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iste des abréviations

A

ARA : Acetylene Reduction Activity
APS : ATP sulfurylase
ARNmMm : Acide RiboNucleique messager
Asn : Asparagine
ATP : Adénosine TriphosPhate
G
C : Carbone
C,H, : Acétyleéne
CaSOQj : Pyrite ou sulfate de Calcium
CO, : Dioxyde de carbone
2
Fe : Fer
G
GS/GOGAT : Cycle Glutamine Synthétase /
Glumate Synthase
GSH : Glutathion
¥
H : Hydrogene
H,0 : Eau
H_S : Sulfure d’hydrogéne
HSOy5 : Bisulfite
.

s

K" : Ton Potassium

LA : Leaf Area

LAR : Leaf Area Ratio
Lb : Léghémoglobine
LM : Leaf Mass

LMR : Leaf Mass Ratio

M

M : Masse de la plante entiére
MDH : Malate DésHydrogénase
Mo : Molybdem

N

N : Azote

N, : Diazote

NAR : Net Assimilation Rate

Nabs : N derived from the nutrient solution
Ndfa : N derived from the atmosphere

NdfF : N derived from fertiliser
Nfix : N derived from the atmosphere
NH," : ITon Ammonium
NNU : Normal Nitrate Uptake
NOj : Ion Nitrate
O
O : Oxygéne
O; : Dioxygene
OAS : O-Acetyl-L-Serine
OAS-TL : O-AcetylSerineg hiol)Lyase

P : Element Phosphate
PAPS :3’-PhosphoAdénosine-5’-PhosphoSulfate
PEPCase : PhosphoEnolPyruvate Carboxylase
PO,” : Pi : Ion Phosphate
=8
QSdns : The Quantity of S derived from the nutrient
solution
QSdad : The Quantity of S derived from atmospheric

deposition

RGR : Relative Growth Rate: Taux de Croissance
Relatif
ROS : Espéces réactives de 1’oxygéne (Reactive
Oxygen Species)
RubisCO : Ribulose-1,5-bisphosphate
Carboxylase /Oxygénase

)

S : Soufre
S* : Sulfure (Sulfide)
SAM : S-AdénosylMéthionine
SAT : Serine Acetyl Transferase
SAU : Surface Agricole Utile
-SH : Groupement thiol
SH™ : Ton SulfHydryl
SLA : Specific Leaf Area
SO,* : Sulfite ou sulfite actif (Sulfite)
SO,> : Sulfate (Sulphate)
SPAD : Soil Plant Analysis Development
SST1 : Sulfur System Transport
‘7}

VLF : Very Low Fixation
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Avec la révolution industrielle, les activités humaines croissantes, 1’urbanisation et
I’industrialisation ont entrainé¢, notamment par 1’utilisation des combustibles fossiles, des
pollutions qui ont modifi¢ profondément la biosphére. De telles modifications se sont déja
produites dans le passé mais jamais avec une telle rapidit¢ (Mann et al., 1998). L’ensemble
des modifications regroupées sous le terme de changements globaux, concerne les
modifications des cycles géochimiques avec 1’augmentation de la concentration
atmosphérique en dioxyde de carbone (CO,) et autres gaz a effet de serre, les retombées de
polluants minéraux, les changement dans [’utilisation des terres agricoles et 1’érosion de la
biodiversité¢ (Lavorel et al., 1997 ; Chapin et al, 2000). L’impact de ces changements
globaux, particulierement 1’augmentation de la température et des teneurs en CO,, est devenu
un théme majeur en écologie. Parmi les impacts des activités humaines, la modification de la
composition chimique de I’atmosphére se traduit par I’augmentation des teneurs en polluants
azotés et soufrés tels que le dioxyde de soufre ou le sulfure d’hydrogene. Ainsi, la teneur en
dioxyde de soufre (SO,) de I’atmospheére a augmenté de 114 % entre 1960 et 1975 en France
métropolitaine (Figure 1). Ces composés entrainent une acidification de I’atmosphere qui peut
provoquer des pluies acides, particuliérement toxiques pour les végétaux (Malcolm &
Garforth, 1977 ; De Kok, 1990 ; Hedin & Likens, 1996).

En 1992, lors du « sommet de la terre » organisé par les Nations Unies a Rio, deux
conventions sont adoptées, I'une sur la biodiversité et 1’autre sur le climat. Cette dernicére
engage les états signataires a stabiliser ou réduire les émissions de gaz carbonique et autres
gaz a effet de serre et fixe des seuils de pollution a ne pas dépasser. Ces engagements ont été
renouvelés lors du « Sommet Mondial sur le Développement Durable » de Johannesburg en
2002. La mise en place des mesures en découlant, si elle n’a pas permis un recul majeur de
I’ensemble de la pollution atmosphérique, s’est avérée efficace dans le cas du soufre
atmosphérique (Figure 1).

Paradoxalement, alors que le soufre (S) atmosphérique peut étre phytotoxique a forte
concentration, la baisse des polluants soufrés a entrainé une baisse des rendements dans le cas
de certaines cultures. En effet, les retombées atmosphériques soufrées permettaient, jusqu’ici,

de compenser les exportations de S par les cultures, puisque le soufre était jusqu’ici rarement
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intégré dans les fertilisants. Cette chute des retombées atmosphériques conjuguée a
I’intensification de la production agricole a entrainé une baisse des teneurs en soufre des sols
a un niveau qui peut devenir limitant pour la croissance des plantes (Schnug & Evans, 1992 ;
Ceccotti, 1996 ; Ceccotti & Messick, 1997). Cette tendance a la baisse devrait se poursuivre
au cours des prochaines années (Scherer, 2001). La baisse des rendements s’explique par le
role primordial du S dans le développement des plantes. Cet élément entre, comme 1’azote
(N), dans la composition des protéines et représente entre 0,1 et 0,6 % de la matiére seche des
végétaux (Heller, 1984). Les deux acides aminés soufrés, cystéine et méthionine, permettent
I’arrangement tridimensionnel des protéines dans 1’espace par la formation de ponts disulfures
et entrent dans la composition du site catalytique de nombreuses enzymes. Le S intervient
dans la défense antioxydante via le glutathion réduit (y-glutamyl-cystéine-glycine), les
thiorédoxines et les peroxyrédoxines (Rausch & Wachter, 2005). Enfin, le soufre entre dans la
composition de produits secondaires (comme les glucosinolates et les sulfolipides), de
vitamines et de co-facteurs (biotine, thiamine, Coenzyme A, etc.) (Saito, 2004 ; Rausch &
Wachter, 2005).

Des déficiences en soufre, apparues sur les différents continents, ont d’abord été
observées dans les cultures les plus exigeantes telles que les Brassicacées comme le colza et
les Poacées comme le blé (Schung & Evans, 1992 ; Ceccotti, 1996a, 1996b ; Ceccotti &
Messick, 1997 ; Wang et al., 2005). Depuis quelques années, des déficiences sont observées
dans les prairies européennes (Murphy & Boggan, 1988 ; Griinhage ef al., 1998 ; Mathot et
al., 2008).

Les prairies constituent un modéle d’étude intéressant tant pour les agronomes que
pour les écologues. Ce sont des agrosystemes qui représentent 60% de la Surface Agricole
Utile (SAU) en Normandie. Semées (temporaires) ou permanentes (semi-naturelles), elles
sont utilisées pour 1’alimentation du bétail directement par le paturage ou indirectement par la
distribution du fourrage. L’association de Fabacées aux Poacées y est généralement
recherchée. En effet, une partie de I’N fixé par les Fabacées prairiales constitue une source
d’azote pour les plantes voisines, Poacées en particulier. Ce phénoméene de fertilisation
naturelle constitue un avantage économique important pour I’exploitant agricole li¢ a une
réduction d’apports d’engrais azotés industriels. Cet engrais vert présente également
I’avantage de limiter les problémes liés a la pollution nitrique des eaux, par les engrais azotés.

Pour les écologues, les prairies désignent une formation herbacée naturelle ou

résultante de D’action de ’homme (Ramade, 1993). Selon les pratiques de gestion elles

.
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peuvent étre paucispécifiques ou au contraire treés diversifiées (Clergue et al., 2005 ; Knop et
al., 2006 ; Andrieu et al., 2007 ;Pywell et al., 2007 ; Kirkham et al., 2008). Trois groupes
fonctionnels principaux sont généralement identifiés dans les prairies : le groupe des Poacées,
le groupe des fixatrices d’azote (Fabacées) et le groupe des dicotylédones non fixatrices
(Tilman et al., 1997 ; Reich et al., 2001). Les interactions entre les fixatrices d’azote et les
especes non fixatrices constituent des ¢léments clefs de I’équilibre des espéces et donc de la
richesse spécifiques de ces prairies (Tilman et al., 1997 ; Benizri & Amiaud, 2005). Si les
prairies productives sont généralement les moins diversifiées (Jouven & Baumont, 2008),
certains auteurs rapportent une augmentation de la productivité lorsque la diversité augmente
(Bullock et al., 2007) notamment grace a la présence d’espéces tres productives comme les
Fabacées (Thompson et al., 2005) et I’utilisation complémentaire des ressources par

différentes espéces (Hooper ef al., 2005).

Les communautés végétales peuvent étre appréhendées comme un assemblage
d’especes en équilibre dans une niche écologique donnée. Un changement dans 1’équilibre et
la disponibilité en nutriments modifie 1’équilibre compétitif entre les espéces et provoque un
changement de la structure des communautés (Mountford et al., 1996 ; Marissink & Hansson,
2002 ; Benizri & Amiaud, 2005). Parmi les espeéces d’une communauté, certaines ont un role
central. Ce sont des espéces « clefs » ou « clefs de voiite » dans le sens ou leur impact sur leur
communauté est étendu et disproportionnellement large par rapport a leur abondance ou
biomasse (Power et al., 1996). Lorsqu’une espece clef est régulée par un facteur du milieu, la
conséquence sur la communauté est importante ; I’étude d’une telle espeéce constitue une des
voies d’approche du fonctionnement des communautés. C’est la démarche que nous avons
choisi d’adopter dans cette thése centrée sur I’étude de la réponse du tréfle blanc (7rifolium
repens L.) a un appauvrissement en soufre du sol. L’analyse de I’impact de I’appauvrissement
en soufre du sol sur le trefle a été entreprise par une approche fonctionnelle. Elle est basée sur
I’évaluation des fonctions biologiques des organismes en interaction avec le milieu par des
« traits fonctionnels » (Noble & Slatyer, 1980 ; Weiher et al., 1999 ; Violle et al., 2007). Ces
traits sont des caractéristiques physiologiques ou morpho-anatomiques des organismes et leur
variation rend compte de la plasticité de I’espéece.

Le trefle blanc constitue une espece clef des prairies tempérées. C’est une des
Fabacées les plus abondantes dans les communautés prairiales naturelles ou semées en raison
de ses aptitudes a la compétition et de son rdle trophique d’espece fixatrice d’N (Williams,

1987 ; Simon et al., 1997). 1l est essentiel au maintien et renouvellement des stocks d’azote

_3-
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dans les sols prairiaux et sa contribution peut atteindre 545 kg d’N fix¢é par hectare et par an
(Gylfadéttir et al., 2007). Pour ces raisons, le tréfle blanc est un modele qui a été largement
¢tudié. Il est maintenant bien caractérisé du point de vue agronomique (Haynes, 1980 ; Boller
& Nosberger, 1987) ou écophysiologique (Gordon et al., 1990 ; Gordon & Kessler, 1990 ;
MacDuff & Jackson, 1992 ; Bailey & Laidlaw, 1999 ; Goulas et al., 2002).

A partir du XVIII®™ siécle, dans de nombreux pays Européens, 1’intégration du tréfle
blanc dans la composition des semis a été encouragée (Guckert & Hay, 2001). Cette Fabacée
est particulierement difficile & maintenir dans les prairies a forte production, la fertilisation
azotée tend en effet a réduire les proportions de tréfle dans les prairies au détriment de
Poacées, telles que le ray-grass, espece plus compétitive pour 1’absorption de 1’azote minéral
(Haynes, 1980 ; Soussana & Hartwig, 1995 ; Murphy & Quirke, 1997 ; Simon et al., 1997 ;
Mosquera-Losada et al., 2004). C’est pourquoi la production de tréfle blanc a régressé lors de
I’intensification de I’agriculture, et seule 1’apparition de variétés plus compétitives a permis
un regain de son utilisation a la fin du 20°™ siécle (Guckert & Hay, 2001).

La croissance du trefle est dépendante de I’éclairement (MacDuff & Jackson, 1992),
du piétinement, du stress salin ou hydrique (Serraj et al., 1999). Du point de vue de la
nutrition minérale, I’impact de ’azote est bien documenté, de méme que celui du phosphate
(Almeida et al., 2000 ; Hogh-Jensen et al., 2002) et du potassium (Hegh-Jensen, 2003) mais
trés peu de données concernent le soufre (Walker & Adams, 1958 ; Tallec et al., 2008).
Quelques études ont montré que les Fabacées sont particulierement sensibles a la nutrition
soufrée (Scherer & Lange, 1996). La forte sensibilit¢ des Fabacées a la déficience en S semble
s’expliquer par une diminution de la fixation symbiotique de I’azote atmosphérique (Walker
et al., 1956a, 1956b ; DeBoer & Duke, 1982 ; Scherer & Lange, 1996 ; Zhao et al., 1999a,
1999b ; Habtemichial & Singh, 2007 ; Scherer ef al. 2008), mais les mécanismes impliqués ne
sont pas clairement déterminés. La relation étroite entre I’alimentation en S et la fixation
symbiotique de 1’azote pourrait résulter d’un effet général du S sur la croissance de la plante

ou d’un effet plus spécifique sur la fixation.
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L’objectif de ce projet de these est donc de comprendre pourquoi, comment et a quel
stade de croissance, le tréfle blanc, espéce fixatrice d’azote, est particulierement sensible
a la disponibilité en soufre du milieu. Mon travail de thése a consisté a étudier la plasticité
fonctionnelle, phénotypique ou ontogénétique, du treéfle blanc (Trifolium repens L.), en
réponse a la disponibilité en soufre. J’ai tenté de répondre a quatre questions. 1) Quelles sont
les fonctions biologiques les plus modulées par la disponibilité en S ? ii)) Comment le soufre
stimule-t-il la fixation de I’azote ? iii) Le soufre stimule-t-il la production de biomasse ou
accélere-t-il la croissance ? iv) Le tréfle peut-il compenser une faible disponibilité en soufre

du substrat par 1’absorption foliaire de soufre ?

Ce manuscrit est organisé en trois grandes parties. Dans une premicre partie, une
analyse bibliographique présente I’état des connaissances sur (i) la plasticité des especes et
leur croissance, sur (ii) I’effet de la nutrition minérale sur la fixation de I’azote atmosphérique
et sur (iii) ’absorption et le métabolisme du S. Dans une deuxiéme partie, les résultats
obtenus dans le cadre de ce travail sont reportés en quatre chapitres, exposés sous la forme de
publications scientifiques. Une discussion générale ainsi qu’une conclusion et les perspectives

de recherche découlant de ce travail constituent la troisi¢me partie.
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«La connaissance est le début de I’action ;
I’action I’accomplissement de la connaissance.»
(Wang-Yang-Ming)

« Ecouter et choisir entre les avis, voila le
premier pas de la connaissance; voir et
réfléchir sur ce qu’on a vu, voila le second pas
de la connaissance. »

(Confucius)
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Figure 2. Confrontation de deux plants d’Arabidopsis thaliana ayant
le méme génotype. Ils n’ont pas le méme phénotype lorsqu’ils sont
soumis a des environnements différents : (a) stimulation mécanique
(b) pas de stimulation. (Pigliucci, 2005).
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Figure 3. Variation de l’expression du génotype (production de
différents phénotypes) en fonction des variations de I’environnement.
(Sultan, 2000).
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La Plasticite et la Croissance

. La Plasticité

1.1. Plasticité et norme de réaction : définitions

Le développement d’une plante ne suit pas un plan rigide prédéfini mais est
continuellement sujet a modifications pour répondre aux modifications de 1I’environnement
(Bradshaw, 1965). Une espece peut tolérer divers environnements par le biais de la variabilité
génétique a 1’échelle des populations et par le biais de la plasticité a I’échelle de I’individu. La
plasticité¢ est généralement définie comme 1’ensemble des réponses des organismes aux
conditions ou aux stimuli environnementaux (Bradshaw, 1965 ; Schlichting, 2002 ; Pigliucci,
2005). La plasticité peut intervenir a différentes échelles : au niveau de la cellule et de
I’organe, on parlera de plasticit¢ génétique, biochimique, physiologique, métabolique et
anatomique ; au niveau de la plante entiére, on identifie la plasticité structurale,
morphologique et architecturale (Pigliucci, 2006a, 2006b). Le Phénotype résulte de
I’interaction du génotype et des facteurs du milieu. Ainsi, deux plantes possédant le méme
génotype peuvent avoir des phénotypes contrastés lorsqu’elles sont soumises a des stimuli
environnementaux contrastés. La Figure 2 confronte deux plants d ’Arabidopsis thaliana ayant
le méme génotype, mais se développant dans des conditions différentes, 1’une est soumise a
une stimulation mécanique reproduisant 1’effet du vent, [’autre n’est pas soumise a cette
stimulation (Pigliucci, 2005). La plante ayant subi la simulation du vent est beaucoup plus
petite et posseéde une hampe florale plus réduite que la plante non contrainte. Par le biais de la
plasticit¢ chaque génotype peut produire différents phénotypes en fonction des
caractéristiques de 1I’environnement (Figure 3), la plasticité est ainsi a I’origine d’une diversité
phénotypique importante (Sultan, 2000).

La mise en évidence de cette plasticité a conduit a la redéfinition du génotype en tant
que répertoire des possibilités phénotypiques dans l'environnement (Sultan, 2000).
L’ensemble des phénotypes produits par un génotype dans différents scénarios écologiques
correspond a sa « norme de la réaction » (Stearns, 1989 ; Via ef al., 1995). Elle correspond a

la trajectoire des phénotypes produits en réponse aux variations des facteurs de



Phénotype

Norme de réaction

Environnement

Figure 4. La norme de réaction est un miroir qui réfléchit
I’environnement sur le phénotype. (Stearn, 1989).
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I’environnement. Stearn (1989) I’a interprété comme un miroir qui réfléchit les effets de

I’environnement sur le phénotype (Figure 4).

1.2. Etude de la Plasticité en écologie

Depuis une vingtaine d’années, de nombreuses disciplines plus ou moins proches de
I’écologie se sont intéressées a la plasticité avec des objectifs et donc des conclusions tres
variables. Les bases génétiques de la plasticité, domaine des biologistes moléculaires restent a
¢lucider. Selon Pigliucci (2005), ’interprétation génétique de la plasticité est si complexe et
les théories si difficiles a vérifier, qu’elle reléve du paradigme. « L’Eco Devo », pour
« Ecological Development », étudiant les mécanismes induisant la plasticité¢ dite
développementale, est en plein essor (Novoplansky, 2002 ; Schlichting, 2002 ; Sultan, 2004,
2005). La recherche est orientée sur les moyens qu’ont les plantes de percevoir les
informations provenant de l’environnement, et sur la régulation des geénes liée a des
mécanismes physiologiques au cours du développement. La plasticité peut aussi Etre
appréhendée comme un processus développemental facilitant 1’évolution (de Jong, 2005 ;
Garland & Kelly, 2006). La compréhension de la sélection naturelle de la plasticité se
développe également aujourd’hui en écologie évolutive (DeWitt, 1998 ; DeWitt ef al., 1998 ;
Pigliucci, 2005). Elle se focalise sur les notions de cotts et de bénéfices pour les especes a
conserver une plasticité importante en fonction par exemple de la stabilité¢ du milieu.

Si les mécanismes sous-jacents a la plasticité et son role évolutif ne sont pas encore
¢lucidés, elle est un des mécanismes incontournables dans 1’analyse de la réponse des plantes

aux variations du milieu en écologie des populations et des communautés.

L’écologie est 1’é¢tude des relations réciproques entre les organismes et leur
environnement. A 1’échelle des populations, la variation des phénotypes peut étre mise en
relation avec la variation des facteurs du milieu. La plasticité est généralement étudiée par une
étude comparative d’un ensemble de traits fonctionnels d’individus échantillonnés au sein de
populations naturelles, et soumis a différentes disponibilités en eau, nutriments ou lumicre
(Crick & Grime, 1987 ; Navas & Garnier, 2002 ; Elberse et al., 2003 ; Shen et al., 2006 ;
Portsmuth & Niinemets, 2007). De telles études présentent 1’avantage d’étre réalistes et
permettent une interprétation des observations de terrain. En revanche la variabilité observée
reléve plus d’un ajustement plastique que d’une plasticité dans la mesure ou les populations
integrent différents génotypes. Guntrip et Sibly (1998), a travers 1’analyse des normes de

réaction distinguent trois scénarios en fonction des interactions entre génotype et
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environnement (Figure 5). Dans un premier scénario, les génotypes d’une espéce donnée ne
présentent pas de variabilité en fonction de I’environnement, la diversité phénotypique au sein
de la population correspond alors exclusivement a la variabilité génétique (Figure 5a). Dans
un second scénario, les génotypes présentent une plasticité, et leurs normes de réactions sont
paralleles (Figure 5b). La variabilité phénotypique correspond alors a la fois a la variabilité
génétique et a la plasticité phénotypique. Enfin, dans un troisieme scénario, la norme de
réaction peut varier en fonction du génotype (Figure 5c¢). La variabilit¢ phénotypique de
I’espéce est liée a la diversité génétique, a la plasticité phénotypique et a la variation
génétique de la plasticité. Dans cette dernicre situation la confrontation des phénotypes avec
la variation d’un facteur de I’environnement est difficilement interprétable.
Expérimentalement, il est possible d’avoir accés a la plasticité en limitant la variabilité
génétique, en employant des populations a faible diversité génotypique telles que des variétés
sélectionnées (Frankow-Lindberg, 1999), des descendants d’une plante mére autogame
(Hermanutz & Weaver, 1996 ; Volis et al., 2002), des lignées autofécondes (Pigliucci, 1997 ;
Moriuchi & Winn, 2005), ou encore des répliques clonales (Cheng ef al., 1989 ; Welham et
al., 2002).

A T’échelle d’une communauté, les especes peuvent €tre comparées sur le critére de la
plasticité alors considérée comme un trait (Weiher ef al., 1999). 1l existe un grand nombre
d’indices de plasticité, allant des coefficients de variation, aux calculs des pentes de normes
de réaction ou encore aux distances phénotypiques entre individus (de Jong, 1990 ; Scheiner,
1993 ; Valladares et al., 2006). Les especes les plus plastiques sont généralement des espéces
euryeces ou généralistes, tandis que les espéces dont la plasticité est limitée, sont sténoéces ou
spécialistes, possédant des niches écologiques étroites (Sultan, 2000). Ainsi, les travaux de
Williams et al. (1995) et ceux de Hermanutz et Weaver (1996) ont montré que les especes
répandues et possédant de fortes aptitudes colonisatrices sont souvent caractérisées par une
plasticité phénotypique élevée. De la méme maniére, 1’aspect invasif de certaines plantes peut
étre mis en relation avec une importante plasticité phénotypique (Sexton et al., 2002 ;

Richards et al., 2006).

La plasticité phénotypique est un processus essentiel pour les espéces soumises a des
modifications brutales de I’environnement telles que les changements globaux liés aux
activités humaines (Valladares et al., 2007 ; Morin et al. 2008). Ces changements pourraient,

en effet, étre trop rapides pour permettre une réponse évolutive (Sultan, 2004). Morin et al.
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(2008), par la prise en compte de la plasticité dans I’adaptation des espéces aux changements
globaux dans leur modele, modérent ainsi les prévisions alarmistes sur 1’érosion de la
biodiversité. La plasticité est aujourd’hui prise en compte dans 1’étude de la réponse des
especes face aux changements globaux comme I’augmentation de la température (Potvin &
Tousignant, 1996 ; Lessmann et al., 2001 ; Rehfeldt ef al., 2001 ; Lee et al., 2005 ; Atkin et
al., 2006) de la sécheresse (Martinez-Meier et al., 2008) ou de la teneur en CO, (Potvin &
Tousignant, 1996 ; Drennan & Nobel, 1998).

1.3. Réle écologique : Plasticité adaptative

La plasticité, ajustant les phénotypes face a un environnement hétérogéne peut
accroitre la tolérance d’un génotype aux conditions du milieu, et donc lui permettre de
s’adapter. Une modification du phénotype ou d’un trait particulier pouvant conférer a un
individu une meilleure croissance, survie ou fécondité, bref, une meilleure « fitness »
correspond a une plasticité¢ adaptative (de Jong, 2005). Selon Grime et al. (1986) la plasticité
est un mécanisme majeur dans l’adaptation des plantes a leur milieu. Elle leur permet
notamment de controler ’effort de reproduction et la capture des ressources dans
I’environnement. La plasticité en tant que tactique adaptative a été souvent mise en évidence
face a un gradient de disponibilit¢ en nutriments (Grime & Mackey, 2002). De nombreuses
plantes ajustent leurs capacités d’absorption a la disponibilité en nutriments du milieu par des
modifications morphologiques ou physiologiques du systéme racinaire. Elles peuvent
augmenter le volume de sol prospecté en attribuant une proportion plus importante de
biomasse aux racines (Schlichting, 1986 ; Gedroc et al., 1996 ; Johnson & Biondini, 2001 ;
Volis et al., 2002 ; Hodge, 2004). La variation du rapport root/shoot de la biomasse racinaire
sur la biomasse aérienne a ainsi été mis en évidence sur des populations d’orge prélevées dans
des environnements contrastés en Israél par Volis et al. (2002). Ce rapport augmente avec les
stress nutritifs et hydriques, et il apparait que certaines populations sont plus plastiques et
possedent donc de plus amples capacités a s’adapter aux modifications de I’environnement
(Figure 6) (Volis et al., 2002). De la méme maniere, face a I’hétérogénéité de la distribution
des nutriments dans le sol, certaines espéces peuvent modifier leur architecture racinaire
(Schlichting, 1986 ; Crick & Grime, 1987 ; Gedroc et al., 1996 ; Johnson & Biondini, 2001 ;
Hodge, 2004). Dans une expérience menée sur des plants d’orge dont les racines sont
soumises a des apports localisés en nutriments, Drew (dans Hodge, 2004) a montré que la

prolifération des racines pouvait étre drastiquement orientée par 1’hétérogénéité des
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ressources dans le substrat (Figure 7). A plus court terme, les plantes peuvent ajuster la
synthése et 1’activité des transporteurs impliqués dans 1’absorption des éléments minéraux
(Hawkesford et al., 1993 ; Forde & Lorenzo, 2001). Les Fabacées qui fixent 1’azote
atmosphérique peuvent ainsi ajuster leur demande en N en fonction des conditions du milieu,
soit en modifiant le nombre et la masse des nodosités fixatrices formées, soit en régulant

I’activité de la nitrogénase (Forde & Lorenzo, 2001).

Les réponses plastiques peuvent permettre 1’expression de phénotypes avantageux
dans différents contextes écologiques (Bradshaw, 1965 ; Schlichting, 1986 ; Via et al., 1995 ;
Sultan, 2005 ; Pigliucci ef al., 2006a, 2006b). Ainsi il a été montré que le treéfle blanc pouvait
s’adapter a de nombreux scénarios écologiques tels que le froid (Frankow-Lindberg, 1999),
les déficiences en potassium (Hogh-Jensen, 2003) et la variation de lumiere bleue (Gautier et
al., 2001). Mais la plasticité n’est pas toujours adaptative (Scheiner, 1993 ; Sultan, 2000 ;
Sultan, 2005 ; van Kleunen & Fischer, 2005 ; Pigliucci ef al., 2006a, 2006b). van Kleunen &
Fischer (2005) considérent d’ailleurs que la plupart des réponses plastiques correspondent
plus a des conséquences qu’a des réponses. Ainsi, certains traits ne sont plastiques que parce
que les conditions de vie sont limitantes pour la biochimie, la physiologie ou le

développement des organismes (Sultan, 2000).

ll. Croissance, développement et plasticité

Il.1. Plasticité ontogénétique

La plasticité est souvent interprétée de manicre instantanée en comparant différents
individus du méme age produits a I’issue de conditions de vie contrastées. Mais la plasticité
s’exprime au cours du temps, elle est dite « dynamique » (Sultan, 2004). Elle peut induire
différentes trajectoires ontogénétiques, différentes configurations de développement et peut
aussi ne pas €tre exprimée de maniére constante au cours du développement (Pigliucci, 1997 ;
Sultan, 2004, 2005). Les différences entre les individus observés peuvent évidemment
correspondre a une plasticité phénotypique mais également a un décalage de croissance ou de
développement appelé dérive ontogénétique (Coleman et al., 1994 ; McConnaughay &
Coleman, 1999 ; Moriuchi & Winn, 2005). Pour analyser exclusivement la plasticité
phénotypique, il faut comparer des plantes, non pas au méme age mais au méme stade

ontogénétique.
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Wright et McConnaughay (2002) distinguent deux composantes de la plasticité : - la
plasticité ontogénétique correspondant a la variation de la trajectoire ontogénétique d’un trait
induite par I’environnement, et - la plasticité phénotypique correspondant a la variation d’un
trait consécutive a une variation de la croissance induite par 1I’environnement (Figure 8). Le
suivi des phénotypes au cours de la croissance donne acces a la nature de la plasticité et évite

de surestimer ou sous-estimer la réponse plastique (Wright & McConnaughay, 2002).

Il.2. Analyse de la croissance

La vie de la plante se décompose en trois phases: établissement, persistance et
dispersion (Figure 9) (Grime et al., 1988). Au cours de ce cycle, la plante se développe et
croit, ¢’est I’ontogenése. Le développement concerne toutes les modifications qualitatives et
quantitatives qui ont lieu au cours du temps chez une plante c'est-a-dire de la germination a la
mort du végétal. Les modifications qui ont lieu lors du développement, sont irréversibles. Le
développement détermine le phénotype final du végétal. La croissance, faisant partie du
développement, correspond a une augmentation permanente de taille, de masse et de nombre
qui n’est pas obligatoirement associée a un changement de forme et d’anatomie (Heller,

1984 ; Cusset, 1991).

La croissance d’un organisme peut étre évaluée par la variation de traits quantitatifs
dans le temps, elle est généralement mesurée par 1’augmentation de sa biomasse. De tres
nombreuses fonctions mathématiques ont été proposées pour modéliser la croissance (Hunt &
Loomis, 1976 ; Buis, 1991 ; Cusset, 1991), mais aucune fonction paramétrique ne peut étre
généralisée a toutes les especes et toutes les conditions environnementales (Shipley & Hunt,
1996). Les chercheurs ont donc recours aux techniques statistiques de régressions (Shipley &
Hunt, 1996). Parmi les parametres utilisés pour analyser la croissance des plantes, le taux
relatif de croissance, RGR (Relative Growth Rate), est un trait central (Poorter & Remkes,
1990 ; Shipley & Hunt, 1996 ; Hoffmann & Poorter, 2002 ; Hunt et al., 2002). Il a notamment
une grande importance dans 1’établissement de modeles de stratégies des plantes (Grime &
Hunt, 1975 ; Grime et al., 1988 ; Garnier, 1992 ; Tilman, 1998 ; Meziane & Shipley, 1999 ;
Grime, 2001). C’est une mesure de I’efficacité de croissance du végétal, c’est-a-dire le taux
auquel une quantit¢ donnée de biomasse existante peut produire la nouvelle biomasse par
unité de temps (Shipley & Hunt, 1996 ; Shipley, 2000).

Le RGR, dans une approche dite « classique », est obtenu par RGR = (InM,-InM,)/(t»-t;) ou

M, et M, sont les masses seches aux temps t; et t, (Fisher, 1921). Cette méthode, la plus
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ancienne, présente le désavantage de fixer une valeur de RGR dans un intervalle de temps
alors que ce taux peut varier énormément entre deux récoltes (Poorter, 1989). L’approche
« fonctionnelle », plus récente, du calcul du RGR est basée sur la régression polynomiale du
logarithme des masses séches en fonction du temps. L’équation du RGR est obtenue en
dérivant 1’équation de la courbe de croissance. Cette méthode a pour avantage de mettre en
¢vidence les dérives ontogéniques (Poorter, 1989). En revanche, le choix du degré du modele
polynomial de la courbe de croissance rend subjective la détermination du RGR alors soit
sous-estimé, soit surestimé (Poorter, 1989 ; Shipley & Hunt, 1996). Ainsi le choix d’une
polynomiale de degré 1 pour modéliser la croissance impose une valeur constante au RGR
(Poorter, 1989). Poorter (1989) propose une alternative au choix d’une méthode classique ou
fonctionnelle en utilisant une régression polynomiale des RGR obtenus de maniére classique
(Figure 10).
Hoffmann et Poorter (2002) en confrontant les différentes méthodes de calcul du RGR,
mettent en relief un biais important 1i¢ aux analyses de la croissance. Chez les végétaux, les
mesures de biomasse sont destructives, ce ne sont donc pas les masses des individus qui sont
mesurées au cours du temps mais bien les masse des individus provenant de récoltes
différentes. Le calcul du RGR, selon I’approche classique implique donc I’appariement
d’individus provenant de deux récoltes successives, et inclut donc une variabilité
supplémentaire. C’est pourquoi, Hoffman et Poorter (2002) et Hunt ef al. (2002) choisissant
I’approche classique, proposent de calculer le RGR a partir de la moyenne des logarithmes
des masses séches des plantes :
La méthode de Hoffmann et Poorter (2002) présente I’avantage de ne pas nécessiter
d’apparier les individus. Elle soustrait le logarithme de la moyenne des masses des deux
périodes de temps :

RGR= (InM,-InM))

(t-t1)

Le RGR, ainsi calculé, est non biaisé comparativement aux estimateurs obtenus par les autres

méthodes (Hoffmann & Poorter, 2002).

Le RGR peut étre décomposé comme le produit du taux d’assimilation net, NAR (Net
Assimilation Rate) et du rapport de surface foliaire, LAR (Leaf Area Ratio). NAR correspond
a une variation de biomasse par unité de surface foliaire et par unité¢ de temps et reflcte

I’efficience de la photosynthése a produire de la biomasse malgré les pertes par respiration,
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exsudation ou volatilisation (Elberse et al, 2003). Cette premiére composante est dite
« physiologique ». LAR est la surface foliaire par unit¢ de masse de la plante entiere. Elle
correspond au produit de deux composantes dites « morphologiques », la surface foliaire
spécifique, SLA (Specific Leaf Area), qui correspond a la surface foliaire par unité de masse
foliaire et le rapport de masse foliaire, LMR (Leaf Mass Ratio), qui rapporte la masse des

feuilles a celle de la plante enticre.

=dMX1 x LA x LM
dt LA LM M

- Y\
NAR SLA LMR

- J
Y

LAR
(M : masse de la plante entiére, LA (Leaf Area) : surface foliaire, LM (Leaf Mass) : masse de

RGR

la plante)

Les relations entre le RGR et ses composantes NAR, SLA et LMR ont été analysées
dans divers contextes écologiques, en situation de contraintes nutritives (Meziane & Shipley,
1999 ; Elberse et al., 2003 ; Portsmuth & Niinemets, 2007) de compétition (Kirongo &
Mason, 2003), d’ombrage (Shipley, 2000) ou encore d’enrichissement de I’atmosphére en
CO, (Pardos et al., 2006). Ils peuvent agir de maniére compensatoire en tamponnant
les variations de RGR liées aux variations des facteurs du milieu (Meziane & Shipley, 1999).
Les différentes composantes du RGR peuvent étre plus ou moins plastiques selon les especes
et les conditions environnementales. Porthmuth et Niinemets (2007) se sont intéressés a la
plasticité de cinq especes arborescentes face a des variations de lumiére et de disponibilité en
nutriments. Ils ont mis en évidence chez I’érable a feuilles de platane, une relation trés forte
entre le RGR et le NAR (Figure 11). Cette espéce tolérante a I’ombre, ne modulerait que tres
peu ses paramétres structurels (SLA et LMR), contrairement aux espéces moins tolérantes
comme le bouleau pubescent ou le peuplier tremble. Dans la plupart des études, il apparait
que les variations du RGR sont principalement dues aux variations du NAR, sa composante
physiologique (Elberse et al., 2003 ; Kirongo & Mason, 2003 ; Pardos et al., 2006 ; Shipley,
2006 ; Portsmuth & Niinemets, 2007).
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Interaction de la fixation de 1’azote avec les

nutritions minérales

I. Importance agro-écologique de la fixation de Il’azote
atmosphérique

L’azote (N) est le quatriéme ¢lément le plus abondant dans la biomasse des végétaux
aprés le carbone (C), I’hydrogéne (H) et 1’Oxygeéne (O) (Larcher, 1995). Malgré son
abondance dans ’atmosphere (79% de 1’azote est sous forme de diazote atmosphérique),
I’azote constitue le principal facteur limitant la croissance des plantes dans de nombreux
écosystemes. 99,9% de I’N est sous forme gazeuse alors que seulement 0,00001% est sous
une forme combinée (nitrate, ammonium ou organique) et peut étre absorbé par les plantes
dans la biosphére (Hartwig, 1998). La fixation biologique de 1’azote, qui permet la réduction
de I’N atmosphérique en ammonium, représente la principale voie d'introduction de I’N dans
la biosphere (Figure 12) (Hartwig, 1998). Elle constitue 1'un des principaux processus de
soutien de la vie car il est établi qu’entre 80 et 90 % de I’N disponible dans les écosystémes
provient de ce processus (Falkowski, 1997 ; Cumino et al., 2007).

