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Résumé



L’azote est souvent considéré comme le premier facteur limitant la croissance des plantes dans les
écosystemes terrestres (Vitousek & Howarth, 1991a; LeBauer & Treseder, 2008). Ainsi, les études sur
le controle du fonctionnement microbien et la sélection des microorganismes des sols par les plantes
se sont principalement intéressées au cycle de 1’azote (N) (Chapman et al., 2006). Certaines plantes
peuvent inhiber la nitrification ou la minéralisation de I’azote des sols par la libération de métabolites
secondaires. Cependant, bien que la dénitrification soit considérée comme une voie majeure de perte
d’azote des sols (25-90%) (van der Salm et al., 2007; Radersma & Smit, 2011), I’inhibition de la
dénitrification par les métabolites secondaires de plantes n’a jamais été démontrée. Or il a été constaté
a de nombreuses reprises qu’aux voisinages de certaines plantes la dénitrification du sol était réduite.
C’est le cas notamment du complexe d’especes invasives Fallopia spp. pour lequel les principaux

facteurs connus pour influencer ce processus ne pouvaient expliquer cette réduction (Dassonville et
al.,2011).

Ces résultats ont conduit a poser I’hypothése centrale de ma these qui est que I’inhibition biologique

de la dénitrification (BDI) par libération de métabolites secondaires existe chez Fallopia spp.

Les métabolites secondaires extraits de Fallopia spp. ont été testés sur I’activité de dénitrification et la
respiration aérobie d’une collection de souches dénitrifiantes ainsi que sur une communauté
dénitrifiante complexe. La caractérisation par UHPLC-DAD-QTOF des métabolites secondaires de
Fallopia spp. a permis d’identifier des composés candidats. Ceux-ci ont été purifiés puis testés au
laboratoire a différentes concentrations sur des souches pures et des communautés complexes
dénitrifiantes pour valider leur activité inhibitrice de la dénitrification. Afin d’évaluer la spécificité et
le mode d’action a I’échelle cellulaire de ces composés, leurs actions sur les membranes bactériennes,
sur les activités des NOs;- (NAR) et NO,-reductases (NIR) et sur la transcription des génes
correspondants ont ¢été étudiées chez une bactérie rhizosphérique modéle (Pseudomonas
brassicacearum) grace respectivement a de la microscopie électronique, des mesures d’activités
enzymatiques et des fusions traductionnelles. D’un point de vue environnemental, la sensibilit¢ des
communautés dénitrifiantes du sol a ces composés a été évaluée en fonction de leur exposition

préalable a Fallopia spp.

Nos résultats démontrent pour la 1°° fois que les plantes (ici Fallopia) peuvent inhiber la
dénitrification par la libération de procyanidines de type B qui induisent en anaérobiose des
modifications physiologiques chez les dénitrifiants. Ces composés affectent spécifiquement le
fonctionnement de la NOs-réductase transmembranaire par un changement conformationnel. Selon les
sols, les communautés peuvent étre plus ou moins sensibles notamment en fonction de leur exposition
précédente a Fallopia spp.. Nos résultats apportent de nouvelles connaissances sur les interactions
entre plantes et microorganismes et améliorent notre compréhension sur la capacité des plantes a

modeler le fonctionnement microbien des sols en particulier celui du cycle de ’azote.



Summary



Nitrogen is often considered as the first limiting factor of plant growth in terrestrial ecosystems
(Vitousek & Howarth, 1991a; LeBauer & Treseder, 2008). Thus studies on plant-driven microbial
functioning and selection by secondary metabolites have mostly focused on the effect of plant on the
nitrogen (N) cycle (Chapman et al., 2006). Some plants can inhibit the nitrification and the nitrogen
mineralization processes in soils through the release of secondary metabolites (Subbarao et al., 2009;
Dietz et al., 2013; Heumann et al., 2013). However, while denitrification is considered as a major way
of N losses in soils (25-90%) (van der Salm et al., 2007; Radersma & Smit, 2011), the denitrification
inhibition by plant secondary metabolites was never demonstrated. However, it has been observed
several times that the denitrification in soils near some species was reduced. For example, the invasive
complex species Fallopia spp. was shown to reduce denitrification in soils without affecting principal

factors known to control this process (Dassonville et al 2011).

These finding conducted to the main hypothesis of my thesis, that Fallopia spp. is responsible of a

biological denitrification inhibition (BDI) through the release of secondary metabolites.

Extracted secondary metabolites from Fallopia spp. were tested on the denitrification and the aerobic
respiration of a set of pure denitrifying bacteria strains as well as on a soil complex denitrifying
community. The characterization of secondary metabolites by UHPLC-DAD-QTOF allows identifying
candidates. They were purified and tested at different concentrations on pure strains and complex
denitrifying communities to validate their inhibitory effect on the denitrification. In order to
investigate their specificity and their mode of action, their effects on bacterial membranes, the NO;-
(NAR) and the NO,-reductases (NIR) activities as well as these enzymes translation, were studied on a
model rhizospheric bacteria (Pseudomonas brassicacearum), using electronic microscopy, enzymatic
activities and translational fusions. In an environmental approach, the sensitivity of soil denitrifying

communities to these compounds was investigated in function of their exposition to Fallopia spp..

Our, results demonstrate for the first time, that plants (here Fallopia spp.) can inhibit denitrification
through the release of B-type procyanidins that induce physiological changes in denitrifying bacteria
under anaerobic conditions. These compounds affect specifically the membrane-bound NO;-reductase
through conformational changes. Less sensitive soils denitrifying communities may be selected in
soils previously exposed to Fallopia spp. Our finding provides new insight into plant-soil interactions

and improves our understanding of plants abilities to shape microbial soil functioning.
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Préambule (Ma vision de la Biologie):

L'univers est un tout, un ensemble : l'énergie, les atomes, les molécules, les étoiles et les
galaxies, la terre, les vents, les marées, la vie, la pensée. Dans cet univers coexistent et se

mélent des formes qui se rangent sur une échelle de complexité croissante. » (de Rosnay,

1988).

Un systéme complexe est un systéme constitué d’un grand nombre d’éléments interagissant
non-linéairement et simultanément (Kwapien & Drozdz, 2012). Ces systémes sont ouverts,
inter-échangent des informations ou de la matiere avec I’environnement et modifient
constamment leur structure interne et leurs organisations d’activité par des processus d’auto-
organisation (Kwapien & Drozdz, 2012). Il en résulte que ces systémes sont flexibles et
s’adaptent aux conditions extérieures (Kwapien & Drozdz, 2012). La plus frappante des
propriétés de ces systémes complexes est 1’existence de propriétés émergentes qui ne peuvent
pas simplement dériver ou étre prédites par la connaissance de la structure du systéme et les
interactions entre ses ¢léments individuels (Kwapien & Drozdz, 2012). Les systémes
complexes s’organisent en différents niveaux avec des sous-systémes (Bose, 2013). Ainsi les
phénomeénes observés a I’échelle globale du systéme mais pas lorsque les composants du
systéme sont isolés, sont appelés propriétés émergentes (Bose, 2013). L’idée d’émergence est
associée avec quelque chose de nouveau ou d’imprédictible observé a I’échelle du systeme

mais pas aux niveaux inférieurs ; « le tout est plus que la somme de ses parties » (Bose, 2013).

«Alles ist Chemie ». Tout est chimie, disait le chimiste allemand Justus von Liebig (1803-
1873) et il semblerait que ses propos soient toujours d’actualité. En effet, ce sont les réactions
chimiques qui gouvernent le fonctionnement du vivant. Ainsi, selon la définition de la NASA
«la vie est un systeme chimique autorégulé capable de subir [’évolution Darwinienne »
(Chodasewicz, 2014). La biologie ne semble donc pas déroger a la reégle du tout chimique et
des systémes complexes. Le vivant peut donc étre considéré comme un systeme complexe
(Sorger, 2005; Bruggeman & Westerhoff, 2007; Bose, 2013) basé sur la chimie. Ainsi, la
conformation des protéines leurs conférent toute leur activité au sein des systémes (i.e. la
cellule) car en effet la structure linéaire des protéines ne permet généralement pas d’expliquer
leurs activités (Bruggeman & Westerhoff, 2007) ou encore les effets synergiques de composés
biologiques sur une activité peuvent étre considérés comme des propriétés émergentes du

vivant.



La vie serait apparue sur Terre il y a entre 3,8 et 3,5 milliards d’années (de Rosnay, 1988).
Remontant aux origines de la vie ce sont des conditions particuliéres et la chimie élémentaire
qui ont favorisé 1’apparition du vivant a partir d’éléments simples comme 1’0O,, le N, le NO,
le CO, le CO, etc (Potier, 2003). En effet, les scientifiques s’accordent pour dire que c’est la
chimie ¢lémentaire de la « soupe primordiale » qui a permis la naissance du premier étre-
vivant, il y a 3,5 a 3,8 milliards d'années, par 1’apparition de la chimie probiotique (de
Rosnay, 1988). Et les choses sont allées en se complexifiant. Le temps a joué¢ son rdle et
I’émergence de nouvelles caractéristiques dans ce systtme complexe a donné naissance au

monde vivant dans lequel nous vivons avec sa complexité d’interactions chimiques.

La principale caractéristique du vivant serait donc que ces unités depuis la cellule (i.e. cellule,
organisme, super-organisme, communautés, écosysteme efc) interagissent par le biais de la
chimie, formant ainsi un systéme chimique complexe autorégulé. Nous pouvons ainsi
raisonnablement nous poser la question; a quel niveau de complexité des interactions

chimiques, 1I’évolution nous a conduit ces quelques 3,5 derni¢res milliards d’années ?

A T’échelle cellulaire nous savons que ce sont les réactions chimiques qui gouvernent le
fonctionnement de la cellule (Chodasewicz, 2014). Les processus biochimiques étudiés depuis
les débuts de la biologie ont clairement montré leur implication dans la réalisation du vivant.
Prenons I’exemple de la découverte de la phosphorylation réversible des protéines comme
mécanismes de régulation biologique, qui valut le prix Nobel de physiologie a Edmond
Fischer et Edwin G. Krebs en 1992. A 1’échelle de I’organisme ce sont a la fois les réactions
intracellulaires et intercellulaires qui régissent le fonctionnement de I’organisme. L’exemple
du mécanisme hormonal de maintien de I’homéostasie du taux de sucre dans le sang du corps
humain par I’intermédiaire du glucagon et de ’insuline sécrétés par les cellules alpha et beta
du pancréas (Ferner, 1951) est un bon exemple de I’autorégulation de 1’organisme. A 1’échelle
de la communauté ce sont les réactions intracellulaires, intercellulaires, interindividuelles et
intraindividuelles qui régissent le fonctionnement des communautés. Ainsi par allélopathie les
plantes pourraient modeler leur environnement et en retour ces modifications joueraient sur
leur propre évolution (Pollock ef al.; Ridenour & Callaway, 2001). Les exemples font
légions ... Et la liste des niveaux d’interactions chimiques pourrait aller ainsi crescendo de
I’écosystéme, au biome, ou la biosphére. L hypotheése Gaia formulée la premiere fois par
Lovelock (1995) fait ainsi de la biosphére un super-organisme autorégulé, et donc un étre
vivant a part entiére, s’autorégulant autour d’un état favorable a la vie et subissant 1’évolution

Darwinienne (Lovelock, 1995; Lenton, 2014). Bien qu‘ayant été¢ controversée a ses débuts,
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car jugée téléologique, la théorie Gaia semble moins en proie a la critique du fait de la

validation de nombreux de ses principes de base (Lenton, 2014).

Il semble donc que le vivant par I’intermédiaire de la chimie puisse s’autoréguler a toutes les
échelles du globe (Lenton, 2014). Une multitude de théories ont ainsi été élaborées pour
définir les phénomenes d’auto-organisation a toutes les échelles possibles et imaginables du
vivant (Odling-Smee, J et al., 2003; van der Putten et al., 2013; Lenton, 2014), qui en fait
pourraient étre vues comme des déclinaisons de la définition du vivant; « la vie est un systeme
chimique autorégulé capable de subir I’évolution Darwinienne » (Chodasewicz, 2014). Il ne

s’agirait en fait que de sous-systémes complexes... Ou tout est chimie !!

Beaucoup de chemin reste a parcourir pour percer les mysteres du vivant et j’espere pouvoir
apporter ma pierre a 1’édifice. Tout ¢a pour dire que durant ces trois ans je n’ai pas compris
grand-chose a la Biologie et que « vous ne comprendrez pas grand-chose » en lisant cette
thése. L’ignorance est le moteur de la pensée et de la recherche (Firestein, 2014) et « je pense
donc je suis » comme disait Descartes. Alors heureusement que 1’on n’a pas résolu tous les

mysteres parce qu’en plus de ne pas étre, je serais toujours devant ma télé.
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Introduction Générale

Tous les biologistes s’accordent pour dire que les microorganismes sont la forme de vie la
plus ancienne sur Terre comme le confirment les restes de cellules procaryotes fossilisées
(Trevors, 2002). Apparus, il y a environ 3,4 milliards d’années les procaryotes sont les étres
vivants les plus nombreux sur Terre (Trevors, 2002). IIs constituent environ 500 milliards de
tonnes de carbone ce qui représente a eux seuls prés de la moitié du carbone organique sur
toute la surface du globe (Whitman et al., 1998). Si bien qu’aujourd’hui il ne reste plus un
milieu ou les procaryotes sont absents. De 1’atmosphére (Smith, 2013) en passant par les sols
(Schleifer, 2004) et I’eau (Orcutt ef al., 2011) ou encore des feuilles (Whipps et al., 2008) aux
tractus digestif de tous les animaux (Duncan & Edberg, 1995), les procaryotes sont partout et
en grand nombre. Ainsi, chacun d’entre nous contiendrait entre 10 et 100 fois plus de cellules
bactériennes que nos propres cellules (i.e. 10'*" contre 10") (Schleifer, 2004). Les
procaryotes du sol montrent une diversité telle que I’on estime que moins de 5% ont été
identifiés et décrits (Schleifer, 2004). Bien qu’invisibles a 1’ceil nu, ils catalysent un grand
nombre de transformations des cycles biogéochimiques (Whitman et al., 1998). Ils ont
fagonné la Terre en enrichissant I’atmosphére en oxygene (Berla et al., 2013) (i.e. les
cyanobactéries premiers organismes photosynthétiques) et fagonnent encore aujourd’hui le

monde dans lequel nous vivons en tant que moteur des cycles biogéochimiques.

La diversification des plantes terrestres se serait produite il y a entre 530 et 590 millions
d’années (Trevors, 2002) alors que les procaryotes avaient déja depuis longtemps colonisé
tous les environnements du globe. Les plantes ont donc dii composer avec ces voisins
microscopiques qui sont devenus au fil du temps et de I’évolution des ennemis, des
concurrents, des voisins cordiaux ou encore des alliés indispensables. L’apparition des
premicres plantes a racines se serait produite au milieu du Dévonien il y a environ 385
millions d’années (Brundrett, 2002) et il est maintenant bien admis que les racines
représentent une zone d’interactions privilégiée entre les plantes et les microorganismes du
sol (Hartmann et al., 2009; Haichar et al., 2014) ayant donné lieu a des processus de forte

coévolution entre ces deux entités (Chisholm et al., 2006; Occhipinti, 2013).

Dans le cadre de la théorie du « plant-soil feedback » il est admis que les plantes vont

influencer les communautés microbiennes du sol qui vont elles-mémes agir en retour sur les
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plantes de maniére bénéfique (i.e. symbiose, cycles biogéochimiques) ou délétére (i.e.

pathogénes, cycles biogéochimiques) (Kulmatiski ef al., 2008; van der Putten et al., 2013).

Hormis les effets indirects de modifications des facteurs abiotiques résultant soit de ’action
des microorganismes soit de 1’action des plantes sur leur environnement il est maintenant
admis que les plantes et les microorganismes vont agir les uns sur les autres par
I’intermédiaire d’une grande diversit¢ de composés chimiques (Bertin ef al., 2003; Hartmann
et al., 2009). Les 385 derniers millions d’années de coévolution ont conduit a I’installation de
relations étroites et spécifiques entre les plantes et les microorganismes dont les médiateurs
sont des composés chimiques aux propriétés souvent insoupgonnées témoignant de cette forte

coévolution.

Bien souvent pour illustrer les phénoménes de coévolution entre plantes et microorganismes,
les plantes prennent le réle d’hdtes accueillant en leur sein les microorganismes (Occhipinti,
2013). Ainsi, il est bien admis que les phénoménes de coévolution ont été forts entre les
plantes et certains microorganismes symbiotiques mutualistes, comme par exemple les
mycorhizes (Brundrett, 2002) ou les Rhizobia (Provorov, 1998), ou encore -certains
pathogenes (Kniskern & Rausher, 2001; Chisholm et al., 2006). Mais alors que la forme de
vie la plus ancienne est la forme libre des microorganismes (Trevors, 2002) I’existence de leur
forte coévolution avec les plantes a longtemps été sous-estimée. De plus, nous savons
maintenant que la rhizospheére des plantes est souvent associée a des genres microbiens libres
qui lui sont propres (Bulgarelli et al., 2013). Ces interactions fortes entre les microorganismes
libres et les plantes sont étudiées surtout dans le cadre d’interactions impliquant certains
genres voir espeéces de microorganismes particuliers comme par exemple des souches
bactériennes favorisant la croissance des plantes (PGPR: Plant-Growth Promoting
Rhizobacteria) (Lugtenberg & Kamilova, 2009), ou plus récemment les bactéries nitrifiantes
du genre Nitrosomonas et certaines Poaceae (Subbarao et al., 2009; Kumar et al., 2012).
Ainsi, les relations fortes de coévolution entre les plantes et certains grands groupes
fonctionnels de microorganismes libres largement diversifiés n’ont a notre connaissance

jamais vraiment été explorées.

La communauté fonctionnelle des dénitrifiants regroupe essentiellement des bactéries libres
d’une grande diversité puisqu’elles appartiennent a la plupart des genres bactériens (Zumft,
1997; Bothe et al., 2006). Les dénitrifiants bactériens sont un groupe fonctionnel trés ancien

apparu avant les plantes, il y a au moins 2.72 milliards d’années comme le témoignent des
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mesures isotopiques de 1’azote dans des sédiments anciens (Thomazo et al., 2011). 1l est donc
probable que les phénoménes de coévolution entre les plantes et les bactéries dénitrifiantes
aient ¢été intenses donnant lieu a 1’apparition d’interactions particulieres. L’effet des plantes
sur les dénitrifiants n’a été a ce jour abord¢ et décrit que du point de vue indirect, c’est a dire
en intégrant des interactions de types trophiques ou les plantes affectent la disponibilité des
¢léments nécessaires au processus de dénitrification (disponibilité en oxygene, en nitrate et en
sources de carbone). La communauté scientifique semble rester sceptique face a I’existence de
phénomenes d’interactions directes impliquant des composés chimiques pouvant affecter de
manicre ciblée les dénitrifiants, probablement du fait de la grande diversité de ces

microorganismes.

La dénitrification représente une part importante des pertes biologiques d’azote des sols (25%
a 90 %) (van der Salm et al., 2007; Radersma & Smit, 2011) et I’azote est considéré comme le
principal facteur limitant la croissance des plantes en milieu terrestre (Vitousek & Howarth,
1991a; LeBauer & Treseder, 2008). De plus, il est admis que la compétition entre les
microorganismes et les plantes pour 1’azote est intense (Hodge et al., 2000; Kuzyakov & Xu,
2013). Ainsi, la productivité végétale dépend en grande partie des processus du cycle de
I’azote et des pertes en azote du sol occasionnées par ces processus (i.e. denitrification et

lessivage) (van der Heijden et al., 2008).

Dans le cadre des théories du « plant-soil feedback» I’effet avéré de composés végétaux
ciblant les dénitrifiants laisserait entrevoir une réduction des pertes en azote des sols au

voisinage de certaines plantes ayant en retour un effet supposé bénéfique sur leur croissance.

Les objectifs de cette theése sont d’explorer les relations entre les plantes, a travers un
complexe d’especes modeles Fallopia spp. et la communauté bactérienne dénitrifiante. Ces
travaux ont été réunis dans une partie expérimentale. Dans un premier temps il s’agit de
démontrer 1’existence d’interactions particuliéres entre plantes et bactéries dénitrifiantes ;
ensuite, de déterminer la nature et d’isoler les médiateurs impliqués dans ces relations entre
Fallopia spp. et les dénitrifiants. Puis les mécanismes d’actions de ces médiateurs sur les
dénitrifiants sont étudiés. Ensuite, nous explorons les mécanismes de coévolution entre
dénitrifiants et Fallopia spp.et enfin, dans le cadre du « plant-soil feedback », nous présentons
une expérience préliminaire sur le retour a la plante de ces mécanismes de coévolution. Au

préalable, j’ai entrepris de rédiger une synthése bibliographique regroupant I’essentiel des
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connaissances nécessaires pour assurer a vous lecteurs la bonne compréhension du travail

effectué durant mes trois années de these.

Bonne lecture.
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Chapitre 1 Synthese bibliographique : Les interactions
entre plantes et microorganismes, des relations

complexes.
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Introduction

La zone d’influence des plantes sur le fonctionnement microbien du sol est principalement la
rhizosphére, bien que les plantes puissent agir aussi sur le fonctionnement des sols par
I’intermédiaire de leurs litieres (Hattenschwiler et al., 2005) voire de 1’émission de composés
volatiles (Loreto et al., 2014). Le terme rhizosphere a été défini pour la premiere fois par
Hiltner (1904), pour décrire une zone d'activité microbienne intense autour des racines des
légumineuses du fait de la libération par les racines de quantités importantes de maticre
organique. Depuis, le terme rhizosphere a pris un sens plus général et désigne la fraction du
sol immédiatement influencée physiquement et biologiquement par les racines des plantes
(Walker et al., 2003). Un nombre important de microorganismes comme des bactéries et des
champignons coexistent au sein de la rhizosphere qui vont fortement influer sur la croissance
des plantes (van der Heijden et al., 2008). A I’inverse les plantes vont également influencer le
développement des microorganismes en créant un environnement sélectif qui va fortement
influencer les abondances et la composition de ces microorganismes (Hartmann et al., 2009).
On estime que les champignons sont entre 10 et 20 fois et les bactéries entre 2 et 20 fois plus
abondants au niveau de la rhizosphére en comparaison du sol nu (Morgan et al., 2005). Deux
types de diversité peuvent étre distinguées au sein des communautés microbiennes, la
diversité taxonomique et la diversité¢ fonctionnelle (Mendes et al., 2014). Les bactéries sont
considérées comme les microorganismes les plus abondants des sols (Barriuso et al., 2008) les
¢tudes autour de la diversité des microorganismes se sont donc principalement intéressées a
elles. Les comparaisons de diversit¢é microbienne entre sols rhizosphériques et non-
rhizosphériques ont démontré que la pression de sélection racinaire réduit la diversité
taxonomique bactérienne des sols rhizosphériques en comparaison des sols non-
rhizosphériques. Marilley et al. (1998) ont ainsi pu démontrer que la diversité bactérienne
diminuait plus I’on se rapprochait de la zone d’influence des racines de Lolium perenne et
Trifolium repens (i.e. sol nu: H= 1.42; sols rhizosphériques H'= 1.34 — 1.31; sols
endorhizosphériques H'= 1.15 — 0.99). Les comparaisons de diversité fonctionnelle entre sols
quant a elles ont ét¢ initialement réalisées autour de la capacité des microorganismes des sols
a utiliser des sources de carbones a l’aide de micro-plaques Biolog (Biolog, Hayward,
California, USA) (Derry et al., 1998; Staddon et al., 1998; Tam et al., 2001). Tam et al.(2001)
ont pu démontrer que la diversité fonctionnelle basée sur la capacité des microorganismes a
utiliser des sources de carbone était plus importante dans les sols rhizosphériques de plantes

de toundra (i.e. Dryas integrifolia, Salix arctica Carex spp.) que dans les sols non-
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rhizosphériques (i.e. rhizosphériques H'= 3.023 £ 0.197 ; non-rhizosphériques H'= 2.770 +
0.154). Ces résultats montraient déja que les plantes étaient capables de sélectionner
activement les microorganismes associés a leur rhizosphere a différents niveaux de diversité.
Néanmoins, le lien entre diversité taxonomique et diversité fonctionnelle au sein de la
rhizosphére des plantes reste encore mystérieux (Barriuso et al, 2008). Les progres
techniques sur le séquengage de I’ADN métagénomique des sols et I’annotation des séquences
apportent cependant quelques réponses. Dans une étude récente basée sur une comparaison
des séquences génétiques d’un point de vue taxonomique et fonctionnel du sol rhizosphérique
et non-rhizosphérique du soja (Glycine max), Mendes et al. (2014) ont pu démontrer que le
soja s¢lectionne les communautés bactériennes aussi bien au niveau taxonomique que
fonctionnel. D’un point de vue fonctionnel, les auteurs démontrent que le soja sélectionne les
communautés bactériennes en lien avec I’azote (i.e. fixation, nitrification et dénitrification), le
potassium (i.e. assimilation du potassium chez les bactéries), le phosphore (i.e. solubilisation
du phosphore), le fer (i.e. assimilation du fer chez les bactéries) et le transport membranaire
(i.e. systtme de sécrétion de type IV, impliqué dans les interactions symbiotiques). Cette
s¢lection des groupes fonctionnels au sein de la rhizosphére du soja est un exemple qui
démontre 1’existence d’interactions fortes entre plantes et microorganismes particuliérement

en lien avec leur nutrition respective et les interactions symbiotiques.

Les interactions entre plantes et microorganismes peuvent étre de natures trés différentes, soit
non spécifiques soit au contraire trés spécifiques. Dans ce dernier cas, les études portent aussi
bien sur des interactions bénéfiques (i.e. symbioses) que néfastes (i.e. parasitisme) mais dans
la plupart des cas, elles concernent une espeéce de microorganisme précise et démontrent le
role majeur du dialogue moléculaire via des médiateurs chimiques dans la reconnaissance et
la spécificité des interactions entre les partenaires impliqués (Hassan & Mathesius, 2012;
Wirthmueller ez al., 2013). Les interactions spécifiques entre plantes et microorganismes ont
donc essentiellement été étudiées d’un point de vue taxonomique. Cependant, dans le cas des
groupes fonctionnels microbiens tres diversifiés taxonomiquement, peu d’études a ce jour
démontrent 1’existence d’interactions spécifiques faisant intervenir des médiateurs chimiques

(Subbarao et al., 2009; Heumann et al., 2013).

Par ces interactions spécifiques, les plantes seraient capable de prendre le contréle des
microorganismes et ainsi modifier les conditions des sols afin de promouvoir leur croissance

(Kulmatiski et al., 2008; van der Putten et al., 2013).
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Dans cette synthése bibliographique nous explorerons dans un premier temps les interactions
non-spécifiques entre les microorganismes du sol et les plantes en lien avec leur nutrition.
Ensuite, nous explorerons des exemples démontrant I’existence d’interactions spécifiques
entre certains microorganismes, restreints taxonomiquement, et certaines plantes ainsi que le
role des médiateurs chimiques dans ces interactions. Puis, nous exposerons des exemples
démontrant I’existence d’interactions spécifiques, impliquant des médiateurs chimiques, entre
certaines plantes et des groupes fonctionnels diversifiés taxonomiquement. Enfin, nous
discuterons des effets de ces inhibitions spécifiques des groupes fonctionnels microbiens sur

le développement des plantes (Kulmatiski et al., 2008; van der Putten ef al., 2013).

L. Interactions non spécifiques entre plantes et
microorganismes
1. Les microorganismes de la rhizosphere influencent les plantes

via leurs actions sur la disponibilité en nutriments

Dans son article sur la rhizospheére, Hiltner (1904) suggérait que le développement intense des
microorganismes au sein de la rhizosphere pouvait tres fortement influencer la croissance des
plantes (Bowen & Rovira, 1961). Néanmoins, il y a encore de cela 50 ans, mis a part les
rhizobia, les mycorhizes et les pathogenes, I’influence des microorganismes du sol sur la

croissance des plantes était peu connue (Bowen & Rovira, 1961).

Les facteurs abiotiques comme la lumiére et la disponibilité en nutriments (C, N, P, Fe, Mg,
CO2...) sont depuis longtemps considérés comme prépondérants dans le développement des
plantes (Garner & Allard, 1919). Depuis la découverte du réle des microorganismes sur les
transformations et la disponibilité des ¢éléments minéraux et les cycles biogéochimiques (C, N,
P, Fe, Mg...) (Lerman & Division, 1988) les travaux de Hiltner (1904) passe pour une
¢vidence. Les plantes dépendent fortement des microorganismes pour leur nutrition et
notamment pour leur nutrition azotée souvent considérée comme ’un des premiers facteurs

limitants leur croissance (Vitousek & Howarth, 1991a; LeBauer & Treseder, 2008) (Encadré
1).
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Encadré 1: La nutrition azotée des plantes

Les plantes absorbent essentiellement les formes inorganiques de 1’azote (i.e NOs3 et NHy)
(Hodge et al., 2000) en délaissant les formes organiques aux microorganismes. Il est
cependant difficile de comparer les effets du NH4 et du NOjs sur la croissance des plantes du
fait des caractéristiques physiques diamétralement opposées de ces deux ions (Agronomy,
1980). D’autant plus que certaines plantes affichent une préférence pour I’une ou I’autre
forme d’azote. De manicre générale 1’assimilation d’ammonium semble étre moins coliteuse
en énergie (Salsac et al., 1987) car I’'ion est directement assimilé, sous 1’action de la
glutamine synthase, alors que I’assimilation du nitrate nécessite d’abord sa double réduction
en NO, puis en NHy (Tischner, 2000). Néanmoins, il apparait que I’ion NH4 est toxique pour
la plante a certaines concentrations et que cette toxicité peu contre balancer 1’avantage
énergétique de 1’assimilation du NHy plutdt que du NO; (Britto & Kronzucker, 2002). Ainsi,
Britto & Kronzucker (2002) ont pu montrer que 1’orge (Hordeum vulgare) mis a pousser en
hydroponie dans une solution contenant 10mM de NH, atteignait une taille réduite par rapport
a ’orge cultivé sous 10mM de NOs. De plus, la faible toxicité du NOj lui confere 1’avantage
d’étre facilement stockable dans les tissus végétaux (Bloom et al, 2002). Le NH4 chargé
positivement est souvent retenu sur les complexes organo-minéraux du sol, le rendant ainsi
moins accessible que le NO; (Bothe et al., 2006). A I’inverse, le NO; du fait de sa charge
négative est plus mobile et susceptible d’étre lessivé donc perdu (Bothe er al, 2006).
Néanmoins, sa mobilité¢ lui confére une capacité¢ de diffusion vers les racines plus élevée

(Bloom et al., 2002).

a. Les microorganismes fournissent des nutriments aux plantes.

Des effets bénéfiques sur les plantes existent via I’action des microorganismes sur les
constituants du sol qui conduit a la formation de nutriments ou de composés favorisant la
croissance des plantes. Par exemple, la dégradation de la matiere organique par les
champignons ou les bactéries entraine la libération d’azote assimilable par les plantes
(Hattenschwiler et al., 2005). Ainsi, la majorité¢ de 1’azote des sols contenu dans la maticre
organique (96-98%) et inaccessible aux plantes (Bennett & Schimel, 2004) est libéré sous

I’action d’exoenzymes microbiennes sous des formes disponibles pour les plantes (Bennett &
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Schimel, 2004). Ceci illustre en partie I’importance des microorganismes dans les cycles

biogéochimiques, notamment celui de I’azote (encadré 2).

Les bactéries libres fixatrices d’azote atmosphérique occupent une place de choix puisqu’elles
contribuent a compenser une partie des pertes en azote des sols résultant du lessivage et de la
dénitrification. Ceci grace a leur capacité a fixer le N, atmosphérique, via leur nitrogenase
cod¢ par les génes nif. A I’inverse de ces bactéries, les plantes ne possédent pas cette enzyme
et malgré que 1I’atmosphere soit le plus grand réservoir d’azote disponible sur Terre (~78% de
N, dans I’atmosphere soit ~ 50% de 1’azote terrestre total), il leur est inaccessible (Galloway
et al., 2004). 11 a ét¢ montré que leur activité favorise 1’assimilation de I’azote par les plantes

(Cleveland et al., 1999).

Les microorganismes jouent également un rdle central dans I’altération des minéraux, les
rendant ainsi disponibles pour les plantes. Les bactéries et les champignons notamment dans
la rhizosphére, exercent une action significative sur la dissolution d’éléments minéraux
(phosphore, potassium, fer, magnésium...) des roches du sol et contribuent a la nutrition
minérale de la plante (Berthelin, 1988). Des enzymes produites par des bactéries du sol
comme les phosphatases, les phytases, les phosphonatases et les C-P lyases permettent a partir
de phosphates organiques insolubles, de libérer du phosphore soluble accessible aux plantes
(Vassilev et al., 2006; Rodriguez et al., 2007). La libération de phosphore a partir des
minéraux s’opere quant a elle par la production d’acide organique, comme 1’acide gluconique
(Vassilev et al., 2006; Rodriguez et al., 2007). Ces propriétés sont communes a un grand

nombre de genres bactériens et ne se cantonnent pas qu’aux bactéries.

En plus d’avoir des effets bénéfiques indirects sur le développement des plantes, les

microorganismes peuvent également avoir des effets négatifs.
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Encadré 2: Le cycle de I’azote

Le cycle de I’azote est réalisé dans sa majeure partie par les microorganismes du sol (Jetten,
2008) dont dépend la disponibilit¢ des différentes formes d’azote indispensables au
développement des organismes (Fig. 1). Il s’agit d’un ensemble de processus de
transformation de 1’azote sous toutes ses formes. Les micro-organismes libres et symbiotiques
fixateurs de N, atmosphérique, principal réservoir d’azote, fournissent de 1’ammonium
pouvant étre assimilé par les €tres vivants. Les nitrifiants oxydent I’ammonium en nitrite et
nitrate, formes de 1’azote également assimilables par les plantes. Enfin, les dénitrifiants,
réduisent les formes oxydées de 1’azote en formes gazeuses (NO, N,O et N,) qui retournent
dans I’atmosphere. La dénitrification prend une place trés importante dans le cycle de I’azote

car elle est responsable de la principale perte biologique d’azote du sol (Both et al., 20006).

Fixation

N'organique

Lessivage

Figure 1 : Schéma des différents processus du cycle de 1’azote.

Mis a part leur implication dans les processus clés du cycle de I’azote (i.e. fixation,
nitrification, dénitrification, minéralisation, immobilisation), du fait que 1’azote est un élément

essentiel chez tous les organismes vivants, les microorganismes vont utiliser 1’azote pour la
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production de biomasse (Geisseler et al., 2010). Les microorganismes sont a la fois capables
d’utiliser 1’azote minérale et I’azote organique (Geisseler et al., 2010). Ils sont les premiers
acteurs de la formation de I’azote minéral (i.e. minéralisation) dans les sols par la dégradation
de I’azote organique (Geisseler et al., 2010). Il est admis que le NHy est la source d’azote
préférentiellement assimilée par les microorganismes car moins colteuse en énergie (Merrick
& Edwards, 1995). Néanmoins, les microorganismes sont capables d’utiliser le nitrate bien
que son assimilation plus coliteuse en énergie, nécessite avant, sa réduction par la nitrate-
réductase assimilative (i.e. ANR) en NO; puis la réduction du NO, par la nitrite-réductase
avant d’étre assimilée sous la forme de NH4 (Merrick & Edwards, 1995). L utilisation du NO;
semble €tre induite par la présence de NO;3 ou de NO, et la limitation en NHy4. L’utilisation de
I’azote issue de la matiére organique sera elle plus coliteuse en énergie mais la compétition

pour ce substrat sera moins intense (Hodge et al., 2000).

L’azote étant le premier facteur limitant dans beaucoup d’écosystémes terrestres (Vitousek &
Howarth, 1991a; Reinhart & Callaway, 2006), les organismes vivants vont étre fortement
dépendants des processus microbiens liés a 1’azote, notamment aux pertes du milieu et aux
transformations de 1’azote dans toutes ses formes (Vitousek & Howarth, 1991a). Des
processus de compétition vont donc s’instaurer entre les microorganismes moteurs du cycle

de I’azote et les plantes.

b. Les activités des microorganismes peuvent aussi limiter la disponibilité en
nutriments pour les plantes.

