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Préface

PREFACE

La fertilisation azotée joue un rble essentiel kurcroissance des végétaux et le
rendement des cultures. Elle contribue a augmedaterroissance végeétale ainsi que la
production agricole, tout en ayant un impact sugualité des produits récoltés. Cependant,
I'utilisation des engrais azotés par les plantest gire considérée comme relativement
inefficace au vu des quantités apportées. Généealeria plante absorbe seulement 50% de
'azote appliqué. La cause principale de cetteldadfficacité d’'utilisation de I'azote (EUA)
est liee aux pertes importantes d’azote ammonja@alolatilisation, et/ou d’azote nitrique
par lixiviation lors de précipitations élevées. A fitre, les conséquences liées a ces pertes
peuvent avoir un impact a deux niveaux : tout drdbéconomique puisqu’un défaut de
valorisation constitue une perte financiére nonligégble pour I'exploitant agricole et enfin
environnemental, avec des impacts néfastes suvidl@mement direct (émission de gaz
azotés contribuant a augmenter I'effet de serrdutpmn des aquiféres) ou indirect (colt
énergétique de fabrication des engrais). Par adljecompte tenu de la croissance de la
démographie humaine attendue lors des 50 procham&ses mais aussi du développement
de certains pays, l'utilisation d’engrais nhotammanotés sera inévitablement croissante. Au
dela des impacts environnementaux potentiels, mviemt donc de concilier trois défis
majeurs: assurer un approvisionnement alimentaifiisant, maintenir un revenu agricole
adéquat tout en minimisant les incidences défavesabur l'environnement. |l est donc
essentiel d'élaborer de nouvelles stratégies ceadua une meilleure gestion de I'azote afin
de répondre aux exigences économiques tout en ttecampte des préoccupations

environnementales.

Le recours plus fréquent a l'utilisation de fornse®tées moins couteuses a produire
telles que l'urée, pourrait contribuer a réduirs [goblemes environnementaux liés aux
apports importants d’intrants azotés (généralensents forme de nitrate d’ammonium) a
condition de retarder ou de différer sa dégradatians le sol de maniére a optimiser son
prélevement par les plantes. L'urée, qui préséatamtage d’étre plus riche en azote (46%
contre 33% pour 'ammonitrate), est le fertilisaabte le plus utilisé au niveau mondial (57%
des engrais dans le monde). Son utilisation enceragste cependant marginale du fait de sa
rapide hydrolyse en ammonium, par les uréasesmgssdans le sol, qui est ensuite réduit par

les bactéries nitrifiantes en nitrate, forme d’azotinéral facilement lixivié et a I'origine des



Préface

problemes environnementaux tels que la pollutios aguiferes, I'eutrophisation des cours
d’eau, et la prolifération des algues vertes dasstilieux estuariens. Les pertes importantes
d’azote par volatilisation ammoniacale li@d’hydrolyse de l'urée constituent également un
facteur limitant pour son utilisation en tant qeetifisant. L’emploi d’inhibiteurs d’'uréases
et/ou de nitrification devrait, par ailleurs, pettne de différer ou ralentir I'hydrolyse de
'urée permettant ainsi d’optimiser son prélévenyartles plantes tout en réduisant les pertes

par volatilisation et par lixiviation.

Il existe tres peu de composés efficaces suscegtiiinhiber a la fois les activités
nitrifiante et uréasique des enzymes a l'origindaddégradation des engrais azotés dans le
sol. Les inhibiteurs de la nitrification, commerigrapyrine, le dicyandiamide (DCD) et le
3,4-dimethypyrazole phosphate (DMPP), ainsi quehibiteur d’'uréases, le N-(n-butyl)
thiophosphoric triamide (NBPT) sont les plus uéiisen agriculture. Toutefois, leur durée
d’action, qui est fonction des facteurs biotiquéslgiotigues rencontrés, reste relativement
faible. Par conséquent, une premiére perspectiviealerche pourrait porter sur la synthese
de nouveaux inhibiteurs d'uréases et de nitrifaatiprésentant une période d’action
prolongée. De ce fait, mes travaux de rechercheééméans le cadre du projet AZOSTIMER,
visent a améliorer le bilan agroenvironnemental glastes de grande culture en pratiquant
une fertilisation maitrisée grace au recours aidleibiteurs d’'uréases et/ou de nitrification,
nouvellement synthétisés. Ces inhibiteurs sont@reigl des composés hétérocycliques tres
peu solubles dans l'eau. La glycosylation de cespmsés constitue l'une des voies
d’approche retenue afin d’augmenter leur efficaeité favorisant leur migration dans les
différents horizons du sol et en ralentissant tgradation afin d’optimiser le prélévement

d’azote uréique et ammoniacal par les plantes.

Dans un tel contexte, I'application d'inhibiteursirdases en combinaison avec des
engrais uréiques, nécessite d’approfondir les étotEnées jusqu’a présent sur I'absorption et
'assimilation de l'urée par la plante, mais égadaind’étudier des effets physiologiques de
ces inhibiteurs sur la croissance et le développéntes cultures. En effet, il est généralement
admis que l'azote de l'urée pour étre assimilé,easite une hydrolyse de l'urée en
ammonium et en dioxyde de carbone. Cependant,clent& découverte de l'existence de
transporteurs d’'urée et d’une enzyme uréase niadeéndante chez les plantes, confortent

bY

l'idée de la capacité des plantes a prélever puissimiler I'azote uréique pour leur
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croissance Par ailleurs, comparativement a des plantes aliéesnten nitrate ou en

ammonium, une nutrition uréique stricte conduina diminution de la croissance et parfois a
'apparition de symptémes de carence azotée. Taistaf est généralement considéré qu’un
apport de nitrate contribue a la levée de toxioié a I'urée. L'origine de ces symptomes et

de la levée de cette toxicité restent a ce jouoenmal connues.

Dans un premier temps, les recherches développees lé cadre de cette these
visaient d'une part, a réaliser des testsvivo afin de cribler de nouvelles molécules
inhibitrices de l'activité uréasique et de la fitation mises au point par les chercheurs de
I'Ecole Nationale Supérieure de Chimie de RennéSNISCR, thése de doctorat de D. PRO).
Il s’agissait ensuite de valider les effets obserpéecédemmenin vitro en testant les
molécules présentant les caractéristiques lesiptaseessantes (solubilité, écotoxicité, action
sur linhibition de l'activité uréase, ou nitrifiten dans le sol) sur d’autres dispositifs
expérimentaux, a savoir des microlysimétres oucdémnnes de sol, qui permettent de mettre
en évidence l'effet de la glycosylation sur la nligbides molécules dans le sol, ainsi que de

suivre leur devenir dans les eaux de percolations.

Dans un deuxiéme temps, des recherches plus fomdale® portant sur I'absorption
et I'assimilation de l'urée, son éventuelle toxXaciet la réduction de cette derniére par la
présence de nitrate, ont été entreprises chez Il @rassica napud..). Cette espeéce,
premiéere culture oléagineuse en France, préserdfgrénsa forte capacité a absorber le
nitrate, une faible efficience de transfert de d®z des organes végétatifs vers les tissus
reproducteurs. De ce fait, une fertilisation éley®80 kg N/ha) est généralement apportée,
causant un surcolt et des risques environnemeni@s»au retour au sol de l'azote par
minéralisation des feuilles chutées. Les expériatemts ont d’abord été menées en
conditions contrélées, dans le but d’étudier I'imtpace du nickel et les effets d’un inhibiteur
d’'uréases sur le métabolisme azoté de planteslda, gmis en conditions de plein champ, sur
cases lysimétriques. La contribution et le devel@rl'azote apporté par différents types
d’engrais, en absence ou en présence d’'un inhibitewéases, ont été estimés a l'aide d'un
marquagée°N. La distribution du traceur dans les différemsnpartiments (sol-plante-air) &

permis d’établir un bilan azoté (sol-plante-atmaseh
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Ce manuscrit s’articule autour de trois grandetigsg Une partie introductive, qui fait
état des connaissances actuelles, permet de prisssebjectifs de recherche, une autre partie
présente les résultats sous forme de trois chapitomt deux articles scientifiques, suivie
d’'une discussion générale, des conclusions et desp@ctives de recherche issues de ce
travail.

Les articles présentés dans la partie « résultdtsmanuscrit sont les suivants :

Arkoun M., Jannin L., Lainé P., Etienne P., Masclau-Daubresse C., Garnica M.,
Garcia-Mina J.M., Yvin J.C., Ourry A. (2011). A physiological and molecular study of the
effects of nickel deficiency and Phenylphosphoroddate (PPD) application on urea
metabolism in oilseed rapBr@assica napus.). Soumis @lant and Soilen révision.

Arkoun M., Sarda X., Jannin L., Lainé P., Etienne P, Garcia-Mina J.M., Yvin J.C.,
Ourry A. 2011. Hydropony versus field lysimeter study of urea, anium and nitrate

uptake by oilseed rap8iassicanapusL.).Soumis dnnals of Botany.

- Ces résultats de recherche ont également fdijelfade trois participations a des congres

nationaux et internationaux :

Arkoun M., Lainé P., Etienne P., Garcia-Mina J.M., Yvin J.C., Ourry A. Study of a
nitrate supply on the removal toxicity of ammonianmd urea nutrition in winter oilseed rape.
Journée de I'Ecole Doctorale Normande Biologie drééive, Santé, Environnement, Le
Havre (France), 8-9 Juin 2011 (Poster).

Arkoun M., Lainé P., Etienne P., Garcia-Mina J.M., Yvin J.C., Ourry A. Study of a
nitrate supply on the removal toxicity of ammonianmd urea nutrition in winter oilseed rape.

13th International Rapeseed Congress. Prague (Rgpeld cheque). 5-9 Juin 2011 (Poster).

Arkoun M., Lainé P., Etienne P., Garcia-Mina J.M.,Yvin J.C., Ourry A. Correction of
the negative effects of ammonium and urea nutribgna nitrate supply in winter oilseed
rape. 18 world fertilizer congressf the international scientific centre for fertdizs (CIEC).
Bucarest (Roumanie). 29 Aolt-2 Septembre 2010 (Camication orale).
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Le projet AZOSTIMER, au sein duquel s'insere cétiese de doctorat, a été labellisé
par le pble de compétitivité Mer-Bretagne, et avdil de thése a été réalisé grace a un
financement par le Fond Unique Interministériel [FWon implication dans ce projet s’est
par ailleurs traduite par ma participation a d’'asittravaux non présentés dans cette these,

ayant donné lieu a la rédaction des articles stsvan

Jannin L., Arkoun M ., Etienne P., Lainé P., Goux D., Garnica M., Fuees M.,
Francisco S., Baigorri R., Cruz F., Houdusse F., Gaia-Mina J-M., Yvin J-C., Ourry A.
(2011) Brassica napus growth is promoted byAscophyllum nodosom (L.) Le Jol. seaweed
extract: Microarray analysis and physiological eaéerization of N, C and S metabolisms.

Soumise aournal of Plant Growth Regulation, en revision.

Jannin L., Arkoun M ., Ourry A., Lainé P., Goux D., Garnica M., Fuentes\.,
Francisco S., Baigorri R., Cruz F., Houdusse F.,, &cia-Mina J-M., Yvin J-C., Etienne
P. (2011). Microarray analysis of humic acid effects Brassica napus growth: Involvement

of N, C and S metabolisms. SoumiBlant and Soil.

Pro D., Arkoun M., Daniellou R.,Nugier-Chauvin C., Morvan J.,Ourry A., Yvin
J.C., Ferrieres V. (2011). Water soluble nitrification inhibitors: Impact oflygosylation.

Soumis aJournal of Agriculture and Food Chemistry.
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CHAPITRE |. ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

l. Importance de I'azote dans l'agriculture

L'azote est I'élément nutritif le plus importanupta production agricole.
Comme il est soumis a un cycle naturel dans llairsol et l'eau, il subit différentes
transformations chimiques et biologiques (fig. IHL)ntervient dans les principaux processus
de développement de la plante et de déterminationeddement : il stimule la croissance
racinaire, le développement des cultures ainsilgbsorption des autres éléments nutritifs.
Dans la plupart des écosystemes, il est prélevdegaplantes puis retourne au sol (par les
résidus), ou une partie est minéralisée par lesomiganismes du sol. Dans les écosystemes
naturels, ce cycle de I'azote reste plus ou mansé, les apports de N compensent les pertes
en N. Cependant, dans les écosystemes agricoleyclee est perturbé par I'exportation de
quantités importantes d’azote au sein des tisaudtés. Par conséquent, I'utilisation d'engrais
azotés est essentielle pour maintenir et/ou augménproductivité agricole. Au cours des 50
dernieres années, l'augmentation de la fertilinatipotée et une meilleure gestion de I'azote

ont largement contribué a la forte augmentatiotageoduction (Smil, 2001).

Il. La fertilisation azotée dans la production agricole

A l'état naturel, tous les sols sont déficients aaote et ne permettent pas une
croissance optimale des cultures. Par ailleurgpdiavrissement des sols en éléments nutritifs
et la chute des rendements sont inévitables sirat&approvisionnement n’est pratiqué afin
de reconstituer les stocks en nutriments. La proolu@gricole ne peut donc étre soutenue
sans le recours a l'utilisation d'engrais, de plntixatrices d'azote et/ou de sources
organiques d'azote. Les engrais azotés sont agdliglepuis plus de 150 ans, et leur
utilisation a fortement augmenté apres la seconderg mondiale. Joints aux progres de la
sélection génétique et des itinéraires techniquetuant la protection des cultures, ils
devraient permettre d’atteindre des rendementairawik suffisamment élevés pour assurer

les ressources alimentaires de presque toute I'hiiéna

II.1. ROle de l'azote dans la plante
Généralement, I'azote représente en moyenne 1 deblb matiere seche végétale, les
fabacées présentent les teneurs les plus élevées Ben que ces teneurs soient faibles,

'azote entre dans la fabrication des acides nge#s ou aminés, des protéines, de la
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chlorophylle et de molécules indispensables adassance et au développement des plantes.
Dans les tissus, les composés protéiques sont itaags, expliquant que de nombreuses
plantes agricoles sont essentiellement cultivées laoproduction de protéines végétales.

Le nitrate et 'ammonium sont les principales sesrd’azote pour la croissance des
plantes dans la plupart des environnements nat@telagricoles (Raveret al., 1992).
L'ammonium, issu de l'absorption racinaire ou gémpér I'assimilation du nitrate, est converti
en glutamine et en glutamate qui constituent lesnpres sources d’azote réduit dans la

cellule.

Le nitrate est considéré comme la source d'azoferiteare (Marschner, 1995), avec
des concentrations plus élevées que celles de kamum, notamment dans les sols bien
aerés. En outre, la mobilité du nitrate dans lefaalite son absorption par les plantes. Par
conséquent, la plupart des plantes présentent uvactéee nitrophile. Cependant, une
production de matiére séche plus élevée, résuttamt colt énergétique plus faible, est
généralement observée lorsque lesN€& le NH," sont apportés aux mémes concentrations.
En effet, la plante tire avantage des deux formasote, la forme ammoniacale déja réduite
est assimilée plus rapidement et & moindre colgétique que le nitrate, alors que la forme
nitriqgue est facilement transportée dans toutddatp, pouvant étre stockée dans les vacuoles
comme réserve azotée ou comme osmoticum. Une disiit@én insuffisante en azote
entrainerait donc une réduction de la croissance adtures et de la productiobhes
symptémes de carence sont la conséquence de it métaboliques. Une carence en
azote est caractérisée par des plantes chétives,clderoses, ainsi qu’une entrée en
sénescence prématurée des feuilles agée (Gowibart 2006). L'azote de ces feuilles est
meétabolisé puis transporté vers les jeunes feudltedéveloppement. Ces plantes présentent

une maturation précoce avec pour conséquence damamt plus faible.

[1.2. Engrais minéraux nitriques ou ammoniacaux

Il existe trois sources possibles d'azote pouvampkeer I'apport du sol pour
'agriculture; la fertilisation minérale et organig, la fixation biologique de I'azote et, dans
certains cas, les dépbts atmosphériques.

La production mondiale d'engrais azotés est baséka gixation du N atmosphérique
sous forme d’ammoniac (N L’'ammoniac produit est ensuite utilisé pour k@guction

d'engrais, contenant soit I'urée, I'ammonium, teate, ou une combinaison des deux derniers

-8-
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(fig. 1-2). En plus de ces engrais azotés simples, composés multinutritionnels contenant
de l'azote et d'autres éléments, tels que le ployep(P) et/ou le potassium (K), et plus

récemment le soufre (S), sont aussi largemensésili

L'ammonium, le nitrate et l'urée, constituent doles trois principales formes
minérales d’engrais azotés. L'efficacité des esgranéraux est influencée par le principe des
échanges d'ions. En raison de sa charge posiivemlonium est adsorbé par les colloides du
sol chargés négativement (argile et matiére orgm)id-e NH" est ensuite, soit absorbé par
les plantes, soit oxydé en nitrate par les bad@hiesol via le processus de nitrification (fig. I-
1). En outre, 'ammonium apporté par fertilisatjgeut aussi étre perdu par volatilisation dans
'atmosphére. L'ion ammonium est en équilibre clijo@ avec 'ammoniac (N et cet
equilibre se déplace vers 'ammoniac dans les aloiglins ou les pertes par volatilisation
peuvent étre importantes (allant jusqu’a 9 milliaestonnes de N-Nglconstituant plus de

10% des engrais azotés utilisés au niveau morifia);2003).

Contrairement a 'ammonium, le nitrate, porteur fucharge négative, n’est pas
retenu par les particules du sol et par conseqilgraut étre facilement lixivié en raison de sa
solubilité. 1l peut également étre réduit en oxydlazote gazeux par le processus de
dénitrification (fig.l-1). Par ailleurs, du fait d& solubilité, le nitrate est facilement véhiculé

par I'eau du sol jusqu’aux racines (flux de masse).

Dans les sols alcalins, du fait d’'une nitrificati@pide, le nitrate est généralement plus
abondant que I'ammonium. En sol acide, les prosesi minéralisation peuvent étre
bloqués, d’'autant plus que la température est b&en le degré de minéralisation et de
nitrification, une nutrition mixte est souvent peate avec des proportions d’absorption de
chacun des éléments différentes selon les espédes eonditions environnementales. Les
plantes se sont donc adaptées et ont dévelopmystesnes spécifiques de transport de nitrate
ou d’'ammonium (systemes de transport a forte affiei a faible affinité ; Crawford et Forde,
2002).
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A. Absorption eassimilation du nitrate

- Au niveau physiologigue

La concentration en nitrate est trés fluctuantesdes sols : elle peut varier de
guelques micromolaires (LM) a plusieurs millimadasi(mM). Les plantes ont ainsi développé
des systemes d’absorption adaptés aux differenteseatrations rencontrées :

* Un systeme de transport a haute affinité appeld&F» (« High Affinity Transport

System »), capable de transporter les iong MBsqu'ils sont présents dans le milieu

a des concentrations inferieures a 500uM. Il pr&sane cinétique de saturation de

type Michaelis-Menten et une sensibilité & la terapge et aux inhibiteurs du

meétabolisme (Glas®t al., 1990). Ce systeme présente deux composantes: une
composante constitutive (CHATS), caractérisée pwe tres forte affinité pour le
nitrate et une faible capacité d’absorption, et somposante inductible (IHATS),
caractérisée par une affinité plus faible mais gapacité d’absorption du nitrate

supérieure (Doddema et Telkamp, 1979).

* Un systéme de transport a faible affinité appeld&S » (« Low Affinity Transport
System »), qui opére pour de fortes concentratexternes (> 500 uM) en NO I
présente une cinétique linéaire en fonction deotecentration en N et il est moins
sensible a la température et aux inhibiteurs duabodsme que le systeme HATS
(Glasset al.,1990).

- Au niveau moléculaire

Les protéines responsables de chacun de ces dstigxn®gs de transport appartiennent
a une famille multigénique de transporteurs. LesegBlRT2et NRT1sont responsables des

systemes de transports a haute et a faible affiraéde, 200Q)

* La famille de geneslRT2
Les premiers membres de la famille de transportlumitrate NRT2 des plantes
supérieures, ont été identifiés chez I'orge par ¢dlogie de séquences avec le gen®#A du
champignomspergillus nidulans(Truemaret al.,1996). Au moins deux autres genes ont été
identifiés chezNicotiana plumbaginifolia(Quesadeet al., 1997) et sept ou dix géenes chez
l'orge (Truemanet al., 1996). Actuellement sept géenes appartenant a ralléaNRT2
(AtNRT2.1a AtNRT2.7, sont décrits cheArabidopsis thalianaOrselet al., 2002). Sur la

base d’'une forte induction par le nitrafdNRT2.1a été identifi€ comme le gene codant au
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moins en partie pour le systeme de transport IH&T&ezoet al., 2001; Filleur et Daniel-
Vedele, 1999). En fonction de leur réponse a urodpie 1mM de N, les septs génes ont
été regroupés en trois catégories. La premiéregaaéd comprend les genédstNRT2.1et
AINRT2.2 dont I'expression augmente jusqu'a 5 fois aprés d3exposition, puis sont
réprimés a partir de 72h. La deuxiéme catégoriepcentd les genes exprimés de facon
constitutive AtINRT2.5et AtNRT2.6, ne présentant aucun phénomene d’induction pdOie
. Enfin, la troisiéeme catégorie comprend les gétmst I'expression est réprimée apres un
apport de N@ (AtNRT2.4et AtNRT2.7 Okamotoet al.,2003).

Les transporteurs NRT2 Altabidopsissont principalement exprimés dans la racine,
AtNRT2.1étant le plus abondamment exprimé (Oetedl.,2002).
CependantAtNRT2.3et AtNRT2.5sont aussi exprimés dans les parties aérienniesgeine
AINRT2.7est préférentiellement exprimé dans les feuilldsag@otoet al.,2003).

* La famille de geneslRT1

Le geneAtNRT1.] identifié initialement cheArabidopsis thalianacode un systeme
de transport qui intervient aux faibles et auxdertoncentrations en nitrate (letial., 1999;
Liu et Tsay, 2003). L'analyse du séquencage congpletabidopsis thalianaévele que les
genesAtNRT1constituent une famille de transporteurs du nitpites grande (52 genes) que
ceux deAtNRT2.Le premier gene de la famille NRTAINRT1.] a été isolé grace a un
mutant d’insertion dArabidopsis thalianaésistant au chlorate, analogue toxique du nittate
est principalement exprimé dans les racines eteapént induit par le nitrate (Tsa&y al.,
1993). Il est également exprimé dans les jeunesnegen formation, avec un possible role
dans le développement de la plante et en particcdileli des racines primaires et secondaires
(Guo et al., 2001). AtNRT1.1aurait également un réle dans l'ouverture des atesnet
participerait a la tolérance au stress hydriqueo(€tual., 2001). Plus récemment, NRT1.1 a
ete identifie comme un transporteur d’auxine etaisempliqué dans le mécanisme de
perception du signal nitrate et le développementrdeines secondaire (Kroek al., 2010).
Comme pouAtNRT2.1 le geneAtNRT1.1lest inductible par le nitrate, et il est réprirésl
d'une période de carence en nitrate (Legdyal., 1999). Le généAtNRT1.2joue un rble
important dans la composante constitutive du systéiabsorption a faible affinité du nitrate,
gue ce soit au niveau racinaire ou au niveau feli@kamotoet al., 2003). Enfin, Le gene
AtNRT1.5serait impliqué dans le transport du nitrate dansy/leme (Canivenc, 2005).

Les transporteurs de nitrate sont finement régatégonction de la source d’azote

disponible et du statut nutritionnel de la plarid®@e régulation serait exercée négativement
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par les produits de I'assimilation du nitrate gl 'ammonium et les acides aminés (Cooper
et Clarkson, 1989; Mulleet al., 1995; Vidmaret al., 2000), et positivement par les produits
issus de la photosynthése, comme le saccharossy@tegl., 1999).

Le nitrate absorbé par les racines est selon [@sces assimilé dans les racines et/ou
dans les feuilles. Il est réduit dans le cytosolngnite par la nitrate réductase (NR ; EC
1.6.6.1), puis en ammonium dans les plastes, patrite réductase (NiR; EC 1.7.7.1).

La régulation de I'expression de ces deux enzymégtdargement décrite dans la

littérature tant au niveau transcriptionnel quetytinscriptionnel (Crawford, 1988, 1995)

B. Absorption et assimilation de 'ammonium

- Au niveau physiologigue

L’absorption de 'ammonium nécessite égalementdivention des deux systemes de
transport HATS et LATS. Le systeme HATS fonctionpeur des concentrations en
ammonium inférieures a 1 mM, avec une cinétiquédraesport de type Michaelis-Menten.
Selon les especes, le Km varie de 10 aul/(qGlass et Siddigi, 1995). Le transport
d’ammonium via ce systéme est accompagné d’une di@polarisation membranaire, il est de
type uniport énergie dépendant, ou symport protpeddant (Wangt al.,1994). Le systeme
LATS fonctionne lorsque la concentration en ammonist supérieure a 1mM et n'est pas
saturable (Glass et Siddiqi, 1995). Le transpoanahonium n’est pas énergie dépendant,

suggérant que ce systéme facilite la diffusion igpasse I'ammonium.

- Au niveau moléculaire

AtAMT1.1 a été le premier gene identifié chézabidopsis thalianagrace a la
complémentation fonctionnelle d’'un mutant de lev(8accharomyces cerevis)agéficient
pour le transport de I'ammonium (Ninnemaan al., 1994). La famille des génesMT1
responsables du transport a haute affinité dy’Nebmporte cing membres, parmi lesquels
AtAMT1.1 AtAMT1.2et AtAMT1.30nt été les plus étudiés (Gazzashial., 1999). Les trois
genes sont exprimés dans les racines, alors queAs&MT1.1est également exprimé au
niveau foliaire (Ninnemanat al.,1994). Lors d’'une carence azotée, le niveau dhesdtréds de
AtAMT1.1laugmente de sept fois durant les 24 premiereebdRawatt al., 1999). De la
méme fagconAtAMT1.3est fortement induit par une déficience en azatesde milieu alors
gu’aucun changement n’est observé pAtAMT1.2(Gazzariniet al., 1999). La régulation de
ces genes est corrélée avec les changements itkaddies systemes de transport de

lammonium. Elle serait principalement régulée lgaconcentration en N de la rhizosphere, a
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la différence de la régulation par le statut aztgdla plante dans le cas de I'absorption du
nitrate (Gansekt al., 2001). La glutamine exercerait aussi un rétroéatnégatif sur la
transcription du genatAMT1.1(Rawatet al.,1999).

AtAMT2 est un transporteur d'ammonium qui a un tiaim rapport avec les cing
membres de la famille des transporteurs AtAMT1.dpés Ludewiget al. (2001), il est plus
proche des transporteurs d’ammonium des procargoieseux présents chez les plantes.

Le géne AtAMT2 est exprimé dans différents organeérabidopsis Au niveau
racinaire, son expression est régulée par la coratem en N du milieu. Il est partiellement
réprimé par des concentrations élevées en nittatendonium et il est, a lI'inverse des genes
ATNRTZ induit lors d’une période de carence. Cette g a été moins clairement établie
au niveau des parties aériennes. L'étude de I'esor de la protéine AtAMT2 dans les
cellules épidermiques des feuilles indique unelisation membranaire de cette derniere. Le
gene AtAMT2 jouerait donc un rble important dans le recyclagel’ammonium issu du

métabolisme photorespiratoire (Sohlenkaenhgl.,2002).

- Assimilation de 'ammonium

L’ammonium est un composé toxique qui ne peut pascemuler dans les cellules
végétales. Son assimilation ou sa réassimilatibd@sc une nécessité vitale pour les plantes.
Il est généré lors de différents processus commédiaction du nitrate, la photorespiration, le
catabolisme protéique ainsi que le catabolisme dedaios acides aminés, comme
'asparagine, ou des uréides (allantoine, acidanadique), dont la dégradation conduit a la
formation d'ammonium et de G@Blevins, 1989; Miflin et Lea, 1980).

Chez les végétaux supérieurs, plusieurs enzymeis psitantiellement capables de
catalyser lincorporation de I'ammonium dans desléoales organiques sous forme de
groupements amine ou amide. La glutamine synthé{&®), la glutamate synthase
(GOGAT), et la glutamate déshydrogénase (GDH) smprincipales enzymes impliquées
dans l'assimilation de I'ammonium. La glutamine thyase et la glutamate synthase
catalysent le transfert de 'ammonium dans une cubdéeorganique. L’'ion ammonium est
incorporé au glutamate par la glutamine synthépeae former la glutamine (fig. I-3). Le
groupement amide de la glutamine est ensuite &edsfun acide cétoniqueydtétoglutarate
(0-KG) par la glutamate synthase (GOGAT). Deux mdiEzxude glutamate sont ainsi
formées, I'une est utilisée comme substrat de l@agiine synthétase pour la formation de
glutamine, l'autre est une source d’'azote organjou les réactions de transamination qui

aboutissent a la synthese de I'ensemble des aeitdses comme |'aspartate, impliquant
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'enzyme aspartate aminotransférase (AAT), et Baagine via I'asparagine synthétase (ASN,
fig. 1-3). Glutamine, glutamate, aspartate et asgiae, sont les composés majoritairement
utilisés pour le transport de I'azote organiquezcles plantes (Hirel et Lea, 2001; Peoples et
Gifford, 1993).

La glutamate déshydrogénase (GDH) a d’abord été&sidére comme I'enzyme
principale de [l'assimilation de lI'ammonium. La déuerte de la glutamate synthase
(GOGAT, Lea et Miflin, 1974) a ensuite permis dettneeen évidence le rble majeur de la GS
dans l'assimilation de 'ammonium. La GDH joueraih réle complémentaire au cycle
GS/GOGAT, notamment dans la réassimilation de I'mmionm en conditions de stress ou

dans certains stades spécifiques du développeRbatiést al.,1989; Yamayat al.,1986).

La glutamine synthétas@sS; E.C. 6.3.1.2) a d'abord été purifiee et daresee a

partir de plantes en 1953 (Elliott, 1953). Une de caractéristiques, est sa forte affinité pour
lammonium et donc sa capacité a intégrer efficargniammonium dans des molécules
organiques. Il existe deux isoenzymes de glutasynéhétase :

* La glutamine synthétase cytoplasmique (GS1) estepté principalement dans les
racines et plus généralement dans les tissus notogymthétiques. Cependant, de
nombreuses études ont montré la localisation d&S4 dans le phloeme et les tissus
vasculaires (Tobin et Yamaya, 2001). Le niveauptession de GS1 dans les tissus
du mésophylle dépend de I'age de la plante et ddestle développement. Chez le
tabac, elle joue un rdle important dans les praseste remobilisation de l'azote
pendant la sénescence (Brugieteal., 2000). ChezArabidopsis cing genes codant
pour l'isoforme cytoplasmiqueGLN1.1 a GLN1.5, ont été identifiés.GLN1.]
GLN1.2 et GLN1.3 sont principalement exprimés dans les racines stfdailles
sénescentes (Bernhard et Matile, 1994; Peterma@oedman, 1991). Les génes
GLN1.4et GLN1.5seraient respectivement induits lors de la sémescliaire et lors

de la germination des graines (Pouraal.,2006).

* La glutamine synthétase chloroplastique (GS2) ‘estfdrme majoritaire présente
dans les tissus photosynthétiques. Elle jouerait rdte prépondérant dans
I'assimilation de 'ammonium issu de la réduction xitrate dans les chloroplastes
et/ou dans la réassimilation de I'ammonium photarasire (Tobin et Yamaya,

2001). Un seul géne codant pour la forme chloroiojas GLN2) a été identifié chez
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Arabidopsis Son expression serait détectable uniquement tEngeunes feuilles

vertes et serait induit par la lumiére (Bernhar¥atile, 1994).

Le niveau de transcrits de la GS est régulé pmnmielécules carbonées et azotées
(Oliveira et Coruzzi, 1999). Des effets positifs dammonium et/ou du nitrate sur
I'expression des genes GS ont été mis en éviddrezde nombreuses espéces. Dans certains
cas, ces deux formes d’azote minéral augmentectiviid GS et le niveau de transcrits du
gene, alors que l'effet de la concentration en amum et en nitrate sur I'expression des
genes de GS varient selon les espéeces et selodliffégentes familles multigéniques
considérées (Sechley al.,1992).

La glutamate synthase (GOGATPyésente deux types d’activité, une qui utilise le

pouvoir réducteur de la ferrédoxine (Fd-GOGAT; EIXCG4.7.1) et l'autre dépendante des
pyridines nucléotides (NADH-GOGAT; E.C. 1.4.1.1Blirel et Lea, 2001). La Fd-GOGAT
est abondante dans les chloroplastes. Elle estntedke pour la réassimilation de
l'ammonium photorespiratoire (Somerville et Ogret980), et son activité est souvent
supérieure a celle de la NADH-GOGAT (Suzuki et Gada84). La NADH-GOGAT est
surtout présente dans les organes non chlorophylké serait impliquée dans I'assimilation
primaire de 'ammonium. Che&rabidopsis deux genes codent pour la Fd-GOGATLU1 et
GLUZ2 Coschigancet al., 1998), et un seul pour la NADH-GOGATGKT]I). Le géneGLU1
est exprimé majoritairement dans les feuilles et@&gulé par la lumiére, alors q@.U2 est
exprimé dans les racine&LT1 est constitutif, faiblement exprimé dans les fegilimais

fortement dans les racines (Coruzzi, 2003).

La glutamate déshydrogéna&DH; E.C. 1.4.1.2) qui catalysa vitro I'amination

réductrice et réversible du 2-oxoglutarate en ghatiz, joue un réle clé dans le métabolisme
du glutamate (fig. I-3). Cependant, d’autres étudedsquent quejn vivo, la GDH catalyse
aussi la désamination oxydative du glutamate en @mum. Le rble physiologique de la
GDH reste toujours controversé (Dubetsal.,2003; Miflin et Habash, 2002). Actuellement,
il est admis que la GDH ne joue aucun role esdetidiies I'assimilation de I'azote, mais son
réle potentiel dans l'assimilation de I'ammoniumddaertaines conditions physiologiques ne
peut pas étre écarté (Dubasal., 2003). Par exemple, la GDH opérant dans le samsed’
amination en réponse a des niveaux élevés d'ammonioontre I'importance de cette

enzyme dans la détoxification de cet élément. Dugles récentes ont également montré que
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la GDH intervient dans l'assimilation de I'ammonilors d’'un stress salin (Skopelits al.,
2006; Tercé-Laforguet al.,2004). Lorsque le cycle GS/GOGAT est altéré ourgadurant la
sénescence foliaire, la GDH aurait une fonctionnamie et un réle dans I'assimilation du
NH," issus de l'activité photorespiratoif@suiji et al., 1996).Inversement, si la GDH opére
dans le sens d’'une désamination, elle peut alimdateycle de l'acide tricarboxylique en
molécules carbonées pour la production d’énergie dte conditions limitantes en carbone
(Rhodeset al., 1989; Robinsoret al., 1992; Aubertet al., 2001; Loulakakis et Roubelakis-
Angelakis, 1991; Miflin et Habache, 2002; Dubetsal.,2003).

La GDH présente un profil isoenzymatique complexezda plupart des plantes, lié a
lassemblage aléatoire de deux types de sous-umité$ 3, pour former sept isoformes
hexamérique, qui peuvent étre détectées par ébbairése sur gel natif (Loulakakis et
Roubelakis-Angelakis, 1991; Osu@j al., 2003). CheZArabidopsis les deux sous-unités sont
codées par deux genes distincts : un gene codasbua-unitéa-GDH (GDH2, TAIR:
At5g07440) et un autre codant la sous-uff8DH (GDH1, TAIR: At5g18170 ; http://www
tigr.org/tdb/e2k1/ath1Arabidopsis thalianaGenome Project)lRécemment, des étud@s
vivo utilisant des plantes de tabac transgéniques,fi@eslidans I'expression des genes codant
pour les deux sous unitéset 3, montrent que dans des conditions de croissanceah®, la
GDH1 (sous-unité3), aurait une fonction désaminante du glutamatan@uet Botella.,
2007), tandis que la GDH2 (sous-uniféprésente une forte activité désaminante et s tr
faible amination (Skopelitist al.,2007).

L’enzyme GDH est abondante dans les difféerents negade la plante avec une
localisation mitochondriale. Une étude immunocytotfue, montre que chez les plantes
supérieures, la protéine GDH est localisée dansiigghondries des cellules phloemiques et
dans le cytosol des organes ou des tissus séngegbritoiset al., 2003). Ceci suggere que
cette enzyme joue un double role au niveau du pidoéoit dans les mitochondries lorsque
les disponibilités en azote minéral sont faibleglans le cytosol lorsque les concentrations en

ammonium atteignent un seuil de toxicité (Tercéekgfieet al.,2004).

[1.3. Engrais uréiques

L'urée [CO(NH),] est une molécule largement présente dans leumilaurel. Elle
constitue une source d’azote pour la croissancdivdas organismes dont les bactéries, les
champignons et les plantes. En raison de sa tetleuée en azote et son faible colt de
production, l'urée représente plus de 50% du tded engrais azotés appliqués dans

I'agriculture (fig. 1-4), en particulier dans leays en voie de développement.
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Lorsque l'urée est appliqguée au sol, elle est mpeht hydrolysée en ammonium,
grace a l'action des uréases de la microflore, mumsnitrate. L'urée est alors sujette a
différents mécanismes de pertes d’azote, commelktiNsation ammoniacale, le lessivage
ou la deénitrification (fig. I-5)L’hydrolyse de 'urée favorise 'augmentation du pH sol, et
conduit a des pertes d’azote sous forme d’ammdiN&), surtout si I'urée est appliquée en
surface (Nohrstedet al., 2000). Ces pertes par volatilisation sont cousanp@uvant aller
jusqu'a 60% de I'N apporté. Afin de minimiser ceépbmene, l'urée est incorporée dans le
sol juste apres son application, soit par le ttadai sol ou par irrigation. Cependant,
l'utilisation d’inhibiteurs d'uréases est la sajatia plus réecemment envisagée pour réduire les

émissions ammoniacales (cf. 111.3).

A. Données économiques
A.1. Production

La production mondiale des engrais a fortement aungénau cours des 50 derniéres
années. Dans son ensemble, la consommation a atggderd0% entre 1980 et 2006 (fig. I-
6). L'Asie de I'Est (plus particulierement la Ch)ngemeure le principal producteur d’urée
dans le monde (fig. I-7), avec 44% de la productimondiale, soit 28,9 millions de tonnes
d’N produites en 2007. Le deuxieme grand acteuonéd, I’Asie du Sud (dont les principaux
acteurs sont I'Inde et le Pakistan), totalise 13¥4adproduction mondiale, soit 12,5 millions
de tonnes d'N.

Une grande partie de la production, notamment igamt est destinée a la
consommation locale et 25% de la production egdirdesaux échanges. Cing pays détiennent
52% des exportations mondiales, a savoir la Chin®ussie, I'Arabie Saoudite, le Qatar et
'Egypte.