Dans les prairies, le tréfle des prés (7rifolium pratense) peut fixer jusqu’a 373 Kg
N.ha.an™ et le tréfle blanc jusqu’a 545 Kg N. ha™.an™ (Hggh-Jensen & Schjoerring, 2001 ;
Carlson & Huss-Danell, 2003). Pour des raisons économiques et environnementales,
I’utilisation de plantes fixatrices constitue une trés bonne alternative a 1’utilisation d’engrais
azotés. En effet, une partie de 1’azote fixé par les Fabacées est rhizodéposée dans le sol et peut
profiter aux plantes compagnes ou aux cultures suivantes (Paynel et al., 2001 ; Wichern et al.,

2008).

-14 -



H'J_Eﬁ'guq_'rdrld- l..""-... | ..I'rI|:|Fu prat

! H
\'\‘ “X leleciron zink!
Fe prot, My Ml
L8 l.lll'\‘h .l.

Mg ATE “(Fe prot MgATPL . NHy Mot

.JI.F ”EI‘.”HE- EI"q" I':HL '.-. -II.I'!F.
m, : i 1
Hp'l:lr-:qnnusnff’ " CHaM kg ‘_IE”%
J . -
PR i . | /

f/ ;| N3 CN™ CHaNG
- .

(GzHp —s CHy
|

-

Figure 13. Mécanisme actuellement proposé pour la fixation biologique de N, et de ces différents substrats
alternatifs. La ferrédoxine réduite ou le Na,S,0, réduit la Fe-protéine de la nitrogénase. La Fe-protéine réduite
est liée au MgATP, son potentiel est abaissé environ a -490 mV, et acquiert le potentiel réducteur pour réduire
la MoFe-protéine du complexe nitrogénase. La MoFe-protéine réduite sert de siphon électronique et de cite
catalytique permettant la réduction des divers substrats. La MoFe-protéine est ensuite oxydée. Les quatre cotés
du rectangle schématisant la nitrogénase illustrent les sites enzymatiques utilisés par les substrats alternatifs de
cette enzyme par exemple le N, et les N,O concourent pour un emplacement commun,
concourent pour un emplacement commun et enfin ’acétyléne C,H, molécules concurrent qui est utilisé dans
la méthode ARA. L'évolution de la production du H, est prise en charge par l'intermédiaire de I'hydrogénase

enzyme n'exigeant pas d’ATP. (Burris, 1974).
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Il. Bases morphologiques et biochimiques de la fixation

de I’azote atmosphérique

Il.1. La symbiose fixatrice

Les organismes diazotrophes, capables de réduire 1’azote atmosphérique sont tous des
procaryotes qui fixent 1’azote gazeux grace a une enzyme anaérobie : la nitrogénase. Parmi
ces procaryotes, certains, tels que les bactéries de la famille des Rhizobiacées ou certaines
cyanobactéries, sont capables de former des symbioses avec des plantes supérieures. Dans le
cas de la symbiose formée entre les Rhizobiacées et les Fabacées, la fixation résulte
d’interactions morphologiques et physiologiques finement régulées au sein d’organes

spécialisés : les nodules racinaires ou nodosités.

I1.2. Mesure de la fixation du N, chez les Fabacées

Les Fabacées fixatrices d’azote utilisent pour leur croissance deux sources d’azote :
I’azote soluble provenant du sol (et éventuellement de 1’engrais) et 1’azote atmosphérique.
Plusieurs méthodes ont été développées pour distinguer la contribution de chacune de ces

deux sources dans la croissance de la Fabacée.

1.2.1. Méthode d'Activité de Réduction d'Acétyléne de Ia
nitrogénase

La méthode d'A.R.A. (Acetylene Reduction Activity) se fonde sur le fait que le
nitrogénase réalise la catalyse de plusieurs substrats alternatifs autre que le N, (Figure 13)
(Burris, 1974 ; Hopmans et al., 1983). Parmi ces substrats alternatifs, I’enzyme a une affinité
¢levée pour l'acétyléne (C,H,) qu’elle peut réduire en éthyléne (Barney et al.,, 2004). Ainsi,
I'ARA mesure I’activité de réduction de I’acétyléne en éthyléne. Pour ce faire, les nodules ou
les racines nodulées sont placés dans une atmosphére contenant environ 10% d’acétyléne. La
production d’éthyléne au cours du temps est mesurée en utilisant la chromatographie en phase
gazeuse (Hopmans et al., 1983 ; Ledgard & Steele, 1992). La méthode est relativement bon
marché et donne des résultats rapides, par rapport aux méthodes isotopiques, mais ne permet

pas de quantifier I’azote fix¢é sur un cycle de croissance.

I1.2.2. Utilisation de °N

Les techniques qui utilisent ’isotope stable '°N de 1’azote pour mesurer la fixation de

o , . . ez 1
1’azote atmosphérique sont basées soit sur les différences d’abondance naturelles en °N entre
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Figure 14. Echange moléculaire entre la légumineuse et la bactérie symbiotique (Rhizobium) durant la
symbiose fixatrice du N,. Les flavonoides produites par la légumineuse induisent la production des facteurs de
nodulation (facteurs Nod) issue de D’activation des génes de nodosités (nod). Ces facteurs de nodulation
(facteurs Nod) sont des lipochitooligosaccharides (LCOs). Ils sont modifiés et spécifiques de [’espece
bactérienne impliquée dans la symbiose. Les différents substituant possible sont : en R1 : méthyl ; R2 et R3 :
carbamyl ; R4 acétyle ou carbamyle ; R5 : sulfate, acétyl, D-arabinose et différents fucoses. L’agrandissement
montre un cordon d’infection passant dans la racine induisant la division cellulaire chez la plante qui va former
un nodule primaire. (Shultze & Kondorosi, 1998).
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I’azote de 1’air et ’azote du sol, soit sur des enrichissements en N de I’'une de ces deux
sources.

1l est possible d’utiliser 1’abondance naturelle en °N des sols. En effet, les sols ont
généralement une abondance naturelle en "N plus élevée que I’atmosphére. La fixation de
I’azote atmosphérique peut donc étre estimée indirectement par la différence d’abondance
isotopique de I’N entre une plante non fixatrice qui n’utilise que I’N du sol et une plante
fixatrice (Hogh-Jensen, 2006). La précision de la mesure est améliorée lorsqu’on enrichit le
sol en °N minéral par I'utilisation de la méthode dite de la dilution isotopique du N soluble
par I’'N atmosphérique pauvre en “N. Une plante non fixatrice du N, cultivée sur la méme
solution doit €tre utilisée pour estimer 1’exces isotopique de 1’azote soluble disponible pour
les plantes grace a I’équation (Ledgar & Steele, 1992) :

%Ndfa = (1 — (Exces Isotopique plante fixatrice/ Exces Isotopique plante fixatrice)) x 100
(Ndfa : N derived from the atmosphere)

La fixation de I’N; peut étre mesurée directement en fournissant du 15N2 gazeux soit
au compartiment racinaire soit a la plante entiere (Voisin et al., 2003 ; Lesuffleur, 2007). La
mesure de I’exces isotopique permet alors d’estimer directement la quantité d’azote fixé par la
Fabacée en un temps donné. Cette méthode donne une trés bonne estimation de la quantité
d’N fixé dans les conditions réelles mais est relativement cofiteuse et est difficilement
applicable a grande échelle pour évaluer les quantités totales d’N fixé le long d’un cycle de

culture.
11.3. Morphogénése des nodules

11.3.1. Initiation et formation des nodules

La formation des nodules racinaires est initiée par un dialogue moléculaire entre la
plante héte (Fabacée) et le micro-symbiote (Rhizobium) (Figure 14) (Schultze & Kondorosi,
1998). Les Rhizobiums répondent par chimiotactisme positif aux exsudats racinaires de la
plante en migrant vers les racines (Van Rhijn & Vanderleyden, 1995). La formation des
nodules est induite par des flavonoides, tels que la génistéine du soja (Mulder et al., 2005) et
des lectines (Dazzo & Hubbell, 1975) telles que la trifoliine du tréfle (Dazzo et al., 1978), qui
sont excrétées dans la rhizosphére par les racines des Fabacées (Schultze & Kondorosi, 1998 ;
D’Haeze & Holsters, 2002). Ces composés activent chez les Rhizobium les génes Nod, qui
induisent la syntheése de lipo-chito-oligosaccharides nommés facteurs Nod (Figure 14)

(Shultze & Kondorosi, 1998). La spécificité de I’hdte est déterminée par I’ensemble de ces
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Halbleid & Ludden, 2000 ; Howard & Rees, 2006 ; Lee & Holm, 2003 ; Syrtosa et al., 2006).
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molécules, et en particulier par la structure des facteurs Nod (Philip-Hollingsworth et al.,
1989 ; D’Haeze & Holsters, 2002). Le facteur Nod induit a son tour un certain nombre de
réponses spécifiques dans la racine telles que la déformation des poils absorbants ou la
synthése de protéines spécifiques, appelées nodulines. Certaines nodulines précoces, telles
que la dd23b du trefle qui contient une cystéine dans son centre actif (Crockard et al., 2002),
sont également impliquées dans la formation de la symbiose, alors que les nodulines tardives,
telles que la nitrogénase sont impliquées dans son fonctionnement. Dans la nodosité, les
bactéries sont entourées d’une membrane péribactéroidienne (ou symbiosome) et forment des
ilots appelés bactéroides (Patriarca et al., 2002 ; White et al, 2007). Les nodosités
indéterminées formées sur les Fabacées d’origine tempérée comme le tréfle sont caractérisées
par une activité méristématique persistante, qui donne une forme ovale aux nodules (Figure
15) alors que les Fabacées d’origine tropicale donnent des nodules plus arrondis et sont
caractérisées par une activité méristématique déterminée (Patriarca et al., 2002).

La formation des nodosités résulte donc d’un processus complexe et de la synthése de

nombreuses molécules impliquées dans le dialogue moléculaire entre les deux partenaires.
Il.4. Réduction du diazote atmosphérique

1.4.1. Structure de la nitrogénase

La nitrogénase (EC 1.18.6.1) est I’enzyme clef de la fixation de I’N, elle catalyse la
réduction du N, atmosphérique en NH," dans les bactéroides. Cette enzyme est un complexe
de deux métalloprotéines : la Fe-protéine ou dinitrogénase réductase et la MoFe-protéine ou
dinitrogénase (Burris, 1974 ; Dean et al., 1993 ; Halbleid & Ludden, 2000 ; Lee & Holm,
2003 ; Howard & Rees, 2006 ;Syrtsova et al. 2006) (Figure 16). La dinitrogénase réductase
est un homodimére d’environ 50 a 60 kDa qui contient un centre fer/soufre simple
([Fe4S4](S'Cys)4). La MoFe-protéine est un hétérotétramére o2-f2 d’environ 220 kDa
contenant un centre Fe/S ([Fe8S4](S'Cys)6) et un centre MoFe/S ([Fe7MoS9]-
homocitrate)SYCysNSHis). Cet hétérotétramere contient un complexe molybdothiol,
comprenant du molybdéne et des liaisons thiols provenant de la L(+) cystéine. Il s’agit du
centre catalytique qui réduit le diazote en présence de pouvoir réducteur et d’une source
d’énergie, I’ATP (Adénosine TriPhosphate). Le S, du fait de la présence de la cystéine, le Fe

et le Mo sont donc des composants essentiels de la structure de la nitrogénase.
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1.4.2. Réaction catalysée par la nitrogénase

La réaction (Figure 16) débute par la réduction de la Fe-protéine par les donneurs
d'¢lectrons que sont la ferrédoxine ou la flavodoxine (Yoch & Carithers, 1979 ; Howard &
Rees, 2006). Les ferrédoxines sont des protéines acides, de faible masse moléculaire, solubles
et a centre fer-soufre. Les électrons sont ensuite transférés a partir de la Fe protéine vers la
MoFe-protéine grace a un processus qui implique 1'hydrolyse de MgATP. 16 moles d’ATP
sont nécessaires a la réduction d’une mole de N, en condition réelle de fixation (Bergersen,
1991). Un quart des électrons impliqués dans la réaction sont employés pour produire du
dihydrogéne H, a partir de proton H'. Certaines bactéries utilisent une hydrogénase qui
catalyse 1'oxydation du H, en H,O (Burris, 1974) en produisant une molécule d’ATP. Cette
hydrogénase permet donc de recycler une partie du H, produit et de limiter les pertes

d'énergie (Burris, 1974 ; Simpson, 1987).

11.4.3. Alimentation en substrats carbonés des nodules

L’alimentation en substrats carbonés du nodule est cruciale pour le fonctionnement de
la nitrogénase d’une part en raison du cotit énergétique de 1’activité nitrogénase et d’autre part
en raison de la nécessité de fournir des squelettes carbonés nécessaires a 1’assimilation de
I’ammonium. Les composés carbonés doivent traverser les membranes du symbiosome et des
bactéroides (Figure 17) (White et al., 2007). La forte vascularisation des nodosités permet la
fourniture de saccharose issu de la photosynthése (Gordon ef al., 1999 ; White et al., 2007). 11
est largement admis que des acides carboxyliques tels que le malate et non les sucres comme
le saccharose sont fournis aux bacteroides (Colebatch et al., 2004 ; White et al., 2007).
L’hydrolyse du saccharose par une Sucrose Synthase (SuSy) ou une invertase, la glycolyse,
puis I’action séquentielle de la phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPCase) et la malate
déshydrogénase (MDH) permettent ainsi la conversion de glucides issus de la photosynthése
en oxaloacétate puis malate (Vance & Heichel, 1991 ; Chopra et al., 2002 ; White et al.,
2007). L'activité¢ de la PEPCase et de la MDH augmentent pendant le développement des
bactéroides (Appels & Haaker, 1988 ; Colebatch et al., 2004 ; White et al., 2007). Chez les
Rhizobium, le cycle des acides tricarboxyliques est la voie métabolique centrale. Il peut
utiliser le malate introduit dans le bactéroide grace a un transporteur DctA (Figure 17) (White
et al, 2007). L'oxydation des composés par l'intermédiaire du cycle de Krebs fournit des
Coenzymes réduits, de I’ATP, et des métabolites nécessaires a la production d'acides aminés

ou a d'autres voies biosynthétiques.
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Figure 18. Transport de I’Ammonium dans le bactéroide. L’ammoniaque produit dans le
bactéroide ce diffuse dans l'espace péribactéroidien (PBS). La molécule est protonée
dans I'environnement acide de cet espace. La suppression de I’ammonium empéche le
recyclage de 'ammonium dans le bactéroide. Le mouvement des ions ammonium dans le
cytoplasme des cellules infectées de la Fabacée exige le fonctionnement d'un canal
ionique. L'assimilation d'ammoniaque en acide aminé se produit dans les bactéries du
bactéroide et également dans les cellules végétales infectées. (d’apres Day et al., 2001).
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I1.4.4. Devenir du NH," dans les nodules

L’ammoniaque exporté du bactéroide vers le cytoplasme des cellules de la Fabacée est
rapidement transformé en ammonium grace & la forte disponibilit¢ en H' de I’espace
péribactéroidien, dont le pH est acide (Figure 18) (Day et al., 2001) et est exporté dans la
plante. Les travaux de Waters et al. (1998) montrent que 1’azote réduit peut également étre
exporté du bactéroide sous forme d’alanine, chez le soja. Le métabolisme complexe qui va
permettre la synthése des acides aminés ou d’uréides fait intervenir plusieurs échanges de
composés N réduits entre les deux partenaires (Figure 17) (White et al., 2007). Dans les
Fabacées tempérées, 'ammonium libéré par les bactéroides est assimilé en glutamine puis
glutamate par l'intermédiaire de la voie de GIln synthétase / Glu synthase (GS/GOGAT)
(Patriarca et al., 2002 ; White et al., 2007). Les nodosités des Fabacées tempérées exportent
principalement de I’asparagine (Asn) vers les autres organes de la plante hote, tandis que les
Fabacées tropicales exportent surtout des uréides (Figure 17) (Goggin et al., 2003 ; White et
al., 2007).

II.5. Réle de I'oxygéne et mécanismes de régulation de
I’approvisionnement en O, dans le nodule

L'oxygene joue un role double dans le fonctionnement de la symbiose, puisque c’est a
la fois le substrat respiratoire qui fournit I’énergie nécessaire a la réduction du N, et un
puissant inhibiteur qui dénature la nitrogénase (Dixon & Wheeler, 1986). Ainsi, la fixation
biologique du N, se produit dans des conditions anaérobies ou plus précisément
microaérobies dans une gamme de concentrations comprises entre 3 et 30 nM (Bergersen,
1982 ; Witty et al., 1987 ; Sprent & Sprent, 1990) bien que les nodules doivent maintenir un
flux important d’O,. L apport d’oxygene au bactéroide est donc finement régulé, et constitue
un des principaux mécanismes de régulation de la fixation par les facteurs externes. Les
nodules développent des structures et différents mécanismes permettant la gestion de
I'approvisionnement régulier et efficace en O, dans la zone infectée.

En premier lieu, cet apport est régulé¢ au niveau d’une barriere de résistance a la
diffusion de 1’0, constituée par 1 a 3 assises cellulaires au niveau du parenchyme cortical qui
entoure la zone centrale infectée des nodules (Hunt & Layzell, 1993 ; Neo & Layzell, 1997).
Les mécanismes permettant de réguler la perméabilité au gaz restent encore controversés.
Plusieurs mécanismes ont été proposés, ils incluent notamment des changements de la teneur

en eau des espaces intercellulaires du parenchyme du nodule dus a des osmoticums ou des
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protéines spécifiques qui contrdlent la diffusion de 1’0, (VandenBosch et al., 1994 ; Denison
& Kinraide, 1995). La dépolarisation rapide et réversible des membranes (Denison &
Kinraide, 1995) peut également modifier la diffusion de I’O».

En second lieu, le puits intense pour 'O, constitué par la chaine respiratoire permet
d’établir un gradient de concentration en O, intracellulaire (Thumfort et al., 1999), tout en
produisant de ’ATP par phosphorylation oxydative. Les mitochondries des cellules infectées
sont distribuées principalement autour de la périphérie du bactéroide et a proximité de la paroi
cellulaire et des espaces aériens intercellulaires (Bergersen, 1982).

Enfin, la 1éghémoglobine (Lb) transporte 1’0, et assure la diffusion de 1'0, du cytosol
vers les bactéroides tout en protégeant la nitrogénase des dommages de 1'oxygene
(Kawashima et al., 2001). Cette protéine monomérique, de 15 a 17 KDa de la famille des
hémoglobines, est produite par la bactérie dans le nodule mais contient un héme ferrique
provenant de la Fabacée (Harutyunyan et al., 1995 ; Santana et al., 1998 ; Labarre, 2006)
(Figure 19). Chez le pois, cinq isoformes différentes classées en deux types (Lb A et Lb B)
ont ¢été identifiées (Kawashima ef al.,, 2001). Le type Lb A montre une affinité plus élevée
pour 1'0,. Elle facilite la diffusion de 1'O, dans les cellules infectées de sorte qu'un flux élevé
contrdlé d'O, de concentration régulée se produise rapidement au sein du bactéroide pour
maintenir sa respiration (Appleby, 1992 ; Kuzma et al., 1993). La réaction Lb+0O, — LbO;
présente un Km d’environ 37mM (Bergersen, 1982). Lb est produit en forte quantité et
concentration dans le cytosol des cellules infectées de la plante hote (Appleby, 1984 ; Hunt &
Layzell, 1993 ; Arredondo-Peter et al., 1998). Chez le soja, la concentration en Lb dans le
cytosol est estimée a 3mM (Bergersen, 1982). Par ailleurs, la Lb est encline a 1'auto-oxydation
favorisée par le pH acide du cytosol, et a la présence de radicaux libres et especes réactives de
l'oxygene (ROS) (Naya et al., 2007). Chez le soja (Glycine max L.), la Lb agit en association
avec les mécanismes Ascorbate/GSH et protége le nodule contre les ROS (Figure 20) (Puppo
etal, 1993 ; Naya et al., 2007).

L’alimentation en O, des nodules apparait donc comme centrale dans la régulation de

la fixation.

-20 -



| B)Sgerhaim

B (alacs

7

o
wn

Lo I == ]
(=]

{ B nbBw) wp ainpou w Egn

[C)Pasvik

%M n nodule dwt
— -y
=] w

=
L

A - L — 0
002 L B B W1I2ZW 0O 2 & 6 8 12 W
Days of treatment

Figure 21. Modification des concentrations en N total
(symboles noirs) et en NO,™ (symboles blancs) dans la
maticre séche des nodules pendant les 14 jours suite a
I’apport de NH,* (cercle) ou NO;™ (triangle), comparé
a une plante controle pour la fixation du N, (carré)
chez des trefles blancs de quatre origines
géographiques. (Svenning et al., 1996).

0.30 [ 2500

E a. T C.

= 025 | 3

e 3 E 2000

C < S

= 020 | ® g

2 E @ 1500

2 015 £ E

> L 3

z H .g 1000 [

AN 3

2 Y 2 g

= 005 | 1 L‘]' .z 5 s00 |

'2 /D#_/T\ z T 1
B TR . TR TR Ean i'-u
Days after supplying NO,’ Days after supplying NO,’ Days after supplying NO,’

Figure 22. Modification au cours du temps : a. du poids sec de nodule total par plante,
b. de la masse moyenne d’un nodule et ¢. du nombre de nodules par plante pour quatre
lignées de tréfle blanc aprés un approvisionnement de 20pM de NO;~ (symboles noirs)
comparé aux plantes dépendant seulement de la fixation de N, (symboles blancs). (i)
Lignée A (rond), lignée B (triangle), lignée C (triangle inversé) et D (carré). (ii)
Moyennes et erreurs standards (n=4). (Abberton et al., 1998).




Analyse Bibliographique - Chapitre 2

ll.Effet de I’alimentation en ammonium (NH,") et en nitrate

(NO3’) sur la fixation de I'azote

lll.1. Effet sur la nodulation

Le développement des nodules fixateurs est régulé par les facteurs du milieu (Walsh et
al. 1995 ; Schultze & Kondorosi, 1998 ; Forde & Lorenzo, 2001). De nombreuses contraintes
telles que les stress hydriques, salins ou les stress nutritifs réduisent le nombre et la masse des
nodules formés (Walsh et al., 1995). L’alimentation en N minéral réduit également la
nodulation. Ainsi, le nitrate inhibe spécifiquement la nodulation sans modifier la croissance
des autres organes (Forde & Lorenzo, 2001 ; Forde, 2002a, 2002b). L’ammonium entraine
¢galement une réduction de la formation des nodules. Ainsi, chez le tréfle blanc, 1’apport
régulier de nitrate ou d’ammonium réduit fortement le nombre et la biomasse des nodules
formés (Figures 21 et 22) (Svenning et al., 1996 ; Abberton ef al., 1998). La sensibilité de la
nodulation a ’N minéral apparait fortement dépendante de 1’espéce et méme de la variété,
chez les especes cultivées (Walsh et al. 1995 ; Svenning et al., 1996). L’étude de Heidstra et
al. (1997) concernant la féve, montrent que 1’alimentation en NH; et NO;  réduit la
nodulation en modifiant les premicres étapes de I’infection racinaire. Le nitrate inhibe la
nodulation par un effet localisé et un effet systémique sur I’ensemble des racines (Forde &
Lorenzo, 2001 ; Forde, 2002a, 2002b). Cet effet systémique implique un signal foliaire qui est
transporté par le phloéme et qui pourrait étre le saccharose ou des acides aminés (Purcell &

Sinclair, 1994).

lll.2. Effet sur le fonctionnement du nodule

De nombreux travaux ont établi que 1’activité nitrogénase peut également étre réduite
en présence de NH; ou d’NOs” (Faurie & Soussana, 1993 ; Svenning et al., 1996). Le nitrate
réduit plus fortement que I’ammonium, a long terme, 1’activité spécifique de la nitrogénase du
trefle (Svenning et al., 1996). Toutefois, il a ét€ montré que ces deux ions peuvent stimuler a
court terme (entre 1 et 7 jours) cette activité lorsqu’ils sont apportés en faible dose (Svenning
et al., 1996). L azote combiné apporté sous forme d’uréide ou d’asparagine réduit également
I’activité nitrogénase (Vadez et al., 2000).

Un certain nombre de mécanismes ont été proposé€s pour expliquer cette réduction de
’activité nitrogénase par I’'N minéral. Chez la bactérie libre fixatrice Rhodobacter capsulatus

une modification a trés court terme par I’ammonium (< 10 minutes) de la conformation de la
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dinitrogénase réductase a ét¢ mise en évidence (Yakumin & Hallenbeck, 1998). Dans les
symbioses fixatrices, de nombreux résultats expérimentaux montrent que la réduction pourrait
étre due a une augmentation de la résistance a 1’0O, au niveau de la barriere corticale de
diffusion de 1I’O,. Plusieurs types de mécanismes ont été proposés pour expliquer cette
augmentation de la résistance. Ainsi, le nitrate pourrait, en s’accumulant, provoquer une sortie
d’eau des cellules corticales vers les espaces intercellulaires et diminuer ainsi la diffusion de
I’0O, dans les espaces intercellulaires. D’autres études ont montré que la réduction de la
diffusion d’O, dans les nodules des plantes fortement alimentées en nitrate est liée a une
réduction de 1’approvisionnement des nodules en s¢ve ¢élaborée (Faurie & Soussana, 1993).
Enfin, ’augmentation en acides aminés dans le phloéme (particulierement asparagine et
glutamine) permettrait un rétrocontrdle phloémique induisant un déclin de 1’activité de la
nitrogénase en augmentant la résistance a la diffusion en O, du nodule (Hartwig et al., 1994 ;
Neo & Layzell, 1997 ; Vadez et al., 2000). Ceci permettrait une régulation du métabolisme du
nodule et de I’activit¢ nitrogénase des cellules infectées par les bactéries (Parsons et al.,

1993).

IV. Effet de I'alimentation en phosphore, potassium sur la

fixation de I’azote

IV.1. Effet de I’'alimentation en phosphate (PO,*) sur la fixation

de 'azote

IV.1.1. Effet sur la nodulation

La fixation de I’N; atmosphérique est fortement consommatrice en énergie, fournie
essentiellement sous forme d’ATP. Il n’est donc pas surprenant que le phosphate stimule
fortement cette fonction. Israel (1987) et Olivera et al. (2004) ont ainsi montré que la fixation
de I’N atmosphérique est optimale pour une teneur plus forte en P que pour d’autres fonctions
affectant la croissance. La déficience en phosphate (PO,”) réduit la croissance de I’ensemble
des organes des Fabacées, mais c’est le développement des nodules qui semble le plus affecté
(Figure 23) (Israel, 1987 ; Almeida et al., 2000 ; Schultze & Drevon, 2005). La stimulation
spécifique de la nodulation par le PO,* a été démontrée chez le soja (Israel, 1987), le haricot
(Oliveira et al., 2004), la luzerne (Schulze & Drevon, 2005), le lupin (Le Roux et al., 2008),
le trefle des prés (Hellsten & Huss-Danell, 2000 ; Hogh-Jensen et al., 2003) et chez le tréfle
blanc (Hegh-Jensen & Schjoerring, 2000). Les plants de soja (Israel, 1987) et de luzerne

-22 -



Analyse Bibliographique - Chapitre 2

(Schulze & Drevon, 2005), forment moins de nodules et des nodules plus petits lorsque PO4>
est fourni en concentration insuffisante, alors que le treéfle blanc cultivé en hydroponie en
absence de PO,” ne forme pas du tout de nodules (Figure 23) (Almeida et al., 2000).

La réduction de la croissance du tréfle blanc sous-alimenté ou privé de PO4> ne résulte
pas d’une réduction de la fixation et pourrait constituer une réponse adaptative liée a
I’ajustement des besoins en N chez les plantes déficientes en PO,* (Almeida et al., 2000 ;
Hogh-Jensen et al., 2002). La plasticit¢ phénotypique permet au tréfle de s’adapter a la
déficience en PO,* du milieu en allouant plus de biomasse aux racines pour aller prélever le

2- : ST I e
PO4~ et moins aux nodules spécialisés dans I’acquisition de I’N.

IV.1.2. Effet sur le fonctionnement du nodule

La déficience en PO42' entraine dans certains cas, en plus d’une réduction de la
nodulation, une réduction de I’activit¢ de la nitrogénase, mais cette réponse dépend des
espéces. Ainsi, chez la luzerne déficiente en PO,>, Schultze et Drevon (2005) ont observé une
réduction de I’activité de fixation par gramme de nodule. A I’inverse, 1’activité spécifique de
la nitrogénase est maintenue ou méme stimulée chez le treéfle blanc alimenté trés faiblement
ou privé totalement en PO,*. Almeida et al., (2000) et Heogh-Jensen et al., (2002) ont observé
une augmentation de 1’activité spécifique des nodules formés chez les trefles déficients en
phosphate (Figure 23). Cependant, une privation prolongée peut, chez cette espéce, provoquer
I’accumulation d’acides aminés tels que ’asparagine qui peuvent inhiber la fixation par un
processus de rétrocontrdle (Almeida et al., 2000). Chez le lupin déficient en PO42', Le Roux et
al. (2008) n’ont pas observé d’accumulation d’aides aminés mais ont observé une forte

accumulation d’acides organiques qui peut inhiber la fixation.

IV.2. Effet de I’alimentation en potassium (K*) sur la
fixation de I’azote

Des travaux sur la féve, le haricot et le tréfle blanc montrent que la fixation de I’azote
est également dépendante de la nutrition potassique (K), mais les mécanismes impliqués
semblent encore une fois variables selon les especes (Sangakkara et al., 1996 ; Hogh-Jensen,
2003). Chez la feve ou le haricot, contrairement a la fixation, I’absorption de I’azote minéral
semble plus affectée par la nutrition potassique. Chez ces deux especes, 'utilisation de
cultures sur sable a permis de montrer que des plantes cultivées avec une alimentation tres

faible en K" ne forment pas de nodules (Sangakara et al, 1996). En revanche, lorsque
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d’un nodule moyen chez Medicago sativa L., Trifolium pratense L., Vicia faba L. et Pisum sativum L.;
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lettres indiquent la différence significative existant entre les moyennes pour un P<0.05 suite & une
ANOVA. (Scherer & Lange, 1996).
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I’alimentation en K" est suffisante pour permettre aux plantes de former des nodules, 1’activité
de la nitrogénase est indépendante du K'. Chez le tréfle blanc, Hogh-Jensen (2003) a pu
montrer que les mécanismes impliqués dans la régulation de la fixation de I’N sont différents
a court et a long terme. Ainsi, la suppression brutale du K™ dans la solution nutritive entraine
une réduction de la fixation due a une baisse de ’activité spécifique de la nitrogénase (Figure
24), alors que la masse de nodules augmente (Hogh-Jensen et al., 2003). Cette réduction de la
fixation ne correspond pas & un effet spécifique du K sur la fixation, mais pourrait répondre a
une réduction de la demande en N consécutive a la réduction de croissance provoquée par
’arrét de I’apport en K'. Lorsque le K est apporté en continu a différentes concentrations,

Hogh-Jensen n’a pas mis non plus en évidence d’effet spécifique du K sur la fixation de I’N.

V. Effet de I’alimentation en soufre sur la fixation de

I’azote

V.1. Effet de I'alimentation en S sur la croissance et la nodulation
des Fabacées

Ce sont d’abord les études montrant que la croissance des Fabacées fixatrices est
particulierement dépendante du soufre qui ont suggéré que le S stimule la fixation de I'N
atmosphérique (Anderson & Spencer, 1950 ; Aulakh & Arora, 1976). Cette stimulation de
croissance par le S a été observée en particulier chez la féve, le pois, la luzerne, le tréfle
semeur et le tréfle des prés (Scherer & Lange, 1996 ; Zhao et al., 1999). Les cultures
plurispécifiques en mésocosmes ont également montré que le tréfle blanc est plus sensible a la
teneur en S du sol que certaines Poacées prairiales (Tallec et al., 2008).

La déficience en S entraine une réduction des teneurs en N des parties aériennes due a
une baisse de la fixation (Anderson & Spencer, 1950 ; Walker & Adams, 1958 ; Scherer &
Lange, 1996 ; Zhao et al.,, 1999). Comme le P et le K, le S stimule la nodulation en
accroissant la quantité de nodules et leur masse fraiche (Habtemichial et al., 2007). Chez le
tréfle des prés, le pois, la féve et la luzerne, cette stimulation de la nodulation s’explique par
une moindre croissance des parties souterraines et résulte d’une augmentation du nombre et

de la maticre seche moyenne des nodules (Figure 25a,b) (Scherer & Lange, 1996).
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Figure 27. a. Teneur en ferrédoxine (ug.g~! matiére fraiche) des bactéroides nodulaires du pois. b. Teneur
en ATP (nmol.kg™! matiére fraiche) des bactéroides nodulaires du pois. ¢. Teneur en ATP (nmol kg!
matiére fraiche) des mitochondries des nodules du pois. d. Teneur en Léghémoglobine (mg.g~! matiére
fraiche) des nodules du pois. Les différentes lettres indiquent la différence significative pour un P<0.05 via
une ANOVA ; Les barres d'erreurs représentent les écarts types. (Scherer et al., 2008).
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V.2. Effet sur le fonctionnement du nodule

Les bactéroides nodulaires ont un tres fort besoin en S (Gordon ef al., 1990 ; Moran et
al., 2000 ; Krusell et al., 2005). La réduction de 1’alimentation en S entraine une diminution
de l'activité de la nitrogénase (Figure 25c) (Lange, 1998 ; Scherer et al., 2008). Un certain
nombre d’auteurs a proposé que cette réduction de ’activité nitrogénase est principalement
due a une réduction de I’approvisionnement €nergétique du nodule (Deboer & Duke, 1982 ;
Scherer et al., 2006). Ainsi Pacyna et al. (2006) ont observé que la réduction de I’alimentation
en S entrainait une réduction des teneurs en ATP et en glucose des nodules. La réduction de la
photosynthése chez les plantes déficientes en S peut expliquer cette baisse de
I’approvisionnement énergétique des nodules (Figure 26) (Deboer & Duke, 1982 ; Scherer et
al., 2006). Elle pourrait résulter d’une forte réduction de la concentration en chlorophylle
(Friedrich & Shrader, 1978 ; Deboer & Duke, 1982), ou des teneurs en protéines foliaires
(Deboer & Duke, 1982). La réduction de 1’approvisionnement en pouvoir réducteur des
nodules chez les Fabacées insuffisamment alimentées en S peut également se traduire par une
baisse des teneurs en Ferrédoxine, qui est la protéine donneuse d’électrons a la nitrogénase ou
une baisse de la teneur en léghémoglobine (Figure 27) (Scherer et al, 2008). Malgré
I’importance des acides aminés S dans la structure et le fonctionnement des nodules, trés peu
d’¢études se sont penchées sur 1’effet de la disponibilité en S sur la synthése des protéines du

nodule, la nitrogénase en particulier.
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Acquisition et metabolisme du soufre chez les

veégeétaux superieurs

I. Les réles du S dans le métabolisme des plantes

Le soufre fait partie des 6 macroéléments (C, H, O, N, P, S) indispensables aux
végétaux. Bien que présent en faible concentration dans la plante, il ne constitue que 3 a 6%
de la matiére seche. Son role est vaste et prépondérant dans le végétal. Les deux acides
aminés soufrés, la cystéine et la méthionine, ayant un groupement thiol (-SH), sont
indispensables pour 1’arrangement tridimensionnel de nombreuses protéines par la formation
de ponts disulfures, et par conséquent pour la fonction de ces protéines. Ils entrent souvent
dans la composition du centre catalytique des enzymes. Par I’intermédiaire de la cystéine, le
soufre intervient dans la défense antioxydante via le glutathion réduit (y-glutamyl-cystéine-
glycine), la thiorédoxine, la peroxyrédoxine. Ces molécules permettent a la plante de lutter
contre les especes réactives de I’oxygéne qui peuvent endommager les membranes et les
protéines. Elles préservent 1’intégrité cellulaire et le statut redox de la cellule. Le glutathion
sert ¢galement a détoxifier les xénobiotiques (composés polluants) et les métaux lourds. Les
Fabacées contiennent, un tripeptide thiol particulier, I’homoglutathion, qui remplace en partie
ou en totalité le glutathion, en particulier dans les nodules (Moran et al., 2000). Le soufre
entre également dans la composition de produits secondaires (comme les glucosinolates et les
sulfolipides), de vitamines et de co-facteurs (biotine, thiamine, Coenzyme A, etc.) (Saito,

2004 ; Rausch & Wachter, 2005).
Il. Acquisition et transport du soufre

.1. Absorption du soufre par voie racinaire

I1.1.1. Le soufre dans le sol

Au sein des écosystemes terrestres, la teneur moyenne en S total du sol se situe entre

0.02 et 0.2% en grande majorité sous forme organique (Friend, 1973).
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Figure 28. Arbre phylogénétique représentant les cing
familles de genes de transporteurs du sulfate chez
Arabidopsis thaliana L.. (Hawkesford & De Kok, 2006).
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Figure 29. Modéle d’absorption et des mouvements de sulfate au niveau de la plante
entiere. Illustration de D’absorption, de la distribution, de l'importation, de la
remobilisation, et de 1'exportation du sulfate qui est proposée en fonction du type de
tissu et de la demande spécifique en soufre au cours du développement de la plante.
Les fléches présentent I’absorption et les mouvements xylémique et phloemique
potentiels du sulfate dans le végétal. (Buchner et al., 2004).
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Les formes organiques du soufre représentent plus de 95% du soufre total du sol
(Scherer, 2001) et sont généralement subdivisées en 3 groupes: Le S « HI-réductible »
(principalement des esters sulfates), les acides aminés soufrés et le S résiduel li¢ au C
(principalement des sulfonates et du S hétérocyclique) (Kertesz & Mirleau, 2004). Ce S
organique n’est disponible pour les racines des plantes que par I’intermédiaire d’enzymes
hydrolytiques : les sulfatases (Scherer, 2001). Ces sulfatases sont principalement
microbiennes et la mieux caractérisée est 1’aryl-sulfatase qui hydrolyse les esters-S en sulfate
(Vong et al., 2007). Les composés exsudés par certaines plantes dont le colza stimulent
I’activité aryl-sulfatase microbienne (Dedourge et al., 2004).