Les microorganismes peuvent influencer indirectement la croissance des plantes par des
phénoménes de compétitions pour les différents éléments essentiels a leur développement
comme 1’azote, le phosphore ou le fer (Hodge et al., 2000; van der Heijden et al., 2008;
Lemanceau et al., 2009; Kuzyakov & Xu, 2013) que les microorganismes sont supposés

assimiler plus facilement et plus rapidement (Hodge et al., 2000; Kuzyakov & Xu, 2013).

La compétition entre microorganismes et plantes pour 1’azote minéral (NH4 et NOs) est
connue pour étre intense. La compétition pour le nitrate est plus intense que celle pour
I’ammonium. En effet, le nitrate est généralement consommé quasi aussi rapidement qu’il est
produit avec un taux d’assimilation plus ¢€levé des microorganismes que celui des plantes
(Jackson et al, 1989 in Knops, Bradley et al. 2002). Bien souvent ce sont les

microorganismes qui sont considérés comme les compétiteurs les plus efficaces pour 1’azote
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minéral du fait de leur plus grand rapport surface/volume, de leur temps de génération court et
de leur vitesse de croissance ¢élevée (Hodge et al., 2000; Knops ef al., 2002; Kuzyakov & Xu,
2013). Dans une étude récente Kuzyakov et al. (2013) ont pu référencer les Km et Vmax
d’assimilation du NHy4, du NOs et des acides aminés chez les plantes (35 études ; 436 Km et
Vmax) et les microorganismes (42 études ; 249 Km et Vmax). Les auteurs ont calculé les
moyennes de ces parametres et en ont déduit les cinétiques moyennes d’assimilation de ces
substrats azotés chez les plantes et les microorganismes. Les auteurs en ont conclu que les
microorganismes étaient beaucoup plus efficaces dans ’assimilation des formes inorganiques
de I’azote (i.e. NHy, et NO3), avec des Km et Vmax moyens respectivement plus faible et plus

fort que celui des plantes (Fig. 2).
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Figure 2 : Cinétique de Michaelis-Menten de 1’assimilation de 1’azote sous la forme de NO;, NH, ou
d’acides aminés. Les paramétres ont été calculés a partir de donnés d’études sur les plantes (35
¢tudes ; 436 Km et Vmax) et les microorganismes (42 études ; 249 Km et Vmax) et rapportés en
masse seéche racinaire pour les plantes et masse seéche microbienne pour les microorganismes. Les
cinétiques montrent clairement a toutes les concentrations mais plus particuliérement aux faibles, que
les microorganismes sont beaucoup plus efficients dans ’acquisition du NO;z et du NH,. D’apres,
Kuzyakov & Xu (2013)

24



En revanche, sur le long terme le rapide turn-over de la biomasse microbienne offre
I’opportunité aux racines de capturer 1’azote réintroduit dans le milieu suite a la lyse cellulaire
des microorganismes (Knops et al.,, 2002). Ainsi, tout événement affectant 1’intégrité
cellulaire des microorganismes (i.e. gel-dégel, sécheresse-réhydratation, toxines...), en
réduisant les populations microbiennes et rendant disponible ’azote via la lyse cellulaire,

faciliterait I’assimilation de 1’azote par les plantes.

Des facteurs limitant le développement microbien apporteraient ¢galement un avantage aux
plantes dans 1’assimilation des formes inorganiques de 1’azote en modifiant la valeur
compétitive. De plus, tout facteur limitant ’accés des microorganismes aux formes

inorganiques de 1’azote augmenterait la disponibilité pour les plantes.

Cette compétition pour les nutriments entre microorganismes et plantes pourrait étre plus
importante en milieux pauvres qu’en milieu riche. Hattenschwiler e al. (2005) suggerent que
la contribution des microorganismes a la productivité des plantes est plus fortes dans ces

milieux pauvres (Fig. 3).

high

low

Microbial diversity (---) and contribution
to plant productivity (

Figure 3 : Relation hypothétique entre la disponibilité¢ en nutriments et la contribution microbienne a la
productivité des plantes (van der Heijden et al., 2008). Les microorganismes sont supposés étre les
plus importants producteurs de nutriments pour la plante dans les écosystémes pauvres.
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Ceci s’expliquerait par la forte dépendance des plantes aux processus microbiens pour la
disponibilité en nutriments. Ainsi, les plantes sont souvent dépendantes des mycorhizes et des
bactéries fixatrices d’azote, dans les écosystémes pauvres ou elles sont plus vulnérables aux
pertes en azote. En effet, la moindre perte en nutriment dans un écosystéme pauvre est

immédiatement suivie d’une perte de productivité¢ végétale.

Ainsi, quasiment tous les microorganismes seraient capables de jouer sur la croissance des
plantes sans que des relations fortes ne se soient installées, soit par compétition pour les
nutriments soit en tant que moteur des cycles biogéochimiques donnant acces aux nutriments
aux plantes. Ce qui complique encore la situation c’est que les microorganismes ne sont pas
les seuls «maitres du jeu», les plantes sont également capables d’influencer les

microorganismes. Les plantes influencent les microorganismes de la rhizosphere

2. Les plantes influencent les microorganismes de la rhizosphere
Au milieu du 20°™ siécle il était admis que les facteurs abiotiques comme la température,
I’humidité ou le pH étaient les principaux facteurs influengant le fonctionnement microbien
des sols (Smith, 1948). Ainsi, I’influence des facteurs biotiques comme les plantes ont
longtemps été sous-estimés (Hobbie, 1992). Néanmoins, il est maintenant bien connu que les
plantes peuvent influencer le fonctionnement microbien des sols (Berg & Smalla, 2009;
Hartmann et al., 2009) et fortement interagir avec les microorganismes, au point méme d’étre

considérées comme au moins aussi importantes que les facteurs abiotiques (Hobbie, 1992).

Il est maintenant admis que les plantes influencent les communautés microbiennes du sol au
sein de leur rhizosphére par le phénomene de rhizodéposition (Encadré 3) (Philippot et al.,
2013). Ainsi, la grande majorité des composés produits par les racines se retrouvent libérés au
niveau de la rhizosphére et sont a méme d’agir sur les microorganismes (Bertin et al., 2003;
Hartmann et al., 2009). Ces composés inclus des sucres et des polysacharides (i.e. arabinose,
fructose, glucose, maltose, mannose, oligosaccharides), des acides aminés (i.e. arginine,
asparagine, cysteine, cystine, glutamine, acide aspartique), des acides organiques (i.e. acide
acétique, benzoique, ferulique, malique), des composés phénoliques, des polyphénols, des

enzymes, des acides gras, des vitamines ... (Bertin et al., 2003).

La disponibilit¢ en matiére organique est un facteur important pour le développement des
microorganismes hétérotrophes et ¢’est pourquoi la rhizodéposition joue un réle majeur dans

la colonisation de la rhizosphére (Jones et al., 2009).
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Encadré 3: La rhizodéposition

La rhizodéposition correspond au carbone libéré par les racines, elle représente une proportion
importante de 1’assimilation photosynthétique (Lynch & Whipps, 1991) (Fig. 4). 1l a en effet

été estimé que jusqu’a 20% du carbone fixé lors de la photosynthése soit 27 % du carbone

alloué aux racines pouvait étre libéré dans le sol par rhizodéposition chez les céréales (Lynch,

1990; Jones et al., 2009).
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Figure 4 : a) Photographie illustrant le phénoméne d’exsudation racinaire chez Eperua falcata et b)
chromatogrammes correspondants a 1’analyse des exsudats de E. falcata par HPLC. D’apres Michalet
etal (2013).

Plusieurs fractions sont généralement distinguées :

- Les exsudats : composés hydrosolubles de faible poids moléculaire, transférés des cellules
épidermiques racinaires au sol par diffusion passive en réponse aux gradients de concentration
existant entre le cytosol racinaire et la solution du sol (Jones et al., 2004). Ce phénomene
concerne les molécules telles que les sucres, les acides aminés, les acides organiques, les
vitamines et les ions inorganiques. Ces molécules sont généralement dégradées en quelques

heures par les microorganismes du sol (Kuzyakov and Demin, 1998).

- Les sécrétions : composés de haut poids moléculaire tels que le mucilage, les protéines, les
polymeéres d’hydrate de carbone et les enzymes. Cette fraction assure la lubrification

nécessaire a la progression de la racine dans le sol (Guckert et al., 1975).
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- Les lysats : cellules desquamées de la coiffe racinaire, lysats solubles, chevelu racinaire en

décomposition et cellules corticales (Foster, 1988).

- Les gaz : tel que le CO2, le O2 et I’ethylene.

L’effet rhizosphére est connu des microbiologistes depuis de nombreuses années (Barber,
1995; Davet, 1996). 11 s’illustre par une forte augmentation de la diversité et des abondances
des microorganismes du fait d’une disponibilité accrue en nutriments carbonés au sein de la
rhizosphére (Prashar et al., 2014). Lynch (1990) a ainsi montré que la quantité¢ de carbone
introduite dans le sol par les racines pouvait atteindre 11% de la quantité nette de carbone
fixée par les parties aériennes, faisant ainsi de la rhizospheére un milieu propice au

développement des microorganismes hétérotrophes de tous genres.

Néanmoins, malgré 1’abondance en nutriments carbonés au sein de la rhizosphere, il semble
que d’autres phénomenes tels que la modification des conditions environnementales (pH,
Redox, ...) ou la compétition pour d’autres nutriments (comme montré précédemment)
puissent jouer un role important dans la sélection des communautés microbiennes et leur
fonctionnement. Ainsi, les microorganismes (i.e. bactéries et champignons) et notamment le
groupe bactérien modele des Pseudomonads ont développé une stratégie particuliere
d’acquisition du fer. En effet, ils synthétisent et libérent des molécules de faible poids
moléculaire (généralement moins de 1000 Daltons) appelées sidérophores («capteur de fer »
en grecque) montrant une forte affinité et des propriétés chélatantes du fer (Guerinot, 1994)
qui sont ensuite transportés jusqu'a la cellule via des récepteurs membranaires spécifiques
(Neilands, 1981). Tout d’abord, les sidérophores et les récepteurs associés ne sont synthétisés
par les bactéries que dans des conditions ou le fer est limitant (Lemanceau et al., 2009)
suggérant ’effet que pourrait entrainer la compétition pour le fer avec les plantes sur le
fonctionnement de ces microorganismes. Dans un deuxi¢me temps, Robin et al. (2006 ;2007)
ont comparé¢ les populations de Pseudomonads entre un tabac sauvage et un tabac
transgénique surexprimant la ferritine (i.e. protéine de stockage du fer). Cette surexpression
entrainait une augmentation de I’assimilation du fer chez la plante conduisant a une réduction
de la biodisponibilité du fer au sein de la rhizosphére. Les auteurs ont pu démontrer que les
populations de Pseudomonads différaient en terme de composition d’especes entre ces deux

rhizosphéres (Robin et al., 2006; Robin et al., 2007). Ils ont également mis en évidence que
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les Pseudomonads issus de la rhizosphére présentant une déplétion en fer étaient moins

sensibles a la privation en fer (Robin et al., 2007).

De nombreuses études ont montré également I’influence des plantes sur les caractéristiques
physicochimiques des sols. Les deux facteurs physico-chimiques admis comme influencant le
plus le fonctionnement microbien sont certainement le pH et le potentiel redox (Hinsinger et
al., 2009). 1l a ét¢ montré que les plantes pouvaient agir sur ces facteurs au sein de leur
rhizosphere par la libération ou I’assimilation d’ions (Hinsinger et al., 2003; Hinsinger et al.,
2009). Les plantes sont ainsi capable de moduler jusqu’a deux unités le pH du sol (Hinsinger
et al., 2009) ce qui pourrait avoir de fortes conséquences sur le développement et le

fonctionnement d’un grand nombre de microorganismes (Fig. 5b).

3 mm

Figure 5: a) Profil d’oxygene le long d’une racine de Juncus effusus et b)Profil de pH le long d’une
racine de blé dur (tiré blanc) et de pois chiche (trait plein blanc) d’aprés Philippot et al. (2013)
reproduit d’apres a) Blossfeld ef al. (2011) et b) Blossfeld ef al.(2013).

En plus de ces deux variables, les racines des plantes peuvent ¢galement influencer fortement
la disponibilité en oxygene au sein de la rhizosphére notamment en favorisant sa diffusion

limitant ainsi I’hypoxie (Blossfeld et al., 2011)(Fig. 5a).

Dans les exemples précédemment cités, toutes les interactions sont non spécifiques puisque,
qu’elles soient des microorganismes vers les plantes ou des plantes vers les microorganismes,
elles touchent indifféremment la plupart des plantes ou la plupart les microorganismes.
Toutefois 1l existe aussi des interactions présentant des spécificités tres fortes qui impliquent

une reconnaissance parfaite entre les deux acteurs de I’interaction.
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IL. La spécificité d’hote dans les relations entre

plante et microorganismes

Au cours de I’évolution les interactions entre plantes et microorganismes ont donné lieu a
I’émergence de relations particulicrement fortes notamment dans le cas des symbioses
(Chisholm et al., 2006; Occhipinti, 2013) et des interactions avec des pathogenes. Bary (1879)
a défini pour la premicre fois le terme de symbiose comme des « organismes différents (i.e.
especes différentes) vivants ensemble » et les a classées en deux catégories, les symbioses
antagonistes ou pathogenes (i.e. bénéficiaires pour au moins un des partenaires mais délétere
pour les autres) et les symbioses mutualistes (i.e. bénéficiaires a tous les partenaires), mais
actuellement le terme de symbiose n’est plus employé que pour les associations bénéfiques
(i.e. symbioses mutualistes et associatives). La symbiose antagoniste a perdu son sens premier

et dans la littérature elle est maintenant désignée par les termes parasitisme et pathogénie.

De plus en plus d’études s’attardent a faire la comparaison des mécanismes mis en ceuvre
dans les interactions symbiotiques et celles impliquant des pathogeénes car dans les deux cas, il
existe un dialogue moléculaire généralement basé sur un échange de signaux chimiques entre
les partenaires. C’est ce dialogue qui est a I’origine de la spécificité des interactions et qui

souvent détermine la reconnaissance d’un agent symbiotique ou d’un parasite.

Une description exhaustive des différentes interactions spécifiques qui existent entre plantes
et microorganismes n’est pas 1’objet de cette synthése, seuls quelques exemples sont présentés

afin d’illustrer la spécificité d’hote et la place des médiateurs chimiques dans ces interactions.

1. Lesrelations plantes/ microorganismes pathogenes

Les plantes sont utilisées comme source de nutriments par pléthore de pathogenes
microscopiques, allant des bactéries aux champignons. Les conséquences des
microorganismes pathogenes sur le développement des plantes sont bien connues. Il est admis
que I’infection d’une plante par un pathogeéne aura pour effet de réduire la production végétale
ce qui définit leur type d’interaction (Wirthmueller et al., 2013). Bien que le spectre
d’infection d’un pathogéne a 1’autre forme un continuum, certains pathogénes se cantonnent a
quelques familles de plantes (Barrett er al., 2009). Cette interaction particuliére entre un
pathogéne et une famille de plantes résulte de liens évolutifs forts illustrant une forte
spécificité d’interaction. Ainsi, certains microorganismes pathogénes ne sont capables de

parasiter que quelques especes végétales. Le champignon Puccinia graminis est considéré
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comme [’un de ces spécialistes avec une gamme d’hoétes réduite. P. graminis est notamment
capable d’infester le blé chez lequel il peut totalement détruire une récolte. Notamment, la
race Ug99 du champignon P. graminis infeste prés de 90% des variétés de blé cultivées a
travers le monde et est aujourd’hui considérée comme une menace pour la production
alimentaire mondiale (Singh et al., 2011). Ce pathogene a été recensé sur pres de 500 especes
hotes regroupant 107 genres mais ces hotes sont regroupés chez seulement deux familles
végétales, les Poacées et les Berbéridacées montrant une spécificité a 1’échelle de la famille

végétale dans son spectre de pathogénicité (Barrett ef al., 2009; Farr & Rossman, 2009).

2. Les symbioses mutualistes

Chez les symbioses mutualistes on retrouve notamment les symbioses mycorhiziennes
impliquant des champignons et des plantes, les symbioses entre les Rhizobiaceae et les
Fabaceae ou entre les plantes actinorhiziennes et les bactéries du genre Frankia. Dans cette
derniere, la spécificité d’hote s’illustre trés bien par 1’utilisation des groupes d’ineffectivité
longtemps utilisés pour caractériser les souches de Frankia spp.. Une phylogénie basée sur le
16S rRNA a permis d’identifier 4 clades principaux chez les bactéries du genre Frankia tout
en les regroupant en fonction de leur spécificité d’hote: #1- les souches infectant les genres
végétaux Alnus, Myrica, Morella et Casuarina #2-les souches non-isolées présentes dans les
nodules des genres Datisca, Coriaria et les familles des Rosaceae et Rhamnaceae, # 3-les
souches infectant les Elaeagnaceae et Gymnostoma #4-un groupe hétérogeéne et large
regroupant les souches non-infectives ainsi que des souches infectives du genre Alnus

(Normand & Fernandez, 2009) (Fig. 6).

Alnus, Myrica, Morella
Frankia #1

Casuarina, Allocasuarina

Frankia #3  Elaeagnaceae, Gymnostoma, Morella
Frankia #2 Datisca, Coriaria, Rosaceae, Rhamnaceae

Frankia #4  Alnus, soil, non-infective

Figure 6: Arbre phylogénétique de Frankia spp. basé sur le 16S rRNA. Faite avec les clades reconnus
en accord avec Normand et al.(2009) dans Kucho et al. (2010).

Ces résultats démontrent I’existence d’interactions spécifiques entre symbiotes mutualistes et

plantes associées.
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3. Les symbioses associatives
Les symbioses associatives sont définies comme des interactions non obligatoires fournissant

des bénéfices réciproques, les bactéries impliquées sont regroupées dans la catégorie des

PGPR (Encadr¢ 4).

Ce type de symbiose est pour I’heure encore, moins bien connu que les symbioses
mutualistes. Les mécanismes impliqués sont encore flous et il est difficile de clairement
mettre en évidence une spécificité forte, toutefois certains éléments laissent supposer une

certaine spécificité.
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Encadré 4: Plant growth-promoting rhizobacteria

(PGPR)

Les PGPR se définissent comme toute bactérie de la rhizosphére ayant un effet bénéfique
pour une plante (Glick, 1995). Les PGPR regroupent des bactéries aux effets bénéfiques sur
les plantes pouvant étre spécifiques mais pas seulement. Les effets des PGPR sur les plantes
ont ét¢ revus de nombreuses fois et englobent une large gamme d’effets bénéfiques directs ou
indirects des bactéries de la rhizosphére sur les plantes (Vessey, 2003; Lugtenberg &
Kamilova, 2009; Dutta & Podile, 2010; Vacheron ef al., 2013). Les PGPR englobent a la fois
des bactéries symbiotiques mutualistes ou des bactéries libres (Vacheron et al., 2013). 1I est

donc difficile de décrire tous les mécanismes d’action des PGPR, toutefois on peut distinguer

des mécanismes de :

Figure 7 : Photographie de racines de radis de plants
agées de 17 jours issus de graines germées dans du
methylcellulose a 1% inoculées avec a) une souche
productrice d’auxine Pseudomonas corrugata SPB2184
ou b) sans souche d’aprés Lugtenberg & Kamilova
(2009).

- bio-fertilisation (N, C, P ...) comme la solubilisation des phosphates ou la fixation d’azote

atmosphérique,

- phyto-stimulation par la production de phytohormone comme des auxines (Fig. 7), des

cytokinines, de 1’éthyléne, des gibbérellines et de 1’acide abscisique (ABA),

- rthizo-remédiation par la dégradation des polluants,

- bio-controle des pathogenes par la production de certains composés toxiques comme le 2,4-

diacetylphloroglucinol (DAPG), I’acide cyanidrique (CN)...
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Par exemple, le genre bactérien Bulkholderia est un groupe de bactérie non dominante du sol
mais retrouvé en abondance dans le sol rhizosphérique de certaines plantes (i.e riz, mais,
coton, petit pois) (Van et al., 2000; Vial et al., 2011). 1l serait jusqu'a 100 fois plus abondant
dans le sol rhizosphérique du mais que dans le sol nu (Fig. 8). Les processus de promotion de
Burkholderia au sein de la rhizosphére de certaines plantes restent méconnus (Vial et al.,
2011). Les bactéries du genre des Burkholderia sont parmi les bactéries les plus diversifiées
dans leur utilisation des sources de carbone (Mahenthiralingam et al., 2005). Ainsi, cette
capacit¢ a utiliser une large gamme de source de carbone pourrait promouvoir leur
développement au sein de certaines rhizospheéres (Mahenthiralingam et al., 2005; Vial et al.,
2011). Néanmoins, des déterminants génétiques dans leur sélection ne sont pas a exclure et il
se pourrait que les Burkholderia aient fortement coévolué avec certaines plantes (O'Sullivan

etal.,2007).

20

1

i

15

1

10

the total culturable
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Figure 8 : Proportion de Burkholderia dans le total de bactéries cultivables dans les sols nus (gris) ou
le sol rhizosphérique du mais (blanc). Les barres d’erreur indiquent des erreurs-standards. D’apres
Mahenthiralingam et al. (2005).

Les Burkholderia en retour d’étre promues au sein de la rhizosphére seraient capables de
stimuler la croissance de certaines plantes par la production de phytohormones comme
I’auxine, 1’acide indole-3- acétique, ou encore par la solubilisation des phosphates ou
I’exclusion de pathogene par la production de substances antimicrobiennes (Bevivino et al.,

1994; Bevivino et al., 2000; Vial et al., 2007). Ainsi, Van et al. (2000) ont pu démontrer que
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I’inoculation de la souche B. vietnamiensis TVV75 pouvait promouvoir de 13 a 22% la
croissance du riz. Contrairement a d’autres symbioses les mécanismes de reconnaissance
entre la plante et les PGPR ne sont pas encore ¢lucidés mais I’implication de médiateurs

chimiques n’est pas a exclure.

4. Role des médiateurs chimiques dans les symbioses entre plantes

et microorganismes

Les études les plus approfondies sur les symbioses associatives ou mutualistes et les relations
plantes pathogenes précédemment abordées montrent que 1’établissement de telles spécificités
d’hotes résultent de fortes coévolutions génétiques entre les plantes hotes et les
microorganismes (Brundrett, 2002; Chisholm et al, 2006). Lors de I’identification des
mécanismes impliqués dans ces interactions, il a été démontré que ces relations intimes
faisaient intervenir des médiateurs chimiques, transporteurs d’informations spécifiques ou
assurant un role de défense. Sans ces médiateurs la reconnaissance des partenaires
plantes/microorganismes ne pourraient exister. Ils sont a la fois les acteurs et les témoins de

ces relations intimes entre plantes et microorganismes.

La coévolution des pathogeénes avec leur hote est le résultat de stratégies d’invasions
hautement adaptées a des mécanismes de défense des plantes (Wirthmueller et al., 2013). Les
mécanismes de défense étant complexes nous ne nous attarderons pas sur des mécanismes
précis. Simplement, pour pouvoir infester une plante, un pathogéne devra détourner le
systtme immunitaire des plantes par I'intermédiaire de molécules inhibant la réponse
immunitaire (Wirthmueller ef al., 2013). A DP’inverse, des mécanismes de parades faisant
généralement intervenir des composés chimiques pourront étre sélectionnés chez les plantes
contre I’invasion des pathogenes (Anderson et al., 2010). Ces sélections multiples de
résistances ou de parade chez I’'un et 1’autre des partenaires porte le nom de course a

I’armement (Anderson et al., 2010).

Dans le cas des symbioses mutualistes la coévolution entre les partenaires est connue pour
étre forte. Dans ce cadre, il est fréquent que les plantes libeérent des molécules comme des
flavonoides dans le but d’attirer le futur symbiote, en agissant souvent de manicre spécifique
(Hassan & Mathesius, 2012). Ce mécanisme porte le nom de chimiotactisme. Ainsi, le
coumerol (isoflavonoide), a été identifi¢ comme médiateur particulier dans la symbiose
mychorhizienne entre des champignons ectomycorrhiziens (Glomus mosseae et Glomus

fasciculatus) et le soja (Glycine max) (Morandi et al., 1984).
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Dans le cas des symbioses mutualistes associant les Fabaceae aux Rhizobia, les plantes vont
libérer des molécules notamment de la famille des flavonoides aux propriétés chimiotactiques
et inducteurs de genes nod (Jain & Nainawatee, 2002; Shaw et al., 2006). Les facteurs nod
produits par les Rhizobia vont ensuite entrainer la déformation des poils d’absorbants initiant
la formation des nodules. Ainsi, 30 flavonoides différents qui pouvaient induire des geénes
nod ont ¢été isolés chez 9 genres végétaux différents (Cooper, 2004). IlIs pouvaient selon les
associations agir comme inducteurs chez certains Rhizobia ou au contraire comme anti-
inducteurs de geénes nod (Cooper, 2004). Ces propriétés des flavonoides comme médiateurs de
la symbiose mutualiste Fabaceae et Rhizobia illustrent le dialogue moléculaire entre ces deux
partenaires qui résulte de la coévolution de ces organismes. De nombreux phénomenes
similaires ont ¢ét¢ décrits dans le cadre d’autres symbioses comme les symbioses

actinorhiziennes ou les symbioses mycorhiziennes.

Comme le montrent ces exemples, la spécificité des interactions plantes microorganismes a
beaucoup ¢été regardée a 1’échelle des organismes eux-mémes, (i.e. une plante versus une
espece de microorganismes) or depuis peu de temps, de plus en plus de travaux tendent a
aborder les interactions qui pourraient exister entre les plantes et les communautés

microbiennes des sols.

1. De la spécificité dans les interactions entre plantes et

communautés/groupes fonctionnels microbiens ?

Les plantes pourraient sélectionner de manicre spécifique les communautés microbiennes
associées a leur racines par I’intermédiaire d’une multitude de composés (Hartmann et al.,
2009; Bulgarelli et al., 2013). En effet, la composition de la communauté microbienne
associée aux racines semble étre influencée par I’espece de plante mais également par le
génovar (Germida & Siciliano, 2001; DeAngelis et al., 2009; Gottel et al., 2011). Elle ne
résulterait donc pas d’effets stochastiques de sélection des communautés. Ainsi, Gottel et al.
(2011) ont pu montrer en comparant par pyrosequencage de génes taxonomiques, la structure
des communautés fongiques et bactériennes endosphériques et rhizosphériques chez des
individus de Populus deltoides provenant de deux sites trés distincts, que certaines plantes
pouvaient sélectionner leurs communautés libres de microorganismes associées aux racines
depuis le réservoir que constitue la communauté du sol nu, mais qu’en plus ces communautés
tendaient a étre similaires indépendamment de la composition initiale du sol (Fig. 9a et 9b). Si

ces résultats illustrent un fort pouvoir de sélection des plantes de leurs communautés
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microbiennes rhizosphériques, les mécanismes restent encore méconnus. De plus, les raisons
fonctionnelles ayant conduit a la sélection de ces communautés restent encore inexpliquées.
Néanmoins, nous pouvons supposer que cette sélection particuliére de communautés revét un
intérét pour les plantes probablement en lien avec leur nutrition ou la prévention de

I’installation de pathogenes.
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Figure 9 : a) Composition des communautés bactériennes et b) fongiques de la rhizosphére (A et B) et
de I’endorhizosphére (C et D) de Populus deltoides issus de deux sols différents, upland (A et C) et
bottomland (B et D). D’aprés Gottel et al. (2011).

A D'inverse de substances stimulatrices (i.e. sucres, acides aminés ...), les plantes produisent
des substances antimicrobiennes a fort pouvoir sélectif (Hartmann et al., 2009; Philippot et
al., 2013) comme des polyphénols ou des protéines (Baetz & Martinoia, 2014). Les études
attribuent souvent a ces métabolites secondaires des pouvoirs toxiques généraux et un rdle de
défense des plantes contre les pathogénes (Hawes et al., 2000; Baetz & Martinoia, 2014).
Cependant, certains de ces composés pourraient avoir des effets spécifiques dans leurs
activités biologiques ou leur toxicité en ciblant certaines activités ou catégories de

microorganismes (Baetz & Martinoia, 2014). Néanmoins, les effets d’inhibition d’activité ou
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des effets néfastes sur certains groupes, communautés, espéces microbiennes sont difficiles a
mettre en évidence. En effet, 1’effet rhizosphére, qui promeut le développement microbien
dans la rhizosphere des microorganismes de maniere non-spécifique, peut rendre difficile la
mise en évidence de contre sélection de microorganismes ou 1’inhibition d’activité particuliére
par la rhizosphere. En effet, certaines molécules pourraient promouvoir 1’ensemble des
microorganismes, comme les sucres, et d’autre pourraient avoir des effets inhibiteurs
spécifiques. Ce qui est alors observé au niveau de la rhizosphére est la résultante de ces deux
mécanismes. Le sol nu ne constitue donc pas une référence parfaite pour déterminer les effets

de sélection et de contre-sélection de la rhizosphere.

Il existe toutefois des travaux qui tendent a montrer les effets des plantes sur des groupes
fonctionnels microbiens. Les principaux ¢€léments disponibles dans la littérature sur ces
interactions concernent principalement des acteurs du cycle de 1’azote (Encadré 2). Le
contrdle biologique des processus du cycle de I’azote n’a longtemps été supposé qu’au travers
d’études montrant un effet des plantes sur le fonctionnement des communautés microbiennes
impliquées dans le cycle de 1’azote des sols (Ishikawa et al., 2003; Lata ef al., 2004; Rauber et
al., 2008). La minéralisation et la nitrification considérés comme les deux principales étapes
limitantes du cycle de 1’azote (Bothe et al., 2006), ont fait I’objet d’une attention particuliere

dans ce contexte.

1.  Certaines plantes prennent le controle de la minéralisation

La minéralisation correspond a la libération de NHy4 et NO; par la dégradation de la matiére
organique azotée sous I’action des microorganismes du sol (Bothe et al., 2006). Les apports
en azote dans les sols pour les plantes dépendent fortement de la minéralisation de 1’azote
organique en azote inorganique (i.e. NOs et NH;") (Van der Krift & Berendse, 2001)
(Encadré 2). Sans cette minéralisation les formes minérales de 1’azote ne pourraient étre
accessibles aux plantes. Les plantes peuvent influencer la minéralisation de 1’azote (Chapman
et al., 2006) Knops et al. (2002) ont proposé deux processus distincts pouvant entrainer a la
fois une augmentation ou une réduction de ce processus. Premierement, les plantes
influencent la minéralisation de ’azote des sols par la qualité de leur liticre ou des détritus
produits (Fig.10a). En effet, une part des détritus produits serait incorporée en grande quantité
dans la matiére organique inactive du sol dite récalcitrante et une plus petite quantité dans la
maticre organique active plus sujette a la dégradation par les microorganismes. La qualité de
la mati¢re organique apportée dans le sol joue ainsi grandement sur la vitesse de dégradation
de la matiére organique active. Ensuite, il est possible de voir 1’azote organique en un seul
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pool dont la décomposition est dépendante des apports en substrat carboné par les plantes
(Fig.10b). Ainsi, la minéralisation nette serait davantage dépendante de I’immobilisation de
I’azote par les microorganismes, elle-méme pilotée par les apports en substrats carbonés par
les plantes. Bien sur Knops et al. (2002) stipulent clairement que ces deux théories ne sont pas
opposables et que ces deux modes de fonctionnement operent sur un continuum dépendant

des especes et du sol considéré.
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Figure 10 : Schémas conceptuels de I’influence des plantes sur la minéralisation par la qualité de la
litiere (Knops et al., 2002).

Mis a part ces processus de contrdle par la qualité¢ de la litiere il semble que les plantes
puissent piloter plus activement la minéralisation. En effet, de nombreuses molécules isolées
a partir d’extraits de plantes ont montré des effets inhibiteurs directs sur la minéralisation de
I’azote des sols. Ces composés du groupe des terpenoides, des stérols ou des flavonoides
(Mishra & Flaig, 1979; Heumann et al., 2011a; Dietz et al., 2013; Heumann et al., 2013)

agissent comme antimicrobiens sans effets spécifiques (Heumann et al., 2013).

Il a été également suggéré que dans le cas des flavonoides I’acces a la matiere organique soit
réduit. Il est connu que les tannins (polymeres de flavonoides) sont capables de piéger la
maticre organique par complexation des protéines, limitant ainsi son accessibilité aux
microorganismes (Bradley et al., 2000). Il semble d’ailleurs que cette stratégie soit 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
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polyphénols oxydases et des tannins carboxyles estérases capables de dégrader les complexes
protéines-tannins (Bending & Read, 1996; Kraus et al., 2003). En outre, I’inhibition de la
minéralisation de 1’azote par des composés antimicrobiens généraux a pour effet d’augmenter
le pool d’azote organique des sols non accessible pour les plantes mais seulement pour des
microorganismes. De maniere générale 1’inhibition de la minéralisation de I’azote entraine un
feedback négatif chez les plantes dépourvues d’associations symbiotiques mycorhiziennes et
un feedback positif chez celles mettant en place cette stratégie d’assimilation de la ressource
azotée par symbiose (Joanisse et al., 2009). La minéralisation n’est pas le seul processus

microbien qui peut étre modulé par les plantes.

2.  Certaines plantes prennent le controle de la nitrification

La nitrification est considérée comme le deuxiéme processus, avec la minéralisation qui va
conditionner les formes et la disponibilité en azote pour les plantes (Bothe ef al., 2006). La
nitrification est un processus en deux étapes par lequel le NHy4 est consécutivement oxydé en
NO; puis NO; par des groupes d’organismes différents (Encadré 2). La premicre étape (i.e.
nitritation) d’oxydation du NH4 en NO, est réalisée par des bactéries et archées autotrophes
les AOB (i.e. Ammonia oxidizing bacteria) et les AOA (i.e. Ammonia oxidizing archeae). La
seconde étape correspond a 1’oxydation du NO, en NOs. Elle est assurée par des bactéries
principalement autotrophes les NOB (i.e. Nitrite oxidizing bacteria). La nitrification est
considérée comme un processus important induisant indirectement des pertes d’azote pour les
sols. En effet, la formation de NO; peut entrainer des pertes importantes d’azote des sols par
dénitrification et lessivage et ainsi entrainer des baisses de productivité végétale (Ryden et al.,
1984; Philip Robertson, 1997). La nitrification dépend fortement des facteurs abiotiques
comme la teneur en oxygene, le pH et la disponibilité en NH4 (Bothe et al., 2006). En agissant
sur ces parametres du sol, les plantes vont donc étre capables d’agir sur la nitrification. Au
méme titre que les facteurs abiotiques, il semble que les facteur biotiques notamment les

plantes puissent également jouer un role important dans la régulation de la nitrification

(Subbarao et al., 2013b) (Fig. 11).
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Figure 11 : Représentation schématique de I’inhibition biologique de la nitrification (BNI) en lien avec
le cycle de I’azote (Subbarao et al., 2013b). Les composés exsudés par les racines inhibent la
conversion du NHy en NO,. Dans les écosystémes avec une teneur importante en inhibiteur (e.g.
brachialactone) comme Brachiaria humidicola, le flux d’azote du NH, au NOj est restreint et ce sont
le NH, et I’azote organique qui s’accumulent dans le sol et le systéme racinaire. Dans les systémes
avec peu d’inhibiteurs, comme dans les sols cultivés, la nitrification s’opére a des taux importants
convertissant le NH, en NOjs susceptible d’étre rapidement perdu par lessivage ou dénitrification.

Ainsi, Subbarao et al. (2009) ont montré qu’une graminée, Brachiaria humidicola, était
capable d’inhiber biologiquement la nitrification par la libération de brachialactone entrainant

une limitation des pertes d’azote par dénitrification et lessivage (Fig. 12).

