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Resamé

4{53 ESUME>—

- La symbiose hazobzum -légumineuse, qui conduit a la formatlon des
nod051tés sur les racines des légumineuses est gouvernée par un échange de
signaux molecula-lres trés spécifiques entre les deux partenaires. Les composés
phénoliques (flavonoides) émis par la plante déclenche la transcnptlon des geénes
de nodulation de la bactérie. Afin de déterminer l'1mportance de I'exsudation

phénolique de la graine et de la racine et 1'étude de l'induction de génes de

nodulation chez Vicia faba, deux niveaux d'approche ont été engagés.

Dans un premier‘temps, I'exsudation des composés phénoliques de:la graine
entiére des deux cultivars de Vicia faba cv Blandine (sans tannins) et le cv Alfred
(avec tannins), etalt plus favorable & une température de 30°C qu'a 4°C.

L'analyse par CLHP nous a révélé que les deux cultivars présentent un
pattern phénolique différent. Le pattern phénolique de la graine entiére de cv
Alff}ed‘renferme‘ des acides phénols et catéchines, quanf éux flavones elles restent
des composés ?nineplrs dans ce type de compartimeht; les _tégurn._éqts seuls
contiennent surtout des tannins condensés. Le patterh phénbli-que'v de la graine

entiére et cotylédons de cv Blandine est basé essentiellement d'acides phénols; les

téguments contiennent des flavones, des flavonols, des acides phénols et

dihydroflavonol. Le métabolism-e, phénolique des exsudats de graines du nodulant
3*"* est riche en flavones et catéchines, en ce .qui concerne le non
nodulant f48, il est constitué de flavones, dérivés cét.échiqucs, acides phénols et
tanmns condensés. | |

- Pour mieux comprendre le rdle des composés phenohques dans la relation
Vicib Sfaba - Rhizobium, nous avons étudié la cmethue de I'exsudation des
composés phunohq ues des racines du cultivar Blandine, les resultats obtenus nous
ont montrés, que ces c&mposes sont exsudés des les premxers _]OUI’S de croissance
de la vie de la plantule Ces racines f*xsudcm surtout des molécules de type

flavones et flavanones qui jouent un 1016 1mportam dans le phénoméne de la
. 3 - :
2

symbiose.
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‘Dans la derniére étape de ce travail nous avons identifié les molécules
induétrices de géne de nodulation dans les exsudats de racines et racines du
cultivar Alfred. Ces composés inducteurs de genes - nod dahs les ex_sﬁdats
racinaires sont la tricétine et la naringénine. Dans les racines, un seul compqsé a
induit le géne nod de la bactérie Rhizobium leguminosarum : c'est le Me-3'
ériodictyol. Deux inducteurs de géne nod onf été révélés dans'les'hydrolysats de

racines: le Me-3' ériodictyol et I'ériodictyol.

Mots clés: Vicia faba, exsudats racinaires, tannins condensés, symbiose,

catéchine, flavanone, flavone, Rhizobium leguminosarum.



i

p——1

SUMMARY

The leguminous-Rhizobium Symbiosis which conduct to- the .formation of
nodosities on the legumoﬁous“s roots is contfoled by an exchange of a very specific
molucular signes between the two partners. ‘Thé phenolic compounds (flavonoids)

- ‘produce by this plant provoke the transcription of the nodulation genes of bacteria. In
order to determine the importance of the phenolic exudation of the seed and root an’d.the
study of the genes induction of nodulation in Vicia faba, two different approchs have
been undertaken. } _ |

At the first, the exudation of the phenolic compounds of the whole seed to the
two cultivars of Vicia faba cv Blandine (without tannins) and the cv Alfred (with
tann‘ins), was more favorable to a temperature from 30°C to 4°C. Th¢ HPLC 'ahalyscs,
demonstrate to us, that the cultivars present a different phenolic pattern. The phenolic
patterns of the whole seed of the cultivar cv Alfred contain phenolic acids and catechin,
while the flavones that remain the minor components in this type of compartment, The
seed coats alone especially contain condensed tannins. The phenolicA patterns of the
whole seed and the cotyledons of the cv Blandine is essentially based on phenoljc acids.
The seed coats was kvdvominated by flavones, flavonols, phenolic acids and a
dihydroflavonol. The phenolic metabolism of the seeds bexu,datésfof the nodulant f123**"
is rich in flavones and catechins and what concern the non nodulant 487, he is
constituted of‘flavones the catechin derivatives, phenolic acids and condensed tannins.

"For a better understandmg the role of the phenolxc components in the Vicia faba-

hazobzum relation, we have studied the kinetic exudation of the phenolic component of

Blandine cultivar roots. The data mdlcated that -phenohc componds were rapidly released

from the emerging root as the amonts of phenolic compounds in exudates were maximum

‘the first day after the seed gérmination. These roots exude molecules of flavones and

flavanones type which play a leading role in the symbiosis ph'enomena,
The last step of this work, we have identified the inducer mole'\cules» of ‘the

nodulation gene in the exudates of roots and roots of the cultivar Alfred. These inducer

- compounds of the nod genes in the root exudates are the tricitin and naringenin. In the

roots, only one compound has mduced the nod gene of the Rhizobium leguminosarum

bacteria: It is the Me -3' eriodictyol. Two iducers of the nod gene have been revealed in

| the hydrolysat roots: it is the Me-3' erlodxctyol and srlodxctyol

Keys words: Vicia faba, ta,nnin, symbiosis, Rhizobium leguminosarum, phenolic

compound, root exudation, catechin, flavone, flavanone, seed exudation.
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INTRODUCTION

Les légumineuses constituent une part trés importante“ de I’alimentation de
nombreusgs populations en Asie, Afrique, Amérique centrale et Latihe (Reddy et
al.,‘i 1986). La féverole touf comme la féve est consommée tout particuliérement
dans les pays lcircum-méditerranéens:en Italie, Vicia faba est cul-'ti"vée pour la
consommation humaine (Nozolllllo et al., 1989). En 1990, la CEE a utilisé prés de
20 millions de tonnes de SO_]a dont la majorité est 1mportee des U.S. A (Merghem,
1995). ﬁ , ,

En France ia féVerc}le est employée essentiellement pour I’alimentation
animale. Pour les agricultcﬁaults, l'avantage économique de cette espece est la marge
bénéficiaire qui est importahte puisqu'ils utilisent trés peu ou pas d'engrais pour la
crbissance"de cette plante; de l'ordre de 200 kg N/lza/an (Duke, 1981). ’

L'association trés éfficace serait resporsable de plus de la moitié de l'azote
fix¢ biologiquement & la surface de la terre (jusqu'a 400 kg d'N. ﬁxé/_ha/an), (Rolfe
et Shine, 1984). Cette symbiose est particuliérement _importante' dans les
agrosystémes. ET effet, la majorité des protéagineux soﬁt, des légumineu_ses,
comme le sont également la plupart des piantes f:‘ourragére‘s.jqui servent d'engrais
vert. i ' ,

% Les légumineuses possedent la capacité de fixer 1’azote par symbiose avec
les bactéries du sol. La fixation de I’azote moléculaire est réalisée dans un tissu '
bien spécialisé la-nodosité. Dans les nodosités les Rhizobium sont capables de

convertir 1’azote atmosnhuxque en ammonium qui est utilisé par la plante. En

retour la plante hote pxocure ala bacterze des composés carbonés nécessaires a la

_croissance bactéri =nne et & la fixation d’azote .

|

Vicia faba, ur'e piante riche en plote‘nes (22 a.36%), esi utxllsee dans

lahmentatmn anjmale Lppeﬂdant la présence de facteurs a'xtmutrltlonnels

(F A N) llmllf‘ht

on emplm, (de et &, 1976) Lcs effets negatxfs de rannms




' Vntwwdan :

reéhé?&“hef‘l‘e@ vanefes san;\tanmns Mais ce ftype de.variétés..(sans- tannms)
prés»e_nte une mau_v,g,z.s,,cw.r;@vshl‘,sml;g,nce mau,x»..c.o.n.d,m,o‘n.sﬂen.y1ro,n~n<e-menta;les et-égatement
une bglgse _de la productivité (Bond et al.,, 1976; Duc et al,, 1995; Duc, 1997). En
;effe.t«.,-ulevs-' tannins-jouent un rdle de défense p'()“u-r-wl,e..-fvégé‘t'-alw.~l-ui~,.7m~émeu>.e1"Lp,a<Iii_c.ul,i.e:p.
vis-a-vis des. pathogenes et-prédateurs (Salunke et al., 1990). "
L'intérét économique de I'association symbiotique entre Vzcza Jaba et |

Rhizobium a motivé certains chercheurs pour améliorer cette voie de sélection.