D’apres Bohn et al. (1986), dans la plupart des terres agricoles, le soufre minéral
représente une part inférieure a 5 % du S présent dans le sol. Le soufre minéral est présent
essentiellement sous trois formes dans ce compartiment : le sulfate (SO4%) de la solution du
sol, le sulfate adsorbé sur le complexe argilo-humique du sol et le soufre solide. Sous sa
forme solide, c'est-a-dire sous forme de sulfate de calcium (CaSQ,) essentiellement dans les
roches sédimentaires, il est trés peu accessible pour la croissance des organismes. Le sulfate
présent dans la solution du sol est en équilibre avec les formes adsorbées ; une augmentation
de la teneur en sulfate de la solution du sol engendre une augmentation de sulfate adsorbé
(Scherer, 2001). Le sulfate adsorbé¢ est trés peu disponible pour la plante car il est retenu par
des minéraux insolubles a forte charge positive, notamment des hydroxydes d’aluminium et
de fer, mais peut étre désorbé en présence de phosphate (Scherer, 2001). Cette adsorption est
également fortement dépendante du pH. Elle est forte a pH acide et devient négligeable pour
un pH supérieur a 6.5 (Curtin & Syers, 1990 ; Hu et al., 2005). Le S peut étre accumulé sous
forme de métaux soufrés tel que la pyrite ou sous forme précipitée avec le CaSO,4 dans les

sols calcaires.

1.1.2. Absorption racinaire du sulfate

L’absorption du sulfate correspond a un flux net, bilan de deux flux unidirectionnels
opposés a travers la membrane plasmique des cellules racinaires : 1’influx et I’efflux (Cram,
1983 ; Bell et al., 1995). L’influx se fait contre un gradient électrochimique grace a un
symport 18O, / 3H" et nécessite un gradient de protons maintenus par une pompe
H'/ATPasique. (Clarkson et al., 1989 ; Leustek & Saito, 1999). Un certain nombre de
transporteurs a forte affinité ou a faible affinit¢é a été mis en évidence chez les plantes
supérieures (Leustek & Saito, 1999). Les transporteurs de sulfate possédent 12 domaines

transmembranaires et sont codés par une méme famille de genes (Smith er al, 1997 ;
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le transport du sulfate chez le bactéroide
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le transport du sulfate du cytoplasme de
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fixation de 1’azote (B). Le transport est
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par une H*-ATPase. (Krusell et al.,
2005).
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Hawkesford, 2003). Les relations phylogéniques (Figure 28) entre la séquence protéique de
ces systémes de transport, leur fonction et distribution (Figure 29), ont permis de les classer
en cinq groupes (Buchner et al., 2004 ; Hawkesford & De Kok, 2006). Des représentants de
chacun de ces groupes ont été caractérisés dans les plantes supérieures et en particulier
Arabidopsis thaliana (Buchner et al., 2004) et Stylosanthes hamata (Smith et al., 1997). Les
transporteurs des groupes 1, 2 et 3 sont localisés dans la membrane plasmique, tandis que les
transporteurs des groupes 4 et 5 sont localisés dans la membrane tonoplastique. Les
transporteurs du groupe 1 sont impliqués dans le prélevement du sulfate de la solution du sol.
Ils ont une forte affinité pour le sulfate et sont principalement exprimés dans les racines
(Figure 30) (Leustek & Saito, 1999 ; Takahashi et al., 2000 ; Buchner et al., 2004). Lorsque
que le milieu s’appauvrit en sulfate, la synthése de ces transporteurs est fortement stimulée
(Hawkesford et al., 1993).

Le premier transporteur de sulfate dans le nodule qui a été identifi¢ chez Lotier du
Japon appartient au groupe 3 (Krusell ez al., 2005). Ce transporteur, SST1, localisé dans la
membrane péribactéroidienne, est responsable du transport du sulfate du cytoplasme de la
cellule hote vers le bactéroide (Figure 31) (Krusell et al., 2005). SST1 présente la particularité
de ne pas posséder de mécanisme de cotransport H/SO4>. En effet, I'importation de sulfate
serait favorisée d’une part par la différence de potentiel positive a I’intérieur de la membrane
péribactéroidienne et, d’autre part, par la forte absorption active par les bactéroides qui

représentent un fort puits métabolique pour le sulfate (Krusell et al., 2005).

1.1.3. Flux de transport et de stockage du sulfate

Une faible proportion du sulfate est assimilée dans les racines (Saito, 2004). Le sulfate
peut étre stocké dans les vacuoles au niveau des racines ou transporté principalement sous
forme de sulfate via le xyléme vers les parties aériennes ou il est assimilé en S organique ou
bien également stocké dans les vacuoles (Figure 32) (Buchner et al.,, 2004). Ce transfert du
sulfate des racines vers les parties aériennes, ou il est réduit et assimilé, implique le passage
de multiples membranes et un transport a longue distance dans le xyléme (Clarkson et al.,
1989). Le flux transpiratoire est la force motrice de transport du SO, vers les feuilles
(Rennenberg et al., 1979 ; Rennenberg & Polle, 1994), lieu ou le sulfate est déchargé dans les
cellules du mésophylle (Figure 29 et 33) (Rennenberg & Polle, 1994 ; Buchner et al., 2004).
Une partie du sulfate absorbé par les racines est ¢galement exporté sous forme de cystéine

vers les parties aériennes (Zhao et al., 1999).
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Figure 34. Schéma illustrant: i) les diverses destinations pour les électrons de la
membrane photosynthétique (- - ), ii) certaines utilisations des produits réduits et la
participation de I’ATP dans divers processus dépendant de la photosynthése (---»),
Les gaz polluants peuvent exercer leurs effets simultanément sur plusieurs parties des
processus photosynthétiques. (Wellburn et al., 1981).
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11.2. Dépét foliaire de soufre

Le soufre atmosphérique, phytotoxique a forte concentration (Welburn et al., 1981 ;
Van Der Kooij et al., 1997 ; De Kok, 2007), constitue néanmoins la premiere source de soufre
pour la croissance des plantes, indirectement a travers les dépdts qui vont enrichir le sol en S,

ou directement sur les feuilles (Buchner et al., 2004 ; De Kok et al., 2007).

11.2.1. La phytotoxicité du S atmosphérique

Les effets phytotoxiques du soufre atmosphérique sont essentiellement dus au dioxyde
de soufre (SO,) et peuvent étre observés dans les régions industrielles. L’effet négatif de ce
gaz résulte de plusieurs mécanismes. Il contribue avec I’oxyde nitrique aux pluies acides, en
réagissant avec 1’eau et I’oxygeéne pour former de 1’acide sulfurique. Cette oxydation du SO,
en acide sulfurique peut entrainer 1’acidification des tissus et perturber le métabolisme. Les
dommages induits par 1’assimilation du SO, lors de la production de bisulfite (HSO3),
peuvent aussi résulter de la formation de ROS et de radicaux libres dans le chloroplaste
(Peiser & Yang, 1977 ; Rennenberg & Polle, 1994). Les dommages incluent 1'inhibition du
photosystéme II lorsque le SO, est assimilé au niveau du photosystéme I (Figure 34), la
peroxydation des lipides (Wellburn, 1981 ; Peiser & Yang, 1985) et la destruction de la
chlorophylle (Peiser & Yang, 1977). Au pH du stroma chloroplastique (pH 8.0; Kurkdjian &
Guern, 1989) le bisulfite (pKa 7.2) sera converti en sulfite (SO;3"). Enfin, 1’exposition au SO,
peut inhiber la photosynthése en provoquant la fermeture des stomates et perturber le
transport des ¢électrons dans les chloroplastes.

L'émission du sulfure d’hydrogéne (H,S) par les tissus foliaires est un des mécanismes
permettant aux plantes de limiter les dommages dus au SO, (Figure 35) (Sekiya ef al., 1982a,
1982b ; Taylor & Tingey, 1983 ; Rennenberg & Polle, 1994). 11 faut cependant noter que le
H,S peut également étre toxique car il perturbe le métabolisme de certains composés

cellulaires tels que les métallo-enzymes (De Kok et al., 2007).

1.2.2. Mécanismes impliqués dans le dépot foliaire de S

Malgré cette toxicité a forte concentration, de nombreuses études ont montré que les
plantes sont capables d’utiliser le SO, et le H,S comme source de S pour la croissance
(Cowling et al., 1973 ; De Kok et al., 2007). En utilisant du sulfate enrichi en *°S, Bromfield a
pu montrer que la moutarde pouvait puiser 50% de son S dans 1’atmosphére. Le ray-grass ou

le tréfle peuvent également utiliser le S atmosphérique, comme le montre I’augmentation des
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teneurs en S des plantes soumises a des expositions foliaires au SO, (Cowling et al., 1973 ;
Murray, 1985).

Le soufre atmosphérique peut se déposer sur la cuticule sous forme aqueuse (dépdt
humide), ou pénétrer sous forme gazeuse par diffusion au niveau des stomates (dépot sec)
(Figure 36) (Rennenberg & Polle, 1994). Le dépdt sec de SO, qui pénétre dans la plante par
les stomates représente entre 75 et 90% du S (Rennenberg & Polle, 1994).

Cette pénétration suit un rythme circadien en fonction du degré d’ouverture des
stomates (Majernik & Mansfield, 1971). La force d'entrainement du flux diffusif du SO, de
I'atmospheére dans la feuille est le gradient de concentration du SO, entre 1'atmosphére et la
cavité sous stomatique (Rennenberg & Polle, 1994 ; Van Der Kooij ef al., 1997). Le SO, et
I’H,S peuvent intégrer directement les voies d’assimilation du S pour permettre la synthése de
composés S organiques (Figure 35) (Rennenberg & Polle, 1994). L’H,S peut ainsi étre
directement métabolisé en cystéine grace a 1’O-acétylserine lyase (Buchner et al., 2004 ; De
Kok et al., 2007). Le SO, va quant a lui réagir avec I’eau dans 1’apoplasme ou dans le
cytoplasme pour donner du bisulphite HSO3;  soluble (Figure 35) (Rennenberg & Polle,
1994). Une partie de ce bisulphite est oxydé en sulfate grace a I’intervention de la sulfite
oxydase, ou de fagon non enzymatique, en raison de 1’acidité de la paroi (Pfanz et al., 1987 ;
Rennenberg & Polle, 1994). En regle générale environ 60% du SO, absorbé par les feuilles
est oxydé en sulfate (Sekiya ef al., 1982 ; Filner et al., 1984 ; Rennenberg & Polle, 1994).
Une autre partie de ce bisulphite est converti en Hydrogénosufure (SH’) puis en cystéine. Le
chloroplaste est le compartiment majeur de cette réduction du SO, en sulfite ou cette réaction
est catalysée par la sulfite réductase plastidiale (Wellburn et al., 1981 ; Rennenberg & Polle,
1994).

Une partie du S issue du dépot foliaire est exportée par voie phloémique sous forme de

sulfate ou de glutathion (Saito, 2004 ; De Kok, 2007).

lll.Assimilation du sulfate

L’assimilation du sulfate peut se faire selon deux voies (Figure 37): la voie
d’assimilation réductrice plastidiale, qui semble majoritaire, et la voie d’assimilation non

réductrice cytosolique (Leusteck & Saito, 1999 ; Kopriva & Koprivova, 2004 ; Saito, 2004).

lll.1. Voie réductrice plastidiale du SO*

Cette réduction est fortement dépendante de l’intensité lumineuse et les enzymes

catalysant cette réaction sont principalement localisées dans les chloroplastes. Les électrons
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Figure 37. Métabolisme d’assimilation du soufre dans les compartiments sub-cellulaires des cellules
végétales. a) réaction générale de la réduction du sulfate. b) Le noir indique le nom des métabolites :
Ac-CoA, acetyl-CoA; APS, adenosine 5’-phosphosulfate; CN-Ala, b-cyano-Ala; GSH, glutathion
réduit; GS-X, glutathion conjugué; OAS, O-acetyl-Ser; PAPS, 3’-phosphoadenosine-5’
phosphosulfate (3’-phosphoadenylylsulfate); SMM, S-méthyl-Met. Le bleu indique des noms des
cofacteurs : GSH, glutathion réduit ; Fdred, ferrédoxine réduite. Le rouge indique le nom des enzymes
. APK, APS kinase; APR, adenosine 5’-phosphosulfate reductase; APS, ATP sulfurylase; BCS, b-
cyano-Ala synthase; OASTL, OAS(thiol)-lyase; SAT, Ser acetyltransferase; SIO, sulfite oxidase; SIR,
sulfite reductase; SULTR, transporteur de sulfate. (Saito, 2004).
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sont fournis par la ferrédoxine réduite. Contrairement au nitrate, le sulfate est un composé
inerte qui doit étre activé avant d’étre réduit et métabolisé¢ (Figure 37) (Saito, 2004). Cette
réduction est catalysée par une ATP sulfurylase (ATPS) dans les plastes ou dans le cytosol
(Leustek & Saito, 1999). Elle active le sulfate en le convertissant en adenosine-5’-
phophosulfate (APS) grace a I’hydrolyse d’une molécule d’ATP en pyrophosphate, lui méme
hydrolysé en Pi dont 1’énergie libérée entraine la formation d’APS (Leustek & Saito, 1999 ;
Scherer, 2001). Le sulfate actif présent sur I’APS, est ensuite transféré sur le groupement thiol
du glutathion (GSH) via I’APS sulfotransférase ou APS réductase. Puis, en présence d’un
excés de glutathion, il y a libération de sulfite libre (SOs%). Le sulfite peut étre directement
utilis¢€ comme source de S pour I’'UDP-sulfoquinovose qui est le précurseur des sulfolipides
(Rausch & Wachter, 2005). La réduction du SOs* en ion sulfure (S) est catalysée par la
sulfite réductase en présence de 6 ferrédoxines. Cette voie est essentiellement chloroplastique.
L’existence d’une deuxiéme voie de réduction appelée « carrier bound pathway » dans
laquelle le sulfite n’est pas libre mais li¢ au groupement thiol d’un transporteur est toujours
discutée (Leustek & saito, 1999). Le sulfite est alors réduit en S lié par la thiosulfate réductase
en présence de 6 ferrédoxines.

Le premier composé organique soufré synthétisé est la cystéine. Cet acide aminé sera a
I’origine de tous les composés organiques soufrés (Rausch & Wachter, 2005) et pourra étre
synthétisé¢ dans les plastes, le cytoplasme ou encore les mitochondries (Figure 37) (Saito,
2004). Sa synthése implique 2 enzymes : la serine acetyl transferase (SAT) qui forme 1I’O-
acetyl-L-serine (OAS) a partir de la sérine et de ’acétylCoA et 1’O-acetylserine(thiol)lyase
(OAS-TL) qui catalyse la synthése de la cystéine, a partir de I’OAS et de I’ion sulfure. Ces
deux enzymes peuvent agir de facon isolée ou sous forme de complexe appelé cystéine
synthase, localisé a la fois dans les plastes, le cytosol et les mitochondries (Leustek et al.,
2000 ; Saito, 2004). L’ion sulfure libre peut donc étre exporté hors du chloroplaste pour servir
de substrat aux enzymes du cytosol et des mitochondries. La forme cytosolique permettrait de
fournir de la cystéine pour alimenter les mécanismes de détoxification (Leustek & Saito,
1999). Le deuxieme acide aminé soufré, la méthionine est issu de la cystéine a travers
I’homocystéine (Figure 37) (Saito, 2004). La cystéine est également le précurseur de plusieurs
autres composés organiques soufrés en particulier le glutathion, tripeptide composé de
glycine, glutamate et cystéine. Puis, les protéines, sulfolipides et composés soufrés
secondaires, sont synthétisés par des réactions qui ne sont pas spécifiques au régne végétal

(Leustek & Saito, 1999 ; Saito, 2000, 2004 ; Droux, 2004 ; Hesse et al., 2004). La cystéine
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constitue donc le point d’entrée du soufre réduit (-SH) dans toutes les molécules organiques,

comme le glutamate 1’est pour 1’azote réduit.

1.2. Voie non réductrice du SO /> par sulfatation dans le
cytosol

Dans le cytosol, la fixation d’un groupement phosphate en position 3’ de I’APS sous
I’action de I’APS kinase permet la formation du 3’-phosphoadénosine-5’-phosphosulfate
(PAPS) (De Kok et al. 2005 ; Rausch & Wachter, 2005). Le PAPS constitue une source de
sulfate activé pour les sulfotransférases qui catalysent la sulfatation d’un certain nombre de
composés a I’origine de flavonoides, de sulfolipides, de glucosinolates (Figure 37) (Leustek &

Saito, 1999 ; Saito, 2004).

IV. Coordination et régulation des métabolismes C, N, S

en condition de carenceen S

IV.1. Effet du métabolisme du soufre sur la photosynthése

La carence en soufre se manifeste par une chlorose, en engendrant une inhibition de la
photosynthése, particuliérement chez les jeunes feuilles (Anderson & Spencer, 1950 ; Stewart
& Porter, 1969). Cette inhibition est principalement due a la dégradation de métabolites
soufrés secondaires tels que les sulfolipides (Marayuma-Nakashita et al., 2003) et a la
génération d’espeéces réactives de [’oxygeéne responsables de dommages oxydatifs
(Marayuma-Nakashita et al., 2003) qui conduit a la destruction du photosysteme II (May et
al., 1998). Chez le blé et la luzerne, cette baisse de la photosynthése s’accompagne d’une
baisse de la teneur en chlorophylle (Friedrich & Shrader, 1978 ; Deboer & Duke, 1982), car la
synthése de ce pigment nécessite I’intervention du S-adénosylméthionine (SAM) et de la
méthionine comme précurseur. La carence en S engendre également une baisse de la quantité
(Mertz & Matsumato, 1956 ; Deboer & Duke, 1982) et de ’activité¢ de la Ribulose-1,5-
bisphosphate Carboxylase/Oxygénase (RubisCO) (Scherer & lange, 1996 ; Gilbert et al.,
1997).

1V.2. Coordination du métabolisme du soufre et de I’'azote

Comme I’assimilation du C, I’assimilation de I’N est fortement régulée par la

disponibilité en S du milieu. Cette régulation intervient plus particulierement au niveau des
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premicres étapes, telles que I’absorption et la réduction du nitrate. Cette régulation s’explique
par I’'importance des acides aminés soufrés dans le fonctionnement des enzymes.

La diminution de 1’absorption du nitrate a ét¢ observée chez I’épinard privé en sulfate
(Prosser et al., 2001). Chez cette espéce, les teneurs en glutamine, arginine, asparagine, lysine
et thréonine augmentent dans les jeunes feuilles et ont tendance a diminuer dans les racines
(Prosser et al., 2001). Une rétroinhibition de 1’absorption du nitrate par ces acides aminés
permettrait ainsi de co-réguler les deux métabolismes (Prosser et al., 2001). L’accumulation
trés rapide de glutamine et d’asparagine a également été observée dans les racines d’orge,
avant la diminution de la croissance ou de la synthése de protéines (Karmoker et al., 1991a,
1991b ; Deboer & Duke, 1982). Dans les cellules de tabac privées en sulfate, I’activité de la
nitrate réductase baisse fortement (Reuveny et al., 1980). La transcription de la nitrate
réductase est réduite dans les jeunes feuilles d’épinard lors de la privation en sulfate (Prosser
etal., 2001).

L’OAS est un composé azoté a I’origine d’un grand nombre de composés soufrés
organiques et plusieurs études montrent que cette molécule joue un role clef dans la co-
régulation des métabolismes N et S (Hopkins et al., 2005). Ainsi, la teneur en OAS augmente
en cas de privation en S dans les racines de pomme de terre (Hopkins et al., 2005), dans les
cellules d’Arabidopsis thaliana (Wirtz et al., 2001), et dans les racines et les parties aériennes
du colza (Buchner ef al., 2004). De plus, une ¢étude sur les siliques d’A. thaliana a montré que
la teneur en OAS augmente lorsque le ratio azote/soufre dans la plante augmente (Kim ef al.,
1999).

Une application racinaire d’OAS provoque par ailleurs 1’induction de la synthése du
transporteur a forte affinit¢ HVST1 chez ’orge (Smith ef al., 1997) et la stimulation de
I’expression de nombreux génes impliqués dans I’assimilation du soufre chez A. thaliana. Le
role de ’OAS en tant que régulateur de 1’assimilation du soufre en relation avec le
métabolisme azoté n’a cependant pas ¢été confirmé chez la pomme de terre. Hopkins et al.
(2005) ont montré, chez cette plante, que les variations de la concentration interne en OAS
sont trop faibles pour induire la synthése des transporteurs du sulfate. Saito (2004) suggere
que la transcription des transporteurs et de I’APS réductase est régulée par le S via les pools

en cystéine, glutathion et OAS (Figure 38).
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Figure 38. Circuit de régulation impliquant le complexe
protéique de la Sérine acétyltransférase (sphéres) et
OAS(thiol)-lyase  (carrés). Les concentrations en
OAS(thiol)-lyase sont supérieures a celles de la Sérine
acétyltransférase. Les OAS(thiol)-lyases liées sont
positivement modulées par l'activité de la Sérine
acétyltransférase présente dans le complexe protéique. La
forme libre de ’OAS(thiol)-lyase catalyse la formation de
la cysteine (Cys) par une répression de l’activité de la
Sérine acétyltransférase. La déficience en soufre induit une
augmentation d’OAS ayant pour conséquence la
dissociation du complexe protéique. La forme libre de la
sérine acétyltransférase a une activité limitée. Par ailleurs,
l'offre importante du soufre accumulé sous forme de sulfure
favorise la formation du complexe enzymatique. (Saito,
2004).
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Figure 39. Schéma présentant la
régulation positive et négative lors de
I’assimilation du soufre. L’OAS agit
en tant que facteur d’induction a effet
positif. Le développement des plantes,
les rythmes circadiens, et les
hormones influencent le métabolisme
du soufre de manicre positive ou
négative. La Cys et le GSH sont des
régulateurs négatifs spécifiques de
certaines étapes du métabolisme
soufré. Les fleches indiquent un effet
positif, et les barres indiquent un effet
négatif. (Saito, 2004).




Analyse Bibliographique - Chapitre 3

IV.3. Régulation de la nutrition soufrée

Les plantes limitent les effets négatifs d’une sous alimentation en S en stimulant les
systemes d’absorption ou en controlant I’assimilation réductrice du S (Maruayama-Nakashita

et al., 2003 ; Hawkesford, 2003 ; Hopkins ef al., 2005).

IV.3.1. Régulation de I’'absorption du sulfate

Le transport actif du sulfate est sensible aux facteurs de I’environnement. En réponse a
la privation en SO4*, la plante augmente les capacités d’absorption en SO4> et la synthése des
enzymes de la voie d’assimilation du soufre. Prosser et al. (2001) ont montré que chez
I’épinard, 1’absorption du sulfate marqué au 39 est multipliée par 3 apres 2 jours de privation.
Cette stimulation est également observée chez 1’orge, par augmentation de la transcription du
transporteur a forte affinit¢ HVST1 (Smith ez al., 1997). L’ origine de cette régulation semble
devoir étre recherchée dans les feuilles, et non dans les racines alimentées par une solution
nutritive dépourvue de sulfate. En effet, lors d’une étude en « split root» réalisée par
Clarkson et al. (1983), la carence en soufre d’une partie du systéme racinaire de la Fabacée
tropicale Macroptilium atropurpureum provoque une augmentation de 1’absorption de sulfate

de la partie du systéme racinaire normalement alimentée en S.

IV.3.2. Régulation de I’assimilation

En cas d’excés de soufre, la réduction du S en H,S suivie de son émission dans
I’atmospheére, constitue un moyen de détoxification (De Kok, 1990). L’absorption et
I’assimilation du S sont régulées, a la fois dans les racines et dans les parties aériennes ; le
Glutathion réduit (GSH) et ’OAS apparaissent comme les molécules clés de cette régulation
(Hirai et al., 2003 ; Saito, 2004) (Figures 38 et 39). Lorsque les plantes sont transférées sur un
milieu dépourvu de sulfate, les concentrations en sulfate interne et en GSH diminuent tandis
que la concentration en OAS augmente (Hirai ef al, 2003). Le GSH peut diminuer
I’absorption et 1’assimilation du soufre (Lappartient et al., 1999). Quand la demande en S est
satisfaite, l'effet inhibiteur du glutathion sur P’activit¢ de I’ATP sulfurylase, s'accompagne
d'une diminution de la quantit¢ d’ATP sulfurylase et des quantités dARNm codant cette
enzyme ainsi que des quantités d'ARNm codant un transporteur de sulfate racinaire
(Lappartient & Touraine, 1996). L’ APS sulfotransférase est inhibée par la cysteine (Brunold
& Schmidt, 1978 ; Wyss & Brunold, 2006). A I’inverse, elle est régulée positivement par la
carence en sulfate et par des conditions environnementales qui augmentent les besoins en

soufre réduit de la plante.
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Figure 40. Prédiction des déficits en soufre pour 2010 dans le monde. O Zone d’apparition
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Mc Neill et al., 2005 ; Morris, 2007).
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Figure 41. Cumul des besoins annuels minimums en S (en
kg.ha'!) chez différentes espéces végétales : le colza (rond), la
betterave sucriére (triangle), la pomme de terre (carré), le blé
d’hiver (losange), et les espéces prairiales (traits continus). Le
colza est trés exigeant en S au cours de son développement (~ 40
kg.ha! de S) contrairement aux espéces prairies (~ 20 kg.ha'!).
(Oenema & Postma, 2003 in Abrol & Ahmad, 2003).
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V. Etat des lieux des carences en soufre

V.1. Origines et localisations des carences en soufre

Des déficiences en soufre ont été rapportées en Afrique, Amérique, Asie et Europe de
I’Ouest au niveau d’un grand nombre d’agrosystémes (Figure 40) (Ceccotti, 1996 ; Ceccotti &
Messick, 1997 ; Mc Neill et al, 2005; Morris, 2007). Elles sont la conséquence de
I’association de quatre phénomenes : (i) la diminution des retombées atmosphériques soufrées
liées au contréle des pollutions atmosphériques, (ii) 1I’exportation croissante de biomasse
soufrée non compensée issue de [Dintensification de la production agricole, (iii)
I’appauvrissement des engrais en S, (iv) la lixiviation du S des sols (Ceccotti & Messick,
1997 ; Scherer, 2001).

Dans les pays développés, I’intensification des systémes culturaux, liée a une nécessité
d’augmentation des rendements, s’est faite d’une part grice a 1’utilisation de fertilisants riches
en N, P, K et pauvres voire dépourvus en S (Murphy & Boggan 1988), et, d’autre part, par
I’utilisation de variétés a haut rendement. Cette intensification a augmenté les exportations
soufrées non compensées par 1’apport d’engrais soufrés lors des récoltes (Ceccoti & Messick,
1997) et par conséquent a entrainé des prélévements accrus du soufre des sols (Ceccoti &
Messick, 1997). Par exemple, en Irlande, une prairie de Ray-Grass a un rendement annuel de
10 tha” de matiére séche. Lorsqu’elle est stimulée par une fertilisation azotée, cela peut
conduire & une récolte induisant une exportation de 30 kg de S.ha™ (Murphy & Boggan 1988).
Entre 1985 et 2000, la consommation mondiale d’engrais azoté seul est montée de 73 a 87
millions de tonnes alors que celle du S est restée quasiment constante, aux environs de 10
millions de tonnes par an principalement réservés aux grandes cultures (Pasricha & Abrol,
2001). Ceci a progressivement conduit a partir de 1980, a une modification du rapport N/S
des fertilisants en faveur de I’N.

Ces différents facteurs ont entrainé une baisse des teneurs en S des sols et ont
provoqué des besoins accrus en fertilisants soufrés dans les cultures exigeantes comme celle
du Colza (Fismes et al., 2000) mais également dans les agroécosystémes comme les prairies
(Griinhage et al., 1998 ; Oenema & Postma, 2003 in Abrol & Ahmad, 2003) (Figure 41). Or,
L’intensification de la production agricole associée a une diminution des émissions de
dioxyde de soufre entraine des baisses de rendement et des diminutions de la qualité des

récoltes (Ceccotti, 1996, Scherer, 2001 ; Murphy, 2002).
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Figure 42. a. Zone de déficience en soufre sur une culture de colza aux champs (fléche) b. Effet d’une
déficience en soufre sur les trés jeunes feuilles de colza oléagineux, laissant des zones vertes le long des
nervures et ¢. Enrichissement en anthocyanine des feuilles de colza suite a une déficience en soufre extréme.
d. Déformations et marbrures dans des jeunes feuilles provoquées par I’insuffisance en soufre tot dans la
période de croissance du colza. (Schnug et al., 2004).

Figure 43. Symptomes de la déficience en soufre chez blé sur une
culture aux champs. (Zhao et al., 2001).
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V.2.Impacts des carences en soufre sur les grandes cultures

Une alimentation en S insuffisante chez le colza provoque une baisse du rendement en
graines et de la qualité de 1’huile produite (Figure 42) (Schnug et al., 2004). En effet, certains
acides gras indésirables comme I’acide palmitique qui est hyper cholestérolémique et 1’acide
érucique qui n’a aucune valeur nutritive voient leurs proportions augmentées (Ahmad &
Abdin, 2000 ; Fismes et al., 2000). Bien que leurs exigences en S soient moins importantes
que celles des Brassicacées, les cultures céréalieres comme le blé sont également touchées par
les variations en soufre (Figure 43) (Zhao et al., 2001). Outre la baisse du rendement, Tabe et
al. (2002) ont montré que la qualité nutritionnelle de la farine de blé est affectée. En effet, de
nombreux ponts disulfures sont impliqués dans le maintien de la structure et de la
fonctionnalité de la protéine de gluten de blé. Une alimentation insuffisante en S entraine une
baisse de la synthése protéique par manque d’acides aminés soufrés comme la cystéine et la
méthionine (Mortensen & Erikson, 1994). Chez la betterave sucriére, une alimentation
soufrée insuffisante peut affecter la capacité de stockage du saccharose dans les racines
(Hoffmann et al., 2004). Ainsi, le soufre présente un role essentiel du point de vue de la

qualité des produits végétaux produits.

V.3.Impacts des carences en soufre sur les prairies

Contrairement a certaines grandes cultures, pour lesquelles les déficiences en S sont
maintenant compensées par des engrais, les prairies sont trés rarement amendées en S. Les
études scientifiques concernant 1’impact de la disponibilité en S sur les prairies sont peu
nombreuses, néanmoins il a ét¢ montré que le S module les rendements. Walker et al.
(1956ab) puis Morton et al. (1999) ont étudi¢ le role du S dans les sols des prairies en
Australie et Nouvelle Z¢lande ou un sous sol pauvre en S, ou un lessivage important sont a
I’origine de déficiences séveres. Ils montrent que 1’application d’engrais soufrés sur une
prairie permanente stimule sa production. Murphy et Boggan (1988), puis Murphy et Quirke
(1997), ont également mis en évidence de meilleurs rendements induits par une fertilisation
soufrée sur des sols prairiaux pauvres en soufre. Enfin, en Belgique, alors que la déficience en
S n’est pour le moment pas avérée, Mathot et al. (2008) ont pu mettre en évidence un
rendement accru de prairies dans certaines conditions environnementales, notamment sur un
sol Iéger et lors d’un hiver humide.

La disponibilité en soufre peut également modifier la composition floristique des

prairies. Ces agro-écosystemes sont plus complexes que les cultures puisqu’ils sont
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Figure 44. Production totale d’herbage en quantit¢ absolue et en
pourcentage du maximum en fonction des quantités des fertilisants N et S
appliqués. (Murphy, 2002).
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généralement plurispécifiques. Dans la mesure ou toutes les espéces ne présentent pas le
méme niveau d’exigence en S (Briggs & Goldmann, 2002), la disponibilité en S peut moduler
les relations de compétition entre les espéces. Walker et al. (1956) ont observé que
I’application du gypse riche en S sur les sols prairiaux trés pauvres en cet élément modifiait la
composition floristique des prairies en favorisant les Fabacées plus que les Poacées. Tallec et
al. (2008) sur des cultures mixtes de ray-grass et de trefle blanc ont également mis en
évidence qu’une plus grande disponibilité en S favorisait le tréfle blanc.

Les teneurs en S des sols peuvent donc influencer le rendement et la composition
spécifique des prairies et par conséquent la qualité du fourrage produit (Figure 44) (Murphy &
Quirke 1997 ; Murphy, 2002 ; Mathot et al., 2008).
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CHAPITRE I

Functional plasticity of Trifolium repens L.
in response to Sulphur and Nitrogen availability

(Article 1)

Sébastien VARIN * Servane LEMAUVIEL-LAVENANT ? Jean Bernard CLIQUET °,
Sylvain DIQUELOU * and Terence Padraic Thomas MICHAELSON-YEATES ¢

Article accepté en 2008 dans Plant and Soil.

‘INRA, UMR 950 Ecophysiologie Végétale Agronomie et nutritions NCS, INRA / Université
de Caen, Esplanade de la Paix, F-14032 Caen, France

®Université de Caen, UMR 950 Ecophysiologie Végétale Agronomie et nutritions NCS,
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Préambule

La premicre expérimentation, avait pour objectif de rechercher Quelles sont les
fonctions biologiques les plus modulées par la disponibilité en soufre ?

Ainsi, nous avons cherché a évaluer la plasticité du tréfle afin de prévoir son évolution
dans un contexte d’appauvrissement en soufre du sol ou a I’inverse, dans le cas d’apport de
fertilisants soufrés. L’azote étant a la fois 1’élément le plus souvent limitant et celui qui est
apporté le plus fréquemment dans les fertilisants, cette étude repose également sur 1’effet de la
balance N/S du sol. Différents scénarii de disponibilité en N ont donc été envisagés ici.

Dans une approche d’écologie fonctionnelle, nous avons analysé un ensemble de traits
fonctionnels se rapportant a quelques fonctions biologiques. Nous avons bénéficié de 3
lignées de trefle blanc autofécondes sélectionnées par T. Michaelson-Yeates de I'l.G.E.R.
(Aberystwyth). Ces lignées sont contrastées dans leurs capacités de fixation de ’azote
atmosphérique N, et d’absorption du nitrate. Les performances des 3 lignées ont été
confrontées dans des situations différentes de disponibilité en N et en S. Les tréfles ont été
cultivés en serre, sur sol pauvre auquel ont été¢ ajoutés des engrais dans lesquels 3 niveaux
d’azote (0, 50 et 100 Kg ha! N (NH,;"/NO;3) et 3 niveaux de S (0, 12 et 24 Kg ha™' S (SO4%))

ont été croisés.