Ce phénomene de BNI (biological nitrification inhibition) ne semble pas se limiter a une seule
espece ou un seul composé. En effet, de nombreuses plantes avec leurs propres composés
inhibiteurs ont pu étre mis en évidence (Sorghum bicolor et sorgoleone ; B. humidicola et
brachialactone) (Subbarao et al, 2007b; Zakir et al., 2008; Subbarao et al., 2013b;
Tesfamariam et al., 2014).
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Figure 12 : a) Inhibition de I’expression du gene luxAB de Nitrosomonas europaea impliqué dans la
nitrification en fonction de la concentration en brachialactone. b) Concentration en brachialactone
retrouvée dans les exsudats de différents génotypes de B. humidicola en fonction de I’inhibition de
I’expression du gene /uxAB de Nitrosomonas europaea. c) Emissions de N,O cumulées au champ dans
un sol contréle (CON), sous soja (SOY), sous Panicum maximum (PM) ainsi que trois cultivars de B.
humidicola (BHM, BH-679 et BH-16888). d) Structure chimique de la brachialactone. D’aprés
Subbarao et al. (2009).

3. Certaines plantes sont-elles capables de prendre le controle de

la dénitrification ?

a. La dénitrification

La dénitrification désigne la réduction du nitrate (NOs) en nitrite (NO;) puis en oxyde nitreux
et en di-nitrogeéne (N,). Ce processus intervient en anaérobiose ou a faible concentration en
oxygene. Les dénitrifiants utilisent les formes d’azote oxydées comme accepteurs terminaux
d’¢électrons dans leur chaine respiratoire en remplacement du dioxygene (O;) (McDevitt et al.,
2000). Ainsi, la dénitrification peut étre considérée comme une forme de respiration

alternative (Encadré 5).
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Encadré 5: Les chaines respiratoires et les bactéries

Les chaines respiratoires se retrouvent chez tous les étres vivants. Elles conditionnent le
fonctionnement des organismes en assurant I’apport énergétique nécessaire a la réalisation de
I’ensemble des réactions du métabolisme des cellules vivantes. Ces chaines respiratoires se
retrouvent notamment chez les bactéries chez lesquelles elles présentent une certaine

similarité (Poole & Cook, 2000).

Les chaines respiratoires sont composées d’un ensemble d’enzymes transmembranaires
ancrées dans la membrane plasmique. Ces enzymes vont permettre de ré-oxyder les
coenzymes, nicotinamide adénine dinucléotide (NAD") et ubiquinone (Coenzyme-Q), réduits
lors du cycle de Krebs. Le transport d’électrons le long de la membrane plasmique jusqu'a un
accepteur terminal est le moteur de ces oxydations. Chez les bactéries il existe une grande
diversité d’oxydases couplées a une grande diversité de cytochromes. De manicre simplifiée
les cytochromes assurent le transport des électrons et vont fournir 1’énergie aux oxydases pour
I’oxydation des coenzymes. Ces réactions entrainent une sortie de proton H' vers 1’espace
périplasmique et donc 1’établissement d’un gradient transmembranaire. Le rééquilibrage de ce
gradient est assuré par des ATP-synthases. L’entrée de protons H' dans le cytoplasme a
travers les ATP-synthase permet ainsi la phosphorylation de 1’Adénosine monophosphate
(AMP) et I’adénosine diphosphate (ADP) en adénosine triphosphate (ATP) la principale

molécule porteuse de I’énergie cellulaire (Fig 13).
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Figure 13 : Schéma simplifié de la chaine respiratoire aérobie bactérienne.

La premicre forme de respiration mise en évidence fut la respiration aérobie utilisant le
dioxygéne comme accepteur terminal d’¢électron. Les formes de respiration découvertes par la
suite se sont définies en opposition avec la respiration aérobie étant toutes répertoriées dans la
catégorie de respiration anaérobie. Parmi elles on retrouve la respiration fer, la respiration
nitrate (dénitrification), la respiration sulfate (sulfato-réduction), la respiration soufre (sulfo-
réduction), la respiration carbonate (acétogénese et méthanogénese)et la respiration fumarate.
La métanogenese, la sulfato-réduction et la dénitrification sont les plus connues et leurs
accepteurs terminaux d’électrons sont respectivement le dioxyde de carbone (CO,), I’ion
sulfate (SO42') et I’ion nitrate (NO3'). Parmi ces trois respirations anaérobies, la dénitrification

prend une part importante dans le cycle de I’azote comme mentionné précédemment.

La dénitrification (i.e. chaine respiratoire anaérobie) se décompose en quatre étapes (Fig. 9),
la réduction du NOs en nitrite (NO;), du NO, en oxyde nitrique (NO), puis du NO en oxyde
nitreux (N,O) et enfin du N,O en N; (Both et al., 2006).
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Milieu extérieur

[ Membrane externe (Gram-) ou Paroi de peptidoglycane (Gram+) ]

H+

Espace périplasmique

pchromes ATP Synthas

NADH NAD* + H*

ADP + Pi ATP
H
Cytoplasme

Figure 14 : Schéma des étapes de la dénitrification et localisation des enzymes.

La réduction du nitrate est associée a deux enzymes homologues, la nitrate réductase
transmembranaire (Nar) et la périplasmique (Nap), respectivement codées par les genes narG
et napA (cette derniére n’étant pas présente chez tous les dénitrifiants). Selon les
microorganismes, la réduction du nitrite fait intervenir deux nitrites réductases 1’une couplée a
du cuivre et l’autre au cytochrome cd/. Elles sont codées par des geénes différents,
respectivement nirK et nirS. La NO-réductase est une enzyme transmembranaire codée par le
gene norB. (Wallenstein ef al., 2006). Enfin, la N,O-reductase est une enzyme périplasmique
codée par le géne nosZ (Khalil, 2003). Cette dernicre est inhibée par le dithionite, le
monoxyde de carbone et 1’acétyléne (Paccard, 1995) (Fig. 14).

b. Régulation de la dénitrification

La dénitrification est une fonction inductible qui nécessite donc des conditions favorables
pour s’exprimer. Les facteurs de régulation qui interviennent directement sur cette fonction,
facteurs qualifiés de proximaux, sont I’oxygene, ainsi que la disponibilité en azote oxydé et en
substrat carboné. La disponibilit¢ en substrat organique est, aprés l’aération, le principal
facteur de régulation de la dénitrification dans les sols. En effet, les bactéries dénitrifiantes

sont en majorité hétérotrophes, elles tirent leur énergie de 1'oxydation des mati¢res organiques
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(organotrophes) (Bothe et al., 2006). Une minorité peut aussi étre autotrophe et oxyder des

composés minéraux (chimiolithotrophes) (Bothe et al., 2006).

C. Les dénitrifiants

Les bactéries dénitrifiantes représentent la majorité des organismes dénitrifiants bien que
certains champignons (Shoun et al., 1992) et archées (Philippot, 2002) soient capables de
réaliser ce processus. Les dénitrifiants regroupent un grand nombre de taxa
phylogénétiquements différents dont beaucoup ne sont pas capables de réaliser la chaine

complete (Wallenstein ef al., 2006).

d. L’'inhibition de la dénitrification ?

La nitrification et la minéralisation sont considérées comme les étapes limitantes du cycle de
I’azote (Bothe et al., 2006). C’est probablement pourquoi, les études de contrdle biologique
des processus du cycle de 1'azote ont surtout portées sur ces deux processus et les effets des
plantes sur les autres ont été sous-estimés. Ainsi, le principe d’inhibition biologique de la
dénitrification n’a jamais été soupgonné alors que la dénitrification est la principale voie
biologique de perte d’azote du sol (Both et al., 2006). 11 est alors connu que la productivité
des plantes va fortement dépendre du processus de dénitrification (van der Heijden et al.,

2008).

L’émergence de la dénitrification (i.e. 2.72 milliards d’année) et bien antérieure a I’émergence
des plantes terrestres (i.e. 530-560 millions d’années) (Thomazo et al., 2011). Alors que les
champignons sont plus jeunes que les dénitrifiants (i.e. 150 millions d’années), les plantes ont
fortement coévoluées avec eux donnant naissance aux mycorhizes. Ainsi, il est également

probable que les plantes aient fortement coévoluées avec les dénitrifiants.

La pression de sélection basée sur la compétition pour le nitrate pourrait étre d’autant plus
intense dans les milieux pauvres en azote et ou la dénitrification est importante (i.e. milieux
humides) guidant la coévolution entre ces deux entités. Les premieres formes de plantes
terrestres étaient trés dépendantes a la présence d’eau dans les sols (Pirozynski & Malloch,
1975). Or, les sols saturés en eau sont des sites propices a de fortes pertes d’azote (i.e. N,O et
N») par dénitrification (Zumft, 1997; Bothe et al., 2006). Il est donc probable qu’aux prémices
de la vie terrestre pour les plantes, la compétition entre plantes et microorganismes

dénitrifiants ait été trés intense.
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Néanmoins, la dénitrification est un processus impliquant une grande diversité de bactéries a
I’échelle de la communauté. Il n’existe pas de processus type, ce qui laisse la communauté
scientifique dubitative face a un éventuel contréle de la dénitrification par les plantes,

imputable a un « mécanisme spécifique et universel » a tous les dénitrifiants.

Les interactions entre microorganismes du cycle de 1’azote et les plantes semblent fortes.
L’instauration d’une spécificité d’interaction comme le BNI entre certaines plantes et
certaines communautés du cycle de I’azote démontre que la spécificité d’interaction n’est pas
réservée uniquement aux relations symbiotiques ou pathogéniques. Ceci laisse entrevoir la
capacité de certaines plantes a « prendre le controle du cycle de 1’azote » pour influer sur leur

propre développement , en ciblant spécifiquement une communauté compétitrice.

IV. « Ces prises de controle » par les plantes, les

théories du « plant-soil feedback »

Les effets unilatéraux des plantes sur des microorganismes et des microorganismes sur les
plantes ont souvent ¢été étudiés. Néanmoins, la prise en compte des interactions
bidirectionnelles et antagonistes est plus rare alors qu’il est bien connu que des effets
déléteres ou bénéfiques pour les plantes peuvent résulter de leurs effets sur les
microorganismes (van der Putten ef al., 2013). La prise en compte de ces effets rentre dans le
cadre des théories dites de « Plant-Soil feedback » (Ehrenfeld et al., 2005; van der Putten et
al., 2013). Ces théories ont connues un essor ces 10 derniéres années (Kulmatiski et al.,
2008). Il s’agit d’un domaine peu étudié mais en plein développement, reliant I’écologie aux
processus évolutifs (van der Putten et al., 2013) (Encadré 6). Le phénoméne de « plant-soil
feedback » permettrait d’expliquer la capacité de certaines plantes a pousser dans des milieux
pauvres (van der Putten et al., 2013) et pourrait expliquer que certaines espéces végétales
connues pour modifier des conditions physicochimiques des sols soient invasives (Ehrenfeld,

2003; Reinhart & Callaway, 2006).

Bien que la théorie du « plant-soil feedback » soit bien admise au sein de la communauté
scientifique, dans le cadre des inhibitions biologiques du cycle de 1’azote, les effets
bénéfiques qui pourraient en résulter sont trés rarement démontrés et passent souvent par des
démonstrations théoriques (Subbarao et al., 2006b). Ainsi, peu d’expériences se sont
intéressées a démontrer les effets des inhibitions biologiques du cycle de ’azote sur les

plantes.

47



Encadré 6: Concept du « Plant-soil feedback »

« Plant-soil feedback »:

« Plant-soil feedback » direct: effets interspécifiques ou conspécifiques des modifications des

conditions biotiques ou abiotiques des sols par les plantes par 1’intermédiaire des racines ou

de la litiere. Effets de ces modifications sur elles-mémes ou leur descendance.

« Plant-soil feedback »

indirect : effets interspécifiques ou hétérospecifiques des

modifications des conditions biotiques ou abiotiques des sols par les plantes par

I’intermédiaire des racines ou de la litiére. Effets de ces modifications sur d’autres plantes

(Fig. 15).
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Figure 15 : Le « plant-soil feedback » conceptualisé a 1’échelle de la communauté des plantes (van der

Putten et al., 2013).

(a)Comment le changement indirect de feedback peut contribuer au remplacement d’une

espece par une autre selon le principe des successions écologiques.

(espece primaire mmp secondaire).




(b)Comment un feedback négatif peut opérer lorsque des plantes coexistent.

(c)Comment un feedback positif ou négatif peut respectivement entrainer une augmentation

d’abondance ou une raréfaction d’especes.

(d)Comment une espece contrainte a un feedback négatif dans son milieu d’origine peut
devenir invasive lorsqu’elle est introduite dans un nouveau milieu ou elle présentera un

feedback neutre ou positif.
(e)Comment un feedback peut devenir négatif au cours du temps chez une espece introduite.

(f)Comment des plantes en monoculture peuvent avoir un feedback négatif alors qu’il pourrait
étre neutre en mélange du fait que les pathogenes spécialisés du sol se trouvent dilués. Ainsi,

les plantes produisent plus de biomasse en mélange qu’en monoculture.

(g)lllustre comment les interactions aériennes avec d’autres organismes peuvent modifier les

interactions souterraines, comme dans le cas de ’herbivorie.

Dans le cas du BNI il est admis que I’inhibition de la nitrification entraine une diminution des
pertes d’azote des sols par lessivage du NO; ou dénitrification (Subbarao et al., 2008; Zakir et
al., 2008; Subbarao et al., 2009; Testamariam et al., 2014). Néanmoins, peu d’expériences ont
pu a notre connaissance mettre en évidence un retour bénéfique pour les plantes. Boudsocq et
al. (2009) ont cependant pu démontrer par modélisation que Hyparrhenia diplandra, une
Poaceae de savane connue pour inhiber la nitrification des sols (Lata ef al., 2004), en
inhibant la nitrification pouvait augmenter la production primaire d’un écosystéme en

augmentant le fertilité azotée des sols par une limitation des pertes du systéme.

La limitation des pertes en azote des sols est donc certainement un moyen pour les plantes

d’influer positivement sur leur développement.
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Conclusion

En conclusion, bien que les plantes et les microorganismes du sol puissent influer I’'un sur
I’autre de maniére non-spécifique, des relations spécifiques faisant intervenir des médiateurs
chimiques se sont installées entre certaines plantes et microorganismes symbiotiques ou
pathogenes. Cependant, les interactions spécifiques entre plantes et microorganismes ne
semblent pas se limiter aux microorganismes symbiotiques ou pathogenes ainsi qu’a quelques
especes. Certaines plantes semblent capables d’interactions spécifiques avec certains
compétiteurs du cycle de I’azote présentant une grande diversité taxonomique. Les plantes
sont ainsi capables d’influencer certaines communautés microbiennes du cycle de 1’azote par
I’intermédiaire de métabolites secondaires. Cette prise de controle pourrait faire partie d’ une
stratégie hautement perfectionnée sélectionnée chez certaines plantes dans le but de
promouvoir leur croissance. Néanmoins, bien que certaines études se soient intéressées aux
mécanismes d’inhibition de la nitrification et la minéralisation de I’azote par les plantes,
aucune ¢tude ne s’est a ce jour intéressée au processus de dénitrification qui représente une
voie de perte importante de I’azote des sols. Et pour cause aucun indice sur son existence n’a
a ce jour été relevé. De plus, la communauté scientifique semble rester sceptique face a
I’éventuelle existence d’inhibiteurs spécifiques de la dénitrification produits par les plantes

car, en comparaison des nitrifiants, il s’agit d’une communauté encore plus diversifiée.
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Chapitre 2 Travaux  expérimentaux: L’inhibition

biologique de la dénitrification (BDI) par Fallopia spp..
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Introduction

Les Renouées asiatiques prennent-elles le

controle de la dénitrification ?

Dans une étude récente, Dassonville et al. (2011) ont montré que la dénitrification potentielle
¢tait réduite sur les sites envahis par les Renouées asiatiques sans que cette réduction ne
puisse étre expliquée par les facteurs abiotiques des sols, généralement connus pour contrdler
la dénitrification (cf": section régulation de la dénitrification) (Fig. 16). Ces résultats nous ont
donc conduit a émettre I’hypotheése d’une inhibition biologique de la dénitrification par les

Renouées asiatiques.
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Figure 16 : Denitrification enzyme activity (DEA) (i.e. dénitrification potentielle) de sols envahis en
fonction du sol correspondant non envahis sur 10 sites du Rhone et de Belgique. Les points au-dessus
de la ligne centrale montrent une augmentation de la DEA et les points au-dessous une réduction dans
les sols colonisés par les Renouées asiatiques (Dassonville et al., 2011).
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IL Les renouées asiatiques

Les Renouées Asiatiques (Fallopia sp.) forment un complexe d’espéces invasives. Ce
complexe regroupe Fallopia japonica (Houtt.), Fallopia sachalinensis (F.Schmidt, Nakai) et
leurs hybrides interspécifiques F. x bohemica. Originaires d’Asie, respectivement du Japon et
de I'lle de Sakhaline elles sont considérées avec leurs hybrides F. x bohemica comme de
véritables fléaux des zones tempérées, en Amérique du Nord (Urgenson ef al., 2009; Gammon
& Kesseli, 2010) et en Europe (Marigo & Pautou, 1998) comme en France (Fig. 17).
Introduites au début du 19°™ siécle comme plantes ornementales, fourragéres et melliféres
(Marigo & Pautou, 1998) elles ont rapidement colonisé toute I’Europe. Aujourd’hui, F.
Jjaponica et F. sachalinensis respectivement classées dix-septiéme et soixante-quatriéme

especes les plus invasives d’Europe sur 150 répertoriées (Lambdon et al., 2008).

moins de 10 localités
connues dans le département

entre 11 et 100 localités
connues dans le département

. plus de 100 localités
connues dans le département

Figure 17 : Carte de distribution des Renouées asiatiques en France (Muller & Aboucaya, 2004)

Les espéces Fallopia japonica et Fallopia sachalinensis, respectivement octoploides (pour le
génotype invasif européen) et tétraploides sont gynodioiques et se reproduisent par
reproduction sexuée et multiplication végétative (Tiebre et al., 2007). Les hybrides Fallopia
X bohemica sont de niveaux de ploidie divers (4n, 6n, 8n...) (Tiebre et al., 2007). Ces

hybrides semblent étre plus invasifs (Pysek et al., 2003), avec une capacité de régénération
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plus grande (Bimova et al., 2003) et une capacité de dispersion plus élevée que les especes

parentales (Mandak et al., 2004).

Au Japon, Fallopia japonica est considérée comme une espece pionnicre capable de pousser
sur des milieux extrémement pauvres, comme les sols volcaniques du Mont Fuji qu’elle
semble méme enrichir en azote (Hirose & Tateno, 1984; Adachi et al, 1996). Ces

observations suggerent une forte tolérance des Renouées a la contrainte nutritive.

La grande taille des Renouées, leur mode de propagation clonal et la densité des patchs
contribuent a modifier la structure et la chimie des écosystemes (Aguilera et al., 2010) (Fig.
18). De plus, la forte production de biomasse des parties aériennes permettrait un retour d’une

grande quantité d’azote au sol via la litiere (Dassonville ef al., 2008; Aguilera ef al., 2010).

Figure 18 : Photographie d’un champ envahi par les Renouées asiatiques
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I11. Activité biologique des composés contenus dans

les renouées

Les racines seéches de renouées sont utilisées en médecine chinoise traditionnelle depuis des
siecles et également recensées dans les pharmacopées coréennes et japonaises (Shan et al.,
2008). Les Renouées sont connues pour produire de nombreuses substances bioactives
comme des flavonoides, des stilbénes, des anthraquinones et divers autres compose€s
phénoliques (Vastano et al., 2000; Vrchotova & Sera, 2008). Des études récentes ont montré
que les renouées possédaient des propriétés allélopathiques sur d’autres plantes. Ces études
suggerent que les Renouées inhibent la germination de plantes modeles (Vrchotova & Sera,
2008) et plus précisément la croissance et la germination d’especes natives de systemes

envahis (Murrell ef al., 2011).

Des études en recherche médicale ont également mis en évidence le pouvoir antibactérien des
extraits méthanoliques de Fallopia japonica (Shan et al., 2008; Ban et al., 2010). Ceci
suggere que les effets allélopathiques des Renouées ne se cantonneraient pas au régne
végétal. Ainsi, Shan ef al. (2008) suggerent que 1’action antibactérienne des extraits serait
principalement due a la présence d’anthraquinones (émodine et physcion) et de stilbénes
(picéide et resveratrol), les composés majoritaires des extraits de rhizomes. Ils révelent que les
extraits bruts de Fallopia japonica ainsi que I’émodine et le picéide altérent I’intégrité des
membranes bactériennes. Ces deux derniers composés pourraient pénétrer a travers les
membranes cellulaires, agir sur la double couche phospholipidique et inhiber les enzymes
membranaires (Shan et al., 2008). D’autres études suggerent également un effet antifongique
en plus des effets sur les bactéries et les plantes, des extraits de rhizomes des Renouées

(Wurms et al., 1999; Konstantinidou-Doltsinis et al., 2006).

Ceci laisse présager un effet biocide général des métabolites secondaires de Fallopia
Jjaponica, Fallopia sachalinensis et de leurs hybrides. Néanmoins, ceci n’est pas en
contradiction avec le fait que certains processus biologiques soient plus ou moins affectés. De
plus, ces résultats sont a relativiser car les effets doses des molécules doivent étre pris en

compte.

IV. Hypotheses de travail

Une hypothése forte émanant des travaux de Dassonville ef al. (2011) et des travaux sur les

propriétés allélopathiques, antifongiques et antibactériennes des Renouées (Wurms et al.,
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1999; Kim et al., 2004; Konstantinidou-Doltsinis et al., 2006; Shan et al., 2008; Vrchotova &
Sera, 2008), est que ’effet observé sur les bactéries dénitrifiantes du sol résulterait en partie
de la production par la plante de métabolites secondaires régulant le fonctionnement et la

dynamique de ces bactéries.

La dénitrification est la principale voie biologique de perte d’azote du sol (Radersma & Smit,
2011) et bien souvent, I’azote est le premier facteur limitant la croissance des plantes
(Vitousek & Howarth, 1991a; LeBauer & Treseder, 2008). Ainsi, une diminution de la
dénitrification pourrait avoir pour conséquence d’augmenter la disponibilité en nitrate pour la
plante en limitant les pertes gazeuses pour le sol. Cette augmentation pourrait en retour
profiter a la croissance de la plante et donc augmenter sa valeur sélective par rapport aux
especes natives. Une telle faculté pourrait participer aux caractéristiques de croissance

exceptionnelles des Renouées asiatiques (Fig. 18).

V. Déroulement du manuscrit

Mon sujet de thése s’est inscrit dans le cadre conceptuel des inhibitions biologiques des
processus du cycle de 1’azote avec I’hypothése que les Renouées asiatiques (i.e Fallopia spp.)
inhibent la dénitrification par I’intermédiaire de métabolites secondaires ciblant
spécifiquement les processus de la dénitrification (Fig. 19). Mes trois années de thése m’ont
permis de mettre en évidence pour la 1" fois I’existence de I’inhibition biologique de la
dénitrification (BDI) par des métabolites secondaires produits par les Renouées asiatiques.
Ces composés ont pu étre identifiés, isolés et leur activité inhibitrice a été caractérisée. Les
mécanismes d’action de ces composés au niveau cellulaire ont également ét¢ identifiés.
Ensuite, dans un quatriéme volet j’ai pu mettre en évidence ’existence d’une sensibilité
différente des sols a ces inhibiteurs. Enfin, dans un cinqui¢éme volet la fin de ma thése m’a
permis d’amorcer des travaux non encore finalisés en vue de déterminer si ’inhibition de la

dénitrification pouvait €tre associ€e a un retour profitable pour les Renouées asiatiques.

Ces cinq volets vous seront présentés dans ce manuscrit, sous la forme de cinq parties

distinctes qui seront ensuite discutées lors d’une discussion générale.

J’ai souhaité que chaque partie suivante puisse se lire comme des articles indépendants.

Néanmoins ceci peut apporter une certaine redondance dans les raisonnements.

57



Fallopia spp.

5: Promouvoir la croissance et I'invasion?

1: Biological denitrification inhibition (BDI)

2: Molécules impliquées ?

Denitrification

I 3: Mécanismes ?
N O 3 N,O and N,

4: Emergence de résistances .

des dénitrifiants ?

§’?
Plant-soil feedback

Figure 19: Schéma conceptuel des hypothéses du sujet de these.
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Partie 1 Est-ce que I'inhibition biologique de la dénitrification

par les plantes existe ?
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Summary:

Previous studies on the effect of secondary metabolites on the functioning of
rhizosphere microbial communities have often focused on aspects of the nitrogen
cycle but have overlooked biological denitrification inhibition (BDI), which can affect
plant N-nutrition. Here, we investigated the BDI by the compounds of Fallopia spp.,
an invasive weed shown to be associated with a low potential denitrification of the
soil.

Fallopia spp. extracts were characterized by chromatographic analysis and were used
to test the BDI effects on the metabolic and respiratory activities of denitrifying
bacteria, under aerobic and anaerobic (denitrification) conditions. The BDI of Fallopia
spp. extracts was tested on a complex soil community by measuring Denitrification
Enzyme Activity (DEA), Substrate Induced Respiration (SIR), as well as abundances
of denitrifiers and total bacteria.

In 15 strains of denitrifying bacteria, extracts led to a greater BDI (92%) than
respiration inhibition (50%). Anaerobic metabolic activity reduction was correlated
with catechin concentrations and the BDI was dose dependent. In soil, extracts
reduced the DEA/SIR ratio without affecting the denitrifiers/total bacteria ratio.

We show that secondary metabolite(s) from Fallopia spp. inhibit denitrification. This
provides new insight into plant-soil interactions and improves our understanding of a

plant’s ability to shape microbial soil functioning.

Keywords: biological inhibition, catechin derivates, denitrification, Fallopia spp., nitrogen

cycle, rhizosphere, secondary metabolites, weeds.
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Introduction

In the middle of the twentieth century, it was considered that abiotic factors prevailed in
shaping microbial selection in soils (Smith, 1948). However, over the last 30 years increasing
numbers of studies have reported on biotic factors driving microbial selection and functioning
(Hobbie, 1992; Chapman et al., 2006). It is now well known that plants can restrict or direct
the development or the functioning of soil organisms by excreting selective mixtures of
substances in their main zone of influence, i.e. the rhizosphere (Hartmann et al., 2009). These
substances provide the plant with a large range of belowground properties such as
antimicrobial activities, pH and redox modulating activities, and specific stimulatory or
inhibitory activities (Hinsinger et al., 2003; Subbarao et al., 2006a). Hence plant effects on
microbial soil functioning may be as important or more important than abiotic factors

(Hobbie, 1992).

Studies on plant-driven microbial functioning have mostly focused on the nitrogen (N) cycle
(Chapman et al., 2006). However, selective substances from plants do not necessarily control
all pathways in the N-cycle. Nitrification and mineralization are thought to be the rate-
limiting steps in the N-cycle (Bothe et al., 2006), thus studies have mostly focused on these
activities to evaluate plant modifications on soil activity (Allison & Vitousek, 2004;
Subbarao et al., 2013b; Tharayil et al., 2013; Ushio et al., 2013) and overlooked other

processes such as denitrification.

Dentitrification is the reductive process of the nitrogen cycle which transforms water soluble
NOj into the gaseous form N,O and/or N, (Zumft, 1997). A large part of the N,O and N,
emitted from soils comes from the activity of denitrifying bacteria (Cheneby et al., 1998),
although denitrification can also be fulfilled by archaea and fungi (Philippot, 2002). In this
process, bacteria use nitrogen oxides as alternative terminal electron acceptors in the
respiratory chain when the oxygen concentration is low or absent (Shoun et al., 1992; Zumft,
1997). Dentitrification is known to be primarily governed by environmental conditions such as
NO;3, carbon substrate and O, availability, pH, temperature, as well as by the presence of

denitrifiers (Wallenstein et al., 2006).

Studies on biological inhibitors were initially focused on plant species exhibiting reducing
effects on nitrification and mineralization (Ishikawa et al., 2003; Rauber et al., 2008;

Subbarao et al., 2009; Dietz et al, 2013). Although some authors reported lower
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denitrification associated with certain plants (Evans et al., 2001; Scott et al, 2001), in
general, abiotic factors were advanced as the main reason for such an effect (Dassonville et

al.,2011) and to our knowledge, biological denitrification inhibition (BDI) was never studied.

As denitrification represents a major N loss in soils (25 to 90%) (van der Salm et al., 2007;
Radersma & Smit, 2011), this microbial process affects N availability to plants. N is a major
plant growth-limiting factor (Vitousek & Howarth, 1991a; LeBauer & Treseder, 2008) thus
BDI might influence plant growth and the colonization of habitats, particularly in ecosystems
with a high denitrification rate. The consequences of BDI may be important for plant growth
and yield. A few studies reported reductions in denitrification where plant invasions led to

otherwise rapid N loss (Evans ef al., 2001; Scott et al., 2001).

Attention has recently been paid to the invasive species complex Fallopia spp. (Asian
knotweeds), native in Eastern Asia, because invaded soils have shown decreased potential
denitrification without modifications to the principal factors generally known to drive
denitrification (Wallenstein et al., 2006). These results suggest that Fallopia spp. could exert
a putative BDI through chemical substances targeting denitrification. Moreover, in its native
country (Japan) the Fallopia spp. complex is known to be well-adapted to growing in low-
fertility soils such as Mont Fuji lava and is considered as a pioneer species that modifies soil

fertility by greatly increasing N pools (Hirose & Tateno, 1984; Adachi et al., 1996).

Fallopia spp. roots are recognized as being rich in bioactive secondary metabolites (Wurms et
al., 1999; Konstantinidou-Doltsinis et al., 2006; Vrchotova & Sera, 2008) and have therefore
been used for centuries in ancient Chinese and Japanese herbal medicines (Vastano et al.,
2000). In particular, Fallopia spp. have been shown to produce antimicrobial substances (Kim
et al., 2004; Shan et al., 2008; Pavicic et al., 2009) that may affect bacteria (Shan et al.,
2008). The invasive genus Fallopia (Polygonaceae) includes two Asian herbaceous perennial
polyploid species (F. japonica and F. sachalinensis) that have now become widespread and
troublesome invasive weeds throughout the temperate latitudes. Hybridization events
involving F. japonica and F. sachalinensis in invasion areas have led to a complex of
polyploid F. x bohemica hybrids with various levels of ploidy from tetraploid to octoploid,
introgression events (Bailey et al., 2009) and the harbouring of phenotypic differences in the
composition of secondary metabolites (Piola et al., 2013). It is known that most root products
became available as substrates for rhizosphere colonizing microbes (Hartmann et al., 2009),

so these compounds might be available for driving rhizospheric microbial functions.
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In this study, we sought to test the idea that the BDI of Fallopia spp. may be explained by
their secondary metabolites (Dassonville et al., 2011). We investigated the effects of extracts
from four Fallopia spp. genotypes on 15 cultured denitrifier strains and on a complex
microbial community in soil. We hypothesized that Fallopia spp. extracts would affect the
metabolic activity of denitrifying bacteria by altering microbial respiration activities, and that
denitrifying bacteria are more sensitive under anaerobic (denitrifying) than under aerobic
conditions. In addition, we investigated the nature and availability of molecules found to be
involved in Fallopia spp. BDI by testing their water-solubility and identifying the active
compounds in the extracts. Finally, we confirmed that the compounds in extracts can affect a

complex soil denitrifying community through denitrification inhibition.
L. Materials and Methods

1. Plant growth and extract recovery

Compounds were extracted from the roots and rhizomes of four genotypes of Fallopia spp.
Adans.: F. japonica (Houtt.) Ronse Decraene, F. sachalinensis (F.Schmidt) Ronse Decraene
and two F. x bohemica (Chrtek et Chrtkova) J. P. Bailey. Rhizomes collected in the field were
planted in pots filled with compost (Klasmann TS3/sand, 80/20). Plants were grown for six
months in a greenhouse under fluorescent light at 21°C, in order to limit maternal site effects.
Both rhizomes and roots from each genotype (3 per clonal plant) were collected, cleaned with
water and lyophilised. About 75g of lyophilised rhizomes and roots were crushed in a
TissueLyser II bead mill (Qiagen, Venlo, Netherlands). Extraction was carried out with 750
ml of water:methanol (50/50; v/v) by ultrasonication for 30 min. After vacuum filtration, the
eluate was collected and another extraction was carried out from the residue with 2 x 500 mL
of pure methanol. All eluates obtained were pooled and dried. They were re-suspended in

water:methanol (50/50; v/v) at a concentration of 10 mg ml" before HPLC analyses.

Fractions of Fallopia spp. extracts were taken in order to separate water-soluble from non-
water soluble compounds to determine the accessibility of active compounds and the possible
presence of active substances. Solid-phase extraction of 5 g of dry matter was carried out on
Lichoprep RP18 silica (25-40 um) (Merck, Darmstadt, Germany) in order to perform vacuum
liquid chromatography. Gradient elutions were carried out using 300 ml of water (fraction 1,
F1), water:methanol (50/50; v/v) (fraction 2, F2) and pure methanol (fraction 3, F3).

Subsequently, water fractions were dried using lyophilisation, while the other fractions were
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dried using Speedvac-assisted evaporation (Labconco, Kansas City, USA). Fractions were
concentrated at 10 mg ml"' using their extraction solvent, before HPLC analyses and

biological tests.

2.  Metabolic activity bioassay

Due to the low extract volume and the large set of conditions that we wanted to test, we used
a microplate bioassay to determine the effect of extracts (total or fractions) on the metabolic
activity of denitrifying bacteria. Metabolic activity (Sieuwerts ef al., 1995) was assessed using
Biolog MT2 microplates (AES Chemunex, Bruz, France), containing only tetrazolium
chloride, a redox dye indicator (i.e. a proxy for respiration) without carbon substrate.
Metabolic activity was monitored by measuring the purple colour of reduced tetrazolium (i.e.
formazan) using the OmniLog Combo system (Bochner et al., 2008) every 15 min for 110 h.
This metabolic activity was measured not only under aerobic conditions to estimate
respiration levels but also under anaerobic conditions to estimate anaerobic respiration levels
(i.e. denitrification). Microplate preparation (culture medium dispensing, extract adding and
bacterial inoculation) was performed using the MicroLab Star Robot (Hamilton, Switzerland)
under constant sterile conditions. NB liquid medium (Nutrient Broth medium, Difco, Detroit,
USA) supplemented with KNO; to reach 20 mM final, was used as the growth medium. All
incubations were done at 28°C without agitation. Aerobic and anaerobic microplates were
strictly similar except that Biolog MT2 microplates filled with 50 pl of mineral oil were
added to create anaerobic conditions. Four randomly distributed replicates were done for all
conditions. Sterility controls were performed on the same microplate with NaCl (0.9%)
instead of bacterial inoculum. Strains were precultured overnight in NB medium with KNO;
(20 mM) under aerobic conditions to reach their exponential growth phase. After
centrifugation (10 min, at 7500 r.p.m), the supernatant was removed and bacterial cells were
washed in NaCl solution (0.9%) and starved for two hours in 20 ml NaCl to deplete them of
possible C storage compounds. The volume of bacterial suspension was adjusted to have an

Optical Density (O.D) = 0.1 at the beginning of the experiment in the growth medium.

First, to determine an active concentration of plant compounds on the metabolic activity of
denitrifying bacteria, we performed dose response measurements on the metabolic activity of
P. fluorescens ATCC 17386 and P. brassicacearum NFM421 under anaerobic conditions
with 5 concentrations (0.01, 0.02, 0.0625, 0.125 and 0.5 mg ml™) of F. japonica extract.
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Then, to generalize the bacterial denitrifier response to the four Fallopia spp. extracts,
metabolic activity was measured for fifteen denitrifying bacterial strains initially isolated from
soil:  Pseudomonas fluorescens ATCC 17386, Pseudomonas fluorescens CHAO,
Pseudomonas brassicacearum NFM421, Pseudomonas stuzeri ATCC11607, Pseudomonas
stuzeri Zobell, Agrobacterium tumefaciens C58, Azospirillum lipoferum TVV3, 2
Ochrobactrum sp. (A22 and A17) of Paracoccus denitrificans ATCC19367, Burkholderia
vietnamensis TVV75, Citrobacter sp. Hg31, Sinorhizobium meliloti 1021, Achromobacter
xylosoxidans subsp. denitrificans and Klebsiela pneumonia. All strains were exposed to 0.5
mg ml™ of each extract and control (methanol; 2.5% final) under either aerobic or anaerobic

conditions.