Des mutants de Vicia faba ayant une haute performance symbiotique dans la

nodulation et la fixation de l'azote (Duc et al, 1989; Duc et Val 1995) ont ete

isolées. Ils sont devenus de bons outils pour étudier les signaux entre plante et

Rhizobium afin d'optimiser cette relation. »

% Environ 90% des espéces appartenant a la famille des léguminéuses
forment une Symbviose fixatrice d’azote avec des bactéries du sol apparténant ala
famille des Rhizobiaceae. La symbiose Rhizobium-légumineuse, qui conduit a la
formation des nodosités sur les racines des légumineuses, est gouvernée >p’a'r un
échange de signaux mo}éculairés trés spécifique entre les deux partena_ireé. Les
plantes initient le dialogue en libérant dans le sol un mélange divers de molécules

organiques. Parmis ces molécules %lves flavonoides sont des composés importants

“de la rhisosphére de la jeune racine et de la gragne sont connus pour contréler la

transcrlpuon de génes responsables de la réponse symbiotique de la bactérie
(Redmont et al .,1986). ‘

Au cours de ces dix derniéres années, avec le développement des °
techniques de biologie moléculaire ; la connaissance de Ia génétique des
Rhizobium ssp a énormément progressé (Long, 1989a). Plus Apiarticuliérement, les
geénes impliqués dans les premiéres étapes de la nodulation (génes nod) ont .été
identifiés. Leur régulation est sous la dépendence du produit du géne nod D et
d’un composé ﬂavoniqué émis par la .plante (Long, 1989 a; Long 1989 b ). La
fonction biochimique de cértains des geénes nod a pu étre determinée (Roche et
al.,1991; Schwedock et Lohg, 1990). Le produit des géneé nod'a e’gal'endent éte
purifié et caractérisé . Il s’agit d” un glycohplde (Lerouge et al., 1990, Spamk et
al., 199]) |
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Kosslak et al., (1987) ont identifié dans des exiraits de plantules de Soja

les inducteurs de génes nod de Bradyrhizobium japonicum : daidzeine (4°,7 -

'dihydroxy-isoﬂavone) et génisteine (4°,5, 7- trihydrbxy-isoflavone) Il a ainsi été

démontré que les molécules responsables de I’induction des génes nod sont des
flavonoides et des betames (Redmont et al.,1986, Phillips et al., 1995).

" Les flavonoides sont les inducteurs majoritaires. La famllle des
1égu>mineuses est pé‘rticuliérement riche en flavonoides et produit environ 25% de
flavonoides connus. La recherche de composés a‘ct'iVateursvou ivnhibivteurs des
géhes nod dans les exsudats racinaires de. différentes légumiﬁeu’ses a été facilitée
par Iemploi de souches de Rhizobium spp modifiées génétiquement. Elles

comporterit en effet une fusion de génes entre les promoteurs des différents

~opérons nod et le génevde structure de I’enzyme B- galactosidase (lac Z) de E.coli.

Zaat et al (1989 yont mis en évidence six flavanones inductrices de geénes
nod dans les exsudats racinaires de Vicia sativa; ils ont pu identifier deux
composés : la 3,5,7,3’- tétrahydroxy 4’-méthoxy-flavanone et la 7,3-’dihydroxy-

4’-méthoxy-flavanone. Rhizobium meliloti est activé spécifiquement par les

flavones lutéoline et apigénine et trés faiblement par deux flavanones : ériodictyol

et naringénine (Kosslak et al., 1987, Peters et Long, 1988). Deux inducteurs

apigen’iné 7-O glucoside et ’eriodictyol ont été trouvés dans les graines de pois
(Firmin et al., 1986). | , '

Les flavonoides induct¢urs : prbduitS' par différentes légumineuses
appartenant 4 des familles ou des genres différents ne sont pas les mémes Ainsi
les inducteurs produits par Medicago sativa sont différents de ceux produits par
Trifblium,Glycine hzax ou Sesbania (Phillips, 1992) et cette diversité pegmettrait
d’expliquer une partie de la spécificité symbiotique entre certaines espéce}s de
Rhizobium et certaines légumineuses. Deux inducteurs mzﬂjeufs ont été trouvés
dans le extraits de semis de Trifohu-m repens qui sont la '7,4’ dihydroxy-flavone et
la 7,4 dihydroxy 3’ méthoxy-flavone (géraldone). o |

La lutéolirie (3°,4’,5,7 tétrahydroxy-flavone) isolée dés eksuaats dé graines

de Medzcago sativa a été le premler composé inducteur trouve C’est

‘quantltatlvement I’inducteur le plus important de la graine (Peters et al., 1986).
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Six flavanones et deux chaicones,' inducteurs majeurs'de génes nod, exsudés par-
les racines de Vicia sativa ont été identifiés, (Recourt et al., 1991). Pour la
bremiére fois , la présence de deux composés isolés des exsudats de graines.de
Vicia faba ont été identifiés qui sont le 7,4’- dihydroxyflavone et le 7,3°,4° -
trihydroxyflavone; ces deux flavonoides jouent un role }impobr.t”ant “dans la
symbiose Rhizobium-légumineuse (Tomas- Lorente et al.,1990). | |

L'induction de génes nod dans la relation Plante -Rhizobium est amenée 4
faire varier des concentrations de flavonoides afin d'améliorer le rendement de ces
légumineuses (Hernandei et al., 1995). | .
Cependant dans le cas de Vicia faba, peu de travaux ont été réalisés sur la
physiologie de .l'exgudatién phénolique; l'identiﬁcatioh des inducteurs de génes
nod n'a pas été envisagée jusqu'a présent. v |

‘Notre travail a donc pour objectif d'étudier les cdmpos'e’s phénoliques des .
exsudats racinaires chez Vicia faba en relation avec les bactéries symbiotiques du
genre Rhizobium (Rhizobium leguminosarum). ‘

Dans une introduction bibliographique (chapitre I), nous >rappelons

‘briévement les connaissances actuelles. sur la symbiose Rhizobium-légumineuse.

ére

Cette introduction est séparée en 4 parties. La 17° porte sur la taxonomie des

bactéries nodulantes, la 2°"° rappelle les généralités de Vicia faba, la 3éme

concerne les exsudats racinaires et rhisosphére et la 4°™

est l'é¢tude du
fonctionnement de la symbiose Rhizobium - Vicia faba. |
Le chapitre Il sera consacré aux méthodes d'obtention des exsudats'graines

et de racines, & I'analyse des composés phénoliques et 4 la détermination de la f3-

galactosidase pour 'induction de géne nod.

Dans le chapitre FIII, nous cherchons a étudier le métabolisme phénolique
des cultivars, mutants et la physiologie de l'exsudétion au niveau de la graine et la’ .
racine de cv Blandine. |

Dans la derniére partie (chapitre IV), nous abord)‘(')ns l'interaction
Rhizobium-Vicia faba en analysant les signaux chimi_qu-es. émis-pa; la plante (les

flavonoides).
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CHAPITRE I : DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

A. Taxonomie des bactéries nodulant les

légumineuses

1. Taxonomie et caractéristiques des Rhizobiaceae.

Bien que I’atmospheére terrestre contién_ne_prés de 80% d’azote moléculaire
N2, I’azote est I’'un des principaux facteurs limitants de la croissance et de la
production végétale. , )

C’est en 1888, qu’Hellriegel et Wilfarth ont clairement établi I’assimilation
de 1’azote atmosphérique par les nodules des légumineuses. Beijerinck (1888) a
isolé les bactéries symbiotiques et a confirmé leur capacité de fixer ’azote. Il a
proposé pour ces bactéries le nom de Bacillus radiciola mais Frank (18’89) a

renommé ces organismes du nom de Rhizobium. Plus tard, des études

d’inoculations croisées ont mis en évidence la spécificité qui sexprlme a la fois

par le pouvoir de nodulation du Rhizobium (1nfect1v1te) et par son aptltude a
former des nodules fixateurs d’azote (efficience). '

Selon I’international Committea of Syste'matic'bacter.iology (Graham et al.,
1991), la classification des bactéries symbiotiques ne doit plus étre basée
uniquement sur des résultats de performances symbiotiques, mais aussi sur )
I’analyse de caractéristiques phénotypiques suffisamment stables et nombreuses
pour effectuer une analyse de taxonomie numérique, des homologies ADN/ADN

(classement des espéces), ADN/ARN (classement des genres) d’analyses des

. séquences de ’ADN r 165, du polymorphlsme des fragments de restriction et du

xbolymorphlsmé des isoenzymes.

Ainsi, selon ces critéres, on distingue actuellement 4 genres : Rhizobium,
Sinorhizobium , Azorhizobium et Bradyrhizobium . Ces genres appartiennent a la
famille des Rhizobiaceae qui -comprend également deux autres genres:

Agrobacterium et Phyllobacterium. Ces 6 genres contiennent des bactéries



=

Donnces dddaaémﬁétgw¢

 capables d’induire des hyp.e'rtrophiesv corticales sur les plantes. Le genre:

- Agrobacterium établi par Conn (1942), est divisé en 4 espéces tenant compte de

criteres de pafhogénicité: A. tumefaciens induit le développement des tumeurs
(c‘rown‘ gall), A.rubi induit le__dével'opzpement anormal des racines (chevelu

racinaire), et A. radiobacter est I’espéce contenant les souches non pathogenes.
, / P

‘Les bactéries appartenant au genre Phyllobactefium induisent la formation de -

nodosités sur les feuilles de certaines plantes. appartenant'aux familles des

Myrsinacées et Rubiacées (selon le Bergey’s Manual,1984). Le tableau 1 résume

les genres et espéces de bactéries symbiotiques isolées de nodosites de

légumineuses, actuellement connus.
. . _ |

. |

[} . |

1.1 Le genre Rhizobium |

|
Le genre Rhizobium est divisé en 7 espéces: R. legummosarum R meliloti,

R. loti, R. galega, R. huakuii, R tropzcz et R. fredu En plus de leur drmssance

rapide sur milieu Yem et de P’acidifiction qu ‘elles produisent, ces especes ont

également en commun le fait de posséder au moms un plasmide |de tallle

" importante (90 a 250 Md, Mastexson et al., 1982) qui hebe\ge les genes

responsables de la-nodulation (génes nod) et de la ﬁxatlon d’azote (genes nzf
nitrogénase et fix, fixation). Ce plasmide prend communement le nom de pSym
(plasmide symbiotique). _ - ; v

Le genre Rhizobium tel qu’il é été décrit par IO{dan' (1984) éomprend leé 3
espeéces suivantes: R. leguminosarum (contenant trois biovars, R. legum_inosarumv
bv. trifolii , bv. phaseolus , bv. viceae ) R. meliloti et R. loti . La sépafafion de R.
leguminosarum et R.- meliloti a été basée sur plusieufs études employant la
taxonomie numérique (Graham 1964., Moffet et Colwell., 1968), 1’hybridation
ADN /ADN (Helberlein et al., '1967' Jarvis et al., 1980), les profils de prbtéines.