Cet article a été accepté en 2008 dans la revue plant and Soil (DOI 10.1007/s11104-
008-9800-4).
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Abstract

Recent control of atmospheric SO, pollution is leading to important soil sulphur
impoverishment. Plasticity could be a mechanism allowing species to adapt to this rapid
global change. Trifolium repens L. is a key grassland species whose performances in
community are strongly linked to nitrogen availability. Plasticity of three white clover lines
contrasting in their ability to use atmospheric N, or soil N was assessed by analysing a set of
functional traits along a gradient of nitrogen and sulphur fertilisation applied on a poor soil.
White clover traits showed high morphological and physiological plasticity.

Nitrogen appeared to be the most limiting factor for the VLF (Very Low Fixation)
line. S was the element that modulated the most traits for the nitrogen fixing lines NNU
(Normal Nitrate Uptake) and LNU (Low Nitrate Uptake). As expected, N fertilisation
inhibited white clover fixation, but we also observed that N, fixation was enhanced when S
was added. S fertilisation increased nodule length as well as the proportion of nodules
containing leghaemoglobin. S fertilisation, with a direct effect and an indirect effect through
N, fixation, increases white clover performances particularly with regards to photosynthesis
and potential vegetative reproduction.

The important plasticity in response to S availability should allow it to adapt to a large
range of abiotic conditions, but its sensitivity to S nutrition would be a disadvantage for
competition in a situation of soil sulphur impoverishment. In contrast, S fertilisation could

help maintain this species when nitrogen status is against it.

- 40 -



Résultats - Chapitre 1

. Introduction

Limiting the impact of human activities on the environment has become an important
political concern in recent decades. Recent control of atmospheric pollution has led to a
drastic decrease in atmospheric sulphur (S) since the 1980s (Ceccotti & Messick, 1997;
Scherer, 2001). This global change has important consequences with regards to agriculture
since in the past, S deposition from the atmosphere provided sufficient input to compensate
export in crop or forage harvests. The decrease of S input from atmospheric depositions is
now compensated by a growing use of S fertilisers for crops such as oilseed rape which is a S
demanding plant (Zhao et al., 1993; Blake-Kalff et al., 1998; Fismes et al., 2000). However in
European grasslands, fertilisation is still low and S fertilisation is not common.

The decrease in soil S content may have important effects on grasslands in term of
biodiversity, forage quality or ecosystems functions but few studies have considered S effects
on such semi natural systems (Murphy & Boggan, 1988; Murphy & Quirke, 1997; Morton et
al., 1999; Mathot et al., 2008). Sulphur is the ninth and least abundant essential macronutrient
in plant. Its uptake and assimilation is crucial because of the key role played by the sulphur
amino acids, methionine and cysteine in maintaining protein structure and because of its role
played in plant defence via sulphur containing defence compounds synthesis (Rausch &
Wachter, 2005). Changes in its availability in soil may then modify species fitness.

To understand the potential change in grasslands, we chose to focus on white clover, a
“key species” of grasslands communities. It is the most common legume in European
grasslands which can be used as a natural fertiliser because of its ability to fix atmospheric
nitrogen and make it available for other plants thus reducing chemical N fertiliser use without
reducing grassland production (Haynes, 1980). The role of this species in grasslands
communities is strongly linked to this particularity and thus its competitive ability depends on
soil nitrogen status (Murphy & Quirke, 1997; Simon et al., 1997; Mosquera-Losada et al.,
2004), as use of N fertiliser tends to decrease the proportion of clover in grasslands. In the
case of heavily fertilised grassland, nitrate leaching can be very high and a dangerous
pollutant. White clover, as a natural fertiliser that fixes atmospheric nitrogen and makes it
available for other plants, reduces chemical N fertiliser use without reducing production.

Grassland flora, including white clover, is currently exposed or will be soon exposed
to rapid changes in the sulphur availability in soils. Such changes linked to human activities
occur too rapidly to allow an evolutionary species response but plasticity could enable species

to adapt (Sultan, 2004). Plasticity can be defined as the genotypic propensity to express
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different phenotypes when exposed to different environmental conditions (Bradshaw, 1965 ;
Schlichting, 1986; Sultan, 2005; Pigliucci et al., 2006) and therefore as an organism’s ability
to adapt its morphological and physiological response to environmental variations such as
nutrient stresses. In the present study, plasticity of white clover was assessed with respect to a
large set of functional traits, as defined by Noble & Slatyer (1980), Weiher et al. (1999) and
specified by Violle et al. (2007), which encompass morphological and physiological
characteristics and were measured so as to estimate different plant functions such as
photosynthesis or nitrogen acquisition.

N, fixation appears to be affected by sulphur fertilisation in faba bean (Scherer &
Lange, 1996, Habtemichial et al., 2007), lucerne (DeBoer & Duke, 1982; Scherer & Lange,
1996), pea (Scherer & Lange, 1996) and in red clover (Scherer & Lange, 1996). N uptake
appears also to be affected in barley (Gilbert et al., 1997), but this is not shown for legumes.
In the present study, we hypothesised that S impoverishment could limit white clover
performances and may interact with N nutrition via mineral nitrogen uptake or N, fixation.
Phenotypic plasticity, considered here as a potential mechanism allowing white clover to
adapt to a rapid change in sulphur availability, was analysed along a gradient of nitrogen and
sulphur fertilisation. Three highly inbred self-fertile lines of white clover with contrasting N
acquisition capacities have been used to study sulphur and nitrogen interactions. These lines
have been characterized by Michaelson-Yeates e al. (1998) and Abberton et al. (1998). The
first line is called “normal”; the others possess deficiencies, one in nitrate uptake, the second
in N, fixation (Michaelson-Yeates et al., 1998). This plant material gives the opportunity to
isolate the effects linked to N, fixation from those linked to nitrate or ammonium uptake.

The goals of this work were (i) to determine the effect of S content in soil on N
acquisition by fixation or uptake by clover (ii) to evaluate white clover plasticity so as to
predict its evolution in the context of lower soil S content versus fertilisation with different N

fertilisation scenarios.

II. Materials and Methods

I.1. Plant material and culture conditions

The three inbred lines characterized by Michaelson-Yeates et al. (1998) and Abberton
et al. (1998) represent three contrasting phenotypes of white clover distinguished by their
nitrate uptake and atmospheric N, fixation capacities. The first line was named NNU as

“Normal rates of Nitrate Uptake”; the other lines possessed deficiencies in N acquisition and
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were named LNU, “Low rates of Nitrate Uptake” and VLF “Very Low rates of N, Fixation”.
These lines are highly self-fertile and thus, possess a low level of heterozygosity (Michaelson-
Yeates et al., 1998). Michaelson-Yeates et al. (1998) observed that the growth rate of the
three inbred lines was similar to those of established varieties as well as natural ecotypes.

Seeds of the three lines were scarified prior to sowing into perlite on a nutritive
solution derived from Kalia and Drevon (1985). After emergence, seedlings (with one leaf)
were transplanted into 2L pots (154cm? surface) containing soil with a single plant per pot.
The soil came from grasslands located in an experimental farm “Le pin au Haras, INRA”
(Normandy, France). Its was extracted from a mineral horizon between 15 and 25c¢m deep,
and then air dried and sifted at 2mm. Soil density was 0.9. The soil was adjusted to 30% water
content with demineralised water, and stabilized at this water content for a month before
culture.

Three N fertilisation rates (0, 50 and 100 Kg ha N (NH,;"/NO5")) were crossed with
three S fertilisation rates (0, 12 and 24 Kg ha™ S (SO4¥)) constituting 9 different treatments.
N fertilisation was achieved with NH4 /NO5 integrating 10% of 5N in both forms, and S
fertilisation consisted of CaSQO4, were provided in two volumes of 50mL a week after planting
and then a month later. 40 Kg ha™' of phosphate and 80 Kg ha™ of potassium were added
(K;HPO4/KH,PO4) to all the pots so as to avoid a deficiency of these nutrients. Calcium
content was adjusted in different pots by adding CaCl, to the lower CaSOj, treatments. Each
treatment was applied to each white clover line with four replicates. Nodulation was
encouraged by inoculation, four days after transplantation with Rhizobium leguminosarum bv
trifolii (T354) grown in a Wright’s solution.

Plants were grown in a greenhouse (16h day 20°C / 8h night 16°C) with additional
light provided by sodium lamps (Phytoclaude 400W, 250 pmol m™ s™ photosynthetic active
photons).

I1.2. Functional traits

Phenotypic plasticity of white clover was analysed with respect to functional traits
measured after 93 days of culture. A set of 27 traits was used to describe six functions;
potential competitive ability, photosynthesis, potential vegetative reproduction, sexual
reproduction, nitrogen acquisition and sulphur acquisition (Table I.1).

Before harvest, an index of chlorophyll content, corresponding to the greenness of

leaves was measured with a Soil Plant Analysis Development (SPAD) meter.
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Table I.1. Nitrogen (N) and sulphur (S) fertilisation effects on functional traits. Results of ANOVAs or Kruskall-
Wallis tests and significance. F: ANOVA statistics; Trans.: Transformation; H : Kruskall Wallis statistics, in
italic (ns : non significant, * : p< 0,05, ** : p< 0,01, *** : p<0,001).

NNU LNU VLF
S N S/N S N S/N S N S/N
Traits Trans. F/H F/H F/H Trans. F/H F/H F/H Trans. F/H F/H F/H

Potential competitive ability
Shoot mass 2.90 ns 0.08 ns 1.5 ns 15.87 ** 0.95 ns 1.27 ns  22.16 ***
Root mass 0.19 ns  1.25 ns 0.99 ns 0.71 ns 1.13 ns 038 ns 877 *
Photosynthesis
lamina area 15.64 ** 0.06 ns 22.10 ** 1.03 ns 7.19 *** 6.11 *  14.83 ***
lamina biomass 14.71 **  0.24 ns 32,16 ** 269 ns  5.69 ** 4.59 ns  17.20 ***
Number of leaves 7.77 * 0.21 ns 25.88 ** 5.68 ** 7.96 **: x1/3 13.59 *¥: 528 ** 0.14 ns
Chlorophyll index 329ns 166 ns 119 ns 075ns  038ns 156 ns Logx 340 * 11423 #%4 837 #kx*
Potential vegetative reproduction
Number of primary stolons 1.02 ns 1.17 ns 1.13 ns 13.09 **  0.57 ns 1.15 ns 12.66 ** 0.92 ns 274 *
Number of secondary stolons 3.69 * 1.82 ns 1.17 ns 8.54 ** 4.38 **  10.94 *** 9.83 ** 216 ns
Stolon total mass 0.42 ns 0.37 ns 1.74 ns Logx 5.04 * 0.17 ns 3.44 * 037 ns  40.73 *** 498 **
Stolon total length 6.79 * 1.01 ns 1.65 ns 391 ns 145 ns  11.66 ** 297 *
Primary stolons length x> 040 ns 0.63 ns 0.25 ns 332 ns 2.49 ns 0.89 ns 0.63 ns 15.57 ***
Secondary stolons length Nx  132ns 059ns 172 s 030 ns 410 * 5.06 ** 194 ns 347 * 1.95 ns
Mean of primary stolon diameter TAT %% 224 ns  18.5] Hxx 13.55 ** 137 ns 1.84 ns 1259 **
Sexual reproduction
Inflorescence mass 0.01 ns 224 ns 332 ns 1.90 ns  3.64 ** 2.82 ns  16.87 ***
Number of Inflorescences 2.03 ns 618 * 2.34 ns 1.71 ns  2.36 ns Nx o 3.84 % 19.38 *** 151 ns
Number of flowers 0.0 ns 212 ns 224ns  092ns 220 ns Nx o 3.09ns  24.52 ¥+ 1.85 ns
Nitrogen acquisition
N content / plant 21.07 **  0.09 ns 2.70 ns 2253 **  0.80 ns 248 ns  20.73 ***
N content / lamina 19.52 **  0.57 ns 2313 ** 168 ns 4.62 ns  18.00 ***
N content / stolon 6.62 ** 0.13 ns 1.78 ns 12.61 **  2.68 ns 0.30 ns  14.76 ***
N content / root 0.99 ns  0.85 ns log (Vx) 444 * 0.84 ns 0.49 ns 1.53 ns 11.61 **
N derived from fertiliser (NdfF) 0.08 ns 31.14 *** 0.07 ns 31.14 *** 0.55 ns 3114 ***
Nodule mean length 2578 ** 157 ns  1.36 ns 1612 ** 124 ns 197 ns 0.66ns 108 ns 0.1 ns
% nodules with leghaemoglobin 2397 ** 036 ns 31.17 **  0.21 ns 139 ns  2.86 ns
Sulphur acquisition
S content / plant 2246 **  0.26 ns 28.58 ** 0,38 ns 12.32 ** 838 *
S content / lamina 21.06 ** 091 ns 25.44 **  0.82 ns 3.62 ns 17.53 ***
S content / stolon 24.07 **  0.18 ns 24.82 **  0.88 ns 11.90 ** 127 ns

S content / root 352 ns  0.78 ns Log(x)  9.36 ** 0.80 ns 0.96 ns 13.48 **  3.05 ns
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During harvest, different organs of each plant were isolated. Leaf lamina area was
measured with an area meter LI-COR LI-3100 and primary and secondary stolon length was
measured. An aliquot of roots was isolated after washing, then, nodules were separated from
roots, counted, their length measured and the presence of leghaemoglobin giving the red
colour or not was noted. All harvests were dried at 60°C and weighted when constant.

All plant organs were analysed with an Isotope Ratio Mass Spectrometer (Isoprime, G
V instrument) which provides total S, total N and excess °N. As N fertiliser had 10% excess
"N, the content of N coming from fertilisation is obtained calculating the dilution of this *N:
Content of N coming from fertilisation = (plant atom excess % * total N)/ fertiliser atom

excess %.

11.3. Data analysis

Data were analysed by variance analysis, ANOVA (Sokal & Rohlf, 2003). Prior to the
ANOVAs, a Ryan-Joiner test (95%) and a Bartlett test (95%) were used on each set of data so
as to assess data normality and homogeneity of variances. Some data did not fit the parametric
tests conditions, and were subsequently transformed, or when this was not possible the non
parametric test of Kruskall Wallis was applied. A Tukey test or, when the data did not fit

parametric conditions, a signed-ranks test, were used to compare all treatments.

lll. Results

White clover plasticity was evaluated by the treatment effects obtained with ANOVA
or the test of Kruskall-Wallis. From a total of 27 traits, the effect of treatments was significant
on 16 traits for the NNU line, 21 for LNU and 25 for VLF (Table I.1).

NNU and LNU presented a higher plasticity in response to S fertilisation than to N
fertilisation and 14 traits for NNU and 18 for LNU varied with S treatments, whereas only 2
traits for NNU and 4 traits for LNU varied with N treatments (Table 1.1). The sulphur
acquisition function was the most sensitive to S fertilisation but it also induced a high
plasticity for nitrogen acquisition (Table I.1).

VLF, the non fixing line differed from the two other lines by an important N treatment
response because 21 traits were modified by N fertilisation rate while 9 traits varied
significantly with S treatments (Table I.1). S fertilisation induced an important plasticity for S
acquisition but no plasticity for N acquisition.

Sulphur fertilisation effects on traits, when they existed, were progressive, so, only 0S

and 248 treatments will be presented in the following results.
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lll.1. Potential competitive ability, photosynthesis, vegetative
and sexual reproduction

Root mass was not altered significantly by fertilisation for NNU and LNU lines (Table
I.1) but increased with increasing N fertilisation for VLF (data not shown). Even if a little S
effect appeared in shoot mass for NNU (Table I.1), means could not be significantly
differentiated (Figure I.1a). Shoot mass for LNU was increased with S fertilisation and
decreased with N fertilisation when no S was added (Figure I.1a). This trait was increased
with N fertilisation for VLF but only with 24 Kg S ha™ (Figure I.1a).

Among the four traits used to describe photosynthesis, lamina area appeared to be the
most plastic. Low N levels with the high S level induced higher lamina area than high N level
with no S for NNU (Figure I.1b). For LNU, the treatment 0 Kg S ha™ / 100 Kg N ha™ induced
the lowest lamina area and S fertilisation allowed highest photosynthetic area (Figure 1.1b).
Photosynthesis appeared to depend more on N fertilisation than S fertilisation, for VLF
(Figure I.1b) and the low lamina areas corresponding to an absence of N fertilisation (Figure
I.1b) were enclosed with low chlorophyll index (data not shown).

The potential vegetative reproduction function was assessed by clonal architecture
parameters linked to stolon morphology. The number of secondary stolons was the trait which
presented the biggest amplitude of variation with S and N treatments (Table I.1). No
significant differences appeared between means for NNU but for LNU line, an increasing N
fertilisation without S induced a significant decrease in secondary stolon number (Figure
I.1c). This trait increased with S fertilisation for the 100 Kg N ha™ treatment for LNU (Figure
I.1c). The secondary stolon number increased with S fertilisation when 100 Kg N ha™ was
applied to the VLF line.

All plants from the two white clover lines, LNU and VLF, flowered during the
growing period while only a few NNU clover plants have flowered (Figure 1.1d). A small S
and N interaction effect appeared for LNU flowering (Table 1.1) and the largest inflorescence
mass was for the treatment 24 Kg S ha™ / 100 Kg N ha™ (Figure I.1d). In the case of VLF
clovers, all flower traits were strongly linked to N fertilisation (Table 1.1) and inflorescence

mass increased with N fertilisation when S was added (Figure 1.1d).

Ill.2. Nitrogen acquisition

Nitrogen acquisition was studied by measuring traits linked to mineral nitrogen uptake

such as N derived from fertiliser (NdfF), traits linked to atmospheric N, fixation such as
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nodule traits and traits linked to both N acquisition pathways such as N content. All traits
showed important plasticity in response to treatments except N content in roots which was
quite stable (Table I.1).

For the two fixing lines, NNU and LNU, N acquisition appeared strongly linked to S
fertilisation (Figure 1.2a). For each S treatment, N fertilisation increased NdfF indicating that
soil mineral N uptake is strongly linked to mineral N availability in the substrate (Figure
[.2b). When no S was added, increasing N fertilisation increased NdfF (Figure 1.2b) but not N
content for the two fixing lines particularly for LNU in which N content decreased (Figure
I.2a). Considering that the absorption of fertiliser N varied in the same way as absorption of
soil N, this suggests a decrease in N, fixation. When S was added, this negative effect of N
fertilisation was not observed (Figue 1.2a.) and moreover N content per plant was increased
(Figure I.2a). Assuming that atmospheric N, fixation by VLF line clover was negligible when
N fertiliser was added in the soil, use of ’N-enriched fertiliser allowed us to calculate that N
derived from fertiliser (NdfF) represented about 43% of total N absorbed by plants, and N
from the soil represented 57 %. If we extrapolate this proportion to the fixing lines, we can
estimate the content of absorbed N and the content of N coming from the atmosphere:

N absorbed = (NdfF / 43) * 100
N fixed from atmosphere = total N — N absorbed

When S fertilisation was increased from 0 to 24 kg S ha™ for plants grown on 100 Kg N ha™'
treatment, N coming from the atmosphere increased from 72 mg per plant to 333 mg per plant
for NNU and from 16 mg per plant to 299 mg per plant for LNU, demonstrating the strong
stimulation of S fertilisation on atmospheric N, fixation. This hypothesis of a low fixation
induced by an absence of S fertilisation is supported by the smaller length of nodules (Figure
1.2¢) and the greater number of nodules without leghaemoglobin (Figure 1.2d) observed in the
0S treatments for both NNU and LNU lines. This hypothesis is reinforced by the
independence of N acquisition from S fertilisation observed for the non fixing line (Table I.1).
VLF clovers were characterised by short nodules (Figure 1.2¢) deprived of leghaemoglobin
(Figure 1.2d) and so were quite unable to fix N,. Nutrition depended mostly on N availability
in the substrate. N fertilisation increased the total content of N per plant (Figure 1.2a) and

NdfF (Figure 1.2b).
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lll.3. Sulphur acquisition

Sulphur content per plant in organs and in the whole plant varied significantly with S
fertilisation for both line NNU and LNU (Table I.1). S fertilisation induced a greater S
content (Figure 1.3). S contents followed the same pattern in all organs (data not shown) but
differences between treatments were less significant for roots (Table I.1). S contents were not
modified by N treatments for LNU and NNU lines.

For VLF, S content increased with S fertilisation but only after 50 Kg N ha™' was
added. This N fertilisation effect may correspond to the increase of shoot mass realised for the

same treatments.
IV. Discussion

IV.1. Fertilisation effects on sulphur and nitrogen acquisition

This paper confirms previous studies showing the stimulation of legume growth by
increasing sulphur availability and provides some explanation for this high impact of sulphur
availability. The use of three lines contrasting in their ability to absorb soil N and fix
atmospheric N, offers the opportunity to characterise the link between N and S cycles in
legumes and to study whether the stimulation of N acquisition by S fertilisation is due to a
stimulation of N uptake, or a stimulation of N fixation.

The three white clover lines with contrasting N acquisition abilities possessed a
considerable capacity to adjust their performances in response to S and N treatments. As each
white clover inbred line used here is characterized by low genotypic heterozygosity
(Michaelson-Yeates et al., 1998), morphological and physiological variations observed can be
considered as plasticity to a great extent. Assessing plasticity, Navas and Garnier (2002)
proposed the analysis of traits closely related to the resource which vary so as to estimate the
plasticity of a species and then to focus on changes corresponding to direct functional
responses. Traits chosen here to describe S acquisition are the traits which varied the most
with S fertilisation treatments. An application of S fertiliser on a poor soil increased greatly
the content of S per plant.

In agreement with numerous studies (Macduff et al., 1996; Soussana et al., 2002) our
results obtained with the two lines fixing atmospheric nitrogen confirm that N, fixation
decreases when N external content increases. This negative effect of mineral N was observed
for treatments with low S fertilisation but not for high S fertilisation. Indeed, we found an

important link between S and N nutrition: a S fertilisation stimulates strongly N, fixation. Our
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findings are consistent with data obtained for other legumes (DeBoer & Duke, 1982; Zhao et
al., 1999; Scherer & Lange, 1996). N and S are generally accumulated in proportion similar to
those incorporated into proteins and S deficiency decreases protein synthesis, resulting in free
amino acid accumulation (Dijkshoorn & Van Wijk, 1967; Aulakh et al., 1976; Karmoker et
al., 1991a). Scherer and Lange (1996) postulated that these amino acids could have some
feed-back repression on N, fixation. This hypothesis could explain partially our results.
Dijkshoorn and Van Wijk (1967) defined an optimal N/S ratio of about 40 for legumes. Our
ratios were close to this number and decreased with S fertilisation. When 24 kg S ha™ was
added for the 100 Kg N ha™ treatment, mean N/S ratio decreased from 47 to 34 for NNU and
from 39 to 34 for LNU. The decreasing N/S ratio could enable an optimum protein synthesis
and allow a higher N, fixation.

The stimulation of N, fixation by S fertilisation can also be explained by a stimulation
of nodule formation. Fixation abilities are strongly linked to nodules morphology. Abberton et
al. (1998) showed a decrease of the mean dry weight per nodule and total nodule dry weight
per plant when nitrate was added. In our study, nodule mean length and leghaemoglobin
content were very low for the VLF line. Nodules appeared smaller without S fertiliser and
their length increased when S was added for both NNU and LNU. Similarly, and in
accordance with Scherer et al. (2008) who observed that the amount of leghaemoglobin was
reduced by S deficiency in peas and alfalfa, when no S was added, nodules devoid of
leghaemoglobin were more numerous. Because leghaemoglobin regulates the supply of
oxygen to the nodule tissues, it allows nitrogenase activity. For the non fixing line (VLF), N
appeared to be the limiting factor and there was no significant S effect on nitrogen acquisition
traits. Because this line uses mainly soil N, this result suggests that S deprivation has little

effect on N uptake but reduces clover growth mainly by altering N, fixation.

IV.2. Fertilisation effects on potential competitive ability,
photosynthesis and sexual and vegetative reproduction

The potential competitive ability, photosynthesis, and vegetative and sexual
reproduction, revealed plasticity within the three inbred lines in response to S / N fertilisation.
This suggests a direct effect of S fertilisation on clover performance and also an indirect effect
via N, fixation. Direct and indirect effects are difficult to distinguish, because they are
interrelated in many cases, eg. S fertilisation increased S and N contents and stimulated plant
growth. VLF, the non fixing line, thus represents a control and allows the observation of

direct effects of S even if this line was strongly dependent on N fertilisation.
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The ability to compete is estimated here on plants grown individually in pots. It
represents a predicted potential competitive ability and not a real competitive ability and our
results are in accordance with those of Tallec et al. (2008) who studied white clover
performances in a situation of interspecific competition. N fixing lines, particularly LNU are
less vigorous and would be less competitive when nitrate is applied without S and more
competitive when S is applied.

Sulphur metabolism, like nitrogen metabolism, is linked to carbon metabolism
because, for example, of the thylakoids sulpholipids or iron-sulphur centres of enzymes
implied in Photosystem I (Imsande, 1998). Gilbert et al. (1997) demonstrated that S
deprivation affected the net carbon assimilation rate in Triticum aestivum leaves. Ahmad and
Abdin (2000) showed that S fertilisation increased rubisco and chlorophyll content in
Brassica genotypes. The literature reports the same yellow coloration of plants induced by S
deficiency as by N deficiency (Imsande, 1998) due to a deficiency of chlorophyll. In our case,
chlorophyll content estimated by an index was not a good indicator of S deprivation, as it was
quite unchanged by the S treatments. However photosynthesis appeared to be affected at the
organ scale and the lamina area represented an interesting trait to assess photosynthetic
function because photosynthesis must be proportional to photosynthetic area if chlorophyll
content is not affected. It was particularly dependent from S fertilisation for LNU and grew
with S fertilisation when N was added, allowing thus optimum photosynthesis. The non fixing
line VLF was not influenced by S fertilisation, and this support the hypothesis that the S
effect on photosynthesis is linked to an improved N, fixation.

White clover includes two regenerative modes. It regenerates mainly by rooted stolons
in communities and colonises new habitats by seeds (Grime et al., 1988). The responses to
fertilisation are quite different in those two reproduction modes. Fertilisation seemed to have
an indirect effect or a “biomass effect” on flowering as inflorescence mass varied in the same
way as many other functions. This trait was dependent on the line, flowering was quite absent
for NNU, increased with both S and N fertilisation for LNU and was closely related with N
fertilisation and slightly with S for VLF. For the two fixing lines and particularly for LNU, N
fertilisation limited vegetative reproduction under high N fertilisation. This effect seems
linked to N acquisition and could correspond to an indirect S effect, via N, fixation. However,

we observed a stimulation of vegetative reproduction by S fertilisation for VLF and LNU.
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IV.3. White clover behaviour in a context of sulphur

impoverishment versus fertilisation in grassland soils

Many studies have reported plastic responses as expression of advantageous
phenotypes in a broader range of ecological scenarios (Bradshaw, 1965; Schlichting, 1986;
Caradus et al., 1993; Via et al., 1995; Pigliucci et al., 2006; Sultan 2005). Our study confirms
the high white clover plasticity, as already established for other stresses (Frankow-Lindberg,
1999; Gautier et al., 2001; Hogh-Jensen, 2003). This plasticity should allow white clover to
develop across a large range of sulphur and nitrogen availability in soils.

This functional analysis of white clover demonstrates the strong interactions existing
between two macroelements linked to environmental pollution: S which is decreasing in the
atmosphere as a positive global change and N which induces a growing source of water
pollution (Haneklaus er al, 2003). Mineral N content in soil, linked to agricultural
management, is well known to regulate floristic composition in grasslands (Piper, 1995;
Murphy & Quirke, 1997; Jacquemyn et al., 2003). Oligotrophic soils allow the grass / white
clover mixture to persist, while N fertilisation gives the advantage to grasses and reduces
white clover content (Murphy & Quirke, 1997; Simon et al., 1997; Mosquera-Losada et al.,
2004). The present work suggests that S soil impoverishment linked to the decrease in
atmospheric S pollution would amplify the effect of N enrichment by chemical fertilisation:
the decrease in the performances of white clover and then a decrease in its cover in
grasslands. S fertilisation, allowing N, fixation, even when mineral N is added could enhance
the competitive ability of white clover and play a role in maintaining it as a natural fertiliser

in grassland mixtures.
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Préambule

La premiére expérimentation, nous a permis de démontrer la plasticité de nombreuses
fonctions du trefle blanc confronté a des disponibilités variables en azote et en soufre. Elle a
mis en évidence un impact majeur de la disponibilit¢ en S sur la fixation de I'N
atmosphérique chez le trefle.

Dans ce deuxiéme chapitre, I’objectif est de comprendre comment le soufre stimule la
fixation. La stimulation de la fixation du N, par le S est-elle la conséquence : (1) d'une
stimulation de la croissance de plantes, (2) d’un effet spécifique du S sur la nodulation,
(3) et/ou d’un effet spécifique du S sur le métabolisme des nodules ?

Pour étudier la fixation du Ny, nous avons cherché a limiter la variabilité génétique en
produisant des clones de trefle, provenant d’un génotype de la variété Huia. Ces clones ont été
obtenus par multiplication végétative a partir de stolons provenant d’une méme plante mere et
cultivés en hydroponie. Ils ont été¢ soumis a trois niveaux de disponibilité en sulfate réalisés
par trois concentrations de la solution nutritive : 0, 0,095mM et 0,380 mM de SO, La
fixation de 1’azote a été mesurée par la méthode de dilution du '°N fourni dans les solutions
nutritives. Un scanner « WinRHIZO » a ¢été utilis€é pour I’acquisition des parameétres
morphologiques des racines et des nodules. L’analyse du métabolisme des nodules s’est

centrée sur I’analyse des contenus en acides aminés, Nitrogénase et Léghémoglobine.

Cette expérimentation a permis la rédaction d’une publication qui sera soumise en

Février 2009 dans la revue Physiologia Plantarum.
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Abstract

To reconcile conflicting reports on the role of S in symbiotic N fixation, we
investigated the impact of S availability on plant growth, N uptake and N fixation in white
clover (Trifolium repens L.). We focused this work on the stimulation of N, fixation by S
supply and asked if it resulted from a stimulation of host plant growth, a specific effect of S
on nodulation, or a specific effect of S on nodule metabolism.

Clones of white clover, inoculated with Rhizobium leguminosarum, were grown for
140 days in a hydroponic system with three levels of sulphate concentration (OmM, 0.095mM
and 0.38mM). Nodule morphological and biochemical traits, such as nodule protein contents
(Nitrogenase and leghaemoglobin obtained by an immunological approach) and amino acid
concentrations, were used to analyse the effect of S availability on N, fixation. The
application of S increased whole plant dry mass, root length, and nodule biomass -expressed
on a root length basis.

N uptake proved less sensitive to S deficiency than N, fixation, and decreased as a
consequence of the lower root length observed in S deficient plants. N, fixation was
drastically reduced in S-deficient plants, mainly as a consequence of decreased nodule
development, but also as a consequence of decreased nitrogenase and leghemoglobin

production and an accumulation of asparagine and arginine.

-53.-



Résultats - Chapitre 11

l. Introduction
Legumes are environmentally, agriculturally and economically important in many

cropping systems because of their ability to reduce atmospheric N, symbiotically. Because the
use of nitrogen (N) fertiliser contributes substantially to environmental pollution, this
biological alternative has received increasing attention in agricultural practices in the last few
years. Legumes are particularly sensitive to a wide range of environmental limitations.
Studies on mineral requirements of the Legume—Rhizobia symbiosis, phosphorus (P), and to a
lesser extent potassium (K), have received considerable attention because N, P and K are
frequently the most limiting nutrients for plant growth in numerous ecosystems (Hogh-Jensen,
2003; Olivera et al., 2004). It is now well documented that legume growth and nitrogen (N)
fixation are highly responsive to P and K supplies.

The effect of sulphur (S) supply on N, fixation has received less attention, as S
availability in soil has not been considered in the past as a limiting factor for plant growth.
However, crop deficiencies of S have been reported with increasing frequency in the last
decade, caused by decreasing anthropogenic S input and by the lack of input through S
fertilisation to compensate for exportation (Scherer, 2001). S is accumulated in plants in low
concentrations compared to N, but is essential in plant defence compounds (Rausch &
Wachter, 2005) and as a constituent of proteins. S deficiencies have been observed in
Brassiceae, Poaceae, but also in Fabaceae. Fabaceae species require a large quantity of S,
probably because of their high protein concentration (Aulakh et al., 1976) and because S is
crucial for N, fixation (Scherer & Lange, 1996; Scherer et al., 2008; Krusel ef al., 2005).

S deficiency causes a decrease in N acquisition by plants as a result of a decrease in
nitrate uptake (Clarkson et al., 1989; Karmoker et al., 1991) or N, fixation (Zhao et al., 1999;
Scherer et al., 2008). The low N, fixation observed in S deficient plants can result in lower
plant growth (Scherer & Lange, 1996) or in a specific effect of S on N, fixation (Zhao et al.,
1999; Pacyna et al., 2006; Scherer et al., 2008). Low N, fixation is due to the effect of S on
nodule growth (Scherer et al., 2008), or the effect of S on nodule metabolism (Scherer et al.,
2008). In a previous study, we observed a specific effect of S deficiency on N, fixation in
white clover (Varin et al., in press). However, the mechanisms accounting for this decreased
activity have not been elucidated. It has recently been proposed that the low nitrogenase
activity observed in S deficient plants is due to a limitation of the energy supply to the nodule,
as well as a decrease of leghemoglobin and ferredoxin concentrations (Pacyna et al., 2006;

Scherer et al., 2008). Even if it is known that 1) N, fixation can be reduced as a consequence
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of low nitrogenase concentration in plants submitted to nutrient stresses (Bolano et al., 2006)
i1) S is a central component of this metalo cluster enzyme (Curatti et al., 2006), the effect of S

supply on nitrogenase concentrations has not been considered in any of these studies.

The objective of this study was to reconcile conflicting reports on the role of S in the
symbiotic N fixation by investigating this effect on white clover (7rifolium repens L.), a
major legume in Western Europe grasslands and a species highly sensitive to S supply (Tallec
et al., 2008; Varin et al., in press). We addressed the following questions: Does the
stimulation of N, fixation by S supply results from (1) a stimulation of host plant growth (2) a
specific effect of S on nodulation (3) a specific effect of S on nodule metabolism?

To answer to these questions, we have submitted white clover plants of the same genotype to
three sulphate availability levels, and we have analysed nodule morphological and

biochemical parameters in relation to the modification of plant dry mass.

II. Materials and methods

Il.1. Plant material, Clone production and Growth conditions

Clones of Trifolium repens L. cv Huia were obtained by vegetative multiplication of
the stolon of one individual chosen as an average individual from a population. Each
individual consisted of a 20 mm stolon section including a node. When the primary leaf
appeared, each fragment was transferred to a hydroponic system of a continuously aerated
nutrient solution in 1L black plastic bottles to maintain darkness in the rooting environment.
Plants were grown in a greenhouse with a light measured at plant level equal to 400 pmol m™
s [sodium high pressure “phytoclaude 400W” and sun] provided for a 16 / 8 h photoperiod at
25 / 16°C day / night. The nutrient solution was inoculated with Rhizobium leguminosarum
biovar trifolii T354 and was prepared with demineralised water, changed weekly, and
contained 2 mM KNO; 0.18mM CaCOj;, 0.4mM KH,PO4, 0.15mM K,;HPO4; 3mM CaCls,
0.2mM EDTA 2NaFe (3H,O), 14uM H3;BOs;, 3uM ZnCl,, 0.7uM CuCl,, 0.7uM
(NH4)6Mo07024, 0.1uM CoCl, for 20L. Three treatments were chosen “Zero S”, “Low S”
(0.095 mM SO4>) and “High S” (0.380 mM SO4>). MgSO, was partly or entirely replaced by
equimolar amount of MgCl, and KCI for 0 and Low S treatments. The nutrient solution
contained 15N03' 0.5 atom excess % to allow the measurement of NO3;™ absorbed from the

nutrient solution and N, fixed from the atmosphere.
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Plants were harvested 70 and 140 days after transfer into the hydroponic solution,
separated into shoots, roots and nodules and then dried at 70°C and weighed when mass was
constant. Aliquots of roots and nodules were collected on ice bath and frozen for

morphological and biochemical analysis (amino acids and proteins).