Des évolutions substantielles des capacités deuptioth sont attendues en Egypte et
en Algérie, ou plusieurs projets sont envisagésaiiton 2013 et qui devraient renforcer leur
réle d’acteur clef dans la production d'urée enidife du nord. L'lran, le Qatar et Oman sont
des acteurs important du moyen orient et comptenblér leur capacité de production a

moyen terme.
A.2.Consommation

Jusqu’aux années 1960, l'urée représentait seuterb®n de la consommation

mondiale des engrais azotés. Son utilisation awcome accélération a partir des années 1980
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pour atteindre 40% du total des engrais azotés @matisés en 1990 (fig. I-6 ; Glibest al.,
2006). Aujourd’hui, 57,4% des engrais azotés souns $orme uréique (fig. I- 4).

La Chine et I'lnde sont les premiers consommateiuste dans le monde et ont vu
leur consommation doubler, voir quadrupler entr80l8t 2006 pour déclasser les Etats-Unis
de leur position de leader. La consommation ddigamts en France a également connue un
déclin, passant de 5,5 millions de tonnes danariages 1980 a 3,5 millions de tonnes d’'N en
2006, représentant environ 2% du marché mondiato8aommation en urée reste également
tres faible (0,2 millions de tonnes en 2000, s@#®de la consommation mondiale).

En supposant que la consommation mondiale de lam@enente de 5% chaque année,
elle pourrait atteindre 70% de la consommationleoties engrais d’ici la fin de la future
décennie (fig. I-6). La majeure partie de cettenagigtation devrait se produire dans les pays

en développement, en particulier en Asie et en Aquérlatine (Gliberet al.,2006).

B. L'urée comme source d’azote pour les plantes

L’'urée constitue donc une source azotée qui petargrue telle étre prélevée par les
plantes a partir de la solution du sol. Mais efleégalement un intermédiaire du catabolisme
de l'arginine dans la plante et intervient danselamobilisation de I'azote a partir de tissus
sources. L'azote de l'urée peut étre assimilé apo@shydrolyse en ammonium et en dioxyde
de carbone. Il est généralement admis que lesgdgrélévent principalement 'ammonium
et le nitrate issu de la dégradation de l'urée deansol, son absorption directe et son
hydrolysein plantan’étant jusqu’alors pas considérée comme signifiea. Cette opinion est
aujourd’hui remise en question depuis la découwvaetetransporteurs d'urée chez les plantes
ainsi que leur capacité a assimiler et utilisezdte uréique pour leur croissance. Ceci a été
déemontré en conditions controlées afin d’évitertéoconversion de l'urée dans le milieu,
comme son hydrolyse et sa transformation par lesgssus de nitrification. Cependant,
comparativement a des plantes alimentées en ndtan ammonium, une nutrition uréique
stricte conduit a une diminution de la croissanceagfois a I'apparition de symptémes de
carence azotée (Gerenddsal.,1998; Gerendas et Sattelmacher, 1999; Mérigbat.,2008).
Les raisons de ces symptdbmes sont encore mal cenmass peuvent s’expliquer par un
déreglement osmotique et de 'homéostasie celtl@@erendas et Sattelmacher, 1997), ou
par une répartition endogéne de I'azote ineffiq@a&oet al.,2010). Lorsque les plantes sont
alimentées en urée, la concentration en azote atides aminés, en particulier la glutamine
et 'asparagine, augmente (Cabal.,2010; Mérigoutet al., 2008). Cette augmentation peut

contribuer a la diminution de la croissance destpka En effet, les concentrations élevées en
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amide et acides aminés, qui indiqueraient un stangté important, conduiraient a une
réduction du prélévement de I'azote et de sa Higion au sein de la plante.

En tant que fertilisant azoté, 'urée est un ergyda choix de par sa richesse en azote.
C’est une molécule non polaire fortement solubtale pour un usage en pulvérisation
foliaire, de méme qu’en mélange avec d’autres lifgtits, pesticides ou herbicides. Son
utilisation par pulvérisation foliaire est optimaefacilite la gestion de la fertilisation azotée
lorsque les conditions de croissance sont défalesabu lorsque I'absorption racinaire est
réduite (lors d’'un stresse hydrique ou salin paengxe). Cependant, I'urée directement
absorbée au niveau foliaire provoque des brllutetedillage et des nécroses (Gooding et
Davies, 1992; Nicoulaud et Bloom, 1996). Ces syma® de phytotoxicité sont d’autant plus
séveres que la température est forte, 'lhumiditdidaet que la solution d’'urée pulvérisée est
concentrée (Krogmeieaat al.,1989; Nicoulaud et Bloom, 1996; Witte, 2001). Clleetomate
par exemple, un apport d'urée par pulvérisatioraii@ permet d’obtenir des rendements et
une croissance optimale avec une solution d'urée28c. Des concentrations supérieures
provoquent une diminution de la croissance et desindages au niveau des feuilles
(Nicoulaud et Bloom, 1996).

L'utilisation des engrais a base d’'urée ne corsiias la seule voie d’entrée de l'urée
dans I'environnement. Les principales sources &'uwéns la nature émanent des excrétions
animales et de la décomposition des molécules ez olgs organismes morts. Les plantes sont
capables d'utiliser cette urée issue de I'enviromeet naturel comme source d’azote pour
leur croissance. Cependant, l'urée est rapidememrolysée par des enzymes des
microorganismes du sol. De ce fait, les conceminaten urée du sol dans des environnements
naturels sont faibles (<70uM dans des sols agsc@ecker-Rittet al.,2007). Les plantes se
sont donc adaptées et ont développé des systenemdpeort specifiques de l'urée.

Les processus impliqués dans I'absorption de I'@tson assimilation chez les plantes ont
été mis en évidence plus ou moins récemment arsavoi

- le transport actif et passif de l'urée,

- I'hnydrolyse de l'urée catalysée par une uréaskehdépendante,

- 'activation de I'uréase nécessitant trois pire¢é accessoires.

B.1. Transport a haute affinité de 'urée
Les plantes possédent un transporteur actif (DUR§)liqué dans le prélévement de
l'urée a partir du milieu extérieur, mais égalemdans son transport endogene. AtDUR3 a

récemment été cloné et identifié chA@rabidopsis par homologie avec le transporteur
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ScDURB3 de levur&accharomyces cerevisjamomme le transporteur majeur a haute affinite,
apportant pour la premiére fois la preuve du partsactif H/urée chez les plantes (L&t

al., 2003a ; Kojimaet al., 2007). AtDUR3 comporte 14 domaines transmembragsaalors
gue les extrémités C- et N-terminales sont situles la partie extracellulaire. Des mutants
d’insertion T-DNA AtDUR3 présentent des symptdbmes de carence azotée, wunawdation
d’anthocyanes ainsi qu’'une plus faible accumulattborée dans les tissus racinaires,
comparativement aux témoins sauvages (Kojenhal., 2007). Les mesures d’influx d'urée
marquée au'®N, montrent également limplication d’'une composarinéaire dans le
transport de I'urée chez les mutants, alors questgption de I'urée chez les plantes sauvages
suit une cinétique de saturation, avec une corestamparente d'affinité de 4uM (Kojined

al., 2007).

Afin d’étudier les fonctions physiologiques d’AtDI3Rdes études sur le changement
de son niveau d’expression ont été effectuées difiésentes conditions de cultures (Lét
al., 2003a). Lorsque les plantesAdabidopsis sont préalablement cultivées en présence
d’azote, puis soumises, pendant trois jours, aaarence azotée, la quantité d’ARNm de
AtDUR3 augmente considérablement dans les racines, gloeicun changement n’est
observé dans les feuilles (fig.|-8a et b). Cetéponse transcriptionnelle rappelle la
dérepression des géenes codant les transporteargea dffinité de 'ammonium (AMT2) et du
nitrate (NRT2) observée aprés une carence azogAcabidopsis thaliandGazzariniet al.,
1999; Lejayet al.,1999). Par ailleurs, I'expression du g&i®UR3 exprimé dans les racines
lors d’'une carence azotée, est réprimé en présBaganonium ou de nitrate dans le milieu
de culture, alors qu'il est induit par I'urée (fig8c; Kojima et al., 2007; Mérigoutet al.,
2008). Ceci suggere que le geAtOUR3 est d’'une part, induit en condition de carence
azotée et d’autre part, inductible par son subsiatme ceci a déja été démontré pour le
transporteur de nitrate NRT2.1 (Lejatyal.,1999; Zhucet al.,1999).

Son réle dans le transport endogéne de l'uréeoedbité par I'expression de AtDUR3
au niveau du xyleme et des parties aériennes, axeclocalisation dans la membrane
plasmique des cellules épidermiques (Kojietal., 2007; Liuet al.,2003a). Le transport de
'urée des racines vers les partie aériennes al&térvé chez les plantes cultivées sur de
'urée et en absence de nickel. Ces plantes acemindes quantités importantes d’'urée dans
leurs tissus aériens (Gerend#sal., 1998; Gerendas et Sattelmacher, 1999; Mérigowl.,
2008). L'expression du gem®DUR3lors de la germination des graines et dans lefideu
sénescentes (Liet al., 2003a), suggere aussi son implication dans la bédisation et le

recyclage de I'azote lors de la production d’urédagene.
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Figure 1-8. Régulation de I'expression du geA®URS3 chezArabidopsis, lors d’'une

carence azotée (a et b) ou en fonction de diftésesources azotées (c).

(@) : les plantes sont cultivées sur 2mM d’ammoninitrate (+N) pendant 4
semaines,puis soumises a une carence azotée @bamel, 2 ou 3 jours (Liet
al., 2003a).

(b) : localisation racinaire du promoteur du ge&tBUR3 couplé a la GFP (Green
Fluorescent Protein). Les plantes sont cultivées2suM d’ammonium nitrate
(+N) ou en absence de source azotée (-N), pendantgl(Kojimaet al., 2007).

(c) : les plantes Les plantes sont cultivées suvaZitammonium nitrate (+N) ou en
absence de source azotée (-N), pendant 4 joursplaeses carencées en azote
sont ensuite transférée sur 2mM Nidu NQ;, ou sur 1mM d’urée, pendant 3,
6, 9 ou 24 heures (Kojimat al., 2007).
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B.2. Transport passif de l'urée

Le transport passif de I'urée est assuré par leimes intrinséques majeures (MIPs),
également appelées aquaporines. Ces protéineiefacie passage de I'eau et des petites
molécules neutres, au travers des membranes e&til85 MIPs répartis en 4 sous-classes
ont été recensées chérabidopsis. les protéines intrinséeques de la membrane ptasni
(PIPs), les protéines intrinseques tonoplastiquédPs], les protéines intrinseques
membranaires noduline-26-like (NIPs) et les petfiastéines membranaires intrinseques de
base (SIPs ; Forrest et Bhave, 2007).

Le criblage génomique des transporteurs putatifd’udée, montre I'existence de
quatre TIPs cheArabidopsis(AtTIP1.1, AtTIP1.2, AtTIP2.1, et AtTIP4.1) impligs dans le
transport de l'urée (Liet al., 2003b). Des membres de la sous-famille PIP et fidtiite
egalement le transport de I'urée (Dynowskial., 2008; Eckertet al., 1999). Les protéines
PIPs ont un canal relativement étroit et séleabifirpl’eau, permettant un passage lent de
'urée. Tous les canaux de type TIP et NIP trangmbrsuffisamment d’urée pour assurer la
croissance du mutant déficidtJR3 de levures, cultivées en présence d’'urée comnreeou
unique d’'azote (Dynowslgt al.,2008). Par une approche de complémentation héttrelde
mutant de transport de l'uré&cDUR3chez la levure, il a été par ailleurs montré e |
transporteurs AtTIPs sont insensibles a la conagatr en urée et au pH extérieur (laual.,
2003b). En parallele, I'expressitrétérologue du gendtTIP2.1dans I'ovocyte d&Xenopus
laevis accrofit I'accumulation dtfC-urée dans celui-ci indépendamment du pH exteams d
une gamme allant de 5 a 8, confirmant ainsi I'appeceffectuée par complémentation chez la
levure (Liu et al., 2003b). L'accumulation de l'urée dans I'ovocyte xdmope exprimant
AtTIP2.1, augmente de facon linéaire pour des concentsagonurée dans le milieu externe
comprises entre 0 et 30mM (Liet al., 2003b). Cette cinétique linéaire dépendante de la
concentration est typique du transport de subgbat un canal ionique et elle est
communément observée chez les transporteurs & &fiitité (LATS).

Les quatre protéines TIPAfabidopsis visualisées grace a la protéine de fusion GFP
(Green Fluorescence Protein), sont principalementlisées au niveau des tonoplastes.
Cependant, un signal de fluorescence de la protke-TIP apparait faiblement au niveau
de la membrane plasmique (Let al., 2003b). Les quatre protéines sont distribuées dans
'ensemble de la plante. Au niveau des racidd3|P1.1, AtTIP1.2 AtTIP2.], et AtTIP4.1
sont régulés a I'échelle transcriptionnelle pastitut azoté de la plante, et sont induits lors
d’'une carence azotée et pendant les premiers ¢leutd germination (Liet al.,2003b). Par
ailleurs, deux MIPs (At2g29870 et At2g34390) sopécfiguement induites par l'urée au
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niveau des racines et des feuilleAmbidopsis Cette induction est accompagnée d’un
préléevement de l'urée par les plantes, mais seulesieaucune autre source d’'azote n’est
présente dans le milieu (Mérigoet al., 2008). L'expression de TIP1.5, dans le tube
pollinique et sa localisation mitochondriale, suggégalement un réle des aquaporines dans
le transport de l'urée générée par I'action degit@ase au niveau des mitochondries (Sato
al., 2010).

C. Les ureases

Les uréases (amidohydrolases urée; E.C. 3.5.1/&) wo groupe d'enzymes tres
répandues dans la nature. Elles sont synthétissredgpnombreux organismes incluant les
plantes, les bactéries, les champignons, les algtidss invertébrés (Cort al., 2000;
Hirayamaet al., 2000; Mobley et Hausinger, 1989; Polacco et Ha¥879). Elles sont
€galement présentes dans le sol en tant qu’enzljiones ou liées aux particules colloidales
du sol. Leur fonction essentielle est de permedtre organismes d’utiliser I'urée comme
source d’azote pour leur croissance (Andreatvsal., 1984; Mobley et Hausinger, 1989).
L'uréase exerce une fonction catalytique aboutisaathydrolyse de I'urée en ammoniac et
dioxyde de carbone. La premiére étape est une diEtgpa enzymatique de l'urée en
ammoniac et carbamate. Ce dernier est ensuite apament hydrolysé formant une
deuxiéme molécule d’'ammoniac, et du dioxyde dearsl{fig. I-9A; Dixonet al.,1975). La
présence d’'un centre métallique dans son site, agtifrequiert deux atomes de nickel pour
son activation est la principale caractéristiquecmne a toutes les uréases (Dixanal.,
1975).

Toutes les uréases ont une structure trimérigubade. Chez les bactéries, chaque
unité de ce trimere est lui méme un hétérotrimerstitué de trois sous-unités : [UreA, UreB,
et UreC], formant une structure (UreABGvec un seul site actif (Carter al., 2009). En
terme de séquences et de structure, les uréaseplalges sont similaires a celles des
bactéries (Balasubramanian et Ponnuraj, 2010; Wfita., 2005), mais chez les végétaux, les
sous-unités UreA, UreB, et UreC sont fusionnéedaden colinéaire formant une seule
chaine polypéptidique d’environ 90kDa.

L'activité uréasique a été détectée chez de norsbseplantes (Hogaet al., 1983;
Witte et Medina-Escobar, 2001). C’'est une enzymiguiste, présente dans tous les tissus des
plantes, comme par exemple chez la pomme de teotar(um tuberosunet le soja Glycine
max Polacco et Winkler, 1984; Wittet al., 2001), et elle serait inductible par l'urée cheez |

riz (Oryza sativaMatsumoteet al.,1966), le haricot sabr€anavalia ensiformisMatsumoto
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Figure 1-9. Réaction de l'uréase (A) et modéle d’activation ldeéase chez les
plantes (B), impliquant la liaison des trois pmoé&s accessoires (UreD, UreF et UreG)
a I'apo-uréase, la carboxylation d'un site aatiindzeau de la lysine et l'incorporation
de deux atomes de nickel par site actif (Wittel, 10
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et al., 1968), et I'orgeHordeumvulgare, chez qui il existe différentes isoformes d’'uesas
(Chen et Ching, 1988). Par alilleurs, il est géménaint admis que l'uréase est cytosolique car
elle ne contient pas de cible subcellulaire apgarende peptide signal, et du fait que ses
protéines accessoires soient également cytosol{juite, 2011).

Le soja Glycine May, qui est la plante modeéle pour I'étude de l'ugga®ntient deux
uréases : une uréase embryon-spécifique codéeepgeneEul (Glymad5g27840; Meyer-
Bothling et al., 1987) et une uréase ubiquiste retrouvée danslésuissus et codée par le
gene Eu4d (Glymall1g37250; Toriskyet al., 1994). L’isoenzyme embryonnaire représente
0,2% a 0,5% des protéines totales de la graingpretactivité est 1000 fois plus importante
gue l'uréase ubiquiste (Goldragj al.,2003; Polacco et Holland, 1993). L’étude des mistan
des géene&ul etEuW chez le soja montre que la perte de l'activit€asique conduit a une
accumulation de l'urée dans les tissus végéetaaxdes nécroses aux extrémités des feuilles
(Stebbinset al.,1991). L’'uréase ubiquiste est a I'origine de liaskation de I'urée exogene et
du recyclage de l'urée dérivée du métabolisme gedate. Par ailleurs, les mutants de soja,
qui ne possédent pas duréase embryonnaire, nerpeéd aucune anomalie associée a
l'accumulation de l'urée. Par conséquent, il @éggéré que 'uréase embryonnaire n'a pas de
réle physiologique essentiel lié a I'hydrolyse dede (Stebbingt al., 1991). Des étudeas
vitro avec des cotylédons de pois (Lefal., 1979) et des plantules de soja (Stebbins et
Polacco, 1995; Thompsoat al., 1977) indiquent que cette uréase ne joue aucum rol
nutritionnel et n’est pas impliquée dans l'assitiola de I'azote uréique. Il a été suggéré que
cette isoenzyme serait impliqguée dans la défenseldates (Polacco et Holland, 1993). La
blessure de I'embryonmmature géneérerait la libération d’arginase pagrdéation des
mitochondries. L'urée issue de I'action de 'argiaaserait alors hydrolysée par l'uréase puis
convertie en ammoniac, qui serait toxique pourclesmpignons et certains insectes (Carlini
et Polacco, 2008; Follmet al.,2004).

D. Les protéines accessoires de I'urease
L’activation des uréases constitue un processuplex@. Pour les apo-uréases des
bactéries et des plantes, la participation de @lusi protéines accessoires, ainsi que la
présence de nickel, est indispensable afin de forame uréase active (fig. 1-9B). Ces
protéines semblent agir comme des protéines chapescuréase-spécifiques (Mobletyal.,
1995). Le processus d'activation le mieux carasdéest celui dKlebsiella aerogeneQuatre

protéines accessoires (UreD, UreF, UreG et UrelBl s@cessaires pour l'activation de
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'uréase, impliquant la carboxylation d'un siteifade lysine et I'incorporation de deux atomes
de nickel par site actif, qui sont liés a la lyspa un groupe carboxyle (Mobley al.,1995).

L’apo-uréase (codée par les géngsA, ureB, et ureC) forme un complexe avec
UreD, le complexe U-UreD (uréase-UreD) qui peuwb@ ®ur se lier a UreF, puis le complexe
U-UreDF est capable de se lier avec UreG formamdiain complexe stcechiométrique U-
UreDFG, pouvant étre isolé a partir de cellulestivéés en absence de nickel (Park et
Hausinger, 1995). Enfin, la protéine UreE auraitréle dans le transfert du nickel vers le
complexe U-UreDFG (Sorianet al., 2000). Aprés formation du complexe U-UreDFGE,
I'hydrolyse du GTP, effectuée par la protéine Ure&,requise pour l'activation de l'uréase
(Soriano et Hausinger, 1999). Le complexe se disstsuite, libérant 'uréase active.

Les plantes semblent ne pas posséder de géne tardsges similitudes avec celui de
UreE chez les bactéries (Witke al., 2005). La fonction de la protéine chaperonne Weg
bactéries pourrait étre assurée par la protéin€&Ufig. 1-9B; Witte, 2011). Comparée aux
protéines UreG des bactéries, celles des plant#genaent une extrémité N-terminale riche
en résidus histidine et aspartate qui vont fixaritdel (Witteet al.,2001). L'identification de
la protéine Eu3 est la premiere preuve fonctioene# la présence des protéines accessoires
de l'uréase chez les plantes. Le mutdfd3 de soja déficient en protéinareG
(Glymad2g20690) est caractérisé par I'absence des detivités uréasiques, ubiquiste et
embryonnaire (Freyermutlet al., 2000). ChezArabidopsis un ensemble de protéines
accessoires de l'uréase a été identifie. L'étudend&ant knockout dirabidopsispour UreD
(At2g35035), UreF (At1g21840), UreG (At2g34470uetase (Atlg67550), et la perte d’'une
seule de ces protéines provogue une perte devitéctit ces mutants sont alors incapables de
croitre sur de l'urée (Wittet al., 2005). Il semblerait que UreF et UreG forment wyau
catalytique structurellement conservé, nécessaitactivation de l'uréase, alors que UreD

permet la fixation de ce noyau a l'uréase (figH: Witte, 2011).

E. Sources métaboliques de 'urée
Dans les cellules végétales, les uréases particienmeétabolisme des composés

azotés (Follmer, 2008; Wargg al., 2008). En plus de sa provenance du milieu extérieu

l'urée est un composé intermédiaire important tastilde deux processus métaboliques : la
dégradation de I'arginine par les arginases (Zehial., 1995), et la dégradation des purines
et des uréides (Toddt al., 2006; Winkleret al., 1988). En combinaison avec l'arginase,

l'uréase participe a l'utilisation des réservest@iques des graines lors de la germination
(Thompson, 1980).
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Le catabolisme de l'arginine par l'arginase (L-Amidinohydrolase; E.C. 3.5.3.1)
dans la mitochondrie génére l'ornithine et I'uréig.(I-10). L’ornithine est ensuite convertie
en glutamate par le métabolisme mitochondrial (kKwetcal.,2008). L'urée est exportée vers
le cytoplasme probablement par des aquaporines € al., 2010), puis hydrolysée par les
uréases cytosoliques en ammonium. Ce dernier sishis par la glutamine synthétase (GS1
cytosolique). L'azote contenu dans la moléculegifane est incorporé dans la glutamine par
cette réaction, l'uréase jouant un réle majeur damaobilisation de cet azote. L’arginine est
également un précurseur pour la biosynthése dgsmpoies, molécules impliquées dans la
croissance, le développement et les réponses aess stbiotiques (Martin-Tanguy, 2001).
Beaucoup de graines de fabacées sont riches enaréma, un acide aminé structurellement
proche de l'arginine et impliqgué dans la défensepdantes (Rosenthal, 2001). Ce composé
peut également étre dégradé par l'arginase enimaretl en urée (Dabkt al., 2006). Le
catabolisme de l'arginine est central pour la reitigattion de I'azote des tissus sources. Chez
les arbres, I'arginine est un acide aminé imporfanir le stockage et le transport de 'azote
(Rennenberget al., 2010). Il est également le métabolite majeur dekstge de I'azote dans
les graines de plusieurs espéces végétales (Vametid,1967). La biosynthése de l'arginine
au cours du développement de la graine s’effeaurivgeau des plastides (Slocum, 2005).

Lors de la germination, I'activité arginase augiee(Caoet al., 2010; Goldraij et
Polacco, 1999) et I'arginine est dégradée au niwkala mitochondrie (Goldraij et Polacco,
2000; Polacco et Holland, 1993). L'importance degdase dans le recyclage du N-arginine
durant la germination a été mis en évidence (Zatial., 1995). ChezArabidopsis la
germination des graines est inhibée lorsqu’elled smitées avec un inhibiteur d’'uréase, et
cette inhibition est levée par I'ajout d’'une ausmirce azotée. L'urée s’accumule aussi dans
les feuilles sources des plantes agées, probabteggéaarée par la dégradation des protéines
et de l'arginine lors de la remobilisation de I'tzadlans les tissus en sénescence (Geratdas
al., 1999).

Le second processus majeur de la production dehée les plantes est le catabolisme
des uréides, principalement l'allantoine et l'alate (fig. [-11). lls sont issus de la
dégradation des purines qui sont des composés iqugan tres riches en azote et
structurellement proches de l'urée (Mufezal., 2006). Les uréides sont une forme majeure

du transport de I'azote chez certaines fabacées.
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lll. Fertilisation azotée et questions environnemetales

Mal maitrisée, la fertilisation perturbe forteméahsemble du cycle de I'azote.
Les pertes d'azote du systeme sol-plante via laidbion, le ruissellement ou I'érosion se
produisent lors d’'une mauvaise synchronisationedfdffre et la demande en N couplée a des
pluies excessives ou des irrigations. L'importaetative de chacune de ces pertes varie d'un
site a l'autre et d'année en année. Sous les slimat les précipitations dépassent
I'évapotranspiration ou dans le cas des champmrési les pertes par lixiviation peuvent étre
considérables. Enfin, la perte d'azote par voiegse constitue le mécanisme dominant dans
beaucoup d’agrosystemes. Les processus de peltenhda volatilisation, la nitrification et
la dénitrification, et ont pour résultat le dégagetd’ammoniac (Ng), de monoxyde d’azote

(NO), de protoxyde d'azote () et du diazote (N dans l'atmosphére.

l1l.1. Les émissions atmosphériques d'oxydes d'amet d'ammoniac

- Emission d’'oxydes d'azote (8, NO)

Le N,O est un des gaz dits a effet de serre, constitG&ntde l'effet de serre
anthropique, et contribuant par ailleurs a I'épuiset de la couche d'ozone stratosphérique.
Le NO joue également un rble important dans la @hiaimosphérique en participant a la
régulation de I'équilibre d'oxydation de I'atmosghéDans I'atmosphére, le NO s'oxyde en
peroxyde d'azote (N Les retombées d’oxyde d’'azote (sous forme deehNG,) participe
a l'acidification et a I'eutrophisation des écosysts.

Les sols agissent en méme temps comme sourcesitetdeuNO et de NO. La
production et la consommation de ces deux éléndanis les sols impliqguent des processus
biotiqgues et abiotiques et de nombreux groupes d®ororganismes contribuent a la
production et a la consommation deNet de NO. La nitrification et la dénitrification
biologiques sont les processus dominants implig(Bemner, 1997), mais seule la
dénitrification est considérée comme un élémentifigitif de consommation biologique
pour le NO et le NO (fig. I-12). Environs 0,5 a 0,8% de Béz apporté par la fertilisation
sont perdus sous forme de NO (Veldkamp et Kell®97) et 0,8% sous forme de®
(Mosier et al., 1998). Ces valeurs sont nettement inférieures aplies émises lors de
l'application de fumier. Lintensification de l'agulture, le labour ainsi que I'élevage
accroissent le stock d’'azote du sol augmentant krgotentiel d'émission d'oxydes d'azote.
La formation de MO et de NO dépend fortement de I'humidité du sotshjue le remplissage
en eau des pores du sol est en dessous de 50¥priregpalement le NO qui est produit par

le processus de nitrification. Entre 50 et 80%planation de NO par dénitrification devient
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importante, et a partir de 75%, la formation duzdta (N) par dénitrification est la plus

dominante (Bouwman, 1998). Les facteurs les plysomants pour la formation d’oxydes

d’azote sont la disponibilité de N, la températanesi que la décomposition de la matiére
organique (Stevenson et Cole, 1999).

Les pertes d’azote par dénitrification peuventiathe 15% des intrants azotés et sont
plus importantes dans les prairies ou lorsqu’'unnédpge de fumier est effectué (von
Rheinbaben, 1990; Mosiat al., 2002). Lorsque les températures sont élevées etlagu
teneurs en eau et en BQIu sol sont importantes, les pertes peuvent allegu’a 1 kg
d’'N/hal/jour (Peuple®t al., 1995). Meisinger et Randall (1991) montrent égaleihque les
pertes peuvent représenter de 2 a 25% des engpasiés dans les sols bien drainés contre 6
a 55% lorsque les sols sont mal drainés.

- Emission d’'ammoniac (NH

L’ammoniac dégagé par volatilisation est le priatigacteur d’origine agricole
responsable de la pollution atmosphérique avecamebreux impacts. Il est constamment
formé dans les sols en raison de la dégradatidodgipe des composés organiques et des
engrais minéraux et organiques apportant du'NBlans I'atmosphére, le Nkeutralise une
grande partie des acides produits par des oxydssufee et d'azote. Une grande proportion
d'aérosols atmosphériques, agissant comme des xal@wondensation des nuages, se
compose de sulfate neutralisé a des degrés divars I'@mmoniac. Les retombeées
atmosphériques raménent la plus grande partie dy &Nk surface de la terre, ou elles
peuvent contribuer a l'acidification et a l'eutrigalion des écosystémes. Globalement, les
pertes de N du sol par volatilisation de I'ammon@u été estimées a 54 millions de
tonnes/an et 75% sont d’origines anthropiques ¢8uét al., 1998). L’'ammoniac est
également un métabolite des tissus végétaux, glideses peuvent contribuer aux émissions
ammoniacales avec des pertes pouvant aller justigaN/ha, ceci varie en fonction de la
teneur en azote des résidus. L’épandage de lislercavité d’élevage constituent également
une source importante d’ammoniac, 30% de l'azae @es urines et des fécés peuvent étre
perdus sous forme d’Nd L’autre source majeure est I'application en stefales engrais
uréiques, et d’autres fertilisants contenant du,NIFtant I'engrais le plus utilisé dans le
monde (cf. 11.3), l'urée contribue aux trés impotes pertes ammoniacales, surtout si elle est
appliguée en surface (tableau I-1). Cette volatilis résulte de I'hydrolyse rapide de l'urée
en NH; et en CQ par les uréases du sol. Il s’en suit une augmientaiu pH du sol et une

accumulation de NiH et de NQ.
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Tableau I-1. Pertes gazeuses a partir de différents types engpportés a 200 kg
N/ha en fonction de la profondeur d’enfouissenfelofman et Van Cleemput, 1995).

Fertilisation Profondeur Pertes N (%)
(cm)

Ammonium sulfate 0 37,3
2 3,8
4 0,5

Ammonium nitrate (AN) 0 12,3
2 1,3
4 0,7

Urée (U) 0 30,8
2 6,1
4 0,6

Solution UAN" 0 20,4
2 3,9
4 0,5

*Solution urée ammonium nitrate (50% U + 50% AN)
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L’ammonium dans le sol se trouve en équilibre dieaomoniac de I'air (fig. I-13). La
volatilisation correspond au transfert de I'azoten@oniacal présent sous forme gazeuse a la
surface du sol vers I'atmospheére. La vitesse da (régulant les échanges entre le sol et I'air),
la température et le pH de l'eau de la solutionsdlou de l'eau d'irrigation sont des
déterminants importants. Les pertes d’azote issleeBurée par volatilisation ammoniacale
sont favorisées dans les sols a pH élevé, aveaible fpouvoir tampon, et par les fortes
températures (Hofman et Van Cleemput, 1995). Eticodier, le pH affecte I'équilibre entre
NH;" et NH;, de sorte que la concentration relative de;ldkigmente de 0,1% a 1, 10 et 30%
guand le pH passe respectivement de 6 a 7, 8 dfig. 9.14; Courtet al., 1964). D'autres
variables telles que la capacité d’échange catimn{GEC, du fait qu’elle fixe les ions NH
chargés positivement), le niveau d'activité declise (dans le cas de l'application d'urée, ou
d'urine), I'humidité disponible, la texture du sk, taux de nitrification et la présence de
plantes ou de résidus de plantes, influencent égailela volatilisation du Nk

Compte tenu de l'importance des pertes d’N partiisiation, des recherches ont été
menées afin trouver des méthodes efficaces et aiqnes permettant de contrdler les pertes
ammoniacales. Ainsi, le recours a l'utilisation dekibiteurs d’'uréases, I'enrobage des
engrais avec des sulfures afin de ralentir lewgsgié de dissolution, I'acidulation des engrais
ou le traitement des fertilisants avec des selguelle CaGlou le KCI permettent de réduire
ces pertes d’'N par volatilisation (Bremner, 1998d&y et Sharma, 2000). Ces approches ont
fait I'objet de plusieurs travaux de recherchesestsont toutes avérées efficaces dans des
conditions bien particuliéres. Cependant, un giaté&tét a été porté durant ces dix dernieres
années aux approches visant a réduire les émisamnsoniacales grace a l'utilisation des

inhibiteurs d’'uréases (cf. IV.3).

[11.2. Le lessivage du nitrate

Le nitrate (NQ) issu des engrais ou du processus de nitrificati®r’ammonium
(NH4") des engrais ou de la matiére organique du sodugest au lessivage constituant ainsi le
facteur prépondérant de la pollution des aquif@aasl’azote et I'eutrophisation des milieux
aguatiques, océaniques ou continentaux. La quastit€intensité des précipitations, la
guantité et la fréquence de lirrigation, I'évapospiration, la température, la texture et la
structure du sol, le labour et les pratiques calas, la quantité et la forme de I'engrais azoté
utilisé sont des parametres influencant les quemtie N@ présentent dans le sol et leur
lessivage vers les eaux souterraines (Asselin,)192@3 sols Iégers et sablonneux présentent

un risque de lessivage plus important que les agjgdeux. Les sols sous cultures horticoles
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sont également susceptibles de lessiver du nigrataison de leur perméabilité, de la période
de présence du couvert végétal qui est relativemaunte, et de l'intensité du travail du sol
qui favorise la minéralisation (Zillioet al., 1990). Deux fractions peuvent étre distinguées:
'azote dissout et I'azote adsorbés par les pdescdu sol. En raison de sa forte solubilite,
I'azote dissout se trouve souvent en petites guésntians les eaux de ruissellement, et en plus
grandes quantités dans les eaux souterraines. ilRarrsa de grandes quantités d’azote
adsorbé par les particules du sol (en particulaaote organique et le NH peuvent étre
transportées lors de I'érosion des terres. Ceeadnt, avec les pertes par lessivage,
responsables de I'eutrophisation des eaux de surfac

Les concentrations naturelles de nitrate dansdeg souterraines sont généralement
inférieures a 1mg/L d'eau, mais de nombreusesitgstiiumaines ont pour effet d'augmenter
leur concentration dans l'eau et le sol. La palutazotée retrouvée a de plus grandes
profondeurs peut étre la conséquence d'actionsitddéacing, dix voir vingt ans (Zillioxet
al., 1990). En France, le Service Central des EnqutEsudes Statistiques (SCEES) estime
gu'au moins 55% des apports d'azote proviennetagleculture, 35% des rejets domestiques
et 10% des rejets industriels.

Réduire les pertes de nitrate nécessite par all@ne approche intégrée impliquant le
développement et l'adoption des bonnes pratiquésrales afin d’optimiser I'efficacité
d'utilisation de l'azote par les plantes pour unedpction optimale, tout en minimisant les
risques de lessivage. L’objectif est d’empéchearclaiulation de I'azote minéral dans le sol
qui excéderait les besoins des plantes, en paeiallrant les périodes de draina@eitre les
méthodes dites d’agriculture de précision, I'une sl@utions actuellement envisagées pour
réduire le lessivage du nitrate repose sur I'atiien d'engrais a libération lente, ou encore
I'utilisation des inhibiteurs de la nitrificationads le sol, qui ont pour action de retarder la

nitrification de 'ammonium des engrais (cf. IV.2).

IV. Stratégies pour limiter les risques environnemstaux
Les bonnes pratiques culturales et la gestion @iirdes engrais doivent avoir pour
objectif d'éviter les excédents de nutriments densol. Cela permet d'accroitre I'efficience
d'utilisation des nutriments par les plantes end@miser les risques environnementaux.
L’efficience d'utilisation de I'azote (EUA) peutrétdéfinie comme la quantité d’azote
prélevée par les plantes et les cultures pendantertaine période de temps par rapport a la
guantité d’azote disponible dans le sol ou appkqdarant cette méme période. Améliorer

'EUA en agriculture a été la préoccupation majedrgant des décennies (Dobermann,
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2005), et de nombreuses technologies ont été dgweds pour atteindre cet objectif. Les
types d'engrais et leur gestion dans I'agricultant partis des mesures destinées a améliorer
I'équilibre global du cycle de l'azote a court elbag terme, et la tache la plus importante
pour l'avenir est d'améliorer d’avantage I'EUA (@ral996), car une part importante de
I'engrais azoté (50 a 60%) est perdue pendantékadfapplication. Pour ce faire, l'industrie
des fertilisants, en particulier des engrais azdédiscontinuellement face au défi d’améliorer
ses produits pour augmenter l'efficacité de leilisation par les plantes et de minimiser les
eventuels effets négatifs sur I'environnement. sti réalisé soit par I'amélioration des
engrais existants, ou via le développement de raawvéypes d'engrais spécifiques (Maene,
1995; Trenkekt al.,1988).

Un "engrais idéal" protége les nutriments contsepgeocessus de dégradation et les
rend disponibles pour les cultures. Les caractguss d'un tel engrais sont :

e Seule une application durant toute la saison deureuldoit étre effectuée afin de

fournir la quantité nécessaire de nutriments por aroissance optimale.

 Un minimum d'effets néfastes sur les milieux (s&hu et atmosphere) doit étre

observeé.

La figure I-15 donne une description schématiqueladdibération des éléments
nutritifs d’'un engrais idéal dont le prélevemertt®sschronisé avec la demande des plantes.
Les technologies pour la mise au point de ce tyjmgilais comprennent deux
stratégies principales, reposant sur I'utilisation
 d’engrais a libération lente et contrélée, avec libération des nutriments sur

plusieurs mois,

e d’engrais stabilisés (engrais associés aux inhilstede nitrification ou d'uréase),

retardant soit la nitrification de I'ammonium olyldrolyse de I'urée.

IV.1. Engrais a libération lente et contr6lée

Un engrais a libération lente et controlée estngras contenant un principe nutritif
sous une forme qui retarde sa libération et solisatibn par les végétaux aprés son
application, ou qui prolonge sa disponibilité pées plantes pendant une période de temps

plus longue que dans le cas d'un engrais dont lémedts nutritifs sont rapidement
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disponibles, comme le nitrate d'ammonium, l'uréephiosphate d'ammonium ou le chlorure

de potassium (AAPFCO, 1997)e principe général de cette libération lente ontic@dée

repose sur des mécanismes et des caractéristipiregques et physiques particuliers; il

s'agit notamment de contréler la solubilit¢ daeau’ de la molécule par des revétements

protecteurs semi-perméables, des occlusions, depas®es protéiques, ou d’autres formes

chimiques pour contréler I'entrée d'eau et la &ién des éléments nutritifs afin qu’elle soit

synchronisée avec les besoins de la plante (Faijié, 1992).