In order to identify which fraction contained the active metabolites, a similar experiment was
performed using the 3 fractions (F1, F2 and F3) of each Fallopia spp. extract concentrated at
0.003, 0.025, 0.05 and 0.5 mg ml" final on P. fluorescens ATCC 17386 under anaerobic
conditions, with each fraction paired with a control (water, water:methanol, 50/50; v/v;

methanol).

3. Aerobic and anaerobic respiration activity of strains of
denitrifying bacteria

In order to confirm that the observed effects of Fallopia spp. extracts on metabolic activity
were correlated with the effects on aerobic respiration and denitrification, we measured the
CO, (aerobic respiration) and N,O (denitrification) emissions of four denitrifying strains, P.
fluorescens ATCC 17386, P. brassicacearum, B. vietnamensis and A. xylosoxidans under
aerobic and anaerobic conditions, respectively. Aerobic respiration and denitrification
measurements were taken in 5 ml of liquid NB medium supplemented with KNO3 (20mM
final), in plasma flasks sealed by a rubber stopper. To ensure the right anaerobic conditions
for denitrification, the air was removed from the plasma flask and replaced with a He/C,H,
mixture (90/10; v/v). Fallopia spp. extracts concentrated at 0.5 mg ml™ or 2.5% methanol as
a control were added to the media. Strains were inoculated in 1 ml of liquid NB medium. The
Optical Density (O.D) of the strains was adjusted to ensure an O.D of 0.1 in the final volume
(5 ml). CO; and N,O emissions were measured every two hours for 4 days with a gas
chromatograph coupled to a micro-catharometer detector (WGC-R3000, SRA instruments,
Marcy I’Etoile, France).

67



4. Secondary metabolites analysis

To identify major phenolic compounds, Fallopia spp. extracts and their fractions were
analysed using an UHPLC 1290 infinity series (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
coupled to a G4212A DAD and a Q-TOF 6530 series detector with jet stream electrospray
ionisation. MassHunter Acquisition software (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) was
used to run the system. A Poroshell 120 EC-C18 column (2.7 pm, 3.0 x 100 mm, Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) carried out separation at a temperature of 60°C. The mobile
phase was a linear gradient of 0.4% of acetic acid in water (solvent A) and acetonitrile
(solvent B). The linear gradient at the flow rate of 0.6 ml/min was 0 to 1.5 min 2% solvent B;
1.5 to 22 min 2% to 17% solvent B; 22 to 41 min 17% to 100% solvent B; 41 to 41.5 min
100% solvent B. The system was equilibrated before each sample. The injection volume was

Tl

Spectra were recorded between 190 and 600 nm and the response at 280 nm was used for
qualitative interpretations. The ESI source was optimized as follows: positive ionization
mode, scan spectra from M/Z 80 to 2000, capillary voltage 3.0 kV, fragmentor 70 V, fixed
collision-induced dissociation (CID) energy at 20 eV. Nitrogen was used as the nebulizing gas

with a flow rate of 12 1/min and a temperature of 310 °C at 40 psi.

Compounds were identified by analysing their UV, MS and MS/MS spectra using
MassHunter Qualitative Analysis (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) and compared
with authentic standards (Sigma-Aldrich). Principal compounds were identified by mass
spectrometry and UV-profile analysis, and then validated with standard commercial

molecules.

5. Soil experiment

The soil studied was harvested in riparian land adjacent to the Ain river where Fallopia spp. is
currently growing invasively (45°57°53”N; 5°15°25”’E). The soil collected was sieved (2mm)
and adjusted to 100% water holding capacity (WHC). Soil samples (25g) were placed in
pierced pots. Samples were moistened each week for 6 weeks with 5 ml of each Fallopia spp.
extract concentrated at Img ml™ (i.e. 1.2 mg of extract per g of soil), which is consistent with
the total polyphenol mass encountered in Fallopia spp. soils (Tharayil et al., 2013). Control
soils were similarly amended with the same volume of solvent used to solubilize the extract
(methanol 2.5 %). Eight replicates were performed for each treatment, a total of 5 treatments

(4 plant extracts + 1 methanol control) x 8 replicates = 40 pots.

68



6. Measurements of microbial activities

Substrate-induced respiration (SIR) was measured as CO, production (Anderson & Domsch,
1978). Soil samples (5 g) were placed in an airtight flask in 21% O, atmosphere, containing
0.5 ml of a nutritive solution including glucose (1.2 mg of C-glucose g of dried soil) then
incubated at 28°C. CO, levels were measured each hour for 5 hours and the slope of the linear

regression was used to estimate acrobic respiration as the CO, produced (g'.h™).

We measured denitrification enzyme activity (DEA) in soil using a method adapted from
Dassonville et al. (2011). Five grams of soil were placed in a 150 ml airtight plasma-flask
sealed by a rubber stopper. In each flask, air was removed and replaced with a He/C,H;
mixture (90/10 v/v) to create anoxic conditions and inhibit N,O-reductase. A nutritive
solution (0.5 ml) containing glucose (0.5 mg of C-glucose.g™ of dried soil), glutamic acid (0.5
mg of C-glutamic acid g of dried soil) and potassium nitrate (50 pug of N-KNO; g™ of dried
soil) was added to the soil. The amount of N,O during incubation at 28°C was measured each
hour for 5 hours. The slope of the linear regression was used to estimate anaerobic respiration

(denitrification) as the N,O produced (g”.h™).

Gases (CO, and N;O) were measured with a gas chromatograph coupled to a micro-

catharometer detector (WGC-R3000, SRA instruments, Marcy I’Etoile, France).

7. Abundance of total bacteria and denitrifying bacteria

Microbial DNA was extracted from each soil sample using the Fast DNA kit (Mp
Biomedicals, LLS, USA), following the manufacturer’s protocol. DNA concentrations were
determined with the Quant-iTTM PicoGreen dsDNA Assay Kit (Invitrogen molecular probes,

Eugene, OR, USA) following the manufacturer’s instruction.

Quantification of bacterial 16S rRNA, nirK and nirS genes were performed by quantitative
PCR using primers developed in previous studies (Lane, 1991; Henry et al., 2004; Kandeler et
al., 2006). The final reaction volume was 20ul for all, with 300nM for 16S rRNA, 1uM for
nirK and nirS of forward and reverse primers; 1x LightCycler DNA Master Mix SYBR®
Green I (Roche Applied Science, USA) for 16S rRNA and 10 pl of QuantiTect SYBR®
Green I PCR kit (Qiagen, France) for nirK and nirS; 0.4 pg of T4 protein (Qbiogene,
Carlsbad, USA) for nirK and nirS; 1ng of sample DNA or 10%-10? copies of the standard
DNA pQuantAlb16S plasmid (Zouache et al., 2012) for 16S rRNA, linear plasmid with nirKk

gene PCR product for Sinorhizobium meliloti 1021 for nirK and Pseudomonas stuzeri Zobell
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DNA for nirS. Each sample was run twice (threshold of error accepted between replicates =
0.1 x 10%) on a lightcycler 480 (Roche Diagnostics, Meylan, France) and the mean was used.
The amplification conditions were: 10 min at 95°C for each; 40 cycles for 16S rRNA, 45 for
nirK and 60 for nirS: 95°C for 15 s for 16S rRNA, nirK and nirS; 63°C for 60 s for 16S
rRNA, or 30 s for nirK and nirS; 72°C for 30 s for each. Then 95°C for 1 s for each; 65°C for
60 s for 16S rRNA, 68°C for 20s for nirK and 60°C for 30s for nirS and a continuous increase
to 98°C to determine the melting point and finally 10 s at 40°C for cooling. Possible PCR
inhibition by co-extracted compounds was controlled by co-amplifying standards and several

dilutions of samples for all gPCR. No inhibition was observed.

8. Data and statistical analyses

The maximum slopes of the different kinetics were used for all comparisons and statistical
analyses. To test the concentration effect of F. japonica extract on the anaerobic metabolic
activity of P. fluorescens and P. brassicacearum, a two-way ANCOVA was performed with
the strain, the different extract concentrations and the interaction of these two terms as co-
factors. To test the effect of treatment (extracts of the four Fallopia spp.) and oxygen status
(aerobic versus anaerobic conditions) on the metabolic activity of 15 strains of denitrifying
bacteria as well as on the respiratory activities of four strains, two REML mixed models were
computed on percentages of inhibition (I%) with strain as the random factor, with treatment
and the interaction terms as fixed factors. Oxygen status was omitted from the REML mixed
models because we normalised metabolic activity and respiration (CO, or N,O emitted)
results by bacterial strain for each oxygen status (i.e. aerobic and anaerobic). To test the effect
of extract fractions and concentration on the metabolic activity of P. fluorescens, a three-way
ANCOVA was performed. Then, factors were selected by a stepwise method. Significant
differences were determined using Tukey’s HSD post-hoc test. Linear regressions for the
inhibition of metabolic activity of P. fluorescens by F1 and F2 of all Fallopia spp. extracts
were performed with major compound peak areas from the HPLC chromatogram to identify
putative compounds involved in inhibition. To test the effect of Fallopia spp. extracts on
DEA, SIR, the DEA/SIR ratio and the denitrifier/total bacteria gene abundance ratio, one-way
ANOVAs were performed, with treatment as factor. Significant differences were determined

using Tukey’s HSD post-hoc tests.

Data were log- or exponentially transformed to ensure data normality. All analyses were
performed using r project software (R Development Core Team, 2008) and the following
packages: pgirmess, gplot, nlme.
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I1. Results

1. Metabolic activity measurements using Biolog bioassay

The anaerobic metabolic activities of P. fluorescens and P. brassicacearum significantly
decreased with increasing concentrations of extracts (p-value <0.001), but the shape of their
response curves differed. While the change in metabolic activity was not significant below a
concentration of 0.02 mg ml”, Fallopia extract added at a concentration of 0.0625 mg ml”
stimulated the metabolic activity of P. brassicacearum, whereas P. fluorescens reached
maximum inhibition (53%). However, the inhibition of P. brassicacearum was significant
with a Fallopia japonica extract at a concentration of 0.125 mg ml" and maximal (53%) at a
concentration of 0.5 mg ml™ (Fig. 20). Based on these observations, we selected 0.5 mg ml™
as the concentration for performing further tests on a larger number of denitrifying bacterial

strains.
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Figure 20 Percentage inhibition of metabolic activity (relative to control) of increasing
concentrations of Fallopia japonica extracts on P. fluorescens (grey) and P. brassicacearum
(black) under anaerobic (denitrifying) conditions. Values are means and vertical bars indicate
standard errors. Stars indicate which means significantly differed from the control treatment
(P-value < 0.05).

For all 15 tested strains of denitrifying bacteria, both aerobic and anaerobic metabolic activity
decreased significantly (inhibition between 51 and 62%) with the application of Fallopia
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extracts at a concentration of 0.5 mg ml" (Table 1 and Fig. 21a). For all Fallopia spp.,
metabolic activities were significantly more reduced (-55%) under anaerobic than under

aerobic (-45%) conditions (Fig. 21a).
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Figure 21: Average inhibition effects (relative to control) of Fallopia extracts on a) the
metabolic activity of 15 denitrifying bacteria and b) the respiratory activity of 4 denitrifying
bacteria, under aerobic respiration (grey) and anaerobic or denitrifying (black) conditions.
Vertical bars indicate standard errors.

2.  Aerobic respiration and denitrification by four strains of
denitrifying bacteria

In comparison with metabolic activity, for the 4 strains, respiratory activity under aerobic and
anaerobic conditions was significantly reduced by Fallopia extracts, up to 50% for aerobic
respiration and up to 95% for anaerobic respiration (denitrification) (Fig. 2b; Table 1).
Denitrification was significantly more affected by extracts than aerobic respiration (Table 1).
The inhibition of denitrification was positively and significantly correlated with anaerobic
metabolic activity inhibition (R*= 0.307 p-value<0.05). Similarly the inhibition of aerobic

respiration was positively and significantly correlated with aerobic metabolic activity

inhibition (R?*= 0.278, p-value<0.05).
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Table 1: REML analyses of the metabolic activity ratio and the denitrification activity ratio
with treatment (Control + 4 Fallopia extracts) and treatment condition (aerobic respiration and
denitrification) interaction as factors. Df: Degrees of freedom, F-values and significance level
(significance: * P-value < 0.05; ** P-value < 0.01 and *** P-value < 0.001). See Figure 2 for
graphical representation.

Metabolic activity Respiration

inhibition (%) Df F-values |inhibition (%) Df F-values
Treatment 4 297.83*** |Treatment 4 217.70%**
Treatment x Condition 5 3.82*%*  |Treatment x Condition 5 33 72%%*

3. Effect of Fallopia extract fractions on the anaerobic metabolic

activity of P. fluorescens

Metabolic inhibition by Fallopia extract fractions on the anaerobic metabolic activity of P.
fluorescens was dose-dependent, but no significant differences were found between the
Fallopia species or hybrids (Fig. 22; Table 2). However, the three extract fractions showed
different effects on the metabolic activity of P. fluorescens. Fractions 1 and 2 reduced
significantly the anaerobic metabolic activity at a concentration of 0.05 mg ml™ down to 90%,

and fraction 3 stimulated two -fold the anaerobic metabolic activity of this bacterial strain.
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Figure 22: Effects of increasing concentrations of Fallopia extract fractions a) F1 (water), b)
F2 (water:methanol) and c) F3 (methanol) on the metabolic activity of P. fluorescens under
anaerobic (denitrifying) conditions. Vertical bars indicate standard errors. See Table 2 for
statistical analyses.
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Table 2: Three-way ANCOVA on the inhibition and stimulation effects of F.japonica, F. x
sachalinensis , F. x bohemica 1 and F. x bohemica 2 fractions F1) water, F2)
water:methanol, and F3) methanol on the metabolic activity of P. fluorescens under
denitrifying conditions. Df: Degrees of freedom, F-values and significance level (significance:
* P-value < 0.05; ** P-value < 0.01 and *** P-value < 0.001). See Figure 5 for graphical
representation.

Df F-values
Fraction 2 64.95%**
Genotype 3 0.15
Concentration 1 48.07#**
Fraction x Genotype 6 0.87
Fraction x Concentration 2 40.78%#**
Genotype x Concentration 3 0.98

4.  Fallopia extracts and fraction analyses

Several compounds belonging to the flavonoid family and more especially to the flavan-3-ol,
stilbene and hydroxyanthraquinone classes were identified in root extracts (Fig. 23). Catechin,
epicatechin and derivatives, piceatannol glucoside, resveratroloside, piceid, resveratrol,
emodin and physcion were the major compounds detected (Fig. 23). However, no stilbenes
were found in F. sachalinensis. Otherwise, major compounds were present in varying
proportions in the different genotypes. At the beginning of the chromatograms, the first high
peak corresponded to very polar compounds that were not well separated, suggesting that not

all compounds present in extracts were identified.
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Figure 23: UV chromatograms observed at 280 nm of the four Fallopia extracts
japonica, b) F. sachalinensis , ¢) F. x bohemica 1 and d) F. x bohemica 2 presenting the
chemical structures of the principal compounds (1 to 8) encountered in Fallopia extracts and
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Fallopia extract fractions (F1, F2 and F3).

The Chromatograms of F1 and F2 were similar, corresponding to polar compounds (flavan-3-
ol and stilbene) encountered in Fallopia extracts up to 21 min in Fallopia extract
chromatograms. Fraction 3 corresponded to non-polar molecules (hydroxyanthraquinones)
different from those encountered in Fractions 1 and 2 (Fig. 23). A correlation between

catechin levels in fractions 1 and 2 with the inhibition effect of fractions at a concentration of
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0.5 mg ml™ on P. fluorescens was observed (Fig. 24), but not for other major compounds.
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Figure 24: Relationship between the percentage inhibition of metabolic activity of P.
fluorescens with catechin in fraction 1 (black) and 2 (grey) of Fallopia extracts at a
concentration of 0.5 mg ml-1. The percentage inhibition of metabolic activities was
exponentially transformed and the catechin concentrations logarithmically transformed.

5. Effects of Fallopia japonica extracts on denitrification in soil

After 6 weeks, extracts from F. japonica significantly decreased by half the DEA in soil (Fig.
6a). However, DEA did not significantly change with the addition of F. sachalinensis or
either of the F. X bohemica hybrid extracts, although the trend was an observable reduction.
Extracts from F. japonica and F. x bohemica significantly increased the SIR in soil compared
to the control but not from F. sachalinensis, (Fig. 25a). The DEA/SIR ratio was significantly
reduced (from 50 to 69%) with extracts from all genotypes (Fig. 25a). However, no
significant effect was observed on 16S rRNA, nirK, and nirS gene abundance or on the

[nirKnirS]/ 16S rRNA gene ratio (Fig.25b).
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Figure 25: Effect of Fallopia extracts added to soil on a) Denitrification enzyme activity
(DEA, light grey bars; pg N-N,O h™' g dried soil), Substrate induced respiration (SIR,
midgrey bars; pg C-NCO, h™' g dried soil) and the resulting DEA/SIR ratio (black bars) and
b) gene abundance ratios of nirK/16S rRNA and nirS/16S rRNA. Letters show which means
differed between treatments (Tukey’s test; a=0.05). Vertical bars indicate standard errors.

I11. Discussion

This study, for the first time, demonstrated that low denitrification level in soils as previously
observed by Dassonville et al. (2011), can be linked to biotic interactions with plants.
Fallopia spp. can result in release of certain compounds that specifically inhibit the

denitrification activity of denitrifying bacteria and a complex soil denitrifying community.

1. Fallopia spp. compounds reduce the anaerobic metabolism of
denitrifying bacteria

Dassonville et al. (2011) suggested that Fallopia spp. may limit the development of
denitrifying bacteria by interfering with their metabolism. Our results show that secondary
metabolites from F. japonica reduced the metabolic activity of two denitrifying bacteria, P.

fluorescens and P. brassicacearum in a growth medium, and that this effect depended on the
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compound concentrations. Both strains were sensitive to Fallopia spp. extracts, but their
sensitivity was slightly different, with a maximal effect reached at 0.0625 mg ml" for P.
brassicacearum and only at 0.5 mg ml™ for P. fluorescens and minimal inhibition at 0.0625
mg ml" and 0.125 mg ml™” respectively. In a previous study, Shan e al.(2008) reported
antibacterial properties on bacterial growth of extracts from F. japonica, however, no
metabolic inhibition was observed on the growth of foodborne bacteria at extract
concentrations five-fold higher (= 2.5 mg ml") than the ones we used. This suggests that
denitrifiers could be more sensitive to Fallopia spp. compounds than other bacteria. However,
a large range of bacterial genera are able to perform denitrification, and this process is
certainly not confined to Pseudomonads that usually harbor a wide functional metabolic range
and high genetic diversity (Zumft, 1997; Bothe et al, 2006). At Fallopia extract
concentrations of 0.5 mg ml™, metabolic activity measurements, extended to 15 denitrifying
bacteria in 10 genera, suggested that the effect of Fallopia spp. might be quite a widespread

phenomenon in denitrifying bacteria.

Moreover, we demonstrated that metabolic activity was more inhibited under anaerobic
conditions, when denitrification occurs, compared to under aerobic conditions. Significant
correlations between the effects on anaerobic metabolic activity and denitrification on the one
hand and aerobic activity and respiration on the other, confirm that metabolic activity is a
well-adapted method for screening the effects of Fallopia spp. compounds on bacterial
strains. Measuring the denitrification and aerobic respiration of 4 denitrifying strains revealed
that denitrification was almost totally inhibited (> 92% inhibition) by secondary metabolites
concentrated at 0.5 mg ml”, unlike aerobic respiration, which was inhibited by just 50%. The
lower sensitivity of anaerobic metabolic activity compared to the denitrification
measurements suggests that other processes such as fermentation may partially compensate

for the reduction in denitrification (anaerobic respiration with nitrate) in Biolog bioassays.

These results show that compounds from Fallopia spp. interfere with bacterial respiratory
processes, particularly denitrification. Using this mechanism, Fallopia spp. compounds may
reduce metabolism in denitrifying bacteria and hence select against denitrifiers in the soil,

over the long term.

2. Types of molecules involved in denitrification inhibition

Shan et al. (2008) reported that stilbenes and hydroxyl-anthraquinones in Fallopia japonica

extracts greatly contributed to the antibacterial properties they observed. The minimal
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inhibitory concentrations of pure molecules tested by Shan et al (2008) on common
foodborne bacteria were two-fold higher than in our Fallopia spp. extracts. This suggests that
denitrification may be more sensitive to Fallopia extract molecules, or that these could exhibit
synergic effects when mixed in the extract, or that this mixture contained different molecules
than those tested by Shan et al. (2008). In our study, fractions 1 and 2, which were active
against denitrifying bacteria, contained only flavan-3-ols and stilbenes, two types of
molecules known for their antimicrobial properties (Kajiya et al., 2004; Shan et al., 2008).
However, no stilbene was found in the F. sachalinensis extract, while fractions 1 and 2 from
this genotype were active against denitrifying bacteria. This suggests that the molecules
involved in BDI could be flavan-3-ols such as catechin, epicatechin or derivatives. The
correlation between the peak corresponding to catechin levels in fractions 1 and 2 and the
inhibitory effect on the metabolic activity of P. fluorescens (Fig. 5) suggests that BDI by
Fallopia spp. extracts may be linked to the concentration of this compound. Putative
compound(s) involved in this biological inhibition may be related to catechin, a compound
that is known for its antibacterial activity (Kajiya et al., 2004). However, showing the clear
involvement of catechin or its derivatives in BDI was beyond of the scope of this study and
further investigations are needed to identify the molecules involved. Nevertheless, the
location of active compounds in fractions F1 and F2 revealed that molecules inhibiting
denitrification were highly water-soluble. These compounds could easily be transported
through the soil by water (Hartmann et al., 2009) after release by Fallopia spp. These
compounds could be released either through root exudation, as shown by Michalet et
al.(2013), or litter degradation as it is known that F. japonica can release a large range of

polyphenols into the soil (Tharayil et al., 2013).

A surprising result was that fraction 3 stimulated the anaerobic metabolic activity of P.
fluorescens. This may be due to the presence of anthraquinones among the extracted
compounds. In fact, Guo et al. (2010) reported that the anthraquinone molecule was capable
of raising the denitrification rate two-fold, similar to what we observed. These authors
reported that anthraquinones may interfere with the denitrification process because redox
mediators acted as an electron donor for the denitrifying respiratory chain reaction, such as
quinone in bacteria (Zumft, 1997; Bothe et al., 2006). However, anthraquinones are poorly

water-soluble molecules and may, therefore, be less available in soil.
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3. Confirmation of BDI on complex soil denitrifying community

Due to the large diversity of denitrifiers, it was important to validate BDI on a natural soil
community. Although, extracts from F. sachalinensis did not significantly modify SIR and
DEA, F. japonica extracts induced a significant increase in SIR and reduced DEA, and F. x
bohemica extracts significantly increased SIR without impacting DEA. These effects were not
linked to abiotic factors known to be important in regulating denitrification (Wallenstein et
al., 2006), such as humidity or nitrate availability, which were identical in all samples (data
not shown). However, microbial (aerobic or anaerobic) respiration is highly dependent on
carbon availability, and under limiting conditions, carbon amendments often lead to increases
in DEA and SIR (Tenuta et al, 2000; Berryman et al., 2013). To avoid the potentially
masking effect of C input on denitrification, Schimann et al., (2012) proposed the use of the
DEA/SIR ratio in order to reveal finer changes in the functioning of a soil microbial
community. According to these authors, a reduction in the DEA/SIR ratio reflects a decrease
in the proportion of denitrifying activity within the heterotrophic community and therefore a
modification of the functioning of the community. The DEA/SIR ratio measured in this study
illustrated that root compounds from Fallopia spp. reduced denitrification relative to the
aerobic respiration (Fig. 6a). This effect was only observed on the activity but not on the
abundance of total soil bacteria and of denitrifiers (data not shown), nor on the [nirK+
nirS]/16S rRNA ratio, which shows putative deselection of denitrifying bacteria as a function
of total soil bacteria (Fig. 6b). In their study, Dassonville et al. (2011) showed that on plots
invaded by Fallopia spp. for several years, the reduction in denitrification was related to a
decrease in the abundance of denitrifying bacteria. In the present study, over a short period (6
weeks), such selection did not occur and only metabolic activities were significantly affected.
Moreover, since denitrification is an alternative respiration process occurring when oxygen
concentrations are low or absent (Shoun ef al., 1992; Zumft, 1997), we can hypothesize that
the numbers of denitrifiers were less affected by the extracts because the anaerobic
conditions were not sufficient for their exclusion. This result also suggests that the active
compounds specifically affected denitrification, which could later result in a reduction in the
abundance of denitrifying bacteria or that adaptation to Fallopia spp. compounds may occur
in soils influenced by Fallopia spp. To test these hypotheses, a longer experiment is needed.
Nevertheless, our results suggest that compounds from Fallopia spp. may reduce
denitrification rates in soils by directly targeting denitrifying bacteria without impacting

abiotic factors, in particular major ones known to drive denitrification.
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Conclusion

The BDI described in our study is similar to biological nitrification inhibition (BNI)
(Subbarao et al., 2013b) because both limit nitrogen losses and might be considered in the
context of niche construction theory (Odling-Smee, FJ et al., 2003). Viewed in relation to
“plant soil feedback™ theory (van der Putten et al., 2013), our results shed light on a process
by which Fallopia spp. may successfully invade new riparian habitats. The release of
denitrification or nitrification inhibitors by plants or invasive species may be an overlooked
phenomenon which could promote their growth. Beyond the study case of Fallopia spp. or
invasive species, the role of plant compounds in regulating the nitrogen cycle processes is of
fundamental importance for natural and agricultural ecosystems. This work will pave the way
for future strategies to control the nitrogen cycle processes and improve the ecosystem

services particularly in agricultural systems.
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Summary:

e Nitrogen (N) is often considered as the first limiting factor of plant growth and N-
losses  through denitrification can be responsible of severe decreases in plants
productivity. Recently, it has been demonstrated that Fallopia spp. is responsible for
biological denitrification inhibition (BDI) through the release of unknown secondary
metabolites. Here, we investigate the secondary metabolites involved in the BDI of
Fallopia spp..

e Antioxidant, protein precipitation capacities of Fallopia spp. extracts were measured
as their effect on the aerobic and the anaerobic (denitrification) respiration of two
bacteria (Gram-positive and Gram-negative). Concentration of proanthocyanidins in
extracts was estimated. Proanthocyanidins of extracts were characterized by
chromatographic analysis, purified and tested on the bacterial denitrification and
aerobic respiration. The effect of commercial procyanidins on denitrification was
tested on two soils.

e In extracts, denitrification and aerobic respiration inhibition were correlated to the
protein precipitation capacity and the concentration of proanthocyanidins but not to
the antioxidant capacity. Proanthocyanidins were B-type procyanidins that more
inhibited the denitrification than the aerobic respiration of bacteria. Commercial
procyanidins inhibited the denitrification of soils.

e We demonstrate that procyanidins are involved in BDI of Fallopia spp.. Our results
path the way through a better understanding of plant microbe coevolution and

highlight further agricultural applications for a more sustainable agriculture.

Keywords: biological denitrification inhibition, denitrification, denitrification inhibitor,

denitrifying bacteria, Fallopia spp., procyanidins.
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Introduction

Nitrogen (N) is often considered as the first limiting factor of plant growth in terrestrial
ecosystems (Vitousek & Howarth, 1991a; LeBauer & Treseder, 2008) and N-losses from
terrestrial ecosystems are responsible of severe agricultural decreases in productivity (Dinnes
et al., 2002). Hence, modern agriculture concentrated efforts in remedying to N losses through
massive N inputs (Dinnes et al., 2002; Galloway et al., 2008) even though massive N inputs
could have deleterious consequences on ecosystems, human well-being and human health
(Driscoll et al., 2003; Howarth, 2008) by notably producing N,O greenhouse gas emission

contributing to global warming (Bremner & Blackmer, 1978).

Reports highlighting evidences that some plants can drive the nitrogen cycle through the
release of secondary metabolites increased the last decade with the discovery of nitrification
(Subbarao et al., 2008; Zakir et al., 2008; Subbarao et al., 2009) and N mineralization
inhibitors (Dietz et al., 2013). Biological nitrification inhibitors may participate in preserving
soil N fertility and limit N,O greenhouse gas emissions by reducing N losses through NO;
reduction by denitrification (Subbarao et al., 2012a; Subbarao et al., 2012b; Dietz et al., 2013;
Jones, 2013). The reduction of N losses by biological inhibitors could be an alternative to
massive N inputs for a sustainable agriculture. They may be used in a way to promote plants

productivity (Boudsocq et al., 2009; Subbarao et al., 2012b; Jones, 2013).

Nitrification and N-mineralization are sought to be the rate-limiting steps in the N-cycle
(Bothe et al., 2006). Thus, studies on specific inhibitors of the N-cycle mostly focused on
these two possesses but overlooked others (Bardon et al., 2014). While denitrification is the
direct way of gaseous N-losses from soils and thus plants productivity strongly depends on
this process (van der Heijden et al., 2008), the existence of the biological denitrification

inhibition (BDI) was only recently demonstrated by Bardon et al. (2014).

Denitrification is a reductive process of the nitrogen cycle catalyzing the biological reduction
of the water soluble anion NO;3™ to N,O and N, gases (Zumft, 1997; Bothe ef al., 2006). In
soils, denitrification is principally fulfilled by Gram-positive and Gram-negative bacteria
(Cheneby et al., 1998) although it has been demonstrated that some archeae and fungi can
achieve this process (Shoun et al., 1992; Philippot, 2002). Denitrification is an alternative
anaerobic respiration realized when oxygen is low or absent. In this process, NO; is used as

an alternative terminal electron instead of O, (Zumft, 1997). Until recently, the principal
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factors known to regulate denitrification were, the NO; availability, the carbon substrate
availability, the pH and the redox potential that condition either enzyme activity and enzyme
expression (Wallenstein et al., 2006). Some chemical inhibitors exist. Chlorate have been
shown to selectively inhibit the cytoplasmic nitrate-reductase (i.e. Nar) of denitrification
(Rusmana & Nedwell, 2004) but it has also collateral toxic effects on all bacteria (van Wijk et
al., 1998). Acetylene gas is now a currently used inhibitor of the N,O-reductase that inhibit
the final N,O reduction into N, in the denitrification chain (Klemedtsson et al., 1977), but

nothing was known about the identity of biological denitrification inhibitors (BDI).

In their recent study, Bardon et al. (2014) brought evidences for the existence of BDI in
Fallopia spp. that could target Gram-negative bacteria through secondary metabolites
released. Fallopia spp. is an invasive plant belonging to a complex species native from
Eastern Asia (Bailey et al., 2009). Despite clear evidences for the existence of BDI in
Fallopia spp. major molecules involved remain unidentified. Nevertheless, Bardon et al.
(2014) suggested that polyphenolic compounds such as catechin and its derivatives could be
involved. These compounds can be good candidates but potential allelopathic role of catechin
has been queried (Inderjit & van der Putten, 2010; Wang et al., 2013). Catechin is also known
as a precursor of procyanidins, a group of polyhydroxyflavan-3-ol oligomers and polymers
from the class of proanthocyanidins, linked by C-C bonds between flavanol subunits (i.e.
catechin and epicatechin) (Schofield et al., 2001; Dixon et al., 2005). Procyanidins have also
been reported to show antibacterial properties (Wu et al., 2008; Lacombe et al., 2013).

In this study we sought, to test the idea that Fallopia spp. denitrification inhibitors can target
both Gram-negative and Gram-positive bacteria as it was not yet demonstrated. Then we
sought to identify compounds involved in BDI with the high suspicion on catechin and its
derivatives. Finally we aim to validate the BDI effect of the active compounds on complex

soil denitrifying communities.
Materials and Methods

1. Plant growth and Fallopia extracts recovery

Compounds were extracted from the roots and rhizomes of four genotypes of Fallopia spp.
Adans.: F. japonica (Houtt.) Ronse Decraene, F. sachalinensis (F.Schmidt) Ronse Decraene
and two F. x bohemica (Chrtek et Chrtkova) J. P. Bailey following the protocol described by

Bardon et al. (2014) to obtain a methanolic extract at 10 mg ml™.
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2. Effect of Fallopia extracts on aerobic and anaerobic strains

respiration activities

The effect of the four Fallopia spp. extracts on aerobic respiration and denitrification of
Pseudomonas brassicacearum NFM421 and Bacillus cereus A19, two denitrifying bacteria,
frequently encountered in soils, respectively belonging to Gram-negative and Gram-positive
bacteria was tested as described by Bardon ef al. (2014). Briefly, 5 ml of growth liquid media
NB with 20mM KNOj; and an initial Optical Density (O.D) = 0.1, were supplemented with
Fallopia spp. extracts to reach a final concentration of 0.5 mg ml™ or methanol (2.5% final) as
a control. Aerobic respiration and denitrification activity were measured by CO, and N,O
emission respectively under aerobic or anaerobic (90/10; He/C,H,) conditions every two

hours for 4 days with a gas chromatograph and all cultures were done in 4 replicates.

3. Estimation of proanthocyanidins amounts in Fallopia extracts

Quantification of proanthocyanidins (i.e procyanidins and delphinidins) in the 4 Fallopia
extracts was performed in 4 replicates using the acid butanol method (Dalzell & Kerven,
1998). Proanthocyanidins contained in Fallopia extracts (1 ml at 10mg ml™) were oxidatively
cleaved to anthocyanidins (i.e. cyanidins and delphinidins) at 95°C for 50 min by adding 6 ml
of acid-butanol reagent (butanol/ 12 N HCI; 95/5; v/v ) and 200ul of ferric ammonium sulfate
(20mg.ml™) with 2N HCI. The reaction mixture was cooled and anthocyanidins quantified
spectrometrically for an absorbance at 550 nm using as standard different commercial
proanthocyanidins solutions (Laffort, Bordeaux, France) at 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5 and 10 mg

ml.

4.  Fallopia extracts properties

Protein precipitation capacity was measure for the 4 Fallopia extracts in 4 replicates. Protein
precipitation capacity was quantified according to the radial diffusion method with
precipitation of bovine serum albumin (BSA) (GinerChavez et al., 1997). To prepare a buffer,
ascorbic acid was concentrated at 10.6 mg 1-1 in a glacial acetic acid/water mixture (pH=5;
80/20; v/v) then the pH was adjusted to 5 with 2N NaOH. Agarose (1 g) was dissolved in 100
ml of buffer. The buffer was heat with continuous stirring until the agarose completely
dissolved. The buffer was cooled and maintained at 45°C. The cooled buffer was
supplemented with 0.10 g of BSA then petri dishes were filled with 9.5 ml of the BSA buffer.
After cooling, wells were pierced (diameter 5 mm) in petri dishes and filled with 20 pl of the

sample to quantify the protein precipitation capacity. Petri dishes were incubated at 30°C for
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96 h. The protein precipitation of the sample corresponded to the diameter of the ring that has

formed.

The antioxidant capacity of the 4 Fallopia spp. extracts was quantified according to
(Triebwasser et al., 2012) by measuring the depletion of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH") spectrophotometrically when combined with extracts. A solution of DPPH (38 g.ml
") was prepared in 100% methanol. The antioxidant capacity of Fallopia spp. extracts was
performed at a concentration of 10 pg ml™'. The reaction mixture (10ul DPPH + 14pl extracts
or control+976ul MeOH) for measure was optimized for 1 A.U. in the absence of extracts.
The reaction mixture was shaken at room temperature for 15 min then absorbance at 517 nm

was immediately measured. The antioxidant capacity corresponded to:

Antioxidant capacity % = [Abss;7(Sample) ]/ Abss;7(Control) x 100

5. Proanthocyanidins analysis in Fallopia extracts

To identify major structures of proanthocyanidins (i.e. procyanidins and prodelphinidins)
encountered in Fallopia extracts, Fallopia extracts were analysed by an UHPLC 1290 infinity
series (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) coupled to a G4212A DAD and a Q-TOF
6530 series detector with jet stream electrospray ionisation following the same protocol than
Bardon et al. (2014). Proanthocyanidins were identified by analysis of their UV, MS and
MS/MS spectra using MassHunter Qualitative Analysis (Agilent Technologies, Santa Clara,
USA).