Il.2. Root and Nodule morphological analysis

Root and nodules morphological parameters were measured using a EPSON
Expression 1000XL scanner (Regent instruments Inc, Quebec, Canada). Individual root
systems and nodules were spread out on a clear tray in an isotonic solution of KC19 g.L™' and
placed on a flat-bed scanner. Root length and nodule volume were measured using the

WinRHIZO software.

11.3. Isotopic analysis

All organ dry matters were reduced to a fine powder for elemental and isotopic
analyses. Total N and "N were determined from 1mg plant material using an Eurovector N
analyser linked to an isotope ratio mass spectrometer (GV instrument, Manchester, UK). The
use of 15N03' allowed the measurement of the relative contributions of N derived from the

nutrient solution (N abs) and N derived from the atmosphere (N fix) using the equation :
N abs (mg) = ("N atom% excess clover / "N atom% excess nutrient solution) x Qy (mg)

Where Qx is the amount of N per plant. A non-fixing plant, ryegrass, grown in the same
conditions was used as a control to estimate atom% excess nutrient solution. The amount of N

fixed was estimated as the difference between Qy and N absorbed:

N fix (mg) = Qn (mg) - N abs (mg).

Il.4. Extraction and quantification of proteins from nodules

Total proteins were extracted from nodules using the method described by Wang et al.
(2003). Frozen nodule samples were ground into a fine powder with a semi-automatic crusher
in the presence of liquid nitrogen and re-suspended in 2 mL of cold acetone containing 10%
TCA (w/v). After centrifugation at 16 000 g for 3 min at 4°C, the supernatant was discarded
and the pellet was re-suspended with 1.75 mL ammonium acetate (0.1M) / methanol (80%)
buffer for precipitation of proteins. The extract was centrifuged at 16000 g (3 min, 4°C). The
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pellet was washed with acetone (80%), and dried under vaccum (Speedvac concentrator 5301,
Eppendorf, France) for 5 min at 50°C. The dried pellet was re-suspended with 0.8 mL of
phenol (pH 7,9) and 0.8 mL of SDS buffer (30% saccharose (w/v), 2% SDS (w/v), 0.1 M
Tris-HCI (w/v), 0.5% B-mercaptoéthanol (v/v), pH 8). After centrifugation (16 000 g, 3 min,
4°C), the phenolic phase was separated from the supernatant and precipitated with 2 mL
ammonium acetate (0.1M) / methanol (80%) at -20°C for 10 minutes. After centrifugation (16
000 g, 10 min, 4°C), the pellet was washed with methanol (100%) and acetone (80%).

For SDS-PAGE, the pellet of protein was re-suspended in Laemmli lysis buffer (Laemmli,
1970) and denaturated for 5 min at 100°C with B-mercaptoethanol (5%, v/v). For two
dimensional gel electrophoresis (2-DE), the protein extract was re-suspended in 100uL of
R2D2 buffer decribed by Mechin et al. (2003) containing dithiothreitol (DTT, 20mM),
thiourea (2M), urea (5M), CHAPS (2%, w/v), N-decyl-N,N-dimethyl-3-ammonio-1-propane-
sulfonate (2%, w/v), TCEP (5mM), IPG buffer (2%, v/v; GE Healthcare, Saclay, France) and
used for determination of protein concentration in nodule extract by the method of Bradford
(1976). A standard curve was prepared by taking 0, 20, 40, 60, 80 uL of bovine serum
albumin (BSA) solution at 1.5g L.

II.5. SDS PAGE and two dimensional electrophoresis (2-DE)

For SDS-PAGE, proteins were prepared in Laemmli lysis buffer (Laemmli, 1970) and
denaturated 5 min at 100°C with B-mercaptoethanol (5%, v/v). For each S-treatment, equal
amount of proteins (4 pg for Nitrate silver coloration and 250 pg for immunoblotting) loaded
per lane and proteins were separated on 15 % polyacrylamide gel at a constant current (250V,
75mA, 1h). For 2-DE, the extract of total proteins was prepared in rehydratation R2D2 buffer
(300 pg in 330 pL) and was first separated according to charge in the electrofocusing
PROTEAN IEF system (Bio-Rad), at 20°C, using 18-cm gel strips forming an immobilised
linear pH gradient from 4 to 7 (GE Healthcare). Each strip was rehydrated at 50 pA/gel for
14h. Isoelectric focusing ran for 15 min. at 250 V, 2h at 500 V, and then until 50 kV at 10
000V. After electrofocusing, the strips were immediately equilibrated in the equilibration
buffer (75 mM Tris-HCI, 3% (w/v) SDS, 300 mM Tris Base) containing DTT (65 mM)
followed a second incubation in the equilibration buffer containing iodoacetamide (50 mM)
and bromophenol blue (0.5%). Second dimension electrophoresis (SDS-PAGE) was carried
out on 12 % polyacrylamide (w/v) gels (20 cm x 20 cm) using an Investigator system
(Millipore, Saint-Quentin Fallavier, France) at 300 mV. Proteins were visualized using the

silver staining procedure described by Blum ef al. (1987). Gels were scanned with the
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ProXPRESS 2D proteomic Imaging System (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France) before
image analysis. The Millipore Biolmage computerized image analysis system (Millipore) was
used to determine the molecular mass of nodule proteins by comparison with a set of protein

molecular mass markers (Precision Protein Dual Color, Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France).

11.6. Western blotting and immunodetection of Nitrogenase and
Leghaemoglobin

The abundance of FeMoCo-Nitrogenase and Leghaemoglobin in nodules was
determined after western blotting of total proteins separated by SDS-PAGE or 2-DE. After
SDS-PAGE or 2-DE, western blots were carried out onto a polyvinylidene fluoride (PVDF)
membrane (Immobilon-PVDF, Millipore) by semidry electroblotting (Milli Blot-graphite
electroblotter system, Millipore). Conditions for protein transfer and immunoblotting were
carried out as previously described by Noquet et al. (2004). Briefly, after western blottting,
PVDF membranes were treated with polyclonal anti-protein primary antibodies: anti-
FeMoCo Nitrogenase from IgG antibodies (Agrisera, SE911 Vanadas, Sweden; dilution
1:750) or anti-Leghaemoglobin 17kDa from soybean IgG antibodies (Goulas et al. (2001);
dilution 1:750). The antigen—antibody complex was visualized with alkaline phosphatase
linked to rabbit anti-chicken immunoglobulin Y (IgY), dilution 1:1000. The immunoblot
signals were detected by using NBT (p-nitro blue tetrazolium chloride) and BCIP (5-bromo 4-
chloro-3-indoyl phosphate p-toluidine salt) (Bio-Rad). Independently performed gels and
western blots were scanned and analysed using the Millipore Bioimage computerized image

analysis system to determine the molecular mass of proteins.

I.7. Protein identification by LC MS/MS

Protein spots of interest were manually excised from gel, washed several times with
water and dried for a few minutes. Trypsin digestion was performed overnight with a
dedicated automated system (MultiPROBE II, PerkinElmer). The gel fragments were
subsequently incubated twice for 15 min in a H,O/CH3CN solution to allow extraction of
peptides from the gel pieces. Peptide extracts were then dried and dissolved in starting buffer
for chromatographic elution, consisting of 3% CH3;CN and 0.1% HCOOH in water. Peptides
were enriched and separated using lab-on-a-chip technology (Agilent, Massy, France) and
fragmented using an on-line XCT mass spectrometer (Agilent). The fragmentation data were
interpreted using the DataAnalysis program (version 3.4, Bruker Daltonic, Billerica, USA).

For protein identification, tandem mass spectrometry peak lists were extracted and compared
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with the protein database using the MASCOT Daemon (version 2.1.3 ; Matrix Science,
London, UK) search engine. The searches were performed with no fixed modification and
with variable modifications for oxidation of methionines, and with a maximum of one missed
cleavage. Tandem mass spectrometry spectra were searched with a mass tolerance of 1.6 Da
for precursor ions and 0.8 for MS/MS fragments.

The LC MS/MS data were converted into DTA-format files which were further
searched for proteins with MASCOT Daemon. Only peptides matching an individual ion
score > 51 were considered. Proteins with two or more unique peptides matching the protein
sequence were automatically considered as a positive identification. Among the positive
matches based on one unique peptide, the fragmentation spectrum from each peptide was
manually interpreted using the conventional fragmentation rules. In particular, we looked for
a succession of at least five y- and/or b-ions, specific immonium ions, specific fragment ions
(proline and glycine), and signatures of any modifications carried by the peptides. Measured

peptides were searched in the NCBInr-protein sequence database viridiplantae (green plants).

11.8. Amino acid extraction and analysis

Frozen plant material was freeze-dried and amino acids were extracted from 10 + 5%
mg of milled plant material in 400 pl of methanol containing 200 uM DL-3-aminobutyric
acid as an internal standard and samples were agitated at 1500 rpm for 15 min. Subsequently,
200 pl of chloroform was added and samples were agitated for five additional minutes.
Finally, 400 pl of ultra-pure water was added and samples were then vigorously vortexed and
centrifuged at 13 000 g for 5 min. The upper phase was transferred to a clean microtube and
dried under vacuum over-night. Dry residues were resuspended in an appropriate volume of
ultra-pure water and 10 pl of the resulting extract was sampled for amino acids derivatization
according to the AccQ Tag Ultra Derivitization Kit protocol (Waters corp., Milford, USA).
Amino acids were analysed using an Acquity™ UPLC system (Waters corp., Milford, USA)
by injecting 1 pl of the derivatization mix onto an Acquity'™ UPLC BEH C18 1.7 pm 2.1 x
100 mm column heated at 55°C. Amino acids were eluted at 0.7 ml.min" flow with a mix of
10-fold diluted AccQ Tag Ultra Eluent (A) and acetonitrile (B) according to the following
gradient : initial, 99.9 % A ; 0.54 min, 99.9 % A ; 6.50 min, 90.9 % A, curve 7 ; 8.50 min,
78.8 % A, curve 6 ; 8.90 min, 40.4 % A, curve 6 ; 9.50 min, 40.4 % A, curve 6 ; 9.60 min,
99.9 % A, curve 6 ; 10.10 min, 99.9 % A. Derivatized amino acids were detected at 260 nm

using a photo diode array detector.
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Figure IL.1. Effect of sulphate concentration of the nutrient solution on shoot and root dry mass of
140-days old plants of white clover. Values are presented as means +/- SE (n=5). Different letters
on bars indicate significant differences of total dry mass between treatments (p<0.005).

Table IL.1. Effect of sulphate concentration of the nutrient solution on the amounts of N absorbed from the
nutrient solution and N fixed from the atmosphere for 140-day old plants of white clover, expressed as total
amount of N absorbed or fixed per plant or per unit length of roots. Values are presented as means (n=5).

Different letters indicate significant differences between treatments (p<0.005).

S concentration
of the nutrient
solution (mM)

0mMS

0.095 mM S

0.38 mM S

N absorbed
g.plant g. m™ roots
0.23a 0.30a
0.35b 0.22a
0.51¢c 0.44a

N fixed
g.plant g. m roots
0.14a 0.18a
0.29b 0.19a
0.74c 0.94b
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11.9. Statistical analysis

Five replicates per treatment were used. Because some data did not fit the parametric
tests conditions, we choose to analyse the effect of S treatments by the Kruskall Wallis non

parametric test (Sokal & Rohlf, 2003), and then by the signed-ranks test.

lll. Results

lll.1. Growth parameters

An increase S application noticeably increased the total biomass of plants grown for
140 days (Figure II.1; H = 12.50, p<0.01). Even if this change was due to the increase of both
shoots (stolons plus leaves) and nodulated roots, shoot biomass increased more than root
biomass with S supply, and the highest S concentration in the nutrient solution doubled the

shoot/root ratio compared with non-treated plants.

lll.2. Nitrogen Acquisition

As expected, the amount of N per plant increased with increasing S supply (Table
I1.1). Both the amount of N absorbed from the nutrient solution (H = 12.54, p<0.01) and the
amount of N derived from nitrogen fixation (H = 12.59, p<0.0l) in the plants were
significantly higher under the high S treatment. However, S supply appeared to have no
significant effect on nitrate uptake when results are expressed per unit of root length. In
contrast, S supply appeared to have a specific effect on N, fixation, as a higher amount of N
fixed per meter of roots was observed for the high S treatment (H = 9.50, p<0.01). Moreover,
the percentage of N derived from fixation increased from 38 + 2 % for plants grown in the
absence of S to 59 + 2 % of total nitrogen for the high S treatment, confirming that N, fixation

is more dependant than N uptake on S nutrition.

Illl.3. Nodulation parameters

In order to clarify the ways that a S deficit diminishes atmospheric N fixation, nodule
morphological and biochemical traits were further investigated. A very strong effect of S
nutrition on nodulation was observed. As Figure II.2A shows, a very small number of nodules
were observed when plants were grown in the absence of S, and this number increased
drastically with S treatment (H = 12.50, p < 0.001). A similar effect of S supply on nodule dry
mass per plant (H = 11.18, p<0.05) (data not shown) and nodule volume per plant (H = 12.02,

p<0.05) were observed (Figure I1.2B), with these two parameters being closely correlated
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(Pearson correlation: r = 0.893, p<0.001). S appeared to have a specific effect on nodulation
as nodule dry mass increased strongly when expressed per unit of root length (H = 12.02, p<
0.01; Figure I1.2C). Plants grown in the absence of S exhibited a very low nodule mass per
root length and a higher nodule mass per root length was observed for white clover plants
grown under the high S treatment. The nodules morphological parameters (Nodule DM / Root
length; Total Nodule volume per plant) were correlated significantly with the percentage of N
derived from fixation (Pearson correlation: 1=0.714, p<0.0land 1r=0.873, p<0.05,
respectively). In addition, the nodules of plants grown in the absence of S appeared pale in

contrast with the pink nodules observed in the presence of S.

lll.4. Nodule proteins

Using 2-DE, immunological analysis 10 spots were immunodetected using anti-
FeMoCo nitrogenase antibodies (Figure II.3A and II.3B). Identification of protein by LC
MS/MS demonstrated than 5 of these proteins are nitrogenase Fe-Mo B chain (Spot 3 to 7)
and one (Spot 10) is nitrogenase Fe protein (Figure I1.3C).

Nodule protein content also increased with S supply (H = 8.65, p< 0.01, Figure I1.4B).
Both nitrogenase and leghaemoglobin were detectable in nodules of white clover grown in the
absence and in the presence of sulphate in the nutrient solution (Figure I1.4). Image analysis
of SDS-PAGE electrophoresis of nodule soluble proteins (Figure I1.4A) and comparison with
data from immunoblots (Figure I1.4C) indicated that the amount of both nitrogenase Fe-Mo
protein and leghaemoglobin were dependant on S supply (Figure I11.4B). Nodules of plants
grown in the absence of S contained significantly less nitrogenase Fe-Mo protein (H = 6.98,
p< 0.05) and less leghaemoglobin (H = 10.39, p< 0.01) than plants grown with the high S
treatment. The lower nitrogenase Fe protein content was observed for the 0.095mM S

treatment, the zero S treatment being intermediary between treatments.

/ll.5. Nodulated root amino acids

A strong accumulation of amino acids was observed in nodulated roots of white clover
grown in the absence of S (Table I1.2), as amino acid concentration in roots was 4-fold higher
in the Zero S treatment than in High S treatment (H= 12.02, p< 0.01). A similar effect of S
availability was observed in shoots (data not shown). Asparagine was the major amino acid
found in white clover roots, its concentration in roots decreased with sulphate concentration in
the nutrient solution (H= 12.02, p< 0.01) and its proportion increased from 71 = 7 % for the

highest S concentration in the nutrient solution to 85 + 2 % of total free amino acids for the
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5.14/60.83 5.07/57.8 31 51 Chaperonin GroEL / Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841 / gi|116250657

-

2 5.33/56.37 6.63/60.1 15 26  F1ATPase / Pisum sativum [ gi|2116558

3 5.39/57.65 5.36/57.0 10 19 Nitrogenase Fe-Mo beta chain / Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii / gi|121078478

4 5.47/53.94 5.36/57.0 16 42 Nitrogenase Fe-Mo beta chain / Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii / gi|121078478

5 5.563/56.37 5.36/57.0 39 67 Nitrogenase Fe-Mo beta chain / Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii / gi|121078478

6 5.57/53.94 5.36/57.0 22 46 Nitrogenase Fe-Mo beta chain / Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii / gi|121078478

7 5.563/53.94 5.36/57.0 26 56 Nitrogenase Fe-Mo beta chain / Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii / gi|121078478

8 547/40.85 5.46/388 4 13 Glutamine synthetase cytosolic isozyme 1 (GS1-1) (Glutamate--ammonia ligase) / Glycine max / gi|121336
9 5.57/140.85 548/391 7 17 Glutamine synthetase nodule isozyme (Glutamate--ammonia ligase) / Medicago sativa / gi|11386829

10 5.61/32.50 5.03/319 18 47 Nitrogenase Fe protein / Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii / gi|121078476

Figure I1.3. Proteome maps of nodules proteins from Trifolium repens L.-Rhizobium leguminosarium bv trifolii T350
symbiosomes. (A) Nodules proteins were separated by 2-D SDS-PAGE (12% Acrylamide) and stained with silver
nitrate. (B) Nodules proteins were revealed after immunoblot with anti NifH. Immunodetected spots are numbered from
the higher to the lower molecular mass. (C) Identification of nodule proteins immunodetected by the anti- FeMoCo
Nitrogenase antibodies. Experimental and theorical p//Mr, number of LC-MS/MS matched peptides, and the percentage
of sequence coverage of the protein by matched peptides were also indicated. The assigned protein of the best matched is
given with the organism in which it has been identified and its GenBank protein accession number. a PM, number of
peptides matched; b % SC, percentage of sequence coverage.
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Zero S roots. A strong accumulation of other N rich amino acids, arginine (H= 12.02, p<
0.01) and histidine (H= 11.58, p< 0.01), was also observed for Zero S roots, while the
concentration of other amino acids like glutamate and aspartate was independent of S
availability. Concentrations of sulphur amino acids, methionine and cysteine were too low in

all treatments to be measured accurately.

IV. Discussion

The reduced plant growth observed here for white clover, following long-term S
deficiency confirms the findings of previous studies showing that legume growth is highly
dependant on sulphur nutrition (Scherer & Lange, 1996; Zhao et al., 1999; Tallec et al., 2008;
Varin et al., in press). This effect of S on clover growth was evidenced through the twofold
increase of dry mass production of plants observed when the concentration of sulphate

increase from OmM to 0.095mM and then from 0.095mM to 0.380mM.

Work by Zhao et al. (1999) has shown that the effect of S deficiency on pea growth
was likely to be caused by the shortage of N, due to decreased N, fixation. Accordingly, the
effect of S deficiency on clover growth was associated with a strong effect on N acquisition
through a reduction of both uptake of soluble N and fixation of atmospheric N. Previous work
has demonstrated a decrease of nitrate uptake in sulphur starved barley (Clarkson et al., 1989;
Karmoker ef al., 1991) and spinach (Prosser et al., 2001). These studies have suggested that
the reduction of N uptake was due to the strong accumulation of non S-amino acids. Such
accumulation, observed in barley and spinach deprived of sulphate (Clarkson et al, 1989;
Karmoker et al., 1991; Prosser et al., 2001), could explain the low nitrate uptake, as amino
acids are involved in the down-regulation of N uptake (Beuve ef al., 2004). Accordingly, we
also observed an accumulation of amino acids probably resulting from the disruption of
protein synthesis following the decrease of S-amino acid content. The large proportions of N
rich amino acids, asparagine and arginine, in the roots of S deficient clovers support this
hypothesis. However, it is noticeable that when the results are expressed per unit of root
length, no significant effect of S deficiency on nitrate uptake was observed. This result
indicates that the reduction of nitrate uptake is mainly explained by the strong reduction of
root length in the zero and low S treatments rather than a specific effect of S availability on
soluble N uptake. However, amino acids accumulation observed in clover roots may have

participated to the decrease of N, fixation as it has been demonstrated that asparagine
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Figure I1.4. A. SDS-PAGE profiles of protein in nodules of white clover grown with
increasing sulphate concentration in the nutrient solution B. Effect of sulphate
concentration of the nutrient solution on total soluble proteins, Nitrogenase and
Leghaemoglobin obtained from image analysis of gels from 5 independent replicates C.
Immunodetection of Nitrogenase NifH component and Leghaemoglobin following SDS-
PAGE and western blotting of nodule extracts of white clover grown with increasing
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letters on bars indicate significant differences between treatments (p<0.005).
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accumulation down-regulate also N, fixation for P-deficient white clover (Almeida et al.,

2000).

S deficiency had a stronger effect on the process of atmospheric N, fixation than on
soluble N uptake, as evidenced by the lower proportion of N coming from fixation for clovers
grown with the zero and low S treatment. This high sensitivity of N, fixation to S deficiency
is now well established for other legumes (Scherer & Lange, 1996; Zhao et al., 1999; Scherer
et al, 2008). Nutrient stress may limit N, fixation of legumes at four different levels:
Rhizobium multiplication, rhizobial infection, nodulation and nitrogenase activity (Schubert,
1995). Rhizobium multiplication was not evaluated in this study, but the RAizobium inoculum
was added several times in the nutrient solution to maintain a non-limiting number of
bacteria in the solution. Similarly, rhizobial infection was not specifically evaluated here but
we observed a strong effect of S nutrition on symbiosis development through nodule
formation.

Studies investigating red clover (Gilbert & Robson, 1984), alfalfa, pea and broad bean
(Scherer & Lange, 1996) have established that low nodule production in S deficient plants can
result of a low root length. In white clover, we observed a strong reduction of nodulation with
the zero and low S treatments, resulting not only of a lower root length, but also of a much
lower dry mass of nodules per unit of root length. This effect of S is in accordance with
studies demonstrating the role of S in stimulating the formation of nodules in the early events
of the symbiosis establishment (Schwedock & Long, 1992; Crockard et al., 2002). This
nodule response confirms the greater responsiveness of traits associated with biological N,
fixation to S availability than that of host plant growth as observed by Zhao ef al. (1999). In
this respect, the effects of S deficiency appear similar to those of P deficiency in preventing

totally nodulation in white clover (Almeida et al., 2000).

The close relationship observed between nodule volume per plant and the percentage
of N derived from fixation suggests that the low nitrogen fixation observed can be primarily
explained by the low nodulation. However, our biochemical approach shows that nodule
metabolism was also markedly dependant on S availability. It has been proposed that low N,
fixation observed in S deficient legumes is due to a low ATP supply and to an inhibition of
nitrogenase by high levels of free O, (Pacyna et al, 2006; Scherer et al, 2008). ATP was not
measured in the present study, but the low N, fixation could also be due to high level of O, in

clover nodules. Indeed, we observed that leghemoglobin content in clover roots is highly
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Table I1.2. Effect of sulphate concentration of the nutrient solution on free amino acid concentration (expressed as pmol.

gl dry mass of nodulated roots of 140-d old white clover. Values are presented as means (n=>5). Different letters indicate
significant differences between treatments (p<0.005).

S concentration of the Nutrient solution
AA concentration
(umol.g™) OmM 0.095 mM 0.380 mM
Total AA 1230b 525a 301a
Asparagine 1055¢ 416b 221a
Arginine 103b 57a 30a
Histidine 10b 5a 3a
Aspartate 12a 11a 13a
Glutamate 10a 8a 8a
Glutamine 2a 2a 2a
Others 37a 27a 24a
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dependant on S availability, confirming a recent result by Scherer et al. (2008) working with
pea and alfalfa. As the role of leghemoglobin in legume nodules is to maintain a low free
oxygen concentration within the nodule (Gordon et al., 2001), the decrease of its content may
had resulted in a higher oxygen concentration.

The immunological approach developed in this study provided further information
concerning the mechanisms involved in reduction of nitrogenase activity in S deficient
legumes. We found a close relationship between S supply and protein content in the nodules,
and both the proteins measured, nitrogenase and leghemoglobin, were dependant on S supply.
The effect of S availability on leghaemoglobin content of the nodules is in line with a recent
report showing an effect of S availability on leghaemoglobin content of pea and alfalfa
nodules (Scherer et al., 2008). Similarly, because both components of the nitrogenase
metalloenzyme complex, the Fe protein and the Fe-Mo protein, contain high proportions of S
(Krusel et al., 2005; Curatti et al., 2006), the effect of S availability on Nitrogenase content
was expected. However, the differentiated behaviour of both nitrogenase components with
respect to S availability makes the relation between S availability and nitrogenase difficult to
interpret. It is noteworthy that nodulated clovers grown in the absence of S in the nutrient
solution were able to form both components of the nitrogenase complex.

Even though nodulation and Fe-Mo nitrogenase content were very low under S
deficiency, 38 % of the total N assimilated by these plants originated from N, fixation. Thus,
it must be noted that S deficiency inhibited nodulation to a greater extent than N, fixation.
Specific Nitrogenase activity was not measured directly in the present study, and it is difficult
to estimate this activity expressed on a quantity, volume or mass of nodules basis as we do
know neither the kinetic of fixation nor those of nodules development. Nevertheless, this
comparison suggests that S deficiency could increase the specific nitrogenase activity
expressed per g of nodule. Similar increase in specific nitrogenase activity has been found
under other conditions that hindered the development of nodules such as under P deficiency
(Almeida et al, 2000) or high mineral N supply (Zanetti et al., 1998). In the case of P
deficiency, it has been proposed that this high specific nitrogenase activity could be the result
of an increase in O, permeability, but there is a lack of information concerning the effect of S
deficiency on O, permeability in the nodules of S deficient legumes.

The hydroponic system used here gave us the opportunity to grow plants in the total
absence of S. We observed that white clover can grow hydroponically without S added to the
nutrient solution, as observed in the Zero S treatment. As it is highly unlikely that the amount

of S contained in each plant at the beginning of the experiment (67 ug) was sufficient to
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support plant growth for 140 days, this result suggests that clover is able to use atmospheric
sulphur as a significant source of S to support growth. Atmospheric S (particularly sulphur
dioxide and hydrogen sulphur), can replace soil sulphate as the sulphur source for other plant
species especially when the sulphur supply to the roots is low (Cowling et al., 1973; Van Der
Kooij et al., 1997). The metabolic pathways are now well characterised (De Kok et al., 2007)
but the contribution of foliar uptake of sulphur gases to legume S nutrition needs to be further
evaluated.

From our experimental data, we propose that symbiotic N, fixation is decreased by S
deficiency in white clover as a direct consequence of decreased nodule development, but also
because of decreased nitrogenase and leghemoglobin production and amino acid

accumulation.
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Préambule

Les deux chapitres précédents ont mis en évidence une plasticité importante du tréfle
blanc face a des variations en soufre disponible. Il nous paraissait important de préciser si
cette plasticité correspondait réellement a une plasticité phénotypique ou s’il s’agissait d’un
décalage de croissance. Cette troisieme partie répond a la question suivante : Le soufre
stimule t-il la production de biomasse ou accélére t-il la croissance ?

Pour cette expérimentation, nous avons utilisé des tréfles de la variété Huia, largement
utilisées dans les semis en agriculture. Ces tréfles ont été cultivés dans un systéme
hydroponique en chambre de culture. Trois concentrations en SO4~, « Low S » (0,009mM),
« Medium S » (0,384mM) et « High S » (1,509 mM) ont été appliquées.

D’apres la mesure de production de biomasse en fonction du temps pour chaque
traitement en S, une analyse de croissance a été réalisée par : 1) des courbes de régression de
la croissance et ii) par le calcul du Relative Growth Rate (RGR). Le pourcentage de fixation
du N, en fonctions des différentes disponibilités en S du substrat a été¢ quantifié par la

méthode de dilution du ’NO;™ apporté dans les solutions nutritives au cours de la culture.

Cet article a été accepté dans la revue Acta Oecologica en Janvier 2009.
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Abstract

White clover (Trifolium repens L.) is a key species in grasslands. Its performance in
grassland communities is strongly linked to nitrogen (N) availability. A decrease in soil
sulphur (S) content has appeared in the last few decades in grasslands in Northern Europe and
this could change the behaviour of white clover. S is essential for plants and particularly for
legumes through its effect upon nitrogen fixation. The aim of this study was to determine the
effects of S deficiency on white clover fitness, analysing its plasticity in a time course of
growth.

Three concentrations of SO4*, “Low S” (0.009mM), “Medium S” (0.384mM) and
“High S” (1.509mM), were used to grow plants in a hydroponic system. S availability
modified biomasses significantly only at the end of experiment (11 weeks). Medium S
appeared optimal while Low S induced a lower aboveground dry mass. An appropriate S
availability (Medium S) not only increased S content but also increased N content by
stimulating N, fixation. Plant growth analysis using growth fitted curves and the calculation
of RGR revealed that S effects on biomass corresponded to the production of different
phenotypes and not to a growth delay.

This work shows that the acceleration growth phase (49-56 days) is a key period for
the nutritional needs of white clover and should be the best period for a sulphur fertilisation

regime that aims to enhance white clover fitness.
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. Introduction

White clover (Trifolium repens L.) is a key grassland species because of its ability to
fix atmospheric N,. Naturally present in permanent herbages, it is also sown in mixed
cropping systems so as to enrich soil with nitrogen and to avoid the use of nitrogen fertilisers,
which can become pollutants when applied in high amounts and then leached. Mineral N
content in soil is well known for regulating competition between clover and grasses, with N
fertilisation giving advantage to grasses (Murphy & Quirke, 1997; Simon et al., 1997;
Mosquera-Losada et al., 2004). Work with clover suggests that this legume is also sensitive to
S fertilisation (Scherer & Lange, 1996; Tallec et al., 2008), and recent changes in S content of
soils could change white clover abundance in grasslands.

For a long time, SO, and H,S atmospheric pollution released by burning sulphur-
containing fossil fuels has compensated for harvest exports of S from cultivated soils (De
Kok, 1990; Scherer, 2001). During the last three decades, atmospheric sulphur (S) deposition
levels have fallen drastically due to pollution control (Ceccotti & Messick, 1997; Scherer,
2001). This has induced a soil S impoverishment in Northern Europe (Scherer, 2001).
Grassland herbages are rarely fertilised with S and S deficiencies begin to appear (Murphy &
Boggan, 1988; Morton et al., 1999; Mathot et al., 2008).

S is essential for white clover, as for other plants (Saito, 2004). N, fixing plants appear
to be particularly sensitive to S deficiency (Walker et al., 1956; Scherer & Lange, 1996;
Krusell et al., 2005) through a S effect upon symbiotic nitrogen fixation (Scherer & Lange,
1996, Varin et al., in press). However, it is not known if S deficiency induces a growth delay
or a lower production, nor is it known when S has the biggest effect on production in white
clover production.

Wright and McConnaughay (2002) distinguished two components from plasticity: a
phenotypic plasticity and an ontogenetic one. A phenotypic plasticity (Bradshaw, 1965;
Schlichting, 2002; Pigliucci et al., 2006) in response to sulphur availability in soil would
correspond to the production of plants with various modalities of functional traits, while
ontogenetic plasticity would reveal variations in plant functional traits during plant
development (Wright & McConnaughay, 2002), and could indicate a growth delay. To
analyse both plasticity components, the response of white clover to sulphur availability was
evaluated by studying its performance along a nutrient gradient in a time course of the growth
process. Among the functional traits (Violle et al., 2007) measured, particular attention was

paid to the function of nitrogen acquisition, and N, fixation was estimated by the "°N isotope
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dilution method. Plant growth analysis was approached by two methods, growth fitted curves
as well as the calculation of RGR (Relative Growth Rate). This last trait is considered to be a
central growth parameter (Hoffmann & Poorter, 2002; Hunt et al., 2002) and a major trait that
describes plant strategies (Grime & Hunt, 1975; Garnier, 1992; Meziane & Shipley, 1999;
Grime, 2001).

The aim of this study was to determine the effects of sulphur deficiency versus
optimum S supply on white clover fitness, analysing the plasticity of clover along a time
course of growth. Two questions were addressed (1) Do morphological and physiological
variations of white clover in response to different sulphur availabilities correspond to a
phenotypic or to an ontogenetic plasticity? (2) At which stage of growth does sulphur induce

the highest plasticity of white clover?

II. Materials and methods

Il.1. Plant material and growth conditions

Trifolium repens L. bv Huia is a white clover cultivar largely sown in grasslands of
northern Europe. After germination in perlite soaked with demineralised water, seedlings
were grown in a hydroponic system in a growth room (16h day / 8h night; 21°C; relative
humidity: 60%). Light was provided by 400W high pressure sodium lamps (300 pmol.m™.s™
photosynthetic active photons). Nodulation was encouraged by inoculation, during the first
three weeks of the experiment, with Rhizobium leguminosarum bv trifolii T354 grown in a
Wright’s solution.

Nutrient solutions, derived from Kalia and Drevon (1985) contained 0.18mM CaCOs,
0.4mM KH,PO4, 0.15mM K,HPO4; 3mM CaCl,, 0.2mM EDTA 2NaFe (3H;0), 14uM
H;BOs;, 5uM MnSO4 (H;0), 3uM ZnSO4 (7H,0), 0.7uM CuSOs (5H,0), 0.7uM
(NH4)sM070324, 0.1uM CoCl,. They also contained ImM K NOj; 0.5 atom excess % allowing
the estimation of the proportion of N coming from fixation. Three concentrations of sulphate
supplied as MgSQO,4 and K,SO4 were chosen for this study. The first (High S) corresponded to
the Kalia and Drevon (1989) concentration (1.5mM of sulphate), which is quite high. For the
second (Medium S), sulphate concentration was reduced by 4 fold (0.375mM of sulphate),
and for the third (Low S), MgSO, and K,SO4 were omitted from the medium. Because some
micronutrients were supplied in the nutrient solution as sulphate salts, all nutrient solutions
contained 0.009mM sulphate. Mg and K were partly or entirely replaced by equimolar

amounts of MgCl, and KCIl for low and medium S treatments. Nutrient solutions were
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replaced every week. During the experiment, the nutrient solutions were analysed so as to
follow sulphate, nitrate and phosphate, and to make sure that nitrate and phosphate were still
available. The experiment was organised in a completely randomised design with four
replicates which consisted of 20L trays for each S level. At the beginning of the experiment,
each tray contained 12 plants. One plant of each tray was randomly taken at each of the 12
harvest times, so that the nutrient solution volume for each individual was increased during

the experiment period.

11.2. Plant trait measurements

Every week, 4 plants corresponding to 4 replicates were harvested for each treatment.
Each plant was separated into laminas, petioles, stolons and inflorescences when present. Leaf
lamina area was measured with an area meter (LI-COR LI-3100). Tissues were dried at 60°C
and weighed when mass was constant. All plant organs were analysed with an Isotope Ratio
Mass Spectrometer (Isoprime, G V instrument), which provided measurements of total S,
total N and '"N. °N atom excess % was used to measure the amount of N coming from the
nutrient solution and the amount of N coming from atmospheric N, fixation.

RGR and the three growth components, NAR (Net Assimilation Rate), SLA (Specific
Leaf Area) and LMR (Leaf Mass Ratio) were estimated and related in the following way:

(UMY AM/dE) = (/L) AM/dE) x Ly /Ly x Ly IM M

RGR NAR SLA LMR

where 7 is time, M is the mass of the whole plant, L, is total leaf area per plant and Ly, is total
leaf dry mass per plant. In order to estimate RGR without using the pairing of plants across
the harvest-interval, we used the calculation developed by Hunt ez al. (2002) and Hoffmann

and Poorter (2002) from the usual formula by Fisher (1921):

RGR = (logeM5 - logeM; ) / (t2-t) (2)
NAR was deduced from equation (1):

NAR =RGR / (LMR x SLA) 3)
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Table II1.1. Effects of sulphur availability on the biomass (DM: Dry Mass) of white clover components for
each growth period. H values of the Kruskall - Wallis test are given (ns: not significant, * : p<0.05).

Harvest (days) 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77
Plant DM 0,62 ns 2,15 ns 1,88 ns 0,35 ns 4,19 ns 3,39 ns 1,33 ns 0,2 ns 4,71 ns 6,50 *
Leaf DM 0,81 ns 0,46 ns 1,42 ns 1,04 ns 5,12 ns 2,60 ns 296 ns 0,70 ns 4,71 ns 6,50 *
Stolon DM 1,92 ns 2,51 ns 0,46 ns 1,08 ns 2,58 ns 1,91 ns 0,33 ns 1,18 ns 3,75 ns 7,65 *
Underground DM 1,15 ns 5,35 ns 1,88 ns 0,73 ns 2,19 ns 3,93 ns 1,51 ns 1,31 ns 0,75 ns 4,27 ns

(ns : non significant, * : p< 0,05)

Table II1.2. Pearson product-moment correlation coefficients (*** :
p<0.001) between white clover components dry masses (DM : Dry

Mass).
Pearson correlation Plant DM Leaf DM Stolon DM
Leaf DM 0,998 x
Stolon DM 0,993 x 0,987 x
Underground DM 0,990 il 0,984 x 0,977 il
(**:p<0,001)
40
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Figure IIl.1. Variation of plant dry mass (means and standard
errors (n=4)) in the last four harvests, for the three sulphur
availability levels. Letters correspond to the results of signed-

ranks tests for each harvest (p<0.05).
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II.3. Data analysis

The growth kinetics of white clover were analysed by performing regression analysis
of biomasses.