Shaviv (2005) a proposé la classification des asgréibération lente et contrélée suivante:

Engrais a libération contrélée par une barrieresglue, sous forme de granules
enrobés par des polymeéres hydrophobes ou sous fdenmeatrice, dans laquelle le
matériau actif soluble est dispersé dans un camtmigui limite la dissolution de
I'engrais (fig. 1-16). Ces revétements sont des/mpétes de nature organique ou
minérale. Il existe trois principaux groupes d'engrenrobés basés sur les matériaux
de revétement suivants: le soufre, des polymeresrfypris les polymeéres de cire), et
la polyoléfine. Le polymere utilisé dépend prindgraent de ses propriétés chimiques
et physiques, et de son codt. L'urée enrobée dees@ulphur-coated urea : SCU) est

I'engrais a libération controlée le plus importdahs cette catégorie.

Les composés azotés organiques a faible solubdjiié peuvent étre subdivisés en
produits a décomposition biologique, généralemaseb sur des condensats d’urée-
aldéhyde, tels que l'urée-formaldéhyde (UF), girexuits a décomposition chimique,
tels que lisobutylidéne-diurée (IBDU). Le mécanesnde libération se fait par
I'hydrolyse progressive des IBDU en urée, qui esiuée transformée par les bactéries
du sol en ions ammonium, puis en nitrate. Enfincyalo diurée (CDU) qui se
décompose dans le sol par hydrolyse microbienneent@érature, I'humidité du sol et
I'activité biologique affectent le taux de libéoatiet sa dégradation est plus lente que
celle des IBDU, méme dans les sols acides.

Les composés minéraux a faible solubilité, tels dee "metal ammonium
phosphates” (par exemple le magnésium phosphatendaium, MgNHPQO,), et la
roche phosphatée partiellement acidifiee (Partidlyidulated Phosphate Rock -

PAPR), qui sont caractéristiques de ce type d’eésg@riéibération lente.
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Les produits azotés a décomposition biologique @trahienne, comme l'urée-
formaldéhyde (UF), sont communément appelés desiisng libération lente, alors que les
engrais encapsulés sont considérés comme des adibération contrélée. Dans le cas des
engrais a libération lente, la libération des muemts dépend principalement du sol et des
conditions climatiques, et elle ne peut pas étéelipe. Avec les engrais a libération controlée,
le schéma de libération, la quantité et le temps@et étre prédits dans une certaine limite.

L'utilisation d'engrais a libération lente et cdtée diminue les pertes d'éléments
nutritifs et améliore l'efficience d’utilisation dé&azote (EUA). lls réduisent eégalement les
risques de toxicité, en particulier au moment dmise qui peuvent résulter des fortes
concentrations en ions issus de I'hydrolyse d’eisg@nventionnels, donnant ainsi la
possibilité d’augmenter sensiblement les quantitémngrais et de réduire leur fréquence
d’application. 1l en résulte une plus grande comiéodd'utilisation des engrais et
d'importantes économies de main-d'ceuvre, de teingereergie. Ces facteurs constituent le
plus grand avantage pour la majorité des consonursagetuels des engrais a libération lente
et contrélée (Trenkel, 2010). Cependant, le prixfat@ication de ce type d’engrais reste
relativement plus élevé que les engrais minéraassajues (Lammel, 2005). En Europe,
Seulement 8% de ces produits sont appliqués ig), les jardins, le gazon et les pépinieres

étant les principaux segments du marche.

IV.2. Lesinhibiteursdelanitrification

Les inhibiteurs de la nitrification sont des comgmsqui retardent ['oxydation
bactérienne de I'ammonium (NH en nitrite (NQ) dans le sol (premiére étape de la
nitrification) pour une certaine période de temps réduisant l'activité des bactéries
Nitrosomonas. La deuxieme étape de la nitrification n'est eanqgipe pas affectée (Amberger,
1996).

A. Caractéristiques et modes d’action des inbibi& de nitrification
Comme le montre la figure I-18, les enzymes amnmanimonooxygenase (AMO) et
I'hydroxylamine oxydoréductase (HAO) jouent un réf@portant dans I'oxydation de NH
en NQ . La plupart des inhibiteurs de nitrification déygbés pour les applications agricoles,
ciblent la voie enzymatique AMO. L’hydroxylaminéi] s'accumule, devient toxique pour les
bactériesNitrosomonas, la voie HAO est donc rarement ciblée (Arp et 15te1003). Le

mécanisme de base d’un inhibiteur d'une enzymeseegor le principe d’'une inhibition
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Figure [-18. Réactions enzymatiques catalysées par I'ammoniwmonxygenase
(AMO) et I'hydroxylamine oxydoréductase (HAQO) cheditrosomonas europea
(adapté par McCarty, 1999).
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durable, ou linhibiteur forme un complexe stableal'enzyme qui l'inactive de facon
permanente.

L’intérét d'utiliser des inhibiteurs de la nitrifition est de réduire les pertes de nitrate
par lessivage ou, de facon indirecte, réduire lesssions d'oxyde nitreux @0) par
dénitrification en maintenant plus longtemps l'a&zotous sa forme ammoniacale et
d’augmenter par ailleurs l'efficacité de son uéitisn par les plantes. Les ions ammonium,
retenus par le sol, sont peu mobiles contrairenantitrate qui est facilement lessivé
(Amberger, 1993b). Ces pertes par lessivage dépemldela concentration en nitrate de la
solution du sol (Shaviv 2005). L’ajout d'un inhdair de la nitrification aux engrais azotés va
diminuer la concentration en nitrate et donc résllés risques de lessivage ainsi que les
pertes par dénitrification.

Des études montrent également que les inhibieila nitrification ont un effet sur
la suppression des émissions de méthane;(Bibnson et Mosier, 1993, 1994). Ce dernier
est un gaz a effet de serre, produit lors de ladatation microbienne de la cellulose dans des
conditions anaérobiques. L'utilisation conjointeendrais azotés et des inhibiteurs de
nitrification, permet de réduire le nombre d’apgtion de fertilisants, donc une économie
d’argent et de travail sans augmenter les perse®i#, mais aussi une meilleure mobilisation
et absorption de phosphate et de micronutrimemarér de la rhizosphére (Rahmatullah
al., 2006; Sarker et Jones, 1982). Elle favorise pieuas la nutrition ammoniacale, dont
'absorption et I'assimilation présentent un failolelt énergétique, et donc une alimentation
mixte (nitrate d’ammonium) qui conduit & une meitie productivité (Amberger, 2008a).
L’'absorption et l'assimilation de I'ammonium ont wffet positif sur la synthese des
polyamines, des cytokinines et des gibbérelliness teneurs en nitrate des plantes sont
réduites, et la qualité nutritionnelle des léguneésdes plantes fourrageres est améliorée
(Montemurroet al.,1998; Pasdat al.,2001a,b).

Enfin, dans les prairies, et les prairies paturéesparticulier, il n’existe aucune
pratique culturale qui permet de réduire les pedtagote provenant du sol et des fumiers.
L'application réguliére d'un inhibiteur de la rfitration est donc la méthode la plus
prometteuse pour limiter ces pertes.

Ces aspects environnementaux positifs, montremhpbirtance de ['utilisation
d'inhibiteurs de la nitrification. La réduction deertes d'azote protége non seulement
I'environnement, mais conduit également a une auotatien de l'efficacité d'utilisation de
'azote (EUA) en accroissant les rendements detrad (fig. 1-19), notamment dans les

zones écologiqguement sensibles. En effet, I'implastinhibiteurs de nitrification est difficile
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(Trenkel, 2010).
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a prévoir et leurs effets positifs sont davantalggeovés lorsqu’ils sont appliqués a des sols
riches en azote ou les pertes d'azote, dues anvdgsset a la dénitrification, sont importantes
(Edmeades, 2004). Par ailleurs, plusieurs factgmgsiques, chimiques et biologiques
déterminent l'efficacité des inhibiteurs de nitdfiion lorsqu’ils sont appliqués au champ.
Pour qu’ils soient efficaces, les inhibiteurs dé&ifcation doivent conserver a la fois leur
persistance et leur activité. Certains facteurduémicant l'efficacité des inhibiteurs de
nitrification sont reportés dans le tableau I-2. fagon générale, ces inhibiteurs présentent
une meilleure efficacité dans les sols a textugéne, pauvres en matiére organique et lorsque
les températures sont basses. En revanche, ilsnsoins efficaces dans les sols a texture
lourde, riches en matiere organique et lorsquéckapératures sont élevées (Sahrawat, 1980b;
Sahrawat et Keeney, 1985).

L'utilisation des inhibiteurs de nitrification datiagriculture présente par ailleurs des
limites et un certain nombre de contraintes. Let c&$ inhibiteurs de nitrification constitue
environ 25 a 30% du col(t des engrais azotés. Deés pmur que leur utilisation soit
économiquement rentable, les pertes moyennes d'azloing terme doivent dépasser 40 a 50
kg-N ha' (Nelson et Huber, 1980). Cependant, plusieurs estutiontrent des résultats
contradictoires quant a 'augmentation rdmdement et de I'EUA. En effet, certaines plantes
sont sensibles a une alimentation ammoniacaletestdt peuvent présenter des signes de
toxicité lorsque les niveaux d’ammonium sont élevéss inhibiteurs de nitrification ne
seraient donc pas adaptés pour ces cultures (Sathra®@80b). Associés a des engrais, ils
peuvent favoriser, dans certains cas, la voldtitieade I'ammoniac (Davies et Williams,
1995; Nastret al.,2000; Gioacchinet al.,2002). Cela nécessite donc leur incorporation dans
le sol immédiatement ou peu apres l'applicatioriorSée type d'inhibiteur de nitrification,
l'activité des bactéries du sol peut étre inhibéadant une longue période de temps. Ces
inhibiteurs peuvent donc avoir une action bactdei@t étre considérés comme néfastes pour
'environnement, méme si elle est circonscrite darngone ou l'inhibiteur de nitrification est

appliqué (Trenkel, 2010).

B. Types d'inhibiteurs de nitrification disporéblsur le marché
De nombreux composés ont été brevetés et proposégsne inhibiteurs de
nitrification mais seulement quelques-uns ont é&tés dans des conditions de champ et
approuvés pour leur efficacité dans le controldadeitrification dans le sol et utilisés, dans
une certaine mesure, aux Etats-Unis, en Europel etapon (tableau I-3; Subbarab al.,

2006). Le Nitrapyrin, le 2-amino-4-chloro-6-metipg¥imidine (AM), le Dicyandiamide
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Tableau I-2. Facteurs déterminant l'efficacité des inhibitedesnitrification dans le

sol (d'apres Keeney, 1986).

Facteurs

I. Propriétés de l'inhibiteur

a. Solubilité dans I'eau

b. Volatilité

c. Adsorption par les colloides
(argiles et matiére organique)

d. Stabilité (taux de dégradation)

Il. Propriétés physico-chimiques du sol

a.lLepH

b. Richesse en matiére organique (MO)

c. La porosité

d. Azote du sol issus de la minéralisation
de la MO

lll. Propriétés biologiques du sol

a. Population des bactéries nitrifiantes

b. Niveau du carbone du sol

IV. Facteurs abiotiques

a. Température

b. Eau

Remarques

e Détermine les modalités d'application et le
lessivage de l'inhibiteur

¢ Détermine le mouvement de l'inhibiteur dans le sol
¢ Limite le lessivage et de mobilité dans le sol

¢ Persistance de l'inhibiteur dans le sol

¢ Affecte la stabilité et la solubilité de l'inhibiteur

e Affecte I'adsorption de I'inhibiteur, sa mobilité
et sa stabilité

e Affecte les niveaux d'oxygéne du sol, I'activité
nitrifiantes ainsi que la volatilité de I'inhibiteur

¢ La minéralisation de la MO est par fois pas
empéchée par l'inhibiteur

o Affecte I'efficacité de l'inhibiteur. Une activité

nitrifiante  élevée  nécessite  d’importantes

concentrations en inhibiteur, dont l'efficacité est

modulée par la diversité génétique des souches de

Nitrosomonas.

o Affecte les bactéries hétérotrophes et le taux
d'immobilisation de I'ammonium

e Les inhibiteurs sont plus efficaces a basses
températures. De nombreux inhibiteurs sont
biologiqguement instable a des températures
supérieurs a 15°C

¢ Affecte I'activité nitrifiante, la mobilité de l'inhibiteur
et I'aération du sol
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(DCD), et plus recemment le 3,4-Dimethylpyrazol-gppitate (DMPP), sont les principaux
composés commercialisés et utilisés dans l'aguilaujourd’hui (tableau I-3; fig. 1-20).
D’autres composés ont une utilisation restreinteegétaines régions. Un inhibiteur de
nitrification doit présenter certaines caractégiséis : une facilité d'application, une
persistance, une stabilité et efficacité sur degles périodes et a des températures

relativement élevées. Différents inhibiteurs pedvére distingués :

- Le Nitrapyrin _[2-chloro-6-(trichloromethyl) pyridine] , appartient au groupe des

composeés organiques chlorés. Il est produit exatusent par Dow Chemical Company aux
Etats-Unis et distribué par Dow Agro Sciences deusom commercial N-Ser¥e C'est le
premier inhibiteur de nitrification a avoir été appvé par I'’Agence de Protection de
'Environnement (APE). Son utilisation est autoeigmur trois cultures : le mais, le sorgho et
le blé (Dow Agro Sciences, 200et inhibiteur a été largement utilisé comme sisditibur
d’azote en Amérique du nord. Il peut étre mélanggc lusieurs types d’engrais tels que le
sulfate d'ammonium, le nitrate d'ammonium, l'urkss, solutions urée-ammonium-nitrate
(UAN), et lI'ammoniac anhydreCependant, en raison de sa volatilité (tableau, II8)
« Nitrapyrin » est incorporé dans le sol a une gmidéur d'au moins 5 a 10 cpendant ou
immédiatement aprés l'application de I'engrais. Afats-Unis, il est surtout appliqué par
injection dans le sol en combinaison avec l'amnwraahydre. La dose d'application
recommandée est de 1,4 a 5,6 I/ha. (McCall et SWEi8; Slangen et Kerkhoff, 1984).
Sur des cultures pures Ni&rosomonas europaese Nitrapyrin, utilisé a la concentration de 1
mg/kg de sol, inhibe de fagon efficace la nitrifioa (Zacheri et Amberger, 1990). En outre,
cet inhibiteur n'a pas d’effet sur le groué@robacterdes bactéries du sol.
L'action inhibitrice serait donc spécifique au greWNitrosomonas(Goring,1962a,b). Des
études d’'incubation en laboratoire, montrent égatgngque sur plusieurs types de sols testés,
le « Nitrapyrin » (lorsqu’il est utilisé a la terrede 2 mg/kg de sol) peut inhiber le processus
de nitrification pendant 6 semaines (Goring, 196Rd.a décomposition du « Nitrapyrin »
dans le sol est complete au bout de 30 jours. Cepen il est plus stable dans
les sols frais. Son utilisation est donc recommangdé'automne ou une fertilisation azotée
pratiguée sans inhibiteur se traduit par des pem@®rtantes d’azote, notamment dans les
sols a texture légere.

Un nouvel inhibiteur appelé Instid contenant le « Nitrapyrin » comme substance
active vient d’étre récemment mis sur le marchéesll utilisé avec les solutions urée-

ammonium-nitrate (UAN) lors des applications pnméses et automnales. C’est une
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Tableau [-3. Principaux inhibiteurs de nitrification utilisés egriculture (Subbaraet al.,
2006).

Nom (Chimique, commercial) Solubilité dans I'eau (g/I) Volatilité Mode d’application
2-ch|oro-6-_(tr|chI?romethyl) pyridine 0,04 (3 20°C) Haute Injection da'ms le so! en combinaison
(Nitrapyrin; N-Serve) avec I'ammoniac anhydre
2-amino-4-chloro-methyl-pyrimidine 125 (3 20° Haute En revétement sur des engrais azotés
(AM) 25 (220°C) solides
Dicyandiamide 23 (313° Faible En mélange avec I'urée ou autre
(DCD) (213°C) engrais solide
3,4-Dimethylpyrazol-phosphate Faible En mélange avec I'urée ou autre
(DMPP) i engrais solide
Inhibiteurs de la nitrification
[’?Q{ = N
.--'f ":j\'a | JJ\
c N CCls a N NHz
[2-chloro-6-(trichloromethyl) pyridine]-(Nitrapyrin) 2-amino-4-chloro-6-methyl-pyrimidine (AM)
H 2N\‘- i N‘-\.
MH . HyPO
},}— Nl—| — 3y
HN CN
Dicyandiamide (DCD) 3,4-Dimethylpyrazol-phosphate (DMPP)

Figure 1-20. Structure chimique des principaux inhibiteurs aenitrification utilisés
en agriculture.
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formulation encapsulée qui permet de limiter ledgsepar volatilité du « Nitrapyrin » jusqu'a

dix jours suivant son application (Dow Agro Sciesic2009; Schwab et Murdoch, 2010).

- Le 2-amino-4-chloro-methyl-pyrimidine (AM), est un produit développé par Toyo

Koatsu Industries Inc et Mitsui Toatso Chemicatsdn Japon. C’est une substance cristalline
blanche, soluble dans I'eau et fortement voldilefait de sa stabilité (sauf pour un pH<4), il
peut étre utilisé avec plusieurs types d’engraisl| etst généralement appligué comme
revétement sur des engrais azotés solides a dgraiuwres pouvant aller jusqu'a 35°C
(Slangen et Kerkhoff, 1984). L'ajout de 4 a 10 nggtke AM est efficace pour ralentir la
nitrification dans le sol pendant 20 a 30 joursafgen et Kerkhoff, 1984). Comme le
Nitrapyrin, 'AM a un effet bactéricide siNitrosomonaset environ 5 a 6 kg de AM/ha sont
recommandés pour une meilleure efficacité (Pradeaal., 1971). Cependant, les évaluations
sur le terrain sont limitées et ont été faites em@aint sur quelgques especes (Slangen et
Kerkhoff, 1984).

- Le Dicyandiamide (DCD) est produit par plusieurs fabricants en Chine, en

Allemagne, au Japon et en Norveége. Son utilisafi@mms I'agriculture a été testée des 1917,
non pas comme un inhibiteur de nitrification, maignme un engrais azoté (cyanamide de
calcium; Trenkel, 2010). Le DCD, produit a parteéd dyanamide de calcium, de l'eau et du
dioxyde de carbone (G) se présente sous forme de cristaux (blancs cnlare) soluble
dans I'eau et non-volatile. Il contient au moin®68’azote et peut étre mélangé avec tous
types d’engrais solide, liquide ou en suspensiontanant de I'ammonium. Dans le sol, le
DCD est dégradé par des enzymes spécifiques, gextanen guanylurée, guanidine puis en
urée (ODDA, 1995). Contrairement au « Nitrapyrinib>a un effet bactériostatique sur
NitrosomonasAinsi, I'activité bactérienne est ralentie ouilvde pendant une durée plus ou
moins importante (Zacheri et Amberger, 1990). Sédoguantité d'azote minéral appliquée,
I'humidité, la température et le pH du sol, 'azatemoniacal des engrais peut étre stabilisé
pendant plusieurs semaines (4 a 10) grace a litndmbde la nitrification par le DCD. Par
ailleurs, 200 mg/kg de sol sont nécessaires poeindte la méme efficacité que le Nitrapyrin
(2 mg/kg; Zacheri et Amberger, 1990). Cependa@t,19% de N-DCD par rapport a la teneur
en azote total de I'engrais apporté sont normalémequis pour inhiber la nitrification
(Amberger, 1989, 1993b). Afin de réduire le nomibepplication et de maintenir une activité

complete, des combinaisons de DCD avec d'autremitelwrs de nitrification ont été

-36 -



Chapitre | - Analyse Bibliographique

développées, comme avec le 3-méthyl pyrazole (DCB3-MP; Weberet al., 2004a),
certaines combinaisons montrant un effet synergiljliehel et al.,2004).

L'efficacité du DCD sur la réduction du lessivagesnitrate, des émissions d’oxyde
nitreux ainsi que l'amélioration de I'EUA a ététées chez diverses cultures et diverses
conditions climatiques (Amberger, 1989; Di et Caomer2002, 2004). Des études récentes
montrent son utilité chez les espéces fourragéresigmente leur rendement ainsi que la
qualité de I'herbe, tout en diminuant significathent le lessivage du nitrate (Di et Cameron,
2007a; Moiret al.,2007). Au Japon, le DCD est associé aux engraks &Rcommercialisé
sous le nom de "Yodel" pour la production de fegiltle thé de qualité supérieure. En outre,
la société a développé un engrais a libération réli® avec le DCD (Dd-Meist®y,
combinant I'effet inhibiteur de la nitrification eelle de la libération contrélée de l'azote
(Trenkel, 2010).

L’une des principales limites de l'utilisation dCID est son lessivage hors de la zone
d'enracinement (McCarty et Bremner, 1989). Il paitirs’avérer phytotoxique pour certaines
cultures telles que le coton, le mais, le sorghla gtomme de terre, si les teneurs utilisées
dépassent 20mg/kg de sol (Prasad et Power, 1995).

- Le 3.,4-Dimethylpyrazol-phosphate (DMPP) est un nouvel inhibiteur de

nitrification, développé en 1995 par BASF (Allemayjnet commercialisé depuis 1999 par
COMPO EXPERT sous le nom commercial Efitdtse présente sous la forme d’une poudre
blanche a griséatre et peut étre utilisé avec dgsaensolides, liquides ou en suspension. Des
applications de 0,5 a 1,5 kg/ha sont suffisantag ptteindre une inhibition optimale de la
nitrification (Zerullaet al.,2001a,b). Le DMPP ne cause aucun dommage phytpt@xat ne
laisse pas de résidus dans la plante, ni mémelelaons (Fettweigt al.,2001).

Le DMPP est un inhibiteur spécifique de la nitafion et efficace pendant 4 a 10
semaines. La durée et son efficacité d’action wargelon les conditions pédologiques et
climatiques (Zerullaet al.,2001a,b). Comme pour les autres inhibiteurs (DENigapyrin),

il est stable et efficace a des températures de Bas a 20°C, son effet inhibiteur ne dure
que 40 jours (Zerulla et al, 2001a,b). Cependaomtrairement au DCD, le DPPM est
relativement immobile dans le sol et reste proak® zbnes d’adsorption de 'ammonium, ce
qui lui confere d'étre plus efficace (Azaet al., 2001). Des études menées au champ
montrent également les effets de cet inhibiteusdamiminution du lessivage du nitrate et les
emissions d’oxyde nitreux, avec des impacts pgssstiir la biomasse et le rendement en grains

des cultures (Weisket al., 2001). Le DPPM a été testé sur diverses cultugesaes et

-37-



Chapitre | - Analyse Bibliographique

horticoles (136 essais au champ a travers I'EurBpspeaet al., 2001a). Les engrais azotés
mélangés avec le DPPM améliorent considérablem@&itA, ce qui conduit a des
augmentations du rendement pouvant aller de 7 a, 58%n les especes (Zeruka al.,
2001a,b).

Le DPPM distribué sous le nom commercial Efiteest incorporé dans plusieurs
engrais N, NP, NK et NPK (avec 0,8% de DMPP papoapa I'azote total de I'engrais). Ces
engrais contiennent souvent une faible proportiemdrate et une plus grande proportion
d’ammonium. Par ailleurs, en plus de leur effetbitbur, ils apportent de I'azote aux jeunes
plantules (Trenkel, 2010).

IV.3. Les inhibiteurs d’'uréases

Les inhibiteurs d’'uréases sont des composeés quéement la transformation de l'urée
en ammonium carbamate et en ammoniac par l'acdrolytique de I'enzyme uréase. En
ralentissant I’hydrolyse de l'urée dans le solpkedes d’ammoniac par volatilisation dans I'air
sont réduites, ainsi que les pertes du nitratégsaivage. L'efficacité d’utilisation de I'urée ou
des engrais azotés contenant de l'urée, par leteplaest alors augmentée sans conséquences

environnementales (Trenkel, 2010).

A. Caractéristiques et modes d’action des inbibg d'uréases

L'utilisation des inhibiteurs d’uréases, ainsi qies inhibiteurs de la nitrification,
pourrait contribuer a améliorer les pratiques calks et la gestion des apports azotés.
Exprimé en pourcentage de l'azote uréique applgglén les auteurs, ces pertes peuvent aller
de 20% (Bundy, 2001), a 47% (Watson, 2005) voingadser les 50% (Amberger, 1996).
Dans les prairies, ces pertes se produisent lofdsquid du sol est supérieur a 7.
Lorsque l'urée est appliquée, son hydrolyse engendre alcalinisation du sol. Par
conséquent, les pertes se produisent principaleraensurface lorsque l'urée n’est pas
absorbée. Les principaux facteurs favorisant ceepsont I'absence de pluie ou d'irrigation
apres l'application, la présence de résidus deuilen surface du sol, les températures
élevées et un pH élevé du sol avec une forte dapd@change cationique (Bundy, 2001 ;
Watson, 2005). L'apport d’un inhibiteur d’'uréasesviént indispensable dans les sols ou les
pertes d'ammoniac sont importantes.

L'application d'un inhibiteur d'uréases avec de2ky ou un autre engrais contenant de
l'urée, retarde de 7 a 14 jours la dégradation’adieed en ammonium. L’'application des

inhibiteurs d'uréases est également importante dessfermes ou sont pratiquées des
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épandages de lisier, ce dernier constituant laceoprincipale des émissions ammoniacales
(Leinker et al., 2005; Varelet al., 1999). Les inhibiteurs d'uréases, en minimisasiplertes
azotées, offrent pour Il'agriculteur, plus d'optiaisplus de flexibilité dans la gestion du
calendrier des applications des engrais uréiques gtvail du sol.

Comme pour les inhibiteurs de nitrification, lesiliteurs d’uréases, en retardant la
formation de I'ammonium et donc la nitrificationeyvent réduire les concentrations en
nitrate du sol mais également dans les plantesli@aré ainsi leur qualité nutritionnelle,
notamment celle des plantes fourragéres. L'utilisatles inhibiteurs d’'uréases prolonge la
disponibilité de l'urée, ce qui favorise son absorppuis son hydrolyse au niveau racinaire
ou son transport vers les parti@ériennes (Gerendat al., 1998; Mérigoutet al., 2008).
L’hydrolyse de l'urée entraine la formation d’ammon et la synthése d’acides aminés,
comme larginine qui aurait un effet positif sur $&gnthése des polyamines, et des
phytohormones. Selon Gerendas et Sattelmacher ), 188%0lyamines et les phytohormone,
auraient un role important dans la stimulationalerbissance induite par 'ammonium.

L'ammoniac issu de I'hydrolyse de l'urée induit enegmentation du pH du sol, et
peut provoquer des dommages sur les jeunes planariecausant des brdlures aux extrémités
des feuilles, ou sur la germination des grainesn@atles 2004; Watson, 2005). L'application
d’un inhibiteur d’'uréase minimise considérablemesd risques (Malhet al., 2003; Xiaobin
et al.,1994).

A contrario, I'application des inhibiteurs d'uréasen combinaison avec l'urée
n‘’engendre pas souvent une augmentation du renden@amment lorsque le sol est riche
en azote (Edmeades, 2004). Des études montrerinégia que cette combinaison peut avoir
des effets phytotoxiques, qui se manifestent parrngeroses et des chloroses au niveau des
feuilles (Bremner et Krogmeier, 1990; Watson etl®&djl 1996; Watson, 2005; Artoket al.,
2011; Cruchaget al.,2011). Cet effet serait d0 a I'absorption de libteur qui blogquerait
les uréases des plantes, provoquant ainsi une atation de I'urée dans les tissus végétaux
(Cruchageet al.,2011). Cependant, cet effet est transitoire atient principalement lorsque

de grandes quantités d’urée et d’'inhibiteurs sppbetées (Artolat al.,2011).

B. Types d'inhibiteurs d’'uréases disponibles suméeché
Des centaines de composés chimiques ont été teseposés comme inhibiteurs
d’'uréases dans le sol (Kiss et Si#idm, 2002). Cependant, seuls quelques-uns répordent
certains criteres, a savoir qu’'ils doivent étre rioxiques, efficaces a faible concentration,

stables mais dégradables dans le sol et se comdoieer|'urée (solides ou en solution). Ils
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peuvent étre classés en fonction de leurs struckirde leur interaction avec 'enzyme uréase
(Watson, 2005). Les inhibiteurs d’'uréases les plusliés sont le N-(n-butyl) thiophosphoric
triamide (NBPT), le phénylphosphorodiamidate (PREDR), et I'hydroquinone (HQ, fig. I-
21). Ce sont des analogues structuraux de I'undiegmg se substituant a celle-ci, bloquent le
site actif de I'enzyme (Kiss et Sintian, 2002; Watson, 2005). Des tests ont été égaleme
conduits avec le N-(2-nitrophenyl) phosphoric atichmide (2-NPT), et le thiosulphate
d’ammonium (ATS).

- Le N-(n-butyl) thiophosphoric triamide (NBPT), est le dérivé butyle des triamides

thiophosphoriques. Hormis I'hydroquinone utilisée @hine, le NBPT est aujourd’hui
I'inhibiteur d'uréase le plus commercialisé etligsspemployé en agriculture. Il a d’abord été
commercialisé en 1996 par IMC-Agrico aux Etats-Usosis le nom Agrotafh En 2000, la
société Agrotain International a été créée, etcipe aujourd’hui du développement et de la
commercialisation d’Agrotain dans le monde entier.

Agrotain, est une formulation liquide de NBPT najuause. |l peut étre incorporé a
l'urée solide ou mélangé au nitrate d’'ammonium 'eté& en solution. Dans le sol, il se
dégrade en ses éléments constitutifs (N, P, S, B)eet ne présente aucun risque pour
'environnement (Byrnest al., 1989b). L'inhibition de I'activité uréasique dalessol par le
NBPT est associée a sa conversion en son analoygére, 'oxon [NBPTO; N-(n-butyl)
phosphoric triamide; Phongpa al., 1995], qui inhibe temporairement la transformatiten
'urée en ammonium, réduisant ainsi les pertesotéapar volatilisation (fig. 1-22), en
particulier lorsque I'épandage est réalisé en sarf@ardner, 1995), tout en prolongeant la
disponibilité de plusieurs formes azotées danslleSelon Watson et al. (2008), la demi-vie
du NBPT est d'environ six mois lorsqu’il est appoeh surface, et de plus d'un an s’il est
injecté dans l'urée avant granulation. En pratidjdgrotain est surtout appligué comme un
traitement de surface (en granules) juste avappli@ation de l'urée et les concentrations
apportées varient entre 0,11 et 0,14 % de matigtreeapar rapport au poids de l'urée. Des
études d’incubation sur plusieurs types de solg)trant que l'efficacité du NBPT a réduire
les pertes par volatilisation de I'ammoniac eststande dans les sols a pH éleve, alors
gu’elle est largement plus faible dans les soldexcia cause de la décomposition rapide du
NBPT dans ce type de sols (Watsidral.,1994b). Ceci constitue le principal inconvénieat d
I’Agrotain en tant qu’inhibiteur d’'uréases. L'aati@lu NBPT est par ailleurs favorisée par les

teneurs en argile du sol et son contenu en matrganique (San Franciset al.,2011).
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Les expériences réalisées au champ sur plusielas @trance, Allemagne, ltalie,
Espagne et Royaume-Uni) et sur plusieurs espetesi'thver et mais notamment) montrent
gue l'apport du NBPT améliore 'EUA. Les concernitas optimales de NBPT pour obtenir
une efficacité maximale sur les difféerents typessdis et les différentes cultures se situent
entre 0,04% et 0,1% du poids de I'engrais (Basteal., 2005).Chez le blé, une meilleure
disponibilité en azote avec le traitement urée PNEBugmente le rendement en grains de 2%
ainsi que les teneurs en protéines. Globalemefficéicité d'utilisation de I'urée en présence
de NBPT est supérieure a 7% par rapport au traitemnee sans inhibiteur (Basten al.,
2005). Au Brésil, le rendement des prairies trdpgaaugmente de 15% en présence de
NBPT. Cantarella et al. (2005) ont montré qu’enctan des conditions environnementales,
les pertes par volatilisation peuvent étre réduites30 a 90% grace a I'ajout de NBPT aux
engrais uréiques. Ces études montrent que le NBR3titue une option majeure pour réduire
les pertes d'ammoniac et augmenter le rendemegriaéms, notamment pour la production de
mais dans les zones subtropicales du Brésil. Capéncks résultats obtenus en condition de
plein champ n’ont pas été reproduits en Asie du. &ltkz le riz, I'application du NBPT
(0,5% du poids de l'urée) ralentit I'hydrolyse dede et augmente le prélévement de I'azote,
mais pas le rendement en grain. L'application deé¢ 15 a 25 jours apres le repiquage,
maximise les effets de l'inhibiteur d'uréases. léduction des pertes ammoniacales de
guelques jours, entraine une augmentation de Ifphen de I'azote appliqué. L'absence d’'un
effet sur le rendement peut s’expliquer par la l&ibfficacité du NBPT en conditions
anaerobiques. En effet, des conditions aérobiesrsmessaires pour la conversion du NBPT
en son analogue oxygéné, I'oxon (Byrnes et Freh@9s).

Parmi les différentes formulations de cet inhibifeuAgrotain Plus » et « Super U »
semblent étre les plus intéressantes. Agrotain &tizin concentré sec contenant a la fois
I'inhibiteur d’'uréases NBPT et I'inhibiteur de nfitation DCD. Il est facilement mélangé
avec la solution UAN et réduit les pertes par \lidation de I'ammoniac ainsi que les pertes
d'azote par dénitrification et par lessivage. Defait il offre une meilleure performance
environnementaleéSuper U est de I'urée granulée contenant du NBRIUECD. Ce produit

est classé comme engrais azoté stabilisé.

- Le Phénylphosphorodiamidate (PPD/PPDA)est le premier analogue structural de

'urée et le plus étudié des inhibiteurs d'uréaselalfamille des phosphoroamides (Kiss et
Simihaian, 2002). Il a été breveté par des chercheursnfdhds en 1976. Il s’avére tres

efficace dans l'inhibition de l'activité uréasiqeseir une période pouvant aller jusqu’a 14
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jours. Avec de faibles concentrations de PPD (OB/apar rapport au N-Urée), et a une
température de 20°C, l'inhibition est de 100% aptgsurs d’incubation, 50% aprés 10 jours
et 25% apres 12 jours Cependant, son efficacitéindien avec l'augmentation de la
température.

Des testsn vitro effectués sufuréase du haricot sabre (jackbe@anavalia ensiformis
montrent que le PPD présente une efficacité damsibbition de I'activité uréasique similaire
a celle du NBPT. Cependant, le PPD se dégradeeragidt dans le sol, avec la formation de
phénol qui ne présente aucun effet inhibiteur. eCetégradation est favorisée par des
conditions aérobies, par la présence d'argileseetdtieres organiques, mais elle est peu
affectée par le pH du sol (Byrnes et Freney, 1995).

En condition d’anaérobiose, et en particulier an se rizieres inondées, les mesures
de volatilisation de I'ammoniac effectuées au chaomp montré que les pertes sont réduites
pendant seulement 2 a 4 jours en présence du P&Prihcipale raison serait I'hydrolyse
rapide du PPD et la perte de son efficacité due @nditions alcalines, générées par le
développement d’algues (Byrnes al., 1989b). Des valeurs de pH supérieures a 10 ont été
enregistrées dans les champs de riz en Australi€hine et en Malaisie. La dégradation du
PPD serait donc contrblée par le pH, car cet itduibiprésente une action prolongée, pendant
au moins 7 jours, lorsque le pH est stabilisé jaaldition d’'un algicide (Frenegt al., 1993).
Dans de telles conditions, une inhibition optimdk l'activité uréasique a été obtenue en
combinant les deux inhibiteurs PPD et NBPT. Il apjiaque le PPD inhibe initialement
l'activité uréase pendant qu’'une partie du NBPT cestvertie en son composé actif. Les
concentrations en PPD vont alors diminuer, et lescentrations en NBPTO deviennent
suffisamment élevées pour inhiber I'hnydrolyse deék (Luet al.,, 1989). L'utilisation
combinée des deux inhibiteurs donne de meilleusslt@s dans les rizieres inondées de
Thailande, notamment lorsque I'action du PPD estopgée par I'ajout d’'un algicide. Ce
traitement réduit les pertes d'ammoniac de 15% % 80azote appliqué et augmente le
rendement de 3,6 & 4,1 t/ha (Phongetal., 1995).

- L’hydroguinone (HQ) : est également un inhibiteur d’'uréases. Kiss atil@ian

(2002) ont souligné que de grandes quantités dimloibiteur sont utilisées en Chine ou il est
recommandé de l'appliquer en combinaison avec I® PXu et al., 2000). Ces auteurs
concluent également, qu’un apport d'urée avec éex dnhibiteurs (DCD + HQ), améliore la
croissance des cultures de riz et réduit les pefsete sous forme d'oxyde nitreux;QV.

Cependant, les effets de I'hydroquinone sur le eereht, I'absorption de I'azote et TEUA
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sont controversés (Trenkel, 201Dhydroquinone est photosensible, et présente axieite
apparente. Des effets négatifs sur la germinatioinédé également observés (Bremner et
Krogmeier, 1990).

V. Contexte et objectifs de recherche

L’analyse bibliographique précédente, fait notamimapparaitre la nécessité pour
'agriculture de demain de s’inscrire dans une déhm de progres, prenant en compte
I'affinement progressif des objectifs économiquesre/ironnementaux. Les engrais uréiques
comptent pour 57% des fertilisants azotés les yilisés a I'échelle mondiale. La richesse en
azote de l'urée, en fait potentiellement un prodeithoix pour les agriculteurs. Des quantités
moindres peuvent étre apportées permettant aingiédeire les codts, parfois de facgon
significative. Cependant, l'utilisation d’'urée caiid a des pertes d'azote, tels que les
émissions ammoniacales, le lessivage du nitratia dénitrification ; raisons pour lesquelles
son utilisation en France reste marginale, occugiast la troisieme place des engrais les plus
utilisés, apres I'ammonitrate et les solutions éest Afin de limiter les risques
environnementaux liés a l'utilisation de I'urée da&ptimiser son prélevement par les plantes,
des inhibiteurs d’'uréase et/ou de nitrificationtssmuvent associés aux engrais ureiques. Cette
stratégie semble étre la plus efficace et la piymmdue dans le monde. L’objectif principal
de ce travail de thése était donc de mettre aut gl@imouveaux inhibiteurs d’'uréases et de
nitrification, et d’étudier les mécanismes d’absianp et d’assimilation de I'urée chez le colza
(Brassica napug..), prenant en compte I'impact physiologique dinhibiteur d’'uréases sur

le métabolisme azoté, mais aussi sur le rendemam¢ dulture de colza.