“cellulaires (Roberts et al., 1980) la sérologie (Graham 1963, Vincent et

Humphey,1970) et la composition en polysacharides (Robertsen et al., 1981).
_ Actuellement 1’espece R meliloti a été reclassée dans le geﬁre
Sinorhizobium. Ces travaux ont aussi mis en évidence qu’il 'existaitv une forte

similarité chromosomique entre R. leguminosarum, R. phaseoli et R. trifolii, qui -
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Biovars

Genres Espéces’ - Plantes hétes Références
leguminosarurr‘r Viceae Pisum, Lens, Vicia Jordan 1984
leguminosarum | Trifolii - Trifolium . Jordan 1984
leguminosarum | Phaseoli Phaseolis vulgaris Jordan 1984
fropici : - ' . Phaseolis vulgaris, Martinez- |
leucaena sp. Romero 1991
elti Phaseolis vuilgaris Segovia 1993
loti Lotus sp., Caragana, Jarvis 1982
- Leucaena, Lupinus, .
) . Robinia, Trifolium o |
Rhizobium Galegae Galega orientalis, Lindstrém
: : jalega officinalis 1989 |
huakuii Renge A.stragalus sinicus cv. . Murooka
| Japon 1993
ciceri Cicer aietinum Nour 1994 b
mediterraneum |, Cicer arietinum Nour 1995
tianshanense Glycyrhiza uralensis, G. Chen 1995
| pallidiflora, Sphora ' Co
alopecuroides, Caragana
polourensis, GLycin max .
Meliloti Medicago, T rigonel%la, De Lajudie
Melilotus | 1994
. Lo Fredii Glycin max | ‘Jarvis 1992
Sinorhizobium - Saheli Sesbania, Acacia De Lajudie
| | | 1994
Terranga Seshania, Acacia De Lajudie
| | 1994
Azorhizobium Caulinodans Sesbania rostrata Dreyfus 1968 |
! ) T ;
Japonicz!tmj ' Glycine max, | Jordan 1982
| i Macroptilium . |
; | atropurpureum |
o Elkanii Glycine max, Arachis Kuykendall
Bradyrhizobium - hypogaea | 1988
sp. Lotus sp., Vigna,

Lupinus, Sesbania,
Leucaena, Mimosa,
Acacia

Jarvis 1982

Tableau|1 : Classification des Rhizobium.
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devaient donc étre regroupés dans une seule espéce R. leguminosarum. Entre ces 3

biovars. la spécificité d’hote est facilement transférable de I’un a l’autre par le

 transfert de plasmides symbiotiques (Jordan 1984, et Johston et al., 1978). Jarvis

et al, (1982) ont défini R. loti comme une espéce comprenant des souches &
crbissahce rapide nodulant une 1arge gamme de plantes hotes : Lotus corniculatus,
L‘O‘tl‘lS divaricatus, Lotus marocaccanus, Lotus tenus, Lupinus densifloris,
Trifblium lupinastus et Carmichaelia sp. , :

Rhizobium galegae a été isolé uniquement de nodosités de'pllant'e du genie
Galegae (G. orientalis, G. officinalis) provenant de Finlande, URSS et Nouvelle
Zélande (Liondstrom, 1989). |

Rhizobium huakuii : Les souches de cette espéce sont isolées de la

~légumineuse Astralagus sinicus cultivée dans les provinces sud de la chine et au

'Jvapon (Chen et al.;,1991). Au sein du genre Asﬁagalus la spécificité comme la
diversité des souches bactériennes sont importantes. En effet les souches isolées -
de A. sinicus ne nodulent pas les espéces A. membranaceus, A. adsurgens, A.
alginosus ni d’autres légumineuses et n’ont quasiment aucune homologie d’ADN

avec les microorganismes issus de ces plantes. Une équipe japonaise a montré que

la souche de type de R. huakuii - n’était pas infective sur le cultivar japonais.

Murooka et al., (1993) ont proposé que les isolats de 4. Sinicus c.v Japon soient
classés comme R. huakuii biovar renge. | , |

* Rhizobium trianshahense: Ces Rhizobiuni ont été isolés de vdiffefrentes
légumineuses du Nord de la chine qui poussent dans des milieux désertiques et

des sols salins (Chen et dl., 1995). Le % de G+C compris entre 59 et 63 les

" rapprochent du genre Rhizobium.

- Les souches nodulant le haricot (Phaseolus vulgaris) appartiennent toutés

- au genre Rhizobium. Elles avaient été classées dans I’espéce R. leguminosarum

bv. phaseoli. Mais l’hétérégénéité de ces souches mis en évidence par des
hybridations ADN/ADN (Crow ef al., 1981; Jarvis et al., 1980; Scholla et al/,
1990), par ’analyse des caractéres phénotypiques (Beynon et Josey., 1980; Robert
et Schmidt., ‘1985; Zevenhuizen et Bertocchi., 1989), a conduit a la réexamination

de cette espéce, 7 espéces génomiques ont €t€ mises en évidence:
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Rhizobium tropici posséde une seule copie de nif H (Martinez et al.,'1985;
Quinto et al., 1982) et nodule Leucaena en plus du Haricot (Martinez et al., 1985;
Martinez et al., 1988). ’

Rhizobium elti (possedant des copies multiples de mf H et nodulant

umquement le haricot), a été 1sole de haricots d’Amérique Centrale:

Sur les cultivars de haricot poussant en Europe, trois espéces génomiques ont été

‘trouvées: Rhizobium leguminosarum biovars phaseoli, et 2 especes génomiques

-représentées par les souchés R 602 et H 152 (Laguerre et al.; 1993).

" - Les souches nodulant Cicer arietinum ont été .séparéeé en 2 groupes Aet
B sur la base de leur polymorphisme enzymatique, leur polymOrphis'mev des
fragments de restriction des‘ gépes ribosomiques 16S-1GS, de leur profil trophique
et paf des tests phénotypiques (Nour et al., 1994a). Les souches du groupe A ont
un temps de generatlon supérieur a 5h, et celles du groupe B inférieur 4 6 h
(Cadahia et al., 1986). Les souches du groupe B qui sont homogenes et proches de
R. loti ont été classées dans I’espéce R. ciceri (Nour et a/.,1994 b). Les souches
du groupe A sont plus hétérogenes et présentent au moins 4 espéces génomiques,

une de ces 4 espéces a été créée et nommée R. mediterraneum (Nour et al.,1995).

1 2 Le genre Sinorhizobium

Le nom de Sirorhizobium donné a ce genre vient de Chen et al. (1988) qu1

avait classe les souches a croissance rapide isolées du Soja (R. freedi et R.

xinjuangensis ) dans le genre Sinorhizobium. Actuellement ce genre comprend 4
espéces:  Sinorhizobium  meliloti  associé aux légumineuses tempérées,
Sinorhizobium fredii, Sinorhizobium sahe'li et Sinorhizobium teranga toutes les
trois associées a des léguminguses tropicales.

|

Ce genre regroupe les bacterles a croissance lente (Td > 6h) qui alcallmsent

1 3 Le genre Bradyrhtzobmm
les milieux YEM et qui nodulent principalement des espéces végétales tropicales.
Elles possédent des flagelles polaires ou subpolaires (De Ley et Rassel, 1969), et

leurs génes symbiotiques sont chromosomiques. Deux espéces bdctériiennes sont

reconnues dans ce genre ;-
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~ Bradyrhizobium japonicum est isolée de Glycine max (Soja) et ﬁeuyent noduler

Macropt:lum atropurpureum.

Bradyrhizobiym elkamz peut étre separee de ’espéce B. ]apomcum par sa
composition en. acide  gras, en exopolysacchar1des et sa sens1b111té aux
antibiotiques (Minamisawa., 1989; Kuykendall et al., 1992). Les souches de cette

espece ont un spectre d'hdtes plus large que B. japonicum, car certaines ‘peuvent

" noduler Arachis hypogéq. Des plantes de Soja inoculées avec ces souches ont une

croissance et un déVeloi)pement des parties aériennes trés faible par rapport aux
souches de B. japbnicum (Vasilas et Fuhrmann., 1993). Les autres souches de
Bfadyrhizobium non classées ont été nommées Bradyrhizobium sp. suivi du nom
entre parenthéses de la plante hote qu’elles nodulent (par exemplé :
Bradyrhizobium. sp. (Lupinus) pour les Bradyrhizobium. sp. (Vigna). Ce genre est

communément appelé Bradyrhizobium cowpea (nom usuel en anglais).