At each harvest time, because some data did not fit the parametric test conditions, we
chose to analyse the effect of S treatments by the test of Kruskal Wallis which is a non
parametric analysis of variance (Sokal & Rohlf, 2003), and then by the signed-ranks test.

The dry matter correlation analyses of different organs were performed using Pearson
product-moment correlation coefficients. The interrelation of RGR with its relative
components was established by performing regression analysis. All analyses were carried out

using the statistical software MINITAB 13 for Windows.

lll. Results

lll.1. S availability effect on performance

Sulphur effects on biomasses became significant only at the end of the experiment
(Table III.1). Biomasses of all components were highly correlated (Table I11.2) and varied
significantly with treatments for 77 days of experiment except for underground biomass
(Table III.1). Above ground dry masses were very low during the first 7 harvests, with no
significant differences between treatments, therefore, only the last 4 harvests are presented in
Figure 1. Among the three tested treatments, and at the end of experiment, “Medium S”
appeared optimal; “Low S induced a lower aboveground dry mass and “High S” led to an
intermediate biomass between the two other treatments and did not differ significantly from
them (Figure III.1). “Low S” seemed to induce deficiencies. As “Medium S” appeared
optimal, S was in excess in the “High S” treatment. Even if effects were significant only at the
end of the experiment, they appeared progressively and white clover plants cultivated on

“Medium S” began to present a higher biomass after 56 days (Figure. III.1).

lll.2. S availability effect on S and N acquisition

The N/S ratio depended significantly on S availability at the end of experiment (77
days: H= 6.05, p<0.05) (Figure II1.2a). This atom ratio approached 20 for “Medium S” and
“High S, and increased to about 40 for “Low S”. Increasing S availability from the low to the
medium treatment more than doubled the S mass in white clover after 77 days of the

experiment (77 days: H=8.00, p<0.05) (Figure III.2b). Similarly, S availability increased S

-72 -



50 b 0,2
= b
40 € 0,151 :
[} Kt
3 30 2
; a2 7, 0,11
S 20 2 a
7] 4
101 @ 0,05
£
0" » 0
56 63 70 7 56 63 70 77
Time (Days) Time (Days)
c d
1,5 2517
< b b
E ] ab 201
S 1 =
Z E 151
) z ab
el B
2 0,51 ] 10 O:LowS
g g a @ : Medium S
= W HighS
0 0
56 63 70 77 56 63 70 7
Time (Days) Time (Days)

Figure II1.2. Variation of (a) N/S atom ratio, (b) S mass, (c) S content in roots, (d) S content in shoots, (¢) N mass and
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Medium S: Log (plant DM) = -3,01354 + 0,0611468.t 90,9% 179,37+
High S: Log (plant DM) = -3,07958 + 0,0557689.t 79,6% 70,09***
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High S: Log (plant DM) = -79,8728 + 3,68815.t - 0,0557103.t2 + 0,0002795.t3 94,8% 78,6649

Figure II1.3. Regression models of white clover growth (DM: dry mass = f(t: time)), segmented in
two parts (a and b) for the three sulphur availability levels. Plant dry mass is expressed on a
logarithmic scale. (*** : p<0.001).
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content at 77 days in both roots (H=6.73, p<0.05) (Figure III.2¢) and shoots (H=6.73, p<0.05)
(Figure II1.2d). S availability also modified N mass at the end of the experiment (77 days:
H=6.04, p<0.05) (Figure III.2¢). The medium S treatment produced a higher N mass than the
low S treatment, while the High S treatment induced an intermediate N mass. This higher N
mass appeared to result from a stimulation of N, fixation by S, as the “Medium S treatment
strongly increased the percentage of N derived from fixation compared with the “Low S”

treatment (77 days : H=6.04, p<0.5) (Figure I11.2f).

lll.3. Phenotypic or ontogenetic plasticity ?

Growth was separated in two phases so as to perform curve fitting. At first, white
clover growth curves up to 49 days corresponded to the classical plant growth curve and the
logarithm of biomass varied linearly with time (Figure III.3). Then, after 49 days, growth
curves did not correspond to an exponential model, probably because this period
corresponded to stolon development, and each plant grew along multiple axes. From 49 days
to the end of the experiment a second model corresponded to a polynomial regression of
degree three of the logarithm of biomass (Figure II1.3). The transition from fast growth (49-56
days) to slower growth (56 days to the end) could correspond to a phenological change from a
vegetative to a generative phase as flowering began between 56 to 63 days. No delay
appeared between the three curves corresponding to the three treatments (Figure III.3).
Growing phases did not appear to depend on sulphate concentration of the nutrient solution.
This is particularly clear at 49 days between the two curve models when growth accelerated
simultaneously for the three treatments.

This absence of a growth delay is confirmed by the study of growth parameters. RGR
varied with time for the three treatments (“Low S”: H=27.78, p<0.01; “Medium S”: H=25.76,
p<0.01; “High S”: H= 22.81, p<0.01). It increased until 56 days and then decreased (Figure
I11.4). The 49 to 56 days stage corresponded to the highest RGR value for the three treatments
(p<0.05). S availability modified RGR in the middle of the experiment (42-49 days: H=6.55,
p<0.05; 49-56 days: H=8.91, p<0.05). Between 42 and 49 days, the “High S treatment led to
a higher RGR than “Medium S”, with “Low S” being intermediate. Then from 49 to 56 days,
when RGR was the highest for the three treatments, “Medium S” led to a higher value than
“High S” and then “Low S”. This acceleration growth phase (49-56 days) corresponding to
the biggest RGR for the three treatments seems to be a key time for nutrient needs as well as
the beginning of a sulphur availability effect. No treatment effect was observed at any stage of

growth on SLA or LMR, but NAR varied with treatment between 42 to 49 days (H=6.71,
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p<0.05) in the same way as RGR. Plant growth was strongly associated with NAR (RGR =
0.08 + 22.59.NAR, R*=61.2%, p<0.001), but no linear relation can be significantly
established between RGR and LMR or SLA.

IV. Discussion

White clover response to various S levels was examined in the present study by
monitoring the fitness of plants germinated from seeds of the cultivar “Huia”. This choice was
made so as to keep close to field conditions, but the genetic variability induced big variations
that complicated the interpretation of sulphur effects. Despite this high variability, this
experiment shows that sulphur availability modifies white clover growth. This S effect is
progressive on plant dry mass but was significant only at the end of the experiment. This
work also shows that a very low S availability, inducing S deficiency, can inhibit plant
growth.

White clover grown hydroponically with the low S treatment applied in these
experiments showed a shoot S content close to that obtained for other legumes such as pea
grown in soil (Zhao et al., 1999), and Lucerne grown in soil for one year followed by nutrient
culture (De Boer & Duke, 1982). However, white clover grown with the medium and high
treatments contained more S. Confirming the results of Scherer et al. (2008) with pea and
lucerne, we observed higher S concentrations in roots than in shoots, probably reflecting the
high S demand for the functioning of nodules (Zhao ef al., 1999; Scherer et al., 2008). Both
the higher S mass and the higher N mass were observed for the optimal S treatment
(medium), confirming the strong link between S availability and N acquisition in legumes
(Scherer, 2001). In accordance with data obtained for other legumes (De Boer & Duke, 1982;
Scherer & Lange, 1996; Zhao et al., 1999), we observed that good S availability increased N
acquisition mainly by stimulating N fixation. N and S are generally accumulated in
proportions similar to those incorporated into proteins and an appropriate S nutrition allows
protein synthesis. When S is missing, free amino acids accumulate (Dijkshoorn & Van Wijk,
1967; Aulakh & Arora, 1976; Karmoker et al, 1991) and can down-regulate N fixation as
shown for lupin and soybean (Neo & Layzell, 1997). From the “Medium S” treatment to the
“Low S”, the N/S ratio increased from 20 to 40 and the decrease in N fixation could be
explained by amino acid accumulation. Work with other legumes has shown that S can
stimulate nodule formation or nitrogenase activity (Scherer & Lange, 1996), and more

attention should be paid to clarify the effect of S on N, fixation in the case of clover.

-74 -



Résultats -Chapitre 111

Wright and McConnaughay (2002) suggested that plasticity induced by change in
environmental factors could correspond either to phenotypic plasticity or to ontogenetic
plasticity resulting in a growth delay. To identify which kind of plasticity was induced by
sulphur availability we chose to fit data with polynomial functions with the log-transformed
plant mass as the dependent variable and time as the independent variable. Such a functional
approach to plant growth analysis is known to provide a clear perception of ontogenetic drift
(Poorter, 1989). Growth was separated into two phases so as to perform curve fitting: a
polynomial of degree one was fitted up to 49 days, and after 49 days, growth corresponded to
a polynomial of degree three of the logarithm. Such a growth analysis method involves
subjectivity of the choice of the curve model (Shipley & Hunt, 1996). However, model curves
of the three treatments were the same and demonstrated no evidence of a growth delay
induced by S treatments. This suggests that the S effect on white clover performances
corresponds mainly to a phenotypic plasticity.

We also observed clearly that S deficiency induced a decrease in growth rate. We used
a classical RGR estimator across one harvest interval, applying the formula recommended by
Hoffmann and Poorter (2002) and Hunt ef al. (2002), which has the advantage of producing
an unbiased estimate of RGR under all conditions (Hoffmann & Poorter, 2002). Analysis of
RGR confirms that S deficiency does not induce growth delay in white clover, as the
acceleration phase occurred between 49 and 56 days for all treatments. Seedling growth was
independent of sulphur availability during the first six weeks. The seedling RGR is nearly
fixed at the beginning of plant development and this trait is usually used to compare different
species characterised by different strategies (Grime & Hunt, 1975; Grime et al., 1988; Grime,
2001). Then, during plant development, nutrient availability modifies growth rate. The higher
RGR was observed for the “High S” treatment between 42 and 49 days and for the “Medium
S” treatment between 49 and 56 days, i.e. during the acceleration phase. This growth phase is
a key moment for the nutritional needs of white clover and this period should be the best time
for sulphur fertilisation with the view to enhancing white clover fitness.

Many authors have addressed the question of the relationship between RGR changes
with nutrient limitation and its components: NAR, SLA and LMR (Meziane & Shipley, 1999;
Elberse et al, 2003; Portsmuth & Niinemets, 2007). These components can act in a
compensatory fashion to buffer changes in seedling RGR as the environment changes
(Meziane & Shipley, 1999). No compensatory trade-offs linked to the variation in S are
suggested by the present study because the only growth component altered by S availability is
NAR. From a compilation of many data, Shipley (2006) found that NAR is the best general
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predictor of variation in RGR. We found a link between RGR and NAR and would like to
stress that the effect of S on growth here is linked mainly to the physiological component of

growth and not to the morphological component as indicated by LAR or LMR variations.

V. Conclusion

S deficiency reduces white clover growth notably by reducing N, fixation. Monitoring
plant traits during growth has allowed us, firstly, to show that S effects did not correspond to
a growth delay but did correspond to real differences in phenotypic expression and secondly,
that the acceleration growth phase (49-56 days) is a key period for the nutritional needs of
white clover. This period should be the best one for sulphur fertilisation in grassland fields so

as to enhance white clover fitness and then promote its maintenance in grassland mixtures.
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Préambule

L’analyse bibliographique relate que les plantes puisent ’essentiel de leur soufre sous
forme de sulfate dans le sol, mais peuvent également utiliser le soufre atmosphérique par
I’intervention de dépdts de S foliaires.

Dans cette expérimentation, 1’objectif était de répondre a la question suivante : Le
trefle peut-il compenser une faible disponibilité en S du substrat par le dépot de S
foliaire ?

Ce travail a été¢ couplé a celui du second chapitre des résultats dans une
expérimentation commune basée sur une culture hydroponique de clones d’un génotype de
trefle de la variété Huia. Pour cela, trois concentrations en SO4> de la solution nutritive, 0,
0,095mM et 0,380 mM de SO,*, ont été employées. La quantification du sulfate absorbé a
partir de la solution nutritive et du soufre déposé sur les feuilles est réalisée par une méthode
analogue a celle qui existe pour mesurer 1’absorption de I’N soluble et la fixation de I'N

atmosphérique, grice & I'utilisation de **SO,4> apporté dans la solution nutritive.

Cette expérimentation a permis la rédaction d’une publication qui sera soumise au mois de

Février 2009 dans la revue New Phytologist.
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Abstract

The investigation of atmospheric sulphur deposition in plants has so far been
hampered by a lack of adequate methods to quantify the respective contributions of sulphate
uptake and atmospheric S deposition in plant growth.

In order to overcome this limitation, a **S-isotope-dilution was used to measure these
fluxes during growth of clones of white clover (Trifolium repens L.) inoculated with
Rhizobium leguminosarum in a hydroponic system with three levels of sulphate concentration
(0, 0.095mM and 0.38mM).

S derived from atmospheric deposition (Sdad) appeared to be a significant source of S
for white clover in our experimental conditions, representing 32 to 100% of total S. S content
in plants decreased with S deficiency and plant age to reach a low limit. The Sdad:leaf area
ratio increased with decreasing S concentration in the nutrient solution. Leaf:stolon and
root:shoot ratios increased for clover deprived of S, suggesting that a plasticity in the
partitioning of resources to organs may allow a higher gain of S by both roots and leaves.

The use of a **S dilution method has allowed us to show that atmospheric S is a
significant source of S for legume growth but not sufficient to compensate for a low sulphate

availability for roots.
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l. Introduction
The impact of atmospheric sulphur (S) is paradoxical. On the one hand, above a

certain threshold level, atmospheric S negatively affects plant growth and functioning, but on
the other hand, it may be utilised as S nutrient through deposition into the soil (wet
deposition) or through foliar uptake (dry deposition) (Buchner et al., 2004; De Kok et al.,
2007).

Potentially phytotoxic levels of atmospheric S, namely SO, and H,S, may occur in
industrial areas, caused by utilisation of fossil fuels. Several mechanisms have been proposed
to explain the negative effect of high levels of SO, exposure on biomass production. SO,
contributes with nitric oxide to cause acid rain by reacting in the atmosphere with water and
atmospheric to form sulfuric acid. Alteration of several metabolic processes may result from
sulphite and bisulphite formed when SO, dissolves, or from the acidification of the plant
interior by oxidation of SO, to sulphuric acid (Wellburn et al,, 1981; Van der Kooij et al,
1997; De Kok, 2007). SO, exposure can depress photosynthesis by inducing stomatal closure
and altering electron transport in thylakoids (Ranieri et al., 1999). Additionally, Reactive
Oxygen Species (ROS) formed during SO, uptake have also been proposed as a factor in the
phytotoxicity (De Kok, 2007). Likewise, the toxicity of H,S may be ascribed to a reaction of
sulphide with cellular components such as metallo-enzymes (De Kok et al., 2007).

Despite their potential phytotoxic effects at high concentration, plants are able to use
SO, and H,S as a sulphur source for growth (Cowling et al., 1973; De Kok et al., 2007). The
foliar deposition of SO, proceeds via the cuticle and, to a larger extent, via the stomata (Van
der Kooij et al, 1997; De Kok et al., 2002). The rate of deposition is determined by
atmospheric concentration, stomatal conductance and the mesophyll resistance (Van Der
Kooij et al., 1997; De Kok et al., 2002). Inside leaves, S assimilation is achieved either by
reduction to organic sulphur or mostly by oxidation to sulphate. The reduction pathway
produces cysteine which is subsequently metabolised into other organic S compounds (Saito,
2004; De Kok et al., 2007). The oxidative pathway occurs via the sulphite oxidase, or non
enzymatically (Rennenber & Polle, 1994; De Kok et al, 2007). It results in sulphate
accumulation in plant vacuoles or assimilation of S into organic compounds (Saito, 2004; De
Kok et al., 2007). H,S is directly metabolised into cysteine and subsequently into other
organic S compounds and H,S uptake results from the activity of O-acetylserine lyase (De

Kok et al., 2007).
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These biochemical pathways involved in absorption of atmospheric S by the foliage
are now well characterised but data concerning the actual contribution of these pathways are
scarce. A number of studies have shown that exposure of plant shoots, including mostly
coniferous or grassland species like ryegrass, to increasing concentrations of SO, may
increase sulphur contents and biomass production (Cowling et al., 1973; Malcolm &
Garforth, 1977; Derome et al., 2004). Similarly, H,S supply to Brassica oleracea stimulates
biomass production (Buchner et al., 2004). These methods demonstrated that atmospheric S is
a significant source of S for plant growth, but the overall contribution of foliar atmospheric
uptake in the plant S budget was not estimated. The use of a *°S enriched nutrient solution has
shown that 50 % of mustard S can originate from the atmosphere (Bromfield, 1972). However
this method cannot be used on a long time scale to estimate the relative contribution of root
sulphate uptake and foliar atmospheric uptake, because of the experimental difficulty due to

the use of radioactive compounds.

S which is one of the main pollutant gases linked to industrial activities, is also one of
the very few pollutants for which policies have been successful in reducing their emissions
(Ceccotti & Messick, 1997; Scherer, 2001). Therefore, in the last decades, S concentration in
the atmosphere, and as a consequence in soils, is decreasing. S deficiencies have recently been
observed in some agrosystems including European grasslands (Mathot er al., 2008). As
grasslands benefit rarely from S fertilisation, the vegetation may be influenced to a large
extent from the modifications of S concentration in the soil and in atmosphere. We chose to
focus this work on a grasslands species: white clover (Trifolium repens L.). It constitutes a
key species because it is a widely distributed species, and as it is a legume that fixes
atmospheric N, it allows important forage production without using N fertilisers and thus
contributes to a good equilibrium in the vegetation community structure. Like other legumes,
it is known to be particularly sensitive to sulphur nutrition (Scherer et al., 1996; Varin et al.,

in press), and the way it will adapt to S deficiencies is of great interest.

The objective of the present study was (1) to quantify with an isotopic method the
contribution of atmospheric S foliar uptake in S nutrition of white clover (2) to test whether
atmospheric S foliar uptake can compensate for a very low sulphate concentration in the
nutrient solution. We developed a method using **SO4 similar to the '°N dilution method used

to measure N fixation (Paynel et al., 2001) or NO, foliar uptake (Okano et al., 1988).
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II. Material and methods

Il.1. Plant material, Clone production and Growth conditions

Clones of Trifolium repens L. cv Huia were obtained by vegetative multiplication of
the stolon of one individual chosen as an average individual among a population. Each
individual clone was generated from a 20 mm stolon section including a node. When the
primary leaf appeared, the stolon sections were transferred to a hydroponic system with a
continuously aerated nutrient solution in 1L black plastic bottles to maintain darkness in the
rooting environment.

Plants were grown in a greenhouse with light measured at plant level equal to
400 pmol m™ s™' [sodium high pressure “phytoclaude 400W” plus sunlight] provided for a
16/8 h photoperiod at 25/16°C day/night. Nutrient solution was inoculated with Rhizobium
leguminosarum biovar trifolii T354. The nutrient solutions were prepared with demineralised
water, changed weekly, and contained 2 mM KNO; 0.18mM CaCOs, 0.4mM KH,POy,
0.15mM K,HPO4, 3mM CaCl,, 0.2mM EDTA 2NaFe (3H,0), 14uM H3BOs, 3uM ZnCl,,
0.7uM CuCl, and 0.7uM (NH4)6M07034, 0.1uM CoCl, in 20L. Three treatments were
chosen “Zero S”, “Low S” (0.095 mM SO4*) and “High S” (0.380 mM SO4*). MgSO, was
partly or entirely replaced by an equimolar amount of MgCl, and KCl for Zero and Low S
treatments. Sulphate concentration of the Zero S solution was measured and found to be nil,
showing that no atmospheric deposition of S gases occurred in the nutrient solution. The
nutrient solution contained 1.1 **S0,* atom excess % to allow the calculation of S content

derived from SO42'r00t uptake and from SO, and H,S foliar uptake.

Il.2. Preparation of **SO,/*

Elemental S enriched in **S (99%) was obtained from Euriso-Top (Parc des
Algorithmes, Route de 'Orme, 91194 St Aubin cedex, France). A digestion procedure adapted
from Zhao et al., (2001) was used to convert elemental S to 34SO4. Ten mL of fuming HNOs3
was added to 100mg of **S and digestion was carried out in a heating block at 200°C for 2
hours. This operation was repeated twice and the solution was carefully separated from
remaining S with a pipette. After cooling, potassium carbonate powder was added to the
acidic solution to obtain a pH near neutrality. This solution was filtrated and analysed using

ion chromatography showing that 80% of elemental S was oxidised to sulphate.
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11.3. Plant harvests and traits measurement

Five plants of each treatment, selected randomly, were harvested 35, 70, 105 and 140
days after transfer to nutrient solutions. Each plant was separated into roots, laminas, petioles,
stolons and inflorescences when present. Leaf lamina area was measured with an area meter
(LI-COR LI-3100). Organs were dried at 60°C and weighed when constant. All plant organs
were analysed with an Isotope Ratio Mass Spectrometer (Isoprime, G V instrument) which
provided measurements of total S and excess **S. An **S-isotope-dilution method, similar to
those used with "N to measure N, fixation, was used to calculate the quantity of S derived
from the nutrient solution (QSdns) (equation 1) and the quantity of S derived from

atmospheric deposition (QSdad) (equation 2):

Atom excess % in the plant organ
Atom excess % in the nutrient solution

QSdns = x Quantity of S in the plant organ (1)

" "Atom excess % in the nutrient solution

QSdad =<1 Atom excess % in the plant organ > x Quantity of S in the plant organ (2)

Before the last harvest, the stomatal conductance for water vapour efflux (mol
H,O.cm™.s™) of each plant was measured on five leaves sampled among new but well-
developed leaves by an infrared spectrometer (LI-COR LI-6400) with a standard chamber
(02B) enclosing the whole leaf.

Il.4. Data analysis

Data were analysed by analysis of variance, ANOVA (Sokal & Rohlf, 2003). Prior to
the ANOVAs, a Ryan-Joiner test (95%) and a Bartlett test (95%) were used on each set of
data so as to assess data normality and homogeneity of variances. Some data, S content and
shoot:root ratios, were transformed in 1/X so as to fit the parametric test conditions. Tukey
tests were used to compare all treatments.

The interrelation of S content with shoot dry mass and plant age was established by
performing a multiple regression analysis. All analyses were carried out using the statistical

software, MINITAB 13, for Windows.
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Figure IV.1. Variation of plant dry mass in the time course of growth for the three sulphur availability levels.
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lll. Results

Sulphate availability modified white clover growth because plant dry mass was found
to depend on S treatment from the first harvest (35 days of treatment) (F= 7.4, p<0.01) until
the end of plant growth (140 days: F= 1553.9, p<0.001). At 35 days, only the 0S treatment
differed from the others by a lower dry mass. Then from 70 days to 140 days, the three
treatments were different from each other, and dry mass increased with S concentration in the
nutrient solution (Figure IV.1).

As shown in Figure IV.2 presenting S concentration in shoots (leaves + stolons) as a
function of the accumulated biomass, S concentration decreased with plant age (F=1248.2,
p<0.001) for all treatments. The stronger decrease was observed between 35 and 70 days.
Shoot S concentration was less affected by S availability than by plant age but this S
availability effect was significant (F=40.81, p<0.001) as was the interaction of plant age and S
availability (F=19.52, p<0.01). S content in plants decreased to 0.022% for Low S and High S
treatment at the last harvest, and this value was slightly higher for Zero S treatment (0.031%).
Thus, S content in shoots appeared to depend on both plant age and shoot dry mass as
follows:

Ln(S concentration) = -1.33 -0.00216 * shoot DM -0.00184 * Age (R* = 88.2%, p<0.001).

S mass in plants was modified by S treatments during the whole growth period (35
days: F=43.8, p<0.001; 70 days: F= 725.8, p<0.001; 105 days: F= 640.7, p<0.001; 140 days:
F= 79.8, p<0.001). From 35 days of treatment, the S mass was at least two times greater in
plants grown under the High S treatment than plants grown under the low S treatment (Figure
IV.3a). The use of **S in the nutrient solution, and the measurement of **S and **S proportions
in plant tissues allowed us to estimate the proportion of S derived from the nutrient solution
(Sdns) and consequently the proportion of S derived from atmospheric deposition (Sdad) on
leaves. For 140-day old plants, **S-atom excess % was 0.00 £ 0.01 % for plants grown under
the zero S treatment, 0.21 + 0.01 % for plants grown under the low S treatment and 0.67 +
0.01 % for plants grown under the High S treatment. S availability had a significant effect on
the proportion of Sdad from 35 days of treatment (35 days: F= 2615.7, p<0.001) to the last
harvest (140 days: F=2067.0, p<0.001). The three treatments were significantly discriminated
for each harvest (Figure IV.3b). The proportion of Sdad % was very close to 100% for clover
grown in the absence of sulphate, showing that these plants relied only on S atmospheric
deposition for growth. This proportion was independent of plant age and reached 77 % and

32% for 140-day old plants grown under low and high S treatment, respectively, showing that
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atmospheric S is a significant source of S for clover growth. However the amount of S
derived from atmospheric deposition was independent of sulphate availability (140 days, F=
0.84, ns) and averaged 7.38 + 0.42 mg for 140-day old plants.

When the quantity of Sdad was expressed as a relation of leaf area, it appeared to vary
with treatments during the whole experiment (140 days: F= 9.6, p<0.01). Zero S treatment
allowed a significantly higher quantity of Sdad per metre of leaf area than the other treatments
throughout plant growth, except for 140 days when no significant difference was observed
between Zero S and Low S. The quantity of Sdad by leaf area was higher for Low S than
High S, but these differences were only significant at 70 and 105 days (Figure IV.3¢c). Two
traits have been measured so as to analyse the effect of sulphur availability on leaf properties.
Neither SLA (140 days: F=0.76, ns) nor stomatal conductance for water vapour efflux (140

days: F=2.16, ns) were significantly modified by the S availability in the nutrient solution.

The allocation of energy to roots, expressed as the root:shoot ratio was modified by S
concentration in the nutrient solution from 70 days (35 days: F= 0.3, ns; 70 days: F= 51.0
p<0.001; 105 days: F= 17.5, p<0.001; 140 days: F=94.9, p<0.001). Clover plants grown
without S were characterised by the biggest root:shoot ratios which were significantly
different from those of clover plants grown in the High S solution (Figure 1V.4a). Low S
clover presented intermediary root:shoot ratios which were significantly different from those
of the two other solutions at 70 and 140 days of treatment. The proportion of dry mass
allocated to leaves compared to stolons decreased with time (F=92.69, p<0.001), and allowed
the discrimination of treatments from 70 days (35 days: F= 0.7, ns; 70 days: F= 12.5 p<0.001;
105 days: F=33.2, p<0.001; 140 days: F=66.27, p<0.001) (Figure 4b). This ratio appeared to
decrease less rapidly for Zero S clover plants, which exhibited the highest leaf:stolon ratios

after 70 days of growth.

IV. Discussion

The present work confirms the strong dependence of clover growth on sulphur
availability (Tallec et al., 2008; Varin et al., in Press), as observed for other legumes (Scherer
et al., 1996, Zhao et al., 1999). This high impact of S nutrition on legume growth is mainly
explained by the strong need for S during N, fixation (Zhao et al., 1999, Scherer et al., 1996,
Varin et al., in press). This high S impact was confirmed when shoot S concentration was
expressed in Figure IV.2 as a function of shoot biomass, showing that S concentration of the

nutrient solution exhibits a much higher impact on shoot biomass than on total S
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concentration of the plant shoot. The S concentration measured here for S deficient clover is
close to those observed for shoots of other legumes (Aulak et al., 1976; Zhao et al., 1999). In
accordance with results obtained with S-deficient pea, we observed a decrease of S
concentration in clover shoots. This decrease of S concentration expressed on a shoot biomass
basis suggests that S could behave like N. The graphical representation of N concentration as
a function of shoot biomass accumulated during growth has been used for many crops to
determine critical N concentration, defined as the minimal N-concentration at which maximal
production is obtained (Gastal & Lemaire, 2002). In the present study, the range of S
concentration used in the nutrient solution was not wide enough to observe a situation
wherein S availability is supraoptimal with respect to biomass accumulation. However, this
shows that future research could use the same approach with a higher S availability to
determine the critical S concentration in legumes and other plants.

The **S-dilution method developed here shows that atmospheric S is a significant
source of S for clover. White clover can grow hydroponically without S added to the nutrient
solution, as observed in the Zero S treatment. As the amount of S contained in each plant at
the beginning of the experiment was negligible, this result shows that clover is able to use
atmospheric sulphur as a significant source of S to support growth. Furthermore S contained
in plants of the Low and High S treatment had a much lower **S-atom excess % than the
nutrient solution, indicating they used a source of S with a lower **S abundance than the
nutrient solution (1.1 %). It is known that atmospheric S (particularly sulphur dioxide and
hydrogen sulphur), can replace soil sulphate as the sulphur source for plant growth especially
when the sulphur supply to the roots is low (Cowling et al., 1973; Van Der Kooij ef al., 1997,
Westerman et al., 2000, 2001). The metabolic pathways are now well-characterised (De Kok
et al., 2007) but the present work shows that the **S-dilution technique can be used to
measure the contribution of atmospheric S to plant growth and constitutes the first estimation
of the contribution of foliar uptake of sulphur gases to legume S nutrition. Our result supports
that of Bromfield (1972) showing a high contribution (50 %) of atmospheric S gas to S
nutrition of mustard.

As expected, sulphate additions decreased the proportion of clover S derived from
atmospheric deposition (Sdad) from 100% for Zero S treatment to 77% and 32 % of clover S
for plants grown under the Low S and High S treatments, respectively. This suggests that
clover is able to switch from sulphate to atmospheric S as the source of S. However, the
amount of S derived from the atmosphere did not increase with sulphate addition. This result

is conflicting since sulphate addition strongly increased the clover leaf area, and atmospheric
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deposition of sulphur gases is known to occur through leaves (De Kok et al., 2007). This is
due to the increase of the Sdad:leaf area ratio with decreasing S concentration in the nutrient
solution, revealing a greater ability of S deprived clover for foliar uptake.

Several hypotheses could explain this greater ability. First, a lower S nutrition induced
a lower biomass of clover leaves and then a less dense canopy. Canopy structure modifies
photosynthesis as a result of the interception of PAR by growing leaves, and this is noticeable
for species whose leaves are horizontal, like those of clover (Joggi et al., 1983). It may be
speculated that the canopy density could also influence gas concentration and the atmospheric
microclimate close to leaves. A high canopy density could decrease S concentration of the
atmosphere surrounding leaves and also decrease the exchange surface due to overlapping and
close leaf contact. Second, structural modifications of the leaf epidermis could also explain
the differences between clover plants grown with contrasted root S availability. However the
absence of an S effect on SLA and stomatal conductance for water vapour efflux does not
support this hypothesis. Analysis of cuticle structure could provide further information on the
deposition of SO, on the cuticle, but could probably not explain a decrease of the observed
Sdad:leaf area ratio because the diffusive flux of SO, occurs mainly through the stomata
(Rennenberg & Polle, 1994). Third, greater ability of low S clover for foliar uptake could be
explained by the concentration gradient of H,S and SO, between the atmosphere and the
substomatal cavity. This concentration gradient is the driving force for the diffusive flux of
SO, (Rennenberg & Polle, 1994). The greater decrease of S concentration in shoots observed
in S deprived clover plants supports this hypothesis, as a higher concentration gradient may
have allowed a higher force for diffusive flux of SO, from the atmosphere to the leaves.

In clover, S availability in the nutrient solution modified S atmospheric deposition.
Reciprocally, Westerman et al. (2000, 2001) have clearly demonstrated that exposure of curly
kale to atmospheric S, and particularly H,S, decreases sulphate uptake. Further research is
needed to investigate the nature if the interactions between the two main sources of S for

plants; pedospheric and atmospheric.

Plants are capable of adjusting the allocation of resources to organs in response to
nutrient availability (Chapin et al., 1987; Crick & Grime, 1987; Gedroc et al., 1996). In this
study, clover plants submitted to a sulphur deficiency presented an increase in the root:shoot
ratio. This result is consistent with an optimal partitioning theory which predicts that plants
can shift their partitioning of resources to the organ that acquires the most limiting resource so

as to optimise the gain from that resource (Bloom et al., 1985). Clover also exhibited a more
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original change in morphology as the leaf:stolon ratio increased with the impoverishment of
the S availability in the nutrient solution. This greater proportion of resource allocation to
leaves induced a greater leaf area. Clover may then optimise foliar uptake, which represents
an alternative for acquiring S in S-poor soil environments. However, even if plasticity can
allow the production of advantageous phenotypes, when environmental conditions are
modified, plasticity of a trait does not demonstrate that it is adaptive (Scheiner, 1993; Sultan,
2005; van Kleunen & Fischer, 2005). Indeed, van Kleunen & Fischer (2005) considered that
many phenotypic responses might correspond more to consequences than responses to
environmental variations. The approach taken in this paper does not allow us to distinguish
whether greater leaf:stolon and root:shoot ratios observed with S deficiency resulted in a
fitness benefit for the plant and corresponded to an adaptive plasticity or if these higher ratios
constituted a passive response resulting from a lower growth rate. Stolons are storage organs
whose growth is highly dependent on resource availability (Goulas et al., 2002) which
certainly favours a passive response mechanism. Nevertheless, the nature of the configuration
of nutrient allocation between roots and leaves in clover plants deprived of S might play a role

in optimising the acquisition of S.
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Discussion générale

Le travail présenté dans ce manuscrit, portant sur la réponse fonctionnelle du tréfle

blanc face a la disponibilité en S, avait pour objectif de répondre a quatre questions :

& 1/ Quelles sont les fonctions biologiques les plus modulées par la disponibilité
enS?
2/ Comment le soufre stimule t-il la fixation du N, ?

& 3/ Le soufre stimule t-il la production de biomasse ou accélére t-il la
croissance ?

& 4/ Le trefle peut-il compenser une faible disponibilité en S du substrat par le

dépot foliaire de S ?

Pour aborder ces questions, je me suis placé a I’interface entre écologie et physiologie
en utilisant a la fois des outils d’écologie fonctionnelle comme les traits se rapportant a
différentes fonctions et I’analyse de la croissance du tréfle blanc, et des approches
physiologiques de la plante enti¢re comme 1’étude des flux d’azote et du S par I’utilisation de
deux marqueurs isotopiques stables °N et **S. Des outils de physiologie moléculaire tels que
I’utilisation d’anticorps, la quantification des protéines par ¢électrophoréses mono et
bidimensionnelles, la quantification des acides aminés ou le séquengage des peptides sont
venus compléter notre approche. Notre stratégie d’étude a consisté a mettre en place des
méthodologies permettant : i) de limiter la variabilité génétique, ii) de réaliser des gradients
de disponibilité¢ en S et éventuellement en N pour les cultures de tréfle, iii) de quantifier la

fixation du N et le dépot foliaire de S.

La plasticité phénotypique est a la base des quatre études présentées dans les résultats.
Pour étudier cette plasticité indépendamment de la variabilité génétique, nous avons cherché a
limiter la variabilité génétique. L’étude présentée dans le chapitre III des résultats s’est basée
sur des cultures de trefle blanc de la variété Huia, qui est une variété sélectionnée, présentant
donc une variabilité génétique plus faible que I’espece sauvage. Elle est largement répandue

dans les prairies permanentes comme temporaires, ¢’est pourquoi son utilisation paraissait

-89 -



Discussion générale

pertinente quant a I’analyse de I’impact de la nutrition soufrée. Dans I’étude présentée dans le
chapitre I des résultats, nous avons utilis¢ des lignées pures autofécondes a tres faible
variabilité¢ génétique (Michaelson-Yeates et al., 1998). Enfin, pour I’expérimentation qui a
donné lieu aux Chapitres II et IV des résultats, nous avons choisi de cloner un génotype de la
variété Huia. Nous avons utilisé des fragments de stolons issus d’une méme plante meére
sélectionnée en tant qu’individu moyen représentatif. L’utilisation de ces clones nous a
permis d’éliminer la variabilité génétique et nous a donc donné acces a ’analyse de réponses

exclusivement plastiques.