Pour répondre a ces objectifs, trois projets deamhe ont été développés :

* Le premier projet consistait a cribler des nouveanitibiteurs d'uréases et de
nitrification modifiés par glycosylation, par I'etmédiaire de tests in vitro, puis vivo en
utilisant des sols nus présentant des caractéregtidifférentes, notamment des pH contrastés.
Cette démarche a permis de sélectionner les mekayli présentent des caractérisques
potentiellement intéressantes comme une meilleahebiité dans I'eau, une plus faible
ecotoxicité tout en gardant un potentiel d’'inhifiti de l'activité uréasique (pour les
inhibiteurs d’'uréases) ou nitrifiante (pour lesibiteurs de nitrification). Les deux premieres
séries de tests ont été réalisées par les chescteutEcole Nationale Supérieure de Chimie
de Rennes 1 (ENSCR, thése de doctorat de D. PR)s 8eux inhibiteurs de nitrification

ont été choisis pour étudier ensuite leurs effats’'absorption de I'azote ammoniacal et le
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lessivage du nitrate, grace a l'utilisation de migsimetres. La mobilité de ces deux
inhibiteurs et leur devenir dans le sol et les edaxpercolation ont été également étudiés
grace a un dispositif reposant sur I'utilisationcdéonnes de sol.

 Le deuxieme projet avait pour objectif d'étudiers laspects physiologiques et
moléculaires de ['absorption et l'assimilation dé&rée chez le colza. L'analyse
bibliographique a fait apparaitre que le nickel wstélément indispensable dans I'activation
de I'enzyme uréase, dont la fonction essentieledegpermettre aux plantes d’utiliser l'urée
comme source d’azote pour leur croissance. Paussl] les connaissances se rapportant aux
effets d’un inhibiteur d’uréases sur la physiologide métabolisme azoté des plantes restent
incomplétes. L’étude conjointe, menée en conditiomstrolées, de 'effet d’une carence en
nickel et de la présence d’un inhibiteur d’'uréadass le milieu de culture, nous a permis de
mettre en évidence leurs impacts sur la croissahte métabolisme azoté des plantes. Cette
étude physiologique a été complétée par une anabsscriptomique des génes intervenants
dans le transporBhDUR3J et I'assimilation BnUréaseBnGDH1 BnGDH2 de l'urée.

Une autre partie de ce projet a porté sur la timtrimixte, type nitrate-urée et nitrate-
ammonium. La littérature indique que, ces formanlmoées d’azote entrainent une meilleure
croissance des plantes, comparativement a celkes agcues de I'urée ou de 'ammonium
comme seule source d'azote. Ces études indiquealergagnt que la présence de nitrate
contribue a la levée de toxicité liée a une alimgoh uréiqgue ou ammoniacale stricte.
Cependant, les mécanismes responsables de cettedevoxicité restent encore peu connus.
Nous avons donc tenté d’étudier les effets d’'umaeaitation combinée sur la croissance du
colza. L'absorption et l'assimilation des differentformes azotées ont été étudiées aux

niveaux physiologique et moléculaire.

» Le troisieme projet, qui constitue une approcherrain » de ce travail de thése, est
venu compléter et apporter des éléments physialegigt agronomiques supplémentaires par
rapport aux deux premieres études. Il s’agissadtathlir des bilans azotés, grace a un
dispositif de cases lysimétriques, et d’appréhetiddet de différents types d’engrais azotés
sur le rendement de la culture de colza et leurashgur I'environnement. L’'objectif était
d’évaluer plus clairement l'intérét d’'une fertiltgan uréique combinée ou non a l'utilisation
d’'un inhibiteur d’'uréase, comparativement a un aisgplus couramment utilisé, comme

'ammonitrate.
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CHAPITRE Il. CRIBLAGE DES INHIBITEURS D'UREASES ET DE LA
NITRIFICATION

A. MATERIELS ET METHODES

l. Les inhibiteurs d’'uréases et de la nitrification

Les inhibiteurs d’'uréases et de la nitrificatiort éré synthétisés par 'ENSCR et leur
criblage a été effectué grace a un systeme desf{ofelll.1), qui permet de réaliser des tests
rapides. L'efficacité des inhibiteurs est évaluéand part sur linhibition de lactivité
uréasique ou nitrifiante dans le sol, et d’autre par comparaison de leur effet inhibiteur a
celui des inhibiteurs d’'uréases et de nitrificattmuramment utilisés en agriculture, a savoir
'Agrotain (NBPT) et le Dicyandiamide (DCD). Cesuwederniers seront utilisés comme

« témoin de référence sout au long de cette étude.

I.1. Les inhibiteurs de nitrification

Les inhibiteurs de nitrification sont synthétiségartir de deux molécules : le 2-
mercaptobenzothiazole (MBT) et le 2-mercaptoberd@aole (MBI), auxquels sont greffés
différents sucres simples dont le glucose (Glc)laltose (Lac), le cellobiose (Cel) et le
gentiobiose (Gent; fig. 1l-1). La glycosylation eate de ces inhibiteurs a pour but d’accroitre
leur solubilité dans I'eau favorisant ainsi leurgnation a travers les particules du sol, mais

aussi potentiellement de réduire I'écotoxicité nhesdecules d’origine.

[.2. Les inhibiteurs d’'uréases

Les inhibiteurs d’'uréases, sont tous formulés & liles NBPT qui correspond a la
partie active de la molécule. Différents composésyme la cyclodextrine et la wollastonite
ont été utilisés comme produit d’enrobage afin detduer le NBPT et d’accroitre sa durée
d’action, notamment en sol acide. En effet, un sxigprotons affecterait I'efficacité et/ou la
durée de vie des inhibiteudsuréases, en favorisant notamment la conversioNBBT en
son analogue oxygeéne, I'oxon [N-(n-butyl) phospbtariamide], inhibiteur potentiel des

uréases, qui présenterait une efficacité réduitgokacide.
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Glycosylation des molécules cibles

H 0]
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MBT : X=S, 2-mercaptobenzothiazole
MBI : X=NH, 2-mercaptobenzimidazole

Inhibiteur glycosylé

Structure des nouveaux inhibiteurs glycosylés
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Figure II-1. Glycosylation des molécules cibles et structurerdms/eaux inhibiteurs
de nitrification. MBI = 2-mercaptobenzimidazole;BW = 2-mercaptobenzothiazole;
Glc = Glucose; Cel = Cellobiose; Gen = Gentiobjdse = Lactose.
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Il. Les sols utilisés et leurs caractéristiques

Afin de testerin-vivo les molécules nouvellement synthétisées et d'évalaur
efficacité, deux types de sol ont été retenussalralcalin (pH 8,2) et un sol acide (pH 5,5),
prélevés respectivement dans la plaine de Caeta(sommune de Courseulles, Calvados), et
dans I'Orne (sur la commune de Mortrée). Ces sui€t® séchés puis tamisées (diametre des
mailles du tamis : 2 mm). Un échantillon de chagaka ensuite été envoyé au Laboratoire
Agronomique de Normandie (LANO) a Saint-L6 (Manchafin d’en déterminer les

principales caractéristiques (tableau 11-1).

lll. Criblage et mise en place des traitements

[ll.1. Tests des inhibiteursin vitro

10 g de sol sec tamisé sont placés dans des flaromsrre de 60 ml auxquels sont
ajoutés 3 ml d’eau, ce volume permettant d’atteindrcapacité au champ du sol étudié (fig.
lI-2). Aprés 1 h d’'incubation, temps nécessairerppe I'activité microbienne se stabilise, 1
ml d’une solution contenant 10 mg d’'urée ou deatali’ammonium est ensuite ajouté (Kiss
et Simihiian, 2002).

Les inhibiteurs d’'uréases sont appliqués a raiso®,d% (par rapport au poids de
I'urée). L'ensemble des inhibiteurs d’uréases prtsees teneurs différentes en NBPT. Afin
de comparer leur efficacité, la méme quantité deéoute active (NBPT) a donc été apportée.
Les inhibiteurs de nitrification quant a eux, sappliqués a 4,5% par rapport a la teneur en
azote de lengrais apporté (21% d'azote pour lefatl d’ammonium ; nouvelle
réglementation CE N°1107/2008).

Les flacons sont ensuite hermétiquement fermés goiter toute perte d’azote par
volatilisation, puis mis a incuber a 20°C pendare période pouvant aller jusqu’a 40 jours,
selon le type de sol utilisé. Au cours de cetteiogér; les cinétiques de dégradation de
'engrais (urée ou sulfate d’ammonium) sont établen effectuant des dosages d'urée,

d’ammonium et de nitrate tous les deux ou troisgou

[11.2. Tests des inhibiteurs en microlysimétres

A la suite des criblages, deux inhibiteurs deifraation (Gent-S-BZI et Gent-S-BZT)
ont été choisis pour des tests en microlysimetat tb but est d’étudier I'effet de ces deux
inhibiteurs sur I'absorption de I'azote ammoniacia¢z le colza et sur le lessivage du nitrate.
Les graines de colz&rassica napusL. (var. Capitol) sont semées sur un mélange

terreau/perlite (2/3 terreau et 1/3 perlite), plassées a germer pendant 15 jours. Les
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Tableau II-1. Caractéristiques des sols utilisés pour les digeesgérimentations
portant sur 'utilisation d’'inhibiteurs d’'uréasesde nitrification.

Caractéristiques du sol Sol 1 Sol 2
* pH 8,2 55
e Texture Limoneuse Limono-argilo-sableuse
» Matiére organique (g/kg) 21 32
e Taux de saturation (%) 230 (sursaturé) 66 (faible)
¢ Chaux (CaO; g/kg) 6,06 (élevé) 1,48 (insuffisant)

Criblage in vitro das inhibiteurs d’uréases et de
nitrification

+ 10 g de sol {alcalin ou acicde)

Inhibiteurs d'uréases ou de nitrification * 10 mg d'engrais { inhibiteur)

Sol alealin: pH=8,2 Sol acide: pH=55 '
4 TWE)
a D
Incubation (20°C) W
Cinétique de dégradation de I'engrais : dosage
de l'urée de I'ammonium et du nitrate Extraction + dosage

Figure 11-2. Description du dispositif de criblage vitro des inhibiteurs d’uréases et
de la nitrification.
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plantules sont ensuite repiquées dans des potsplané par pot) contenant 1,5 kg d’'un
mélange sol/perlite (1/2 sol et 1/2 perlite) etliatatées pendant 10 jours. Pendant cette
période, les plantules sont arrosées avec une@olle Hoagland dépourvue d’azote avant le
début des traitements. L’'engrais est ensuite apmtis forme d’ammonium-nitrate marqué
(**NH4°NO;, excés isotopique = 5%) & raison de 150 kg-N/hia B@6g-N/pot. Les
inhibiteurs de nitrification (Gent-S-BZI, Gent-S-BZBZT, BZl et DCD) sont quant a eux
apportés a 4,5% par rapport a la quantité d’azetBetigrais. Des arrosages successifs sont
effectués a 2, 5, 8, 11, et 15 jours (en sol alyat a 3, 5, 9, 13 et 16 jours (en sol acide),
apres le début du traitement (fig. 1I-3). Les pé&atsont collectés a chaque point de cinétique
afin de quantifier les pertes d’azote par lixivaati L'expérience est réalisée sous serre a 20°C
avec une photopériode de 16/8h. Le sol et les gdanmtcoltés aprés 20 jours, sont pesés
(MF), séchés a I'étuve a 60°C pendant 48 heursés@enouveau (MS) puis réduits en poudre
fine grace a un broyeur a bille (MM301 moulin méjaar; Retsch). Les analyses isotopiques
sont effectuées en utilisant un analyseur (EA 3@pvector) couplé a un spectrométre de
masse (spectrometre de masse Isoprime; GV Insttimears quantités d’azote total (Ntot)
pour un échantillon donné "i", et les quantités'té absorbées par les plantes (Nupont
calculées de la fagon suivant :

« Ntot = (%N x MS)/100

o Nupt = (Ntot x E)/Es

Ou E (%) correspond a I'exces isotopique de I'échanriillet E a I'excés isotopique
de la solution de marquage (5%). La quantité°tikliée a I'abondance isotopique naturelle
dans la plante est retranchée.

Les pertes d’azote par volatilisation sont ensestitmées par un défaut de bilan et sont
calculées de la fagon suivante :

15 — 15 15 15 15
I\lvolatilisé— Nengrais—( Npercolat+ I\lsol + Nplanté

[11.3. Tests des inhibiteurs sur des colonnes dek

Afin d’étudier la mobilité et le devenir des molésidans le sol et dans les eaux de
percolation, un dispositif « colonnes de sol » @ étis en place (fig. II-4). Il s’agit de
colonnes en PVC de 8 cm de diamétre et 70 cm dedmrawcontenant 2,5 kg d’un mélange
sol/sable (2/3 sol et 1/3 sable). A la base de whaglonne, le sol est séparé par une couche
de 1 cm de sable, un feutre de drainage, et ulte gn PVC pour faciliter le lessivage, le tout

étant soutenu par un manchon. Le sol est mainteme daumidité constante correspondant a
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inhibiteurs dans les systémas de microlysimetras

Plante de colza

Pot de culture

Mélange sol/perlite

Coupelle PVC

Semis Repiquage | Début du traitement |
l} Arrosages | l l ' l l |
[

! |
Germination 15 ] 2 5 8 11 15

Acclimatation 10j
{Terreau) 120 20

[

Figure 1I-3. Dispositif expérimental reposant sur ['utilisatiate microlysimetre,
I'apport ou non d’inhibiteurs de nitrification, permettant de quantifier leur efficacité
et leur effet sur la nutrition azoté du colBadssica napus L.).

Tests des inhibiteurs dans les colonnes de sol

70 cm hauteur de sol

Feutre de drainage

Grille PVC s‘
Manchon \ ;
T

Coupelle PVC

.

Mise en place des Début du
colonnes de sol traitement I Arrosages (eau osmosée) |
| | 1 i [l (Il
1 1
stabilisation {15)) 2 8 15 24

{ * Prélévements échantillons de sol (3 horizons)

* Prélévement des percolats

Figure 11-4. Dispositif expérimental utilisant des colonnes g, Permettant de
guantifier I'effet d’inhibiteurs de la nitrificadin, leur mobilité et leur dégradation.
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la capacité au champ. Les colonnes sont ensuit®gdaen serre a 20°C et a l'obscurité
pendant toute la durée de l'expérience. Les traidsnont été pratiqués 15 jours apres le
remplissage des colonnes afin que le sol se sablliazote est apporté sous forme de sulfate
d’ammonium a raison de 75 kg-N/ha et les inhibdede nitrification (Gent-S-BZI, Gent-S-
BZT, BZT, BZI et DCD) a 4,5% par rapport a la quanti’azote de I'engrais. Des apports
d’eau osmosée sont ensuite effectués a 2, 8, 15} gurs aprés I'apport du traitement. A
chaque point de cinétique, et pour chaque cololesegaux de percolation ainsi que les 3
horizons de sol (0 - 20, 20 - 40 et 40 - 60 cm)} sécoltés pour les dosages de 'ammonium,

des inhibiteurs de nitrification et de leurs évetgiproduits de dégradation.

IV. Extractions et dosages de l'urée, du Nif, du NOs et des inhibiteurs de la
nitrification

IV.1. Extraction

L’extraction de 'ammonium et de l'urée est effamupar agitation continue des
échantillons de sol pendant 1 h dans une soluteoK@l & 1 M (30 ml pour 10 g de sol)
tandis que celle du nitrate est réalisée en pldeantéchantillons de sol dans une solution de
Ca(PQHy), a 8 mM. Les échantillons de sol sont ensuite filtrées sliref Wattman sans
cendre.

L’extraction des inhibiteurs de nitrification estatisée a partir de 5g de sol auxquels
sont ajoutés 5 ml de méthanol. Aprés 1 h d'agitaties échantillons sont placés sous
ultrasons (bac & ultrason) pendant 1 h puis cegé# pendant 5 min & 3000 tr.firLe
surnageant est filtré sur des filtres en polyprépgl (Acrodis®) de 0,2 pm de diamétre des
pores. Le méthanol est évaporé et le résidu secepss soit dans un mélange®ACN
(90/10), pour le dosage des molécules non glycesylgoit dans un mélange ACNM

(90/10) pour le dosage des molécules glycosyléds BCD.

IV.2. Dosage de l'urée

Le dosage de l'urée est réalisé a l'aide de la augthmise au point par Mulbaney et
Bremmer (1979). 0,5 ml du filtrat sont prélevés quels sont rajoutés 1,25 ml de réactif*.
Les échantillons sont ensuite placés au bain-ng&aB8°C pendant 30 minutes puis placés a
4°C pendant 20 minutes pour stopper la réactionlecture est effectuée a l'aide d'un
spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 545trimteneur en urée déterminée a partir
d’une courbe d’étalon.

Le réactif est composé des produits suivants :
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» Diacetylmonoxim (DAM) : 2,5 g DAM dans 100 ml d’eau
» Thiosemicarbazide (TSC) : 0,25 g TSC dans 100 sdul’
» Réactif acide : 20 ml de80O, + 500 ml de PEgH3 85% dans 100 ml d’eau.

*Réactif = 7,5 ml DAM + 4,5 ml TSC, compléter a 150 avec le réactif acide.

IV.3. Dosage de 'ammonium

Le dosage de 'ammonium est réalisé a I'aide duAdtmonium test-Spectroquant
(Merck). Aprés avoir dilué le filtrat 200 fois, 5lmeont utilisés pour effectuer le dosage. La
Densité Optique (DO) des échantillons est mesutéeade d’'un spectrophotométre a 692 nm

et la teneur en NH estimée a partir d’une courbe d’étalonnage.

IV.4. Dosage du nitrate

La concentration en nitrate des échantillons olsemurés extraction est déterminée
par Chromatographie loniqgue Haute Performance REIBionex ICS-3000. Les anions sont
séparés par une colonne échangeuse d’ions (IONPSZAASC 4 mm- polystyréne
polyacrylate) par compétition avec I'éluant (KOH) fanction de leur masse moléculaire et
de leur valence. lls sont détectés par conductieptris identifiés en fonction de leur temps

de rétention par comparaison avec un standard.

IV.5. Dosage des inhibiteurs de la nitrification
Les dosages du DCD, des molécules glycosylées @irsieurs parties actives et les
sous-produits de dégradation ont été réalisésegatiercheurs de TENSCR (Samuel Huguet)
par chromatographie en phase liquide couplée apatt®ometre de masse en tandem
(LC/MS/MS) sur un systeme de la société Watersf@tl, USA) de type UPLC/MS/MS
constitue d’ :
« une pompe binaire Acquity UP[®@lont le débit est fixé & 400pl /min,
 un passeur d’échantillons Acquity UPEGU les échantillons sont conservés & 5°C
et le volume d’injection est de 5ul (injection cdatp de la boucle d’injection),
« un four thermostaté a 45°C pour les colonnes chimgnaphiques, équipé d’un
systéme de préchauffage de la phase mobile,
* un spectromeétre de masse Quattro Premier de Mi@®ifhManchester, UK), équipé

d’'une source electrospray (ESI Z-spray™) et delwatyseurs quadripolaires. Le gaz
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de nébulisation et de désolvatation est constitagote, obtenu par un générateur
d’azote NM30LA de chez Peak sientific (Inchinnank)U
* le systeme UPLC/MS/MS est piloté par le logicielddd.ynx. Le traitement des

données est effectué a I'aide du programme Target Inclus dans le logiciel.

V. Mesure de la solubilité et de I'écotoxicité deimhibiteurs de nitrification

Ces mesures ont été effectuées par les chercheliIEENSCR (these de doctorat de D.Pro).

V.1. Mesure de la solubilité

Une solution aqueuse (500uL) saturée par le compus#e est conservée a 25°C
pendant 24 heures, puis filtrée sur un filtre destpores ont un diametre de 0,2 um. Apres
lyophilisation d’'un volume connu du filtrat, le mhoit sec est pesé afin de déterminer
I’hydrosolubilité. Celle-ci est considérée commeétieure a 200 g/L (donc soluble) lorsqu’il

N’y a aucune preécipitation a partir de 100 mg Q0 pl d'eau.

V.2. Mesure de I'écotoxicité

Le MicrotoX" Toxicity Analyser Model 500 (R-Biopharm, Réf SD®ABA),
développé par Azur Environmental (Carlsbad, CA, Y&A¢été utilisé par les chercheurs de
FENSCR pour mesurer la toxicité des inhibiteurs wiérification. Les bactéries gram-
négativesyibrio fischeri (R-Biopharm, Réf SD686018A), bioluminescentesesisthles aux
composés toxiques, sont utilisées pour ces testsrdsultats obtenus sont exprimés egEC
correspondant a la concentration causant la mo%0dé de la population bactérienne. La
survie des bactéries restantes est mesurée a 49awmwaleurs faibles d’Egindiquent que

la substance est toxique.

VI. Quantification des pertes ammoniacales par voldisation

VI.1. Description du dispositif utilisé

Le dispositif mis au point par Zhengpingt al., (1991) a été utilisé pour la
guantification des pertes d’'ammoniac par voie gseell a cependant été amélioré afin de
limiter le plus possible les pertes d’ammoniac.(fleb). 150 g de sol sec tamisé sont placés
dans des fioles en verre de 250 ml, puis laissédgre 24 h a température ambiante avant de
rajouter 10 ml d’eau répartie de facon homogénelausurface, et 5 ml d’une solution
contenant I'engrais (250 kg N-Urée/ha) ainsi quehibiteur d'uréases. Le dispositif est placé

a 20°C et les mesures sont effectuées toutes legp2adant 12 jours.
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. Pampe d'agquarium

. Fiole transparente contenant de Feau

. Fiole transparente vide

. Fiole transparente contenant I'échantillon

' Bécher contenant une solution d’acide borigue

Figure 1I-5. Dispositif utilisé pour quantifier les pertes amramales par
volatilisation (d’aprés Zhengpirgj al., 1991). Les expérimentations ont été effectuées
a une température T=20°C en serre.
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Un courant d’air est généré par une pompe d’agomriwmidifié en passant a travers
une fiole contenant de I'eau osmosée, puis diriges wne autre fiole afin de piéger 'eau
condensée dans les tuyaux. L’air humidifié est easacheminé jusqu’aux fioles (250 ml)
contenant les divers échantillons de sol. Apréses’chargé en N§il'air est entrainé vers
une solution d’acide borique a 1% au niveau dedleliammoniac est fixé selon la réaction
suivante :

NH3z + H:BO; —» NH' + H,BOs

VI.2. Dosage de 'ammoniac
La solution d’acide borique est titrée a l'aide wwution de HCI 0,1 N selon la
réaction suivante :
HCl+ NH;" + H, BOs —»  HBOs+ NH3 + HCI
Le volume d’acide versé afin de revenir au pH ahitle I'acide borique permet de déduire la

masse d’'azote présent dans chaque échantillometldguantité d’ammoniac volatilisé.

VII. Traitement statistique des données

L'ensemble des traitements est réalisé systéematigpuieavec quatre répétitions. Les
données obtenues sont présentées sous forme demeogt la variabilité des résultats est
donnée sous la forme de I'écart-type de la moygrme n=4. Une analyse statistique des

résultats a été réalisée en utilisant le test ddesit.
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B. RESULTATS

l. Les inhibiteurs d’'uréases

I.1. Effet du NBPT sur la volatilisation de 'amnoniac

Afin d’estimer l'impact d'une fertilisation uréiquen sol alcalin, et de quantifier les
pertes d’'ammoniac par voie gazeuse, le dispostiZdengpinget al. (1991) a été mis en
place. Les résultats présentés dans la figure mieditrent que lorsque l'urée est apportée
seule, les pertes ammoniacales débutent immédiateapees son application. Exprimées en
pourcentage de l'azote appliqué, ces pertes attetidi5% apres 6 jours d’incubation et plus
de 20% apres 12 jours. En présence de NBPT, aymenie d’azote par volatilisation n’est
observée pendant les 4 premiers jours qui suivapplication de l'urée. Aprés 12 jours
d’incubation, les pertes s’élevent seulement a B%.ce fait, la présence d’'un inhibiteur
d'uréases en combinaison avec l'urée contribue @ néauction importante (-60%) des

émissions ammoniacales.

I.2. Effet du NBPT et du NBPTO sur I'hydrolyse del'urée et I'accumulation de

'ammonium

L’objectif de ces tests était d’évaluer l'effet des deux inhibiteurs d’'uréases sur
I'inhibition de I'activité uréasique dans le soldd comparer, sur deux types de sol, les deux
formulations du NBPT. Ce dernier est apporté smisforme d’Agrotain (contenant 23% de

NBPT) ou directement sous sa forme oxygéné, le NBRiihibiteur potentiel des uréases.

A. En sol alcalin

Les résultats obtenus montrent que I'application MBPT ou de son analogue
oxygéné, le NBPTO (a 0,4% du poids de l'urée) irhite 40% I'activité uréasique du sol
pendant au moins les 16 premiers jours qui suilemt application (fig. Il-7a), passant de
0,46 a 0,37 mg N-urée/g de sol. L’hydrolyse dedaren présence des inhibiteurs n’est
complete qu’apres 24 jours d’incubation, tandis gqueez le témoin, I'urée est compléetement
hydrolysée aprés seulement 4 jours dincubationnsDaos conditions expérimentales,
I'absence de différence observée lors de I'appomMlBPT et du NBPTO résulte du fait, qu’ils
ont été utilisés de facon a apporter le méme nomérmole de la molécule active. Le suivi
des teneurs en N du sol confirme également ces résultats. Chegnwin, un pic de N-

NH," issu de la dégradation de I'urée, suivi d’'une emrogressive liée a 'activité nitrifiante
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du sol, est observé 4 jours apres le début duetnaibt (fig. II-7c). En présence des
inhibiteurs, les teneurs en N-NH restent relativement faibles tout au long de
I'expérimentation. Aprés 10 jours d’incubation, teseurs en ammonium du sol sont de 0,13

mg N-NH;"/g de sol contre 0,28 mg N-NHg de sol chez le témoin.

B. En sol acide

En sol acide (pH = 5,5), I'hydrolyse de l'urée auliau cours des 4 premiers jours
d’incubation chez le témoin et celle-ci est retardé 6 jours en présence de NBPT et de 2
jours seulement en présence du NBPTO (fig. II-T)ez le témoin ou en présence du
NBPTO, la teneur en ammonium du sol est maxima/@2(dhg N-NH*/g de sol) aprés 4
jours de traitement alors qu'elle ne s’éléve qud20mg N-NH'/g de sol en présence de
NBPT (fig. 1I-7d). Cependant, les teneurs enNBbnt identiques aprés 10 jours d’incubation
guel que soit le traitement considére.

Il est intéressant de constater que l'efficacité deux inhibiteurs testés differe en
fonction du pH du sol. L’inhibition de I'activitéréasique par le NBPT, serait plus importante
en sol alcalin qu'en sol acide. En effet, en présede NBPT, I'hydrolyse de l'urée est
retardée de 15 a 20 jours en sol alcalin et daug&jseulement en sol acide. Par ailleurs, les
tests avec le NBPTO, qui représente l'inhibiteureptiel des uréases, montrent que celui-cCi
n'est efficace qu’en sol alcalin. L'acidité du s®rait donc un parametre qui influence la
stabilité du NBPT et sa durée d’action en favotisanconversion en son analogue oxygéne,
le NBPTO.

En se basant sur ces résultats, de nouveaux inhibiteurs d’uréases ont été synthétisés
(par 'ENSCR) afin d’accroitre I'efficacité du NBPT et de prolonger sa durée d’action en sol
acide. Il s’agit de nouvelles formulations a base de NBPT qui se trouve dans un produit
d’enrobage comme la cyclodextrine (fig. 1I-8) ou la wollastonite, lui conférant un effet
protecteur et une meilleure stabilisation. Différents rapports pondéraux cyclodextrine/NBPT
et wollastonite/NBPT ont été testés : C/NBPT (1/1), C/NBPT (2/1) et C/NBPT (5/1)] ainsi que
W/NBPT (1/1), W/NBPT (2/1), et W/NBPT (4/1).

1.3. Stabilisation du NBPT par la cyclodextrine eta wollastonite en sol acide

Le suivi de la dégradation de l'urée dans le sdlaetumulation de 'ammonium en
présence des différents inhibiteurs est présenté tafig. 11-9. Ces résultats montrent que
I'hydrolyse de l'urée a lieu au cours des 4 premjeurs d’incubation chez le témoin, alors
gu’elle est différée de 6 jours en présence deibitelnirs d'uréases (fig. 11-9a et b). En effet,
les teneurs en urée du sol restent relativemeblest§0,40 mg N-urée/g de sol) durant les 4
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premiers jours d’incubation avant de diminuer patieindre 0,08 mg N-urée/g de sol a 7
jours. Les résultats montrent également que queekqit la formulation de l'inhibiteur testé et
rapport cyclodextrine/NBPT ou wollastonite/NBPTerlsemble des molécules ont le méme
effet inhibiteur sur I'activité uréasique du sokdCest confirmé par I'évolution des teneurs en
ammonium (fig.ll- 9c et d). Ces dernieres atteigneespectivement, apres 4 jours
d’incubation, 0,32 et 0,15 mg N-NHg de sol en absence et en présence des inhibfieurs
devenir similaire (0,26 mg N-NF/g de sol) aprés 7 jours d’incubation pour I'enskmdes
traitements effectués. Cependant, aucune différariest observée entre les différentes

formulations d’inhibiteurs d’'uréases testés.

I.4. Discussion et conclusion

Les résultats obtenus sur sol alcalin, montrenidbrtance des inhibiteurs d’uréases
dans la réduction des émissions ammoniacaled If6gy.
Le NBPT (commercialisé sous le nom Agrotain), éshibiteur d’'uréase le plus utilisé en
agriculture (Trenkel, 2010). Dans nos conditionpéginentales, il réduit de 60% les pertes
d’azote par voie gazeuse. Ces résultats sont gop®aux travaux rapportés par la littérature
(Bastenet al., 2005; Cantarellaet al., 2005; Zhengpinget al., 1991), et montrent que
I'utilisation du NBPT en combinaison avec des eigg@éigues, constitue une approche
intéressante pour réduire les risques environneagnies a I'’hydrolyse de l'urée.
Par rapport au témoin (urée sans inhibiteur), ks@mnce du NBPT retarde également la
dégradation de l'urée en ammonium, pendant au mes46 premiers jours de traitement
(fig. II-7a et c). Des travaux menés avec le LCMtr@ formulation du NBPT), montrent que
cet inhibiteur réduit de 50% I'activité uréasiquand la premiére couche du sol (0-2 cm;
Giovanniniet al, 2009), ce qui évite 'augmentation du pH du saéralement observés lors
de I'hydrolyse de l'urée et qui aurait pour consg&rpe d’inhiber l'activité nitrifiante des
bactéries du sol (Zamaat al.,2008 ; Giovanninet al.,2009).
L’inhibition de I'activité uréasique par le NBPTrable étre moins efficace en sol acide (fig.
lI-7b et d). En effet, la dégradation de l'urée difftrée de 15 a 20 jours en sol alcalin (fig. II-
7a) et de 6 jours seulement en sol acide (fig.b)l-Des études d’incubation menées sur
plusieurs types de sols, montrent que la réedudempertes par volatilisation en présence de
NBPT est plus importante dans les sols a pH élgué,dans les sols acides a cause de la
dégradation du NBPT (Watsat al., 1994b). En effet, I'action du NBPT sur I'inhibitiode
l'activité uréasique du sol est associée a sa aeibre en son analogue oxygéné I'oxon

(NBPTO), qui est I'inhibiteur potentiel des uréagBlongparet al., 1995). Par ailleurs, nos
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résultats montrent que le NBPTO ne présente auifemniehibiteur en sol acide (fig. II-7a et
b), cette perte d'efficacité dans ce type de shisdonc liée a I'oxydation rapide du NBPT
en NBPTO (fig. 11-10). Le pH du sol est donc un gmaetre important qui influence
I'efficacité et/ou la durée d’action des inhibiteut’'uréases. Cependant, d’autres parametres,
comme la teneur en argile et le contenu en matigganique (tableau 1I-1), peuvent avoir un

impact sur I'action des inhibiteurs d’'uréases (Baancisccet al.,2011).

Nos résultats montrent également que les nouvéiesulations de NBPT avec la
cyclodextrine ou la wollastonite, ne permettent gastabilisation en sol acide (fig. 11-9), et
n'améliorent donc pas son efficacité. Ce dernisultat pouvant s’expliquer par I'hydrolyse
ou l'instabilité du complexe cyclodextrine-NBPT wollastonite-NBPT dans le sol. En effet,
ces composeés qui sont d’origine naturelle, peusehir des dégradations liées a l'activité de

la microflore du sol.

Ce travail préliminaire montre par ailleurs, qést nécessaire de poursuivre la mise
au point de nouveaux inhibiteurs d’'uréases préaentae efficacité aussi bien sur sol acide

gue sur sol alcalin.

Il. Les inhibiteurs de nitrification

La plupart des inhibiteurs de nitrification sontsdeomposés hétérocycliques
comportant de l'azote (McCarty et Bremner, 1989)npalesquels figurent le 2-
mercaptobenzothiazole (MBT), produit et commers@lprincipalement au Japon (Bundy et
Bremner, 1973; Nelson et Huber, 1992), et le 2-amabenzimidazole (MBI) qui est
structurellement proche du MBT. Afin d'augmentesdéubilité dans 'eau du MBT et de son
analogue structural, le MBI, des mono- ou disaddlearsont greffés sur ces molécules. La
glycosylation & également pour but de favoriser taigration a travers les particules du sol,

et réduire I'écotoxicité liée aux molécules d’ongi

[I.1. Effets du MBI et du MBT sur l'activité nitr ifiante dans le sol

L’'objectif des tests réalisés était d’évaluer kgffde ces deux inhibiteurs sur
I'inhibition de l'activité nitrifiante et de compar ces effets sur sol alcalin (pH = 8,2) et sol
acide (pH = 5,5).
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A. En sol alcalin

Les résultats montrent qu’en présence ou en absBintgbiteurs de nitrification, les
teneurs en N-NE du sol restent relativement stables pendant lepredmiers jours
d'incubation (fig. 1l-11a), puis diminuent progregsnent pour devenir nulles apres 20 jours
d'incubation chez le témoin ne recevant que dwatti’ammonium (AS). La présence d’un
inhibiteur de nitrification en combinaison avecsldfate ammonium (AS+MBT et AS+MBI),
retarde le processus de nitrification de 10 jomrpre&sence du MBT et d’au moins 12 jours en
présence du MBI, atteignant 0,1 mg d’'N-NK de sol aprés 30 jours d'incubation. Les
résultats montrent également que I'effet inhibitdurMBI semble étre plus efficace que celui
du MBT. En effet, les teneurs en N-bHdu sol sont respectivement de 0,19 et 0,10 mg d’N-
NH,/g de sol en présence du MBI contre 0,11 et 0,02iNgNH,4"/g de sol en présence du
MBT apres 14 et 30 jours d’'incubation.

B. En sol acide

Comparativement a un sol alcalin, le processustdéaation en conditions acides est
beaucoup plus lent (fig. 1-11b). En sol acide, lésultats montrent qu’'apres 30 jours
d’incubation, seulement la moitié de I'azote amraoal apporté au début du traitement est
dégradée chez le témoin, passant de 0,21 a 0,1@NryH,4"/g de sol (fig. 11b), tandis que
la totalité de 'ammonium est dégradée aprés 26sjdiincubation en sol alcalin (fig. 11-11a).
Les faibles pH retarderaient donc I'oxydation danmonium en nitrate. En présence du
MBT, la nitrification est fortement inhibée et lemneurs en azote ammoniacales dans le sol
restent stables (0,21 mg d’N-Ni#gy de sol) jusqu'au §Uejour d'incubation, alors gqu’elles
diminuent progressivement en présence du MBI, pasia 0,21 a 0,16 mg d’N-NfHg de
sol. Ces resultats montrent que le MBT présentenueiieure efficacité que le MBI en sol

acide.

* ’'ensemble de ces résultats montrent que les deux inhibiteurs de nitrification, MBI et
MBT, présentent un effet inhibiteur différentiel en fonction du pH du sol (fig. 1I-11). Le MBI
serait plus efficace en sol alcalin, alors que le MBT est plus efficace en sol acide. En se basant
sur ces observations, les criblages de molécules glycosylées, dérivées du MBI et du MBT
seront respectivement effectués sur sol alcalin et acide.

* L’ensemble des inhibiteurs glycosylés ont été synthétisés par les chercheures de
I’'ENSCR. Cependant, les tests in vitro (sur sol), ont été réalisés a différentes périodes en
fonction du temps requis pour leur synthése et de leur réception. Le calendrier des criblages
est présenté dans la fig. lI-12. Ces inhibiteurs ont été testés sur trois périodes et leur effet
inhibiteur a été comparé au DCD (témoin de référence) et aux molécules natives (MBI et
MBT).
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Figure 11-11. Effet du MBI et du MBT sur l'inhibition de la nifitation dans un sol alcalin
(@ pH = 8,2; et un sol acidéh) pH = 5,5. Les barres verticales, lorsqu’elles splns
grandes que le symbole, indiquent + I'écart typéadmoyenne pour n=4Le traitement MBI
est significativement différent du traitement MBU seuil P<0,05. AS = Ammonium sulfate,
MBI = 2-mercaptobenzimidazole; MBT = 2-mercaptobmhiazole.

Calendrier des criblages des inhibiteurs de nitrification

Mise au point et criblage . Test sur Test sur colonnes de sol
microlysimétre
1ans 2ans 3ans
|1 |1 »
wv
Avril/09 Octobre/09 Janvier/10 §
¢ Glc-S-BZI ¢ Cel-S-BZI e Lac-S-BZI 5
= Test sur microlysimetre et
¢ Glc-S-BZT e Gen-S-BZT ¢ Gen-S-BZI = y
= sur colonnes de sol
* Lac-S-BZT ] .
< >
* Cel-S-BZT E
c
.8
Molécules testées sur sol alcalin 3
()
I Molécules testées sur sol acide B

Figure 11-12. Calendrier des criblages des inhibiteurs de roatfon synthétisés par
D. Pro, doctorante a I'Ecole Nationale SupérigageChimie de Rennes (ENSCR).
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[1.2. Test des inhibiteurs de nitrification glycosyés dérivés du MBI

Les résultats présentés sur la fig. ll+h8ntrent I'effet de 4 inhibiteurs de nitrification
glycosylés sur la dégradation du sulfate d’ammmoniAS) dans un sol alcalin.

Chez le témoin ne recevant qu’une solution de suié&ammonium (AS), les teneurs
en N-NH;" diminuent progressivement et la totalité de 'aminm apporté est dégradée
aprées 23 jours d’incubation.

Le dosage de I'ammonium montre que, quel que soitditement, aucune dégradation de
'ammonium n’est observée pendant les 7 premiansjd’incubation (fig. 11-13a).

La présence d’'un inhibiteur de la nitrification emmbinaison avec le sulfate d’ammonium,
retarde d’au moins 8 jours le processus de nidtifor.

