A. thaliana, des molécules flavonoiques de type kaempferol ont

été détectées par uHPLC-gTof comme étant un composé trés présent dans les racines. D’un
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point de vue de conformation de la molécule, celle-ci est relativement proche des
procyanidines (Peterson, 2001). Sans compter que des études montrent que le kaempferol
peut avoir des effets spécifiques et inhibiteurs sur des enzymes bactériens comme NorA chez
Staphylococcus aureus (Holler et al., 2012). Il serait alors intéressant de tester cette molécule
sur une bactérie dénitrifiante et sur une bactérie non dénitrifiante pour détecter une
potentielle inhibition de I’activité de dénitrification, mais aussi d’approfondir les recherches
sur d’autres phénomenes d’inhibition de la dénitrification pour en connaitre la cause, les
mécanismes et les molécules impliquées afin d’établir ces processus comme étant un BDI ou

non.

2.2 Comment les plantes réagissent-elles au BDI ?
Nous avons vu que certaines plantes ont ou pourraient avoir la capacité d’opérer la stratégie
du BDI. Mais il est utile de comprendre comment la plante met en place un tel processus et
comment elle réagit a celui-ci. La premiére partie de cette these avec I'utilisation d’A. thaliana
devait répondre a ces questions, mais comme nous I'avons vu, faute de temps nous n’avons
pas pu avancer dans ce sens. Cependant, I'étude de ce modele nous permet de dégager
quelques pistes. En effet, nous avons vu que A. thaliana, comme d’autres espéeces végétales,
posséde la voie métabolique a la formation de procyanidines (Abrahams et al., 2002). Un
élément extrémement intéressant réside dans la régulation au tout début de la voie des
anthocyanes ou le facteur de régulation LBD (Lateral Organ Boundaries Domain) sensible aux
concentrations de nitrate dans le milieu induit I'activation de la suite de la voie (Rubin et al.,
2009; Soubeyrand et al., 2014). Rubin et al. (2009) expliquent alors que dans un
environnement pauvre en nitrate, le facteur LBD s’active et enclenche la production des
anthocyanes et in-fine des procyanidines. D’un point de vue mécanistique, cela pourrait étre
le fruit d’'une réponse de la plante a un milieu pauvre en nitrate extrémement propice a la
compétition avec les microorganismes dénitrifiants (Kuzyakov and Xu, 2013). Ce type de
réponse est déja observé au niveau du BNI, ou Subbarao et al., (2008) expliquent que la
synthése de la molécule inhibitrice est induite par la présence de NHs* en contact avec les
racines. Il serait alors intéressant, a défaut de démontrer une production de procyanidines
chez A. thaliana, de tester des mutants affectés dans le facteur LBD et d’analyser en parallele

I'activité de dénitrification pour valider cette hypothese.
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De plus, nous avons également vu dans la littérature que les procyanidines chez A. thaliana
sont présentes principalement dans le tégument des graines (Debeaujon et al., 2003; Baudry
et al., 2004). Une hypothese serait alors I'existence d’un « effet maternel ». En effet, il serait
intéressant de doser les procyanidines dans les graines d’A. thaliana dans des conditions de
cultures différentes, et voir si la concentration en procyanidines des graines varie en fonction
de la concentration en nitrate du sol de culture de la plante mere. Dans ce cas, il serait
envisageable que la plante, dans un stress de compétition avec les microorganismes pour le
nitrate, alloue une protection a sa descendance pour une meilleure installation dans cette
niche écologique, en modulant la concentration de procyanidines dans les téguments des
graines.