6. Procyanidins purification from Fallopia extract

Procyanidins were purified from the F. x bohemica 2 extract using a sephadex LH20 column.
The sephadex LH 20 was equilibrated swelling 25 g with 100 ml of 80% ethanol then
discarding the supernatant. The equilibration was repeated three times. The F. x bohemica 2
extract (100 ml) concentrated at 10 mg ml™ in water/methanol mixture (50/50; v/v) was added
to the equilibrate sephadex LH 20. The suspension was stirring 3 min and place in a 100 ml
sintered glass funnel. The sephadex LH 20 was washed with 95% ethanol until the absorbance
at 280 nm of the eluate approach zero. Then, the sephadex LH 20 was washed with acetone
50% (water/acetone; 50/50; v/v) until the sephadex LH 20 was white and the eluate colorless.
The acetone 50% eluate was rotary evaporated and concentrated in pure water at 10 mg ml™

for following experiments.
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7. BDI ability of major compounds encountered in Fallopia extracts
Catechin, epicatechin, piceid, resveratrol, emodin and physcion identified by Bardon et al.
(2014) as major monomers from Fallopia extracts were tested synergistically to evaluate their
BDI ability. From commercial pure products (Sigma-Aldrish, Saint Louis, USA) all these
compounds were prepared respecting the concentrations measured in Fallopia spp. extracts
(i.e 0.0037 mg ml" catechin, 0.0057 mg ml™ epicatechin, 0.022 mg ml" piceid, 0.0007 mg
ml™” resveratrol, 0.0015 mg ml”" emodin and 0.0047 mg ml™ physcion; final in media) and the
effect on the denitrification activity of P. brassicacearum was measured as described above
for crude extracts. The same thing was done to evaluate the effect of procyanidins on aerobic
respiration and denitrification of P. brassicacearum and B. cereus, using purified
procyanidins from Fallopia or commercial procyanidins purified from grape seed (Laffort,

Bordeaux, France) concentrated at 0.1, 0.05, 0.01 mg ml™ or pure water as a control.

8. Procyanidins effect on denitrifying soil communities

To test the BDI of procyanidins on complex soil denitrifying communities an extent amount
of procyanidins are needed. For this reason commercial grape seed procyanidins with the
same chemical structure than Fallopia procyanidins (Gabetta et al., 2000; Nakamura et al.,
2003) were used. Soils samples at the site Ain 11 (45°57°53”N; 5°15°25”’E) and Ain 6
(45°48°15”N; 5°10°29°’E) were harvested in November 2013 and sieved at 2 mm. The rate of
denitrification was measured by N,O emission every 2 h between 24 h and 30 h in anaerobic
condition with a gas chromatograph coupled to a micro catharometer detector (WGC-R3000,
SRA instruments, Marcy 1’Etoile, France). One g of soil was placed in plasma flasks sealed
by a rubber stopper. To ensure anaerobic conditions air was removed and replaced by a
He/C,H,; mixture (90/10 v/v). Samples were suspended in 10 ml of 0.1 M phosphate buffer
pH 7.5 (NaH,PO4 and NaHPO,) supplemented with glutamic acid (0.5.mg of C-glutamic
acid.ml™), glucose (0.5mg of C-glucose.ml™’) and KNO; (20 mM). Effect of grape seed
procyanidins on denitrification rate was measured at 2.5, 1, 0.5, 0.1, 0.05 and 0.01lmg ml™! by
adding procyanidins, or water for the control, to the soil suspension. Slurries were kept at 28°

C and shaken at 140 rpm during all the experiment. All measures were done in 4 replicates.

9. Data and statistical analyses

To test the effect of Fallopia spp. extracts on the aerobic respiration, and the denitrification of
P. brassicacearum and B. cereus, a three-way ANOVA was performed with strain, extract

and the interactions of strain, extract and oxygen status as co-factors. To test the protein

91



capacity, the antioxidant capacity and measure differences in procyanidins amounts of
Fallopia spp. extracts three one-way ANOVA were performed with extracts as factors. To test
correlations of denitrification and aerobic respiration with 3 characteristics of Fallopia
extracts (the estimated concentration of proanthocyanidins in Fallopia extracts, their protein
precipitation capacity and their antioxidant capacity), two three-way ANCOVA were
performed with strain, and individual characteristics of fallopian extracts and the interaction
of these two terms as co-factors. To test the concentration effect of F. x bohemica 2 purified
procyanidins on the aerobic respiration and the denitrification a three-way ANCOVA was
performed with strain, concentration of purified procyanidins and the interactions of strain,
concentration of purified procyanidins and oxygen status as co-factors. To test the effect of
grape seed procyanidins on aerobic and denitrification of the two denitrifying bacteria a two-
way ANOVA was performed with strain, extract and the interactions of strain, grape seed
procyanidins and oxygen status as co-factors. For statistical analyses with strains the oxygen
status alone as factor was omitted because we normalised aerobic respiration and
denitrification results by bacterial strain for each oxygen status (i.e. aerobic and anaerobic).
To test the BDI capacity of grape seed procyanidins in the two soils we performed a two-way
ANOVA with soil, concentration of grape seed procyanidins and interaction between these

two terms as co-factors.
Significant differences were determined using Tukey’s HSD post-hoc test.

Data were log-transformed to ensure data normality when it was necessary. All analyses were

performed using the r project software (R Development Core Team, 2008).
L. Results

1. Effect of Fallopia extracts on respiration of Gram positive and

Gram negative denitrifying bacteria

For Gram-negative (P. brassicacearum) and Gram-positive (B. cereus) bacteria, aerobic
respiration and denitrification were significantly inhibited by Fallopia extracts, up to 50% for
the aerobic respiration and up to 95% for the denitrification (Fig. 26). For the two strains
denitrification was significantly more reduced by extracts than aerobic respiration (Table 3).
No significant different effects were found between genotype extracts on the denitrification
(Fig. 26; Table 3). For P. brassicacearum, the aerobic respiration was significantly more

affected by F. x bohemica 2 than others (Fig. 26; Table 3). For B. cereus the aerobic
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respiration was significantly less affected by F. x bohemica 1 and 2 than others (Fig. 26;
Table 3).
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Figure 26: Percent of inhibition effects of Fallopia spp. extracts on aerobic respiration
(black) and denitrification (grey) of a) Pseudomonas brassicacearum and b) Bacillus cereus.
Letters show which means differed between treatments (Tukey’s test; 0<0.05). Vertical bars
indicate standard errors. See table 3 for statistical analyses.
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Figure 3: Three-way ANOVA on the respiration inhibition effect under aerobic and anaerobic
conditions of Fallopia spp. extracts on Pseudomonas brassicacearum and Bacillus cereus. See Figure
1 for graphical representation.

Df Respiration inhibition

R*= 0.99 F-value P-value
16.28  <0.001%**
950.95  <0.001***
12.98  <0.001%***
218.817 <0.001***
23.57  <0.001%**
10.37  <0.001%***
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2. Estimated concentration of proanthocyanidins in Fallopia
extracts and Fallopia extract properties

The four Fallopia extracts exhibited different amounts of proanthocyanidins (i.e. procyanidins
and prodelphinidins) (Fig. 27a). F. sachalinensis contained a significantly higher proportion
of proanthocyanidins (i.e. 86% of extracted dry matter) than three other extracts (between 15

to 21 %).
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Figure 27: a) Percent of estimated proanthocyanidins in Fallopia spp. extracts and b) percent
of BDI for Pseudomonas brassicacearum (black) and Bacillus cereus (grey) in function of the
estimated concentration of proanthocyanidins contained in Fallopia spp. extracts. Letters
show which means differed between treatments (Tukey’s test; a<0.05). Bars indicate standard
errors. See table 4 for statistical anlyses.

Fallopia spp. extracts had different protein precipitation capacity and antioxidant capacity

(Fig. 28). F. sachalinensis and F. xbohemica 2 showed the higher precipitation capacities and

94

0.5



F. japonica and F. xbohemica 1 the lower. F. sachalinensis extract exhibit the lower (43%)

antioxidant capacity while others extracts, F. japonica, F. x bohemica 1 and F. x bohemica 2,

the higher (68 to 83%).
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Figure 28: Properties of Fallopia spp. extracts a) protein precipitation capacity and b) free-
radical quenching capacity. Letters show which means differed between treatments (Tukey’s
test; 0<0.05). Vertical bars indicate standard errors. See table 4 for statistical anlyses.

3. Correlations between aerobic respiration or denitrification
inhibitions and the estimated concentration of proanthocyanidins in

Fallopia extracts and Fallopia extract properties

Aerobic respiration and particularly denitrification inhibition by Fallopia extracts were
correlated to the proanthocyanidin (i.e. procyanidins and prodelphinidins) concentration
estimated in the four extracts for the two denitrifying bacteria (Fig. 27b; Table 4). The
denitrification inhibition by Fallopia extracts was correlated with the protein precipitation
capacity but not with the antioxidant capacity (Table 4). Aerobic respiration inhibition by
Fallopia extracts was not correlated with the antioxidant capacity but almost correlated with

the protein precipitation capacity (p-value = 0.08456) (Table 4).
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Table 43: Three-way ANCOVAs on the denitrification inhibition and the aerobic respiration
inhibition of Fallopia spp. extracts on Pseudomonas brassicacearum and Bacillus cereus in
function of strains, protein precipitation capacity or antioxidant capacity or proanthocyanidins
concentration. See Figure 27 and 28 for graphical representation.

Df BDI (%) Aerobic respiration (%)
F-value P-value F-value P-value

Protein precipitation
capacity R*=0.31 2=(0.37
Strain 1 1.772 0.1938 12.9172 <0.01**
Protein precipitation 1 10.0301 <0.01** 3.1980 0.08456
Strain x Protein precipitation 1 0.7938 0.3805 0.0232 0.8801
Antioxidant capacity R?*=0.08 ’=0.61
Strain 1 1.3419 0.2565 21.4646 <0.001***
Antioxidant 1 1.14175 0.2932 1.7257 0.1996
Strain x Antioxidant 1 1.2526 0.6192 22.1549 <0.001***
Estimated
Proanthocyanidins R?*=0.37 R*=0.44
Strain 1 1.9358 0.17508 14.8739 <0.001%**
log(Proanthocyanidins) 1 14.1709 <0.001*** 4.7285 <0.05*
Strain X
log(Proanthocyanidins) 1 0.2415 0.6269 3.2223 0.08345

4. Identification of proanthocyanidins encountered in Fallopia
extracts and effects of identified and purified compounds on
denitrifying bacteria

Proanthocyanidins (i.e. procyanidins and prodelphinidins) detected by UHPLC in Fallopia
extracts were B-type procyanidins ranging from the dimeric to the tetrameric polymerization
of catechin and epicatechin characterized by a maximal absorbance at 278 nm and major
masses of 291.08, 579.15, 867.21 and 115527 g mol” (Fig. 29 and SI). They were

encountered between 4 min and 18 min of elution. Characteristics positive ESI mass spectra

of the different forms are presented in supplementary (Fig. S1).
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Figure 29: UV chromatograms observed at 280 nm of the F. x bohemica 2 extract presenting
procyanidins and their monomer detected, their UV spectrum (1) and their chemical structure
(2). See figure S1 for ESI mass spectra of the different procyanidic polymeres.

Denitrification of P. brassicacearum was not inhibited by a mixture of major monomeric
compounds (catechin, epicatechin, piceid, resveratrol, emodin and physcion), encountered in
Fallopia extracts (Fig. S2). Whereas purified procyanidins from F. x bohemica 2 extract
significantly inhibited aerobic respiration and denitrification of P. brassicacearum and B.
cereus (Fig. 30; Table 5). For the two strains, inhibition was dose dependent and
denitrification was significantly more affected (up to 80%) than aerobic respiration (50%
max) (Fig. 30). Denitrification of the 2 strains was significantly inhibited (25 and 45%) for a
concentration of 0.01 mg ml™" (Fig. 30; Table 5). Acrobic respiration was significantly
inhibited of 15% for a concentration of 0.01 mg ml™ (for B. cereus) and 0.05 mg ml™ (for P.
brassicacearum) (Fig. 30; Table 5).
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Figure 30: Percent inhibition (relative to control) of

0.12

aerobic respiration (black) and

denitrification (grey) of increasing concentrations of Fallopia x bohemica purified
proanthocyanidins on a) the Gram negative bacteria P. brassicacearum and b) B. cereus, gram
positive. Vertical bars indicate standard errors. Stars indicate which means differed with the

relative controls (Tukey’s test; a<0.05).

Table 5: Three-way ANCOVA on the respiration inhibition effect under aerobic and
anaerobic conditions of increasing concentration of Fallopia x bohemica 2 purified
proanthocyanidins on Pseudomonas brassicacearum and Bacillus cereus. See Figure 30 for

graphical representation.

Df Respiration inhibition
R*= 0.81 F-value P-value
Strain 1 0.89 0.35
Concentration 1 149.87  <0.001%%**
Strain x Condition 2 36.88 <0.001%**
Strain x Concentration 1 0.069 0.79
Concentration x Condition 1 7.22 <0.01**
Strain x Concentration x Condition 1 7.31 <0.01**
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5. Effect of grape seed procyanidins on denitrifying bacteria in pure

culture or in soil communities

Aerobic respiration and denitrification of P. brassicacearum and B. cereus was significantly
inhibited by grape seed procyanidins (Fig.S3). Activites of P. brassicacearum were more
affected by these procyanidins than ones of B. cereus. For the two strains, denitrification was
more reduced (50 to 78% of inhibition) than aerobic respiration (25 to 42% of inhibition)
(Fig. S3).

The rate of denitrification of the two soils was inhibited by grape seed procyanidins (Fig. 31;
Table 6). Inhibition was dose dependent and maximal inhibition reached at 0.5 mg ml" for
Ainl1 and 1 mg ml™ for Ain6 (Fig. 31; Table 6). The maximal inhibition effect is about 85%
for Ainl1 and 80 % for Ain6 (Fig. 31). The lowest significant inhibition effect was measure

for procyanidins concentrated at 0.01 mg ml™ for the two soils (Fig. 31).
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Figure 31: Percent of denitrification inhibition of increasing concentrations of grape seed
proanthocyanidins on soils, Ainll (black) and Ain6 (grey). Vertical bars indicate standard
errors. See table 5 for statistical analyses. Stars indicate which means differed with the
relative controls (Tukey’s test; 0<0.05).
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Table 5: Three-way ANCOVA on the respiration inhibition effect under aerobic and
anaerobic conditions of increasing concentration of Fallopia xbohemica 2 purified
proanthocyanidins on Pseudomonas brassicacearum and Bacillus cereus. See Figure 30 for
graphical representation.

Df BDI (%)
R*= 0.43 F-value  P-value
Soil 1 0.62 0.43
Concentration 1 36.29  <0.001%%**
Soil xConcentration 1 0.01 0.92

Discussion

Here, we report the identity and the nature of the major denitrification inhibitors in Fallopia
spp. (i.e the B-type procyanidins from the class of proanthocyanidins from the family of
flavonoids) and that it can target both Gram-negative and Gram-positive bacteria in growth
medium. We showed the effectiveness of these molecules of suppressing soil denitrification at

low concentrations.

1. Biological denitrification inhibition of Gram-negative and Gram-

positive bacteria by Fallopia extracts

In a previous study, Bardon et al. (2014) demonstrated that Fallopia extracts were able to
suppress denitrification of a large panel of Gram-negative denitrifying bacteria. Our results
demonstrated that denitrification of Gram-positive (i.e. B. cereus) bacteria could also be
inhibited by Fallopia extracts and as demonstrated by Bardon ef al. (2014) on Gram-negative
bacteria, denitrification inhibition on Gram-positive bacteria was higher than aerobic
respiration inhibition (Table 1). These results suggest that Fallopia spp. may reduce
denitrification by directly targeting the respiratory process and particularly the denitrification
process both in Gram-negative and Gram-positive denitrifying bacteria (i.e. whatever the

thickness of the peptidoglycan layer of the bacterial wall).

2. Putative molecules and mechanisms involved in inhibition of

denitrification by compounds from Fallopia extracts
In our previous work (Bardon et al. 2014), we showed a correlation between catechin content

and BDI. Antibacterial activity of catechin reported by Kajiya et al., (2004) made it a good

100



candidate to the BDI. To clearly demonstrate involved compounds, catechin but also other
major polyphenolic compounds found in Fallopia extracts (i.e. catechin, epicatechin, piceid,
resveratrol, emodin and physcion) were tested in mixture and surprisingly no effect on the
denitrification of the P. brassicacearum was observed. On another hand, the effects of
Fallopia extracts on bacterial respirations were found to be correlated to the protein
precipitation capacity of extracts and not to antioxidant properties, suggesting the
involvement of compounds harboring a protein precipitation capacity. It is known that
catechin doesn’t show protein precipitation capacity in contrast to its polymeric form, the
procyanidins (which belong to proanthocyanidins) (Hagerman, 1987). This, result exclude
that catechin can be involved in the BDI of Fallopia spp. extracts and suggest that
procyanidins could be involved. Moreover, the estimated concentration of proanthocyanidins
in extracts correlated with the inhibition of the aerobic respiration and the denitrification of
the two denitrifying bacteria made of these polymers a potential candidate to be involved in

the BDI of Fallopia extracts.

3. B-type Procyanidins of Fallopia inhibit denitrification of bacteria
Our results showed that proanthocyanidins encountered in Fallopia extracts were B-type
procyanidins. Purified procyanidins from F. X bohemica 2 inhibit denitrification and aerobic
respiration of the two denitrifying bacteria. As for Fallopia extracts, denitrification inhibition
was higher than aerobic respiration inhibition. Moreover, inhibition was dose dependent.
These similar results between purified procyanidins and Fallopia extracts validated that B-
type procyanidins were involved in BDI in Fallopia spp.. Xu et al. (2011) reported
antimicrobial effect of B-type procyanidins on bacteria growth. However, effects were found
for minimal inhibitory concentrations 20 fold higher than the lowest concentration inhibiting
denitrification of the two strains in our study (i.e. 2 or 8 mg ml" vs 0.1 mg ml™). That
suggests that denitrification and thus denitrifying bacteria could be highly more sensitive than
others bacteria to B-type procyanidins. Although it is difficult to compare BDI of Fallopia
extracts and purified procyanidins on pure strains due to approximate estimation of
procyanidins in extracts (using the n-butanol method for proanthocyanidins dosage), any
synergic effects with others compounds cannot be excluded since BDI of purified

procyanidins was lower than BDI of extracts.

Procyanidins identified have a low degree of polymerization, ranging from the dimeric to the

tetrameric forms nevertheless procyanidins with higher polymerization are difficult to detect

by UHPLC (Schofield et al., 2001) and may exist in Fallopia extracts. In accordance with
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(Dorenkott et al., 2014) showing the polymerization degree can modify the activity of
procyanidins, our result demonstrated that monomeric form had no effect on denitrification
whereas polymeric forms reduced drastically denitrification. Even if we may not elude the
presence of polymers higher than tetramers, we can supposed that only lower polymerized
procyanidins were involved in the BDI of Fallopia spp. because, low polymerized
procyanidins (< tetramers) are more available and soluble in water (Lazarus ef al., 1999) thus
they may target more easily the biological membranes where denitrification process occurs

than higher polymerized forms.

4. Procyanidins of grape seed induce similar effects on denitrifying

strains and denitrification of soils

Grape seed procyanidins are able to inhibit denitrification and aerobic respiration of the two
strains in our study. This result is not surprising as procyanidins encountered in grape seed
have the same chemical structure than those encountered in Fallopia spp. roots (Gabetta et al.,
2000; Nakamura et al., 2003). Grape seed procyanidins inhibit potential denitrification of the
two different soils studied up to 75-85%. This shows that different soils and complex
denitrifiying communities are sensitive to the procyanidins. The small difference of sensitivity
observed between both soils at least for smaller concentrations suggests that i) bioavailability
of procyanidins depends on soil properties and/or ii) this bioavailability depends of the soil
microorganisms capacity to degrade procyanidins since it’s a function harboring by some soil
bacteria (Bhat et al., 1998) iii) the sensitivity of denitrifiers can be modulate by the
composition of denitrifiying community. Several studies demonstrated a negative effect of
mixture of proanthocyanidins (i.e. it could be procyanidins or prodelphinidins) in slurry on
complex community with a reduction of N-mineralization and nitrification (Nierop et al.,
2006; Kraal et al., 2009). However, concentration tested ranged from 20 to 200 fold higher
than those with the maximal effect on denitrification in our study (i.e. 10 mg ml") and effects
on bacteria were found at least over 2 weeks (Nierop et al., 2006; Kraal et al., 2009).
Moreover, no effect on the N-mineralization was found for concentration 20 fold higher than
the lowest tested in our study (i.e. 1 mg ml™") over 22 days (Norris et al., 2011). It suggests
again that denitrification and thus denitrifying bacteria may be highly sensitive to

procyanidins.

Interestingly, in a previous study Michalet et al. (2013) suggested the inhibition of

denitrification by polyphenolic compounds exudated by Eperua falcata, a tropical tree of
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French Guiana which is known to preferentially uptake NO; (Schimann et al., 2008).
Monomeric forms of procyanidins (i.e. catechin and epicatechin) were identified in E. falcata
(Royer et al., 2010) which could be as in Fallopia an indicator of procyanidins presence. In
the same way, lowbush blueberry (i.e. Vaccinium angustifolium) soils exhibits low potential
denitrification (i.e. 0.5 pg N.g" of dry soil. h™") (Eaton & Patriquin, 1989) and roots from
lowbush blueberries are known to produce procyanidins (Harris et al., 2007). Thus, we can
suppose that BDI by procyanidins may be a widespread but overlooked phenomenon in plants
that produce procyanidins in their roots. Nevertheless, complementary studies are needed to

validate this hypothesis.

Conclusion

More than the biological nitrification (BNI) and the biological N-mineralization inhibition,
the biological denitrification inhibition (BDI) may limit gaseous N losses from soils by
directly targeting the N,O source. As for the biological nitrification (BNI) and the biological
N-mineralization inhibition, the biological denitrification inhibition (BDI) may be considered
in plant soil feedback theories (van der Putten et al., 2013). Particularly in wetland and
intensive agricultural systems, where denitrification is important, (Bremner & Blackmer,
1978; Bothe et al., 2006) BDI may play an important role in limiting N losses and N,O
emission. This ability may participate in the high regenerative capacity and the high growth
rate of Fallopia spp.. The isolation and the identification of compounds responsible for
denitrification inhibition will facilitate the future studies on the understanding of involved
mechanisms of the BDI and ecological consequences of such phenomenon. Moreover, such
specific inhibitors of the nitrogen processes may open future applications for natural and

agricultural ecosystems.
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Figure S1: Positive ESI mass spectra of procyanidins encountered in Fallopia spp.. See
figure 1 for chromatogram and chemical structure representation.
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Figure S2: Percent inhibition (relative to control) of denitrification of mixture of major
compounds encountered in Fallopia spp. and Fallopia xbohemica 2 extracts on P.
brassicacearum. Vertical bars indicate standard errors. Stars indicate which means differed
with the relative controls (Tukey’s test; 0<0.05).
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Figure S3: Percent inhibition (relative to control) of aerobic respiration (black) and
denitrification (grey) of grape seed procyanidins on P. brassicacearum and B. cereus. Vertical
bars indicate standard errors. Stars indicate which means differed with the relative controls
(Tukey’s test; a<0.05).
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Partie 3 Quels sont les mécanismes impliqués dans la
régulation de la dénitrification par les procyanidines de

Fallopia spp.?
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Procyanidins, indirect allosteric inhibitor of the membrane-bound

NOs-reductase in biological denitrification inhibition (BDI).
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Summary:

Recently, it has been demonstrated that procyanidins from Fallopia spp. inhibit the
bacterial denitrification, a phenomenon called biological denitrification inhibition
(BDI). However mechanisms involved in such a process remain unknown. Here, we
investigate mechanisms of BDI through procyanidins with the strain model
Pseudomonas brassicacearum NFM 421.

The aerobic and the anaerobic (denitrification) respiration, the cell permeability and
the cell viability of P.brassicacearum were determined in function of the procyanidins
concentration. The effect of procyanidins on the bacterial membrane was observed by
transmission electronic microscopy (TEM). Bacterial growth, denitrification, NO3-
and NO,-reductase activity, the translation degree of sub-units of the NOs- (narG) and
the NO,-reductase (nirS) under NO3; or NO, were measured. The NOs-reductase
activity before and after cells lysis by sonication under procyanidins or not was
measured.

Procyanidins inhibited the denitrification process without affecting the aerobic
respiration at low concentration. Procyanidins act by disturbing cell membranes but
without affecting the cell viability and they specifically inhibit the NOs- but not the
NO,-reductase. P.brassicacearum responds to procyanidins by an over-translation of
the membrane-bound NOs;-reductase sub-unit (rnarG) but without modifying the
translation of NO,-reductase sub-unit (nir:S) also involved in denitrification process.
Our results suggest that procyanidins can specifically inhibit the membrane-bound
NOs;-reductase inducing enzymatic conformational changes through the membrane

disturbance. Our results, path the way through a better understanding of the BDI.

Keywords: Allosteric inhibition, biological denitrification inhibition, denitrification inhibitor,

procyanidins, denitrifying bacteria, Fallopia spp..
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Introduction

Microorganisms are everywhere (Schleifer, 2004) and probably the oldest and the closest
plant neighbors (Trevors, 2002; Partida-Martinez & Heil, 2011). Since, plant with root
appeared (i.e. 385million years ago), microorganisms and plant strongly coevolved and
intimate interactions appeared (Brundrett, 2002). It is now well known that plant mediate
interactions with microorganisms through root exudates (Haichar et al., 2014) producing
selective mixtures of substances shaping the soil microbial functioning (Hartmann et al.,

2009) .

A lot of studies on plant-microbes interactions focused on interactions related to the nitrogen
(N) cycle (Chapman et al., 2006). Indeed, N is often considered as the first limiting factor of
plant growth in terrestrial ecosystems (Vitousek & Howarth, 1991b; LeBauer & Treseder,
2008) thus plant productivity mostly depends on processes of the N cycle which drive N
forms and N availability for plants. Moreover, competition between microbes and plants for N
acquisition is believed to be intense (Hodge et al., 2000; Kuzyakov & Xu, 2013). Plant
species impact on ecosystems N inputs and losses that can results in a positive feedback to
plant (Knops et al., 2002). Denitrification is a major way of N losses in terrestrial ecosystems
(van der Salm et al., 2007; Radersma & Smit, 2011) thus plant productivity mostly depends
on this process (van der Heijden ef al., 2008).

Denitrification is a biological reductive process which consist of the transformation of the
water soluble NO; into the gaseous forms N,O and/or N2 (Zumft, 1997). This process is
principally fulfilled by bacteria (Cheneby et al., 1998) although it has been demonstrated that
certain fungi (Laughlin & Stevens, 2002) and archeae (Philippot, 2002) were able to denitrify
NO:s. In this process bacteria use nitrogen oxides as alternative terminal electron acceptors in
the respiratory chain instead of the oxygen when oxygen concentration is low or absent
(Zumft, 1997). The bacterial denitrifying chain reaction is composed of five steps catalyzed
by six enzymes (Zumft, 1997; Bothe et al., 2006), the reduction of NO;3 by the cytoplasmic
membrane-bound (Nar) or the periplasmic (Nap) nitrate-reductase into NO,, the reduction of
NO, by the nitrite-reductase (Nir) into NO, the reduction of NO by the nitric oxide-reductase
(Nor) into N,O, and the reduction of N,O into N, by the nitrous oxide-reductase (Nos)
(Zumft, 1997; Both et al., 2006). The first step principally fulfilled by the membrane-bound
nitrate-reductase is considered as the initiate step of the denitrification and also the step that

supply the more amount of energy to the cell (Zumft, 1997, Bothe et al., 2006). In
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Proteobacteria, transport of NO; to the membrane-bound nitrate-reductase is carried out by
two transmembrane proteins NarK1 and NarK2 which are present in a single operon with the
narGHJI genes (Bothe et al., 2006). NarK families of proteins belong to the major facilitators
superfamily (MFS) of transmembrane transporters and are categorized as secondary
transporters requiring the generation of a proton motive force (PMF) (Marger et al., 1993).
Genetic and biochemical experiments suggest that NarK1 acts as NOs/H™ symport through
which respiration could be initiated, while NarK2 is a NO3/NO, antiporter which sustains

steady-state respiration (Sharma et al., 2006).

In a recent study, Bardon et al. (2014) demonstrated that the invasive complex species
Fallopia spp. was able to inhibit the bacterial denitrification. This phenomenon termed as
biological denitrification inhibition (BDI) may participate to the invasiveness of Fallopia spp.
by limiting nitrogen losses (Bardon ef al., 2014) including the BDI in the plant-soil feedback
theories (van der Putten ef al., 2013). Bardon et al. (Partie 2) demonstrated that denitrification
inhibition results in the effect of procyanidins molecules on denitrifying bacteria, a class of
polyphenol from the family of flavonoids and denitrifying bacteria were more sensitive to
procyanidins in anaerobic condition where denitrification occurs than in aerobic condition.

However, mechanisms involved in the BDI remain unknown.

It is known that certain polyphenols such as procyanidins have very strong affinity for the
membrane and can disrupt cells membrane integrity contributing hence to their antibacterial
activity (Kajiya et al., 2004; Yu et al., 2011). In addition, the weakening membrane integrity
related to certain polyphenol may results in the partial disruption of critical transporters and
general processes of the cell (Pometto et al., 2005). Thus, in denitrifying bacteria,
procyanidins could disrupt the NO; transport initiated by the NarK transport proteins on
which strongly depends in anaerobic condition the membrane-bound nitrate-reductase activity
or exhibit general antimicrobial effects through the disturbance of the PMF required for
secondary transporters protein functioning (Zumft, 1997; Bothe et al., 2006; Sharma et al.,
2006). It is also known that certain molecules from flavonoid family can induce or repress
gene expression in bacteria (Cooper, 2007), hence procyanidins could generate specific
repression of denitrifying gene expression. In contrast, while procyanidins have been
reported, since a long time, to bind non-specifically to proteins and enzyme (Haslam, 1998;
Miura et al., 2008) indicating general inhibition properties of procyanidins on enzyme
activities, recent reports by Ottaviani et al. (2006) and Miura et al. (2008) evidenced that

procyanidins effect is relies on the specificity of protein-procyanidin chemical or physical
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interaction highlighting specific inhibitory effect on enzyme activity and particularly at low

concentration (Ottaviani et al., 2006).

The most common mode of enzyme regulation results in conformational changes of the
protein by binding an effector molecule in another site than the protein’s active site (Purich,
2010). This regulation is called allosteric regulation and the site of the effector binding is
termed the allosteric site (Lehninger et al., 2005; Purich, 2010). Effectors that enhance the
proteins activity are referred to as allosteric activators, whereas, those that decrease the
protein’s activity are called allosteric inhibitors (Goodey & Benkovic, 2008). Allosteric
enzymatic inhibition through conformational form changes is characterized by a more
sigmoid saturation curve rather than the hyperbolic curve shown in a classical Michaelis-
Menten behavior without inhibitor (Lehninger er al, 2005). In addition, enzymatic
conformational changes can result from others factors than the direct effect of an allosteric
modulator. It has been proved that physics factors such as, temperature and pH can affect
protein conformational forms (Liu et al., 1998; Fenton & Hutchinson, 2009). Thus, indirect
factors may act as indirect allosteric inhibitor on enzyme activities, nevertheless, indirect

inhibitory effect are often sought to be non-specific inhibitory factors.

In this study, we explored mechanisms involved in BDI by procyanidins from Fallopia spp.
by testing four hypotheses on the model denitrifying bacteria P. brassicacearum; first, that
procyanidins inhibit the denitrification through a general antimicrobial effect, secondly, that
procyanidins inhibit denitrification through membrane permeabilization thwarting the NO;
membrane transport or disturbing one or more enzymes of the denitrification chain, and
finally that procyanidins inhibit denitrification through specific denitrification gene

repression(s) .
L. Materials and Methods

1. Procyanidins purification

Roots extracts of F. x bohemica were prepared as in Bardon ef al. (2014) and procyanidins

were purified as in Bardon ef al. (Partie 2).
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2. Measurements of microbial activities

Aerobic respiration and denitrification measures were performed on Pseudomonas
brassicacearum NFM421, a denitrifying bacterium frequently encountered in soils. Aerobic
respiration and denitrification activity were measured by CO; and N,O emission respectively
under aerobic or anaerobic conditions every two hours for 4 days with a gas chromatograph
coupled to a micro catharometer detector (WGC-R3000, SRA instruments, Marcy I’Etoile,
France). The strain was grown in NB medium (Nutrient Broth medium, Difco, Detroit, USA)
supplemented with KNO; to reach 20 mM final. Measures were performed in plasma flasks
sealed by a rubber stopper. To ensure anaerobic conditions air was removed and replaced by a
He-C,H, mixture (90/10 v/v). The addition of C,H, allows the measurement of N,O
accumulation by inhibiting the transformation of N,O to N, by nosZ gene. Incubations were
done at 28°C without agitation. The strain was cultured in aerobic condition overnight in NB
liquid medium supplemented with KNO;3 then centrifuged and suspended in the same
medium, The volume of bacterial suspension was adjusted to have an Optical Density (O.D) =

0.1 at the beginning of the experiment. All measures were done in 4 replicates.

To determine the effect of procyanidins on aerobic respiration and denitrification, growth
media were supplemented with purified procyanidins concentrated at 0.1, 0.01 and 0.05 mg

-1
ml™— final or water as a control.

3.  Cell permeability and viability measurements
Cell permeability and viability measurements were done at the beginning of the respiration
measurement experiment from 1 ml of cell suspensions or sterile media, 10 min after

inoculation.

For cells permeability measurement, 1ul of propidium iodide (PI) (Invitrogen, Carlsbad,
USA) concentrated at 1mg ml" in water and 2.5 ul of SYBR Green I (10 000 X) (Invitrogen,
Carlsbad, USA) were added to the cell suspensions or sterile media. . Cell suspensions were
inversely shaken 20 min in the dark prior to analysis (Preliminary method development
experiments on different proportions of heated cells corresponding to different proportion of
permeabilized cells, showed no differences in the extent of PI staining with cells incubated
between 10 and 30 min). Then, 150 pl of stained cell suspensions were added twice in a
micro-plate 96-well repeated to measure the propidium iodide (Excitation/Emission: 538
nm/617 nm) (staining cells with permeabilized membrane) and the SYBR Green I

(Excitation/Emission: 497 nm/520 nm) emissions (staining all cells) using a
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spectrofluorimeter SAFAS Xenius XC (SAFAS, Monaco). The ratio of the emission intensity
617 nm/520 nm was calculated for each bacterial suspension and sterile control, to give the
proportion of permeabilized cells. Emission intensities for sterile control were negligible

compared to cell suspensions. Means were calculated between two replicates.

For cells viability, cell suspensions were diluted at 10 in liquid NB medium and inoculated
in two replicates on petri dishes containing solid NB medium supplemented with 10% agar
(NA medium). Inoculation was carried out using the exponential dilution technology with
easySpiral Dilute (Interscience, St Nom la Bretéche, France). Bacterial colonies were counted
with the Scan 1200 (Interscience, St Nom la Bretéche, France). Means were calculated

between two replicates.