1.4 Le genre Azorhizobium
Certaines espéces de légumineuses tropicales appartenant aux genres -
Neptunia, Aeschynomene et Sesbania ont la propriété de porter des nodosités

aussi bien sur leur systéme racinaire que caulinaire. Dans le cas de Sesbania

 rostrata, une étude approfondie des caractéristiques physiologiques, biochimiques

et _moléculaire}s de 20 souches isolées des nodosités aériennes a permis a Dreyfus
et al,, (1988) ae proposer la création du nouveau genre Azorhizobium contenant
une seule vespéce, Azorhizobium caulinaudans. Cette espéce a la propriété de “
former des nodosités efficientes sur les tiges et les racines de S. rostrata.. Par |
rapport aux autres genres, les Azorhzzobmm n’assimilent curieusement qu’un seul
sucre, le glucose Physmloglquement 11s possedent. des caracteres communs aux
Rhizobium - (temps de génération de 3 a 5 heures, présence de pSym) et aux
Bradyrhizobiums (alcanisation du mnheu a base d’extrait de levure et de glucose).

- Actuellement, les genres Rhizobium, Bradyrhzzobmm et Azorhizobium -
appartiennenﬂ a des embranchements différents dans la sous classe alpha des
protéobactéries (Jarvis et al., 1986, Stackebrandt et.al., 1988; W‘ilvliems'et_

Collins., 1993; Young c’st al., 1991). ‘Cependant les branches des arbres

\ . ‘

10
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phylogénétiques sont trés -longues. Rhizobium est trés proche du genre
Agrobacterium qui forme des tumeurs sur certaines plantes. Le genre

Bradyrhizobium est plus proche du genre Rhodopseudomonas palustris (béctéries

'~ du sol photosynthétiques qui peuvent fixer 1’azote) que des autres genres de la.

famille des Rhizobiaceae.

B. Généralités sur la féverole (Vicia faba)

}

- 1. Identité taxonomique de Vicia faba

1.1 Ordre des légumales
La féverole appartient & l'ordre des léguminales ou légumineuses et a la
famille des Papilionacées ou Fabacées qui compfend. 12 000 a 17 000 espéces
selon les taxonomistes réparties entre 600 et 700 genres. Ces plantes sont
distribuées dans le monde entier et principalement dans les régions chaudes. Les
légumineuses constituent un intérét important dans l'alimentation de nombreuses

populations a travers le monde et représentent une source de proteines intéressante

D pour 'homme et I'animal.

~ De nombreux représentants, tel que le Lotus, Melilotus, Medigago ou
Trifolium sont cultivés & grande échelle pour le fourrage ou ils sont semés pour
enrichir les paturages. Les autres le’gumiheuses alimentaires sont cultivées pour
les g‘ousbses, leurs graines ou l'ensenble des deux : c'est le cas de Arachis, Cicer,
Glycine, Lens, Lupinus, ‘Phaséolu's, Pisum, Vigna et Vicia.

~ Outre son fruit caractéfistique, la gousse ou légume, une des particularité
de cette famille est sa capacité a fixer 'azote par symbiose avec les bactéries du
Genre Rhizobium, qui se traduit par la formation de nzo‘édulles au niveau des racines.
Cett_e propriété confére aux légumineuses une grancfie richesse en protéines et
particuliérement en Lysine, acide aminé essentiel, déficient dans la plupart des

aliments d'origine végétale. Cet ordre comprend trois familles: Les Mimosacées,

. les Césalpinacées et les Papilionacées ou Fabacéés a laquelle appartient la

féverole.

11
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Figure 1. Vicia faba 1..
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II existe au sein de la sous espéce minor, une grande diversité de coloration

des fleurs et des graines:

- les fleurs peuvent étre totalement blanches, uniformément colorées, ou

blanches avec les ailes colorées.

- l'enveloppe des graines, ou tégument peut étre grise, beige, brune, rouge,

jaune, violette ou verte, elle peut présenter des ornementations telles_ que
points, taches ou marbrures. Cette variabilité, ansi que celle de la couleur du

hile, sert de base aux critéres de selection pour l'amélioration de la plante.

3. Culture de la féverole

La féverole fait partie des végétaux riches en proteines dont le principal

représentant est le Soja. Environ 90 Millions de tonnes de Soja sont produits

chaque année dans le monde, les principaux pays producteurs étant les Etats-Unis

(environ 50 millions de tornes) et le Brésil (15 millions). En 1978, la production
de pois atteignait 570 000 tonnes, en 1984, celle de la féverole 190 000 tonnes
(Brun, 1991) . En ce qui ancerne la féverole, I'Italie et le Royaﬁme bUni restaient
encore lels principaux prochteurs,dans la CEE en 1985, la pr.oductidn Européenne
atteignent presque 500 000 tonnes a cette date. L'utilisation .annu.elle du péis et de
la féverole en aliment‘atian animale atteint les 5.4 et 0.75 rr_ﬁllions de tonnes
respectivement de 1987 a4 1991 (Eurostat 1991). . -

11 existe deux catégLries de variétés de féverole celle du printemps et celle
d'hiver. Les premiers sont semés en fin Février début Mars et sont récoltés fin
Aolt, les seconds sont semés de fin Octobre a mi-Novembre selon la zone

géographique et récoltée ajla mi-Aoit.

3.1 Féverole de printemps
Elle présente une teneur en proteines supérieure a celle de la. féverole
d'hiver ou a celle du pois;l\_ses besoins hydriques élevées en juin et juillet limitent -
son dire de cultures aux zones maritimes bien arroéées (depuis la povinte de

Bre'tagne‘ au Pas-de-Calais) et a la partie Nord-Est de la France.

14
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1

- lectines

- la pyrimidine glucosidase (vicine et convicine) accumulée dans les

1

cotylédons. . Ces substances peuvent étre responsables de déréglements

métaboliques et de la baisse du poids chez les animaux dont la ration

alimentaire est essentiellement & base de légumineuses ( Kossa, 1977).

5. Diversité variétale ,

"Ves variétés a grosses graines sont cultivées depuis longtemps dans les
régions mediterranéennes sous le nom de feve. Elle est devenue depuis une grande
culture protéagineuse en Europe, principalemeht en Angleterre. La moitié des
valeurs mondiales, soit 4 millions de tonnes, sont produits par la chine.

Il existe au sein de la sous espéce minor une grande diversité de coloration
de fleurs et de graines:
- les fleurs blanches et graines non colorécs qui correspondent aux especes
N dépourvues de tannins. “ '
i F{ ' - les fleurs colorées et graines a tégumen?ts‘ gris, beige, bfun, jﬁ’ouge, fauve,
violet ou vert pour les espéces pcurvues de jtannins.' Les graines sont parfois
5 (- | - ornementées de taches ou ponctuation‘s;. q«:s descripteurs phénotypiqués

servent de base non seulement 2 la classification mais aussi 4 la sélection

: q comme moyen de tri. ,
- Les génotypes de la premiére catégorie, a fleurs dépouvues de pigments,
donnent naissance a des graines dépOUVues de tannirs et d'anthocyannes. Ces

, I3

graines sont en général de couleur gvnse mais elles peuvent étre colorées en

vert ou méme en ncJ:r par des pigments non anthocyamdlques
- - Les génotypes a |fleurs colorées, quexque soit le type de coloration,
‘ T ‘ contiennent tous des tannins et des ﬂavonoﬁdes en plus ou moms en grande

quantité. ]

S|

Selon Cabrera et Martin (1986), la teneut :én ta'nnins'es't_;i plus élevée chez

les génotypes i fleurs uniformément pigmentées qhe chez ceux é fleurs maculées.

S |

Les tannins contenus chez 55 lignées de Vicia;fabg sont evalues' en fonction de la