En effet, les teneurs en ammonium du sol passeff2dea 0,15 mg d’N-NK/g de sol aprés
23 jours d’incubation. Les résultats montrent égaliet que I'ensemble des molécules testées
(DCD, MBI et Glc-S-BZl) présentent la méme effidacisur I'inhibition de ['activité
nitrifiante.

Le suivi des teneurs en azote nitrique du soliooefen partie ces résultats (fig. IlI-
13b). Chez le témoin, les teneurs en N3N&ugmentent suite a I'activité nitrifiante, passant
de 0,02 a 0,15 mg d'N-N{Jg de sol aprés 18 jours d’incubation. Cette audatiem
correspond a la diminution des teneurs en NyNHi sol. En présence du MBI ou du Glc-S-
BZI, les teneurs en N-NQrestent relativement faibles jusqu’a 18 jours diination, puis
augmentent progressivement pour atteindre des reewivalentes a celle du témoin apres
27 jours d’incubation. L’utilisation du DCD en comhison avec le sulfate d’ammonium
empéche l'apparition de nitrate pendant toute l@elde I'expérience.

Seuls des dosages d’ammonium ont été effectués lposuite des criblages des
inhibiteurs glycosylés (fig. 1I-13c et d). Globalent, les effets de ces inhibiteurs sur la
nitrification, sont relativement similaires a cedix premier test.

Les résultats montrent que la totalité de 'ammonapporté est dégradée apres 20 jours de
traitement et que l'activité nitrifiante du sol edifférée pendant au moins 12 jours en
présence des molécules MBI, DCD, Cel-S-BZI, Lac3-& Gen-S-BZI. Cependant, le DCD

semble étre l'inhibiteur le plus efficace.
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Figure 11-13. Effet des molécules glycosylées sur l'inhibition ldenitrification dans
un sol alcalin (pH = 8,2)a, c et d) teneurs en N-NK du sol,(b) teneur en N-N@.
Les barres verticales, lorsqu’elles sont plus deamue le symbole, indiquent + I'écart
type de la moyenne pour n=4. (AS = Ammonium sal|f@CD = Dicyandiamide;
MBI = 2-mercaptobenzimidazole; MBT = 2-mercaptab@hiazole; Glc = Glucose;
Cel = Cellobiose; Lac = Lactose; Gen = GentiobjiokEnsemble des traitements sont
significativement différents du témoin (AS) auit®«0,01.
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[1.3. Test des inhibiteurs de nitrification glycoylés dérivées du MBT

Les résultats obtenus sur un sol acide montreatl'qpplication des inhibiteurs de
nitrification inhibe fortement l'activité nitrifiate du sol (fig. 1I-14a et b). En effet, la teneur
en ammonium reste relativement stable, passant2dendy d’N-NH;*/g de sol (quantité qui
correspond a la totalité de I'N-NHapportée au début de I'expérience), a seuleméBtrag
d’N-NH."/g de sol au 30"jour d'incubation, alors que celle-ci s’éléve & Mg d’N-NH,*/g
de sol chez le témoin. Les résultats montrent éyzié que les inhibiteurs testés sur sol acide,
a savoir le DCD, le MBT, le Glc-S-BZT, le Lac-S-BZe Cel-S-BET et le Gen-S-BZT,
retardent de facon similaire la dégradation degfars dans le sol et présentent la méme

efficacité sur l'inhibition de la nitrification.

* Les résultats des tests avec les molécules glycosylés, dérivées du MBI et du MBT et
testées respectivement sur sol alcalin et acide, montrent que I'ensemble de ces molécules
présentent la méme efficacité sur I'inhibition de I'activité nitrifiante, et que la glycosylation
ne prolonge pas la durée d’action des molécules natives et n’accroit pas leur efficacité. A ce
stade, le choix d’un inhibiteur de nitrification devrait se justifier en se basant sur des criteres
autres que l'inhibition de la nitrification. De ce fait, des mesures de solubilité (tableau II-2) et
des tests d’écotoxicité (fig. 11-15) ont été réalisés dans le cadre de la these D. Pro (2011) et
sont rapportés pour information.

I1.4. Tests de solubilité et d’écotoxicité des inhiteurs de nitrification

Les résultats montrent que le MBI et le MBT solstpeu solubles dans 'eau, et le
greffage d’'un mono- (glucose) ou d'un disaccharidetose, cellobiose ou gentiobiose),
accroit considérablement I'hydrosolubilité de cesléoules (tableau II-2), jusqu’a plusieurs
centaines de fois. Cependant, la solubilité des/@mglycosylés est fonction de la fraction
glucidique. Les disaccharides, tels que le gertsxbiet le cellobiose accroissent plus
fortement la solubilité que le lactose par exemple.

L'impact de la glycosylation sur la toxicité dediliteurs (fig. 11-15), évalués sur
Vibrio fischeri(bactérie particulierement sensible aux compaségues), montre que I'Eg
(concentration causant la mort de 50% de la populabactérienne) la plus faible est
observée pour le MBI et le MBT, dissous dans l'eayprésence de polyéthyléne glycol non
toxigue (PEG). Les résultats montrent également diedfet toxique diminue
considérablement (&g élevée) lors de la glycosylation du MBI ou du MB@&t plus

particulierement avec le gentiobiose.
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Figure 11-14. Effet des molécules glycosylées sur 'inhibition ldenitrification dans
un sol acide (pH = 5,5)a) période d’avril/2009,b) période d’octobre/2009. Les
barres verticales, lorsqu’elles sont plus gramges le symbole, indiquent £ I'écart
type de la moyenne pour n=4. (AS = Ammonium sal|f@CD = Dicyandiamide;
MBI = 2-mercaptobenzimidazole; MBT = 2-mercaptab@hiazole; Glc = Glucose;
Cel = Cellobiose; Lac = Lactose; Gen = GentiobjosEensemble des traitements sont
significativement différents du témoin (AS) au is®«x0,05.

Tableau Il-2. Solubilité dans I'eau des inhibiteurs de nitrificat glucosylés (a 25°C)
dérivés du 2-mercaptobenzimidazole (MBI) et duégaptobenzothiazole (MBT).

Thése D.Pro.
Composés Solubilité (g/L) Composés Solubilité (g/L)
e MBI 0,25 * MIBT <0,03
e Glc-S-BZI >200 ¢ Glc-S-BZT 123
e Lac-S-BZ| 59 e Lac-S-BZT 5
e Cel-S-BZI >200 e Cel-S-BZT 19

e Gen-S-BZI >200 e Gen-S-BZT 21
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Figure 11-15. Ecotoxicité des inhibiteurs de nitrification glugtés dérivées du MBI
(a) et du MBT (b). PEG = polyéthylene glycol; MBI = 2-mercaptobenziazole;
MBT = 2-mercaptobenzothiazole; Glc = Glucose; Edactose; Cel = Cellobiose;
Gen = Gentiobiose (These D.Pro).
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* Sur la base des tests portant sur l'inhibition de I'activité nitrifiante dans le sol, la
solubilité dans I'eau et I’écotoxicité des molécules, le Gent-S-BZ| et le Gen-S-BZT ont été
retenus pour la suite des essais en microlysimétre et sur les colonnes de sol, en raison d’un
accroissement de la solubilité de ces molécules et d’'une réduction de leur écotoxicité.

[I.5. Test des inhibiteurs en microlysimétres

L'objectif de cette expérience était de quantifiafficacité des inhibiteurs de
nitrification et leurs effets sur la nutrition agetdu colzaBrassica napu4..). Les molécules
MBI et Gen-S-BZI ont été testées sur sol alcalid §8,2) alors que le MBT et Gen-S-BZT
'ont été sur sol acide (pH = 5,5). Le DCD, qui stitue un « témoin de référence », a été
testé sur les deux types de sol. L’engrais estrapgous forme d’ammonium-nitrate marqué
(**NH,4"-">NO3, excés isotopique = 5%) & raison de 150 kg-N/hacrbissance des plantes, la
distribution de l'azote (fig. II-16) et les pertekazote par lessivage (fig. 11-17) ont été

analysées au cours de 15 jours de culture.

A. Essai en sol alcalin

Les résultats ne montrent aucune difference eldse traitements (témoin et
inhibiteurs) sur la production de matiere séche XM8s plantes (fig. II-16a), avec en
moyenne 2,8 g de MS par plante pour I'ensemblet@dgements. L’absorption de I'azote
n'est également pas affectée par la présence dihibiteur de nitrification et aucune
différence n’est observée entre les différentddnaents effectués (fig. 11-16c). Cependant,
comparativement au témoin (AN) et aux autres tmagtets, AN+MBI et AN+Gen-S-BZI, les
quantités d’azote du sol sont deux fois plus inmgads lorsque le DCD est appliqué en
combinaison avec I'engrais (AN+DCD:; fig. II-16c)lles s'élévent & 30 md°N chez le
témoin, le MBI et le Gen-S-BZI contre 60 mMigN en présence du DCD. Par ailleurs, les
pertes d'azote par volatilisation sont moins imaotes en présence de ce dernier (53g
20% de l'azote total), et représentent respectiverd, 36, et 27% de I'azote total apporté,
pour les traitements AN, AN+MBI et AN+Gen-S-BZIdfill-16c).

Le dosage de I'azote marqu8\) dans les eaux de percolation, montre que lesper
cumulées par voie de lessivage augmentent en éondti temps pour se stabiliser apres 11
jours de traitement (fig. 17a). Par ailleurs, laamjités d’azote lessivées sont plus importantes
pour le traitement AN+DCD, atteignant 3,7 mg'de aprés 15 jours de traitement contre 3,2
mg de'®N chez le témoin (AN). Les résultats montrent quemparativement au témoin, ces
pertes sont réduites respectivement de 3,3 & 2,7Mg18%) et de 3,3 & 2,2 nfgN (-33%)
en présence du MBI et du Gen-S-BZI.
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Figure 11-17. Suivi des quantités dEN-engrais dans les eaux de percolation en sol
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significativement différent du témoin (AN) au del<0,05;" P<0,01. AN =
Ammonium nitrate; DCD = Dicyandiamide; MBI = 2-ngcaptobenzimidazole; MBT =
2-mercaptobenzothiazole; Gen = Gentiobios
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B. Essai en sol acide

Pour I'ensemble des paramétres analysés, serdilenhient Gen-S-BZT se distingue
du témoin (AN) et des autres traitements AN+DCDABI+MBT. Comparativement aux
plantes témoins, celles ayant recues du Gen-S-BZdombinaison avec I'engrais (AN+Gen-
S-BZT), sont caractérisées par une augmentationfis@tive de la production de biomasse
séche (+12%), passant de 2,4 a 2,7 g MS par pldigte 16b). Une augmentation de
'absorption de I'azote est également observée [gotraitement Gen-S-BZT (+16%, de 110 a
128 mg™N par plante; fig. 16d). Cependant, par rapportéawin (AN), les quantités d'azote
du sol diminuent en présence du DCD ou du MBT, lielsesont encore plus faibles en
présence du Gen-S-BZT (-28%, de 70 & 50 'M\). Les pertes d’azote par voie gazeuse
représentent 18% de I'azote total apporté pouséemble des traitements.

Pour I'ensemble des traitements, les quantiégperdues par lessivage augmentent en
fonction du temps (fig. 17b). Comparativement amdé (AN), les pertes d’azote sont
réduites de 19% (de 13,6 & 11 M) en présence du DCD, et de 30% (passant de 1B% a
mg*°N), en présence des inhibiteurs MBT et Gen-S-BZT.

[1.6. Test des inhibiteurs sur des colonnes de sol

L’effet des inhibiteurs sur I'activité nitrifiantéeur mobilité et leur dégradation dans le
sol et les eaux de percolation, ont été étudiésegeace dispositif s'affranchissant de la
présence de végétaux et visant a déterminer lalibdobes inhibiteurs et leur persistance.
Seul, le sol alcalin a été utilisé pour cette eigmée, et 'ensemble des inhibiteurs (DCD,
MBI, MBT, Gen-S-BZI et Gen-S-BZT) a été testé seameéme sol. L'engrais est apporté sous
forme de sulfate d’ammonium (AS) a raison de 75NKga. Des dosages d’ammonium,
d’inhibiteurs et de leurs produits de dégradataont, été réalisés pour chaque traitement sur 3
horizons de sol (0 - 20, 20 - 40 et 40 - 60 cnygaets les eaux de percolation.

A. Effet des inhibiteurs sur I'activité nitrifiae
Les résultats des dosages d’ammonium dans I'horizgd - 20 cm) montrent une
diminution des teneurs en N-NHdu sol chez le témoin (AS), passant de 40 pg N-KHle
sol au début du traitement, & 10 pg N4V de sol aprés 8 jours, puis elles restent stables
jusqu’a la fin de I'expérimentation (fig. lI-18).alprésence du Gen-S-BZI ou du Gen-S-BZT
en combinaison avec I'AS, n'a aucun effet sur fimtion de I'activité nitrifiante dans le sol.
Cependant, cette derniére est inhibée en préseaxaudres inhibiteurs. Apres 2 et 8 jours

d’incubation, les teneurs en azote ammoniacal tp@a le traitement AS+DCD, sont 2 fois
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MBT = 2-mercaptobenzothiazole; Gen = Gentiobiose).
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plus importantes que celles du témoin (de 30 at28ee20 a 10 pg N-NF/g de sol,
respectivement). Aprés 8 jours de traitement, ksedrs en N-NE sont également
supérieures a celles du témoin en présence du MBUAVBT, puis deviennent équivalentes

apres 15 jours d’incubation.

B. Devenir du DCD dans le sol et les eaux de peraviati
Les concentrations en DCD dans le sol varieneagtion de la durée d’incubation et
de la profondeur du sol (fig. 1I-19). Elles sontaks plus importantes dans I’horizon H1 (O -
20 cm) et H2 (20 - 40 cm) que dans I'horizon H3 {4D cm) pendant les 8 premiers jours.
Les plus faibles concentrations sont observéesldareaux de percolation.
Les résultats des dosages montrent égalementpautia du 8™ jour d'incubation, le
DCD devient indétectable dans tous les horizongdais les percolats du fait de sa

dégradation.

C. Devenir du MBI, MBT et leur dérivé gentiobibsgans le sol et les eaux de
percolation

Les résultats de la fig. 1I-20 montrent qu’aprégo@rs de traitement, les molécules
natives (MBI et MBT) et glycosylées (Gen-S-BZI eerGS-BZT) sont dégradées en leurs
différents sous produits. Ces derniers sont peulesopuisqu’ils sont principalement retenus
dans la couche supérieure du sol (H1) pendant lautieirée de I'expérience (24 jours), et
aucune trace d’inhibiteur n’est détectée dansdes ee percolation (P).

Au niveau de I'horizon superficiel H1, les difféte produits et sous produits
retrouvés sont le 2-mercaptobenzimidazole (MBI), benzimidazole (BI), le 2-
hydroxybenzimidazole (OHBI) et le 2-(methylthio)zenidazole (MTBI). Le Bl et quelques
traces de MTBI sont également retrouvés au niveathdrizons H2 et I'H3.

Par ailleurs, aucun composé glycosylé (Gen-S-BZGtmiS-BZI) n'est détecté (fig. 11-20b et
d). Le MBT et le Gen-S-BZT sont également dégraéés benzothiazole (BT), 2-
hydroxybenzothiazol (OHBT) et 2-(méthylthio)benzattole (MTBT) dans I'horizon H1. lIs

sont seulement détectés a I'état de traces damsitees horizons (fig. 11-20c et d).
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[1.7. Discussion et conclusion

Généralement, la nitrification est rapide dansstas faiblement acides ou alcalins (pH
> 6,0) mais plus lente dans les sols a faible pH<{p5J0). En condition acides, I'ammoniac
est essentiellement présent sous forme des NHubstrat pour lequel I'enzyme
monooxygenase a le moins d’affinité (Suzekial., 1974).Les travaux portant sur les tests
d’'inhibiteurs de nitrification connus, le 2-mercalpénzimidazole (MBI) et le 2-
mercaptobenzothiazole (MBT), montrent que ces nubdScprésentent un effet inhibiteur
différentiel en fonction du pH du sol (fig. 1I-11 MBI présente une forte inhibition dans le
sol alcalin, tandis que le MBT montre une fortd@actans un sol acide. L'efficacité des deux
inhibiteurs serait donc affectée par le pH du selui-ci étant un facteur déterminant pour
l'activité biologique, la stabilité et la solubditdes inhibiteurs de la nitrification (Keeney,
1986).

La glycosylation du MBI et du MBT ne prolonge pasi durée d’action et n’accroit
pas leur efficacité. Cependant, 'ensemble desbitéhirs glycosylés présente la méme
efficacité sur l'inhibition de la nitrification @. II-13 et 11-14). Les résultats montrent que
I'utilisation de ces inhibiteurs en combinaison @ven engrais ammoniacal, retarde la
dégradation de 'ammonium en nitrate (de 60%) pehda moins les 20 premiers jours de
traitement en sol alcalin et plus de 30 jours drasmle. Cela aurait pour effet de réduire les
pertes de nitrate par lessivage (fig. 1I-17), maissi des émissions d’oxyde nitreux, en
maintenant plus longtemps l'azote sous sa forme @manale (Edmeades, 2004). Des
résultats similaires ont été observeés, en utiliggmitres inhibiteurs de nitrification, comme le
DCD (Prasad et Power, 1995; Zacheri et Amberge801®i et Cameron, 2007a) ou le
DMPP (Barthet al., 2001; Zerullaet al., 2001a,b). Il est également intéressant de comstate
gue les molécules nouvellement synthétisées, peggenne efficacité sur linhibition de
I'activité nitrifiante, similaire a celle du DCDugest un inhibiteur de nitrification largement
utilisé au niveau mondial en agriculture (Treni€10). L'accumulation de N-NOobservée
apres 17 jours d’incubation en présence du MBI ouGiE-S-BZI (fig. 11-13b) présente un
intérét pour les plantes qui peuvent profiter d'walienentation mixte (ammonium-nitrate),
cette derniere conduisant a une meilleure prodit&tiAmberger, 2008). En présence de
DCD, aucune accumulation de nitrate n’est obseffigell-13b). Cependant, d’autres formes
d’azote minéral provenant de l'oxydation de I'amiom, telles que les nitrites (NGO,
pourraient étre présentes dans le sol (Zaetah.,2008).

De nombreux composés hétérocycliques, qui préserdes effets avéres sur

linhibition de la nitrification, sont toxiques pou’environnement et ne peuvent étre
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commercialisés, ni appliqués en agriculture (McgZattBremner 1989; McCarty, 1999). La
toxicité d’'une molécule envers les organismes twast prise en considération lors du choix
d’un inhibiteur de nitrification (Chien al., 2009). Le Gen-S-BZI et le Gen-S-BZI sont,
respectivement, 7 et 150 fois moins toxique queMBl et le MBT (fig. lI-15). La
glycosylation induit donc une meilleure toléranes thactéries a ces inhibiteurs.

La modification du MBI et du MBT avait égalementupobut d’améliorer leur
hydrosolubilité, qui est une caractéristigue déteamte des modalités d'application des
inhibiteurs en agriculture (Keeney, 1986). Ces muaks sont trés peu solubles dans I'eau et
le greffage d’un disaccharide (hotamment le gentigd) entraine une forte augmentation de
leur solubilité (tableau II-2). Cependant, en tesmie mobilité, aucune différence n’est
observée entre les molécules natives (MBI et MBfT)ear dérivé glycosylé (Gen-S-BZlI,
Gen-S-BZT; fig. 11-20), qui sont retenus dans l'izon supérieur du sol. Cette absence de
différence pourrait s’expliquer par le clivage trepide de la fraction glucidique et la
libération de la partie active qui continue a sgrdéer dans le sol. Ces sucres sont en effet
susceptibles d'étre utilisés par les micro-orgaesrdu sol pour leur propre métabolisme.
Cette hypothése est confirmée apres le dosage nthésitéurs glycosylés pendant les 3
premiers jours d’'incubation (fig. 11-21). Les résis obtenus montrent que cette dégradation
survient dans les heures qui suivent I'apport ditedment. Au contact du sol, le Gen-S-BZI
(fig. lI-21a) et le Gen-S-BZT (fig.ll-21b) se dédent respectivement en Glc-S-BZI et en
Glc-S-BZT. Apres 6h d’incubation, aucune trace mhedecules glycosylées n’est détectée. En
conséquence, 'augmentation de la solubilité deiiteurs apportés par une glycosylation ne
présente un avantage que pour leur facilité d’appbn.

Le DCD qui présente une forte solubilité dans l;edevient tres mobile dans le sol, et
peut migrer au-dela de 40 cm de profondeur (figl9). Cette forte mobilité pourrait
constituer un inconvénient lié au lessivage du D&Dlau risque d’'une séparation spatiale
entre l'inhibiteur et I'engrais ammoniacal, réduisainsi son action dans l'inhibition de la
nitrification (McCarty et Bremner, 1989; Zerullat al., 2001a,b). Sur cet aspect, les
inhibiteurs glycosylés pourraient constituer unellewe alternative, car s’ils sont fortement
solubles, leur durée de vie courte réduit le risdedessivage de l'inhibiteur natif une fois la
liaison glycosidique rompue..

L'impact de I'apport d’un inhibiteur de nitrificath sur le rendement des cultures et
sur l'efficience d'utilisation de l'azote (EUA), &ait I'objet de plusieurs études sur de
nombreuses especes de grande culture (Prasad et,A®@85; Trenkel, 2010). Les résultats

des tests en microlysimetres (fig. 1I-16b et ddiguent une augmentation des biomasses
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seches en présence du DCD ou du MBT, encore piungfisative (+12%) en présence du
Gen-S-BZT. Cette augmentation, qui mériterait pilewas d'étre vérifiee dans le cadre
d’autres expérimentations, se traduit égalementyver plus forte absorption de l'azote
(+16%) pour ce traitement, qui serait due aux fdildes pertes de nitrate par lessivage (fig.
[I-17b). Ces avantages liés a la présence d’urbitgur de nitrification ne sont pas observés
chez les plantes cultivées sur sol alcalin (figl8h et c). Certaines études menées au champ
portant sur le rendement et 'EUA ont parfois mérdes résultats contradictoires (Subbarao
et al., 2006; Trenkel, 2010). Plusieurs facteurs physigugsmiques et biologiques
déterminent l'efficacité des inhibiteurs de nité#tion. Les effets bénéfiques d’'un inhibiteur
de nitrification sur les pertes d’azote et le rendat sont généralement observés dans des sols
a texture grossiere (sols drainés) ou a textues finésentant respectivement, des risques de
perte par lessivage ou par dénitrification (fig28). Par ailleurs, le sol acide utilisé lors de
cette expérience (tableau II-1), présentant unldadi (nitrification lente) et une texture
limono-argilo-sableuse, serait plus favorable poépondre aux avantages d'un apport
d’engrais combiné a un inhibiteur de nitrificatidres apports d’eau réalisés (>100mm) pour
favoriser le lessivage pourraient également padiciau lessivage des inhibiteurs de
nitrification, notamment du DCD (fig. 11-19).

En conclusion, la glycosylation du MBI et du MBTnga@e non seulement augmenter
leur hydrosolubilité, mais aussi diminue considégaient le risque de toxicité. Ces
inhibiteurs glycosylés réduisent les pertes d’aaitpeuvent contribuer a 'amélioration de
'EUA. Leurs formulations simplifiées pourraientrsiituer une nouvelle alternative pour le
développement de nouveaux engrais a libératioreleigur utilisation en conditions de
cultures lysimétriques, n’a toutefois pas pu éastée en raison des délais requis pour la

synthese des quantités nécessaires dans ce dfsposit

Une partie des ces résultats ont fait I'objet d’'ungublication :

Pro D., Arkoun M., Daniellou R.,Nugier-Chauvin C., Morvan J.,Ourry A., Yvin
J.C., Ferrieres V. (2011). Water soluble nitrification inhibitors: Impact oflygosylation.

Soumise aournal of Agriculture and Food Chemistry
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Figure [I-22. Principales caractéristigues du sol pouvant réporarun apport
d’inhibiteur de nitrification (adapté d’apres Neteet al., 1992).
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Abstract

Urea is the major nitrogen (N) form supplied asilfeer in agriculture. However,
urease, a nickel-dependent enzyme, allows plantisdcexternal or internally generated urea
as a nitrogen source. Since a urease inhibitareguently applied in conjunction with urea
fertilizer, the N-metabolism of plants may be aféet The aim of this study was to determine
physiological and molecular effects of nickel deficy and a urease inhibitor on urea uptake
and assimilation in oilseed rape. Plants were growinydroponic solution with urea as the
sole N source under three treatments: plants tteaitth nickel (+Ni) as a control, without
nickel (-Ni) and with nickel and phenylphosphoradidate (+Ni+PPD). Urea transport and
assimilation were investigated. The results shoat thi-deficiency or PPD supply led to
reduced growth and reduc&-uptake from urea. This effect was more pronouring@PD-
treated plants, which accumulated high amountsed and ammonium. Thus, Ni-deficiency
or addition of PPD, limit the availability of N andecreased shoot and root amino acid
content. The up-regulation @nDUR3in roots indicated that this gene is a componéth®
stress response to nitrogen-deficiency. A genedtlline of glutamine synthetase (GS)
activity and activation of glutamate dehydrogen@S®H) and increases in its expression
level were observed in control plants, thus alliewgathe toxic effects of ammonium. At the
same time, in (-N) or (+Ni+PPD) treated plants,imcreases in GS or GDH activities and
expression level were found. Overall results shotked plants require Ni as a nutrient (while
most widely used nutrient solutions are devoid pf Whether they are grown with or without
a urea supply, and that urease inhibitors may leleterious effects at least in hydroponic

grown oilseed rape.
Abbreviations

Ni: nickel, PPD: phenylphosphorodiamidate, NBPT:(m\outyl) thiophosphoric
triamide, GS: glutamine synthetase, GDH: glutandateydrogenase.

- 68 -



Chapitre Il — Article 1

l. Introduction

The use of urea as a nitrogen (N) fertilizer maseased considerably over the last 30
years, and nowadays is the major worldwide N foappsied as fertilizer in agricultural plant
production, ahead of nitrate and ammonium (httfabétat.fao.org). The main advantages of
this compound are its high N content (46%), thatred low cost of production per unit of N,
as well as the easiness of handling.

To our knowledge and because of it fast soil hiydis, only a small fraction of urea
fertilizer is taken up as urea by plant roots. Bbed only DUR3 homologues and aquaporins
are undoubtedly linked to urea transport in plaRscently, AtDUR3 was demonstrated to
serve as a major high affinity transporter for unpéake by N-deficient roots @&rabidopsis
(Kojima et al. 2007), suggesting that urea transpotivity of AtDURS3 is of physiological
significance in higher plants. The regulation sféixpression is tissue specific and linked to
the N status irArabidopsis(Liu et al. 2003). This gene is expressed at levels in shoots
and is up-regulated during early germination andenrN deficiency in roots. It was proposed
by Liu et al. (2003) that AtDUR3 plays a role irearuptake by plant cells at low external
urea concentrations.

Urea in soils is hydrolyzed by urease, a nickgdahelent enzyme produced by soil
microorganisms (Watson et al. 1994), into ammoni(Mii,"), with often a concurrent
nitrification to nitrate (NQ@). Besides being the predominant N form used fotilifeer
application to crop plants, urea is also an imparid metabolite in plants. Two major
biochemical pathways, arginine degradation anddereatabolism, together with root and leaf
applications of urea, are the three major sourtesea in plants. Since urea accumulates in
source leaves of older plants and in germinatimgils€Zonia et al. 1995), the first pathway is
thought to be used during N recycling after prowégradation. Urea-derived ammonium is
assimilated into glutaminga glutamine synthetase (GS); then, glutamate syatf@®GAT)
catalyzes the formation of glutamate via the GS-@OGcycle. However, glutamate
dehydrogenase (GDH) may play a complementary co@S/GOGAT in the reassimilation of
excess ammonia released during stress conditiowsirong specific stages of development
(Rhodes et al. 1989; Yamaya et al. 1986).

The reaction catalyzed by urease is essentialakenN in urea accessible to plant
metabolism (Gerendas et al. 1998). Urease actiidt/been detected in many plants (Hogan
et al. 1983) and is reported to be inducible byaurerice Qryza sativa Matsumoto et al.
1966), jack beanQanavalia ensiformis Matsumoto et al. 1968), and barleMofdeum

vulgare, where different urease isoforms have also beemd (Chen and Ching 1988).
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Whereas the regulation of its expression is ndt wederstood in plants, different
pathways for the regulation of this enzyme havenbdescribed in bacteria, including
regulation by a global N control system. Ureasa mckel metalloenzyme that Arabidopsis
thaliana requires three urease accessory proteins (AtUreF, and AtUreG) for
activation (Witte et al. 2005). Therefore, nickeldonsidered to be an important element for
plants supplied with urea as an N source due tmiésin the activation of the urease enzyme
(Gerendas et al. 1998).

It is well known that the rapid hydrolysis of urkased fertilizers by bacterial ureases
in the soil results in substantial N loss that ltssirom ammonia volatilization and after
nitrification from nitrate leaching. Indeed, it hiagen estimated that more than 50% of the N
fertilizer applied can be lost (Bremner 1995; Temni®79). One approach to improve the
efficiency of urea is to combine its applicationtlwiurease inhibitors, which delay the
hydrolysis process and thereby extend urea avhijaby reducing nitrate leaching and NH
loss during the first weeks following applicatidtiowever, recent studies have demonstrated
an adverse effect of urease inhibitors on plantvgroand on their nitrogen metabolism
(Artola et al. 2011; Cruchaga et al. 2011; Watsod Kliller 1996).When urease activity is
low due to inadequate Ni supply or urease inhib#pplication, urea may accumulate to
considerable levels, particularly in urea-treatddn{s (Gerendas and Sattelmacher 1997;
Krogmeier et al. 1991). Nickel deficiency potergiadisrupts N metabolism in plants, thus
causing an accumulation of urea in foliage of sayb&lycine maxL.; Eskew et al. 1984)
and cowpea\(igna unguiculata_.; Walker et al. 1985). Nickel deficiency alsdezits amino
acid metabolism in cowpea (Walker et al. 1985)uoed urease activity, induces metabolic
nitrogen deficiency and affects amino acids, ami@gstamine and asparagine), and urea-
cycle intermediates (arginine, ornithine, and ditma) in several species such as rge¢ale
cerealel.), wheat Triticum aestivunlL.), soybean Glycine maxL.), rape Brassica napus
L.), zucchini Cucurbita pepolL.), and sunflower Helianthus annuud..; Gerendas and
Sattelmacher 1997). Similar disruptions occur inldya(Hordeum bulbosunt.) where Ni
deficiency disrupts metabolism of amino acids, ftgland some inorganic anions (e.g., SO
CI', and NQ’; Brown et al. 1990). Plants grown with urea argluhease inhibitor N-(n-butyl)
thiophosphoric triamide (NBPT) have been also shoovimave higher urea content within
tissues (Watson and Miller 1996). This accumulatanurea could be the cause of the
phytotoxicity observed in plants grown with urea danthe urease inhibitor,
Phenylphosphorodiamidate (PPD; Krogmeier et al. 9198Moreover, the high urea

concentration observed in leaves was associated thie development of necrotic leaf
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margins. A decrease in the ammonium content in glaat roots was also observed and
consequently, total amino acid content was drdBtic®duced upon NBPT treatment,
indicating a strong alteration of N metabolism.cmtrast, ammonium content increased in
spinach plant leaves (Cruchaga et al. 2011), arebtaction of glutamine synthetase in the
cell contents has been reported in whéatticum aestivumL.) in the presence of NBPT
(Artola et al. 2011). For these reasons, it coddldisadvantage to use this inhibitor since it
has been shown recently that it is taken up bytpl@Aruchaga et al. 2011n pea Pisum
sativumL.) and spinachSpinacea oleracea.), it has been demonstrated by the us&Mf
labeled urea, that NBPT reduced the incorporatibfalbeled urea in roots of both plant
species. Whereas NBPT had no effect®hlevels in pea plant leaves, highaX levels were
found in control spinach plants than in those &éawith inhibitors (Cruchaga et al. 2011).
This suggests an effect on the uptake systemsraadnansport in plants.

The influences of both, Ni deficiency and ureashikitor on the N uptake and
metabolism described above indicate that Ni deficyeor the use of a urease inhibitor can
potentially influence N use efficiency as well asnhMnagement of agricultural systems.
Although winter oilseed rapeBfassica napud..) is the dominant oilseed crop in northern
Europe, it requires high amounts of nitrogen (Nf is.characterized by low real harvested N-
fertilizer use efficiency, defined as produced sdadweight per unit of applied N-fertilizer.
While oilseed rape is considered as a nitrophiapcit receives a large amount of N fertilizer
as urea under actual agricultural management andftire there is a strong need to review all
the relevant information on its N metabolism to rne the efficiency of rape production and
reduce its environmental impact.

Therefore, the aim of the present study was teestigate the influences of Ni
deficiency and urease inhibitor (phenylphosphonmiliiate, PPD) on urea N metabolism of
winter oilseed rapeBfassica napus..), at the physiological (urea uptake, ammomiumga

and amino acid contents) and molecular levels (#eBUR3 and GDH transcript levels).

Il. Materials and Methods

I1.1. Growth conditions and experimental design

Seeds ofBrassica napusvar. Capitol were surface-sterilized by exposuwe80%
ethanol for 30 s followed by 20% sodium hypochkrior 10 min. After 10 washes with
demineralized water, seeds were germinated ontgenier deionized water for 2d in the
dark. Then, plants were grown in the greenhousst. dfter first leaf emergence, seedlings

were transferred for one week to a plastic tank (2Gnd supplied with a continuously
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aerated nutrient solution containinGaCh 1.25 mM, KCI 0.25 mM, KHPO, 0.25 mM,
MgSQO, 0.5 mM, EDTA-2NaFe 0.2 mM, 4803 14 uM, MnSQ 5 pM, ZnSQ 3 pM, CuSQ
0.7 uM, (NH)eM070,4 0.7 uM and CoGI0.1 puM.

Next, seedlings were divided into three sets aladegal in a plastic tank (10 L, 27
seedlings) containing the nutrient solution desatiabove and 2 mMN-urea (atom %°N,
4.11%) to measure cumulative nitrogen uptake. Tets of seedlings were treated with (+Ni,
Control) or without (-Ni) 40 nM NiGlfor 21 days. The remaining set was treated wiGINi
(40 nM) and 75 pg T of Phenylphosphorodiamidate (+Ni + PPD), a urdakébitor that
prevents hydrolysis of urea, which was renewed ye¥®0 days at the same time as the
nutrient solution. The absence of urea hydrolysas werified by following the ammonium
concentration in the nutrient solution. No traceswgetected for all treatments (data not
shown). The natural light from the greenhouse wgpkemented with high pressure sodium
lamps (Philips, MASTER Green Power T400W) supplysrg average photosynthetically
active radiation of 280 pumol photons’ra® at canopy height for 16 h per day. The
thermoperiod was 20°C (day) and 17°C (night).

After different durations of treatment (0, 7, &1 days), plants were harvested and
separated as shoot and root samples. Then, theyweghed (FW), frozen in liquid nitrogen
and stored at —80°C for further analysis. An aligobeach tissue was weighed and dried
(60°C) in a drying oven for dry weight (DW) determation and ground to fine powder with

0.4 mm diameter inox beads in an oscillating gnir(daxer mill MM301; Retsch).

I1.2. Determination of relative chlorophyll concertration

Measurements of relative chlorophyll concentratiam leaves were monitored at 15
and 21 days after treatment. They were performaéagus non-destructive method with a
SPAD (Soil Plant Analysis Development) chlorophgieter (Minolta, SPAD-502 model,
Tokyo, Japan).

11.3. Total N and **N analysis

An aliquot from lyophilized dry mater of each plamgan (shoots or roots) was placed
in thin capsules for isotopic analysis in ordeatalyze between 60 and 80 ug N. The total N
amount and®N excess in plant samples were determined witméragous flow isotope mass
spectrometer (Isoprime, GV Instrument, ManchestéK) linked to a C/N/S analyzer
(EA3000, Euro Vector, Milan, Italy):
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Total N (Ntot) content in a tissue ‘i’ at a giveimeé was calculated as: Ntot (%N x
DW;)/100. The natural®N abundance (0.36636+0.0004%) of atmosphesiaviis used as a
reference fof°N analysis. Nitrogen derived from current N uptéKept) in a given organ, at
a given time, was calculated as: Nup(Ntot x E) / Es. Where E(%) is the aton®N excess

in a given tissue (shoots or root), andsithe nutrient solution atomN excess (4.11%).

[1.4. Determination of urea and ammonium content

Shoot and root NiH and urea content was analyzed from frozen subsanugiag an
aqueous extraction performed at 80°C for 5 minagedescribed by Witte et al. (2002). NH
and urea were determined by ion exchange chronegibgr(Dionex ICS-3000) and by the
colorimetric method described by Kyllingsbaek (19 #Bspectively.

[1.5. Enzyme activities

Enzymes were extracted from frozen shoot and noaterial stored at -80°C. All
extractions were performed at 4°C. Glutamine sylae(GS) was measured according to the
method of O’'Neal and Joy (1973). The glutamate detyenase NAD(H)-GDH and
NADP(H)-GDH were measured as described by Turanalet(1996) except that the
extraction buffer was the same as for GS measurismen

I1.6. Gel electrophoresis and protein blot analys

Proteins were extracted from frozen shoot and noaterial in cold extraction buffer
containing 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA, 1 mMgCl,, 0.5% (w/v) polyvinyl
pyrrolidone (PVP), 0.196-mercaptoethanol (v/v) and 4 uM leupeptin. Prot@incentrations
were determined using the Bio-Rad protein essaytelrs were separated on an SDS-PAGE
acrylamide gel (Leammli 1970). Equal amounts oftgiro(10 pg) were loaded in each track.

The percentage of polyacrylamide in the runningwgas 12%. Denatured proteins
were transferred to polyvinylidene difluoride (PVDiRembranes. Polypeptide detection was
performed using polyclonal antiserum raised in r@blagainst the synthetic peptide,
AYGENERRLTG, by Eurogenetec (Seraing, Belgium) émely detected both GS1 and GS2

isoenzymes.

[1.7. RNA isolation and quantitative RT-PCR analyss
Total RNA was extracted from 200 to 400 mg of ra@mtd shoot fresh matter

corresponding to three sets of seedlings for eaettrhent. Fresh root and shoot samples were
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ground in liquid nitrogen with a mortar. The resudt powder was suspended in 750 pL of
extraction buffer (0.1 M Tris, 0.1 LiCl, 0.01 M EBT 1% SDS [w/v], pH8) and 750 pL of
hot phenol (80C, pH 4). This mixture was vortexed for 30s. Afsetdition of 750 uL of
chloroform/isoamylalcohol (24:1), the homogenates wantrifuged (15000g, 5 min, €).
The supernatant was transferred into 4 M LiCl sotu(w/v) and incubated overnight
at 4 C. After centrifugation (15000g, 30 min, @), the pellet was suspended in 250 pL of
sterile water. Fifty microliters of 3 M sodium aatg (pH 5.6) and 1 mL of 96% ethanol were
added to precipitate the total RNA for 1 h at’-80 After centrifugation (15000g, 20 min, 4
C), the pellet was washed with 1mL of 70% ethati@n centrifuged at 15000g for 5 min at
4 C. The resulting pellet was dried for 5min at rot@mperature and resuspended in sterile
water containing 0.1% SDS and 20 mM EDTA. Quardifizn of total RNA was performed
with a spectrophotometer at 260 nm (BioPhotometgpeladorf, France) before RT-PCR

analysis.