L’¢étude de la réponse du trefle a la disponibilité en S du milieu implique la mise en
place d’un gradient de concentration en sulfate du substrat. Lors de la premiere
expérimentation, trois lignées de tréfle blanc ont été cultivées sur sol. Ce sol a été choisi dans
une prairie pauvre en S dans un horizon inférieur afin de limiter I’impact de la minéralisation
de la matiére organique. Il a ensuite ¢té stabilis¢ a humidité constante pendant un mois pour
¢viter I’effet de flushs de minéralisation. Le gradient a alors été obtenu par une fertilisation
minérale croisant différents niveaux S (CaSO,) (0, 12 et 24 kg ha™' S) et N (NH,/NO5) (0,
50 et 100 kg ha ' N).

L’obtention d’un sol trés pauvre étant difficile, et dépourvu de S impossible, nous
avons choisi de réaliser les autres expérimentations en hydroponie. Cette technique de culture
nous a permis de réaliser un gradient plus important de disponibilité en S en faisant varier la
concentration en sulfate des solutions nutritives et, pour ce qui concerne la culture des clones
de trefle exploitée dans les chapitres II et IV des résultats, un traitement enticrement dépourvu
de S a été mis en place. Les concentrations en minéraux, et notamment en sulfate ont été
déterminées a partir d’un raisonnement de disponibilité de S par plante et par intervalle de
temps. Les deux cultures hydroponiques ont été mises en place avec des protocoles différents,
pour la culture de la variét¢ Huia, chaque bac de 20L correspondait a un réplicat et contenait
plusieurs trefles, alors que les clones ont été cultivés en bacs individuels de 1L. Les volumes
alloués a chaque plante n’étant pas les mémes dans les expérimentations, les concentrations

en S des solutions nutritives ne sont pas les mémes.

L’étude de la réponse du trefle blanc a la disponibilité en S s’est particuliérement
orientée vers la fixation du N, atmosphérique et I’acquisition du S. L’acquisition de I’azote
par les légumineuses est due a la fois a I’absorption d’azote minéral de la solution du sol et a

la fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique, et il nous a fallu dissocier ces deux voies
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d’acquisition pour préciser 1’effet du S. Dans un premier temps nous avons bénéficié de trois
lignées de trefle blanc contrastées quant a leur mode d’acquisition de 1’azote et caractérisées
par Michaelson-Yeates et al. (1998) et Abberton et al. (1998) : NNU (Normal Nitrate Uptake)
est une lignée dont la fonction d’acquisition de I’azote est dite normale, LNU (Low Nitrate
Uptake) absorbe faiblement le nitrate et VLF (Very Low Fixation) est une lignée fixant
faiblement le diazote. L’utilisation de ces lignées nous a permis d’isoler ’effet du S sur la
fixation et sur I’absorption de I’N.

Dans I’ensemble des cultures, pour différencier les sources d’azote, un marquage a
I’isotope "N a été réalisé, soit au niveau de 1’engrais azoté apporté & la culture sur sol, soit au
niveau du nitrate des solutions nutritives. Ce marquage a permis de tracer le devenir des
engrais appliqués en début d’expérimentation au sein de la culture sur sol (Chapitre I des
résultats). Il a aussi permis, via la méthode de dilution isotopique de quantifier ’N issu de
I’absorption et par déduction I’N issu de la fixation pour les cultures en hydroponie.

L’acquisition du S se fait elle aussi a partir de deux sources, le sulfate de la solution du
sol qui est absorbé par les racines et le S atmosphérique qui est déposé sur les feuilles. Afin de
quantifier la proportion de S provenant du dépot foliaire, nous avons été amenés, pour la
culture des clones, exploitée notamment dans le quatriéme article, a utiliser un marquage a
Iisotope **S de la solution nutritive et & développer une méthode, proche de celle utilisée pour

le °N, en utilisant la dilution du **S pour quantifier le dépét foliaire de S.

Quatre articles, issus de trois cultures de tréfle blanc, ont été présentés dans les

résultats :

Le chapitre I des résultats correspond a l’exploitation des données issues des
cultures sur sol de tréfles provenant de trois lignées NNU, LNU et VLF et confrontés a
différentes fertilisations en N et en S. Cette expérimentation a mis en évidence une forte
plasticité morphologique et physiologique du tréfle et a permis d’identifier les fonctions les
plus modulées par la disponibilité en S, notamment les fonctions d’acquisitions de I’azote et

du S, I’aptitude potentielle a la compétition, la reproduction et la photosynthése.

Le chapitre II des résultats a ¢été¢ obtenu a partir d’une culture hydroponique de
clones issus d’un génotype de treéfle blanc, commune avec le chapitre IV. La faible
disponibilité en S a induit une diminution de la fixation du N, des tréfles qui s’explique

principalement par une diminution de la nodulation. L'acquisition de quelques données
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physiologiques et moléculaires concernant la fixation symbiotique, comme la teneur en
nitrogénase et léghémoglobine ou en acides aminés, a permis de montrer que 1’alimentation

en S agit sur I’ensemble des mécanismes liés a la fixation de 1’azote.

Le chapitre III des résultats est bas¢ sur une culture hydroponique de trefles de la
variété Huia. L’analyse de croissance a révélé que la bonne disponibilité en S augmente la
biomasse finale du trefle par le biais d’une plasticité phénotypique et non d’un décalage de
croissance. Par ailleurs, nos résultats ont montré que la phase d'accélération de la croissance,

qui a lieu de 49 a 56 jours, est une période clef pour les besoins nutritionnels du tréfle blanc.

Le chapitre IV des résultats, a été obtenu a partir d’une culture hydroponique de
clones issus d’un génotype de tréfle blanc, commune avec le chapitre II. Il montre que le S
atmosphérique est utilisé par le tréfle de fagon non négligeable; 32 % de S est issu du dépdt
atmosphérique chez des trefles cultivés 140 jours avec la concentration la plus forte en sulfate
dans la solution nutritive. Néanmoins, le S foliaire ne parvient pas & compenser la déficience

en S du milieu de culture.

L’objet de ce chapitre est de discuter ’ensemble des résultats obtenus pour ces
différentes cultures et de les confronter aux connaissances rapportées dans la bibliographie.
Nous présenterons tout d’abord 1’effet du S sur la croissance du tréfle blanc Trifolium repens
L., puis le lien existant entre I’acquisition de I’ N et du S chez cette fabacée, pour discuter

finalement des mécanismes impliqués dans I’effet du S sur la fixation du Nj.

. Effet du S sur la croissance du tréfle blanc

Notre travail a mis en évidence la forte sensibilité du trefle blanc a la disponibilité en S
du substrat, confirmant ainsi les travaux de thése de Tallec (2008) qui s’est intéressée au trefle
blanc en situation de compétition. Ainsi, la fertilisation S a stimulé nettement la croissance
des trefles blancs des trois lignées pures cultivées sur sol pendant 70 jours (Chapitre 1 des
résultats). L’effet de la disponibilité en S sur la croissance d’individus issus de semences de
tréfles Huia cultivés en hydroponie (Chapitre III des résultats) devient significatif a partir de
42 jours de culture. Enfin, pour les clones de trefles cultivés en hydroponie, et pour lesquels le
gradient de S est plus drastique puisqu’il intégre un traitement 0S (Chapitre II et IV des

résultats), I’effet du S sur la production de biomasse est significatif dés 35 jours de traitement.
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La croissance du tréfle blanc est donc dépendante de la disponibilit¢ en S. Des
résultats analogues ont été obtenus pour d’autres Fabacées; le tréfle semeur (Gilbert &
Robson, 1984), le trefle des prés, la féve (Scherer & Lange, 1996), la luzerne et le pois
(DeBoer & Duke 1982 ; Scherer & lange, 1996).

I.1. Le fonctionnement du tréfle est modulé par la concentration

en soufre du substrat

.1.1. Plasticité des fonctions liée a la nutrition soufrée

La forte plasticité du tréfle avait déja été¢ établie en fonction de la variation de
différents facteurs du milieu tels que le froid (Frankow-Lindberg, 1999), la quantité¢ de
lumiére bleue (Gautier et al., 2001) et la disponibilité en potassium (Hegh-Jensen, 2003).
L’analyse de la variation des traits de fonctions biologiques étudi¢es dans I’expérimentation 1
confirme la plasticité ¢levée du trefle blanc. Le tréfle possede une capacité d’ajustement
considérable en réponse a la disponibilité en S. Le fonctionnement des trois lignées (Chapitre
I des résultats), contrastées dans leurs capacités d’acquisition de I’N, a été analysé dans un
gradient de fertilisation S via la mesure de traits fonctionnels. Mise a part la reproduction
sexuée, peu ou pas dépendante de la disponibilité en S, I’ensemble des fonctions choisies pour
’analyse de la réponse du trefle face aux variations nutritionnelles en S s’est révélé plastique
par rapport a cette ressource. L’acquisition de 1’azote et du soufre, I’aptitude potentielle a la
compétition, la photosynthése et la reproduction végétative sont ainsi plus performantes chez

les individus qui ont bénéfici¢ d’une fertilisation.

1.1.2. Effet direct du S et effet indirect via ’acquisition de I’'N

Le S, en tant que macroélement est indispensable au développement de la plante, une
déficience en S a pour conséquence directe de réduire la synthése de protéines et a par
conséquent un impact sur le fonctionnement de la plante enti¢re. La premicre analyse
fonctionnelle réalisée a partir de la culture des trois lignées a mis en évidence cet impact
direct sur un ensemble de fonctions mais a aussi mis en relief les interactions importantes qui
peuvent exister entre 1’azote et le S. La disponibilité en S exerce ainsi un effet indirect sur les
performances du tréfle par I’intermédiaire de la fixation du N,. En effet, comme avaient pu le
montrer Scherer & Lange (1996), Zhao et al. (1999), Pacyna et al. (2006) ou Scherer et al.
(2008) sur d’autres Fabacées, les résultats obtenus dans les trois premiers chapitres des

résultats indiquent qu’une déficience en S réduit fortement la fixation de N, atmosphérique du

-903 -



Discussion générale

trefle. Les effets de la nutrition soufrée sont donc complexes puisque le S agit directement sur
la croissance du tréfle mais également via la nutrition azotée. Seule la lignée VLF, utilisée
pour la premicre expérimentation, ne fixant que trés peu le N, atmosphérique nous a permis
d’isoler les effets directs de la nutrition soufrée sur le fonctionnement du tréfle. Toutefois, la
plus forte plasticité fonctionnelle des lignées fixatrices a mis en évidence que I’impact le plus

fort du S sur le tréfle est lié a I’acquisition de I’azote.

1.1.3. Aptitude potentielle a la compétition

Le trefle n’est jamais cultivé seul, il est semé avec des Poacées dans les prairies
temporaires et se maintient dans les prairies permanentes lorsque la disponibilité en azote est
faible (Murphy & Quirke, 1997; Simon et al., 1997; Mosquera-Losada et al., 2004). Dans le
contexte des communautés végétales prairiales, I’impact positif d’une fertilisation soufrée n’a
de sens que si le tréfle bénéficie plus du S que les Poacées compétitives qui ’accompagnent
en prairie. Nous n’avons pas réellement mesuré 1’aptitude compétitrice puisque les trefles ont
toujours été cultivés seuls, mais une aptitude potentielle a la compétition, estimée par la
production de biomasse du tréfle. L’azote étant 1’¢lément déterminant de la balance
compétitrice entre le trefle et les Poacées, notamment le ray-grass, I’effet du S sur la fixation
du Ny laisse supposer un effet plus fort du S sur le tréfle que sur les plantes non fixatrices.
C’est effectivement ce que les travaux de Tallec (2008) montrent ; cultivé avec du ray-grass,

le tréfle prend I’avantage compétitif lorsque la fertilisation soufrée augmente.

1.1.4. Reproduction

Le trefle blanc dispose de deux modes de multiplication. Au sein des communautés, il
est principalement régénéré par multiplication végétative, et colonise de nouveaux habitats
par les graines (Grime ef al., 1988). Ces deux modes de reproduction ont été analysés dans la
premicre expérimentation (Chapitre I des résultats) et leur réponse a la fertilisation S s’est
avérée tres différente. La reproduction sexuée est peu sensible a la disponibilité en S. En
revanche, la multiplication végétative, appréhendée par des traits liés aux stolons, est affectée
par la disponibilité en S. La production de stolons est accrue lorsque la disponibilité en S
augmente (Chapitre I des résultats). Les stolons, représentant les organes de dispersion
latérale et de reproduction végétative sont aussi des organes de stockage (Goulas et al., 2002).
La déficience en S réduit la syntheése de protéines et par conséquent la priorité n’est pas au

stockage. Les résultats présentés dans le chapitre IV mettent en évidence une réduction de la
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biomasse allouée aux stolons lorsque le S est déficient dans la solution nutritive, et donc

potentiellement une multiplication végétative réduite.

1.1.5. Photosynthése

L’effet de la disponibilité en S sur la photosynthése a été abordé dans le premier
article (chapitre I des résultats), via un ensemble de traits foliaires. La littérature rapporte que
la coloration jaune des plantes, induite lors d’une déficience en S (Anderson & Spencer,
1950 ; Stewart & Porter, 1965 ; Imsande, 1998), est due a une diminution des quantités de
chlorophylle (Friedrich & Shrader, 1978 ; DeBoer & Duke, 1982). La premicre
expérimentation n’a pas mis en évidence de tels résultats et les teneurs en chlorophylle,
estimées par 1’index Soil Plant Analysis Development (SPAD), se sont révélées indépendante
de la nutrition S. En revanche, la biomasse et la surface des feuilles augmentent avec la
disponibilit¢ en S du substrat. Ce résultat est évidemment corrélé a un accroissement de
biomasse de I’ensemble de la plante (Chapitres I et II des résultats). Toutefois, les données de
biomasse foliaires obtenues pour les clones de tréfles cultivés en hydroponie (Chapitre IV des
résultats) montrent que 1’allocation des ressources vers les feuilles plutdt que vers les stolons,
est plus importante en situation de déficience en S que de forte disponibilité. La surface

photosynthétique est ainsi réduite moins vite que la biomasse aérienne.

1.2. Plasticité phénotypique et non pas ontogénétique exprimée

chez le trefle blanc

1.2.1. Plasticité phénotypique chez le tréfle blanc

Le trefle présente une importante plasticité face a (i) un gradient de fertilisation en S
pour les cultures sur sol et (ii) un gradient de concentration en sulfate des solutions nutritives
pour les tréfles cultivés en hydroponie. Les réponses plastiques des plantes face a la variation
d’un facteur du milieu sont souvent assimilées a une plasticité phénotypique, mais Wright et
McConnaughay (2002) ont souligné que la confrontation de différents phénotypes
correspondant a des plantes du méme age ne permettait pas de préciser si la plasticité était
réellement une plasticité phénotypique ou si elle résultait de variations liées au
développement. Ils distinguent deux composantes dans la plasticité, la plasticité phénotypique
et la plasticité ontogénétique. Il nous a paru important de bien cerner la plasticité mise en
évidence chez le tréfle, c'est-a-dire de préciser si la biomasse plus faible mesurée a ’issue

d’une culture chez des tréfles ayant subi une carence en S, correspondait & une différence
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phénotypique ou a un décalage de croissance. Dans le Chapitre III des résultats, nous avons
choisi d’étudier la croissance du tréfle grace aux courbes de croissance et au calcul du taux
relatif de croissance (RGR) réalisés pour différentes disponibilités en S. Les courbes de
croissances modélisées pour les trois traitements soufrés se sont révélées synchrones, de
méme que les pics de RGR. La plasticité du trefle face a un gradient de S n’est donc pas liée a

un décalage de croissance mais correspond bien a une plasticité phénotypique.

1.2.2. Période optimale pour la fertilisation en S chez le tréfle blanc

Dans le Chapitre III des résultats, nous avons montré qu’il n’existait pas de retard de
croissance li¢ a une déficience en S. Néanmoins, les besoins en S de la plante ne sont pas
constants au cours de son développement. Le RGR calculé au cours du temps s’est révélé
particulierement sensible a la disponibilité en S au moment ou il était maximal, c’est-a-dire
pendant la phase d’accélération de croissance entre 49 et 56 jours (pour I’ensemble des
traitements soufrés). Finalement, cette phase de croissance est le meilleur moment pour la

fertilisation en S.
1.3. Dépébt foliaire de S chez le tréfle blanc

1.3.1. Teneursen S

Dans le Chapitre IV des résultats, les teneurs en S total des parties aériennes du trefle
cultivé en hydroponie (entre 0,4 et 2 mg.g” MS en fonction de I’age des plantes) sont proches
de celles obtenues chez d’autres légumineuses comme le pois (entre 1 et 2 mg.g” MS) (Zhao
et al., 1999) et la luzerne sur sol (entre 1 et 3,5 mg.g'1 MS) (Aulak et al., 1976). Les teneurs
en S observées dans les racines sont assez proches puisque comprises entre 0,5 et 1,3 mg.g”
MS. Les teneurs en S que nous avons obtenues dans les nodules, sont supérieures a celles des
feuilles ou des racines, puisqu’elles peuvent atteindre 3 mg.g”" MS pour la derniére récolte
comparée a 0,8 pour les feuilles et 0,4 mg.g”' MS pour les racines de cette méme récolte. Ces
résultats sont a rapprocher de ceux de Zhao et al., (1999) et de Scherer et al. (2008) sur le pois
et la luzerne. Ces auteurs n’ont pas séparé racines et nodules mais observé de fortes teneurs en
S total dans les racines nodulées. Cela refléte probablement une forte demande en S pour le

fonctionnement des nodules (Zhao et al., 1999; Scherer et al., 2008).
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1.3.2. Utilisation du S atmosphérique par le tréfle

Le S atmosphérique, en particulier le SO, est toxique pour les plantes a forte
concentration, mais peut constituer une source de S pour la croissance des plantes. Les
principales formes qui peuvent étre utilisées sont le SO, le H,S et en moindre mesure les
formes organiques telles que les carbonylsulphides ou le métylmercaptane (Rennenberg et
Polle, 1994). Le S atmosphérique pénétre dans les feuille essentiellement par les stomates
mais également par la cuticule (De Kok ef al, 2007). Les voies métaboliques qui sont
impliquées sont maintenant bien caractérisées (Van Der Kooij ef al, 1997, Buchner et al.,
2004, De Kok et al., 2007) mais la contribution réelle du S atmosphérique dans la nutrition
des plantes est mal connue. L’essentiel des études qui ont montré I’impact du S
atmosphérique sur la croissance et le métabolisme des plantes a été réalisée grace a
I’exposition des plantes a du SO, (Cowling et al., 1973) ou du H,S (Westerman et al., 2001).
Ces expositions entrainent I’augmentation des teneurs en composés soufrés, en particulier
dans les feuilles, et stimulent la croissance des plantes. L’utilisation d’un isotope radioactif du
S, le *°S chez la moutarde (Bromfield, 1972) a permis de montrer que la moitié¢ du S utilisé
provient de I’atmosphére, mais les contraintes liées a ['utilisation d’isotopes radioactifs
rendent difficile leur utilisation sur un cycle de culture.

Il a nous donc paru nécessaire de développer une méthodologie permettant d’évaluer
la contribution du S atmosphérique a la croissance des plantes. En nous calquant sur la
méthode de dilution du "°N fourni sous forme soluble aux plantes par I’'N atmosphérique, qui
permet la mesure des quantités d’N; fixés, nous avons utilisé du **SO4* (chapitre IV des
résultats). Ce sulfate fourni dans la solution nutritive et la mesure de 1’abondance isotopique
des tissus nous ont permis de quantifier le dépot de S foliaire. Les trefles cultivées sur la
concentration la plus forte en S ont intégré 21 + 0,3 mg de S /plante, dont 6,7 + 0,2 mg, soit
32 % proviennent de 1’atmosphére. Les tréfles cultivés en absence totale de sulfate (Zéro S)
qui n’ont pu utiliser que le S atmosphérique et les réserves initiales contenues dans le
fragment de stolon (67 = 1 ug S) comme source de S pour leur croissance ont intégré 7,4 +
0,7 mg S en 140 jours de croissance. Le tréfle peut donc se développer sans S ou en condition
de déficience en S grace a I’utilisation de ce dépdt de S atmosphérique qui peut remplacer le
sulfate issu du substrat. Ce dépdt foliaire ne permet cependant pas de compenser la déficience
en S.

L’augmentation de la concentration en sulfate de la solution nutritive entraine une

augmentation de la surface foliaire sans modifier la quantit¢ de S déposé par plante. Cette
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observation montre que les trefles cultivés sans ou avec peu de sulfate sont plus efficaces pour
utiliser le S atmosphérique et ont un ratio Sdad (pour S Derived from Atmospheric
Deposition)/Surface foliaire plus fort. Dans la mesure ou le flux entrant de S atmosphérique
est fortement dépendant du gradient de concentration entre 1’atmospheére et les tissus foliaires
(Rennenberg & Polle, 1994), il est probable que cette bonne efficacité d’utilisation du S
atmosphérique soit liée a des plus faibles teneurs internes en sulfate chez les trefles déficients

en S.

1.4. Dilution du S chez le trefle blanc

Pour comprendre les relations qui lient croissance et accumulation de S chez le trefle,
nous avons tracé le graphique qui représente la teneur en S des parties aériennes en fonction
de leur biomasse (figure 2 du chapitre IV des résultats). Nous avons ainsi pu mettre en
¢vidence une dilution du S en fonction de la croissance. La teneur en S des tissus baisse
fortement entre 35 et 70 jours de croissance pour les 3 traitements. L’augmentation de la
concentration en sulfate de la solution nutritive augmente beaucoup plus la biomasse produite
que la teneur en S des tissus. Cette représentation montre donc que le S pourrait se comporter
chez le tréfle comme I’N (Gastal & Lemaire, 2001). Cette représentation est utilisée pour
déterminer la teneur critique en N, c'est-a-dire la teneur minimale pour laquelle la production
maximale est observée. Un plus grand panel de concentrations en sulfate aurait été nécessaire
pour déterminer la teneur critique en S. Cette approche pourrait permettre de mieux
comprendre les relations entre nutrition azotée - soufrée et la production des cultures, mais
également d’¢élaborer des outils de diagnostic de I’état de nutrition en S d’une communauté
végétale intégrant du trefle blanc dans leur composition floristique. Ces outils de diagnostic
permettront un ajustement des apports en S face aux besoins des cultures, du type de milieu et

des objectifs de production.

Il. Lien entre I'acquisition du S et de I’N chez le trefle blanc

confronté aux variations nutritionnelles soufrées

Il.1. Variation du rapport N/S dans le temps et selon les
traitements N et S

Dijkshoorn et Van Wijk (1967) ont défini un rapport N/S optimal d’environ 40:1 pour

la croissance des légumineuses. Les résultats que nous avons obtenus sur sol sont assez
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proches. Ainsi, dans I’expérimentation 1 (Chapitre I des résultats) réalisée sur sol, une
fertilisation en S de 24 kg S.ha™' ajoutée au traitement 100 kg N.ha™' a permis une croissance
optimale pour un rapport N/S 34:1 pour les lignées NNU et LNU. Dans la culture
hydroponique présentée dans le chapitre III des résultats, nous avons observé la plus forte
croissance du tréfle pour un rapport N/S plus faible, puisqu’il était 21 :1 pour le traitement
optimal. Dans I’autre culture hydroponique dont les résultats sont présentés dans les chapitres
IT et IV, les premicres récoltes ont permis d’obtenir des résultats assez proches. Ainsi les
tréfles cultivés pendant 70 jours comme dans le chapitre III, ont également un optimum de
croissance pour un ratio N/S de 27:1 des tissus végétaux. Il faut cependant noter que la baisse
des teneurs en S avec 1’age des plantes entraine une forte augmentation de ce rapport, jusqu’a
une valeur de 60:1 pour les plantes agées de 140 jours.

En accord avec de nombreuses études (Dijkshoorn & Van Wijk, 1967 ; Scherer &
Lange, 1996, Zhao et al., 1999), nous avons observé qu’une diminution de I’apport en S
entraine une augmentation du rapport N/S et une diminution de I’acquisition de I’N par
absorption d’N soluble ou fixation de I’N atmosphérique. Nous avons ainsi pu confirmer un

lien important entre la nutrition S et la nutrition N.

1.2. Effet non spécifique du S sur I'absorption de I’N par
l’'intermédiaire de la croissance racinaire

Dans le Chapitre I des résultats, nous n’avons pas mis en évidence d’effet significatif
du S sur les traits d’acquisition de 1’azote pour la lignée faiblement fixatrice du N, (VLF). Or,
cette lignée utilise majoritairement I’N minéral. D’autre part, I’apport d’engrais S n’a pas
stimulé de maniére significative ’absorption de I’engrais enrichi en '°N dans aucune des trois
lignées. L’azote est apparu comme le facteur limitant de la lignée faiblement fixatrice du N,.
Les résultats sont différents en hydroponie puisque une réduction de 55 % de la quantité de
®NOj; absorbé est observée chez les plantes cultivées en absence de sulfate dans le chapitre 1T
des résultats. Chez le tréfle, la sensibilité du processus d’absorption de I'N minéral, face a
l'insuffisance en S, sont en adéquation avec des travaux effectués chez I’orge (Clarkson et al.,
1989; Karmoker et al, 1991a, 1991b) ou I’épinard (Prosser et al., 2000) démontrant une
diminution de I’absorption du nitrate lors d’une privation en S. Cooper et Clarkson (1989) ont
suggéré que I’existence d’un pool d’acides aminés libres circulant entre les racines et les
parties aériennes via le xyléme et le phloéme pourrait participer au contréle de 1’absorption du
nitrate. La glutamine serait le principal acide aminé rétro-inhibant I’activit¢ du IHATS au

niveau transcriptionnel chez 1’orge (Vidmar et al., 2000) et le colza (Beuve et al., 2004).
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Touraine et Muller (1992) ont observé grace a des apports exogenes, que 1’asparagine (Asn)
inhibait I’influx de nitrate.

En accord avec ces résultats, nous avons effectivement observé une forte accumulation
d’asparagine chez les trefles déficients en S. Cette accumulation traduit probablement un
déficit de synthése des protéines. En effet, le manque de S provoque généralement un déficit
de synthese des acides aminés soufrés essentiels aux protéines et une accumulation des autres
acides aminés, particuliérement ceux qui sont riches en N (Dijkshoorn & Van Wijk, 1967 ;
Prosser et al., 2000).

Cependant, nos résultats ne permettent pas de mettre en évidence d’effet spécifique de
la sous-alimentation en S sur ’efficacité des systémes d’absorption du nitrate. En effet, la
mesure de la longueur des racines formées par les différents trefles montre que les quantités
d’azote absorbé par longueur racinaire (metre linéaire racinaire) n’augmentent pas
significativement avec la disponibilité en S. La réduction de I’absorption du nitrate chez les
clones de tréfles semble s’expliquer par la forte augmentation de la longueur racinaire faisant
suite a la stimulation de la fixation par unit¢é de longueur racinaire plutét qu'un effet

spécifique du S.

11.3. Effet sur la fixation du diazote chez le trefle blanc

Dans la culture sur sol, I’effet négatif de I’azote minéral sur la fixation du N, est réduit
lors de fortes fertilisations en S (Chapitre I des résultats). Les effets les plus forts de la
fertilisation S sur I’ensemble des fonctions sont observés sur la lignée LNU. Cette lignée
absorbe moins 1’azote soluble et utilise donc essentiellement ’azote atmosphérique pour sa
croissance. Les deux cultures en hydroponie ont permis, grice a I’utilisation de '"NO;, de
confirmer que I’apport de sulfate stimule la fixation de 1’azote atmosphérique chez le trefle.
Ainsi, dans I’expérimentation présentée dans le chapitre II des résultats, une réduction de 81%
de la quantit¢ d’N fixé est observée chez les plantes cultivées en absence de sulfate,
comparativement aux plantes cultivées sur la concentration forte (0,380 mM). De méme, dans
I’expérimentation présentée dans le chapitre III des résultats, une réduction de 90 % de la
quantité d’N fixé est observée chez les plantes cultivées sur une tres faible concentration en
sulfate (0.009 mM), comparativement aux plantes cultivées sur une concentration optimale
(0.384 mM).

Ces résultats sont a rapprocher de ceux obtenus par Gilbert et Robson (1984), Sinclair
et al. (1996) ou Tallec et al. (2008) sur des cultures mixtes raygrass/treéfle blanc, qui avaient

montré de maniere indirecte que le S avait un effet positif sur la fixation du N,. Aulakh et al.
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(1976), DeBoer et Duke (1982) et Scherer et Lange (1996) ont également identifi¢ cet effet
bénéfique du S sur la fixation du diazote chez d’autres Fabacées comme la luzerne, le Tréfle
des prés, la feve et le pois. Cet effet marqué de la disponibilité en S peut s’expliquer par une

stimulation de la formation ou du fonctionnement des nodules (Zhao et al., 1999 ; Scherer et

al., 2008).

lll. Mécanismes impliqués dans l'effet du Soufre sur la

fixation du N,

lll.1. Effet du S sur la Nodulation

Dans le Chapitre I des résultats, la longueur moyenne des nodules était plus faible
pour la lignée faiblement fixatrice (VLF) que pour les lignées normalement fixatrices (NNU
et LNU). L’ajout d’engrais S provoque une augmentation de la longueur de ces nodules.
L’¢tude des caractéristiques morphologiques des nodules a ¢été approfondie dans
I’expérimentation présentée dans le chapitre II des résultats. Dans des conditions de
déficience en S, le nombre, la taille, la masse séche et le volume total de nodules par plante
diminuent fortement. La prise en compte des variables morphologiques permet de montrer
que cette stimulation de la nodulation par le S ne résulte pas d’une stimulation de la
croissance du treéfle. Ainsi, la masse de nodules exprimée par métre de racine augmente par un
facteur 68 entre les tréfles cultivés sans sulfate ou avec peu de sulfate. La déficience en S tout
comme la déficience en PO,* (Almeida er al., 2000) réduit donc la nodulation chez le tréfle
blanc. Nos résultats différent de ceux obtenus chez le tréfle des prés, la luzerne, le pois et la
feve (Scherer & Lange, 1996). Ces auteurs ont observé que la faible production de nodules
chez les Fabacée déficientes en S est liée a une longueur de racine plus faible et non pas a un

effet spécifique du S sur la morphogénése des nodules (Scherer & Lange, 1996).

Les capacités de fixation des fabacées sont fortement liées a la nodulation qui résulte
de I’interaction entre la plante hote et la bactérie du sol (Walsh, 1995). Tout comme 1’azote, le
S pourrait agir au niveau des différentes étapes de la mise en place des nodules fixateurs :
multiplication de Rhizobium, infection des racines ou encore développement des nodules
(Schubert, 1995).

Il est peu probable que I’effet du S observé dans nos conditions résulte d’un effet sur
la multiplication de Rhizobium car la bactérie a été apportée en quantité optimale et a

plusieurs reprises aux cultures. L’infection des racines qui permet la mise en place de la
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symbiose nécessite préalablement 1’¢échange de signaux moléculaires entre les deux
partenaires, tels que des flavonoides ou des lectines secrétés par les racines ou des facteurs
NOD secrétés par la bactérie (Schultze & Kondorosi, 1998, Gordon et al., 2001). Certains
facteurs qui sont des lipochitooligosaccharides (LCOs) comportent des résidus S essentiels
dans la mise en place de la symbiose, mais cela ne semble pas étre le cas de celui qui est
secrété par Rhizobium leguminosarum by trifolii (D’Haeze & Holters, 2002). 11 faut également
noter que la noduline du trefle, la Trifoliin, ne contient pas de fortes proportions de S (Dazzo
et al. 1978). En revanche, une noduline précoce riche en S qui contient une cystéine dans son
site actif, la dd23b, a été identifiée récemment et pourrait constituer une étape de contrdle du

S sur le développement des nodules (Crockard et al., 2002).

lll.2. Effet du S sur la synthése des protéines du nodule

Les bactéroides nodulaires ont un trés fort besoin en S (Gordon ef al., 1990 ; Moran et
al., 2000 ; Krusell et al., 2005). Krusel et al., (2005) ont montré I’existence d’un transporteur
de sulfate nodulaire (sstl). L’ existence de ce transporteur montre le role important que joue le
S lors de la mise en place et de la production des nodules. Il permet d’alimenter le bactéroide
en sulfate nécessaire a sa croissance et son fonctionnement. Malgré 1’importance du S dans la
structure et le fonctionnement de la nitrogénase, trés peu de données existaient dans la
litérature concernant I’influence du S sur la nitrogénase ou les enzymes clefs du
fonctionnement du nodule comme la 1éghémoglobine.

L’expérimentation présentée dans le Chapitre II des résultats a montré que la teneur en
protéines totales des nodules de trefle chute en conséquence de la diminution en S du milieu
de culture. Une diminution des quantités de protéines nodulaires totales de 5.51 pg.mgMF
pour le traitement High S a 1.67 pg.mgMF™" pour le traitement Zero S a été observée. La
proportion de la sous unité FeMo de 54 kDa de la nitrogénase diminue de 0.32 pg.mgMF™
pour le traitement High S a 0.16 pg.mgMF"' pour le traitement Zero S. Ceci s’explique
probablement par la forte proportion d’acides aminés S dans cette métalloprotéine bactérienne
trés abondante. Le S intervient au niveau de son centre catalytique (4Fe-4S) et chaque
complexe actif de cette enzyme contient environ 75 acides aminés soufrés (Curatti et al.,

2006).

La quantité de léghémoglobine passe quant a elle de 0.22 ug.mgMF' en condition de
forte disponibilité en S (High S) a 0.13 pg.MF"' en condition d’absence de S. Dans le

Chapitre I des résultats, nous avions observé des nodules trés peu colorés en rose pour la
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lignée faiblement fixatrice (VLF), qui traduisait des faibles teneurs en Iéghémoglobine. Pour
les lignées fixatrices (NNU et LNU) la proportion de nodules colorés augmente quand le S est
ajouté. Conformément a ce que Scherer ef al. (2008) ont montré chez le pois ou la luzerne, la
quantité¢ de 1éghémoglobine du treéfle est réduite lors de I’insuffisance en S. Le S sous forme
de S-adénosylméthionine (SAM) intervient dans la synthése de I’héme ferrique utilisé dans la
syntheése de la 1éghémoglobine. Le rdle de la 1éghémoglobine permet de maintenir une faible
concentration en oxygene libre dans les nodules des 1égumineuses (Gordon et al., 2001) et de
limiter les dégats liés aux espéces réactives de 1’oxygene (ROS) (Becana et al., 2000 ; Naya et
al., 2007). Le S exercerait un contrdle important dans 1’approvisionnement en O, des nodules.

La leghémoglobine serait donc un point de contrdle important.

Ces modulations des protéines nodulaires du tréfle sont associées a une accumulation
d’acides aminés riches en N dans les racines nodulées (Chapitre II des résultats). Ainsi la
teneur en asparagine passe de 221 pmol.g”" MS dans les racines nodulées du traitement High
S 4 1055 pmol.g™ MS pour Zéro S, et les teneurs en arginine de 30 pmol.g™" MS pour High S
a 103 pmol.g' MS pour Zéro S. Ces données montrent que la déficience en S altére la
synthése des protéines des nodules. Il est probable que le manque de S réduise cette synthése
en raison du role clef des acides aminés S, comme cela a été observé dans les racines d’orge
(Karmoker et al., 1991a, 1991b). Tisdale et al. (1950) ont d’ailleurs montré une diminution de
I’accumulation de cystéine et de méthionine chez la luzerne cultivée sur des solutions
nutritives de concentration décroissante en sulfate.

Scherer et Lange (1996) et Neo et Layzell, (1997) ont postulé que I’accumulation de
ces acides aminés pouvait diminuer la fixation du N, via un mécanisme de répression par
rétrocontrole chez le lupin et le soja. Chez le tréfle, un rétrocontrole de la fixation par les
acides aminés a été proposé en condition de déficience en P (Almeida et al., 2000) et en eau

(Serraj et al., 2001).

lll.3. Adaptation des nodules de tréefle face a la disponibilité en S

Malgré cette forte perturbation du métabolisme des nodules, il faut noter que
I’absence de sulfate dans la solution nutritive réduit beaucoup plus la nodulation que la
quantité d’N fixé. Ainsi, dans le chapitre II des résultats, la masse de nodules par plante est
réduite de 99% alors que la quantité d’N fixé n’est réduite que de 81 % chez les plantes Zéro
S comparativement aux plantes High S. Cette comparaison suggere que les nodules produits

en absence de sulfate ont une activité spécifique particulierement élevée.
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Une forte augmentation de I’activité spécifique a également été observée chez le trefle
blanc cultivé en absence de PO42' (Almeida et al, 2000), ou cultivé en présence de
concentration ¢levée en azote minéral (Zanetti ef al., 1998). 1l a été montré que 1’alimentation
en O pourrait jouer un role clef dans la régulation de la fixation en cas de stress nutritif.
Ainsi, Neo et Layzell (1997) postulent que les acides aminés diminuent la fixation du N, en
augmentant la résistance du nodule a 1'0,. Ce mécanisme permettrait la régulation de la
perméabilité aux gaz au sein du nodule probablement en considérant ces acides aminés
accumulés en tant qu’osmoticum. Cette régulation de 1’oxygeéne par I’intermédiaire
d’osmoticum a également été émis par VandenBosch et al., (1994) et Denison et Kinraide
(1995).