couleur des fleurs, et des téguments (tabieaa?ﬁ; Ils ont trouvé une corrélation

|

i
!
{
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Couleur Teneurs en
‘Lignées ‘ »
. Fleurs Téguments | Hile | tannins %.
1 Violet, Ailes vertes Beige _Noir 1.797
9 Blanche Gris Noir S0
10 | Normal, Ailes jaunes Beige Blanc|{ 1.861 .
13 | Violet, Ailes brunes Vert Noir | 2.681
14 Blanche Gris Noir 0
16 | Normal, Ailes brunes| Rouge | Noir 2.376
17 |[Normal, Ailes brunes Rouge Blanc 1.862
18 | Normal, Ailes brunes| ~ Vert Noir |  1.408
23 Normal, Ailes jaunes Beige Noir 1.110 -
33 Normal, Ailes jaunes Beige Blanc 1.845
34 Normal, Ailes brunes Jaune Noir 2.921
- 41 Normal, Ailes brunes|  Jaune Blanc 1.211
43 Normal, Ailes brunes Rouge Blanc 2.452
44 Normal, Ailes brunes| Rouge foncé | Noir 0.757
45 | Normal, Ailes brunes Jaune Noir 1.665
46 | Normal, Ailes brunes Rouge. Blanc 1.180
47 Normal, Ailes brunes Vert Blanc | 1.560
48 Normal, Ailes brunes Vert , Noir 1.262
49 | Normal, Ailes brunes Vert - Noir 1.665
50 Normal, Ailes brunes Vert “Blanc 1.695
54 Normal, Ailes jaunes | Beige Noir 2.180
57 Blanche __Gris Noir 0.130
58 Normal, Ailes jaunes Beige Noir 1.320
59 Vfi‘fgsulfr‘fﬁf}g‘e Beige | Blanc| 3.406
67 V‘X!et uniforme Beige | Blanc| 2.335
iles vertes '
75 Jaune diffus Beige Noir 2.795
78 ~ Blanc Vert Noir 0.165
100 Blanc Vert Blanc 0.136 .
102 Blanc Gris Noir 0.185
108 Jaune diffus Beige Noir |}  2.480
110 _Blanche - Gris___ {Blancj 0
Tableau 2. Teneurs en tannins chez 55 lignées de Vicia faba
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-~ ‘ - ‘, Couleur Teneurs en
‘l Lignées — : — ’
: ‘ Fleurs Téguments | Hile | tannins %
o | 111 Blanche Gris Noir | - 0
o - 112 Blanche Vert’ Blanc | 0
' 114 vNormabl Brun maculé Brun - 2.134
N o 115 | Normal Brun maculé. Brun - _2.530
: ' - 116 Brun diffus Vert Blanc 1.620 |
_ 117§ Brun diffus Beige Blanc | 2.135
118 | Violet uniforme Brun Noir 3.540
v Ailes brunes v
_ ' _ Violet uniforme v
| E o o 19 _Ailes brunes Rouge ) 2.628
120 Violet uniforme Vert Noir | 2452
ﬂ ’ ~ Ailes brunes
. Violet uniforme )
: - 121 Ailes brunes Beige .| - . 1.96?
“—1 : o 122 Vlo.let uniforme Beige Blanc - 2.705
Ailes brunes :
: 123 Brun diffus ‘ Brun Noir | _ ‘1;69,6
T R 124 Brun diffus Rouge - 2921
i o 125 Brun diffus Brun | Noir | 3.421
: . \ 126 Brun diffus- Brun | Blanc 2.590
T ' 127 Brun diffus Rouge Noir | 2.743
1 128 | Brun diffus Beige | Noir | 2.575
_ : 129 | Brun diffus _Vert Noir 2.452
T o 130 Brun diffus | Vert Blanc | 2.528
| 131 Normalelle-macule Pourpre | Blanc 2.634
- rune - _
| F; 132 Brun diffus Pourpre | Blanc | _ 1.801
‘ 134 Brun diffus Beige Blanc 2.220
135 Brun diffus Brun_ Noir 1.525
A | |
Tableau 2 (suite). Tex}leurs en tannins chez 55 lignées de Vicia fuba
s { . .
i Cabrera et Martin (1986)
I 18
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entre la couleur des fleurs et la couleur des graines concernant la teneur en
tannins. | ' | |

Les variétés colorées donnent ainsi des graines avec des quantités de
tannins qui augmentent progressivement en fonction de la couleur de la graine qui
est soit de couleur gris, rouge, beige ou brune. Les variétés a fléurs blanches: sans
pigments donnent des gl'aines blanches et gris avec une teneur faible en tannins.
Ils ont pu ainsi constater que les tannins condensés sont présents seulement dans
les téguments des graines colorées chez Vzclafaba

Les qualités caractéristiques des lignées parentales et de quelques
génotypes standard sont présentés dans le (tableau 3). Ces génotypes proviennent

de la station de génétique et d'amélioration de plantes de INRA de Dijon ( Duc et

‘al.,1995), leur classement selon I'analyse chimique du contenu phénolique est le

suivant :

- Les génotypes porteurs du géne N°1 et géne N°2 a fleurs blanches et graines
blaﬁches . les populations Blandine et Albatros présentent une faible tencur
en composés phénoliques; ce sont des génotypes sans tan_riins’._

- Les génotypes avec des fleurs & macules jaunes sont divisés en deux groupes
en fonction de leur teneur en phénols et en tannins. v

- Les génotypes avec des fleurs & macules noires sont caracterxses soit par des

" teneurs €élevées en tannins par exemple les grames de _cou-leur belge,:-rouge,
“violet ou des teneurs in‘ter‘.médiaifes en tannins avec les graines de couleur

brune ou grise.

6. Phénols et tannins. de la féverele
'La graine de la féverole est riche en phénols et princi’palemént en tannins
_mais aussi en divers autres ﬂavonondes Les tannins sont presents en grande

majorité dans les téguments de la grame (Reddy et al., 1985).

6.1 Les flavonoides, présentation généraie
- Parmi les métabolites secondaires, les ﬂ‘avonoides'représentent l'une des

classes les plus étudiées. Les flavonoides sont des composés phénoliques présents

19
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chez presque toutes les plantes supérieures. Actuellement plus de 3500
flavonoides ont été identifiés (Harbonne, 1988). A
La plupart des flavonoides ont une structure de base relativement simple,

ils sont composés de deux cycles aromatiques de type phényle (ﬁofés A et B) liés

par une chaine de 3 carbones généralement cyclique (C). La conﬁguration est la
A -

suivante :

Le degré d'oxydation du cycle C détermine les différentes classes de flavonoides:
flavane, flavone, proanthocyanidine, anthocyanine, flavonol, isoflavonoide sont
les classes principales, chalcone, flavanone, aurone, dihydroflavonol,

dihydrochalconejles classes minoritaires. Par ailleurs, les differents cycles

- peuvent étre modifiés par hydroxylation, méthylation, acy_lation' ou glycolysation.

La grande variété de structures possible est a l'origine de leur diversité dans la

nature (Van der Meer et al., 1993).

6.2 Réle des flavonoides
v . Certains auteurs suggérent que la fonction premicre des flavonoides serait
de servir de filtre contre les 'U.V, d'autres qu'ils agiraient plutét_ comme des
régulateurs physiclogiques internes ou des messagers secondaires (Stadfford,
1991). '
| Jusqu'a présent, le role de flavonoides en tant que signal Chimique n'a pu
€tre mis en évidence que dans un seul c.as : celui de l'induction des génes nod de
bactéries symbiotiques par l'intermédiaire d'un activateur bactérien de la

transcription, la proteine Nod D (Dénarié et al., 1992; G(‘)ttfert, 1993).
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6.2.1 Induction des génes nod B
Chez les légumineuses, les flavonoides sont des composés indispens‘ables a
l‘établissement de la symbiose entre les bactéries de type Rhizobium et leurs
plantes hotes. Les flavonoides sont présents dans les racines et ’pouf un certain
nombre d'entre eux dans les exst%q;gts racinaires. Certains de ces flavonoides vont

activer directement les protéines ?’égulatrices Nod D de la bactérie en se fixant sur

- la bactérie.

6.2.2 Développement, germination et croissance du tube pdllinique

Des études récentes ont montré que les flavonoides jouaient un réle dans la

‘reproduction sexuée. Ils s'accumulent dans les anthéres et les pistils. Certains

flavonols (Kaempferol, quercétine et myricétine) sont capables de stimuler in
vitro la germination du pollen et la croissance du tube pollinique (Yistra et al/.,

1992 ; Mo et al., 1992),

6.2.3 Protection contre les U.V

Les plantes sont exposées a la lumiére du soleil et utilisent celle-ci pour

~ leur photosynthése. Cependant, les UV produits par.le rayonnement solaire

peuvent causer les dommages au niveau de I'ADN de la cellule ainsi que.dans

différents processus biologiques. Les plantes ont la nécessité d'élaborer des

“mécanismes de protection.

Le spectre d'absorbtion des flavonoides entre 230 et 380 nm et leur accumul_afion ‘
en réponse aux UV-B suggérent pour ces composés un role de protection contre
les radiations U.V. Plusieurs résultats présentés ci-dessous confortent cette
hypothése. » | |
= Les ﬂavonoides s'accumulent dans les cellules épidermiques des feuilles
apres traitement par les UV-B (Schmelzer et al,, 1988).' |
* Chez le Soja, les cultivars possédant le taux le plus élevé en flavonoides
totaux se montrent les plus tolérants vis a vis desr‘U.VéB (Middleton et

-Tamura, 1993).

22
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6.3 Flavonoides et réactions de défense : Les phytoalexines
La notion de phytoalexines a €été introduite par Muller et Borger en 1940 |
pour désigner des substances antifongiques‘ap.paraissant dans les tubercules de
pomme de terfe aprés infection par Phyt‘ophtom infestans. Les premiéres
phytoalexines (pisatine et phaséolline) n'ont été isolées et caractérisées que 20 ans
aprés (Cruickshank et Perrin, 1960). | '

- Une définition de référence a ¢té énoncée par Paﬁton en 1981 <Les
phytoalexines sont des composés antimicrobiens de faible poids'mdléculaire
synthetlses et accumulés par la plante lors d'une interaction avec un micro-
organisme » Les phytoalexmes ont été isolées a partir de nombreuses plantes
chez les dicotylédones mais aussi chez des monocotylédones. La majeure partle
des études effectuees a ce jour concerne les légumineuses (isoflavonoides).