Dans un autre registre, un phénomene intéressant s’est dégagé lors des essais en champs. En
effet, nous avons observé dans certains cas que les cultures que nous avions amendées en
procyanidines avait un gain de masse racinaire plus important que la masse aérienne. Nous
avons lors du deuxiéme chapitre écarté I'effet direct des procyanidines sur le développement
racinaire. En effet, I'absence de différences entre les plants de laitue cultivés en milieu stérile
avec et sans procyanidines permet de conclure que les procyanidines ne sont pas une source
de carbone et/ou une phytohormone impliquée dans le développement racinaire. |l faut alors
noter que dans les sols, la distribution des communautés dénitrifiantes est hétérogéne et est
présente en « spot » dans le sol (Harms et al., 2009; Philippot et al., 2009). Dans ce cas, il est
probable que les procyanidines aient rendu disponible le nitrate au niveau de ces spots
éparpillés de fagon hétérogene dans le sol poussant dés lors les racines a croitre davantage
pour « chercher » ce nitrate. Ce phénoméne avait déja été observé dans les études de Bardon
et al. (2017) constatant une croissance racinaire supérieure a celle aérienne chez Fallopia sp.
aprés un ajout exogene de procyanidines. D’un point de vue appliqué, cela pourrait étre alors
intéressant de tester des légumes « racines » pour exploiter ce phénomeéne et induire une

meilleure productivité au niveau d’un systeme racinaire de cultures d’intérét agricole.

2.3 Comment les bactéries dénitrifiantes réagissent-elles aux procyanidines ?
Nous avons observé lors de tous les essais que les procyanidines affectent négativement
I'abondance des bactéries dénitrifiantes. Il a été démontré que les procyanidines via le BDI
inhibent la premiere étape de la dénitrification a savoir la transformation du nitrate en nitrite

via la modification de la conformation de I’'enzyme transmembranaire NOs™ réductase (Bardon
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et al., 2014) induisant ainsi une perte de la fonction de dénitrification. Notre hypotheése est
que dans la rhizosphere, cette perte de fonction entraine un manque de compétitivité des
bactéries dénitrifiantes et serait alors contre-sélectionnée dans la rhizosphere des plantes
amendées en procyanidines. Les bactéries dénitrifiantes ne pourraient donc plus utiliser le
nitrate comme accepteur d'électrons, ce qui réduirait leurs multiplications et leurs
installations dans cette niche écologique, comme observé précédemment par Dassonville et
al. (2011).

Bien que lors de I'essai céleri nous avons observé un BDI moins marqué lorsque I'apport de
procyanidines en sol était effectué plus longtemps avant, il n’a pas été testé le devenir de la
molécule dans le sol ni son temps de demi-vie. Il est alors possible que ces molécules soient
transformées en monomeéres catéchines (Contreras-Dominguez et al., 2006) ou alors lessivées
dans le sol. Il ne faut néanmoins pas exclure la possibilité que les communautés bactériennes
dénitrifiantes s’adaptent a une application de procyanidines. Ce résultat suggere que l'effet
des procyanidines sur l'activité dénitrifiante s'estompe en relativement peu de temps, tel que
communautés bactériennes du sol 4 a 10 semaines apres |'ajout du phosphate de 3,4-
diméthylpyrazole (DMPP), un inhibiteur de nitrification, au sol. Il sera pour la suite primordial
de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents a cette résilience et voir si elle provient
du devenir de la molécule ou d’'une adaptation de la communauté dénitrifiante.

Ainsi, la résilience semble exister dans les systemes que nous avons testé. Nous pouvons,
cependant, nous interroger sur les conséquences a plus long terme et sur des phénomeénes de
résistance des bactéries dénitrifiantes.

Il a été démontré par plusieurs études que certaines bactéries sont capables de dégrader le
monomere des procyanidines a savoir les catéchines (Arunachalam et al., 2003; Bhat et al.,
1998). Il est alors trés intéressant de noter que les études démontrant cette dégradation I'ont
fait sur des bactéries classifiées comme dénitrifiantes, alors que ces microorganismes ne
représentent que 10 a 15% des bactéries du sol (Bothe et al., 2006; Casella and Payne, 1996),
soit une minorité au sein de la communauté totale du sol. Il est alors possible qu’il y ait eu une
pression de sélection des plantes exercant le BDI sur les microorganismes dénitrifiants les
contraignant a adopter cette capacité a dégrader les composés proches des procyanidines
pour résister a I'inhibition. On peut d’ailleurs noter de facon trés intéressante que les études

de Bhat et al. (1998) et Wang et al. (2010) expliquent que la dégradation des catéchines par
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les bactéries dénitrifiantes conduit a la formation d’acide protocatéchique un élément toxique
pour les plantes. En effet I'acide protocatéchique peut réduire la production de chlorophylle
comme le montre Alsaadawi et al. (1986) ; ou méme, d’aprés I'étude de Wang et al. (2010),
inhiber la germination des graines.