4. Transmission electronic microscopy (TEM)

P. brassicacearum precultured cells were inoculated in NB liquid medium supplemented with
20 mM KNOs; at the Optical Density (O.D) = 0.1 with procyanidins concentrated at 0, 0.1 and
0.01 mg ml". After 1 h cells were fixed and stained according to Plee et al.(2010). Prior to
staining, samples were centrifuged at 7500 rpm for 10 min and pellets were fixed in 2%
glutaraldehyde in 0.2 M cacodylate buffer (CB) at pH 7.4 and at room temperature for one
hour, washed three times in CB, and post fixed in 1% osmium tetroxide in CB for one hour at
room temperature. After three washes in CB, the material was embedded in 2.5% agarose and
dehydrated before inclusion in Epon resin. Ultrathin sections (70 nm for electron microscopy)
were cut on a Leica ultramicrotome (Leica, Wetzlar, Germany) using a diamond knife
(Diatome, Biel, Switzerland), and then, transferred on to carbon-coated films on copper grids
coated with Formvar films. Ultrathin sections were stained for one hour in uranyl acetate and
in lead citrate for four minutes. TEM observations were performed with a Phillips CM120

(Philips, Amsterdam, Netherlands), and digital image processing was applied.

5. Cell Nitrate-reductase and Nitrite reductase activities

To determine the effect of procyanidins on the cell nitrate or nitrite reductase activity of P.
brassicacearum, precultured cells of P. brassicacearum were grown in 20 ml of NB medium
supplemented with KNO;3; (20 mM) or NaNO, (10 mM final) and procyanidins concentrated at
0.01 mg ml™ final or water as a control. The experiments were performed in plasma flasks
sealed by a rubber stopper and inoculated with of P. brassicacearum at O.D 0.1. To ensure
anaerobic conditions air was removed as in denitrification measurement. Incubations were

done at 28°C with agitation 140 r.p.m.. Growth, N,O emission and enzymatic substrates (i.e.
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NOj3 or NO,) consumption were simultaneously followed by sampling 1 ml of the media at 0,
2,4,6,8,10, 12, 24 and 30 h, and by the measurement of the optical density at 600 nm, gas
chromatography as for denitrification and ionic chromatography with a Dionex DX 120

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) respectively.

6. Free nitrate-reductase activity

To determine the effect of procyanidins on the free nitrate-reductase activity of P.
brassicacearum, precultured cells of P. brassicacearum were lysed by ultra-sonication with a
bioblock scientific 72442 vibra cell (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) for 10s, three
times. Lysed cells were added at the equivalent of 0.4 OD of non lysed cells to 20 ml of NB
medium supplemented with 20 mM KNOj; with procyanidins at 0.01 mg ml™ final or water as
a control. The experiment was performed in plasma flasks sealed by a rubber stopper. To
ensure anaerobic conditions air was removed as in denitrification measurement. Incubations
were done at 28°C with agitation 140 rpm. The NO; consumption was followed by sampling 1
ml medium at 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 and 30 h of culture by ionic chromatography with a
Dionex DX 120 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

7. Measures of NOs reductase and NO: reductase genes translation

P. brassicacearum wild type strain harboring translational narG’- ‘lacZ or nirS’- ‘lacZ fusions
were grown in 20 ml of NB medium supplemented with procyanidins concentrated at 0.01 mg
ml™ final or water as a control and with KNO3 (20 mM) or NaNO, (5 mM) respectively.
Sampling of 2 ml media was performed after 4, 6, 8, 10 and 12h of culture.  -Galactosidase
activities were quantified by the Miller method (Miller, 1972), using cells permeabilized with
5% (v/v) chloroform and 0.01% SDS. Values shown were derived from four independent

experiments and are means with standard deviation.

8. Data and statistical analyses

The linear slopes of the different kinetics, relative to the mean of the linear slopes of the
control (i.e. N,O and CO, emitted, NO3; and NO, consumption and O.D. at 600nm) were used
for comparisons of procyanidins and control treatments and performed statistical analyses. To
test the concentration effect of procyanidins on the percentage of inhibition relative to the
control of the aerobic respiration and the denitrification of P. brassicacearum, a two-way
ANCOVA was performed with the different procyanidins concentrations and the interaction
of the procyanidins concentration and the oxygen status as co-factors. Oxygen status was

omitted from the ANCOVA because we normalized aerobic respiration and denitrification
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(CO; or N,O emitted) results by the control for each oxygen status (i.e. acrobic and anaerobic
conditions). To test the effect of procyanidins on genes translation three two-way ANCOVA
were performed with the treatment (procyanidins and control), the time and the interaction of
the treatment and the time as-cofactor. Significant differences were determined using Tukey’s

HSD post-hoc test.

To test the effect of procyanidins on the permeability and the viability of P. brassicacearum,
two linear regressions were performed between these two variables and the procyanidins

concentration.

The effects of procyanidins on the bacterial growth rate, the denitrification activity (N,O
accumulation), the cell NOs; and NO,; reductase inhibition and the free NO;3 reductase were
tested by comparing the inhibition relative to the control with one way ANOVAs with
procyanidins as factor. To test the effect of ultrasonication on the NOs-reductase activity we

performed a one way ANOVA with ultrasonication as factor.

For the cell enzymatic substrate saturation curves (NO; and NO, reductase) the rates of
substrate consumption between every three following times during each kinetics were
calculated and normalized by the O.D. 600 nm measured at the intermediary time (=Enzyme
velocity). For NOs-reductase substrate saturation curves after ultrasonication the rates of NO;
consumption between every three times sampling were calculated and normalized by the O.D.

600nm = 0.4 corresponding to cell lysed (=Enzyme velocity).
Enzyme velocity = (NO; consumption rate)y . ¢+4)/0.D.12
where: t is the considered time

For each saturation curve the enzyme velocity was plotted in function of the substrate
concentration measured at the corresponding second times. Parameters of the enzymatic
substrate saturation curves with or without procyanidins were estimated by the non-linear
least squares method according to the Michaelis-Menten and the Hill equation, using the nls
function according to Reeve & Turner (2013). The Michaelis-Menten and the Hill equations

correspond to:

VelOCity = (Vmax X [S] n)/ (Kdn + [S] Il)
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Where [S]= the substrate concentration; V.x= the maximal enzymatic velocity; Kd = the
substrate concentration for the Vi,x / 2 and 1/Kd correspond to the affinity of the enzyme for

its substrate; n = the Hill coefficient
For the Michaelis-Menten model: n= 1, and the Kd correspond to the Km

The relevance of the Michaelis-Menten or the Hill saturation curves fitted were compared
using the Akaike criterion between models and the more relevant model was selected

according to the lowest Akaike criterion.

All analyses were performed using r project software (R Development Core Team, 2008) and

the “nlstools” package.
IL. Results

1.  Effect of procyanidins on aerobic respiration and denitrification

of Pseudomonas brassicacearum

The aerobic respiration and denitrification were significantly and dose dependent inhibited by
procyanidins (Fig. 32, Table 4). In P. brassicacearum, denitrification was more inhibited than
aerobic respiration. Indeed, at 0.05 mg.ml™' of procyanidins, aerobic respiration is inhibiting at
20%, whereas, denitrification inhibition is about 65%. Denitrification was significantly
inhibited for the three concentrations tested (Fig. 32, Table 4). However, aerobic respiration
was not significantly inhibited at 0.01 mg. ml" although denitrification is inhibited at 45 %
(Fig. 32, Table 4).
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Figure 32: Percent inhibition (relative to control) of aerobic respiration (black) and
denitrification (grey) of increasing concentrations of proancyanidins on P. brassicacearum.
Vertical bars indicate standard errors. Stars indicate which means differed with the relative
controls (Tukey’s test; 0<0.05). See Table 1 for statistical analyses.

Table 4: Two-way ANCOVA on the respiration inhibition (aerobic respiration and
denitrification) of procyanidins on P. brassicacearum with the procyanidins concentration and
interaction between procyanidins concentration and condition as factors. F-values and
significance level (significance: * P-value < 0.05; ** P-value < 0.01 and *** P-value <
0.001). See Figure 32 for graphical representation.

Respiration inhibition

R*=0.954

F-values P-values
Concentration 79.605 <0.001%**
Concentration x condition 63.557 <0.001***
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2.  Effect of procyanidins on cell membrane permeability and cell
viability
Procyanidins dose-dependently permeabilized P. brassicacearum cells but did not affect the

cell viability (Fig. 33a and 33b).Above 0.05 mg.ml™” of procyanidins, membrane permeability

was affected, where, cell viability was not by comparison to the control (Fig. 33).
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Figure 33: Proportion of cells with permeabilized membrane (a) and colony forming unit (b)
of on P. brassicacearum at increasing concentrations of proancyanidins. Vertical bars indicate
standard errors. Stars indicate which means differed with the relative controls (Tukey’s test;
a<0.05).

Transmission electron microscopy shows that procyanidins at 0.01 and 0.1 mg ml™ disturb the
membranes of P. brassicacearum by the formation of membrane vesicles on the cell surface
(Fig. 34). Although, we didn’t show a significant permeabilization of cell membrane by the
lowest procyanidins concentration (0.01 mg.ml™") (Fig. 33a), the vesicles observed on the cell

surface by transmission electron microscopy showed that the cell membrane was disturbed
(Fig. 34).
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Figure 34: Transmission electron microscopy micrographs of P. brassicacearum culture
treated with a) 0, b) 0.01 or ¢) 0.1 mg ml" of procyanidins.

3.  Effect of procyanidins on cell NO3-reductase and NOz-reductase

Procyanidins concentrated at 0.01 mg.ml™ significantly inhibited the bacterial growth, the
denitrification and the NOs-reductase activity of P. brassicacearum grown in anaerobic
condition with NOj; as terminal electron acceptor (Fig. 35). Procyanidins concentrated at 0.01
mg.ml” did not significantly inhibit the bacterial growth, the denitrification and the NO,-
reductase activity of P. brassicacearum grown in anaerobic condition with NO, as terminal

electron acceptor (Fig. 35).
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Figure 35: Percent of inhibition (relative to control) by procyanidins (at 0.01 mg. ml™) of the
bacterial growth (black), the denitrification (grey) and the enzyme activity (i.e. nitrate-
reductase or nitrite-reductase) of P. brassicacearum with 20 mM of nitrate or 5 mM of nitrite.
Vertical bars indicate standard errors. Stars indicate which means differed with the relative
controls (Tukey’s test; a<0.05).

Table 5: Parameter estimates for Michaelis-Menten or Hill enzymatic kinetic of the nitrate-
reductase and the nitrite-reductase with or without procyanidins fitted by the method of the
least-squares. Estimates, t-values and significance level (significance: * p-value < 0.05; ** p-

value < 0.01 and *** p-value < 0.001). See Figure 3 for models fitted.

Control Procyanidins
Estimate Std Err t-value Estimate Std Err t-value
Cell nitrate reductase Cell nitrate reductase
Vmax (mM.h ) 1523 2.1 7.23*** |  Vmax(mM.h ) 814 261 3.12%*
Km (mM) 13.24 3.83 3.46** Kd (mM) 9.31 3.51 2.65*
n 2.17 0.99 2.19%*
Cell nitrite reductase Cell nitrite reductase
Vmax (mM.h ) 846 0.88 9.55%** | Vmax(mM.h ) 726 0.59 12.25%**
Km (mM) 0.56 0.25 2.25*% Km (mM) 0.48 0.17 2.87*
Free nitrate reductase Free nitrate reductase
Vmax (mM.h ) 676 026 25.79%**| Vmax (mM.h ) 741 0.84 8.79%*x
Kd (mM) 4.09 0.20 20.61*** Kd (mM) 10.14 0.97 10.48***
n 4.18 0.72 5.84*%** n 3.10 0.57 5.47%**
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Figure 36: Enzymatic substrate saturation curves of the a) nitrate-reductase and b) the nitrite-
reductase in intact cells, with (red cuves) or without (blue curves) procyanidins fitted by the
method of the least-squares.

In the intact cells of P. brassicacearum the NOs-reductase shows a classical Michaelis-
Menten saturation curve without procyanidins and a sigmoid saturation curve with
procyanidins (Fig. 36a, Table 5). The exposure to procyanidins reduced significantly the
Vmax from 15.2+2.1 to 8.142.6 mM.h"' without affecting significantly the affinity (Km
13.2+£3.8 mM and Kd 9.3+3.5 mM). In the intact cells of P. brassicacearum the NO;-
reductase show a classical Michaelis-Menten with and without procyanidins without affecting

significantly Vmax and affinity constants (Fig. 36b, Table 5).

4.  Effect of procyanidins on the activity of free NOs3-reductase

Without procyanidins, NOs-reductase activity (Vmax) was significantly (p-value < 0.001)
lower with free enzyme (i.e. ultrasonicated cells) than with intact cells. On free enzyme, the
NOs-reductase activity is significantly reduced by procyanidins concentrated at 0.01 mg.ml™;

and the enzyme showed a sigmoid saturation curve with and without procyanidins (Fig. 37,
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Table 5). The Vmax wasn’t significantly modified whereas Kq4 increased with procyanidins

(10.1+1 mM) compared to without procyanidins (4.1+0.2 mM)(Fig. 37, Table 5).
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Figure 37: a) Percent inhibition (relative to the control) at 0.01 mg. ml” of procyanidins on
the free nitrate-reductase activity of P. brassicacearum with 20 mM of nitrate after sonication
and b) enzymatic substrate  saturation curves of the free nitrate-reductase of P.
brassicacearum with (red curve) or without (bleu curve) procyanidins. Vertical bars indicate
standard errors. Stars indicate which means differed with the relative controls (Tukey’s test; a
<0.05).

5. Effect of procyanidins on nitrate-reductase (narG) and nitrite-

reductase (nirS) gene translations

At 20 mM of nitrate, procyanidins significantly increased the translation of the subunit NarG
of the membrane-bound NOs-reductase compared to the wild type harboring the same fusion
without procyanidins (Fig. 38a).The [-galactosidase activity of narG’-‘lacZ fusion with
procyanidins is all the time higher than those without procyanidins for example, after 8h of
bacterial culture it was multiplied by 4 times. However, at the same concentration of nitrate,
the translation of the subunit NirS of the NO,-reductase decrease significantly in the presence
of procyanidins (Fig. 38b). In addition, procyanidins did not significantly affect the translation
of the subunit NirS of the NO,-reductase from 4 to 10h of P. brassicacearum culture in

anaerobic condition in a medium supplemented with 5 mM of NO; (Fig. 38c). Indeed, the 3-
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galactosidase activity of nirS’-‘lacZ fusion with and without procyanidins from 4 to 10 h of

bacterial culture was not significantly different.
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Figure 38: B-galactosidase activity of P. brassicacearum translational fusions with or without
procyanidins. Bgalactosidase activities of :a) narG’-’lacZ fusion with strain cultured with 20
mM of nitrate b) nirS’-’lacZ fusion with strain cultured with 20 mM of nitrate ¢) nirS’-’lacZ
fusion with strain cultured with 5 mM of nitrite. Vertical bars indicate standard errors. Stars
indicate which means differed with the relative controls (Tukey’s test; a<0.05).

I11. Discussion

In this study, we report the putative mechanism by which procyanidins inhibit denitrification

in denitrifying bacteria. We show that procyanidins principally target the NOs-reductase

activity and that it probably caused by their effect on the membrane stability. Thus, we show

that procyanidins act as a specific allosteric inhibitor of the membrane-bound NOs-reductase

by changing the conformational form of the enzyme.
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1. Procyanidins inhibit denitrification not because of general

antimicrobial properties

It has been demonstrated that procyanidins could have antibacterial properties on some
bacterial species such as Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella sp. (Mayer et al., 2008).
Lacombe et al. (2012) demonstrated that a mixture of procyanidins inhibited the growth of
two bacteria strains (i.e. Escherichia coli and Listeria monocytogenes) in a total of four
bacteria tested at a concentration two-fold higher (0.2 mg.ml™) than the one tested in our
study. Moreover, higher concentrations of procyanidins did not inhibit the insensitive strains
(i.e. Salmonella typhimurium and Lactobacillus rhamnosus). These results suggested that
procyanidins have probably a specific inhibitory effect on some bacteria. In our study, the
aerobic respiration of P. brassicacearum was inhibited from 0.05 mgml' and the
denitrification of P. brassicacearum was more inhibited than the aerobic respiration. These
results suggest that denitrifying bacteria such as P. brassicacearum in our study may be more
sensitive to procyanidins than others bacteria and that procyanidins target particularly the
denitrification process as previously suggested by Bardon et al. (Partie 2). Moreover, at the
lowest concentration tested (i.e. 0.01 mg.ml™) procyanidins have no effect on respiration but a
specific effect on the denitrification process which demonstrated that the inhibition of the

denitrification process may not be due to a general antimicrobial properties of procyanidins.

2. Procyanidins affect membrane integrity without affecting cell
viability

The permeative action on the membrane by the effect of procyanidins was already observed in
different studies (Kajiya et al., 2004; Lacombe et al., 2013). Indeed, procyanidins may adsorb
to membrane surfaces and insert into the lipid bilayer, causing fatal perturbations to
membrane structure (Kajiya et al., 2004; Yu et al., 2011). In our study, we found that
procyanidins were able to permeabilized the membrane and disrupt the membrane cells as we
observed vesicles on the cell membrane of P. brassicacearum exposed to procyanidins.
However, no significant membrane permeabilization was observed at 0.01 mg. ml’, the
lowest concentration of procyanidins although we observed vesicles on the cell membrane by
electron transmission microscopy. It suggests that at low concentration of procyanidins the
cell membrane is destabilized but not fully permeabilized. Although cells permeability was
affected, the viability of the cells was not reduced, confirming results of Lacombe et al.

(2013) where procyanidins did not induced bactericidal effect. Our result suggests that
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procyanidins affect denitrifying bacteria and inhibit denitrification through the inhibition of a
cell function. In another study, Yang et al. (2011) demonstrated that membrane injuries
resulting from cationic polyethylenimine quantum dots (PEI) exposure can reduce
denitrification of Pseudomonas stutzeri, a denitrifying bacteria closed to P. brassicacearum.
Yang et al. (2011) concluded that the membrane permeabilization by PEI may results in an
inhibition of the generation of the proton motive force (PMF) associated to the cell energy
production which can result in the inhibition of the cell growth in anaerobic conditions.
However, the PMF is an energy production process of either anaerobic and aerobic respiratory
chain (Taylor, 1983), thus an effect of the membrane disruption through PEI or procyanidins
exposures on the PMF may result in the same effect in aerobic and anaerobic condition which
was not observed in the study of Yang et al (2011) as well as in ours where denitrification was
more sensitive. The bacterial membrane permeabilization may explain general antimicrobial
properties of high procyanidin concentrations but not the higher sensitivity of the
denitrification compared to the aerobic respiration. The membrane permeabilization by
polyphenolic compounds may be responsible of partial disruption of critical transporters into
the membrane such as the NarK proteins transporters of NO; (Pometto et al., 2005). The
lowest concentration tested in our study disturbed the cell membrane of P. brassicacearum
but did not permeabilized it. Thus the higher sensitivity of the denitrification in comparison to
the aerobic respiration at this concentration may neither result in a disturbance of the NO3

transport (NarK transporters) because of the membrane permeabilization.

3. Procyanidins inhibit the cell nitrate-reductase activity

At low concentration (i.e. 0.01 mg.ml'l), procyanidins specifically inhibited the cell NOs-
reductase activity resulting in a reduction of the cell growth rate and the cell denitrification
when P. brassicacearum is grown under NOj; in anaerobic conditions. Procyanidins changed
the Michaelis-Menten (hyperbolic curve) substrate saturation curve of the cell NOs-reductase
into a Hill (sigmoid curve) substrate saturation curve and reduce the Vi, of the cell NOs-
reductase (8.14 compared to 15.23 mM.h! at ODgoo =1) typically as an allosteric inhibitor
(Lehninger et al., 2005) which is an inhibitor modifying conformational enzyme form and
reducing the accessibility to the active site. In contrast, procyanidins did not affect the cell
NO,-reductase activity and hence it did not change it Michaelis-Menten substrate saturation
curve. The NOj reduction is principally fulfilled by the membrane-bound NOs-reductase and
the periplasmic NO,-reductase (Zumft, 1997). Taking into account previous results on the

membrane disturbance by procyanidins, we can suppose that the membrane-bound NOs-
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reductase may be more sensitive to membrane destabilization than the periplasmic enzymes.
Indeed, the stability of membrane proteins folds strongly depends on the interactions of the
peptides with others components of the membrane (White & Wimley, 1999) and the protein
conformational folds determine the enzyme activity (Zavodszky & Hajdu, 2013). Thus, the
membrane disruption may change the folds of the membrane-bound proteins and change their
conformational form such as an allosteric inhibitor changes the conformational form of a
target enzyme (Lehninger et al., 2005; Tzeng & Kalodimos, 2013). Therefore, procyanidins

may act as an allosteric inhibitor of the membrane-bound NO;-reductase.

4. Procyanidins acts through the membrane destabilization and

change of NO3 reductase conformational form

It is known that ultrasonication disrupt the bacterial membrane (Joyce et al, 2011) thus
ultrasonication should have similar effects than procyanidins on the NOs-reductase activity. In
our study we found that the ultrasonication reduced the NOs-reductase activity. Moreover, we
found that ultrasonication changed the classical Michaelis-Menten curve of the NOs-reductase
activity observed in intact cells to a Hill saturation curve on lysed cells. Therefore the
membrane disruption (caused either by ultrasonication or procyanidins) changes the
conformational form of the membrane-bound NOs-reductase acting as an allosteric inhibitor.
When added to the disrupted suspension cells, procyanidins increase the sigmoid form of the
saturation curve of the NOs-reductase activity by reducing the affinity for the NO;3 (i.e. a
higher Kd). It suggests either that the membrane was not completely disrupted by
ultrasonication and procyanidins increase the disruption of the membrane and/or the

procyanidins interact directly on the NOs-reductase to reduce its affinity and thus its activity.

5. Influence of procyanidins on NarG and NirS protein synthesis

When grown under NOs, the synthesis of the NarG protein, encoding for the membrane-
bound NOj, was significantly increased when P. brassicacearum was exposed to procyanidins
probably to compensate the efficiency of the enzyme. In contrast, the synthesis of the NirS
protein, encoding the periplasmic NO,-reductase significantly decreased. It is known that NO,
up-regulate the nirS expression in P. stutzeri (Hartig & Zumft, 1999) and because of the
reduction of the NO, production through the decrease of NOj; reductase activity, nirS may
have been less translated. Moreover, when grown under NO, the nirS gene translation of P.
brassicacearum did not change with procyanidins addition, which confirms no effect of

procyanidins on the periplasmic NO;-reductase. These results suggest that procyanidins may
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not regulate the denitrification genes translation such as what is observed for flavonoids that
regulate certain genes in Rhizobia (Cooper, 2007). In contrast, the cell may over-expresses
NarG protein production as it was observed by Yang et al. (2011) probably in order to resist
to the membrane-bound NOs-redcutase disruption, and to maintain enough NOj3 reduction to

insure cell respiration.

Conclusion

The mechanism involved in the BDI by procyanidins suggests a high sensitivity of the
membrane-bound NOs-redcutase to the membrane stability and that any membrane
perturbation may indirectly affect the NOs-redcutase activity even at inactive concentration on
aerobic processes. More generally, these finding also suggest that physical factor may act
such as chemical allosteric inhibitor of some enzymatic processes showing that physical
factors may be less overlooked in the regulation of biological processes. This explains the
effect of procyanidins on denitrification function but without excluding a direct and specific
effect on the NOj; reductase. Although the cell viability was not affected, all physiological
modifications may lead, over the long term, the denitrifying bacteria community to adapt to

procyanidins exposure.
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Introduction

Le processus de coévolution antagoniste entre une plante est son compétiteur ou son parasite
est traditionnellement vu comme une course a I’armement entrainant 1’apparition de
résistances et contre-résistances au cours du temps chez I'un et I’autre des partenaires
(Dawkins & Krebs, 1979; Kniskern & Rausher, 2001; Anderson et al., 2010). Il est admis que
la compétition pour les ressources nutritionnelles est un moteur important dans I’innovation et
la diversification des organismes (Schluter, 1996; Hibbing et al., 2010). Ainsi, la compétition
pour une ressource peut entrainer la mise en place d’une course a [’armement entre
compétiteurs (Hibbing et al, 2010). Chez les microorganismes les phénoménes de
compétition peuvent étre a l'origine de 1’émergence de caractéres d’inhibition d’autres
microorganismes, compétiteurs pour une méme ressource. Ainsi, Loesche (1986) ont pu
montrer que Streptococcus mutans, une bactérie de la microflore buccale, pouvait dégrader les
carbohydrates, pour lesquels les autres bactéries au sein de cet écosystéme sont en
compétition, en acide lactique présentant des propriétés bactériostatiques. Dans le cadre de la
course a I’armement, et toujours chez les microorganismes, il a déja été observé I’émergence
de la capacité a dégrader les métabolites toxiques dont le produit pouvait affecter en retour le
compétiteur 1 (Loesche, 1986; Tong et al., 2007). Ainsi, Tong et al. (2007) ont pu démontrer
que dans la microflore buccale, S. oligofermentans pouvait dégrader 1’acide lactique produit
par S. mutans en péroxyde d’hydrogeéne capable d’inhiber en retour la croissance de S.
mutans. Néanmoins, ce phénomene de dégradation de composés par le compétiteur 2 en un
autre composé toxique pour le compétiteur 1 n’a a notre connaissance été¢ observé qu’entre
microorganismes, probablement a cause de leur capacité d’évolution plus rapide que d’autres

organismes.

Il est connu que les plantes peuvent produire des métabolites secondaires capables
d’influencer les communautés microbiennes du sol (Hartmann et al., 2009; Haichar et al.,
2014) et selon la théorie du « plant-soil feedback » en retour influer sur leur développement

(Kulmatiski ef al., 2008; van der Putten ef al., 2013).

L’azote est souvent considéré comme le principal facteur limitant la croissance des plantes en
milieu terrestre (Vitousek & Howarth, 1991a; LeBauer & Treseder, 2008) et la compétition
pour I’azote entre plantes et microorganisme est connue pour étre intense (Hodge et al., 2000;
Kuzyakov & Xu, 2013). Il est également admis que les microorganismes sont généralement

les plus efficaces dans 1’assimilation des formes de I’azote assimilables par les plantes (i.e.
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NOs et NHy) (Kuzyakov & Xu, 2013). Le processus de dénitrification est la principale voie
de perte d’azote dans les sols (de 25 a 90 %) (van der Salm ef al., 2007; Radersma & Smit,
2011). Ainsi, la productivité végétale dépend fortement de ce processus (van der Heijden et
al., 2008). Certaines plantes peuvent libérer des métabolites secondaires pour prendre le
controle de certains processus du cycle de 1’azote tels que la nitrification (Subbarao et al.,
2009), la minéralisation (Subbarao et al., 2009; Dietz et al., 2013; Bardon et al., 2014). Dans
les parties précédentes, nous avons pu montrer que le complexe d’especes invasives Fallopia
spp. est capable d’inhiber le processus bactérien de dénitrification par I’intermédiaire des
procyanidines (Parties 1, 2 et 3). Ainsi, cette faculté a inhiber la dénitrification, pourrait
permettre a Fallopia spp. de limiter les pertes en azote du sol et en retour participer a ces
caractéristiques de croissance exceptionnelles. Bien que les effets d’inhibition de la
dénitrification par les procyanidines semblent étre spécifiques a faible concentration (partie
3), l'effet des procyanidines sur d’autres processus du cycle de 1’azote n’a a notre
connaissance jamais ¢ét¢ comparé avec leurs effets sur la dénitrification. Si cette spécificité
¢tait avérée, par la libération de procyanidines, Fallopia spp. pourrait imposer une forte

pression de sélection sur la communauté dénitrifiante colonisant sa rhizosphére.

Les procyanidines sont des polymeéres de catéchine et d’epicatéchine reliées par des liaisons
covalentes C-C (Nakamura et al., 2003; Hellstrom & Mattila, 2008). Les catéchines (i.e.
catéchine, ¢épicatéchine et procyanidines) sont considérées comme des molécules
récalcitrantes a la dégradation (Bhat ef al, 1998) et ne sont dégradées que par quelques
champignons ou bactéries (Arunachalam ef al., 2003). La dégradation biologique des
procyanidines par les microorganismes nécessite notamment la capacit¢ a dégrader la
catéchine (Bhat ef al., 1998) sous I’action de la catéchine-oxygeénase (Arunachalam et al.,
2003). Wang et al. (2013) ont pu démontrer que des communautés de bactéries capables de
dégrader la catéchine pouvaient étre sélectionnées dans les sols de Rhododendron
formosanum, appartenant a un genre connu pour produire des procyanidines (Jaiswal et al.,
2012). Nous savons que le complexe d’espece Fallopia spp. réduit la dénitrification des sols
envahis en comparaison des sols proches non envahis (Dassonville ef al., 2011) et ceci par la
libération de procyanidines (Partie 2). Ainsi, I’activité des microorganismes capables de
dégrader les procyanidines pourrait étre augmentée dans les sols sous influence de Fallopia
spp. et d’autant plus dans les sols ou la compétition entre Fallopia spp. et les bactéries
dénitrifiantes est importante. Cette capacit¢ a dégrader les catéchines et donc les

procyanidines dans les sols pourrait diminuer I’effet des procyanidines sur la dénitrification.
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Dans cette é¢tude nous explorons la relation particuliere des communautés dénitrifiantes des
sols avec les plantes productrices de procyanidines en utilisant Fallopia spp. comme modele.
Dans un premier temps, afin de valider la spécificité¢ des effets des procyanidines sur le
processus de dénitrification nous les comparons a ceux observés sur une autre fonction du
cycle de I’azote, la nitrification des sols. Ensuite, afin de déterminer s’il existe des
différences de sensibilité des communautés dénitrifiantes des sols au BDI nous comparons
I’influence des procyanidines sur 1’activité de dénitrification de sols issus de 2 sites différents
ayant subi l’influence de Fuallopia spp. ou non,. Puis, nous explorons la capacité¢ des
communautés microbiennes présentes dans ces sols a dégrader les procyanidines ce qui

pourrait illustrer un mécanisme de défense des bactéries dénitrifiantes aux procyanidines.
L. Matériels et méthodes

1.  Matériel biologique

Les sols de cette é¢tude ont été prélevés sur deux sites : Ain6 (45°48°15°°N ; 5°10°29°’E) une
prairie et Ainl1 (45°57°53”N; 5°15°25”’E) un bord de riviére sur lesquels Fallopia spp. se
développe abondamment. Sur ces deux sites, des sols provenant de l’intérieur et de la
périphérie extérieure de la zone envahie par Fallopia spp. ont été prélevés sur une profondeur
de 0 a 15 cm en 4 endroits différents. Les sols ont ensuite ét¢ tamisés (2mm) afin de les
homogénéiser et de les débarrasser de leurs débris végétaux et organiques puis stockés a 4°C

afin de conserver leurs propriétés biologiques.

Les procyanidines utilisées dans cette étude sont des procyanidines commerciales purifiées

(Laffort, Bordeaux, France) précédemment utilisées dans la partie 2.

2. Mesures des activités microbiennes: nitrification et
dénitrification

La dénitrification et la nitrification potentielles des deux types de sols (Ain 6 et Ain 11 avec et
sans Fallopia spp.) a ét¢ mesurée en suspension (1g de sol équivalent sec pour 10 ml) sans
procyanidines (témoin) et en présence de procyanidines commerciales, concentrées a 0,5 ;
0,1;0,05et 0.01 mg.ml'l, dans une solution tampon phosphate au pH des sols 7.5 (NaH,PO4
et NaHPOy4, 12H,0) (pour limiter les variations de pH au court de 1’incubation) contenant de
I’acide glutamique (0.5.mg de C.mL™"), du glucose (0.5mg de C.mL™") supplémenté en KNO;
(20mM) pour la dénitrification et en (NH4),SO; (SOug.mL'l) pour la nitrification. Les sols ont

¢été placés dans des flacons plasma de 150 ml en anaérobiose pour la mesure de 1’activité de
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dénitrification (mélange : He/C,H, ; v/v ; 90/10) et en aérobiose pour la mesure de ’activité
de nitrification, respectivement bouchés par un bouchon en caoutchouc ou du parafilm. Les
flacons ont ¢été¢ mis a agiter a 140 rpm a 28°C. Chacune des conditions a été réalisée en 4

réplicas.

La mesure de la dénitrification potentielle a été réalisée par des mesures d’accumulation de
N,O suivies aux temps 2, 4, 6, 8, 10, 12, 20, 24 et 30 heures, aprés la mise en suspension, a
I’aide d’un microcatharometre (WGC-R3000, SRA instruments, Marcy 1’Etoile, France). Pour
la dénitrification, deux mesures de dénitrification ont ét¢ distinguées : la dénitrification
initiale (DEA: denitrifying enzymatic activity) qui correspond a la vitesse de dégagement en
N>O entre 2 et 10 heures qui permet d’estimer le pool enzymatique initial avant synthese de
novo et la dénitrification maximale qui correspond a la vitesse de dégagement de N,O entre

20 et 30 heures et donc qui integre la multiplication des dénitrifiants.

La mesure de nitrification potentielle (NEA : nitrifying enzymatic activity) a été réalisée en
dosant la production de NO3 au cours du temps a I’aide d’un chromatographe ionique Dionex
DX 120 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), en prélevant et en filtrant a 0,2 um, 1ml
de suspension toutes les 2 h entre 2 et 10h. La mesure de nitrification potentielle correspond a
la mesure du pool enzymatique présent dans I’échantillon initialement, et est exprimée par la
production de pg de N-NOs.g"' de sol sec. h™ entre 2 et 10 heures. Elle a été comparée a la

dénitrification initiale (NEA versus DEA).

3. Mesure de la vitesse de dégradation des procyanidines dans les

sols

La mesure de la vitesse de dégradation des procyanidines a été réalisée sur les quatre types de
sols (Ain 6 et Ain 11 avec et sans Fallopia spp.) dans les mémes conditions que la
nitrification avec, ImL de suspension de sol prélevé toutes les 2 heures pendant 12 heures. La
quantité de procyanidines a ensuite été dosée dans les échantillons prélevés par colorimétrie
en utilisant la méthode d’hydrolyse acide au n-butanol précédemment décrite (Partie

2).Analyses statistiques

Afin, de tester 1’effet de Fallopia spp. sur la dénitrification et la nitrification sur les deux sites
nous avons effectué¢ deux ANOVA 2 avec le site, le type de sol et I’interaction du site et du

type de sols comme cofacteurs.
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Les tests d’effets des procyanidines sur les activités ont été réalisés sur les pourcentages
d’inhibition de dénitrification initiale (DEA), denitrification maximale et nitrification
potentielle (NEA). Afin de tester I’effet des procyanidines sur la dénitrification et la
nitrification sur les sols n’ayant pas connu Fallopia spp., nous avons effectué¢ deux ANOVA 1
avec le site (i.e. Ain6 et Ainl1) comme facteur. Afin de tester I’effet des procyanidines sur la
dénitrification maximale en fonction du type de sol sur les deux sites, nous avons effectué une
ANCOVA avec la concentration en procyanidines et I’interaction du type de sol avec la
concentration en procyanidines comme cofacteurs. La dénitrification maximale ayant été
normalisée par rapport au traitement controle des sols sans Fallopia spp. pour chacun des
sites, nous avons retiré le facteur site des ANCOVA. Afin de tester la vitesse de dégradation
des procyanidines en fonction du site et du type de sol, nous avons effectu¢ une ANOVA 2
avec le site, le type de sol et I’interaction entre le site et le type de sol comme cofacteurs.
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel R (R Development Core

Team, 2008).

I1. Résultats

1. Effets de la présence de Fallopia spp. sur la denitrification et la

nitrification des sols

Les deux activités sont plus importantes dans les sols du site Ainl1 que les sols du site Ain6
(Fig. 39a et 39b).La DEA est significativement plus faible dans les sols sous Fallopia spp.
pour les deux sites par rapport aux sols sans Fallopia spp. (Fig. 39a). La nitrification est
significativement plus faible dans le sol sous Fallopia spp. du site Ain 11 par rapport au sol

sans Fallopia spp. alors que c’est le contraire sur le site Ain 6 (Fig. 39b).
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Figure 39: a) DEA et b) NEA des sols Ainl1 et Ain6 avec (gris) et sans (noir) Fallopia spp.
Les barres correspondent aux erreurs-standards. Les lettres indiquent les différences
significatives entre les moyennes (Tukey HSD test a= 0.05).