Chez les legummeuses la plupart des études sont centrées sur quelques
plantes: Haricot, Soja, Pois, Pois chiche et Luzerne. Les principales phytoalexines
produites par ces plantes sont (figure 2): la phaséolline (Haricot), la glycéolline
(Soja), la médicarpine (Luzerne et Pois chiche), la maackiaine (Pois chiche) et la
pisatine (Pois). Elles appartiennent toutes a la famille des isoflavonoides.
Cependant les études ont toujours mohtré que la synthése de phytoalexines est trés
bien corrélée avec la résistance de la plante vis-a-vis d;un. pathogéne (Mansfield.,
1982). | ”

7. Les flavonoides non tanniques chez Vicia faba
| Nozzollillo et al., (1989) ont étudié I'ensemble de la voie de biosynthése
des flavonoides, aboutissant ainsi a hne proposition de contrble génétique de la
synthése des phénols chez Vicia faba, dans laquelle 'ensemble des génotypes peut
étre repéré par rapport a quatre principales classes dq flavonoides :
- les ﬂavdneé doﬁt le principal aglycone est l'apigénine, sont présentes
significativement dans les téguments violets, beigés, verts et rbuges, et a un
degré moindre dans les: téguments noirs. 3

- les flavonols dont le princip’él aglycone est la myric¥%ine, se trouvent surtout

dans les téguments verts et rouges, accessoirement dans les téguments bruns.
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Glycéolline
mo ‘ : ' (Soja) ' B .
[ } ' : . ' ‘Maackiaine

' _(Pois chiche)

"‘“ . Phaseolline v
T | (Haricoy ' Médicarpine
i : : ‘ (Luzerne et Pois chiche)

Pisatine

(Pois)
‘ , ' Figure 2. Les principales phytoalexines chez les légumineuses
1
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- les anthocyanines sont prééentes dans les téguments violets avec
prédominance de 4 aglycones: delphinidine, cyanidine, malvinidine et
pétunidine (figure 3).

Tomas-Lorente et a/, (1990) ont 1dent1ﬁe 7,3',4"-trihydroxy- flavone 7,4
dihydroxy-flavone, quercetme, kaempférol, quercetin 7-glycoside et kaempferol

7-glycoside dans les exsudats de graines de Vicia faba (figure 4). .

«ﬁ\8 Les tannins |

Les tannins sont des molecules hydrosolubles de masse moléculaire
comprise entre 500 et 3OOO/L/W7*’\§AMA ) PPN ) o

I existe deux catégories de molécules phénoliques réunies sous le terme de
« tannin » : les tannins condensés ou proanthocyanidines, et les tannins
hydrolysables. De structure totalement différente, ces deux types présentent des
propriétés complexantes quasi-identiques vis-a-vis de nombreuses molécules, d'ou
leur dénomination commune. Ils sont tous deux présents dans la plupart des

génotypes de Vicia faba.

jS .1 Les tannins hydrolysables
Les tannins hydrolysables sont des esters de glu01des et d'acides phénols ou
de dérivés d'acides phénols. L' hydrolyse chimique ou enzymatique libére outre la

molécule de glucose, de l'acide gallique (cas des gallotannins) ou de l'acide
—_— 2 T _

‘ellagique (cas des ellagitannins) (Metche., 1980).

N |
11 \ ° r
w 18.2 Les tannins condensés
‘,! . -
Les tannins condensés, encore appelés tannins catéchiques ou
proanthocyanidines, sont des polymeres de flavanes -3-ol (tels que la catéchine),
ou encore de flavanes-3-4 diols (leucoanthocyanidines). Les liaisons sont de types

carbobe-carbone ce qui rend ces molécules difficilement hydrolysables.

Les unités structurales des preanthocyanidines sont essentiellement:

- Pafzéléchine et son isomére l'épiafzéléchine (monohydroxyiée sur le

noyau B)
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O
Malvidine

OH OH

on 0
- Apigénine

Myricétine

Figure 3. Les flavonoides non tanniques dans les téguments de Vicia fuba

(Nozzollilo et al., 1989)

OH :
A
OF A Ol
|
. O v -

7, 3°,4’-trihydroxyflavone

&

7, 4’-dihydroxytlavone

OH
OH

O Glyeosyl 0 O-Glycosyl

OH - 0O

Querceiine 7-glyeoside Kaempferol 7-glycoside

Figure 4. Les flavonoides identifiés dans les exsudats racinaires de Viciafaba-
~(Tomas-Lorente, 1990)
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- la catéchine et son isomére I'épicatéchine (dihydroxylée)
- la gallocatéchine et son isomeére l'épigallocatécine (trihydroxylée),
(Mergham, 1995), (figure5). |

9. Les tannin‘s chez Vicia faba

Martin- Tanguy etal, ( 1977) ont étudié la nature chxmlque des tanmns des
varletes de Vicia faba d ﬂeurs colorées. Ils ont pu identifier des composes
polymeres de type flavan 3- ols (catechme et gallocatéchine).

Les tannins condensés ou proanthocyanidines sont présents dans la plupart des |

‘génotypes de Vicia faba L., a I'exception des téguments blancs (Nozzolillo et al,

1989).

~ Kolodziej et al., (1993) ont étudié les proanthocyanidines dans les téguments chez

Vicia faba et ont pu isoler et identifier par ( RMN-H1, CD) les composés suivants:

* des composés monoméres: (-)-épicatéchine et épigallocatéchine

* des procyanidines diméres : épicatéchine-(4f3,8)-catéchine, catéchine -(4

o,8)-catéchine, catéchine-(4a.,8)-épicatéchine ’

* des prodelphinidines: gallocatéchine-(4a,;8)-catéchine, gallocatéchine-

(40,,8)-épicatéchine, gallocatéchine-(4a,8)-épigallocatéchine.

L'étude structurale des diverses proanthocyanidines de la féverole a été
étudié en faisant appel a la Spectrbmétrie de masse, de la microdégradation en
présence de phloroglucinol et a I'analyse par CHLP couplée a la barrette de diodes
(Merghem., 1995). Dans le cas de la féverole, les diméres identifiés sont des
procyanidines : 3 correspondent a des procyanidines de type B constitudes de
catéchine et de son isomére I'épicatéchine: composés B: catéchine (4.[3-
8)catéchine, C: épicatéchine (4B-8)-catéchine; AD: épicatéchiné - (4B-8)~

épicatéchine.

% +10, Role des tannins

Les effets négatifs des tannins condensés sur la valeur nutritive de la
féverole ont. contraint les producteurs a sélectionner des variétés sans tannins.

Malheureusement, la production de la féverole sans tannins engendre non
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OH
OH ' (1)H=bH, R'=H | OH ) R=OH, R'=H
(2R=R=0H (5) R=R'=0OH
(3) R=R'=H - (6) R=R'=H

(1):
(3):
(5):
(7):
(9):
(11

OH

(7) R=OH, R=H ~ OH  (10)R=OH, R=H
(8) R=R'=0OH o (11) R=R'=0OH

' (9) R=R=H | = - (12) R=R=H

Figure 5. Flavane-3-ol et nomenclature
(Mergham, 1995) '

(-) épicathéchine (2) (-) épigallocatéchine

(-) épiafzéléchine (4) : (+) épicatéchine
(+)epigaliogatechine (6) : (+) épiafzéiéchine

(+) cathéchine (8) : (+) gallocatéchine

(+) épiafzéléchine (10) : (-) cathéchine -

): (-) gailocathéchine (12).: (-) épiafzéiéchine o
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seulement une baisse de la productivité mais également une mauvaise résistance
aux conditions environnantes (Bond et al., 1986).

Les tannins jouent un role de défense pour le végétal lui-méme en .

- particulier vis a vis des micro-organismes et des prédateurs (Salunke ét a/, 1990).

Une teneur faible en tannin, le Sorghum et Faba sont plus susceptibles d'étre -
attaqués par les insectes et les champignons (Bond, 1989). Les génotypes a zéro
tannins sont plus sensibles aux malad‘ies (Bond et Duc; 1993; Helsper et al; -
1994). '

C. Les exsudats racinaires et la rhisosphére

On appelle exsudats racinaires toutes les substances organiques solubles. et

insolubles libérées dans leur environnement par les racines saines ou lésées

(molécules volatiles, hydrosolubles, diffusibles, ou non diffusibles comme les

mucilages, ainsi que les cellules et fragments exfoliés).

1. Sites d'exsudation le long de Ia racine _
~ Les sites d'exsudation racinaire ont été identifiés grﬁcé a l'utilisation de
méthodes autoradiographiqués (Mac Douglas et Rovira, 1970). Le mode
d'exsudation est de 2 types (Rovira 1973) et :r‘e’sulte en |
1. Un rejet intense et discontinu de matériel marqué non diffusible a partir-des
apex dés racines latérales‘,’composé probablement de matériel mucilagineux,
~ cellules de la coiffe ou de coiffes exfoliées. ' ' |
2. Un rejet ;diff‘us associé a l'axe de la racine principale et constituant -
pr_obablemént de composés solubles et diffusibles. Selon Rovira (1973:) la zone
majeure de rejet d'exsudats diffusibles est la zone d'élongation de la raciue.