Chez le trefle, nous avons pu mettre en évidence une plasticité morphologique des
nodules face a la disponibilité en S, elle se traduit par la variation de leur nombre et de leur
forme, ainsi qu’une plasticité physiologique liée notamment aux protéines clefs de la fixation.
L’intégration d’une composante physiologique et morphologique a I’analyse de la plasticité a

permis de mettre en évidence une plasticité fonctionnelle de la fixation du N,.
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Conclusion

L’association des outils d’écologie et de physiologie a permis de préciser I’effet de
la disponibilité en S sur les performances du trefle. Le trefle est plastique vis-a-vis de la
disponibilité en S. Cette plasticité a ét¢ mise en évidence au niveau du fonctionnement de la
plante enti¢re. En effet, le soufre est un macroélément, primordial notamment en tant que
constituant protéique. Une déficience en S pénalise donc I’ensemble des fonctions biologiques
de la plante. L’identification d’une carence en S chez le trefle est rendue difficile du fait de
cet effet global. Néanmoins, le ratio N/S rapporté a I’age de la plante peut constituer un bon

indicateur de la nutrition soufrée.

Nous avions choisi d’étudier la nutrition S parallélement a la nutrition N, puisque
I’N est I’¢lément clef du maintien des tréfles en prairie. Les travaux de cette thése montrent
une interaction trés forte entre acquisition du S et acquisition de I’N. Si la réduction de
I’absorption du nitrate résulte d’une moindre croissance racinaire, la réduction de la fixation
du N est spécifiquement modulée par la disponibilité en S. La baisse de la fixation chez les
plantes déficientes en S s’explique essentiellement par une trés forte réduction de la
nodulation. Toutefois, nous avons paralléelement mis en évidence une réduction de la synthése
de protéines clefs comme la Iéghémoglobine et la nitrogénase. La sensibilité¢ des Fabacées a la
nutrition S résulte donc d’un rdle clef du S dans I’acquisition de I'N dans ces plantes

fixatrices.

Le soufre module la biomasse finale du tréfle et I’effet du S sur la croissance est
apparu relativement tot dans nos cultures. La période d’accélération de croissance est tres
certainement la phase ou la demande en S est la plus forte. Elle correspond donc a une période
propice a la fertilisation.

Nos travaux ont également montré que le S du sol ne constitue pas la seule source de
S utilisée par le tréfle. En effet, I'utilisation de **S nous a permis de montrer que le soufre
atmosphérique peut constituer une source importante pour la croissance, a travers le dépot
foliaire.

Les engrais apportés aux prairies intégrent généralement les ¢léments N, P et K. Ce

travail de theése met en évidence I’'importance de I’intégration du S dans les fertilisants.
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L’ apport de S, a I’inverse de 1’apport de N pourrait permettre un maintien prolongé du trefle

dans les prairies.
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Perspectives de Recherche

Nos résultats nous orientent vers une recherche d’indicateurs de la carence en S. Les
fluctuations du rapport N/S au cours de la croissance du trefle posent des problémes lors de
I’évaluation de 1’état nutritionnel de la plante. L’identification d’un organe, tel que les jeunes
feuilles, ou le rapport N/S serait stable quelque soit 1’age du végétal donnerait acceés a un
indicateur pertinent du statut nutritionnel de la plante.

Notre ¢étude a montré que le trefle cultivé sur des solutions contenant peu ou pas de
sulfate présente des capacités d’utilisation du S déposé par voie foliaire supérieures a celles
des tréfles cultivés sur de plus fortes concentrations en sulfate. Les mécanismes impliqués
n’ont pas pu étre précisés. Il est établi que le flux entrant de S atmosphérique est fortement
dépendant du gradient de concentration entre 1’atmosphére et les tissus foliaires, et il serait

intéressant de mesurer des teneurs en sulfate dans les feuilles pour évaluer ce gradient.

Jusqu’ici, nous nous sommes concentrés sur I’impact d’une déficience en S. Les
traitements soufrés ont été choisis afin d’obtenir des disponibilités contrastées en S mais
surtout limitantes pour la croissance du trefle. Les courbes de dilution obtenues dans le
chapitre IV des résultats, laissent penser que tout comme 1’azote, il serait possible d’obtenir
une valeur de teneur critique en S pour le treéfle. La mise en place de cultures comportant une
plus large gamme de fertilisation soufrée et de balance N/S du substrat permettra d’établir de
nouvelles courbes de dilution du S et ainsi d’identifier des teneurs critiques en soufre
maximisant la production de biomasse aérienne du tréfle blanc. Ces valeurs permettront une
meilleure gestion de la productivité¢ des agrosystémes constitués de tréfle et de mieux

comprendre les relations entre nutrition azotée et soufrée.

Afin de replacer le tréfle dans le contexte d’une communauté végétale prairiale, il
serait pertinent de comparer la plasticit¢ du tréfle a celle de ses espéces compagnes,
notamment les Poacées dans des situations de nutritions soufrées contrastées. D’autre part les
capacités d’utilisation du dépdt foliaire du S du tréfle doivent étre comparées a celles des
autres especes comme les Poacées. Dans des conditions de déficience en S, le dépdt foliaire

permet il un maintien du tréfle au sein des communautés malgré la forte fertilisation en N ?
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Ce travail de these a également mis en évidence la forte interaction entre la nutrition
en S et en N. Dans une optique de mise en place de fertilisation utilisant les éléments N, P, K

et S, il faudrait s’intéresser aux interactions entre les éléments S-K, S-P et S-N-P-K.
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Figure 1. Evolution des quantités de dioxyde de soufre (SO,) dans ’air (en kt) et origines des
émissions de SO; de 1960 a 2007 en France métropolitaine. Entre 1973 et 2004, les émissions
de SO, ont chuté de plus de 86 %. (d’apres le Citepa, Mai 2008).

Figure 2. Confrontation de deux plants d’Arabidopsis thaliana ayant le méme génotype. Ils
n’ont pas le méme phénotype lorsqu’ils sont soumis a des environnements différents : (a)
stimulation mécanique (b) pas de stimulation. (Pigliucci, 2005).

Figure 3. Variation de ’expression du génotype (production de différents phénotypes) en
fonction des variations de I’environnement. (Sultan, 2000).

Figure 4. La norme de réaction est un miroir qui réfléchit I’environnement sur le phénotype.
(Stearn, 1989).

Figure 5. Trois scénarios d’interaction génotype — environnement mis en évidence par la
norme de réaction des génotypes : (a) la variabilité phénotypique est due a la variabilité
génotypique (b) la variabilit¢ phénotypique est due a la variabilité génotypique et a la
plasticité phénotypique, (c) la variabilité phénotypique est due a la variabilité génotypique et a
la plasticité phénotypique a leur interaction. (D’aprés Guntrip & Sibly, 1998).

Figure 6. Le rapport biomasse racinaire / biomasse aérienne (Root/Shoot ratio) est modifié
chez quatre populations d’Hordeum spontaneum selon les traitements: optimal, stress
hydrique, oligotrophie, oligotrophie et stress hydrique. (Volis ef al., 2002).

Figure 7. Plasticité de la prolifération racinaire de I’Orge. Des plants cultivés en solution
nutritive avec une portion des racines exposée a une concentration 100 fois supérieure en
phosphate, nitrate, ammonium et potassium a la concentration du reste du substrat sont
comparés a un plant témoin pour lequel les nutriments sont concentrés dans tout le profil
racinaire. (LHL (Low High Low) et HHH (High High High) font référence aux concentrations
en nutriments dans les trois portions du substrat). (D’aprés Drew (1975) dans Hodge 2004).

Figure 8. Schéma présentant les composantes de la plasticit¢ (d’aprées Wright &
McConnaughay, 2002).

Figure 9. Schéma illustrant les trois phases de la vie d’une plante : a) annuel ; b) pérenne.
(Grime et al., 1988).

Figure 10. a. Variation au cours du temps de la masse seéche de Carex flacca. b. Variation au
cours du temps du RGR calculé selon trois méthodes; I’approche classique via la moyenne de
la biomasse produite dans un intervalle de temps, 1’approche fonctionnelle, et une approche «
combinée » des deux méthodes précédentes. (D’apres Poorter, 1989).
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Figure 11. Chez I’¢érable a feuille de platane soumis a des variations de lumicre et de
disponibilité en nutriments, le RGR (Relative Growth Rate) est directement dépendant du
NAR (Net Assimilation Rate). (Porthmuth & Niinemets, 2007).

Figure 12. Description schématique du flux d’azote entrant dans I’écosystéme terrestre basé
sur I’atmosphere, la biosphére, le concept de la pédosphere. (Hartwig, 1998).

Figure 13. Mécanisme actuellement proposé€ pour la fixation biologique de N, et de ces
différents substrats alternatifs. La ferrédoxine réduite ou le Na,S,04 réduit la Fe-protéine de la
nitrogénase. La Fe-protéine réduite est liée au MgATP, son potentiel est abaissé environ a -
490 mV, et acquiert le potentiel réducteur pour réduire la MoFe-protéine du complexe
nitrogénase. La MoFe-protéine réduite sert de siphon électronique et de cite catalytique
permettant la réduction des divers substrats. La MoFe-protéine est ensuite oxydée. Les quatre
cotés du rectangle schématisant la nitrogénase illustrent les sites enzymatiques utilisés par les
substrats alternatifs de cette enzyme par exemple le N, et les N,O concourent pour un
emplacement commun, et N*, CN", et CH;NC concourent pour un emplacement commun et
enfin ’acétyléne C,H, molécules concurrent qui est utilisé dans la méthode ARA. L'évolution
de la production du H, est prise en charge par l'intermédiaire de I'hydrogénase enzyme
n'exigeant pas d’ATP. (Burris, 1974).

Figure 14. Echange moléculaire entre la Iégumineuse et la bactérie symbiotique (Rhizobium)
durant la symbiose fixatrice du N,. Les flavonoides produites par la Iégumineuse induisent la
production des facteurs de nodulation (facteurs Nod) issue de l’activation des geénes de
nodosités (nod). Ces facteurs de nodulation (facteurs Nod) sont des lipochitooligosaccharides
(LCOs). Ils sont modifiés et spécifiques de 1’espéce bactérienne impliquée dans la symbiose.
Les différents substituant possible sont : en R1 : méthyl ; R2 et R3 : carbamyl ; R4 acétyle ou
carbamyle ; RS : sulfate, acétyl, D-arabinose et différents fucoses. L’agrandissement montre
un cordon d’infection passant dans la racine induisant la division cellulaire chez la plante qui
va former un nodule primaire. (Shultze & Kondorosi, 1998).

Figure 15. Présentation schématique de 1’élongation d’un nodule indéterminé, BA, bactérie;
BTs, bactéroides; SBs, symbiosomes; SG, grain d’amidon; CS, stéle centrale; VB,
vascularisation. Les différentes zones nodulaires (z) impliquées dans 1’élongation. (Patriarca
et al., 2002).

Figure 16. Présentation : a. du bilan réactionnel de la fixation du Ny, b. du détail de cette
réaction catalysée par la nitrogénase et ¢. de la structure de la nitrogénase. b. La ferrédoxine
réduit la Fe protéine en se liant a celle-ci et permet 1’hydrolyse de I’ATP au niveau de la Fe
protéine, ce qui provoque un changement de conformation facilitant les réactions redox. La Fe
protéine réduit la MoFe protéine. Puis, la MoFe protéine réduit le N,. Il est possible que deux
Fe protéines se lient en méme temps a la MoFe protéine. (Les fleches présentent le transfert
des ¢lectrons lors de la réaction). d. et e. Description de la nitrogénase qui est composée de
plusieurs sous-unités codées par les génes nifD, nifH et nifK. La transcription de ces génes est
contrdlée par le régulateur NifA. e. Elle comprend deux composantes a centre fer/S. (d’apres
Halbleid & Ludden, 2000 ; Howard & Rees, 2006 ; Lee & Holm, 2003 ; Syrtosa et al., 2006).

Figure 17. Présentation des échanges d'é¢léments nutritifs et moléculaires au sein des nodules

de Fabacées. Dans les nodules déterminés, il y a habituellement plusieurs bactéroides inclus
dans la membrane du symbiosome a la différence du bactéroide simple des nodules
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indéterminés. La synthése d‘uréides se produit seulement dans des cellules non infectées des
nodules déterminées. (White et al., 2007).

Figure 18. Transport de I’Ammonium dans le bactéroide. L’ammoniaque produit dans le
bactéroide ce diffuse dans l'espace péribactéroidien (PBS). La molécule est protonée dans
I'environnement acide de cet espace. La suppression de I’ammonium empéche le recyclage de
I'ammonium dans le bactéroide. Le mouvement des ions ammonium dans le cytoplasme des
cellules infectées de la Fabacée exige le fonctionnement d'un canal ionique. L'assimilation
d'ammoniaque en acide aminé se produit dans les bactéries du bactéroide et également dans
les cellules végétales infectées. (d’apres Day et al., 2001).

Figure 19. La léghémoglobine est une protéine d’environ 15 kDa. Elle fait partie de la super
famille des hémoglobines dont I’héme ferrique est produit par la légumineuse et la globine par
la bactérie symbiotique (Rhizobium). (Santana ef al., 1998 ; Labarre, 2000).

Figure 20. Schéma de quelques itinéraires métaboliques du nodule impliquant la
Léghémoglobine (Lb), le Glutathion (GSH) et les ROS. A) Métabolisme du carbone et de
l'azote dans les nodules d'une Fabacée productrice d’amides tel que la luzerne. B) Production
de ROS et quelques systémes antioxydants importants des nodules de Iégumineuse. AAT, Asp
aminotransferase ; ASC, ascorbate ; Etc., chaine de transfert d'électron ; GS, Gln synthétase ;
OAA, oxaloacétate ; le ox met, métabolisme oxydant ; PEP, phosphoénolpyruvate ; PEPC,
phosphoénolpyruvate carboxylase ; MDH, malate déshydrogénase ; TCA, cycle des acides
tricarboxyliques ou cycle de Krebs. (Naya et al., 2007).

Figure 21. Modification des concentrations en N total (symboles noirs) et en NO3™ (symboles
blancs) dans la matiére séche des nodules pendant les 14 jours suite a I’apport de NH;"
(cercle) ou NOs  (triangle), comparé a une plante contrdle pour la fixation du N, (carré) chez
des trefles blancs de quatre origines géographiques. (Svenning ef al., 1996).

Figure 22. Modification au cours du temps : a. du poids sec de nodule total par plante, b. de
la masse moyenne d’un nodule et ¢. du nombre de nodules par plante pour quatre lignées de
trefle blanc aprés un approvisionnement de 20pM de NOs™ (symboles noirs) comparé aux
plantes dépendant seulement de la fixation de N, (symboles blancs). (i) Lignée A (rond),
lignée B (triangle), lignée C (triangle inversé) et D (carré). (ii) Moyennes et erreurs standards
(n=4). (Abberton et al., 1998).

Figure 23. Masse séche totale (A), Masse de nodule par plante (B), Pourcentage d’N issu de
la symbiose fixatrice du N, (C), et Taux spécifique de fixation du N, (D) chez le trefle blanc
cultivée pendant 30 jours sur quatre solutions nutritives de concentration en phosphate (PO4>)
différentes (0.0027, 0.0075, 0.67 et 2 mM) et a deux pCO, atmosphériques 35 Pa (cercle
blanc) et 70 Pa (cercle noir). Moyennes et erreurs standards (n=4). (Almeida et al., 2000).

Figure 24. Activité de la Nitrogénase par unité de matiére fraiche de racine (A) et par unité de
matiére séche de nodule (B) chez le treéfle blanc cultivé en condition de fertilisation en
potassium (cercle noir) et en déficience en potassium (cercle blanc). Moyennes et erreurs
standards (n=4). (Hegh-Jensen, 2003).

Figure 25. Influence de la fertilisation en S sur : a. le Nombre de nodules par pot. et b. sur la

Masse seéche d’un nodule moyen chez Medicago sativa L., Trifolium pratense L., Vicia faba
L. et Pisum sativum L.; Effet d'approvisionnement en S sur c. l'activit¢ de nitrogénase de
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Medicago sativa L.. Les différentes lettres indiquent la différence significative existant entre
les moyennes pour un P<0.05 suite a une ANOVA. (Scherer & Lange, 1996).

Figure 26. Quantité de glucose disponible a. dans les parties aériennes et b. dans les nodules
du pois. Les différents lettres indiquent une différence significative pour un p<0.05 suite a une
ANOVA. (Scherer et al., 2006).

Figure 27. a. Teneur en ferrédoxine (ug.g ' matiére fraiche) des bactéroides nodulaires du
pois. b. Teneur en ATP (nmol.kg ' matiére fraiche) des bactéroides nodulaires du pois. c.
Teneur en ATP (nmol kg ™' matiére fraiche) des mitochondries des nodules du pois. d. Teneur
en Léghémoglobine (mg.g ' matiére fraiche) des nodules du pois. Les différentes lettres
indiquent la différence significative pour un P<0.05 via une ANOVA ; Les barres d'erreurs
représentent les écarts types. (Scherer et al., 2008).

Figure 28. Arbre phylogénétique représentant les cinq familles de génes de transporteurs du
sulfate chez Arabidopsis thaliana L.. (Hawkesford & De Kok, 2006).

Figure 29. Mod¢le d’absorption et des mouvements de sulfate au niveau de la plante entiere.
Ilustration de 1’absorption, de la distribution, de l'importation, de la remobilisation, et de
l'exportation du sulfate qui est proposée en fonction du type de tissu et de la demande
spécifique en soufre au cours du développement de la plante. Les fléches présentent
I’absorption et les mouvements xylémique et phloémique potentiels du sulfate dans le végétal.
(Buchner et al., 2004).

Figure 30. Section transversale simplifiée de racine d'Arabidopsis thaliana présentant la
spécificité cellulaire des transporteurs de sulfate. (Buchner et al., 2004).

Figure 31. Role proposé de SST1 dans le transport du sulfate chez le bactéroide (B) du
nodule de soja. SST1 est un transporteur du sulfate présent dans la membrane
péribactéroidienne permettant le transport du sulfate du cytoplasme de la cellule hote vers le
symbiosome (SS), ou la disponibilité en soufre permet la fixation de I’azote (B). Le transport
est favoris¢é par la charge nette positive de la surface intérieure de la membrane
péribactéroidienne (SM), qui est produit par une H -ATPase. (Krusell et al., 2005).

Figure 32. Présentation des mouvements transmembranaires du sulfate, des forces
d'entralnement, des mécanismes adaptés : au cytoplasme, a la vacuole et au plaste
(concentrations en sulfate dans le plaste, pH, et forces d'entrainement tonoplastique et
mécanisme d’absorption membranaire plasmique). Les fleches indiquent des flux
transmembranaires en sulfate. (Buchner et al., 2004).

Figure 33. Régulation inter-organes des mouvements du soufre en présence du SO,
atmosphérique. Les fleches en pointillés présentent 1’action du glutathion (GSH) sur des
points de régulation des mouvements du sulfate. (Rennenberg & Polle, 1994).

Figure 34. Schéma illustrant: i) les diverses destinations pour les électrons de la membrane
photosynthétique (--# ), ii) certaines utilisations des produits réduits et la participation de
I’ATP dans divers processus dépendant de la photosynthése (-~ ), Les gaz polluants peuvent
exercer leurs effets simultanément sur plusieurs parties des processus photosynthétiques.
(Wellburn et al., 1981).
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Figure 35. Conversion métabolique du SO, dans le cytoplasme des cellules foliaires.
(Rennenberg & Polle, 1994).

Figure 36. Flux de SO, dans les feuilles et conversion apoplastique du SO, (en haut a droite).
Les lettres correspondent aux points d’entrées des différents types de dépots foliaires de
soufre. a. dépot sec sur la surface des feuilles, b. diffusion par les stomates ; ¢. dépdot humide
sur la surface des feuilles. (Rennenberg & Polle, 1994).

Figure 37. M¢étabolisme d’assimilation du soufre dans les compartiments sub-cellulaires des
cellules végétales. a) réaction générale de la réduction du sulfate. b) Le noir indique le nom
des métabolites : Ac-CoA, acetyl-CoA ;APS, adenosine 5’-phosphosulfate ; CN-Ala, b-
cyano-Ala ;GSH, glutathion réduit ; GS-X, glutathion conjugué ; OAS, O-acetyl-Ser ; PAPS,
3’-phosphoadenosine-5° phosphosulfate (3’-phosphoadenylylsulfate) ; SMM, S-méthyl-Met.
Le bleu indique des noms des cofacteurs : GSH, glutathion réduit ; Fdred, ferrédoxine réduite.
Le rouge indique le nom des enzymes : APS kinase ; APR, adenosine 5’-phosphosulfate
reductase ; APS, ATP sulfurylase ; BCS, b-cyano-Ala synthase ; OASTL, OAS(thiol)-lyase ;
SAT, Ser acetyltransferase; SIO, sulfite oxidase; SIR, sulfite reductase; SULTR,
transporteur de sulfate. (Saito, 2004).

Figure 38. Circuit de régulation impliquant le complexe protéique de la Sérine
acétyltransférase (spheéres) et OAS(thiol)-lyase (carrés). Les concentrations en OAS(thiol)-
lyase sont supérieures a celles de la Sérine acétyltransférase. Les OAS(thiol)-lyases liées sont
positivement modulées par l'activité de la Sérine acétyltransférase présente dans le complexe
protéique. La forme libre de I’OAS(thiol)-lyase catalyse la formation de la cysteine (Cys) par
une répression de ’activité de la Sérine acétyltransférase. La déficience en soufre induit une
augmentation d’OAS ayant pour conséquence la dissociation du complexe protéique. La
forme libre de la sérine acétyltransférase a une activité limitée. Par ailleurs, 1'offre importante
du soufre accumulé sous forme de sulfure favorise la formation du complexe enzymatique.
(Saito, 2004).

Figure 39. Schéma présentant la régulation positive et négative lors de I’assimilation du
soufre. L’OAS agit en tant que facteur d’induction a effet positif. Le développement des
plantes, les rythmes circadiens, et les hormones influencent le métabolisme du soufre de
manicre positive ou négative. La Cys et le GSH sont des régulateurs négatifs spécifiques de
certaines étapes du métabolisme soufré. Les fléches indiquent un effet positif, et les barres
indiquent un effet négatif. (Saito, 2004).

Figure 40. Prédiction des déficits en soufre pour 2010 dans le monde. O Zone d’apparition
actuel de déficiences en soufre) ; (3 : Déficit < IMio t S/ans ; &3 : Déficit > 1Mio t S/ans
; &3 : Déficit > SMio t S/ans). (d’apres Ceccotti, 1996 ; Ceccotti & Messick, 1997 ; Mc Neill
et al., 2005 ; Morris, 2007).

Figure 41. Cumul des besoins annuels minimums en S (en kg.ha-1) chez différentes especes
végétales : le colza (rond), la betterave sucricre (triangle), la pomme de terre (carré), le blé
d’hiver (losange), et les especes prairiales (traits continus). Le colza est trés exigeant en S au
cours de son développement (~ 40 kg.ha-1 de S) contrairement aux especes prairies (~ 20
kg.ha-1). (Oenema & Postma, 2003 in Abrol & Ahmad, 2003).

Figure 42. a. Zone de déficience en soufre sur une culture de colza aux champs (fléche) b.
Effet d’une déficience en soufre sur les trés jeunes feuilles de colza oléagineux, laissant des
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zones vertes le long des nervures et ¢. Enrichissement en anthocyanine des feuilles de colza
suite & une déficience en soufre extréme. d. Déformations et marbrures dans des jeunes
feuilles provoquées par ’insuffisance en soufre tot dans la période de croissance du colza.
(Schnug et al., 2004).

Figure 43. Symptomes de la déficience en soufre chez blé sur une culture aux champs. (Zhao
etal., 2001).

Figure 44. Production totale d’herbage en quantité absolue et en pourcentage du maximum en
fonction des quantités des fertilisants N et S appliqués. (Murphy, 2002).

Figure I.1. Variation of four traits chosen to describe a/potential competitive ability b/
photosynthesis, ¢/potential vegetative reproduction, ¢/ sexual reproduction, with nitrogen and
sulphur fertilisation treatments in each white clover line (means and standard errors). Letters
indicate the results of Tukey tests or signed-ranks tests, when parametric conditions were not
realised, an absence of a common letter indicates a significant difference at p<0.05.

Figure I.2. Variation of four traits chosen to describe N acquisition, with nitrogen and
sulphur fertilisation treatments in each white clover line (means and standard errors). Letters
indicate the results of Tukey tests or signed-ranks tests, when parametric conditions were not
realised, an absence of a common letter indicates a significant difference at p<0.05.

Figure 1.3. Variation of S content, chosen to describe S acquisition, with nitrogen and sulphur
fertilisation treatments in each white clover line (means and standard errors). Letters indicate
the results of Tukey tests or signed-ranks tests, when parametric conditions were not realised,
an absence of a common letter indicates a significant difference at p<0.05.

Figure II.1. Effect of sulphate concentration of the nutrient solution on shoot and root dry
mass of 140-days old plants of white clover. Values are presented as means +/- SE (n=5).
Different letters on bars indicate significant differences of total dry mass between treatments
(p<0.005).

Figure 11.2. Effect of sulphate concentration of the nutrient solution on nodules of 140-days
old plants of white clover. A. Quantity of nodules per plant, B. Volume of nodules per plant,
C. Dry mass (DM) of nodules per unit of root length. Values are presented as means +/- SE
(n=5). Different letters on bars indicate significant differences between treatments (p<0.005).

Figure II.3. Proteome maps of nodules proteins from Trifolium repens L.-Rhizobium
leguminosarium bv trifolii T350 symbiosomes. (A) Nodules proteins were separated by 2-D
SDS-PAGE (12% Acrylamide) and stained with silver nitrate. (B) Nodules proteins were
revealed after immunoblot with anti NifH. Immunodetected spots are numbered from the
higher to the lower molecular mass. (C) Identification of nodule proteins immunodetected by
the anti- FeMoCo Nitrogenase antibodies. Experimental and theorical p//Mr, number of LC-
MS/MS matched peptides, and the percentage of sequence coverage of the protein by matched
peptides were also indicated. The assigned protein of the best matched is given with the
organism in which it has been identified and its GenBank protein accession number. a PM,
number of peptides matched; b % SC, percentage of sequence coverage.

Figure I1.4. A. SDS-PAGE profiles of protein in nodules of white clover grown with
increasing sulphate concentration in the nutrient solution B. Effect of sulphate concentration
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of the nutrient solution on total soluble proteins, Nitrogenase and Leghaemoglobin obtained
from image analysis of gels from 5 independent replicates C. Immunodetection of
Nitrogenase NifH component and Leghaemoglobin following SDS-PAGE and western
blotting of nodule extracts of white clover grown with increasing sulphate concentration in
the nutrient solution. MM : Molecular markers (kDa). Different letters on bars indicate
significant differences between treatments (p<0.005).

Figure III.1. Variation of plant dry mass (means and standard errors (n=4)) in the last four
harvests, for the three sulphur availability levels. Letters correspond to the results of signed-
ranks tests for each harvest (p<0.05).

Figure II1.2. Variation of (a) N/S atom ratio, (b) S mass, (c) S content in roots, (d) S content
in shoots, (¢) N mass and (f) the proportion (%) of N fixed from day 56 to the end of the
experiment, for the three sulphur availability levels. Values are mean and standard errors
(n=4). Letters correspond to the results of signed-ranks tests for each harvest (p<0.05).

Figure IIL.3. Regression models of white clover growth (DM: dry mass = f(t: time)),
segmented in two parts (a and b) for the three sulphur availability levels. Plant dry mass is
expressed on a logarithmic scale. (*** : p< 0.001).

Figure II1.4. Variation of RGR (Relative Growth Rate) for the three sulphur availability
levels (means and standard errors (n=4)). Letters correspond to the results of signed-ranks
tests for each harvest (p<0.05).

Figure 1V.1. Variation of plant dry mass in the time course of growth for the three sulphur
availability levels. Mean and standard errors. (* corresponds to the Tukey test and indicates a
difference between two means at p<0.001).

Figure 1V.2. Dilution curves of sulphur in shoots. Shoot dry mass, increasing with harvest
time (35, 70, 105 and 140 days) is compared to %S. Variation of plant dry mass in time
course of growth for the three sulphur availability levels. Mean and standard errors.

Figure IV.3. Variation of (a) S mass, (b) the proportion of S derived from atmospheric
deposition (Sdad) and (c) the ratio of Sdad to leaf area in the time course of growth for the
three sulphur availability levels. Mean and standard errors. (letters correspond to the results of
Tukey tests for each harvest p<0.05).

Figure IV.4. Variation of (a) Root:Shoot ratio, (b) Leaf:Stolon ratio in the time course of
growth for the three sulphur availability levels. Mean and standard errors. (letters correspond

to the results of Tukey tests for each harvest p<0.05, ns : non significant).

Nombre total de figures : 59
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Table des Tableaux :

Table 1.1. Nitrogen (N) and sulphur (S) fertilisation effects on functional traits. Results of
ANOVAs or Kruskall-Wallis tests and significance. F: ANOVA statistics; Trans.:
Transformation; H : Kruskall Wallis statistics, in italic (ns : non significant, * : p< 0,05, ** :
p< 0,01, ***:p<0,001).

Table II.1. Effect of sulphate concentration of the nutrient solution on the amounts of N
absorbed from the nutrient solution and N fixed from the atmosphere for 140-day old plants
of white clover, expressed as total amount of N absorbed or fixed per plant or per unit length
of roots. Values are presented as means (n=5). Different letters indicate significant differences
between treatments (p<0.005).

Table I1.2. Effect of sulphate concentration of the nutrient solution on free amino acid
concentration (expressed as pmol. g-1 dry mass of nodulated roots of 140-d old white clover.
Values are presented as means (n=5). Different letters indicate significant differences between
treatments (p<0.005).

Table II1.1. Effects of sulphur availability on the biomass (DM: Dry Mass) of white clover
components for each growth period. H values of the Kruskall - Wallis test are given (ns: not

significant, * : p<0.05).

Table I11.2. Pearson product-moment correlation coefficients (*** : p<0.001) between white
clover components dry masses (DM : Dry Mass).

Nombre total de tableaux : 5
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maintien prolongé du tréfle dans les prairies.

Mots clés :

Indexation rameau : Carence en soufre / Sol-Teneur en soufre / Azote-Fixation / Plasticité / Tréfle blanc /
Ecologie des Prairies

Indexation libre : Absorption du soufre / Dépét foliaire du soufre / Isotopes stables

Title — Functional plasticity of white clover in response to sulphur availability. Ecole Doctorale Normande
de Chimie-Biologie/ Institut de Biologie Fondamentale et Appliquée/PhD thesis in university of Caen, 338 p.

Abstract — Recent control of atmospheric S pollution is leading to important soil sulphur impoverishment. As a
result, a decrease in soil sulphur content has appeared in the last decades in grasslands of Northern Europe.
White clover (T7ifolium repens L.) is a key species in grasslands and was chosen as a model species. These phD
focused on clover response to sulphur availability. Clover plasticity was assessed through the measurement of a
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measure nitrate and sulphate uptake, N, fixation an atmospheric S foliar deposition. White clover traits showed
a great phenotypic plasticity, due to both morphological and physiological plasticity. Sulphur availability
modify clover biomass as well as major functions such as the potential competitive ability, the vegetative
reproduction, photosynthesis and sulphur and nitrogen acquisition. Sulphur effect on clover is linked to N,
fixation. N, fixation was drastically reduced in S deficient plants mainly as a consequence of a decreased
nodule development, but also as a consequence of decreased protein synthesis in nodules. Nitrogenase and
leghaemoglobin were lower in S deficient nodules. S derived from the atmospheric deposition (Sdad) through
foliar deposition appeared to be a significant source of S for clover growth. Sdad:leaf area ratio increased with
decreasing S concentration in the nutrient solution. In contrast with N fertilisation, S fertilisation could help to
maintain white clover in grassland.

Keywords:

Indexation rameau : Sulphur deficiencies / Soil-Sulphur content / Nitrogen-Fixation / Plasticity / white clover
/ grassland

Indexation libre : Sulphur uptake / Foliar S deposition of S / Stable isotopes










VARIN Sébastien. 2009.

Titre — Plasticité fonctionnelle du tréfle blanc en réponse a la disponibilité en soufre. Ecole Doctorale
Normande de Chimie-Biologie/ Institut de Biologie Fondamentale et Appliquée/ Thése de I’université de Caen,
338 p.

Résumé — Les programmes de diminution des principaux polluants industriels ont entrainé d’importantes
réductions des teneurs en S atmosphérique et par conséquent un appauvrissement des sols en S dans les prairies
du Nord de I’Europe. Le travail de thése centré sur le tréfle blanc (7rifolium repens L.) en tant qu’espece clef
des prairies, s’est attaché a analyser sa plasticité en réponse a la disponibilité en S. La plasticité du trefle a été
évaluée par la variation de traits fonctionnels le long d'un gradient de fertilisation azoté et soufré appliquée sur
un sol pauvre, ou de concentration en SO4> en systéme hydroponique. Un double marquage '"N/**S a été réalisé
pour évaluer 1’absorption de I’N et du S de la solution ainsi que la fixation du N, et le dép6t foliaire du soufre
atmosphérique. Les résultats ont mis en évidence une plasticité phénotypique, a la fois morphologique et
physiologique, importante du tréfle. Le soufre module sa biomasse finale ainsi que ses fonctions biologiques ;
aptitude potentielle a la compétition, multiplication végétative, photosynthése et acquisition du S et de N. Il
intervient notamment via la fixation de N,. La réduction de la fixation du N, observée chez les plantes
déficientes en S résulte principalement d’une réduction de la nodulation, mais une moindre synthése de
protéines nodulaires, la nitrogénase et la 1éghémoglobine a été observée. Le S atmosphérique s’est révélé étre
une source importante pour la croissance, a travers le dépdt foliaire. La déficience en soufre accroit I’absorption
foliaire par unité de surface. L’apport d’engrais soufrés, a I’inverse d’apports azotés pourrait permettre un
maintien prolongé du tréfle dans les prairies.

Mots clés :

Indexation rameau : Carence en soufre / Sol-Teneur en soufre / Azote-Fixation / Plasticité / Tréfle blanc /
Ecologie des Prairies

Indexation libre : Absorption du soufre / Dépét foliaire du soufre / Isotopes stables

Title — Functional plasticity of white clover in response to sulphur availability. Ecole Doctorale Normande
de Chimie-Biologie/ Institut de Biologie Fondamentale et Appliquée/PhD thesis in university of Caen, 338 p.

Abstract — Recent control of atmospheric S pollution is leading to important soil sulphur impoverishment. As a
result, a decrease in soil sulphur content has appeared in the last decades in grasslands of Northern Europe.
White clover (T7ifolium repens L.) is a key species in grasslands and was chosen as a model species. These phD
focused on clover response to sulphur availability. Clover plasticity was assessed through the measurement of a
set of functional traits along a gradient of nitrogen and sulphur fertilisation applied on a poor soil or a gradient
of sulphate concentration when cultivated on a hydroponic system. A N / **S double labelling was used to
measure nitrate and sulphate uptake, N, fixation an atmospheric S foliar deposition. White clover traits showed
a great phenotypic plasticity, due to both morphological and physiological plasticity. Sulphur availability
modify clover biomass as well as major functions such as the potential competitive ability, the vegetative
reproduction, photosynthesis and sulphur and nitrogen acquisition. Sulphur effect on clover is linked to N,
fixation. N, fixation was drastically reduced in S deficient plants mainly as a consequence of a decreased
nodule development, but also as a consequence of decreased protein synthesis in nodules. Nitrogenase and
leghaemoglobin were lower in S deficient nodules. S derived from the atmospheric deposition (Sdad) through
foliar deposition appeared to be a significant source of S for clover growth. Sdad:leaf area ratio increased with
decreasing S concentration in the nutrient solution. In contrast with N fertilisation, S fertilisation could help to
maintain white clover in grassland.

Keywords:

Indexation rameau : Sulphur deficiencies / Soil-Sulphur content / Nitrogen-Fixation / Plasticity / white clover
/ grassland

Indexation libre : Sulphur uptake / Foliar S deposition of S / Stable isotopes