La DEA est significativement réduite en fonction de la concentration en procyanidines dans
les deux sols sans Fallopia spp. des sites Ain 11 et Ain 6 avec un maximum d’inhibition
respectivement de 40 et 20% a 0.5 mg. ml™ (Fig. 40a et Table 6). En revanche, la NEA n’est

pas significativement réduite sous 1’effet des concentrations en procyanidines testées (Fig.

40b et Table 6).
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Figure 40: a) Pourcentage d’inhibition de la DEA et b) pourcentage d’inhibition de la NEA
dans les sols Ain 11 (courbe noire) et Ain 6 (courbe grise) sans Fallopia spp. en fonction de
la concentration en procyanidines. Les barres indiquent des erreurs-standards.

Table 6 : One-way ANOVA de la DEA et la NEA en fonction de la concentration en

procyanidines.
DEA NEA
R>=0.63 R?*=0.003
F-values P-values F-values P-values
Concentration 90.02 <0.001*** 0.013 0.91
Concentration x Site 1.03 0.32 0.009 0.92
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2. Effet de I'histoire des sols sur la capacité des procyanidines a

inhiber la dénitrification

La dénitrification maximale est significativement réduite en fonction de la concentration en
procyanidines dans les deux sols sans Fallopia spp. des sites Ain 11 et Ain 6 avec des
maxima d’inhibition respectivement de 60 et 80% a 0.5 mg. ml™ (Fig. 41 et Table 7). La
dénitrification maximale est significativement moins inhibée dans le sol avec Fallopia spp. du
site Ain 11 par rapport au sol sans (60% sans Fallopia spp. contre 40% avec Fallopia spp. a
0.5 mg. ml™") (Fig. 41a et Table 7). En revanche, aucune différence significative d’inhibition

n’est observée entre les sols avec et sans Fallopia spp. du site Ain 6 (Fig. 41b et Table 7).
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Figure 41: Pourcentage d’inhibition de la dénitrification maximale en fonction de la
concentration en procyanidines dans les sols a) Ainll et b) Ain6, avec (gris) et sans (noir)
Fallopia spp.. Les barres indiquent des erreurs-standards.
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Table 7: Two-ways ANOVAs de la dénitrification maximale des sols Ainll et Ain6 en
fonction de la concentration en procyanidines, du type de sol (i.e. avec et sans Fallopia spp.)
et de I’interaction entre la concentration et du type de sol comme co-facteurs.

Ainll Ain6
R>=0.62 R>=0.35
F-values P-values F-values P-values
Concentration 34.98 <0.0071 *** 38.12 <0.001***
Sol 13.38 <0.01** 2.05 0.16
Concentration x Sol 1.29 0.26 0.25 0.62

3. Effet de l'histoire des sols sur leur capacité a dégrader les
procyanidines

Dans le sol avec Fallopia spp. du site Ain 11 la quantité des procyanidines dosée diminue
significativement 2 fois plus rapidement que dans le sol sans Fallopia spp. (0.33 contre 0.15
mg. ml". h™") (Fig. 42). Malgré une tendance similaire, il n’y a pas de différence significative

entre les sols sans et avec Fallopia spp. du site Ain 6 (Fig. 42).

143



0.4 - a
dcC

0.35

bc

0.3

0.25 |

0.2 4

0.15 4

mg de procyanidines .ml2.h!

0.1

0.05

Ainll Ainb

Figure 42: Vitesse de disparition des procyanidines dans les sols Ainl1 et Ain6 avec (gris) et
sans (noir) Fallopia spp. Les barres correspondent aux erreurs-standards. Les lettres indiquent
les différences significatives entre les moyennes (Tukey HSD test a= 0.05).

I11. Discussion

Dans cette étude, nous démontrons que les procyanidines ont un effet spécifique sur la
dénitrification des sols et qu’il existe selon les sols/ les communautés et la présence de
Fallopia des sensibilités différentes. Ces résultats sont discutés dans une perspective de
coévolution antagoniste entre plantes inhibitrices de la dénitrification par la production de

procyanidines et certaines bactéries dénitrifiantes.

1. Effets de Fallopia spp. in situ sur la denitrification et la
nitrification potentielles des sols

La dénitrification est réduite sous I’influence de Fallopia spp. quel que soit le sol alors qu’a
I’inverse la nitrification n’est pas aussi clairement controlée par Fallopia spp.. Ces résultats
sont en accord avec les résultats obtenus pour ces deux sols dans 1’étude de Dassonville et
al.(2011) d’ou a émergé I’idée de I’existence du BDI. En effet, les sols Ain 11 en bord de
riviere présentent des taux de dénitrification plus ¢€levés que les sols Ain 6 provenant de
prairie. Un plus fort taux de dénitrification dans les sols peut donc entrainer une

consommation plus importante du NO; du sol par les dénitrifiants. Ceci suggere que la

144



compétition entre dénitrifiants et Fallopia spp. serait plus intense dans le sol du site Ain 11
que celui du site Ain 6. Cette pression de sélection pourrait favoriser la sélection de
communautés résistantes a 1’inhibition de la dénitrification (Schluter, 1996; Hibbing et al.,

2010).

2. Spécificité de Il'inhibition de la dénitrification par les
procyanidines

Dans cette étude, la dénitrification est significativement inhibée par les procyanidines selon
une dose-réponse comme précédemment présenté et ceci dans les deux sols sans Fallopia spp.
étudiés (Partie 2). A Dlinverse la nitrification n’est pas significativement inhibée par les
procyanidines. Ces résultats démontrent clairement que sur une autre fonction du cycle de
I’azote, les procyanidines en faible concentration n’ont pas d’effet. Cela compléte les
résultats précédemment acquis (Partie 2) sur I’effet des procyanidines sur la respiration
aérobie et soutient que ces composés ont une inhibition spécifique du processus de
dénitrification aux concentrations étudiées. Ainsi, les dénitrifiants seraient sensibles aux
procyanidines mais pas les nitrifiants. Dans une étude précédente, Michalet et al. (2013) ont
démontré, en analysant 1’effet d’extraits racinaires de 1’arbre tropical Eperua falcata sur
I’activité métabolique de bactéries dénitrifiantes et nitrifiantes, que les extraits racinaires
pouvaient réduire 1’activit¢é de souches dénitrifantes mais pas celle de nitrifiants. Il est
intéressant de faire ce rapprochement avec nos résultats sachant que E. falcata est connu par
ailleurs pour produire les formes monomériques des procyanidines (i.e. catéchine et
épicatéchine) (Royer et al., 2010) qui comme on 1’a vue dans la partie 2 peuvent étre le signe
de la présence de procyanidines (non recherchées par ces auteurs). Cette étude suggere donc
¢galement une certaine spécificité d’inhibition de la dénitrification. Néanmoins, certaines
¢tudes ont pu démontrer des effets de proanthocyanidines (i.e. procyanidines ou
prodelphinidines) sur la nitrification dans la litiere végétale (Nierop et al., 2006; Kraal ef al.,
2009) mais les concentrations testées étaient de 20 a 1000 fois (i.e. 10 mg ml™) plus
importantes que celles utilisées dans notre étude ce qui pourrait aisément expliquer les effets
observés. Cette spécificité a I’échelle de communautés impliquées dans le cycle de 1’azote
vient compléter celle mise en évidence dans la partie 3 a I’échelle cellulaire chez une bactérie

modéle.
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3. Sensibilité des sols aux procyanidines variables en fonction des

sols

Dans cette étude, nous avons pu observer des communautés dénitrifiantes du sol moins
sensibles a 1’inhibition par les procyanidines dans un sol ayant subi I’influence de Fallopia
spp. et ce d’autant plus que le potentiel de dénitrification du sol est important. Si on considére
que plus ce niveau de dénitrification est élevé plus la compétition entre dénitrifiants et
Fallopia spp. est intense, le sol de bord de riviere (Ain 11) pourrait €tre un lieu de compétition

plus forte entre dénitrifiants et plantes que le sol de prairie (Ain 6).

Il est connu que la compétition est un moteur important de sélection de résistance chez les
communautés bactériennes (Schluter, 1996; Hibbing ef al., 2010). Ainsi, la forte compétition
entre bactéries dénitrifiantes et Fallopia spp. pourrait avoir sélectionné des communautés
bactériennes dénitrifiantes moins sensibles aux procyanidines dans le sol de bord de riviere
(Ainl1) que dans le sol de prairie (Ain6). Méme si le niveau de sensibilité¢ de la communauté
dénitrifiante aux procyanidines peut effectivement résulter de la sensibilité intrinséque des
dénitrifiants aux procyanidines on ne peut exclure que cela puisse provenir de la
biodisponibilit¢ des procyanidines dans le sol, ou de la capacité de dégradation des

procyanidines par la communauté ou les dénitrifiants eux-mémes.

4. Devenir des procyanidines dans le sol

En ¢étudiant la vitesse de disparition et donc de dégradation potentielle des procyanidines dans
les sols, nous avons pu remarquer que leur dégradation était significativement plus rapide
dans le sol le plus dénitrifiant Il a déja été observé que la dégradation de molécules toxiques
pour des bactéries pouvait étre un mode de protection sélectionné (Tong et al., 2007). Cette
capacité a dégrader les procyanidines pourrait expliquer 1’émergence de « résistance » dans le

sol Ain 11 (i.e. sol de riviere) ayant subi I’influence de Fallopia spp..

Seul quelques microorganismes (champignons et bactéries) sont répertoriés comme capables
de dégrader la catéchine qui est considéré comme une molécule récalcitrante (Bhat et al.,
1998). De plus, les bactéries sont considérées comme plus efficaces et dégraderaient la

catéchine plus rapidement que les champignons (Arunachalam et al., 2003).

Sur 9 études trouvées qui identifient des bactéries du sol capables de dégrader les catéchines,
nous avons retrouvé 8 souches bien identifiées faisant toutes parties du groupe fonctionnel des

dénitrifiants (Table 8). Dix souches capables de dégrader les catéchines ont été caractérisées
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par leur genre et parmi ces 10 souches 9 étaient affiliées a des genres de bactéries comprenant
des dénitrifiants et un genre non répertori¢ en tant que dénitrifiant. Ainsi, parmi les bactéries
identifiées comme capables de dégrader les catéchines on retrouverait entre 45 et 95% de

dénitrifiants.

Table 8: Liste de souches bactériennes isolées du sol capables de dégrader la catéchine et leur
appartenance ou non au groupe fonctionnel des dénitrifiants.

Publication Bacteries Origine Respiration Anaerobie

Arunachalam et al. (2003) Acinetobacter calcoaceticus Sol Dénitrification (Zhao et al. 2010)

Arunakumari et al. (1984) Pseudomonas solanacearum Sol Dénitrification (Horn et al. 2006)

Hopper et al. (1997) Bradyrhizobium japonicum  Sol Dénitrification (Bedmar 2006)
Dénitrification imcomplete (Casella et al.

Muthukumar et al. (1982) Rhizobium trifolii Sol 1984)

Muthukumar et al. (1983) Rhizobium japonicum Sol Dénitrification (Daniel et al. 1980)
Denitrification incompléte (Cabrera et al.

Muthukumar et al. (1982) Rhizobium phaseoli Sol 2011)

Muthukumar et al. (1982) Rhizobium leguminosarum  Sol Dénitrification (Bourguignon 1987)

de Felipe (2010) Lactobacillus plantarum Sol Dénitrification (Yarullina et al. 2006)

Jeffrey et al. (1972) Pseudomonas sp. Sol Dénitrification possible (Zumft et al. 1997)

Lewis et al. (1969) Pseudomonas sp. A3-8 Sol Dénitrification possible (Zumft et al. 1997)

Lewis et al. (1969) Pseudomonas sp. A3-12 Sol Dénitrification possible (Zumft et al. 1997)

Lewis et al. (1969) Pseudomonas sp. L Sol Dénitrification possible (Zumft et al. 1997)

Wang et al. (2013) Pseudomonas sp. Sol Dénitrification possible (Zumft et al. 1997)

Gajendiran et al. (1988) Rhizobium sp. Sol Dénitrification possible (Casella et al. 1984)

Wang et al. (2013) Burkholderia sp. Sol Dénitrification possible (King 2006)

Wang et al. (2013) Variovorax sp. Sol Dénitrification possible (Im et al. 2010)

Wang et al. (2013) Stenotrophomonas sp. Sol Dénitrification possible (Yu et al. 2009)

Wang et al. (2013) Pandoraea sp. Sol Pas de dénitrification répertoriée

Les bactéries dénitrifiantes représentent 10 a 15% des bactéries du sol (Casella & Payne,
1996; Bothe et al., 2006), soit une minorité au sein de la communauté totale du sol. Il est donc
¢tonnant que parmi les études répertoriant des bactéries capables de dégrader la catéchine
entre 45 et 95% soient des dénitrifiants (Table 8). Pour affiner ce pourcentage, il faudrait

disposer des souches pour vérifier leur capacité a dénitrifier. Cette capacité pourrait tre le
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résultat d’une forte pression de sélection des procyanidines sur les bactéries dénitrifiantes.
Fallopia spp. n’étant pas la seule espece végétale a produire des procyanidines (Rausher,
2006) cette pression de sélection aurait pu s’opérer chez d’autres especes productrices de

procyanidines.

D’autre part, il est intéressant de noter que les bactéries qui dégradent la catéchine, la
transforment en acide protocatéchique (Bhat et al., 1998; Wang et al., 2013) qui est un
compos¢ décrit comme pouvant avoir des effets importants sur les plantes. En effet il a été
d’un part répertori¢ comme une substance phytotoxique notamment capable d’inhiber la
production végétale en solution, entrainant une diminution de la production de masse séche
totale (40%) méme & faible concentration (50 pg. ml™') (Stupnicka-Rodzynkiewcz ef al.,
2006). D’autre part, Alsaadawi et al. (1986) montre qu’une exposition a [1’acide
protocatéchique pouvait réduire la production de la chlorophylle a et de la chlorophylle totale
chez Vigna unguiculata. Wang et al. (2013) ont pu également démontrer que la dégradation
de la catéchine par des bactéries de la rhizosphere de Rhododendron formosanum conduisait a
la formation d’acide protocatéchique capable d’inhiber la germination des graines de la
plante. La dégradation de la catéchine pourrait donc étre un phénomene de contre-offensive
s¢lectionné chez les bactéries dénitrifiantes dans le cadre d’une compétition avec la plante,

suggérant la mise en place d’une course a I’armement entre ces deux entités.

Ce mécanisme de sélection pourrait illustrer un phénomeéne de forte coévolution compétitive
qui pourrait s’appliquer aux bactéries dénitrifiantes et les plantes productrices de

procyanidines comme le complexe d’espece Fallopia spp..

Conclusion

Dans cette étude nous présentons des résultats suggérant de fortes interactions entre Fallopia
spp. et le groupe fonctionnel des bactéries dénitrifiantes. Nos résultats suggeérent une forte
spécificité d’inhibition de la dénitrification par les procyanidines, et que la sélection de
bactéries dénitrifiantes résistantes aux procyanidines pourrait étre favorisée dans les
environnements ou la compétition entre bactéries dénitrifiantes et plantes productrices de
procyanidines comme Fallopia spp. est intense. Cette résistance pourrait résulter de la
capacité des bactéries dénitrifiantes a dégrader les procyanidines entrainant la production

d’acide protocatéchique, ayant montré des propriétés phytotoxiques, en contre-offensive.
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Cette étude nous amene a formuler I’hypothése d’une coévolution compétitive entre bactéries
dénitrifiantes et plantes productrices de procyanidines comme le complexe d’espéce Fallopia

spp. ayant conduit au cours de 1’évolution a la mise en place d’une course a I’armement.

Dans la continuité de ce travail, nous avons prévu de caractériser la communauté capable de
dégrader la catéchine des sols. Afin, de savoir si oui ou non, la communauté capable de
dégrader les procyanidines regroupe majoritairement des dénitrifiants. Pour cela nous
envisageons de tester la capacité des sols a dégrader les procyanidines en aérobiose et
anaérobiose en présence de NO;3 en suivant a la fois la production d’acide protocatechique et
la disparition des procyanidines. Cette expérimentation nous permettra également d’isoler des
bactéries capables de dégrader les procyanidines par enrichissement et de déterminer s’il
s’agit de dénitrifiants. Enfin, nous envisageons de tester les effets phytotoxiques de 1’acide
protocatechique sur Fallopia spp., aux concentrations produites par la dégradation des
procyanidines dans le sol Ain 11 avec Fallopia spp.. Nous pouvons donc nous interroger sur

les effets de la production de procyanidines par Fallopia spp. sur sa propre croissance.
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Partie 5 L’inhibition biologique de la dénitrification profite-t-
elle a Fallopia spp. en participant a ses caractéristiques de

croissance exceptionnelles ?
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Introduction

Nous I’avons démontré dans les parties précédentes, I’existence du BDI est bien réelle. Il
s’agit d’un processus spécifique par lequel Fallopia spp. va, en libérant des procyanidines
dans les sols, réduire le processus de dénitrification. Néanmoins, les implications de
I’inhibition de la denitrification chez Fallopia spp. restent inconnues. Nous savons que
Fallopia spp. peu libérer des procyanidines dans les sols par I’intermédiaire de sa liticre
(Tharayil et al., 2013). Nous avons donc décidé de tester a la fois I’effet de la litiere et des

procyanidines sur la croissance de Fallopia spp..

Dans cette partie nous exposons la démarche expérimentale suivie afin de démontrer 1’effet du
BDI impliquant les procyanidines sur la croissance de Fallopia spp. ainsi que sa nutrition
azotée. Il s’agit de tester si I’inhibition de la dénitrification par des procyanidines apportées au
sol ou libérées par la litiere de Fallopia spp. peut entrainer une augmentation de la quantité de

NOjs disponible pour la plante et ainsi modifier ces caractéristiques de croissance ?

Cette expérimentation a été commencée a la fin de cette these. Les données n’ont donc pas
encore ¢été analysées. Dans cette partie nous vous présenterons uniquement le design

expérimental et les résultats attendus.

L. Matériels et méthodes

1.  Matériel biologique

Le sol pour cette expérience a été prélevé sur le site Ainl1 (45°57°53”N; 5°15°25°°E) en bord
de riviere hors de la zone ou Fallopia spp. pousse, sur une profondeur de 0 a 15 cm en 4
endroits différents. Le sol a ensuite été tamisé¢ (2 mm) afin de ’homogénéiser et de le
débarrasser de ses débris végétaux et organiques puis stockés a 4°C afin de conserver ses

propriétés biologiques.

Les procyanidines utilisées dans cette étude sont des procyanidines commerciales purifiées
(Laffort, Bordeaux, France) précédemment utilisées dans les partie 2 et 4. Le génotype de
Fallopia utilisé est Fallopia x bohemica 2. Des rhizomes de F. x bohemica 2 ont été plantés
dans des pots de 75 litres avec du terreau (Klasmann TS3/sand, 80/20). Les plantes ont été

mises en culture pendant 9 mois sous lampes horticoles dans une serre chauffée a 21°C afin
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de disposer de suffisamment de rhizomes ayant tous eux des conditions de développement

identiques pour minimiser la variance due a la plante.

2.  Dispositif expérimental

Nous avons différencié 3 types de traitement du sol : controle = aucun ajout au sol ;
procyanidines = ajout de 1 mg de procyanidines .g" de sol sec équivalent ; litiere = 1 mg de
procyanidines équivalent en masse de litiere .g™' de sol sec équivalent. Les procyanidines ont
été ajoutées en poudre et la litiere broyée avant ajout. Les sols ont ensuite ét¢ homogénéisés
par quartage. Apres traitement, les sols (200 g équivalent sec) ont été ajoutés a des pots en
verre « Le parfait » de 750 ml (Le parfait, Villeurbanne, France) préalablement remplis avec
45 g de perlite et comprenant un tuyau de 20 cm de long et 16 mm de diametre afin d’assurer
un arrosage par le fond des pots pour éviter un lessivage du sol. Deux expériences ont été
menées. Une premicre ou les sols traités ont été laissés nus et une deuxieme ou un rhizome de
F. x bohemica 2 de masse comprise entre 0,6 et 0,7 g et présentant un seul bourgeon a été

planté dans chaque pot.

Dans le cas de I’expérience avec les sols laissés nus, chaque traitement a été réalisé en 5
réplicas et dans le cas de I’expérience avec les plantes, chaque traitement a été réalisé en 20
réplicas. Les pots ont été placés de manicre aléatoire et répartis en 10 blocs différents en serre
a 21 °C sous des lampes horticoles pendant 38 jours. La taille des plantes a ét¢ mesurée tous
les 2 jours des le début de I’expérience. L’humidité des sols a été maintenue constante en
réajustant tous les 2 jours par le tuyau le niveau d’eau des pots afin que la lame d’eau soit

toujours au niveau de la frontieére entre perlite et sol (Fig. 43).
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Figure 43 : Schéma récapitulatif de I’expérimentation ainsi que les hypothéses sur les résultats
attendus. La taille de police différencie des quantités ou des niveaux d’activité différents attendus avec
une plus grande police qui désigne soit une plus grande quantité soit une plus forte activité.

3. Mesures expérimentales

Afin de réaliser les différentes mesures sur le systéme, nous avons récupéré les sols nus et les
sols dans lesquels se développait Fallopia spp.. Les activités biologiques des sols ont été
réalisées sur sol frais directement apres la récolte. Des aliquotes des sols ont également été
congelé a -20°C notamment pour le bilan azoté et d’éventuelles caractérisations des

communautés microbiennes.

a. Activités microbiennes

Afin de déterminer I’effet des procyanidines et de la litiere sur les communautés microbiennes
des sols, nous avons mesuré les activités microbiennes suivantes: la dénitrification potentielle
(DEA), la respiration potentielle (SIR) et la minéralisation de 1’azote par production de NHy et
NOs au cours du temps sur les deux expérimentations (sol non planté et sol planté). Les

techniques et méthodologies employées sont celles présentées précédemment (Partie 1, 2 et 4)
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b. Traits morphologiques des plantes

Afin de déterminer les effets de I’inhibition de la dénitrification sur la croissance de Fallopia
spp. nous avons mesuré la hauteur de la partie aérienne et le nombre de feuille sur chaque
plantes tous les 2 jours. Au bout des 38 jours de croissance des plantes, nous avons mesuré les
traits racinaires (i.e. WinRhizo) ainsi que les traits foliaires (i.e. WinFolia) des plantes. La
masse fraiche des différentes parties des plantes a été¢ mesurée. Ces différentes parties ont été
ensuite lyophilisées afin de déterminer leur masse seche sans endommager leurs constituants

pour le dosage de 1’azote et du carbone total par analyseur ¢lémentaire.

C. Bilan azoté

Afin de déterminer I’impact de I’ajout des procyanidines ou de la litiere de Fallopia spp. sur
le bilan azoté nous avons dosé la quantit¢ de NOs; et de NHs des sols en début et fin
d’expérience. Nous prévoyons également de doser 1’azote total et le carbone total des plantes
(i.e. racines, rhizome, feuilles) et des sols (début et fin d’expérience). Le nitrate contenu dans

les plantes sera également dosé

I1. Résultats attendus et avanceée de

I'expérimentation

L’ajout de procyanidines et de litiere de Fallopia spp. devrait avoir pour effet de limiter les
pertes en NO; des sols en réduisant la dénitrification mais sans affecter ni la SIR ni la
minéralisation de 1’azote. Ceci, aurait pour conséquence de promouvoir la croissance des
plantes poussant dans les sols avec procyanidines et litiere. La limitation des pertes en azote
du systéme sous ’effet des procyanidines ou de la litiere augmenterait la quantité d’azote des
sols et des plantes par rapport au contrdle sans procyanidines sans modifier le pool de carbone

de ces mémes compartiments.

L’expérience a été réalisée. Les différents échantillons biologiques ont été prélevés et une
partie des dosages ont été réalisés (Fig. 44). Néanmoins, a cause d’une panne d’un
appareillage tous les dosages n’ont pu étre réalisés et de ce fait I’analyse des données n’a pu

étre finalisée pour le moment.
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2 jours

Figure 44 : Photographies montrant I’avancée de 1’expérience a 2 et 30 jours.

Conclusion

Démontrer le retour a la plante du BDI dans le cadre des théories du « plant-soil feedback »
représente un enjeu important mais difficile a mettre en ceuvre. L’analyse des résultats étant
toujours en cours, nous ne pouvons pas démontrer pour le moment que I’inhibition de la
dénitrification par les procyanidines de Fallopia spp. influence positivement la croissance de
la plante. Mon année en tant qu’ATER au sein de la méme équipe me permettra de terminer

ces travaux déja bien amorcés.
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Discussion géneérale

161



162



Cette thése qui explore le phénomeéne d’inhibition biologique de la dénitrification bactérienne

par le complexe d’espece Fallopia spp. (Fig. 45) a pour objectifs de :

I-déterminer si la réduction de la dénitrification dans les sols envahis par Fallopia spp. résulte
de la libération de métabolites secondaires ciblant spécifiquement les bactéries dénitrifiantes
illustrant le concept que nous avons défini comme I’inhibition biologique de la dénitrification

(BDI) (Bardon et al., 2014). (Chapitre 2, Partie 1)
2- d’identifier les composés impliqués dans le BDI. (Chapitre 2, Partie 2)
3-d’identifier les mécanismes du BDI par ces composés. (Chapitre 2, Partie 3)

4-d’étudier les interactions particulieres entre bactéries dénitrifiantes et Fallopia spp. afin

d’explorer les processus de coévolution entre ces deux entités. (Chapitre 2, Partie 4)

5-de déterminer si le BDI pouvait étre profitable pour Fallopia spp. et participer a ses

caractéristiques de croissance exceptionnelles et a son pouvoir invasif. (Chapitre 2, Partie 5)

Au cours de ces trois années de travail, nous avons pu répondre aux quatre premiers objectifs
et amorcer les travaux autour du cinquieme dont les résultats sont en cours d’analyse et

d’interprétation.

Dans cette discussion générale, les résultats présentés dans les précédentes parties du
manuscrit ne sont pas rediscutés afin d’éviter la redondance. Mais les résultats de cette these,
synthétisés dans la figure 45 sont discutés dans le contexte général des inhibitions biologiques
des processus du cycle de I’azote afin de repositionner et comparer nos résultats sur la

dénitrification aux connaissances disponibles sur d’autres fonctions clés du cycle de 1’azote.
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Figure 45: Schéma conceptuel du sujet de thése aprés trois ans de recherche. Les numéros
correspondent aux 5 parties du Chapitre 2.

I. Les concepts d’inhibition biologique des différents
processus du cycle de I’'azote : méme histoire,

méme cheminement scientifique ?

Le premier cas d’inhibition biologique formulé en tant que tel, a été défini par Subbarao et
al.(2006a; 2007a; 2009) comme inhibition biologique de la nitrification (BNI) par opposition
a I’inhibition par des composés chimiques de synthése comme [’allylthiourée (ATU). La
découverte des phénomenes d’inhibition de la nitrification a été amorcée par la découverte
d’especes végétales réduisant la nitrification des sols et souvent poussant dans des sols peu
fertiles (Ishikawa et al., 2003; Lata et al., 2004). Ainsi, les poacées Brachiaria humidicola et
Hyparrhenia diplandra étaient connues pour pousser dans des sols de savane peu fertiles et
capable d’y réduire le processus de nitrification. Subbarao et al. (2009), apres leurs études qui

donnérent le nom au concept de BNI, ont identifi¢ une molécule, la brachialactone produite
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par Brachiaria humidicola, qui a la capacité d’inhiber le processus de nitrification chez une
souche bactérienne, Nitrosomonas europaea a de faibles concentrations (0,002 mg.ml™).
Néanmoins, un grand nombre de molécules de familles chimiques différentes et capables
d’inhiber la nitrification avaient été identifiées avant la dénomination du concept de BNI
(Bremner & McCarty, 1988; Bending & Lincoln, 2000) et depuis, les découvertes continuent
d’affluer autour de ce sujet (Subbarao ef al., 2013a; Tesfamariam et al., 2014). Le paradigme
du BNI a été synthétisé sept ans apres sa premiere formulation par Subbarao et al. (2013b) et,
il est aujourd’hui bien accepté au sein de la communauté scientifique. A contrario, un concept
pas encore défini dans ces termes dans la littérature scientifique est le concept d’inhibition
biologique de la minéralisation de I’azote (Biological Nitrogen-Mineralization Inhibition ;
BNMI). Au méme titre que le BNI, les découvertes d’inhibiteurs de la minéralisation de
I’azote ont été amorcées par la découverte d’espeéces végétales connues pour réduire ce
processus dans les sols (Rauber et al., 2008; Heumann et al., 2011b; Dietz et al., 2013;
Heumann et al., 2013). Cependant, bien que I’existence d’inhibiteurs de la minéralisation de
I’azote des sols soit connue depuis longtemps (Mishra & Flaig, 1979; White, 1991; Schimel
et al., 1998) et que, de nouveaux inhibiteurs sont toujours découverts (Heumann et al.,
2011a; Dietz et al., 2013; Heumann et al., 2013), jamais le sujet n’a fait 1’objet d’une
conceptualisation et d’un engouement aussi important que le concept BNI, probablement
parce que la majorité des inhibiteurs de la minéralisation est considérée comme des
substances antimicrobiennes générales ne présentant pas d’activité spécifique (Heumann et
al., 2013). Ainsi, les mécanismes d’inhibition de la minéralisation de 1’azote des sols par la
libération de composés ciblant spécifiquement ce processus restent encore méconnus (Dietz et
al., 2013). Les études, autour de la réduction de la minéralisation de ’azote par les plantes ont
surtout porté sur la séquestration de la matiére organique par des tannins. Il est encore difficile
d’établir si cette inhibition est spécifique ou non car, bien que la minéralisation du carbone et
la nitrification soient affectées (Kraus et al., 2003; Nierop et al., 2006; Kraal et al., 2009),
nous ne pouvons pas exclure notamment pour la nitrification que cet effet soit indirect et
découle de la réduction de la disponibilité en substrat (i.e. NHy). Il est intéressant de noter que
la plupart de ces démonstrations ont été réalisées avec de fortes concentrations en tannins de
5410 mg. g de sol sec ou 10 mg.ml™" en suspension de sol (Kraus et al., 2003; Nierop et al.,
2006). Seuls des travaux plus récents sur certains terpenes comme le -sitosterol montrent une
inhibition spécifique du processus de minéralisation de 1’azote a de faibles concentrations (i.e
0,1 mg. g de sol sec) sans affecter la minéralisation du carbone ou la nitrification (Adamczyk

etal.,2011; Heumann et al., 2013).
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Le concept de BDI proposé dans cette thése fait le parallele avec celui de BNI. Comme pour
les travaux sur la mise en évidence du BNI, I’existence du BDI a été suspectée par
I’observation d’espéces végétales réduisant la dénitrification dans les sols ou elles poussaient
Les travaux de Dassonville ef al.(2011) ont mis en évidence une réduction de la dénitrification
des sols envahis par Fallopia spp. en comparaison des sols en périphérie non-envabhis, et ceci
sans lien direct avec des modifications des principaux facteurs proximaux jusqu’a I’heure
connus pour influencer la dénitrification des sols comme le niveau d’oxygénation, la
disponibilité en nitrate ou en source de carbone (Wallenstein et al., 2006). Comme pour les
plantes a I’origine de la découverte du BNI, le complexe d’espece Fallopia spp. est connu
pour sa capacité a coloniser des sols pauvres en azote comme les laves du Mont Fuji et, pour
grandement augmenter la disponibilité en azote dans ces sols (Hirose & Tateno, 1984; Adachi
et al., 1996). Jusqu’a présent, bien que différents travaux montrent des niveaux de
dénitrification trés variables d’une espece de plante a ’autre, (Kakuda et al., 2000; Evans et
al., 2001; Angeloni et al., 2006; Li et al., 2013), ces différences étaient mises sur le compte de
la disponibilité en NOs, en composés carbonés ou en oxygeéne. Aucune de ces études ne s’était
intéressée a 1’existence de métabolites secondaires libérés par les plantes qui pourraient
expliquer les modifications du processus de dénitrification observées. Les difficultés
rencontrées pour mesurer au voisinage des racines, les trois principaux facteurs proximaux
régulant la dénitrification a cause de leur fluctuation temporelle et spatiale ont certainement
contribué¢ a ¢luder la possibilité de I’existence de la BDI. Les résultats de 1’¢tude de
Dassonville et al.(2011) et la capacité de Fallopia spp. a coloniser des environnements peu
fertiles ont fortement suggéré I’existence d’inhibiteurs biologiques du processus de
dénitrification produits chez ces plantes. Néanmoins, contrairement a la communauté
nitrifiante des sols, qui ne concerne que trois genres microbiens caractéristiques
(Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosolobus) (Bothe et al., 2006), les dénitrifiants au méme
titre que la communauté responsable de la minéralisation de ’azote sont trés diversifiés. En
effet, la communauté des microorganismes dénitrifiants regroupe des champignons, des
archées et des bactéries (Shoun et al., 1992; Zumft, 1997; Philippot, 2002). Néanmoins,
malgré cette grande diversité, la majorité de la dénitrification des sols est réalisée par les
bactéries dénitrifiantes (Cheneby et al., 1998) connues pour étre trés diversifiées puisqu’on
les retrouve a la fois chez de nombreux genres de Protéobactéries (Azospirillum, Azoarcus,
Bradyrhizobium, Pseudomonas, Rhodobacter...) mais aussi chez des Firmicutes (Bacillus,
Jonesia...) (Zumft, 1997). Cette diversité¢ laissait certains scientifiques sceptiques sur

I’existence de mécanismes spécifiques d’inhibition de la dénitrification efficaces sur
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I’ensemble de ces microorganismes présentant des physiologies extrémement variées
(organotrophes, phototrophes, lithotrophes, fermentaires, thermophiles, psychrophiles,
fixateurs d’azote...). C’est probablement aussi pour cette raison que le BDI n’avait jusqu’a ce
jour jamais été exploré. Cependant, malgré cette grande diversité de microorganismes
capables d’accomplir la dénitrification, les enzymes de la dénitrification (nitrate réductases,
nitrite réductases, oxyde nitrique réductase et oxyde nitreux réductases) sont relativement bien
conservées entre tous ces organismes (Zumft, 1997; Bothe et al., 2006) ce qui pourrait
permettre a certains composés inhibiteurs d’avoir une ou des cibles similaires chez les
différents dénitrifiants. Si les enzymes sont bien les cibles des inhibiteurs, cela pourrait
expliquer I’existence du BDI identifi¢ chez le complexe d’especes invasives Fallopia spp.

(Fig. 44 n°1).

Formule générale:

C 30 +(nx 15) H (26+n x 12)012+(n X 6)

Exemples :

- Dimeéres: n=0
C30H26012

- Triméres: n=1
C45H 38018

-Tetrameres: n= 2
CGOH 50024

Soit liaison 4-3

OH

HO

OH

/H_rl“l = __\‘0\\ or /

Epicatechine Catechine

Figure 46: Structure chimique générale des procyanidines de type B. Ce qui est en vert représente les
structures variables dans cette structure moléculaire générale des procyanidines. Les Procyanidines
sont des polymeéres de catéchine et d’epicatéchine reliées par des liaisons covalentes C-C en position
4-6 ou 4-3 (Lazarus et al., 1999).

Contrairement a ce qui a ét¢ démontré pour la nitrification ou la minéralisation de I’azote, ou

plusieurs composés de plantes (brachialactone, sorgoleone, sakuranetine, B-sitostérol, acide
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abiétique...) peuvent exister et agir de manicre spécifique et a de faibles concentrations, pour
la dénitrification seules les procyanidines de type B (Partie 3, 4 et 5) ont été a ce jour
identifiées comme composés actifs (Fig. 46). Mais a la vue des données actuellement
disponibles sur la nitrification et la minéralisation, il n’est pas impossible qu’ultérieurement
d’autres composés ayant le méme effet sur la dénitrification soient découverts. La similarité
de ces phénoménes d’inhibition entre différents processus du cycle de 1’azote montre donc
que ce phénomene d’inhibition n’est pas un cas isolé, nous pouvons donc nous questionner

sur I’origine de ces phénomenes.

II. Inhibition des processus du cycle de I'azote par les

plantes : phénomenes fortuits ou sélectionnés ?