(figure 6 ).
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2. Composition chimique des exsudats
2.1 Composés du métabolisme primaire
La composition chimique de ces exsudats, largement influencée par les
conditions environnementales, comprend surtout des glucides et des acides
organiques trés majoritaires, accompagnés d'acides aminés, de nucléotides (Smith
1976 ; Mench et al., 1988). | |

2.2 Composés du métabolisme secondaire

Nous avons les composés phénoliques parmi eux les acides phénols (Rice,

1979; Bokhari et al., 1979, Tang et young, 1982). Perez et Ormeifio-Nuii€z, (1991)

ont pu identifier scopoletine, coumarine, p-hydroxybenzoique et acide vanillique
dans les exsudats racinaires du blé par CLHP. |
L'exsudation d'un certain nombre d'isoflavoﬁes par les racines de Trifolium
pratense ont été mis en évidence (ononine, génisteine, daidzéine, formononetme)
(Tamura et al., 1969).
Le sol de la rhisosphére de deux espéces Bouteloua gracilis et Artemisia frlgza'a
contient plus de polyphénols que le sol non rhlsospherlque et des traces de
terpénes ont ete trouvées dans le sol associé a 4. frigida (Bokhari et al 1979)
Burdun et al., (1974) signale I'exsudation de :phytoalexmes par les racines

de plantes cultivées en conditions non stériles, pour Pisum sativum le composé est

la pisatine et pour Phaseolus vulgaris les composés identifiés sont la phaséolliue,

phaséollidine, la phaséollinisoflavane et la kivétone. ,Trois flavones dans: les
racines de lentill'e ont été identifiées (4'-dihydroxy-flavone, 3', 4', 7-trihydroxy-
flavone et la 4', 7-dihydroxy-flavone et deux isoflavonoides ont également été
cardctérisés pour lei soja : le coumestrol et la daidzeine (D'Arcy-Lameta,1986).
: I g
2.3 Facteurs influencant I'exsudation racinaire

Tous les facteurs d'origine | extérieure influencent l'exsudation racinaire .

qu'ils soient physiques (force mecamque contrainte hydrlque conccntratlon

ionnique, pH), ou biologiques (micro- orgamsmes saprophytes, symblothues ou

.pathogénes). Enfin, l'exsudation eft d'autant plus grande que les racines sont
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endommagées : tous les facteurs précités peuvent créer des blessures ou les

augmenter.
D. Relation Rhizobium - légumineuse
1. Généralités sur la symbiose Rhizobium-légumineuse

Les Rhizobium se multiplient dans la rhisosphére au contact de la graine et

a la surface de la racine des légumineuses. Le processus d’infection débute par

‘une augmentation du nombre de bactéries au niveau de la racine, il s’ensuit que le

poil se recourbe d’une fagon caractéristique et comprime la bactérie engagée dans
la couche mucilagineuse de la surface de la paroi (1 sur figure 7. Il se forme alors

dans le poil absorbant, une poche d’infection qui s’agrandit en un filament

- infectueux (2 sur figure 7). Les Rhizobium ssp. pénétrent ensuite dans la plante

par le biais d’un cordon d’infection. Ce cordon permet aux microorganismes de

gagner les cellules corticales qui formeront la future nodosité (2 et 3 sur figure7).

Les autres étapes de ’infection sont: ’

— la croissance du cordon d’infection contenant les cellules de Rhizobium spp.
vers le péricycle de la racine.

- la ramification du cordon d’infection afin d’infecter un plus grand nombre de
cellules .du primodium.

— la libération des bactéries du cordon d’infection dans le cytoplasme des

cellules végétales.

- — - Les bactéries se multiplient dans le cordon d’infection et sont relarguées dans

les cellules de la plante ou elles se différencient en bactéroides fixateurs
d’azote (4 sur figure 7). “ |

Le nodule achevé peut pfendre 2 formes: soit cylindrique avec un

méristéme apical, une croissance indéterminée et un systémé de faisceaux

conducteurs ramifiés (Vicia, Trifolium), soit sphérique avec une croissance définie

et des éléments conducteurs en forme d’arc ayant' un débouché commun dans le

systéme conducteur de la racine (Phaseolus, Glycine).
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2. Geénes impliqués dans le processus de la nodulation
L’étude des génes de nodulation chez un grand nombre de souches et

d’ espéces a montré que dans toutes les souches de Rh:zobmm testées jusqu’a

-présent, les génes nod étaient localisés sur des plasmldes (appelés pSym, pour

plasmide symbiotique) a coté des geénes de fiXﬂthl’l» d’ azote (les genes nif). La
taille de ces plasmides varie de 50 a 600 Kb, chez R: leguminosarum bv. trifolii
a 1200 Kb et chez R. meliloti a 1500 Kb (Harisson et a/,; 19878, Burkhardt et al.;
1987). Dans deux genres, Bradyrhizobium et Azorhizobium, les génes nod sont
localisés sur lé chromosome. Ces génes sont organisés en plusieurs opérons qui
sont régulés de fagon coordonnée. L’organisation de ces genes est présentée dans
la figure 8. | | V

‘ On les classe en deux types: les génes nod communs et les génes nod de

spécificité d’hote.

2 1 Les génes nod communs
- Les génes nod communs comprennent les. genes nod AB(‘ et 1J. Les g,enes
nod ABC ont été trouvés chez tous les Rh;zobzum, Bradyrhizobium et
Azorhizobium (Martinez et al., 1990). Ces génes sont orgi;énis-és en opéron: un seul
pour la plupart des Rhizobium, et deux chez Rhizobidni elti (nod A et nod BC),
(Vasquez, 1991). ' ’ ! .

2. 2 Les génes de spécificité d' hote
Les génes nod sont dits de "spécificité d'hote" lorsqu une mutation dans
l'un de ces génes ne peut pas €tre complémentaire par lADN d'une autre espéce
de Rhizobium, et lorsque le spectre d'hote de la bacterle est modlﬁee par la
mutation. Les Rhizobium peuvem acquérir la capacne d'infecter et de noduler
d'autres espéces de leg,ummeuses
| Chez Rhizobium trzfolu les mutants nod H acqulerent la capa01te d'infecter
et de noduler la vesce (Faucher et al., 1989). Chez Rhizobium trifolii, les mutants
nod FE ne nodulent pas leur plante habituelle, le treﬂe blanc ou rouge, mais
peuvent noduler le pois. Le\nod X confeére une dxversxte intra-spécifique a l espece

|
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R. leguminosarum : il n'est présent que chez certaines souches appartenant a
I’espéce R. leguminosarum biovar viciea et leur confére la capacité de noduler

une lignée particuliere de pois: le pois Afghanistan (Firmin et al., 1993). '

2.3 Nature et propriétés des génes nod chez les Rhizobium spp

En réponse a des signaux chimiques émis par la plante, les génes nod

ccmmuns et genes nod de spéciﬁcité d’héte sont transcrits Les produits de ces
génes participent a la synthése de signaux émis par la bactérie, les facteurs Nod.

Nod Rm 1V (S), appelé mltralement Nod Rm-1, est la molécule produlte par R.

méliloti. Ce fut le premier facteur Nod dont la structure chimique a été determmee
(Truchet etal., 1991), (ﬁgure 9)

Ce sont des lipo-chito ohgosacharrrdes dont la structure de base codee par

les genes nod ABC, est uine chalne de 4 a4 5 oligoméres de chitine (N-acétyl-
~ glucosamine) liée a un acide gr_és 4 son extrémité ncn réductrice. Les genes nod

- ABC sont essentiels dans la Syrlihése du squelette de base du composé tandis que

les génes de spéciﬁcité d’hote, nod H et nod Pzet Q, interviennent dans la
sulfatation de la molécule (Roche et al., 1991).':Ce sulfate est la base de la
spécifrcité entre R. meliloti et ld luzerne (Lerouge et al., 199'0)'- (tableau 4).

Nod Rm-1 ‘est obtenu a partlr de surnageant de cultures induites par la
lutéoline. Il est 1mpquue dans la déformation et la courbure des poils absorbants,
mais aussi dans lactrvatron des divisions des- cellules cortlcales et provoque

méme la formation de verltables nodosités en absence totale de la bactérie. Les

concentratiops d’action de Nod Rm-1 sont la gamme des nanomoles aux

micromoles par litre (Truchet et al., 1991).

2.4 Régulation de l’expression des génes de nodulation
Dans le scl, en absence de la plante héte, les génes nod communs et les
génes nod de specrﬁclte d’hdte ne sont pas exprrmes L’activation des genes de
nodulatlon requiére la présence de molecules signal exsudées par la grame et la
racine, et le produrt; du seul géne exprimé constxtu;tlvement, le géne nod D

(Mulligan et al.,198§55. Les génes nod D sont des genesfde réguletion trouvés dans
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‘ Producing strain specific lipid other substituants
R leguminosarum by. viciae | C18:4 ; R4, O-acetyl
m R meliloti 2011 C16:2 | R4(+/-), O-accthyl, RS, suphate
W2 melitoti A K41 C16:2 or C16:3 | RS, sulfate
_ 8. japonicum USDA]10 L RS, 2-0O-methylfucosc
il o Bjaponicum USDA13S ‘ R4(+/-), O-acetyl: RS, 2-O-methylfucose
‘ ’ : R1, N-methyl, R2 and R3(+/-), O-carbamoy!
T - | Rhizobium NGR234‘ RS, 2-O-metyhifucosc or 2-0-methyl-3-0-
‘ ! : sulphofucose or 2-Q-methyl-4-Q-acctylfucose
’.‘ A, caulinaudansy : R1, N-mcthyl, R4 ()-c.nbamoyl, R5, D«ar.lbgnosc' i
: L ~ Tableau 4. Comparaison des structures des hpo ollg,osacchdrldes
| o S ‘ produits par les Rluzobmm
Il (+1-) indique que le groupcmcnt n’est pas toujours présents,

si auncune indication R1 = hydrogence ct R2, R3, R4, RS = hydroxyl.
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toutes les espéces de Rhizobium, Bradyrhizobium et Azorhizobium. Des mutants

"~ ne contenant pas de génes nod D fonctionnels ne peuvent noduler (Kondorosi,

1992). La partie C terminale de Nod D détermine la spécificité d’hdte puisqu’elle

se fixerait aux molécules inductrices de la plante.