For RT, 1 pg of total RNA was converted to cDNAwan iScript cDNA synthesis kit
using the manufacturer’s protocol (Bio-Rad). Thaeaegeand specific primers selected for the
analysis were the followingEF1 (Forward (F), 5tttcgagggtgacaacatga; Reverse (R), 5
ccgttccaataccaccaate); and 18S (Fodgjataaccgtagtaattctag; R;diactcattccaattaccagac); as
housekeeping geneBnDUR3(F, 5-gacgacgagggaaatcaaag; Raffacaacaatgaggagagtgaa);
BnGDH1 §, 5-tgggacactagcgtcgttt; R, -Bgagatgctgagcttgctcg)BnGDH2 (F, 5-
ctcgtgacttgagcettgage; R,-8aggggaatgaccatgaaac) ddulUrease(F, 5-aagcatatgcttattggggc;
R, 5-cagataccatcgtgcggceaa); as target genes.

The subsequent PCR reactions were performed with df 200X diluted cDNA, 500
nM of the primers, 1XSYBR Green PCR Master Mix (ad) in a total volume of 15 pL.
The specificity of PCR amplification was examinegd honitoring the melting curves after
guantitative PCR reactions using the Chromo4 syg&imRad, France) and by sequencing
the quantitative PCR product to confirm that ther@ct amplicons were produced from each
pair of primers (Biofidal, France). For each samphe subsequent Q-PCR reactions were
performed in triplicate and the relative expressafnthe target gene in each sample was
compared to the control sample (corresponding tarobplants at T=0) and was determined
with the delta-delta Ct method using the followimgpation; 214t sample ACtcontroll yyity ACt =
Ctiarget gene Clhousekeeping genFOr calculations, we considered the geometricmidaween Ct of
the two housekeeping genes), where Ct refers tthtleshold cycle determined for each gene

in the exponential phase of PCR amplification. dsithis analysis method, relative
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expression of the target gene in the control sampke equal to one {2 by definition (Livak
and Schmittgen, 2001).

[1.8. Determination of amino acid profile

Amino acids were extracted in a solution of 2% Besalicylic acid (10 mg DW.nt)
from lyophilized dry matter of three individual plarepeats. Individual amino acid content
was determined by ion-exchange chromatography uiagAminoTac JLC-500/V amino
acid analyzer according to the instructions of t@nufacturer (JEOL Europe, Croissy sur

Seine, France).

[1.9. Data and statistical analysis
All experiments were performed with 3 replicatdsnme seedlings. The resulting
variation in the measurements was expressed asdhn + S.E. for n=3. A statistical analysis

was performed using the Student test (p=0.05).

lll. Results

[11.1. Reduction of plant growth without Ni or wit h PPD supply

To characterize the effect of nickel and the uraakibitor (PPD) on rapeseed growth
and metabolism, seedlings were grown with diluted¢land solution without nitrogen for 1
week, and then supplied (T=0) with different nuttisolutions containing urea with nickel
(+Ni), urea without nickel (-Ni) or urea supplemeahtwith both nickel and PPD (+Ni + PPD)
for 7, 15 and 21 days. Results of accumulated doynass revealed highly significant
differences between treatments (fig. Ill-1a). Comapge to the control (+Ni), plant growth
without nickel supplementation (-Ni) was characed by a 29% decrease in shoot and root
dry weights after 3 weeks (from 0.68+0.12 to 0.4880g DW.plant at 21 days; fig. ll-1a).
This effect was more pronounced when plants wexateéd with PPD (+Ni + PPD). In fact,
the growth was reduced by 60% when the ureaseiiahisas applied despite the presence of
Ni (from 0.68+0.12 to 0.27+0.04 g DW.plahat 21 days of treatment). The SPAD values,
which were used as indicators of the chlorophylhteat, showed significant differences
between control plants and those grown withoutelieltter 15 days of treatment (fig. 111-1b).
Moreover, plants treated with PPD showed visual ggms of chlorosis as confirmed by
their low SPAD values at 15 and 21 days after ineat.
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Fig. lll-1 Distribution of plant biomass and the SPAD valuents were cultured
hydroponically for 1 week with continuous suppliy a nitrogen-deficient solution.
Rapeseed plants were then transferred for 7, 1Blodays to different treatments:
urea(+Ni)-fed plants (control treatment, white Y)aurea(-Ni)-fed plants (grey bars)
and urea (+Ni+PPD)-fed plants (black bars). Pethowed the appearance of oilseed
rape plants after 21 days of treatmenplant dry weights of 7, 15 and 21 day treated
plants.b SPAD values of 15 and 21 day treated plants. Bgteesent mean + standard
error (n=3) with a bulk of 9 seedlings. Asteriskpresent significant differences from
the control at P<0.05 (*), P<0.01 (**)
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l11.2. Urea uptake was restricted without Ni or with PPD supply and inversely

related to BnDUR3 expression

The difference of growth might reflect differendesN-urea uptake or assimilation.
The cumulative urea-N uptake was followed by the of"N labeling (fig. I11-2a). Results
show the lower capacity of oilseed rape to takeurga when the medium was deficient in
nickel (-Ni) whatever the time of treatment. Indethet cumulative N uptake was about 2 fold
lower after 21 days of treatment (from 13.37+1.d46144+1.54 md°N.plant®, respectively).
The presence of PPD in the growth medium led toaandtic reduction of urea uptake with a
strong reduction at 15 (-91%, from 6.2+1.5 to 0.540mg **N.plant’) and 21 (-94%,
13.4+1.44 to 0.82+0.15 migN.plant') days of treatment. Overall, biomass accumulafion
lll-1a) of treated rapeseed plants was less affetttan™>N-urea uptake (fig. I11-2a).

In order to better characterize urea uptake, dlstive expression of the gene encoding
the urea transporteBADUR3J was quantified by gPCR analysis at the shootraotl levels
(fig. I-2b and c). Comparative to plants growrr fb week without N (T=0), the results
showed a slight down-regulation (by 2 fold) BiDUR3in roots of control plants (+Ni; fig.
[1I-2¢), while no change in the relative expressadiBnDUR3was observed in shoots after 7,
15 and 21 days of treatment. Compared to contianhtp)BnDUR3was approximately 2.5
fold more expressed in shoots and roots of urestetteplants without Ni supplementation,
and this up-regulation was more pronounced (3 foldy 7 and 15 days after the urease
inhibitor (+Ni + PPD) was added to the growth medliu

[11.3. Urea and ammonium contents were accumulatedvithout Ni or with PPD

supply

Endogenous urea levels (fig. Ill-3a and b) were tighest in shoots and roots
(180.95+23.22 and 137.30+17.89 pg N-urea.g HVespectively) of plants grown for 1 week
without N (T=0; fig. lll-3a and b). The results std a gradual decrease in the amount of
urea in shoots and roots throughout the treatnmsignificant differences were observed in
shoots between the —Ni treatment and the conteoitgl(fig .IlI-3a). However, addition of
PPD to the nutrient solution led to an accumulatbarea, which was particularly noticeable
after 7 days of treatment (106.89+8.83 and 49.32tfig N-urea.g DW for PPD treated and
control plants, respectively). Similar trends wéand in roots (fig. IlI-3b), with a general
decrease in urea content as a function of time¢hvhias slower for PPD treated plants. The
ammonium content in roots (fig. 11I-3d) was greatiean in shoots (fig. 1-3c). NH levels

increased during the first 7 and 15 days of treatme shoots and roots, respectively,
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whatever the treatment, respectively. Comparedtdrol, shoot NH" content increased by
22 and 44% in the (—Ni) and the (+N+PPD) treateohigl, while root N&f content increased
by 31 and 46% (fig. 1ll-3c and d), respectively. PRddition increased NH content
significantly in shoots at 7 days and in roots and 15 days. Subsequently, NHevels
decreased, whereas the levels seemed to remaie stabontrol plants. The urease gene
expression (fig. Ill-3e and f) decreased as a fancdf time in control plants, in roots and
shoots. The same trend was found in roots of (&ijl (+N+PPD) plants, but with a
significantly higher expression after 7 days. loats (fig. 111-3e), urease gene expression was
maintained at a significantly higher level in th&lij and (+N+PPD) plants than in control

plants.

[11.4. Only PPD supply decreased GS activity and mtein content

The glutamine synthetase (GS) activity in leavigs (Il-4a) decreased slightly (from
163.8+14.1 to approximately 115.2+15.1 nmol.thing* protein) irrespective of the applied
treatments during the first seven days. After titisgmained at a steady state level, whatever
the treatment. In roots, the presence of the urgdskitor in the growth medium led to a
drastic decrease of GS activity, from 115.33+1.688.47+18.19 nmol.mihmg* protein
after 21 days (fig. lll-4b). In the +Ni and the —tdeated plant, GS activity increased slightly
from day 0 and 7 days (reaching 168.43 and 137n8@.min‘.mg" protein), respectively. A
progressive decrease in GS activity, similar tothi +PPD treated plants, was observed in
the control plants (+Ni) after 7 days of treatmemijle plants grown without Ni showed no
change in GS activity. Overall, plants treated VIR®PD have an activity 41, 47 and 62% lower
than control plants, at 7, 15 and 21 days of treatnrespectively.

Antibodies raised against a conserved peptide dowfaGS1 and GS2 allowed the
detection of both GS isoenzymes using Western .bldy the cytosolic isoform, GS1, with
a molecular weight of 40 kDa was detected in r¢igs 111-4c). In the PPD treated plants, the
GS1 content detected was clearly lower than cortriNi) or the -Ni treatment, being then
undetectable after 21 days of treatment. In shawis,isoforms were detected: the cytosolic
(GS1) isoform and a chloroplastic (GS2) isoformhwatmolecular weight of 45 kDa (fig. IlI-
4d). There was no significant difference in theteanlevels of these two isoforms in shoots.
However, the quantities of GS1 and GS2 appear tower in plants treated with the urease
inhibitor than control plants after 15 days of treant.
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I11.5. PPD increased shoot GDH activity but not is transcript levels

The supply of urease inhibitor had a significamftuence on the GDH activity. In
shoots (fig. IlI5a), its presence led to a shaqpdsf GDH activity during the first 7 days of
treatment, followed by an increase up to 21 dayse#tment. In contrast, control and -Ni
plants exhibit a similar GDH activity with a sliglitecrease during the first 15 days of
treatment, followed by a slight increase until @dy
However, in shoots, the relative expression ofBh6&DHL1 (fig. 11l-5¢) and BnGDH2 genes
(fig. lI-5e) was not closely related to enzymatic activitieg.(fll-5a). Indeed, treatments had
no effect onBnGDH1 andBnGDH2 geneexpression, except a slight induction (3.5 fold) of
BnGDH2in treated plants with or without Ni after 21 dafdreatment (fig. lll-5e). In roots,
GDH activity (fig. llI-5b) andBnGDH1 (fig. IlI-5d) and BnGDH2 (fig. 11l-5f) expression
followed a very similar pattern of increase, whatethe treatment, being therefore closely
correlated. However, both enzyme activity and gexgression in roots were reduced by the

lack of Ni or even more strongly with PPD.

[11.6. Lack of Ni or PPD addition reduced amino acd contents

Total content of amino acids in roots (fig. lll;&)ecreased significantly when the
medium was deficient in nickel (-30%, from 48.2+60233.5+0.7 nmol.mg DW), and were
further reduced in the presence of PPD (-65%, fa@1®+6.2 to 16.5+3.1 nmol.mg DW.
The same pattern was observed in shoots, with actied by 30 and 50% of amino acids
content, respectively (fig. 111-6).
Overall, all the individual amino acids were unifdy affected by nickel deficiency (-Ni) or
by the presence of PPD in the growth medium, iroshand roots of oilseed rape (fig. Ill-6a
and b). The most represented amino acids werengaita glutamine, and aspartate and their
content were significantly decreased upon nickékeamt conditions, and more intensely by
applying the PPD, whatever the tissues. Howevemeseasparagine and arginine contents
were also affected.

IV. Discussion

Since urea is one of the most used nitrogen ifextd world-wide (http://
faostat.fao.org), its enzymatic hydrolysis is agess of great agricultural importance.
The primary role of urease is to allow the orgarsigm use external or internally generated
urea as a nitrogen source (Mobley and Hausinge®;189®bley et al. 1995). Many studies

have been reported on urea uptake and assimilatioseveral species and they have
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highlighted the importance of nickel for N metabaii in plant (Gerendas and Sattelmacher
1997; Mérigout et al. 2008). However, the invedtamya of the physiological effects of a
urease inhibitor on plants is a recent topic, dagotential uptake by plants is a factor that
must be taken into account when the applicatioanreé as fertilizer is combined with urease
inhibitors (Cruchaga et al. 2011). This study atm&entify jointly, the effect of nickel and a
urease inhibitor on nitrogen metabolism.

To our knowledge, it is the first study to combipleysiological and molecular analyses of
urea grown rapeseed plants, under nickel deficiezmyditions or treated with a urease
inhibitor, Phenylphosphorodiamidate (PPD), whospeeked effects could be very closed:

synthesis of inefficient urease or its inhibitioaespectively.

IV.1. Plant growth is reduced by Ni deficiency orexposure to a urease inhibitor

Plants grown with urea without Ni supplementatigere affected and showed reduced
growth (-29%) and leaf chlorophyll content compaveth control (+Ni, fig. Ill-1b) while
exposure to PPD causes a greater effect on gre@@o compared to control). While these
findings support earlier reports of Gerendas artteBaacher (1997) using Ni-deficient urea-
grown zucchini, rye, rapeseed, wheat, soybeansanfiower plants with reduced growth and
appearance of chlorotic leaves, they were not meeagent with those of Cruchaga et al.
(2011) and Artola et al. (2011), who showed a feartspositive effect of NBPT on growth
and nitrogen metabolism in wheat, pea, and spipéaits .
This difference may be the result of how the PPB pravided in the nutrient solution during
the experiment. NBPT is usually supplied only & bHeginning of the experiment (Artola et
al. 2011; Cruchaga et al. 2011), while PPD was lseghat each renewal of nutrient solution
in this study. Our results further showed that\iequired for plants grown without N or urea
supply. Internally produced urea was accumulatedhoots (fig. llI-3a) and roots (fig. I11-3b)
and its content decreased in all tissues no mattat the treatment.
This focuses attention on the fact that Ni is regpiwhatever the N nutrition of plants, while
most current laboratory cultures of plants areiedrout without Ni supply, resulting, for

example, in the wide use of Hoagland nutrient sohut

IV.2. Urea uptake is impaired by the lack of Ni orthe addition of PPD while the
expression of BhDUR3 is up-regulated
Using **N-labeled urea, we have shown a reduced capadaityirfea uptake by Ni-

deficient (-50%) or PPD-supplied plants (-94%; fili-2a). These results are in agreement
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with those of Cruchaga et al. (2011) who report #rether urease inhibitor (NBPT) reduced
the incorporation of labeled urea in pea and spirAant species. Shoot and root analysis of
BnDUR3 expression gave some interesting results regardieg uptake. This gene was
expressed at a high level in N-deficient (T=0) sodfig. Ill-2c, Kojima et al. 2007).
Moreover, the transcript level decreased afterpplyuof urea and nickel (control plants) to
N-deficient roots, suggesting that N deficiencyragulatesEBnDUR3expression in a similar
way to that ofAtAMT1.1encoding the major root transporter for high-affirammonium
uptake (Yuan et al. 2007). Also, there was no ¢atimn between the increase in urea uptake
(fig. lI-2a) andBnDUR3expression levels as previously showrAinthaliana(Mérigout et

al. 2008). Thus, in Ni-deficient conditions or whBRD was supplied with ureBhnDUR3
gene expression in roots tends to retain the saatterp of expression as under nitrogen

deficient conditions, until at least 7 days afteatment (fig. 11l-2c).

IV.3. Despite a lower uptake, urea is accumulateduring N or Ni deficiency or by

PPD supply

The decrease in shoot and root urea-N contentaa-ied plants (fig. Ill-3a and b)
indicated that a very rapid initial hydrolysis afa is stimulated by the nickel supply in the
nutrient solution and hence the synthesis of foneti urease whereas the slowdown of urea
hydrolysis observed in Ni-deprived or PPD treatéh{s, could be the result of the lack of
urease synthesis (Artola et al. 2011; Cruchagd €041; Gerendas and Sattelmacher 1999)
or its inhibition, especially in roots (fig. [lI-3bThe accumulation of urea found in this study
has been reported previously in different speciesvg on urea-based nutrient solutions
without Ni supplementation, such as soybe@ly¢ine max_. Eskew et al. 1984; Krogmeier
et al. 1991), cowpea/(gna unguiculata.. Walker et al. 1985) and rapese@&dassica napus
L. Gerendas and Sattelmacher 1999) or in the pceseh NBPT such as wheatr{ticum
aestivumL. Artola et al. 2011), pea{sum sativuni.) and spinachSpinacea oleracea.
Cruchaga et al. 2011). It is also noteworthy thadoss and roots of rapeseed accumulated
large amount of urea when plants were grown foryofl week without nitrogen
supplementation (T=0; fig. Ill-3a and b) suggestingt this endogenous urea may be derived
from arginase degradation of purines and ureidean@\et al. 2008). The gene encoding
urease was expressed in high levels in shootsaotd of N-deficient plants (T=0), and then
was repressed in control plants (+Ni; fig. 11l-3edaf). Therefore, the maintenance of urease

gene expression at significantly higher levelshie ¢Ni) and (+N+PPD) plants than in control
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plants after 7 days (fig. Ill- 3e and f) suggesttithhe urease gene, liIBADUR3 or AtAMT1.1
is a component of the stress response to nitrogéokehcy.

IV.4. Accumulation of Ammonium under Ni deficiency or PPD supply resulting

from a lack of its assimilation ?

Surprisingly, NH" content increased during the first 7 and 15 daysrestment in
shoots and roots respectively, of (-Ni) and (+NibBeated plants (fig. I1I-3c and d), while
as a result of reduced urea uptake and ureaseityctiv reduction of Nif-levels was
expected. Cruchaga et al. (2011) reported simiteseovation in NBPT treated spinach and
postulated an alteration of the main NHassimilation pathways. Indeed, the most striking
effect was observed in roots, where PPD led toaatitr decrease in GS activity (fig. I1I-4b)
which seems to be a direct consequence of its lewethesis (fig. Ill-4c) and was followed
by an increase of NA content in roots (fig. 1lI-3d). As GS cannot fililfits role in
ammonium assimilation, GDH may play a major rolek@eping the levels of NA in the
cytoplasm below toxicity (Skopelitis et al. 2006er¢é-Laforgue et al. 2004), and could
operate via amination. In this study, a correlati@ween the increase of WHn roots and
the increase in GDH aminating activity, whatever treatment, has been observed (fig. IlI-
5b). However, this activity was relatively low irNf) and (+Ni+PPD) treated plants,
indicating that Ni deficiency or PPD treatment @dte¢his second pathway of ammonium
assimilation. Thus, the apparent transcriptionalragulation of BhnGDH1 and BnGDH2
supports the large increase in enzyme activity dounroots of the control plants. GDH
multiplicity is a result of the random assemblytab types of subunitsy and g, to form
seven hexameric isoforms (Loulakakis and Roubelakgelakis 1991). Recently, the use of
transgenic tobacco plants with modified expresgsibthe GDHa and polypeptide genes
(Purnell et al. 2005; Skopelitis et al. 2007), fiawly establishedn vivo that under normal
growth conditions, GDH1 ptsubunit homohexamer) solely deaminates glutanatenéll
and Botella 2007), whereas GDH@a-gubunit homohexamer) exhibits strong deaminating
activity and only very low aminating activity (Skelfis et al. 2007). Therefore, our results,
and particularly the fact th&nGDH2is expressed at a level 5 times greater BaGDH1,
strengthen the hypothesis that the induction of BliGDH2is a response to the internally
provided NH', preventing accumulation of this species. Alsoe tstrongly reduced
expression of this gene under Ni-lacking conditimrswith PPD treatment leads to an
accumulation of ammonium at least during the fitStdays of treatment (fig. 11I-3d). In

shoots, GDH activity (fig. Ill-5a) and ammonium ¢ent (fig. 111-3c) are closely correlated
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only for (+Ni+PPD) treatment, whereas, the relagxpression of sho®@nGDH1(fig. 11l-5¢)
and BnGDH2 (fig. 1ll-5e) was not closely related to enzymatic activity (flf-5a). All
together, these observations indicate that thelaggn of the ammonium assimilatory
pathway in shoots is more complex than very oftescdbed and may well indicate a more

complex regulation of GDH activities and expresdiwen found in roots.

IV.5. As a consequence, amino acid content is redest by Ni deficiency or PPD

addition

Ni deficiency or PPD application lead to impairadage of the N supplied and
consequently to lower amino acid contents (fig:6l)ll A similar effect has been reported by
some authors (Cruchaga et al. 2011; Gerendas attelnszcher 1999). In this study, the
mostly affected amino acids were glutamate, glutenaind aspartate, which serve as a major
transport molecules of nitrogen (Galili et al. 2R0Bhus, they reached high levels in nickel-
treated plants, since these plants were able tpumeded urea. This suggests high activity
for aspartate aminotransferase, which catalyze®ittieectional conversion of aspartate into
glutamate (Galili et al. 2008). A reduction of adpte level in PPD-treated plants, also
suggests an impact on this enzyme and thereafteheowhole chain of amino acid synthesis.
Having observed a lowN-urea uptake (fig. l1l-2a), and a reduction in amacids pool (fig.
[1I-6) under these treatments, we suggest that agulated expression of genes such as
BnDUR3or urease are components of the stress respomsgdgen-deficiency in rapeseed
(Kojima et al. 2007).

In conclusion, our data demonstrate that the tdakrease activation in low-Ni plants
or by adding a urease inhibitor led plants to béainaically deficient in N. Whether they are
grown with or without urea, plants require Ni asuwrient, because internal urea is generated.
Moreover, urease inhibitors, at least when providedhydroponic culture, may have
deleterious effects on plant N metabolism and heptant growth. This suggest that PPD
may be taken up by the plant, but its quantificaiio planta was below its detection limit
using mass spectrometry analysis (unshown datayeler, it cannot be excluded that very
small contents of PPD in plant tissue may not beugh to cause a significant urease

inhibition.
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Abstract

Background and Aim#&l-fertilizer use efficiencies are affected by thelmemical
composition and suffer from potential N-losses lojatilization. Consequently, the aims of
this work were to assess Brassica napug. N uptake and dynamics at the whole plant level
from different forms of mineral N fertilizers, unddéield and controlled conditions and
guantify the advantage of using urease inhibitor.

Methodsin a field lysimeter experimentN labelled fertilizers were used to follow N
uptake and assessed N-losses by volatilizationewinl hydroponic conditionsBrassica
napusL. were grown with different N-sources (Urea, Ammon Sulfate, Nitrate + Urea, or
Nitrate ammonium) to investigate N-uptake®ylabelling and molecular analysis.

Key Results and Conclusiokkse of urea with NBPT (urease inhibitor), showked t
best efficiency with the lowest N losses (8% ofpleed compared to 25% with urea alone).
Plants receiving ammonium sulfate, had similar djieglchieved through a better N
mobilization from vegetative tissues to the seeelspde a lower N uptake resulting from a
higher volatilization (43% of applied N). Amounts 8N in the plant were also higher when
plants were fertilized with nitrate ammonium butldéses reached 23% of applied N.
Hydroponic experiments showed a deleterious efdéc@mmonium and urea on growth of
oilseed rape, that was alleviated by nitrate supglich was preferentially taken up. napus
was also characterised by a very low potential Unga uptakeBnDUR3 like BnAMT1,
encoding urea and ammonium transporters were upategl by urea suggesting that urea
grown plants suffered from nitrogen deficiency. Hesalso suggest a role for nitrate as a
signal on expression of BhDUR3 additionally toribée as a major nutrient. Despite a better
use efficiency for urea fertilizer which was funthiencreased by application of urease
inhibitor, overall results suggest that urea ielitslo not contribute significantly to plant N

nutrition.
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l. Introduction

Nitrogen (N) is the most important plant nutrigior crop production and it is
generally applied to the soil as a fertilizer. Thmmain forms of mineral N fertilizers are
usually available as ammonium (WM as nitrate (N@) and as urea [CO(NfHb] or in
combined forms, and their effectiveness is infl@ehby the ion exchange principles. Because
of its positive charge, NH is adsorbed by soil negatively charged colloids s retained
from leaching, whereas the negatively charged N&subject to leaching (Hofman and Van
Cleemput, 2004). However, depending on many factarsh as soil characteristics, climatic
factors, crop type, and fertilisation managemems, N-use efficiency of plants is generally
low (Malhi and Nyborg, 1991; Malret al.,2001).

Urea is the main N fertilizer used in agricultiiheoughout the world, accounting for
about 50% of the total world N fertilizer consunagpti(http://faostat.fao.org). Its consumption
has increased substantially because of its low faaturing cost and its high nitrogen content
(46%). However, after it hydrolysis by urease, anowmn enzyme in soil, the efficiency of
urea can decreased significantly by losses of Bhamonia gas (NkJ, which may reached up
to 50% of N applied (Terman, 1979). Thereafter;Midt to the atmosphere will be deposited
to land or water causing eutrophication and addifon of natural ecosystems (Sommer and
Hutchings, 2001). The extent of ammonia volatiimatcan be affected by pH, temperature,
organic mater, availability of water, and the foimmwhich urea is applied (Vlek and Carter,
1983). Moreover, urea hydrolysis reaction leadsato increase of soil pH and to the
accumulation of ammonium and nitrite, especiallyaikaline sandy soils and with urea
surface application (Nohrstedtt al., 2000). Nitrite accumulation could be toxic for
germinating seeds and seedling, and it could asgour gaseous N losses by denitrification
(Bremner and Chai, 1989). To reduce ammonia vdatibn and the adverse effect of urea
hydrolysis, many compounds have been tested far dbdity to inhibit soil urease activity
(Trenkel, 2010). The use of urease inhibitors, tteday the rate at which urea is hydrolyzed
and converted to ammonium, may reduced the probéassciated with the use of urea-based
fertilizer (Gill et al., 1997). By slowing down urea hydrolysis, atmospheolatilization of
ammonia, as well as further losses from nitrateHewy, are either reduced or avoided. It also
allows more time for plant N uptake.

Amongst the tested inhibitors, N-(n-butyl)thioppberic triamide (NBPT, sold as
Agrotair®, Agrotain International) was found to be one &f thost effective (Vittori Antisari
et al., 1989, Sanz-Cobengt al., 2008; Trenkel, 2010). It has consistently demautstt its

effectiveness at low concentrations, and inhibits &ctivity of urease enzyme in a wide
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variety of soil (Vittori Antisariet al., 1989; Carmonat al., 1990, Gillet al.,1997; Trenkel,
2010). Its effect on urease activity is associatétl the activity of its derivative, the oxygen
analogueN-(n-butyl) phosphoric triamide (Phongpahal, 1995). A previous study on soil
incubation shows that the effect of NBPT on lowgrammonia volatilization was greatest in
soils with a high pH and low buffering capacity (i8@net al.,1994). In addition, compared
to urea without inhibitor, when NBPT is applied tee soil together with urea fertiliser
(Trenkel, 2010) decreased in nitrogen losses addcesl toxicity from ammonia, results in
larger yields and better crop quality

Otherwise, the use of urease inhibitors implieg #hsignificant soil concentration of
stable urea and ammonium, as well as new mixedmMssuch us N&-NH;" (NA) and NQ
- urea (NU) are available for plants besidessN@®e main N form present in cultivated soil
(Marschner, 1995). All plants are able to take ithee nitrate, ammonium or urea as a
nitrogen source, and possess dedicated transmeentoearsport systems in root cells for each
form of nitrogen (Crawford and Forde, 2002; Let al., 2003). Recently, AtDUR3 was
demonstrated to serve as a major high affinityspanter for urea uptake by N-deficient roots
of Arabidopsis(Kojima et al.,2007), suggesting that urea transport activitAtdUR3 is of
physiological significance in higher plants. Ammami uptake is mediated by transport
systems that have been isolated and partially ctearaed in several plant species, such as
Arabidopsis thaliana(AtAMT1.1 AtAMT1.2 AtAMT1.3 and AtAMT2 Ninnemannet al.,
1994; Gazzarrinet al., 1999; Sohlenkampgt al., 2000; Kaiseret al., 2002) andBrassica
napus(BnAMT1.2 Pearsoret al., 2002). Two gene families namely, NRT1 and NRT2ehav
been identified in nitrate acquisition by plantsord@e, 2000). InArabidopsis thaliana
AtNRT1.1 and AtNRT1.2 were characterized as low-affinity nitrate tramrsgr, and
considered to belong to the NQATS (Low Affinity Transport System; Crawford and&ss,
1998), whileNRT2.1gene was shown to encode a major component d@eHATS (High
Affinity Transport System; Lejagt al., 1999; Cerezcet al., 2001). Recently, it has been
shown thatNRT1.1was involved in the signaling pathway responsifole stimulation of
lateral root growth and facilitates uptake of aukmouk et al.,2010).

It has been established that efficiency of urea asurce of N seems to be lower than
that of N@Q and NA (Tanet al., 2000; Houdusset al., 2005, Mérigoutet al., 2008). NH*
nutrition usually has deleterious effects on plgirawth and can result in toxicity symptoms
in many plants (Salsagt al., 1985; Britto and Kronzucker, 1998). Therefore, Nkhust be
rapidly assimilated. It is widely accepted that theitamine synthetase (GS)-glutamate

synthase (GOGAT) cycle is the main pathway of,NEssimilation (O’'Neal and Joy, 1973;
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Lea and Miflin, 1974). However, the glutamate dekbgenase (GDH) may play a
complementary role to GS/GOGAT in the reassimifatiof ammonium during stress
conditions or during specific stages of developm@famayaet al., 1986; Rhodest al.,
1989; Terce-Laforguest al., 2004). Experiments conducted in controlled coondgi have
shown that urea nutrition can also cause negatfifezte on wheat development, but less
intensely than those associated with ;NHutrition (Houdusset al., 2005, 2007, Garnicat
al., 2008). However, several authors have demonsttaggdthe negative effects associated
with ammonium and urea nutrition are corrected g supply of nitrate in the nutrient
solution (Britto and Kronzucker, 2002; Cruzadt, 2003, Houdusset al., 2005; Garnicaet
al., 2008). Physiological and molecular processes Uyidgrthis beneficial effect are only
partially understood.

The influences of both, type of fertilizer and age inhibitor on yield and N uptake
described above indicate that these two parametertd influence N use efficiency as well as
N management of agricultural systems, and are patign of importance from the
perspectives of pollution, cost and plant produtstiVAlthough, oilseed rapeBfassica napus
L.) is the dominant oilseed crop in northern Eurapeequires high amounts of nitrogen (N)
but is characterized by low real harvested N-iedil use efficiency. It is considered as a
nitrophilic crop, and receives a large amount ofiedilizer, for which urea is becoming
predominant. Therefore, there is a strong neeév®w all the relevant information on its N
metabolism to improve the efficiency of rape pradutand reduce its environmental impact.

The aims of this work were firstly to investigat#) undisturbed soil lysimeters, the
effect of different types of nitrogen fertilizers @rop yield of spring oilseed rapBréssica
napusL.) and their impacts on the environment. Assesgnoé NH;* volatilization was
determined by°N balance. This would assess more clearly theedntesf urea fertilization
combined or not with the urease inhibitor, NBPTmpared with a commonly used fertilizer
such as ammonium nitrate. In addition to the figiadies, the effects of mixed feeding (NA
and NU) on the main nitrate (NRT1.1 and NRT2.1)pamium (AMT1.1) and urea (DUR3)
transporters comparatively with nitrate, urea angdn@anium as sole nitrogen source was
studied at the physiological and molecular leveltiy N labelling and gPCR expression
analysis. Moreover, another experiment on the ptessiole of nitrate as a signal was
undertaken. One of the aims of the laboratory empmrts was to identify mechanisms

responsible for the patterns of N uptake obsermdte field.
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Il. Materials and Methods

II.1. Site and lysimeter description

The lysimeter system is located in Lieury I'Oudoim, the North of France
(00°00'34.3"W, 48°59'24.2"N). It's composed of ¥Simeter boxes in polyester resin of 2m?
and 110 cm of depth with 10 cm of fine stone fainlage. Each lysimeter box is connected to
a bucket collecting water percolation through a PwWBe. All buckets are located in a

concrete tunnel below the boxes.

[1.2. Soil and crop culture

The soil in lysimeter boxes is a Calcaric CamlsgdWVorld Reference Base for soll
resources, 2006), with a fertile surface layeremms of organic matter (6.3% in 0-20cm), a
relatively basic pH (Tab. IV-1) and a high contefitalcium carbonate increasing with depth.

A spring oilseed rape cropiassica napus. ‘Seven) was sown in 9 March 2011 at a
density of 100-120 seedsamwhich was then controlled during all the crogley(from plants
emergence to harvest), to obtain a plant densityden 77-81 plants.f The monthly water
input, including rainfall and irrigation, and theonthly average temperature are shown in
fig.IV-1. Water stress was not observed during éxperimental period due to regular
irrigation during March, April, May and June, whilmportant rainfalls during July and

August were observed.

11.3. Experimental treatment, labelling and harves

A total of four >N-labelled fertilizers N excess=10%), each with three replicates,
were allocated to the lysimeters in a randomizesigie ">NH,*NOs; (Ammonium Nitrate,
AN), (**NH,),SO, (Ammonium Sulfate, AS), CGINH.), (Urea, U), COPPNH,), + NBPT
(Urea + N-(n-butyl) thiophosphoric triamide, U+NBRTand control (treatment without
fertilizer). Fertilizers were applied one montheafsowing (at the middle of April) at stage of
development GS 1.4, and with an amount of 100 kigalN.To facilitate uniformity of
application, fertilizer were dissolved in osmoseatev and spread with a watering can. After
application, leaves were rinsed with osmosed watprevent burns.

At harvest, in August 10 plants were collected, weighed (fresh weight, FW)
separated in three compartments: pods, stems pmddes and dried (dry weight, DW).

Weeds and senescent leaves were also collectedydigvelopmental cycle, weighed
(FW) and dried (DW). For soil analysis, five copey lysimeter were realized down to 0.85

m. After drying at 60°C, samples were weighted gralind to a fine powder with inox beads
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Table IV.1 Physical and chemical properties of the soil lysimeters.

Depth Particle size pH OrganicC  TotalN C/N CEC Total CaCO,
(cm)  distribution (%)  (water) (Mg C.g")  (mg N.g?) (cmol.kgl) (%)
Sand Silt Clay
0-20 32 38 30 7.9 25.4 3.21 7.9 16.5 10
20-40 34 38 28 8.1 15 1.87 8 115 12
40-65 41 35 24 8.3 7.6 0.93 8.2 7.2 28
65-100 49 34 17 8.4 3.4 0.4 8.5 4.6 38
—— Airtemperature W Water inputs
T 120 20
3
g oo
= 12 g
£ 601 o
S -8 g
Z a0 :
2 o
S 20+ I T4z
= I
0 - : : : : : o)

March  April

May June July August
Months

Fig. IV-1 Monthly water inputs (rainfall and irrigation) and monthly average air temperature

recorded to the lysimeter site.
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of 0.4 mm diameter in an oscillating grinder (mixail MM301; Retsch) before isotope

analysis.

I1.4. Plant material for laboratory experiments

Seeds oBrassica napus.. were surface-sterilized by exposure to 80% rethéor 30
s followed by 20% sodium hypochlorite for 10 minftex 10 washes with demineralized
water, seeds were germinated on perlite over deednivater for 2d in the dark. Then, plants
were grown in the greenhouse. Just after the leftemergence, seedlings were transferred
for one week to a plastic tank (20 L) and suppheth a continuously aerated nutrient
solution containingCaCh 1.25 mM, KCI 0.25 mM, KHPO, 0.25 mM, MgSQ 0.5 mM,
EDTA-2NaFe 0.2 mM, EBOs; 14 uM, MnSQ 5 pM, ZnSQ 3 uM, CuSQ 0.7 uM,
(NH4)gM07024 0.7 uM, CoC4 0.1 uM and NiCG] 0.04 puM.

Next, seedlings were divided into seven sets dadefd in a plastic tank (10 L, 32
seedlings) containing the nutrient solution desadilabove and supplied with 2 mM N-
CO(NH,) » [U; atom %™N, 4.11%], N-°NH,),S0; [AS; atom %N, 2.29%], N- K°NOs;
[Nitrate; atom %™N, 2.25%], K°NOs-CO(NH,), [NU; atom % °N, 2.32%], KNQ-
CO(°NH,), [NU; atom %N, 5.17%], K°NOs-(NH.),SO; [NA; atom %N, 2.49%)] and
KNO3-(**NH,),S04 [NA; atom %N, 2.96%] to measure cumulative nitrogen uptake.

Two other sets of seedlings were treated with 2 NHBO(°NH,) , [U; atom %™N,
4.11%] or 2 mM N-t°NH.),SO; [AS; atom %N, 2.29%)] and received, every six hours, 150
nM of nitrate (KNQ) as a pulse until the end of the experiment. Tétnal light from the
greenhouse was supplemented with high pressur@moldimps (Philips, MASTER Green
Power T400W) supplying an average photosyntheyicalttive radiation of 280 pmol
photons.rif.s* at canopy height for 16 h per day. The thermoplenias 20°C (day) and 17°C

(night), and nutrient solution was renewed evedays.

After different durations of treatment (0, 24, 7&id 15 days), plants were harvested
and separated as shoot and root samples. Thenwideyweighed (FW), frozen in liquid
nitrogen and stored at —80°C for further analyArs.aliquot of each tissue was weighed and
dried (60°C) in a drying oven for dry weight (DWatdrmination and ground to a fine powder
with 0.4 mm diameter inox beads in an oscillatinghder (mixer mill MM301; Retsch)

before isotope analysis.
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11.5. Total N, **N analysisand *°N balance

An aliquot of each soil or plant sample was plaiea tin capsule fof°N isotopic
analysis. The total N amount afftN excess in plant or soil samples were determinita av
continuous flow isotope mass spectrometer (Isopri@¥ Instrument, Manchester, UK)
linked to a C/N/S analyzer (EA3000, Euro Vector|avij Italy).