Pour répondre a cette question, plusieurs éléments peuvent étre pris en compte comme par
exemple le niveau de spécificité et les mécanismes d’action des inhibiteurs qui sont souvent le
résultat d’une coévolution entre organismes (Occhipinti, 2013) mais également les
mécanismes de régulation de la production de ces inhibiteurs par les plantes en fonction des

conditions environnementales.

1.  Spécificité et mécanismes d’action

Dans une étude récente, Adamczyk et al. (2011) ont pu montrer que les diterpénes, 1’acide
abiétique, le colophane et le triterpene, le B-sitostérol pouvaient inhiber la minéralisation de
I’azote des sols sans affecter la nitrification de maniére directe. Les résultats autour de la
spécificité d’action du f-sitostérol sur la minéralisation de ’azote ont également été par la
suite confirmés en testant ces effets sur la minéralisation du carbone (Heumann et al., 2013)
(Fig. 47). Le B-sitostérol ne semble affecter ni la minéralisation du carbone ni la nitrification
des sols de maniére directe (Adamczyk et al., 2011; Heumann et al., 2013). Il s’agirait donc
bien d’un inhibiteur spécifique de la minéralisation de 1’azote. Pour les inhibiteurs de la
nitrification aucune étude ne révele de spécificité d’inhibition de la nitrification en
comparaison a d’autres activités. Néanmoins, Gopalakrishnan et al. (2009) démontrent que les
exsudats de B. humidicola ont un pouvoir sélectif particulier sur les bactéries oxydantes de
I’ammonium (AOB) et les bactéries oxydantes du nitrite (NOB). En effet, Gopalakrishnan et
al. (2009) démontrent que 1’ajout d’exsudats de B. humidicola a un Cambisol entraine une

réduction des AOB et des NOB cultivables au bout de 15 jours ainsi qu’une augmentation des
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Pseudomonads et des bactéries totales cultivables au sein de ce sol. Dans la méme étude, les
auteurs démontrent en culture pure que les exsudats de B. humidicola réduisent la croissance
de N. europeae mais pas de bactéries non-nitrifiantes, Azospirillum lipoferum, Rhizobium
leguminosarum et Azotobacter chroococcum. Ces résultats démontrent clairement une

spécificité d’inhibition des exsudats de B. humidicola sur les bactéries nitrifiantes.
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Figure 47: Graphique illustrant I’effet de quatre composés, 1’acétovanillone, 1’acide ferulique, le trolox
et le B-sitostérol sur a) la minéralisation du carbone et b) la minéralisation de 1’azote au bout de 7 jours
(noir) et 14 jours (gris). Moyennes et erreurs standard. Les différences significatives avec le controle

sont indiquées par *** (p < 0.001), ** (p < 0.010), * (p < 0.050), and ns (non significatif). D’apres
Heumann et al. (2013).

Dans la partie 4 nous avons démontré une sensibilit¢ supérieure du processus de
dénitrification aux procyanidines en comparaison a la nitrification qui n’était pas inhibée.
Dans, les parties 2 et 3 nous avons ¢galement pu démontrer une plus forte sensibilité aux
procyanidines du processus de dénitrification en comparaison du processus de respiration
acérobie chez les bactéries dénitrifiantes. Ces résultats démontrent clairement la spécificité
d’inhibition des procyanidines du processus de dénitrification bactérienne. Ces effets

spécifiques des inhibiteurs sur les activités ou le développement des microorganismes
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suggerent que ces inhibiteurs pourraient agir en ciblant spécifiquement les voies enzymatiques
de la minéralisation, la nitrification ou la dénitrification. Les effets de certains inhibiteurs sur
les voies enzymatiques ont ¢été¢ étudiés seulement dans le cas du BNI. L’acide linoleique,
I’acide linolenique et la brachialactone, retrouvés chez B. humidicola semblent cibler les voies
enzymatiques de la nitrification en inhibant a la fois I’ammonia monoxygénase (AMO) et
I’hydroxylamino oxydoréductase (HAO) (Subbarao et al., 2008; Subbarao et al., 2009). Bien
qu’aucune étude ne se soit intéressée a 1’effet de ces inhibiteurs sur la transcription ou la
traduction des geénes impliqués dans la nitrification, ces inhibiteurs semblent cibler
directement les voies enzymatiques de la nitrification. En ce qui concerne le BDI, dans la
partie 3 nous avons pu démontrer que les procyanidines ciblent spécifiquement le NOs-
reductase transmembranaire (Nar) de P. brassicacearum, en modifiant sa structure
conformationnelle par leur action sur les membranes (Fig. 44 n°3 et 48). Ainsi, que ce soit
pour la nitrification ou la dénitrification, les inhibiteurs ciblent les voies enzymatiques des
bactéries nitrifiantes ou dénitrifiantes de maniére spécifique. Un mécanisme d’action ciblant
la transcription ou la traduction des génes de la nitrification ou de la dénitrification pourrait
étre plus vulnérable aux changements génétiques et aux mécanismes de régulation des génes
ou a la diversité d’opérons des genes de la nitrification ou la dénitrification (Belser, 1979;
Norton et al., 2002; Demaneche et al., 2009). Il est probable qu’une cible enzymatique
comme la NOs-réductase transmembranaire ou I’AMO et la HAO soit plus conservée et donc
moins vulnérable aux changements génétiques ou a la diversit¢ des nitrifiants et des
dénitrifiants, que les voies transcriptionnelles ou traductionnelles treés diversifiées chez ces

bactéries (Belser, 1979; Norton et al., 2002; Demaneche et al., 2009).
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Figure 48: Schéma illustrant le processus d’inhibition de la Nar par les procyanidines de Fallopia spp.
chez P. brassicacearum. Les procyanidines vont perturber la stabilité des membranes bactériennes et
entrainer une instabilité dans la structure de la Nar intégrée dans la membrane interne, entrainant des
changements conformationnels de I’enzyme et une baisse de son efficacité. (Partie 3)

2.  Production d’inhibiteurs chez les plantes

L’existence d’une régulation de la production d’inhibiteurs chez les plantes peut ¢galement

étre un bon indicateur d’un phénomene sélectionné.

Nous n’avons trouvé aucune €tude faisant référence a la régulation de la production du -
sitostérol, de I’acide abiatique ou du colophane et encore moins en fonction de la disponibilité
en azote. Nous ne pouvons donc discuter autour des mécanismes de régulation de la
production de ces composés chez les plantes. Néanmoins, il semble que ces composés soient
libérés dans les sols par I’intermédiaire de la litiere des coniferes (Adamczyk et al., 2011,
Heumann et al., 2011a; Heumann et al., 2011b; Heumann et al., 2013). Dans le cas du BNI, il
a été clairement démontré que chez B. humidicola, Sorghum bicolor et Leymus racemosus, la
production de composés inhibiteurs de la nitrification pouvait étre régulée par la quantité de
NH,4 du milieu (i.e. substrat de la nitrification) (Subbarao ef al., 2007b; Subbarao et al., 2007c;
Zakir et al., 2008). Les plantes poussant avec du NHy4 produisaient d’avantage d’inhibiteurs de
la nitrification qu’en présence de NO;, probablement afin de limiter les pertes en NHy
uniquement lorsque celui-ci est présent. Ces résultats suggerent que 1’inhibition de la

nitrification par B. humidicola, Sorghum bicolor et Leymus racemosus serait un phénomene
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trés évolué. En effet, en plus de produire un inhibiteur cette plante serait également capable de

réguler sa production en fonction des conditions environnementales.

Peu d’études font référence a des effets de la déficience en azote sur la production de
métabolites secondaires chez les plantes. Néanmoins, de plus en plus d’études rapportent un
effet de la déficience en azote sur I’expression des genes de plantes impliqués dans la
production d’anthocyanines et d’autres flavonol (Hsieh et al., 1998; Scheible et al., 2004;
Peng et al., 2008). La réponse de deux modeles, Lycopersicon esculentum (i.e. la tomate) et
Arabidopsis thaliana, a été particulierement étudiée (Bonguebartelsman & Phillips, 1995;
Lea et al., 2007; Feyissa et al., 2009), chez ces deux plantes connues pour produire des
procyanidines (Downie et al., 2003; Routaboul et al., 2006). Peng et al. (2008), Lea et al.
(2007), Feyissa et al. (2009) et Bonguebartelsman & Phillips (1995) ont pu démontrer que la
privation d’azote chez ces deux especes pouvait entrainer une production 3 a 4 fois plus
importante en anthocyanines, précurseurs essentiels dans la synthése des procyanidines
(Marles et al., 2003; Dixon et al., 2005). Néanmoins, les auteurs stipulent que I’avantage
sélectif d’une telle augmentation en condition de déficience azotée reste inconnu. Plus
particulierement, Peng et al. (2008), révelent que la production en anthocyanines répondrait a
la teneur ¢élevée en NO; (Fig. 49). Ces résultats suggerent une forte adaptation de ses plantes a
la privation d’azote et en NOs; faisant intervenir des processus de régulation de genes.
L’augmentation de la production en anthocyanines, précurseurs des procyanidines, suggere
donc que la production en procyanidines pourrait étre surexprimée, chez certaines plantes, en
condition de carence azotée ou en NO;3, Au regard de nos résultats, la dénitrification étant la
voie de perte principale en azote sous forme de NOs;, augmenter la production en
procyanidines inhibitrices de la dénitrification pourrait étre une réponse hautement adaptée de
ces plantes. Donc le BDI, loin d’étre une chimére due au hasard, pourrait étre un phénomene
qui aurait été sélectionné chez certaines plantes comme Fallopia spp. du fait de leur capacité

a limiter les pertes en azote des sols par la dénitrification.
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Figure 49: Photographies et graphiques illustrant la surproduction d’anthocyanines dans les feuille
fraiches de la rosette chez A. thaliana mises a pousser dans un sol dépourvu de nutriment humidifié
par deux type de solutions nutritives qui different par leur concentration en KNO; (C et D = 10mM
KNO; ; E et F 3 mM KNOs; ); (Col pour Colombia = type sauvage et nla = mutant du géne nla).
D’apres (Peng et al., 2008)

Les niveaux de spécificité démontrés notamment pour le BNMI, le BNI et le BDI ainsi que les
systemes de régulations mis en place par les plantes pour la production des inhibiteurs, nous
amenent a conclure que ces interactions entre plantes et groupes fonctionnels microbiens du
sol ne seraient pas chimériques mais auraient pu étre sélectionnées au cours de 1’évolution
chez certaines plantes au point d’étre aujourd’hui hautement perfectionnées. Nous pouvons
maintenant nous interroger sur la généralit¢ des phénomenes d’inhibition des processus du
cycle de I’azote. En effet, sont-ils des phénoménes répandus, c’est-a-dire strictement réservés
a quelques espéces et ne concernant que quelques composés, ou confinés a quelques

¢cosystemes?
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III. Les inhibitions des processus du cycle de I'azote

sont-ils des phénomenes répandus ?

Afin de répondre a cette question, plusieurs éléments peuvent étre pris en compte comme la
diversit¢ des espéces productrices d’inhibiteurs de la nitrification, la diversit¢ de ces
composés et leur répartition au sein du régne végétale et enfin les écosystémes concernés par

ces inhibitions.

Subbarao et al. (2007a) se sont interrogés sur la diversité des plantes capables d’inhiber la
nitrification. Pour répondre a cette question les auteurs ont testé la capacité a inhiber la
nitrification chez N. europeae en fonction de 18 especes, 7 poacées de prairies, 6 céréales
cultivées et 4 especes de Fabaceae cultivées (Table 9). Ces résultats, montrent que cette
capacité a inhiber la nitrification se retrouve essentiellement chez des poacées a 1’exception
d’Arachis hypogaea. D’autres espéces de poacées de prairies ont également été rapportées
comme capables de produire des inhibiteurs de la nitrification comme Leymus racemosus, H.
diplantra (Lata et al., 2004; Subbarao et al., 2007b) ou encore des cruciféres (Bending &
Lincoln, 2000) ou un conifere Pinus ponderos (Bremner & McCarty, 1988). Aprés plusieurs
années de travaux sur le sujet, Subbarao et al. (2013b) recensent prés de 15 inhibiteurs
différents de la nitrification, comme le sorgoleone (Sorgho bicolor), la brachialactone (B.
humidicola), 1’acide linoléique (B. humidicola), 1’acide a-linoléique (B. humidicola), la
sakuranetine (Sorgho bicolor), la karanjine (Pongamia glabra), le méthyl ferulate (B.
humidicola), le méthyl p-coumarate (B. humidicola), le méthyl 3-(4-hydroxyphenyl)
propionate (Sorgho bicolor) (Sahrawat, 1981; Gopalakrishnan et al., 2007; Subbarao et al.,
2008; Subbarao et al., 2009; Testamariam et al., 2014). Ces inhibiteurs n’ont pas les mémes
structures et donc probablement pas de lien évolutif. La sélection de ces inhibiteurs pourrait
illustrer un phénoméne de convergence évolutive autour du BNI chez une multitude de

plantes dont principalement des poacées.
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Table 9 : Tableau montrant la capacité des exsudats récoltés chez 18 especes de plantes différentes a
inhiber la nitrification. D’aprés Subbarao et al. (2007a).

Serial no. Plant species Total BNI released Specific BNI
from four plants (AT units g’l
(AT units) root dry wt)

Pasture grasses

| Brachiaria humidicola (Rendle) Schweick. 51.1 13.4
2 B. decumbens Stapf 373 18.3
3 Melinis minutiflora Beauv. 214 3.8
4. Panicum maximum Jacq. 12.5 33
5 Lolium perenne L ssp. Multiflorum (Lam.) Husnot 135 2.6
6. Andropogon gayanus Kunth 11.7 7.7
Y 4 B. brizantha (A. rich.) Stapf 6.8 2.0
Cereal crops
8. Sorghum bicolor (L.) Moench var. hybrid sorgo 26.1 5.2
9. Pennisetum glaucum (L.) R. Br. var. CIVT 7.0 1.8
LL. Oryza sativa L. var Sabana 6 0 0
Oryza sativa L. var. Toyo 0 0
12 Zea mays L. var. Peter no. 610 0 0
19 Hordeum vulgare L. var. Shunrai 0 0
Triticum aestivum L. var. Norin-61 0 0
Legume crops
15: Arachis hypogaea L. var. TMV 2 94 25
16. Glycine max (L.) Merr. var. Orinoquia 3 0 0
Glycine max. (L.) Merr var. Natsuroyosooi 0 0
Glycine max(L.) Merr non-nodulating type—EN 1282 0 0
17. Vigna unguiculata (L. Walpers ssp. unguiculata var. Caupi 0 0
18. Phaseolus vulgaris (L.) (Accession G 21212) 0 0
LSD (0.05) 7l 238

Dans une étude récente, Adamczyk et al. (2011) ont pu montrer que les diterpénes, 1’acide
abiétique et le colophane, et le triterpene, le B-sitostérol pouvaient inhiber la minéralisation
de I’azote des sols sans affecter la nitrification de maniere directe. Ces composés sont tres
répandus chez la plupart des coniféres et notamment le B-sitostérol qui est le triterpene
dominant dans les sols sous coniféres (Kanerva et al., 2008). Ils pourraient expliquer I’effet
inhibiteur de leur litiere sur la minéralisation des sols. Ce processus serait donc repandu chez
la plupart des conifeéres (Adamczyk et al., 2011). Les proanthocyanidines dont font partie les
procyanidines sont une classe de molécules treés répandue dans le régne végétal depuis les
fougéres mais a 1’exception des Amaranthaceae, Basellaceae, Cactaceae, Chenopodiaceae,
Didiereaceae, Nyctaginaceae, Phytolaccaceae et Portulacaceae et absent des Bryophyta
(Iwashina, 2000; Dixon et al., 2005). 1l s’agit donc d’une famille de molécules trés anciennes.
Bien que le BDI n’ait été démontré que trés récemment, si nous regardons a posteriori les
informations disponibles dans la littérature sur les niveaux de dénitrification associés aux
plantes riches en procyanidines des éléments intéressants peuvent étre notés. Par exemple,
Eaton & Patriquin (1989) ont montré que les sols sous Vaccinium angustifolium présentaient
de faibles taux de dénitrification (i.e. 0,5 pg N.g” de sol sec. h™"). Or le genre Vaccinium est
connu pour produire des procyanidines (Harris et al., 2007). Dans une autre étude, Norris et

al. (2011) ont montré que ’ajout de procyanidines de V. myrtillus (Img.g" de sol sec)
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pouvait quadrupler la teneur en nitrate d’un sol nu aprés 22 jours sans pour autant affecter la
teneur en NHy. Ces résultats suggerent que les procyanidines de Vaccinium spp. pourraient
réduire la consommation/les pertes en NOs, sans affecter ni la minéralisation de 1’azote ni la
nitrification, nous pourrions donc poser I’hypothése du BDI chez Vaccinium comme chez
Fallopia spp.. Dans une autre étude, Michalet er al. (2013) ont suggéré que des composés
exsudés par les racines de Eperua falcata, un arbre de forét tropicale pouvait réduire la
dénitrification des sols sans affecter le processus de nitrification. En effet, les auteurs ont
montré un effet inhibiteur d’extraits racinaires de cette espéce sur 1’activité métabolique de
bactéries dénitrifiantes mais pas sur les bactéries nitrifiantes testées. Les auteurs ont
¢galement révélé une réduction de 1’activité¢ de dénitrification normalisée par rapport a la
respiration aérobie dans le sol rhizosphérique de cette espece en comparaison du sol nu. Or,
cette espece a été décrite comme produisant les formes monomériques des procyanidines (i.e.
catéchine et epicatéchine) (Royer ef al., 2010) ce qui nous a conduit & soupgonner la
production de procyanidines. Des analyses approfondies des profils HPLC-MSMS des extraits
racinaires de cette espeéce obtenus au laboratoire, nous ont permis de confirmer la présence
des procyanidines (résultats non présentés et non publiés) qui pourraient donc étre
responsables de la réduction de la dénitrification observée au voisinage de cette espeéce. Nous
pouvons donc fortement supposer que le BDI par les procyanidines est un phénomene

répandu chez les végétaux terrestres.

Les phénomenes d’inhibition des processus du cycle de 1’azote sont répandus au sein d’une
large gamme d’espéces végétales (incluant des coniferes, des mono et dicotylédones). Pour le
BNI, nous avons apporté précédemment différents arguments permettant de poser 1’hypothése
que 1I’émergence d’inhibiteurs de la nitrification pourrait étre un phénomene de convergence
évolutive chez un grand nombre de végétaux mais essentiellement des poacées. L’état actuel
des recherches autour du BNMI et du BDI étant moins avancé nous ne pouvons conclure sur
ce sujet. En revanche, il semble que la nature des inhibiteurs de la dénitrification et de la
minéralisation de 1’azote soit plus homogene au sein des especes végétales suggérant un lien
de parenté entre ces inhibiteurs. Les premieres formes de plantes terrestres comme les
fougéres étaient trés dépendantes a la présence d’eau dans les sols (Pirozynski & Malloch,
1975). Or, les sols saturés en eau sont des sites propices aux fortes pertes d’azote (i.e. N,O et
N») par dénitrification (Zumft, 1997; Bothe et al., 2006). Il est donc probable qu’aux prémices
de la vie terrestre pour les plantes, la compétition entre plantes et microorganismes

dénitrifiants ait été trés intense. C’est a cette époque que, I’inhibition de la dénitrification
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aurait pu apparaitre. Ainsi, il est intéressant de noter que les fougeres sont le groupe de
végétaux terrestres le plus ancien ou 1I’on retrouve des procyanidines (Rausher, 2006) quand
on sait leur forte dépendance a 1’eau (Pirozynski & Malloch, 1975). La fougere Pteridium
aquilinum est notamment connue pour produire des procyanidines (Tempel, 1981; Sahayaraj
et al., 2009) et est considérée comme 1’'une des especes invasives les plus agressives au
monde (DeLuca ef al., 2013). Dans une étude récente, DeLuca ef al. (2013) ont pu démontrer
que les sols sous P. aquilinum pouvaient contenir en moyenne 4 fois plus de NOs que sous
Calluna vulgaris (i.e. 430 contre 0.97 mg.kg" de sol sec) pour 5 sites étudiés et présentaient
une dénitrification potentielle 2,5 fois moins élevée (i.e. 26 contre 69 ug N-N,O.g™" de sol. j°
. Aprés une période d’incubation de 16 jours, les auteurs ont également observé une
accumulation de NO;3 100 fois plus importante dans le sol de P. aquilinum que de C. vulgaris
mais pas de différence d significative de quantités de NH4. Les auteurs en ont conclu que P.
aquilinum pourrait augmenter la quantité de NOs des sols en stimulant la nitrification des sols
or avec les résultats obtenus dans ma thése, la lecture de leurs résultats laisserait fortement

penser a I’existence du BDI chez cette fougere.

A Dinverse de la dénitrification, la nitrification et un processus aérobie. Une compétition
intense entre nitrifiants et plantes pour I’ammonium aurait donc pu apparaitre plus
tardivement chez des plantes émancipées de leur forte exigence en eau. Ceci pourrait
expliquer que des inhibiteurs de la nitrification différents aient pu étre sélectionnés chez des
lignées de plantes différentes. Dans ce cas, ceci illustrerait un phénomeéne de convergence
évolutive dans le cas d’especes ancestrales soumises aux mémes contraintes sélectives. Il est
d’ailleurs intéressant de noter que les espeéces inhibitrices de la nitrification sont
principalement des poacées de prairies poussant en milieu sec comme des savanes et ayant de
faible exigences en eau (i.e. B. humidicola, H.diplandra, L. racemosus et S. bicolor) (Lata et
al., 2004; Subbarao et al., 2007b; Subbarao et al., 2009; Tesfamariam et al., 2014) et donc
sujettes a un fort lessivage du NOs du fait de P’alternance d’épisodes de seécheresse et de

ressuyage des sols (Di & Cameron, 2002).

Dans 1’¢état actuel des connaissances, nous constatons donc que les phénomenes d’inhibition
sont plus ou moins répandus selon les processus ciblés, probablement parce que leurs études
n’en sont qu’a leurs débuts. S’ils sont aussi répandus que nous le suspectons, nous pouvons

alors nous demander si les microorganismes peuvent s’adapter a de tels phénomeénes.
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IV. Réaction des microorganismes aux phénomenes

d’inhibition des processus du cycle de I’azote

Nous I’avons vu D’inhibition des processus du cycle de 1’azote entraine une baisse des
activités liées au processus du cycle de ’azote chez les microorganismes cibles. Nous
pouvons donc nous demander quels sont les effets sur leur développement ? Aucune
information sur les effets d’inhibiteurs spécifiques de la minéralisation de ’azote sur le
développement des microorganismes n’est disponible. En revanche, pour le BNI Subbarao et
al. (2009) ont pu montrer que la présence de différents génotypes de B. humidicola entraine
une réduction des abondances des microorganismes oxydant I’ammonium dans les sols,
estimés par la quantification des génes, amoA des bactéries et des archées. En effet, la
brachialactone produite par B. humidicola est connue pour inhiber les enzymes de la
nitrification AMO et HAO de N. europea. Cet inhibiteur pourrait, bien que cela n’ait jamais
été démontré, également inhiber I’AMO des archées. L’inhibition du processus de nitrification
semble donc également affecter le développement des bactéries et archées nitrifiantes. Les
nitrifiants sont des organismes chimiolithoautotrophes, le fonctionnement et donc la division
cellulaire des bactéries et Archeae nitrifiantes est dépendant du processus de nitrification
(Bothe et al., 2006). 11 est donc évident que I’inhibition de la nitrification se répercute sur leur

développement.

Contrairement aux nitrifiants ou [’oxydation de I’ammonium est une fonction vitale, la
dénitrification n’est nécessaire que lorsque la disponibilit¢é en oxygene devient limitante
(Zumtft, 1997). Nous pouvons donc supposer que 1’abondance des dénitrifiants dans le sol est
moins affectée que celle des nitrifiants. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence que, apres
exposition aux procyanidines en aérobiose, la viabilité cellulaire de P. brassicacearum n’était
pas directement affectée (partie 3). Dans la partie 1 nous n’avons pas démontré d’effet des
composé€s de Fallopia spp. sur les abondances de dénitrifiants (i.e. nirK et nirS). Dans ce
cas, 1l était difficile de conclure entre 1’absence réelle d’effet ou bien a des conditions
expérimentales inadéquates pour mettre en évidence la réduction d’abondance. La durée de
I’expérience notamment était peut-étre trop courte pour pouvoir mettre en évidence des
changements des abondances des dénitrifiants a cause de I’inhibition de la dénitrification.
Néanmoins, Dassonville ef al. (2011) ont démontré que in situ Fallopia spp. pouvait réduire
I’abondance des bactéries dénitrifiantes des sols (i.e. nirK) suggérant que les inhibiteurs de la

dénitrification en inhibant 1’activité de dénitrification pourraient réduire I’abondance des
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dénitrifiants dans les sols. Ces résultats a priori contradictoires, peuvent néanmoins
s’expliquer par le fait que, les procyanidines ciblent principalement le processus de
dénitrification (Partie 2 et 3) qui se déroule en anaérobiose (Zumft, 1997). Ainsi, si les
bactéries dénitrifiantes ne sont pas en anaérobiose elles pourraient ne pas étre contre

sélectionnées.

Nous constatons donc que la présence de ces inhibiteurs n’est pas anodine pour la dynamique
des populations qu’ils ciblent, probablement parce que ces inhibiteurs ciblent des processus
essentiels chez les microorganismes du cycle de 1’azote (cf partie 3). Nous pouvons
maintenant nous demander si ces processus d’inhibition et de sélection spécifiques des
inhibiteurs ont été sélectionnés parce qu’ils procuraient aux plantes les produisant, un

avantage comme le fait de promouvoir leur croissance en limitant les pertes d’azote des sols.

V. Versla démonstration d’'un retour bénéfique pour
la plante : I'inhibition biologique des processus du
cycle de I'azote dans le cadre des théories du

« plant-soil feedback »

La construction de niche est définie comme un processus par lequel les organismes modifient
activement leur environnement que ce soit physiquement, chimiquement ou biologiquement.
En retour, la constitution et le maintien de telles niches influent sur leur propre évolution et
celles des autres organismes présents dans 1’écosysteme (Day et al., 2003; Odling-Smee, J et
al., 2003). Dans le cadre des relations entre les plantes et le sol la construction de niche est
définie par le concept de «plant-soil feedback ». Ainsi, dans le cadre du « plant-soil
feedback », il est admis que les plantes modifient les conditions du sol et qu’en retour les
conditions du sol vont influencer les plantes (Klironomos, 2002; Kulmatiski et al., 2008; van

der Putten et al., 2013).

L’azote est souvent considéré comme un des premiers facteurs limitants la croissance des
plantes (Vitousek & Howarth, 1991a; LeBauer & Treseder, 2008) sa disponibilité est donc
d’une importance primordiale pour leur développement. Il semble donc évident de penser
qu’une limitation des processus du cycle de 1’azote entrainant une conservation de 1’azote ou

de certaines formes azotées dans les sols puisse étre profitable pour les plantes.

-Retour a la plante de l’inhibition de la nitrification
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Dans le cadre de I’inhibition de la nitrification les études montrent la réduction d’activité de
composés ou d’especes végétales sur souche pure (Subbarao et al., 2006a; Subbarao et al.,
2007a; Subbarao et al., 2008; Subbarao et al., 2009; Tesftamariam et al, 2014), sur
communauté nitrifiante de différents sols et sur la teneur en NO; (Ishikawa et al., 2003; Lata
et al., 2004; Gopalakrishnan et al., 2009) tout en augmentant la disponibilit¢ en NH4. Mais
aucune ¢tude ne montre directement un retour bénéfique pour la plante suite a I’ajout de
molécules inhibitrices de la nitrification probablement parce que la purification de molécules
inhibitrices en quantité suffisante reste techniquement difficile a mettre en ceuvre. Néanmoins,
dans une étude intéressante, Boudsocq et al. (2009) ont pu modéliser les effets de 1’inhibition
de la nitrification sur la production primaire d’un écosysteme de savane ou pousse H.
diplandra, connue pour inhiber la nitrification des sols (Lata et al., 2004). Les auteurs ont
conclu que Iinhibition de la nitrification pourrait augmenter la fertilit¢ des sols,
particulierement dans des situations de fort lessivage du NOs et de pertes importantes d’azote
par dénitrification. . Il serait toutefois intéressant de réaliser une étude expérimentale pour
confirmer un feedback positif pour la plante dans le cas du BNI. Une telle expérimentation
permettrait de prendre en compte par exemple des effets auto-toxiques possibles de composés
inhibiteurs (Wu et al., 2007), des effets toxiques de ’ammonium sur les plantes (Britto &
Kronzucker, 2002), ou des effets d’une nutrition carencée en NOjs sur la production primaire

d’H. diplandra.

Dans la littérature les scientifiques s’accordent pour dire que la productivité végétale pourrait
dépendre fortement du processus de dénitrification (Hattenschwiler et al., 2005). Néanmoins
aucune expérimentation ne met en avant les effets bénéfiques d’une réduction de la
dénitrification sur la production végétale, peut-&tre parce qu’il peut paraitre évident que s’il y
a une réduction des pertes d’azote des sols, cela sera favorable a la plante ou bien parce qu’il

y a des contraintes techniques et scientifiques pour démontrer clairement ces effets.

-Méthodes expérimentales et freins techniques pour tester le retour a la plante des inhibitions

biologiques du cycle de [’azote

Nous pouvons imaginer deux approches pour tester expérimentalement les effets des
inhibitions biologiques des processus du cycle de 1’azote sur les plantes. La premiére serait
d’extraire un composé inhibiteur et de tester I’ajout de cet inhibiteur dans le sol sur la
croissance des plantes productrices d’inhibiteur. Néanmoins, cette méthode présente un

inconvénient majeur. En effet, dans I’hypothése ou les plantes seraient capables de réguler la
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production de I’inhibiteur en question en fonction de la quantité en azote disponible dans le
sol, I’ajout de I’inhibiteur dans le sol conduirait a une sous production de cet inhibiteur par la
plante. Ceci aurait pour effet de ne pas changer les conditions du sol par rapport au controle
avec plante (donc productrice d’inhibiteur) mais sans ajout expérimental d’inhibiteur. Ainsi,
I’ajout expérimental d’inhibiteur dans le sol n’améliorerait pas significativement la croissance

des plantes.

La deuxieme approche serait d’utiliser un mutant non producteur d’inhibiteur et de comparer
ses capacités de croissance avec le type sauvage dans des conditions limitantes ou non en
azote (i.e. NH4 ou NOs). Néanmoins, la construction de tels mutants exige une connaissance
parfaite des voies métaboliques de leur production ainsi que de leurs mécanismes de

régulation.

Que ce soit dans le cas du BNI ou du BDI peu ou aucune études ont démontré un quelconque
feedback positif pour la plante. Tester cette hypothése reste aujourd’hui difficile car de
nombreuses contraintes techniques et des connaissances insuffisantes autour de ces
phénomenes nous en empéchent. Elle est néanmoins souvent admise dans toutes les études a
ce sujet (Ishikawa et al., 2003; Lata et al., 2004; Subbarao et al., 2006b; Subbarao et al.,
2009; Bardon et al., 2014).

Conclusion

En conclusion, nous ’avons démontré dans le cas de la dénitrification, les plantes semblent
étre capables d’inhiber spécifiquement les processus du cycle de 1’azote (i.e. minéralisation,
nitrification et dénitrification) sans affecter d’autres activités. Ces inhibitions biologiques des
processus du cycle de I’azote font intervenir des médiateurs chimiques ayant des mécanismes
d’inhibition spécifiques en ciblant les voies enzymatiques. La libération et la production de
ces inhibiteurs par les plantes semble étre hautement perfectionnées et semble faire intervenir
des régulateurs sensibles aux teneurs des formes azotées du sol (i.e. NH4 et NO3) (Subbarao
et al., 2007c; Peng et al., 2008). Ces phénoménes semblent également tres répandus chez les
végétaux connus pour fortement dépendre de 1’azote (Vitousek & Howarth, 1991a; LeBauer
& Treseder, 2008). Néanmoins, les effets bénéfiques qu’il en résulte pour les plantes restent a

démontrer.
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De maniére plus large que le BDI, auquel s’est consacrée cette these, les plantes pourraient
controler plusieurs processus du cycle de [’azote (i.e. minéralisation, nitrification et
dénitrification). Le BNI, le BNMI et le BDI pourraient étre vus comme un seul phénomeéne
par lequel des plantes régulent leur propre disponibilit¢ en formes azotés, le concept
d’inhibition biologique des processus du cycle de 1’azote (Biological Inhibition of the

Nitrogen Cycle processes, BINC).

Les plantes et les microorganismes du cycle de I’azote présents dans les sols forment ainsi un
systeme complexe gouverné par les lois de la chimie et dont le principal caractére émergeant
issu des plantes est cette extraordinaire propriété d’inhibition spécifique des processus du
cycle de ’azote par la production de métabolites secondaires. Loin d’étre limités au cycle de
I’azote, des médiateurs chimiques produits par les plantes pourraient aussi agir sur les autres
cycles biogéochimiques comme le phosphore, le potassium et le fer d’autant plus que les
plantes semblent sélectionner les communautés fonctionnelles de leur rhizosphére en lien avec

ces ¢léments (Mendes et al., 2014).

Perspectives

En perspective, dans le cadre du BDI, explorer I’inhibition de la dénitrification chez d’autre
plantes terrestres permettrait de démontrer s’il s’agit d’un phénomeéne répandu,
particulierement chez les fougéres comme P. aquilinum, connues pour étre les plus anciens
végétaux a produire des procyanidines (Rausher, 2006). Cela pourrait étre intéressant
compléter par 1I’é¢tude de la quantité de production des procyanidines chez les plantes en
fonction des milieux dans lesquels elles se développent et de leurs caractéristiques de
croissance. En effet, la production des procyanidines pourrait étre plus importante chez les
plantes comme Fallopia spp. et P. aquilinum dépendantes a I’humidité des sols (Beerling et
al., 1995; Rausher, 2006) et considérés comme envahissantes (Tiebre ef al., 2008; DeLuca et

al., 2013).

Des études autour des mécanismes de régulation de la production de procyanidines chez les
plantes en lien avec 1’azote disponible dans les sols pourraient étre envisagées afin de
déterminer si la production de procyanidines répond a la disponibilit¢ en NO;3 ou azote de
maniére générale. Afin de tester le retour bénéfique du BDI par les procyanidines chez les

plantes, ’utilisation d’un mutant d’Arabidopsis thaliana ne produisant pas de procyanidine
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(Abrahams et al., 2003) pourrait étre envisagé afin de comparer les effets de différents

régimes nutritifs sur la croissance du type sauvage et du mutant.

Des phénomeénes de coévolution entre bactéries dénitrifiantes et plantes inhibitrices pourraient
s’étre mis en place (partie 4). S’il s’aveére que les dénitrifiants représentent bien la majorité
des organismes capables de dégrader les procyanidines, il pourrait étre intéressant de
déterminer si les génes impliqués dans la dénitrification et ceux dans la dégradation des
procyanidines ont suivi les mémes processus de sélection en construisant des arbres de

congruences sur ces deux caracteres.

Dans le cas ou les procyanidines pourraient promouvoir la croissance des plantes, des
applications agronomiques en vue de limiter les pertes en azote des sols pourrait étre
envisagées. Ces molécules pourraient avoir comme avantage de limiter I’ajout d’intrant azoté
aux sols agricoles, notamment en NOj; connu pour ses conséquences néfastes sur les
environnements aquatiques (Chen et al., 2005). Elles pourraient également étre utilisées afin
de limiter les émissions de NO et N,O, de puissants gaz a effet de serre, a la fois dans les

systemes agricoles, industriels ou de retraitement des eaux.

Si les procyanidines sont bien impliqués dans le pouvoir invasif de Fallopia spp., une
comparaison de 1’effet des procyanidines de Fuallopia spp. sur des bactéries dénitrifiantes
issues de leurs milieux natifs (i.e. Corée et Japon) ou de leur milieu d’introduction semble
pertinente. Une résistance des bactéries issues de la zone native (Corée ou Japon) pourrait
expliquer pourquoi Fallopia spp. n’est pas invasif dans son milieu natif, démontrant ainsi

I’hypothése des nouvelles armes (« the novel weapon hypothesis »).
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