Ainsi, comme l'expliquent Tong et al., (2007), la dégradation de molécules toxiques par les
bactéries est un moyen de défense de celles-ci pouvant étre le résultat d’une course évolutive
et d’'une pression de sélection. Il est alors possible que certaines bactéries dénitrifiantes aient
adopté une résistance face aux procyanidines et au BDI.

Si 'on s’intéresse plus précisément a nos essais, nous pouvons noter que bien que
I'abondance des dénitrifiants semble affectée par les procyanidines, ce n’est pas le cas de
I'abondance totale. Cela représente ainsi une information importante, démontrant que les
procyanidines agissent spécifiquement sur les dénitrifiants et suggere que cette niche a été
colonisée probablement par une autre communauté bactérienne (libération de I'espace et
disponibilité des nutriments). Il est important de connaitre la composition de la communauté
bactérienne totale au niveau des plots amendés et non amendés en procyandines. En effet, il
a été amorcé a la fin de cette thése une étude de la diversité de la communauté totale afin de
déterminer si seulement I'abondance de la communauté bactérienne totale avait été
affectée ou alors la diversité I’était aussi. De plus, il serait intéressant de savoir quels sont les
dénitrifiants impactés par le BDI, sachant que certains dénitrifiants sont aussi des PGPR. Est-
ce que la plante, face a une compétition pour le nitrate, sacrifie son interaction positive avec
les PGPR dénitrifiants ? De plus, nos études se sont appuyées sur "utilisation d’amorces ciblant
les genes nirK et nirS des communautés bactériennes issus des travaux de Bru et al. (2011).
Or, de récentes études expliquent que la détection des dénitrifiants nécessite une batterie
bien plus importante d’amorces pour nirK et nirS afin de cibler la totalité des dénitrifiants (Ma
et al. 2019). De ce fait, en étayant les amorces utilisées nous serions en mesure de déterminer

si les dénitrifiants sont tous impactés ou non par I'ajout de procyanidines.
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Conclusion

Ce doctorat nous a permis de démontrer qu’il était possible de transposer la stratégie végétale
du BDI en champs et d’avoir un retour a la plante du nitrate détourné induisant une
amélioration de productivité.

Ce gain de productivité a été observé sur deux types de sols, deux cultures, et a différents
moments, illustrant que cette méthode semble efficace en champs.

Toutefois, I'ensemble de ce travail ne représente que les prémices des études avant une
potentielle utilisation a plus grande échelle. Bien que I'application fat efficace ici il faudrait
tester sur d’autres types de sols et d’autres types de cultures pour pouvoir généraliser et
réglementer I'application.

Il est essentiel pour la suite de trouver une source de procyanidines peu onéreuse pour une
application en champs. Puis, comme nous I’'avons évoqué, des essais impliquant des mélanges
avec des engrais devront étre testés pour estimer et quantifier une potentielle diminution des
apports d’engrais azotés voire leurs substitutions.

D’un point de vue fondamental il sera essentiel de poursuivre les expérimentations avec A.
thaliana en créant un mutant producteur de procyanidines pour mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents, mais aussi tester I'hypotheése d’un déclenchement de la production
en absence de nitrate ainsi qu’un potentiel réle d’'un autre métabolite secondaire dans
I'induction du BDI. Il sera aussi nécessaire d’affiner les méthodes de détection dans le sol pour
connaitre le devenir des procyanidines dans celui-ci.

Le BDI est une stratégie découverte récemment, et il est fort probable que dans les années a
venir d’autres plantes et d’autres molécules impliquées dans I'inhibition soient mises en
évidence.

Et dans ce cas, il serait intéressant de réitérer des essais du méme type avec une autre
molécule ayant les mémes effets dans le futur.

Dans notre cas, les bactéries dénitrifiantes semblent résilientes au phénomene de BDI ; et a
I'avenir, il sera essentiel de mieux comprendre les réactions de ces microorganismes, les
phénomeénes de résilience et résistance induits par la stratégie de BDI dans des systemes

controlés d’abord puis dans les agrosystemes.
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