Total N (Not) content in the different compartment ‘i’ was edided as: Ny = (%N x
DW;)/100. The natural®N abundance (0.36636+0.0004%) of atmosphesiaviis used as a
reference for®N analysis of plant grown in hydroponic conditionghile the naturaN
abundance of unfertilized lyzimeter soil (0.3816%®%%) was used for plants grown in
lysimeters. Nitrogen derived from current N uptéiept) in ‘i’ compartment was calculated
as: Nupt= (Ntot x E) / Es. Where E(%) is the aton°N excess in the different compartment,
and E is the nutrient solution or fertilizer atol™N excess.

Fertilizer Use Efficiency (FUE) was calculated a3,ptakd "Nappiiea X 100, while
nitrogen losses by volatilization were estimatethgishe >N balance and calculated by the

H .15 — 15 15 15 15
following formula: “*Nyolatilized = ~“Nrertilizer = (“Nplant + ~"Nsoil + ~“Npercolate-

[1.6. RNA isolation and quantitative RT-PCR analysis

Total RNA was extracted from 200 to 400 mg of r@otd shoot fresh matter
corresponding to three sets of seedlings for eaatrhent. Fresh root and shoot samples were
ground in liquid nitrogen with a mortar. The resudt powder was suspended in 750 pL of
extraction buffer (0.1 M Tris, 0.1 LiCl, 0.01 M EBT 1% SDS [w/v], pH8) and 750 pL of
hot phenol (80C, pH 4). This mixture was vortexed for 30s. Afsetdition of 750 uL of
chloroform/isoamylalcohol (24:1), the homogenates wantrifuged (150009, 5 min, €).
The supernatant was transferred into 4 M LiCl sotufw/v) and incubated overnight at@.
After centrifugation (15000g, 30 min, &), the pellet was suspended in 250 pL of sterile
water. Fifty uL of 3 M sodium acetate (pH 5.6) ahanL of 96% ethanol were added to
precipitate the total RNA for 1 h at -8G. After centrifugation (15000g, 20 min, @), the
pellet was washed with ImL of 70% ethanol, thentrifeiged at 15000g for 5 min at €.
The resulting pellet was dried for 5min at room pemature and resuspended in sterile water
containing 0.1% SDS and 20 mM EDTA. Quantificat@friotal RNA was performed with a
spectrophotometer at 260 nm (BioPhotometer Eppé&nidiance) before RT-PCR analysis.

For RT, 1 pg of total RNA was converted to cDNAwan iScript cDNA synthesis kit
using the manufacturer’s protocol (Bio-Rad). Thaaegeand specific primers selected for the

analysis were the followingEF1 (Forward (F), 5tttcgagggtgacaacatga; Reverse (R), 5
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ccgttccaataccaccaatc); and 18S (ch@ataaccgtagtaattctag; R-,giactcattccaattaccagac); as
housekeeping genes. BnNrt2.1  (F, S-tggtggaataggcggctcgagttg; R, -5
gtatacgttttgggtcattgccat)BnNrtl.1 (F, 5-atggtaaccgaagtgectty; R,-thattccagctgttgaagc);
BnDUR3(F, 5-gacgacgagggaaatcaaag; Raffjacaacaatgaggagagtgaa); BnGDH2 (F, 5-
ctcgtgacttgagcttgage; R-Baggggaatgaccatgaaac); as target genes.

The subsequent PCR reactions were performed with df 200X diluted cDNA, 500
nM of the primers, 1XSYBR Green PCR Master Mix (ad) in a total volume of 15 pL.
The specificity of PCR amplification was examinegd onitoring the melting curves after
guantitative PCR reactions using the Chromo4 syg&imRad, France) and by sequencing
the quantitative PCR product to confirm that ther@ct amplicons were produced from each
pair of primers (Biofidal, France). For each samphe subsequent Q-PCR reactions were
performed in triplicate and the relative expressadnthe target gene in each sample was
compared to the control sample (corresponding tarobplants at T=0) and was determined
with the delta-delta Ct method using the followieguation: 2 -ACt sample ACt control],
with ACt = Cittarget gene -Cthousekeeping gene (For alons, we considered the
geometric mean between Ct of the two housekeeppengy), where Ct refers to the threshold
cycle determined for each gene in the exponenhake of PCR amplification. Using this
analysis method, relative expression of the taggee in the control sample was equal to one
(20), by definition (Livak and Schmittgen, 2001).

[1.7. Data and statistical analysis

All experiments were performed with 3 replicatésr laboratory experiment, each
replicates contains nine seedlings. The resultargation in the measurements was expressed
as the mean = S.E. for n=3. A statistical analysa&s performed using the Student test
(p=0.05).

For gPCR analysis, the normality of the data wadied with the Ryan-Joiner test at
95%. Analysis of variance (ANOVA) and the Tukeyttéds compare the means was
performed using MINITAB13 oWindows(Minitab Inc, State College, PA, USA). When the
normality law of data was not respected, the naupatric test of Kruskal-Wallis was done.
Statistical significance was postulatedP&0.05.
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lll. Results

l1I.1. Fertilizer net uptake and N partitioning un der lysimeter conditions

A. Environmental conditions

Monthly air temperature at the experimental séged from 7.6°C in March to 17.6°C
in August (fig. IV-1). Cumulative water input, inming rainfall and irrigation, was 24mm at
the beginning of the experiment, and reached AB81 and 89.3mm during May, June and
July, respectively. The highest rate of rainfallswa&corded at the end of the experiment
(August) with 116.4mm (fig. IV-1). During the spgrand summer period, the irrigation and
rainfall inputs was mostly lost to the atmospheseeaapotranspiration, and no leaching

occurred during this period.

B. Yield and fertilizer use efficiency (FUE)

A lysimeter device was used to investigate theafbf different types of nitrogen
fertilizer and assessing the interest of urea lieation combined or not with the urease
inhibitor on yield of oilseed rapeBfassica napud..), N uptake and their impact on the
environment. Results of crop yield, expressed s tper hectare, revealed highly significant
differences between control (without N fertilizand other treatments (Urea, U; Urea + N-(n-
butyl) thiophosphoric triamide, U+NBPT; Ammonium Ifatie, AS and Nitrate-Ammonium,
NA; fig. IV-2A). Comparatively to control, fertilied plants were characterized by a 35%
increase in yield (from 1.72+0.04 to 2.31 ton&.lsa average; fig. IV-2A). Results also show
that the type of nitrogen fertilizer applied to g had no effect on yield since the final crop
yield did not change (2.31 tonsthan average) whatever the fertilizer treatmentswéier,
fertilizer use efficiency (FUE), which measuresaéincy of nitrogen uptake by plants from
fertilizer, varied depending on the fertilizer prded (fig. IV-2B). In fact, AS treatment has
the lowest FUE (29%), while U + NBPT treatment skdwhe highest FUE (46%). U and NA
treatments had a FUE of 37 and 41%, respectivaly (V-2B). Furthermore, compared to
urea fertilizer, an increase by 24% in FUE is obsérwhen a urease inhibitor was combined
with urea (U+NBPT treatment).

C. Partitioning of N taken up
By labelling fertilizers with'®N, it was possible to quantify N distribution incéa
compartment (fig. IV-3A), cumulated N uptake anldedtion to each plant parts (fig. IV-3B).
The amount of residudPN in soil was highest in U+NBPT treatment and lowies AS
treatment, with 45.44+4.77 and 26.97+6.05'Ry.ha’, respectively (fig. 3A). Compared to
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Fig. IV-2 Agronomic parameters. A: Yield of oilseed rape d@udFertilizer Use
Efficiency (FUE). Fertilizers were applied as Ammian Nitrate (AN), Ammonium
Sulfate (AS), Urea (U), Urea + M-butyl) thiophosphoric triamide (U+NBPT), and
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Fig. IV-3 N-fertilizer uptake and partitioning estimated ByN-labelling. A:
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plants receiving urea (U, 36.43+2.87 Rl.ha') as fertilizer, those grown in the presence of
an urease inhibitor (U+NBPT treatment) were charatd by a larger nitrogen content in the
plant compartment (+23%, 44.98+3.38 KiN.ha'), while those receiving AS, have the
lowest level (28.73+0.51 kiN.ha?, fig. IV-3A). Amounts of N in the plant compartment
were also increased compared to AS when plants fegtdized with nitrate ammonium
(NA), with a nitrogen content of 40.86+4.04 ¥j.ha™.

Nitrogen losses by volatilization were assessédguthe >N balance, in the absence
of any leaching. Results show that, comparativelyl, AS and NA treatments, the
application of the urease inhibitor, NBPT, with aifertilizer, reduce substantially the losses
of nitrogen by volatilization (fig. 1V-3B). In fagtwith NBPT, losses were reduced by 68%,
when compared to U treatment (from 25.60+6.94 @v81.89 kg*N.ha'), and by 81 and
65% when compared to AS (43.33+6XN.ha’) and NA (23.58+3.31°N.ha?, fig. IV-3A)
treatments. N that remained in the soil can bepnéted as the balance between volatilization
process and plant uptake. No significant differenoeere observed if°N-soil contents
between the U and NA treatments (36.62+5.33 an0635.64 kg'°N.ha', respectively),
while it was the lowest in AS fertilized plantsg(filV-3B).

The quantification of labelled N into each orgawmeals that distribution of nitrogen in
the plant varies with the distribution of N betwesml and volatilization, hence with the type
of fertilizer. Overall, most of thé°N was allocated to the seeds, while tap root, siewh
senescent leaves, were the organs that have thesttiM content (fig. IV-3B). Regarding
taproots, and comparatively to U (2.52+0.28'RN.ha"), U+NBPT (2.86+0.28 kd°N.ha?)
and NA (2.65+0.28 kg°N.ha?) treatments, AS-treated plants are characterigetiéolowest
>N content (1.87+0.28 kiyN.ha’, fig. IV-3B). Results also show th&N content decreased
significantly in stem (-30%) and senescent leav@8%) of plants amended with ammonium
sulphate (AS), compared with those received ureferitizer. Furthermore, compared with
the same treatment (U), stem and senescent lé3Nesmntent increased in U+NBPT and
NA-treated plants. However, this increase was highth the U+NBPT treatment (+29% for
stem and senescent leaves, from 2.56+0.13 to 3.B24@'°N.ha’ and from 3.58+0.48 to
4.63+0.24 kg'°N.ha', respectively). Similar trends were found in seesish a significant
increase of°N content in the U+NBPT treated plants (+22%, f28105+2.09 to 34.42+2.91
kg **N.ha'), and a general decrease in the AS (-18%) and M%) treated plants (fig. IV-
3B). Taken together, theses results show thatavidwer N availability resulting from higher
volatilization (AS treatment), a similar seed yigds achieved by a better mobilization of N

from senescing leaves, stems and taproots to Husse
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[11.2. Nitrate, ammonium and urea net uptake underhydroponic culture
A. Dry matter and N content

In order to study mechanisms of nitrate’s benafieffect, rapeseed seedlings were
grown with diluted Hoagland solution (amended wiNh 40 nM) without nitrogen for 1
week, and then supplied (T=0) with different nittagcompounds supplied as sole (Urea, U;
Ammonium Sulfate, AS and Nitrate) or mixed formstrate-Ammonium (NA) and nitrate-
urea (NU) for 24 h, 72h and 15 days. Urea analggithe nutrient solution was regularly
performed to check that no significant hydrolysicurred. Plant growth (i.e. dry matter
production) was not significantly affected durirg tfirst 24 and 72 hours of treatment (data
not shown). After 15 days of treatment, the analgdithe accumulated dry biomass revealed
highly significant differences (fig. IV-4A). Compatively to nitrate fed plants, plants treated
with ammonium (AS) were characterized by a 50% eles® in shoot and root dry weights
after 2 weeks (from 1.37+0.12 to 0.68+0.03 g DWhptx This effect was more pronounced
when plants were treated with urea (U) and symptofrid starvation appeared. In fact, the
growth was reduced by 75% when urea was suppliedsmde N source (from 1.37+£0.12 to
0.35+0.01 g DW.plant compared to N@ fed plants). Results also show that the addition o
nitrate to urea (NU) or ammonium (NA) fed plantduees significantly this negative effect
compared with provision of either N source alonec¢es plants dry weights were similar to
those of nitrate fed plants (fig. IV-4A).

This difference of growth might reflect differerscen N uptake related to N nutrition.
The cumulative N uptake was followed B¥ labelling (fig. IV-4B). To distinguish nitrogen
provided in the mixed nutrient forms (NA and NUphlypone element was labelled each time
[K°NO3-(NH4)2S0s or KNOs-(**NH,),S0s, and K°NOs-CO(NH,), or KNOs-CO(*°NH,),,
fig. IV-4C]. Results show the lower capacity ofsaieéd rape to take up urea (U) when the
medium was supplied with this element as the sod®Nce. Indeed, the cumulative N uptake
was about 12 fold lower than for nitrate treatménom 50.31+2.82 to 4.27+0.24 mg
>N.plant!, fig. IV-4B). Also, regarding AS, its uptake byapit was about 1.5 fold lower than
nitrate. Comparatively to nitrate fed plants, thasated with Nitrate-Urea (NU) or Nitrate-
Ammonium (NA), were also characterize by a 22% ease in°N content. However, nitrate
seems to be preferentially taken up by plants (fig4C). In fact, only 8.6% of totdPN were
provided by urea (3.36+0.19 mtN.plant) and 91.4% by nitrate (35.94+2.02 fityl.plantt)
in NU fed plants, while in NA fed plant (fig. IV-4C45.5 and 54.4% of totdPN were
provided by ammonium (17.81+1.82 ri\.plant') and nitrate (21.32+1.42 nigN.planth).
Furthermore, urea and ammonium uptake were redigedt5% (from 32.43+3.13 to
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17.81+1.82 mg™N.plant) and 21% (from 4.27+0.24 to 3.36+0.19 nig\.plant),
respectively, by the presence of nitrate, whosekgtwvas itself inhibited by 32% in the
presence of urea or ammonium (fig. IV-4B and C).

B. Uptake rate and analysis of BANRT1.1, BhNRT2.1, BAA.1 and
BnDURS3 transcript levels

In order to better characterize urea, ammoniumratrdte transport in plant, uptake
rate was analysed (fig. IV-5A) and the relative reggion of the genes encoding the urea
(BhDUR3J3, ammonium BnAMT1.) and nitrate BnNRT1.1landBnNRT2.]) transporters was
guantified by gPCR analysis at the root level,ra#teand 72h of treatment (fig. IV-5B-E).
Net uptake rate by roots supplied with urea renthimery low during all the duration of
experiment, reaching 0.09 ufgN.ht.mg* root DW after 24h of treatment, and then
decreasing to 0.06 'gN.ht.mg* root DW after 72h (fig. IV-5A). Net uptake rateg fpots
uniformly supplied with NU, NA or Nitrate followethe same pattern with time. However,
during an induction period (24h) uptake rate inseeghand reached 2.98, 3.31 and 3.29 g
>N.h™.mg* root DW, respectively, and was then slightly dawgulated during the following
48h at 2.31, 2.50 and 2.80 FIN.h".mg* root DW at 72h, respectively. No significant
differences were found between the NA treatment Mrichte fed plants (fig. 1IV-5A). A
general increase in uptake rate as a functionnoé tiwhich was slower than NU, NA and
Nitrate, was observed in AS fed plants suggestitack of down regulation of ammonium
uptake. The relative expression of BeNRT1.1(fig. IV-5B) and BhANRT2.1geneg(fig. V-
5C) was closely related to uptake rates. Indeed, comtipaty to plants grown for 1 week
without N (T=0), the results showed a significaritlgher expression &nNRT1.1(10 to 16
fold) in the presence of NU, AS, NA and Nitrateeaf24h of treatment, while no change in
the relative expressiowas observed for urea (U) treated plants (fig. B}-5After 72h of
treatment,BnNRT1.1lexpression followed a similar pattern whatever theatment. The
expression oBNNRT2.1gene was induced only when nitrate was providedn.roots of NU
(4.5 fold) and Nitrate (3 fold) treated plants (fliy-5C). The same trend was found at 72h,
but with lower levels of expression suggesting avmaegulation mostly for NA treated
plants. In the presence of urea (U), Ammonium 3el{AS) BhnNRT2.1gene expression was
maintained in a low steady state of un-inductiod slight repression for NA grown plants.

Regarding ammonium transporter, the results shavstlong down regulation (by 5
fold) of BhAMT1.1after 24 and 72h, whatever the treatments (figoDj. However, the level
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(U), (°NHg):SQs (AS), K*NOs
(Nitrate), K°NO5-CO(NH,), (NU),
KNO3-CO(NH,), (NU), K*NOs-
(NH4)2SO, (NA) and KNG™-
(**NH,);S0O; (NA). Data represent
mean * standard error (n=3) with a
bulk of 32 seedlings. Asterisks
represent significant differences
from the control at ~P<0.05,
*P<0.01, ***P<0.001 or ns=not
significant. Different superscript
letters indicate significant (P<0.05)
differences between treatments
within each period of treatment.
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of repression is lower after 72 h of treatment, emptcfor NA treatmentBnDUR3 gene
expression was maintained at a significantly higeeel in root of U fed plants, after 24 and
72h of treatment, while it was significantly repged in the presence of NU, AS, NA and

Nitrate in the growth medium (fig. IV-5E).

C. Ammonium assimilation: Analysis of BhGDH2 transctrigvel

The expression in shoots and roots BsffGDH2 was followed after 15 days of
treatment (fig. IV-6A and B) as no significant lévaf expression were found between
treatments at 24 and 72h (data unshown). Comparttdiplants grown for 1 week without N
(T=0) or those grown with urea (U), the resultsvgdo a slight induction oBnGDH2 in
shoots (by 2.8 fold) and roots (by 4 fold) of NUWlfelants, while it was strongly induced by
AS treatment (by 6 and 30 fold, respectively, fig-6A and B). A supply in the growth
medium of Nitrate Ammonium (NA) or Nitrate has rigrsficant effect on the expression of
BnGDH2in roots (fig. IV-6B); despite a slight up-regudat in shoots (fig. IV-6A). However,
no significant differences were observed betweenwo treatments.

D. A signalletic role of nitrate: Effect of nitrajulse on urea and ammonium
uptake
To investigate the possible role of nitrate asgmad affecting urea or ammonium

uptake, rapeseed seedlings were supplied (at Wb),Urea (U) or Ammonium Sulfate (AS)
for 24 and 72h. A pulse of 150nM nitrate (KB)@vas added to the nutrient solution every six
hours for all the duration of the experiment. Thenalative *>N-urea (U) and ammonium
(AS) uptake was not affected by the nitrate putee, at 24h, neither after 72h of treatment
(fig. IV-7TA and B). However, in comparison with tipdants atty (T=0), pulsing U and AS-
plants with nitrate, strongly induces ro@sNRT1.landBnNRT2.1genes (fig. IV-7C and D).
Indeed, exposures of U and AS-plants to the nipratse, induced, respectively, by 10 and 15
folds BnNRT1.1 and by 3 foldBnNRT2.1 after 24h of treatment. Only pulsing AS-plants
increased by 23 the relative expressioBoONRT1.1after 72h of treatment (fig. IV-7C), while
pulsing U-plants increased by 1.6 expressioBmfRT2.1at the same time (fig. IV-7D). The
results also showed that tBenDUR3gene appears to be sensitive to the nitrate sidigal
IV-7E). Compared to urea fed plants (U), exposinglaéhts to a nitrate pulse (U+150nM
nitrate) results in a down-regulation®hDUR3 by 3.5 and 1.4 after 24 and 72h of treatment,
respectively. Whereas, AS and pulsing AS-plantsitaaedBnDUR3expression in a state of
repression throughout the duration of the expertniign IV-7E). BnAMT1.1was mostly up-
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(C), BnNRT2.1 (D), BnDURS3 (E) andBnAMT1.1 (F) in the presence of a pulse of 150nM
nitrate (KNQ"). Plants were cultured hydroponically for 1 weakhw continuous supply
of a nitrogen-deficient solution (T=0). Rapeseazhps were then transferred for 24 and 72
hours to different treatments: Urea (U) or Ammonium Sulfate (AS). A pulse of nitrate
was added to the nutrient solution every six héarrs  all the duration of the experiment.
Data represent mean + standard error (n=3) wittulk of 32 seedlings. Different superscript
letters indicate significant (P<0.05) differenclestween treatments within each period of
treatment.
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regulated in the starved plantg),( and then repressed after exposing to the differe
treatments. However, a nitrate pulse had no effl@cBnAMT1.1geneexpression whether
plants were grown on U or AS (fig. IV-7F).

IV. Discussion

The use of N fertilizers is essential to keep andhcrease the productivity of
cultivated plants. However, excessive N-fertilinatimay potentially lead to N-losses, and
subsequently, lead to economic and environmentgaatn Therefore, to sustain crop
production, the fertilizer industry faces a coniimgu challenge to improve its products,
particularly of nitrogenous fertilizers, and to nmmze any possible adverse environmental
impacts. This study aims to highlight the effectdd@ferent forms of mineral-fertilizer (urea
vs. ammonium vs. nitrate) and of the use of uréalsibitor, on the physiological efficiency
of N, considering specific preferences of certaimfs of N, and on the avoidance of N-losses
caused by specific N-forms. Experiments were cotetum field (using lysimeter device), to
provide some agronomic aspect and performance feftization, and laboratory conditions,
to identify physiological and molecular mechanisimsolved in the nitrogen uptake

processes.

IV.1. Yield, N uptake and its distribution in plant organs

Plants grown without fertilizer supplementationrgveharacterized by a low yield (-
35%) compared with those receiving fertilizers .(fig-2A). Furthermore, the final yield of
2.3 tons.hd was recorded whatever the N-form of fertilizens.Hurope, the average seed
yield of winter oilseed rape is expected to be leetw3 and 4 tons.HigRathkeet al., 2006).
Hence, the low yields obtained in our experimemésreot unusual and may be related to the
type of cultivar used (spring oilseed rape), whoadmpared to winter oilseed rape, shows
differences in growth and development. Our restltsher showed that, Fertilizer Use
Efficiency (FUE), varies with the nitrogen formdfilV-2B), and this is closely correlated
with the N uptake, its partitioning within the ptaffig. 1IV-3A and B) and risk of N
volatilization. Urea combined with the urease irtoib (U+NBPT) shows the best N use
efficiency by the plant (46%, fig. IV-2B), and & of interest to note that under the effect of
urease inhibitor, a higher proportion BN remained in the soil when plants have been
harvested (45.4% compared to 36.6% in the absemcmhditor, fig. IV-3A) which
correspond to a more effective immobilization oplegd N-fertilizer. Hence, this translates

into a better nitrogen uptake (44.9%; in contras3@.4% in the absence of inhibitor, fig. V-
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3A) and better seed filling (+ 22%, compared witbautreatment, fig. IV-3B). These findings
support earlier reports of Bastenal., (2005), which showed an increase of N use effmyen
(+7%) of urea + NBPT compared to urea without iitbib However, mobilization of N from
stem and senescing leaves was lower compareddaueAS treatment (fig. IV-3B). Indeed,
as a result of a lower N availability resulting frohigher volatilization (fig. 1V-3A), AS
treatment was characterized by a lower FUE (2980,I¥-2B) and hence better mobilization
of N from senescing leaves, stems and taprootset@eeds (fig. IV-3B), to achieve a similar
seed yield. Thus, ammonium sulfate (AS) is not ptinmal fertilizer in terms of plant N
nutrition when compared to nitrate ammonium (NAgaialone (U), or combined with urease
inhibitor (U+NBPT). Moreover, it is widely acceptetthat combination of nitrate and
ammonium (NA treatment) represents the optimumlantgN nutrition and growth (Bloorat
al., 1993; Trenkel, 2010). Nitrate promotes organ ediog more than ammonium because
of higher accumulation of osmotic substances, wdg@mmonium nutrition increases the
number of yield components of several crop plaaspecially of cereals (Camberato and
Bock, 1990; Gerendas and Sattelmacher, 1990). ®wttier hand, considering the potential
benefits of urea as a fertilizer (in cost and highcontent: 46% N vs. 34% for NA) and
according to our results, the use of urease irdrikadded to urea, may be an interesting

option for oilseed rape production.

IV.2. N losses and effect of NBPT

Besides the higher FUE and better N recovery aiftgl the use of urea as N-source
combined with urease inhibitor prevent N loss byssion of ammonia (NgJ or dinitrogen
oxide (fig IV-3A). It is generally accepted that hiblatilization problem results largely from
the rapid enzymatic hydrolysis of urea to ammonicanbonate by soil urease (Bremner,
1995; Harrison and Webb, 2001). While this lossay neach 50% of the applied-N (Terman,
1979), our results shows that NBPT reduce sigmtlga(by 68%) the loss of N by
volatilization (fig IV-3A), and are in agreementtiwithose observed by Graet al., (1996)
and Sanz-Cobenat al., (2008), who reported a reduction of 36 and 42% @emitted NH,
respectively. This reduction was associated withdlowdown in urease activity, promoting a
decrease of NI availability (Sanz-Cobenat al., 2008). Expressed in percentage of the N
applied, other authors observed under laboratongitions that reduction in losses can range
from 22, 39 to 51% after fertilising with a mixtuog urea and NBPT. (Carmorea al., 1990;
Christiansoret al., 1990; Antisariet al.,1996). Surprisingly, N-losses with AN treatmenrg ar
also high (23%), whereas, almost half of N appéesllost to the atmosphere (44%) when AS
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was supplied as fertilizer (fig. IV-3A). After sade application, NI reachesequilibrium
with the dissolved Nkinear soil surface, increasing the likelihood ofeyaus NH losses to
the atmosphergarticularly when soil pH is high (Table 1V-1, Zlgginget al.,1991; Zaman
et al.,2008). N-losses as dinitrogen oxide@Y should not be excluded. Zametnal., (2008)
reported that, larger amount of D) may be emitted from Nfand NQ, as a result of
nitrification and denitrification, along with thegh moisture soil content (Fig. 1V-1).

Overall, a substantial reduction in N-losses waseved by NBPT-treated urea. This
result suggests that the uses of urease inhilotaidde considered as an interesting fertilizer

strategy to improve the performance of urea, aleitly lower risks for the environment.

IV.3. Net nitrate, ammonium and urea uptake undercontrolled conditions and

effect of urea and ammonium on growth

Our results showed that strict ammonium (AS treain and urea (U treatment)
causes a decrease (-50 and -75%, respectively)eobitseed rape growth when compared
with strict nitrate nutrition, after 15 days frommetonset of the treatments (fig. IV-4A). These
results were in agreement with those reported lneroauthors in various plant species
(Bradleyet al., 1989; Gerendas and Sattelmacher, 1997; éiaal., 2000; Houdusset al.,
2005; Merigoutet al., 2008; Garnicaet al., 2009). Furthermore, this negative effect was
correlated with a reduced capacity for ammonium aredh uptake by plants (-35 and -90%,
respectively; fig. IV-4B). Hence, it appears thag¢ teleterious effects on growth associated
with urea may differ, at a physiological level, fiahose associated with ammonium. The
later may have a toxic effects, while urea tregpéehts seems to suffer from nitrogen
deficiency. Indeed, it is widely accepted thatmost higher plants, excessive ammonium is
known for it toxicicity (Britto and Kronzucker, 2@). This fact has been related to the
accumulation of Nl in plant tissues, leading to its rapid assimikatioto the amino acid
glutamate by the glutamine synthetase/glutamatthage pathway (Lea and Miflin, 1974). At
the sight of NH" uptake rate (AS treatment, fig. IV-5A), after 2dda72h of treatment, the
results shows lower ammonium uptake rates, whenpaoed to nitrate fed plants. This is
correlated with the down-regulation BhAMT1.1in the roots, when plants were shifted from
nitrogen-deficient to nitrogen-sufficient nitrogeonditions (fig, 1V-5D).AtAMT1.1encodes
for the major ammonium high-affinity transport syteand it generally repressed under
nitrogen sufficiency (Yuaret al., 2007). Hence, a rapid decrease of its relativaesgion
(fig. IV-5D), may leads to a decrease of ammoniuptake capacities to avoid cellular

toxicity (Britto and Kronzucker 2002). GDH may playmajor role in keeping the NHevels
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in the cytoplasm below toxicity (Skopelitis et 2006; Tercé-Laforgue et al. 2004), and could
operate via amination. It has been establishadvo that GDH1 solely deaminates glutamate
(Purnel and Botella 2007), while GDH2 exhibits sfygadeaminating activity and only very
low aminating activity (Skopelitis et al. 2007). deatly, a transcriptomic analysis of
Arabidopsisroots supplied with nitrate or ammonium showed B®H2 was specifically
induced by ammonium (Patterseh al., 2010). Correspondingly, we observed, in the long
term (15 days), a strong up-regulation of root shdotBnGDH2of AS treated plants (by 30
and 6 fold, respectively, fig. IV-6A and B). Taktgether, we hypothesize that the induction
of this gene is a response to the externally peaviH,", preventing its accumulation. The
higher expression dnGDH2in root (by 5 folds) than in shoot, suggests thatrbots are the
main NH;" assimilatory organ in oilseed rape.

Comparatively to nitrate treatment, plants grown AS are characterized by root
growth inhibition (fig. 1V-4A). Li et al., (2010) showed that NA supplied to roots in
Arabidopsisaffect cell elongation, and that growth inhibitisas associated with NHefflux
in the elongation root zone. Other studies have piteposed that the auxin signal is involved
in NH,4" toxicity leading to growth inhibition (Caet al., 1993). Thus, induction &nNRT1.1
by AS (fig. IV-5B), which was unexpected at firdaugce; make an interesting parallel with
the recent demonstration of auxin influx facilicatiby NRT1.1 (Kroulet al.,2010).

As for ammonium fed plants, it has been reported nitrogen nutrition based on urea
leads to reduced growth because of its accumulatiantoxic amounts, causing subsequently
leaf-tip necrosis (Krogmeier et al., 1989; Gerenadidd Sattelmacher, 1998). Also, compared
to plants receiving nitrate or nitrate-ammoniunan$ receiving urea as the sole N source are
characterized by symptoms of N-starvation (Merigetual., 2008; Cao et al., 2010). The low
N-urea content in the plant (fig. IV-4B) and a dimseduction of its uptake rate (fig. IV- 5A),
confirms the hypothesis of a nitrogen deficiencyilseed rape. The molecular reason for the
inefficient use of urea by plants remains misuned but the extremely low urea uptake
rate that we measured may be the reason. Howeavalyses ofBnDUR3expression in root
gave some interesting results in regard to ureakepffig. IV-5E). In a similar way to that of
AtAMT1.1 BnDUR3was expressed at a high level in N-deficient rdtigs IV-5E, Kojimaet
al., 2007). This gene tends to retain the same patfegrpression as under nitrogen deficient
conditions when plants were resupplied with ureandu72 h (fig. IV-5E). Hence, having
observed a very low urea uptake rate (fig. IV-5AF suggest that such gene expression
patterns indicated th&nDUR3is a component of the stress response to nitrdgéniency

in rapeseed.
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IV.4. Nitrate correct the negative effect of urea ad ammonium fed plants

Many studies have reported that the negative tsffassociated with NA and urea
nutrition are corrected by the presence of nitretethe growth medium (Britto and
Kronzucker, 2002; Garnicat al., 2009). Comparatively to ammonium and urea fedtplan
the presence of nitrate along with NHNA) and urea (NU) increases by 1.2 and 9 fold the
N-uptake, respectively (fig. 1V-4B), and therefaestores growth of oilseed rape (fig. V-
4A). However, enhancement of iyHand urea uptake by NOwas not observed (fig. IV-4C).
This finding is contrary with the results reporteyg Garnicaet al., (2009), who showed
significant enhancement of NHand urea uptake in wheat by NGupply. Indeed, in such
mixed strategies of nutrition (NA and NU), oilseegbe preferentially take-up NQand this
is shown especially in the case of NU treatmenter@®1% of N derived from nitrate, in
contrast to 54% in the case of NA treatment (\¢r4IC). This may be partly related to the
nitrophilic character oBrassicaceaelainéet al., (1993) reported that the peak rate of nitrate
uptake is higher in manBrassicaceag¢han in many other crop plants (e.g. members @f th
PoaceaeandLegumineag Also, these results are closely correlated wipression pattern
of BANRT1.1land BhnNRT2.1genes, that are significantly up-regulated in N#d &NU fed
plants (fig. IV-5B and C), and especiaBnNRT1.1(fig. IV-5B). On the other hand, we also
observed that the presence of Nidr urea greatly delayed NQuptake (fig. IV-4B and C).
This result was expected, since it has been destblp many authors in various plant species
(Criddle et al., 1988; Kronzuckeret al., 1999; Garnicaet al., 2009), and this could be
attributed to the down-regulation &nNRT2.1by urea and ammonium (fig. IV-5C), and
BnNNRT1.1by urea only (fig. IV-5B). In summary, the resuhslicate that the beneficial effect
of nitrate in the development of plants fed withmaomium or urea seems to be related to the
nutritional character of nitrate. The increase aotrgrowth observed in the mixed nutrition
should be also a specific effect of nitrate, whitkplves theNRT1.1gene (fig. IV-5B; Krouk
et al.,2010). However, effects on the flow of assimilatmf ammonium and urea should not
be excluded.

IV.5. Nitrate as a signal molecule

Nitrate is not only the main nitrogen source ftanp nutrition but also play a major
role as a signal molecule modulating plant metaboland growth (Crawford, 1995). Our
results showed a strong but expected inductioBr@iNRT1.1and BANRT2.1gene when
ammonium (AS) and urea (U)-plants receivedsNfdlIses (fig. IV-7C and D), confirming the

efficiency of the low concentration of nitrate pided as a pulse (150 nMNRT1.1is
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considered as a dual affinity nitrate transporelpnging to both HATS and LATS (Liet
al., 1999) and dual affinity nitrate sensor, dependingits phosphorylation (Liu and Tsay,
2003). Therefore, Het al., (2009) demonstrate that the sensing function oT NR may be
separate from its Ng transport activity. Indeed, it has been estabtisteat NRT1.1 is
involved not only in transport nitrate, but alsciféates uptake of auxin, and favors its
basipetal transport in lateral roots, at low néraavailability (Krouk et al., 2010).
Surprisingly,BnDUR3expression also seems to be sensible to extrdowlgoncentration of
NOjs (fig. IV-7E). This suggest another additional réde nitrate as a signal. Our results show

no effect of nitrate pulsing on ammonium or uretalp (fig. IV-7A and B).

IV.6. From controlled conditions to the field : ary significant uptake of urea ?

From hydroponic experiment, it can be postulatet tirea uptake do not contribute
significantly to N nutrition of a nitrophilic spexs such a8rassica napud.., because of an
extremely low uptake rate potential, which triggdéos urea fed plant, symptoms of N
deficiency (reduced growth, up regulation of AMThdaDUR3 genes). However, urea
fertilization in the field combined with a ureasibitor provide the best FUE with the lowest
N volatilization, which mean that microbial hydrely of urea, even reduced, is sufficient to
deliver nitrate and ammonium for plant N uptakejtasan be postulated that urea itself was
not significantly taken up.

V. Conclusion

Contribution of different mineral N fertilizers tgpeld or N-use efficiency of oilseed
rape is of special importance. Overall, ammoniurtiata fertilization showed the worst
effects with a low N fertilizer use efficiency, m@ased volatilization leading to lower N
availaibility while nitrate ammonium or urea feitdtions provided improvements of these
parameters. Addition of NBPT with urea, a widelged urease inhibitor, restricted N
volatilization and as a consequence, promoted hehigoil immobilization. However, in
hydroponic conditions, urea grown plants showetr@ng reduction of their growth, higher
than with ammonium sulfate and compared to nitsafigply alone. This could be due to N
deficiency effects resulting from very low urea alg@ rates rather than to urea or ammonium
derived toxicity per s.e.as illustrated by the fact that BNGDH2 (potenyialhvolved in
ammonium detoxification) which was strongly up-rieged with ammonium sulfate nutrition,
was not affected in urea grown plants. Moreoves,dkpressions of BhnAMT1 and BnDUR3,

encoding ammonium and urea transporters, were gudaid by N starvation as well as by
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urea nutrition, the latter being sensitive to nérevhich act as a signal similarly as it does on
BnNNRT1.1 and BnNRT2.1 expressions. Overall resutgyest that urea is not taken up in the
field at a significant level even in the presentam urease inhibitor, which however do not

affect negatively fertilizer use efficiency resotiifrom delayed microbial hydrolysis of urea.
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CHAPITRE V. CONCLUSIONS ET DISCUSSION GENERALE

|. Développement de fertilisants azotés présentaane efficience nutritionnelle améliorée
et respectueux de I'environnement

Dans le contexte d’'une agriculture qui se veut gegpuse de I'environnement, il
devient impératif de développer de nouvelles sjfatg qui prennent en compte a la fois les
préoccupations environnementales et économiquek feguiert des améliorations des
pratiques culturales, et en particulier des modeppdrt des engrais azotés et de leur
efficacité. L'utilisation d’'inhibiteurs d’'uréases de la nitrification constitue 'une des voies
privilégiées permettant de réduire les pertes d&aebles risques pour I'environnement qui en
découlent. Cette stratégie devrait par ailleursc®@mpagner d’études sur les effets de la

nutrition ammoniacale et uréique chez les plantes.

Ce travail de thése visait donc a :

- Effectuer degriblages de nouvelles moléculegn testant leur efficacité sur l'inhibition de
la nitrification et de l'activité uréasique dans del, et en évaluant leunobilité, leur
dégradation et leurs effets sur la nutrition azotée chez leaccCe premier objectif répond
a la partie appliquée de ce travail de thése, gyaieintiellement pour finalité, la mise sur le

marché de nouveaux inhibiteurs.

- Etudier 'absorption et I'assimilation de l'urée chez le colza, en mettant en évidence
I'importance du nickel, ainsi qud’impact d’'un inhibiteur d’'uréases sur la physiologie et
le métabolisme azoté des plantes, ce deuxiemetidlgenstituant un lien entre le premier,

et le troisieme a vocation plus fondamentale.

- Etablir desbilans azotésgrace au dispositif des cases lysimétriques, déincomparer
I'efficacité de différents types d’engrais demrendementet d’appréhender leimpact sur
I'environnement (volatilisation et lessivage si lesconditions météorologiques le
permettaient). Il s’'agissait ausside quantifier le prélevement de l'urée en tant que
fertilisant azoté en déterminant les conséquendas dpport conjoint d’'un inhibiteur

d’'uréases. De fagcon complémentaire, tout en etamgatent que la transition d’échelle était
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importante, nous avons étudié en conditions deiailtydroponique les réponses du colza a
une nutrition azotée, nitrique, ammoniacale, urgiqu mixte.

Il. Efficacité et limites des nouveaux inhibiteursd’uréases et de la nitrification thapitre

1)

[I.1. Inhibiteurs de la nitrification

Le criblage et les tests d'inhibiteurs de la nitafion nous ont permis d'évaluer
l'impact de nouvelles molécules sur l'inhibition tactivité nitrifiante dans le sol. Les deux
molécules natives, le 2-mercaptobenzimidazole (M&i)son analogue structural, le 2-
mercaptobenzothiazole (MBT), ne répondent pas a tes criteres qui permettraient leur
mise sur le marché (faible solubilité dans I'eaxidité réduite sur les organismes vivants et
mobilité significative dans les sols ; Chienabt 2009). De ce fait, la voie d’amélioration
retenue a consisté a glycosyler ces inhibiteuns @faccroitre leur solubilité, leur mobilité
dans le sol et de réduire potentiellement leuraggoité.

Quel que soit le glucide greffé (disaccharide omnasaccharide), les inhibiteurs de la
nitrification nouvellement synthétisés présentemg action efficace, similaire aux molécules
natives, sur I'inhibition de la nitrification aveme diminution de 60% de l'activité nitrifiante
pendant au moins 20 a 30 jours d’incubation, sé&dotype de sol (fig. 1I-13). Nous avons
ainsi pu démontrer que l'efficacité de ces inhilmige est fonctionrdu pH du sol, ce qui
présente un intérét sur le plan agronomique, dd'@dstence de sols a pH contrastés (en
France notamment), en permettant de cibler cert@reux-ci en fonction des sols concernés
et de leur pH.

L’hydrosolubilité des inhibiteurs glycosylés est nettement augmeraéeapport aux
molécules natives. Une dissolution importante daasi faciliterait leur utilisation en milieu
agricole. En outre, la glycosylation du MBI et duBM diminue considérablement leur
ecotoxicité en particulier, avec le gentiobiose, qui aboatitne réduction respective, de 7 et
150 fois de la toxicité des molécules d’originégalt cependant remarquer que I'évaluation,
in vitro, de I'écotoxicité sur une seule souche bactéridhfiario fisheri), reste faiblement
représentative de I'ensemble des populations bantés telluriques.

Notre choix s’est donc porté sur le Gen-S-BZI eGlen-S-BZT afin d’évaluer leur
efficacité sure lessivage du nitrate et sur la nutrition azotéehez le colza en sols alcalin
ou acide. Dans nos conditions expérimentales ¢uéures en pots), les pertes d’'N par
lessivage sont en moyenne réduites de 32% en présknces inhibiteurs. L’absorption de
I'azote par les plantes augmente quant a elle & @6 présence du Gen-S-BZT en sol acide

aboutissant a une augmentation de 12% de la piodude biomasse seche (fig. 11-16).
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aboutissant a une augmentation de 12% de la piodude biomasse seche (fig. 11-16).
L’efficacité d’un inhibiteur de la nitrification su’augmentation du rendement des cultures a
déja fait I'objet d’études. Celle-ci dépend du tydénhibiteur utilisé, des conditions
pédoclimatiques rencontrée et de I'espéce cultifrasad et Power, 1995; Zeruba al.,
2001; Trenkel, 2010). Par exemple, les travaux dmské et al., (2001) montrent qu’'un
apport de DMPP entraine une diminution des pertezote par lixiviation et une
augmentation du rendement. En terme de mobilité ¢asol, Le DMPP présente une action
plus efficace que le DCD du fait de sa plus faiiebilité (Azamet al., 200; Zerullaet al.,
2001). En effet, nos résultats montrent que le PeDx étre entrainé par les eaux de drainage
au-dela de 40 cm de profondeur dans le sol (fi@9)l Cependant, la glycosylation n’affecte
pas la mobilité des inhibiteurs sur colonnes depsque les molécules natives sont retenues
dans I'horizon supérieur (fig. 11-20), principalenteen raison d’un clivage tres rapide de la
liaison glucidique, tres probablement d’origine lbgique. Il en résulte que la principale
limite d’utilisation de ces nouveaux inhibiteursygpsylés serait due a une libération trop
rapide de la partie active.

Globalement, malgré le fait que la glycosylationMBT et du MBI ne prolonge pas
leur action inhibitrice dans le temps, ils présehteéanmoins lméme efficacité que le DCD
(produit commercial utilisé comme référence). Rigwas, 'augmentation de la solubilité des
inhibiteurs suite a leur glycosylation aurait poprincipal avantage de faciliter leur
application. Leur impact sur la réduction des peé&zote par lessivage, et leurs effets
bénéfiques sur la nutrition azotée chez le colza gaus avons observés en conditions

simplifiées (culture en pot), mériteraient donctiiévérifiés.

[1.2. Les inhibiteurs d’'uréases

L'intérét porté a I'étude et au développement deveaux inhibiteurs d'uréases est a ce
jour largement justifiée, d’'une part parce queékuest I'engrais azoté le plus utilisé dans le
monde et d’autre part, en raison des risques datiNehtion du NH liés a son utilisation
comme fertilisant. Nos résultats ont mis en éviddacontribution significative du NBPT
dans la limitation des pertes azotées par voie ugazéchapitre 1l et IV). En effet, ces
dernieres sont réduites de 60% lorsque l'uréemsiréée en combinaison avec le NBPT (fig.
[I-6). Il est également intéressant de constater lgs travaux menés au champ, grace au
dispositif des cases lysimétrigues, montrent quentgbiteur réduit de 68% la volatilisation
d’azote (fig. IV-3A). Cepassage en conditions de plein champ est importastir le plan

expérimental et agronomique car cela permet de confirmer des résultats oistean
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conditions contrélées (dispositif amélioré de Zhmng et al., 1991; fig. II-5), mais
également leur validation au vu d’'une utilisatianpfoduit en agriculture.

Cependant, I'objectif principal de notre démarchaitéd’accroitre l'efficacité du
NBPT en sol acide. En effet, en présence du NB®dggradation de I'urée est retardée de 20
jours en sol alcalin, et de 6 jours seulement ¢aade (fig. 11-7). Cette perte d’efficacitst
principalement liée a laansformation rapide du NBPT en son analogue, le BPTO, qui
ne présente aucune action sur I'inhibition de Raig uréasique en sol acide (fig. 1I-Bien
gue les testén vitro s’averent concluants (thése D. Pro), les tentatoestabilisation du
NBPT par de nouvelles formulations grace a son encapsnlparles cyclodextrines ou les
wollastonites n’ont pas abouti en condition de sol nu (fig9)I-Les tests réalisén vitro
montrent que les cyclodextrines et les wollastengigsentent un pouvoir tampon et protége
le NBPT de lacidité du milieu, alors que dans uwol, $'activité microbienne contribue
probablement a I'hydrolyse et/ou a la dissociatthn complexe cyclodextrine-NBPT ou
wollastonite-NBPT. Cependant, I'effet du pH sunsfabilité du NBPT est plus important que
celui lié & I'activité microbienne (Doimguezet al.,2008).

Il est nécessaire de souligner que ces nouvelleautations présentent la méme
efficacité que le NBPT sur l'inhibition de l'actié uréasique dans le sol. De plus, elles
présentent une commodité de synthése et une gahfgitrosolubilité (these D. Pro), ce qui
pourrait faciliter leur utilisation. Les cyclodextes ou les wollastonites pourraient étre
utilisées pour remplacer certains additifs présdatss I’Agrotain (formulation commerciale
du NBPT non divulguée). lls constitueraient aines groduits nouveaux et concurrentiels
pour le développement de nouveaux fertilisantgyradition de vérifier qu’ils sont conformes

auxcritéres exigés pour la mise sur le marché

lll. Alimentation uréique chez le colza: aspects pysiologiques, moléculaires et
agronomiques
I11.1. Une déficience en nickel ou la présence diuinhibiteur d’uréases pénalisent

le fonctionnement des plantes cultivées en hydropi (chapitre II)

Afin d’évaluer l'efficacité d’utilisation de l'urée par les plantes, I'étude de son
absorption et son assimilation chez le colza a atbété conduite en conditions
d’hydroponie. Par rapport aux travaux de GerendaSagtelmacher (1997) portant sur le
nickel, il nous paraissait pertinent de complétettec approche grace a certains outils

moléculaires, ce qui par ailleurs rejoignait I'atijé de recherche précéde(driblage de
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nouveaux inhibiteurs d’'uréases). A notre connassaseules deux études effectuées chez le
blé (Triticum aestivunL.; Artola et al., 2011), I'épinard et le pois (Cruchagaal., 2011),
rapportent les effets du NBPT sur le métabolisnwéaet la physiologie de la plante. Notre
choix pour le PPD était purement expérimental. ks pe son importance agronomique, cet
inhibiteur est le plus souvent utilisé dans deserpentations en hydroponie afin d’empécher

I'hydrolyse de I'urée dans la solution nutritive.

A. Aspects physiologiques

Chez les végétauXuréase est une enzyme clgui intervient dans I'assimilation de
'urée que celle-ci soit générée de facon endogengrélevée dans la solution (Hogetral.,
1983; Witte, 2011). Il est bien connu que cetteyare est nickel-dépendante mais la majorité
sinon toutes les solutions nutritives utilisées l@moratoire (Hoagland par exemple) sont
dépourvues de cet oligo-élément. Le nickel est taotirconsidéré comme un élément
essentiel, surtout lorsque les plantes recoiveréd' comme seule source d’'azote (Gereptas
al., 1998). Par rapport aux plantes cultivées sur deéd¢ et ayant recu du nickel, celles
cultivées en absence de cet élément présedeansymptdmes de carence en, l[dvec des
biomasses racinaires et foliaires plus faibles%p@t une réduction de 50% de la capacité
d’absorption de l'urée chez le colza (fig. lll-1 #t2). A cela s’ajoute uneccumulation
d’'urée dans les tissus racinaires, et une réductiodu pool des acides aminés libreig.
[1I-3 et I1I-6). Des résultats similaires ont ététenus chez d’autres espéces comme le blé
(Triticum aestivumL.), le soja Glycine maxL.), la courgette Qucurbita pepoL.) et le
tournesol Helianthus annuu4.. ; Gerendas et Sattelmacher, 1997). En I'abselecaickel,
'accumulation d’'urée, observée principalement aiveau racinaire, serait donc
principalement liee a udéfaut d’activation de 'enzyme uréasgGerendas et Sattelmacher,
1997).

Par ailleurs, la présence d'un inhibiteur d’uréa@dD) affecte de facon drastique la
physiologie de la plante malgré la présence deehidkns le milieu de culture (traitement
+Ni+IU). En effet, 'ajout de PPD entraine une dmiion de 60% de la production de
biomasse et de 94% de l'absorption de l'urée. @ssiltats montrent quémpact d’un
inhibiteur d'uréases est plus marqué qu'une déficiece en nickel Ceci pourrait
s’expliquer par I'existence de micro-traces de eicllans la solution nutritive. Le PPD,
potentiellement absorbé par la plantédibe plus spécifiguement l'activité uréasique, et
induit une plus forte accumulation d’urée dans lesacines et les feuillesLes plantes

présentent également des symptémes de carence agaitéont par ailleursonfirmés par les
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faibles teneurs (-70%) en acides aminés totauxatases et des feuilles (fig. IlI-6). Celles-ci
résultent principalement de la réduction des tenearglutamate, glutamine et aspartate, qui
représentent 40% du total des acides aminés dansisseis. Cruchagat al. (2011), ont
montré que l'asparagine et la glutamine, qui regréent les acides aminés majoritaires chez
le pois et I'épinard, sont fortement affectés gaNBPT. Cette différence de profils en acides
aminés dépendrait donc des especes, et les fertears en aspartate indiqueraient une forte
activité aspartate aminotransférase chez le colza.

L’impact négatif du PPD sur la nutrition azotéexplique pas a lui seul la diminution
de croissance des plantes de colza. En effet, umaatation d'urée observée lors de
l'inactivation de l'uréase, serait égalemepttytotoxique. Des études ont montré qu’en
présence de PPD ou de NBPT (Krogmeital., 1989), ou lors d’'une déficience en nickel
(Krogmeier et al., 1991), les plantes de sorghS8ofghum bicolorL.), de blé Triticum
aestivumL ) ou de sojaGlycine max..) présentent des nécroses au niveau des exfi®nst
leurs feuilles associées a de fortes accumulagongrée. De faibles teneurs en chlorophylle
(fig. l-1b) et le début d’apparition de nécrosast été également observés chez le colza,
principalement en présence de PPD. L’hypothése sftgss phytotoxique n’est donc pas a
exclure dans le cas de notre étude. Toutefois, avolss recherché, sans succes, des traces de
I'inhibiteur d’'uréasesn plantapar analyse des tissus en spectrométrie de ndmseées non
présentées inférieures aux limites de détectioms @nalyses pourraient étre affinées en

utilisant des techniques plus résolutives.

B. Aspect moléculaire
Les résultats sur les analyses moléculaires appaits éléments de compréhension
supplémentaires étayant I'hnypothese d’'un stresa lide carence azotée, portent notamment
sur:
- L’expression dBnDURS3:
Alors que la capacité d’absorption de I'urée ediefoment réduite lors d’'une déficience

en Ni, ou en présence du PPD, I'expressiog&heBnDURS3 est fortement induite dans les
racines apres 7 jours de traitement (fig. Ill-2c; arti@e Cela indique qu’il n’existe pas de
corrélation entre I'expression du gene et la capatabsorption de I'urée chez le colza. Chez
Arabidopsis thalianail a été montré qué&tDURS3 code le systeme de transport a haute
affinité de I'urée (Liuet al.,2003) et que son expression est corrélée ave@levement de
l'urée (Kojimaet al., 2007 ; Mérigoutet al., 2008). Par ailleurs, Kojimat al., (2007) ont

egalement montré que ce gene est fortement indigtd’'une carence azotée. Nous avons
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donc émis I'hypothése que, dans nos conditi@Bm)URS3 présentaun profil d’expression
propre a un état de carence azotée, au moins penddes 7 premiers jours de traitement
cette derniere étant confortée par le fort niveaxptession deBnDUR3 observé chez les
plantes () cultivées en absence d’azote.

Au niveau foliaire, nos résultats montrent quegéne BnDUR3 présente le méme
profil d’expression qu’au niveau racinaifeoutefois, son réle dans les tissus aériens serait
d’assurer le transport de l'urée des racines versek parties aériennesgEn absence de
nickel, une translocation de I'urée des racines &s feuilles a été observé chez le @rygza
sativa L.; Gerendaset al., 1998). L'expression de AtDUR3 au niveau des vaisze

xylémiques et des cellules épidermiques confortie ¢tgpothese (Kojimat al.,2007).

- L'expression d&8nUréase

Les travaux menés par Polacco et Holland (1993)ivaat I'induction de I'enzyme
uréase par l'urée chez plusieurs espeChsz le colza, le genbdréasene semble pas induit
par son substrat En effet, nos résultats montrent geeUréaseest réprimé lorsque les
plantes sont placées au contact de l'urée et gstilmaintenu dans un état de répression tout
au long de I'expérience (fig. IlI-3et 111-3f), suggérant ainsi quea synthése de la protéine
Uréase est plus faibleD’autres travaux ont également montré que I'esgion de I'Uréase
n'est pas induite dans les feuilles de pomme de tersque celles-ci sont pulvérisées avec de
'urée, le niveau d’expression de la protéine mgst@nstant pendant une période de 6 heures
de traitement (Whitet al.,2002).

En condition de déficience en Ni ou en présence dhihibiteur d’'uréases, le profil
d’expression d@nUréaseest similaire a celui des plantes carencées (ap@s 7 jours de
traitement. Moblet al. (1995) ont montré une activation de 'enzyme ddess conditions de
carence azotée chez les bactéries. Il peut doagéstulé quée geneUréaseserait regulé
par le statut azoté des plantes, et constitueraitne composante de la réponse a une
carence azotee.

Globalement, les gendBnDUR3et BnUréasesont réprimés apres 15 et 21 jours de
culture, quel que soit le traitement, ce qui suggeane autorégulation (« rétrocontrble
négatif ») par les produits de dégradation de €uféomme I'ammonium) ou les acides
aminés. A notre connaissance, aucune étude padar rétrocontréle de ces génes n’'a été

réalisée a ce jour.
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ll1.2. L’enzyme GDH a un réle important dans I'asgmilation de 'ammonium

issu de I'hydrolyse de l'urée

Bien que le réle de la GDH chez les plantes saitroverse, des études ont montré
son implication dans I'assimilation de 'ammoniulersque celui-ci est présent a des niveaux
élevés dans la cellule (Dubogs al., 2003). L’assimilation de I'urée génere égalemamt u
production endogéne d’ammonium. C’est pourquoubtét de I'activité et de I'expression de
la GDH a été envisagée afin de mieux appréhendprdeessus 'dssimilation de l'urée

chez les plantes, en particulier au niveau racinag

Chez les plantes témoin (+Ni), une accumulation’a@monium (fig. 111-3d), un
déclin de l'activité GS, (fig. Ill-4b) ainsi qu’unaugmentation de I'activitt GDH aminante
(fig. 11I-5b) corrélée avec une forte induction Bexpression du genBnGDH2 (fig. 111-5f),
suite a I'hydrolyse de l'urée, ont été observésauwrs du temparmi les différentes formes
de GDH, seule la GDH2 présenterait une fonctiomante (Skopelitiet al.,2007; Purnell et
Botella, 2007) alors que son niveau d’expressifoigisupérieur a celui dnGDH1dans les
racines (fig. 1lI-5d) met clairement en évidencen senplication dans I'assimilation de
'ammonium suite a I'’hydrolyse de l'urée. La GDHrai également un réle important dans
I'assimilation de 'ammonium issu de l'activité pheespiratoire (Osujet al., 1996). Les
fortes teneurs en ammonium observées chez lesplanttivées en absence de nickel ou en
présence de PPD pourraient donc s’expliquer paraltgeation de cette voie d’assimilation
lors de I'application de ces traitements. Par ailel’action aminante de la GDH expliquerait
les fortes teneurs en glutamate observées cheplaetes (fig. 1ll-6), qui lui-méme sera

converti en aspartaiga I'aspartate aminotransférase.

VI. Alimentation uréigue vs ammoniacale : toxicitéou carence Achapitre Ill et 1\j

Bien que notre premiere étude ait démontré queléeges cultivées avec de l'urée et
en présence de nickel, présentent une meilleurssamce, I'urée demeure une source d’azote
moins efficace, comparativement a une nutrition amiacale, nitrique ou mixte (nitrate-
ammonium, NA ou nitrate-urée, NU ; chapitre 1V), esison notamment d’'une vitesse
d’absorption racinaire extrémement faible. Cepenhdaautres études effectuées chez
Arabidopsis thaliananontrent qu’une nutrition uréique serait aussicaffe qu’une nutrition
ammoniacale (Mérigoutt al., 2008). Il y aurait donc des réponses et des atiapsa

physiologiques difféerentes selon les espedc&sez le colza, I'hypothese d'un état de
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carence lors d’'une alimentation uréique, et d’'un dét toxique en présence d’ammonium
peut étre avancée

La carence azotée serait principalement associééadles teneurs en acides aminés
dans la plante, principalement le glutamate etltagine, ce qui explique les faibles vitesses
d’absorption (fig. IV-5A) ainsi que les faibles tans en azote (fig. IV-4B), observés en
présence d'urée. Par ailleurs, les travaux de €aal. (2011) montrent qu'un déseéquilibre
dans la distribution et la translocation des acidesnés (principalement les formes de
transport d’'N : glutamate et asparagine) des racuees les feuilles serait a I'origine de cet
état de carence. En effet, comparativement auxgsacultiveées avec de l'urée, celles ayant
été alimentées avec du nitrate d’ammonium préstierfaibles teneurs en acides aminés
dans les racines (Cab al.,2011).

Lorsque lI'ammonium constitue la seule source d@zdes plantes présentent
également un défaut de croissance. Les raisonslue fpéguemment évoquées sont
notamment, l'acidification du milieu provoquée p#excrétion de protons issus de
I'assimilation de 'ammonium, le détournement desiénules carbonés vers les racines ainsi
gu’un déseéquilibre hormonal (Britto et Kronzuck2002). La plus répandue se rapporte a
lauxine qui serait davantage transportée vers Hasines avec simultanément une
augmentation de la synthése en cytokinines dangissss. Ceci contribuerait en partie, a
I'inhibition de la croissance racinaire, qui a pdteurs été observée lors de notre étude (fig.
IV-4A). Les récents travaux de Krouket al., (2010), portant sur I'implication du gene
NRT1.1 dans le transport de l'auxine et la croissance dascines latérales, I'induction
par 'ammonium (traitement AS) de BnNRT1.1dans les racines (fig. IV-5B), suggérent
un réle important de ce gene dans la régulation da croissance chez les plantes recevant
'ammonium comme seule source d’azoteCette hypothese est confortée par des résultats
préliminaires (non présentés) qui montrent une é¢iidn de BhnNRT1.1dans les parties
aériennes en présence d’ammonium, et qui suggeaterdgnt son implication dans la
régulation de la conductance stomatique lors dftass osmotique (Guet al.,2003).

Nos résultats montrent que le développement raeinaiest pas affecté par une
nutrition uréique. En effet, les plantes cultivéesquement avec de l'urée présentent
rapport feuilles/racines 4 fois inferieura celui des plantes alimentées avec de 'ammonium
(2,5 contre 5,8; fig. IV-4A), indiquant un fort iestissement des plantes dans le
développement racinaire lors d’'une alimentationque (Mérigoutet al., 2008). Ces deux
sources d’azote (urée et ammonium) joueraient dondle important dans la mise en place

de l'architecture racinaire. A ce stade, il ne pée affirmé qu’il s’agit d’'un effet signal,
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propre a I'urée ou a 'ammonium, ou d’'une réponsme limitation en azote ou encore liée a

un phénomene de toxicité.

Outre l'impact sur la croissance racinaiteffet toxique de 'ammonium se traduit

par une surexpression deBnGDH2 dans les racines et les feuilles (fig. 1V-6). laté
induction observée au niveau des racines, laiggeoser que 'ammonium est principalement
assimilé au niveau du compartiment racinaire. R@uas, comparativement a notre premiére
etude (fig. -5, chapitre 1ll), I'expression de géne est trés faiblement induite en présence
d’'urée (fig. IV-6). Il peut donc étre postulé :
» d’une part, que I'expression dnGDH2 en réponse a un stress ammoniacal est plus

importante lorsque celui-ci provient du milieu egog que lorsqu’il est issu de

I'hydrolysein planta ce l'urée.

» d’autre part, que I'activation de la GDH lors d’'uakmentation uréique (traitement +Ni;
fig. llI-5f) ne suffit pas a elle seule pour assurfassimilation de 'ammonium issu de
'urée. Une réduction de I'assimilation peut éterigée par a un feedback négatif assuré

par les produits d’assimilation que sont 'ammonilenglutamate ou la glutamine.

V. le nitrate présente un double rdle : nutritionné et signalétique

Les plantes cultivees sur des sources mixtes ddazmitenant du nitrate (nitrate-urée,
NU; nitrate-ammonium; NA), retrouvent une croissangormale, avec des biomasses
racinaires et foliaires proches de celles alimentévec du nitrate (fig. IV-4A).
Comparativement a une alimentation uréique ou ammoiacale stricte, la présence de
nitrate dans le milieu nutritif augmente, respectiement de 9 et de 1,2 fois les teneurs en
azote des plantegfig. IV-4B). Grace a un marquadéN, nous avons pu distinguer la part
d'azote provenant de chaque forme azotée. Aidi et 54% de l'azote étaient
respectivemernissus du nitrateen présence de NU et de NA (fig. IV-4C). La fatesorption
de nitrate est également corrélée a la surexprede&BnNNRT1.1(fig. IV-5B) et deBnNRT2.1
(fig. IV-5C) en présence de ces deux types d’alimentation. @mier constat met en
évidence le r6le trophique du nitratelors d’'une alimentation mixté&€Cependant, le caractere
nitrophile du colza (Lainét al., 1993) est un parametre a prendre en considératon

justifier ces observations.
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Nos résultats montrent également :
1- L’effet inhibiteur du nitrate sur I'absorption de | 'urée et de 'ammonium chez le
colza contredisant les résultats de Garnataal., (2009), qui montrent chez le blé une
augmentation du prélévement de cette source aZdtéde plan moléculaire, cette inhibition
serait liee a la répression des geBedDUR3 (fig. IV-5E) et BhAMT1.1(fig. IV-5D) en
présence de nitrate.

2- L'inhibition de l'absorption du nitrate par l'urée et par 'ammonium. Les mémes
observations ont été rapportées par d’autres auf@rrddleet al., 1988; Kronzuckeet al.,
1999). Cette inhibition s’expliquerait par la rég®n des geneBNNRT1.1(fig. IV-5B) et
BnNNRT2.1(fig. IV-5C) en présence d'urée notamment. Cesegéseraient potentiellement

réprimés par les acides aminés (glutamine et glatiynet non par l'urée elle-méme.

Globalement, les régulations observées lors dalimentation mixte (nitrate-urée ou
nitrate-ammonium) ou exclusivement nitriqgue sembigentiques. Ainsi, la levée de carence
ou de toxicité, liee a une alimentation uréiqueaoumoniacale stricte, par I'ajout de nitrate,
confére a cet élémenine propriété bénéfique en termes de nutrition azée qui est par

ailleurs, principalement associée a son réle tiguodi du moins chez le colza.

Le nitrate n’a pas seulement un rdle nutritionilghue également un rdle majeur en
tant que molécule signal, modulant le métabolismdadplante et sa croissance (Crawford,
1995). Nous avons donc voulu vérifier, a I'’échetieléculaire et physiologique, la réponse
des plantes a un pulse nitrate. Bien qu’au nivéausiplogique, aucun « effet pulse » n'a été
observé sur l'absorption de l'urée ou de I'ammoni(ing. IV-7A et B), I'induction de
BnNNRT1.1(fig. IV-7C) etBnNRT2.1(fig. IV-7D), et la répression dBnDUR3 (fig. IV-7E)
démontrent nettement la perception du signal nitrag¢ par les plantes.A ce stade, des
analyses complémentaires portant sur Il'aspect hoamodevraient apporter plus

d’informations.

IV. Aspects agronomiques : Quels engrais pour demai?

Grace & la méthodologie reposant sur le marqdageet au dispositif des cases
lysimétriques, nous avons pu évaluer l'efficacit® 41 engrais azotés (urée, U; nitrate-
ammonium, NA; sulfate d’ammonium, AS et urée+intgbr d'uréase -NBPT-), sur le

rendement du colza, la distribution de l'azote ddasplante et dans les difféerents
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compartiments sol-plante-air (le compartiment eapu étre exploré de par I'absence de
drainage) et estimer les pertes d’azote par urutdétabilan.

Cette étude fait apparaitre les effets de deuxi$arits présentant des impacts tres
contrastes :

> le sulfate d’'ammonium (AS)aractérisé pat’importantes pertes d’azote par voie

gazeuse (44% de l'azote appliqgu¢)qui se traduit par undaible efficience
d’utilisation de I'engrais (29%), de faibles teneurs en azote dans les plantes, un
faible remplissage des graines, et une forte remdisiation de I'azote a partir des
feuilles sénescentes, des tiges et des pivotsifi8). Ces effets peuvent résulter du
caractere légéerement alcalin des sols des caseglyisjues (pH = 8).

» A contrarig le traitement urée+NBRTprésente les meilleures caractéristiques agro-

environnementales. En effet, en termes d’impact' environnement, ce traitement est
le plus avantageugar il réduit de 68% les pertes d’azote par voie geeuse Par
ailleurs, les plantes cultivées en présence deagternent, présentenin plus grand
contenu en azote (+25%, comparativement au traitenmé urée), et unplus fort
remplissage des graine€fig. IV-3). La présence d’un inhibiteur d’'uréasasgymente

de 25% l'efficience d’utilisation de l'urée par lesplantes.

Sur I'ensemble des parametres analysés, nos m8suoh@ntrent également qu’une
fertilisation a base d’'urée ou d’ammonium nitratésente les mémes caractéristiques. Les
pertes d’azotes sont principalement liées a I'hiyderapide de I'urée suite a son application
au sol, qui génere des émissions ammoniacales (Breni995). Lors de l'utilisation
d’engrais a base d’'ammonium sulfate ou d’ammoniitrate, ces pertes peuvent étre liées au
processus de dénitrification (Zameanal., 2008). L'utilisation d’inhibiteurs de la nitrificeon
permet généralement de limiter ces pertes. En, éffetrésultats obtenus sur microlysimeétres
(i.e. cultures en pots, chapitre lihontrent que l'utilisation du DCD ou du Gen-S-BZI en
combinaison avec 'ammonium nitrate réduit, respedgvement, de 40 et de 18% les pertes
d’azote par rapport au traitement AN seul (fig. 1I-6¢, chiapll). Nous n'avons cependant pu

confirmer cet effet a I'échelle des cases lysimées compte tenu des disponibilités.

Les résultats apportés par notre étude ont unertanpme majeure, tant sur le plan
agronomique qu’industriel. L'ammonitrate est I'eaigrazoté le plus utilisé en France (3 Mt),
il est suivi des solutions azotées a base d'uréa@mum-nitrate (UAN, 2 Mt) puis de l'urée

(0,9 Mt). Dans la perspective d'une agriculture durable et rspectueuse de

-118 -



Chapitre V-Conclusions et discussion générale

'environnement, 'utilisation de I'urée combinée aun inhibiteur d’'uréase constitue un
engrais de choix pour demain.Nos résultats a 2 échelles (hydroponie et cases)remt
clairement l'importance de la microflore telluriquet des interactions avec le sol. En
hydroponie, l'absorption de l'urée par le colza dst loin, beaucoup trop faible et un
inhibiteur d’uréases peut de plus présenter urtaioertoxicité. Nous ne retrouvons donc pas
guantitativement ces 2 aspects négatifs sur sajucenontre que l'activité de minéralisation
de l'urée reste suffisante en présence d’un irdulbpitd’uréases, et que la toxicité de celui-ci

devient négligeable.
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CHAPITRE VI. PERSPECTIVES DE RECHERCHES

Deux thématiques de recherche répondant a des titdbjden précis ont été

développées au cours de ce travail doctoral. Lenigre, qui portait sur le criblage et la mise

au point de nouvelles molécules inhibitrices detkaté uréasique et nitrifiante dans le sol

comportait une prise de risque non négligeableend de recherche doctorale. La deuxieme,

plus fondamentale et complémentaire, visait a tarser les impacts d’'une alimentation

uréique et ammoniacale chez le colza. Nos résuitdtpar ailleurs, soulevés de nombreuses

guestions débouchant sur des perspectives potesata recherche, tant sur le plan appliqué

gue fondamental.

|. Recherches finalisées

I.1. Les inhibiteurs de la nitrification

» Sur le plan agronomique, les deux inhibiteurs daitafication, Gen-S-BZI et Gen-S-

BZT, présentaient des caractéristiques intéressaate termes d’hydrosolubilité et
d’écotoxicité. Cependantce dernier parametre, évalué sur une seule souche
bactérienne {ibrio fisheri), nécessite d'étre élargi, d’'une part, a d'autresouches
bactériennes comme Nitrosomonas europaearesponsables de [|'oxydation de
'ammonium en nitrite (premiére étape du proceskeuka nitrification), et d’autre pard

la microfaune du sol. Cela permettrait de confirmerla faible écotoxicité de ces
inhibiteurs sur un panel de populations bactérienng plus large, dans le cadre d’'une

éventuelle demande de mise sur le marché.

Un des buts rechercheg la glycosylation de ces inhibiteurs, était égaletdaccroitre
leur durée d’action et de prolonger leur effet lniteur au-dela de 20 jours, du moins en
conditions alcalines. Il est probable que la linigtucidique de ces inhibiteurs soit clivée
par les micro-organismes du sol, permettant amdibération trop rapide de la partie
active. Il importerait donc de concevoir d’autresnfiulations,en ayant recours, par
exemple, aux encapsulations par des polysacchariddsydrosolubles, avec des
structures plus complexeslimitant ainsi leur dégradation par I'activitéolgique du sol.
Ce développement nécessiterait par ailleurs, detesgtphysico-chimiques préalables afin

d’évaluer les possibilités de synthese de ces ceégpa partir de molécules actives.
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» Dans une optique de développement de nouveauxitietnid de la nitrification, il serait
judicieux de s’inspirer des mécanisntBshibition biologique de la nitrification (BNI,
Biological Nitrification Inhibition) , processus naturels de sécrétion racinaire de
composeés biologiques récemment découverts. Subletrad., (2009) ont isolé une
molécule chimique, la brachialactone a partir d'upgnte fourragére tropicale
(Brachiaria humidicola qui serait responsable de I'inhibition de laifitation au sein de
la rhizosphére, en inactivant les deux voies entigma AMO et HAO. La sécrétion de
cette molécule est déclenchée de facon locale pannlonium présent dans la
rhizosphere. Par ailleurs, d’autres especes, conemesorgho $orghum bicoloy,
présentent des capacités identiques de secrétamisaires (Zakiret al., 2008). La
compréhensiondes mécanismes physiologiques et moléculaires quontrdlent la
sécrétion des « BNI» en présence d’ammonium, leumode d’action et leur
eventuelle rémanence pourrait constituer des premies pistes d’exploration avec des
applications potentielles (synthése chimique, extcéion a partir de tissus biologiques,

transfert vers d’autres espeéeces d’'intéréts agronorgues...).

[.2. Les inhibiteurs d’'uréases

» La principale difficulté rencontrée lors du cribdagles inhibiteurs d'uréases, était de
valider, en condition de sol nu, les effets obseneés des testm vitro, notamment la
stabilisation du NBPT par les cyclodextrines ouweslastonites. D’autres formulations
avec des composés tels que I'amidon, les polysadesaalgaux ou encore les acides
humiques (résultats non présentés) ont rencoatnééime échec sur sol acide. Toutefois,
le recours a de nouvelles formulations chimiques diINPBT élaborées a partir
d’autres composés appartenant, par exemple, a la rfalle des phosphoramides
connus pour inhiber efficacement l'activité uréasigie devrait constituer une piste

plus prometteuse.

» Le cyclohexylphosphoric triamide (CHPT) qui présente une meilleure efficacité sur
l'inhibition des uréases du sol que le NBPT, aigge d’autres composeés tels que le
thiophosphoryl triamide (TPTA), sont capables de rearder I'’hydrolyse de l'urée et
d’inhiber I'activité nitrifiante dans le sol (chien et al., 2009). L'utilisation de tels
composés pourrait aboutir a la conception d’inkilis présentant une efficacité aussi

bien sur sol acide que sur sol alcalin.
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» Sur le plan agronomique, que ce soit pour les itéubs d’uréases ou de la nitrification, il
sera toujours nécessaire de valiteur efficacité en conditions de plein champvia
notamment, I'utilisation du dispositif des casesifyétriques et une approche s’appuyant
sur un marquag®eN, dont I'efficacité s’est avérée concluante audes résultats obtenus
(chapitre 1V).

» Nos résultats ont démontré en conditions lysimeesq une meilleure efficience
d’utilisation de I'urée en présence d’'un inhibitelmréases mais il faut toutefois noter que
celle-ci reste encore assez faible (de I'ordre @& Sur colza de printemps). Par ailleurs,
si l'efficience d'utilisation du sulfate d’ammoniurast moins importante en raison
notamment d’'une volatilisation plus forte, forcé de constater que le colza atteint le
méme rendement grace a une meilleure remobilisaolazote des tissus végétatifs. Ce
processus reste agronomiquement peu exploité hzesiti étre suggérer qu’une réduction
des doses d’engrais apportés, notamment sous fdiunée et d’inhibiteur d’'uréases,
permettrait d’accentuer cette remobilisation etndforer des lors son efficience
d’utilisation. Un point d’équilibre est certes auwrer, mais un pilotage précis de la

fertilisation reposant sur I'utilisation d’indicates constitue une opportunité.

Il. Recherches fondamentales

> Lors de nos expérimentations portant sur l'absomptet I'assimilation de ['urée,
'ammonium et le nitrate, nous avons noté la fadffecacité d'utilisation de I'urée chez le
colza. Celle-ci semble davantage résulter d’'une fdible capacité d’absorption de l'urée
que d’'une plus faible assimilation de I'azote ishi celle-ci. L’hypothése d’'un rétro-
contrble négatif par les acides aminés sur I'aligmrpn’est pas a exclurdl.parait donc
nécessaire d’étudier, dans un premier temps, la régation de I'absorption de l'urée
et de son assimilation par les acides aminés cireuts au niveau physiologique et
moléculaire BnDUR3, BnUréase BnGDH2), et d’examiner l'importance du pool
d’acides aminés libres et de sa composition dans &ro-contréle. Dans un deuxiéme
temps, la comparaison des profils d’'acides amirgs plantes cultivées en présence
d’urée, d’'ammonium, de nitrate ou d’'une nutritioixta permettra de vérifier I'hypothese
d’'un défaut de distribution et de translocation degles aminés émise par Gatoal. en
(2010). Cette perspective pourrait étre menée eapiht & terme, puisqu’elle viserait a

utiliser nos échantillons pour quantifier leurseers en acides aminés.
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> Bien que les travaux effectués aient apporté daseaiits nouveaux sur la levée de I'état
de carence ou de toxicité liée a la présence dowé#ammonium, par le nitraté,serait
pertinent de les compléter en étudiant les voies assimilation de I'azote chez le colza
pour chacune de ces sources azoté&sn effet, 'analyse des activités enzymatiquetade
GS, GDH, uréase et NR pourrait apporter d'autreésnéhts de réponse sur l'effet
bénéfique du nitrate. L’étude déntervention possible des phytohormones dans la
régulation de I'expression des geénes codant les wymes d’absorption pourrait
egalement étre envisagediinsi, le dosage de phytohormones en collabanasieec le
CIPAV de Pampelune permettrait une meilleure peisecompte de leur effet lors d’'une
alimentation uréique, ammoniacale ou mixte et @uétre mené rapidement a partir des

échantillons disponibles.

> Les effets contrastés, observés sur la croissaacmaire en présence d'urée ou
d’ammonium, suscite un intérét particulier surdéerde ces deux éléments dans la mise
en place de l'architecture et la croissance ra@naDutre l'implication d'un effet
auxinique et des cytokinines tres probable damfibition de la croissance racinaire en
présence d’ammonium (Britto et Kronzucker, 2002)et.al., (2010) rapportent le rble de
la GDP-mannose pyrophosphorylase dans I'effluXatarmonium associé a une altération
de I'élongation racinaire suggérant, par ailledess modifications pariétales (Pattersin
al., 2010).L’étude de ces modifications lors de la croissana@cinaire en présence
d'urée ou d’ammonium constituerait une approche onginale et pluridisciplinaire
pouvant étre envisagée dans le cadre d’'un partenat avec le laboratoire Glyco-
MEYV de I'Université de Rouen.

> Nos résultats sur I'effet signalétique du nitrabeis ont également permis de confirmer la
perception du nitrate par les plantes et de moddacon originale la sensibilité du géne
BnDUR3. Cette étude mériterait d’étre approfondie yme analyse transcriptomique
comparative grace a l'utilisation de « puces ADN »Cette approche apporterait une
analyse compléete de I'expression génique et peraitetie dresser un catalogue des génes

spécifiguement régulés par le nitrate en tant gqgreaksensu stricto
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