2.5 Nature des molécules exsudées par les légumineuses qui contrdlent
PPexpression de génes nod . |
Les progrés dans la compréhension de la régulation des génes nod ont été

facilités par l'utilisation des fusions de génes. Ainsi chez R. meliloti, le fragment

'd'ADN contenant le géne nod D et l'opéron nod ABC a été cloné dans un plasmide

fonctionnel chez R. meliloti (pPRmSL26). Une fusion a été réalisée entre le géne

ni_)d C et le géne responsable de la synthése de B-galactosidase (lac Z) (figurel0).

Ce nouveau plasrhid'e' appelé pRmM57, introduit dans R. meliloti a été utilisé pour

étudier et identifier les inducteurs de génes de nodulation. Aprés induction de ces
génes, une-activité p-galactosidase peut étre détectée (Mulligan et al., 1985). |

Il a ainsi clairement été démontré que les molécules responsables de
I’induction de génes nod sont des flavonoides et des bétaines (Redmont et al.,
1986; Phillips et al, 1995), (figurell). La famille des légumineuses est -
particuliérement riche en flavonoides et produit environ 28% de flévonoilc‘ies’
connuS‘.‘Leur role est iL
(Harbonne et al., 1975)..

portant dans la floraison et la coloration des fruits

2.5.1 Caractéristiques structurales des composés inducteurs des génes nod |

La fe_cherche de composés activateurs ou inhibiteurs de génes nod dans les
exsudats racinaires de différentes léguhineuses- a été facilitée par I'emploi de
souches de Rhizobium spp modifiées génétiquement. Elles cbnipbrtent’ en effet une
fusion de génes entre les promoteurs de différents opérons nod et le géne de -
structure de l’enzymeﬁ—galactdsida'se (lac Z) de E_.coli;_ La détection et la
quantification de P’expression de génes nod en fonction de différents inducteurs

sont réalisées par dosage de ’activité de ’enzyme.
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Les expérimentations effectuées avec 1’aide de ces souches transformées
ont abouti a [I’identification de différentes molécules ayant des activités
stimulatrices ou inhibitrices de génes nod. Le tableau 5 présente 1’action de
quelques molécules ayant des activités stimulatrices ou inhibitrices de génes nod
ABC-lacZ chez trois espéces de,Rhizobiuﬁ; “illustrant les degrés divers de
spécificité entre un inducteur et un microorganisme -_(KOs_slak et al., 1987; Peters
et Long, 1988). T

On remarque sur ce tableau que les _gén_\esﬁ' de  deux souches de
Bradyrhtzobmm Japonicum sont activés principalement par des isoﬂavones, R.

meliloti  est activé par la lutéoline et apigénine et trés faiblement par deux

-ﬂavanones (ériodictyol et naringénine). Les propriétés inhibitrices de certains

composés ont: ete étudiées chez R. mel:lo/z (Peters et Long, 1988). L’ induction de
la fusion nodABC lacZ a été mesuxee aprés un contact avec un melange
equnmolanre de luteolme (mducteur fort) et du composé a tester TlOlS types
d’effets de ces molécules peuvent étre observés:
— aucun effet activateur ou inhibiteur; daidzéine, gé_ni_stéihe, flavone,
quercétine. | | | o '
— effet inhibiteur compétitif avec la lutéoline: ch_rysine,._kaempférol,
umbelliférone. | |

— activateur faible pouvant inhiber [’activation par la lutéoline :naringénine.
] p Set

3. Relation Rhizobium- légumineuse

La symbiose Rhizobium-légumineuse, qui conduit &' la formation des
nodosités sur les racines des légumineuses, est gouvernée par un échange de
signaux 'moléculaires trés spécifiques, entre les deux partenaires. Lebs plantes
initient le dialogue en libérant dans le sol un mélange divers de molécules
organiques. Ces molééules (les flavonoides) sont des composés importani‘s._de' la
rhisosphére de la graine et de la jeune racine. lls contrélent la transcription des
génes»responsab‘les de la réponse symbiotique de la bactérie (Redmont et al.,k
1986). |

i
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ACTIVITE B-GALACTOSIDASE
_ B. japonicum R. fredii . R.meliloti
COMPOSES USDA110 | USDA123 | USDA191 1021
" | Activation Inibitlon -
(1:1Lutéoline)
SREI +++ A+ +++ ND ~ ND
Isoflavones : & -
Daidzéine +H+ -+ ot 0 -0
Génisteine 4+ 4+ e 0 0
7-Hydroxy 4+ e+ 4 ND ND
5,7-Dihydroxy- +++ +++ 4+ "ND ~ _ND
Baptigénine 0 -0 ND ND ND
3' 4" 7-Trihydroxy- 0 0 ND ND ND
~ BiochanincA ++ 0 4+ ND ND
Formonétine + 0 +++ ND ND
Prunitine + + ++ ND ND
Flavones .
Flavonc ND ND ND 0 . -0
4',7-Dihydroxy ++ ++ -+ ND ND
Apigénine + ++ -+ 4t 0
Lutéoline 0 0 +++ -+ -
Chrysine 0 0 +++ 0 -
Flavanones/ Flavonols- '
Flavanone ND ND ND- 0 0
Eriodictyol ND ND ND + 0
Naringénine 0 0 +++ + -
Hespéritine ND ND ND 0 0
Quercétine 0 0 + 0 0
‘Kampférol + + + 0 -
- Myrecétine ND ND ND 0 0
Morine ND ND ND 0 -
Fisétine ND ND ND 0 0
Flavonol ND ND ND 0 0
Coumarines _
Coumarine ND ND ND 0 0
Coumestrol + 0 4 ND ND
Umbelliferone 0 0 + 0 -

Tableau 5. Expression de 1a fusion de génes nod DABC-Lac Z

en réponse a divers composés inducteurs.

SRE 1 : Extraits raciinai’res de Soja.

ND : Non déterminé

+ : activateur faible; ++ : activateur modéré; -+++ : activatcur fort.

- : Inhibiteur

0 : neutre (ou propriétés inhibitrices non étudiées)
(d'aprés Kosslak et al; 1987; Peters et Long, 1988)
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3.1 Les exemples les plus étudiées

Les flavonoides inducteurs, exsudés par la graine présentent un intérét particulier

car ce sont les premiers inducteurs des geénes bactériens (ils agissent avant ceux

exsudés par la jeune racine), et sont donc en grande partie respOnsables‘ de la

spécificité hote - bactérie. La nature des inducteurs connus comme activateurs des .

génes nod est résumée dans le (tablyeau 6). B o
La lutéoline (3’,4’,5,7‘tétrahydrc.)xy-flavo-ne) a été le premier inducteur

isolé dans lés exsudats de graines de Medibago sati'va. C’est quantitativement

I’inducteur le plus important de la graine (Peters et al 1986). Sa configuration

est la suivante:

" Lutéoline

Un autre inducteur, dérivé de la lutéoline a €été décrit, le chrysoeriol (3°- .-

méthoxy-lutéoline), qui est un inducteur beaucoup plus fort que la lutéoline (il

agit 4 des concentrations 4 fois moins importantes que la lutéoline), (Hartwig et

al., 1990).

Une grande partie de la lutéoline est en fait présente sous forme de
lutéoline-7-O- glucoside, et sous forme minoritaire de 5- methoxy lutéoline et de
3’ ,5- dlmethoxy luteoline. Ces composés méthylés et glycosyles sont presents
umquement dans la graine et représenteraient une forme de stockage dans la
graine. Cps formes dérivées ne sont pas actlvatnces des génes nod (Redmont et

al., 1986; Hartwig et al., 1991).
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Plantes

Composés inducteurs des génes nod

Références

Medicago sativa
(Luzerne)
Exsudats de graines

Exsudats de racines

Lutéoline (3°,4°,5,7-tétrahydroxyflavone)

Chrysoeriol (3'-méthoxyluteoline)

Stachydrine
Trigonelline
3’-méthoxy-4’,5,7-trihydroxy-flavone

4,4’-dihydroxy-2’-methoxy-chalcone
4’,7-dihydroxy-flavone
4°,7-dihydroxy-flavanone
Formononetin ( -7-O-malonylglycoside)

Hartwig 1990
-| Phillips 1992
Peters 1986
Peters ~ 1986
Hartwig 1990
Phillips 1995
Hartwig 1991
Peters = 1986

Maxwell 1990
Maxwell 1990
Maxwell 1990
Dakora 1993

Phaseolus vulgaris
(Haricot)

Exsudats de graines |Delphinidine ‘Hungria 1991a
" ' Malvidine Hungria 1991a

"4+ Myrecetine {Hungria 1991a

A Quercétine Hungria 1991a

Kaempferol Hungria 1991a

Exsudats de racines | Eriodictyol Hungria 1991b
Naringénine _ Hungria 1991b
Génisteine-7-0O-glycoside Hungria 1991b

Sesbania rostraia

lExsudats de racines

4’,7-dihydroxy-flavanone

Messens 1991

Pisum sativum
(Pois) ‘
Exsudats de graines

Apigenine-7-O-glucoside

Eriodyctyol
Hesperetine

Firmin 1986
Innes 1985
Innes 1985

|

|

Tableau 6. Composés inducteurs des génes nod isolés des Iégumineuses

-

———,
e,
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"~ Plantes

Composés inducteurs des génes nod

Références

Glycine max
(Soja)
Exsudats racinaires

Genisteine (4°,5,7-trihydroxy-isoflavone)
Daidzeine (4°,7-dihydroxy-isoflavone)

Kosslak 1987
Kosslak 1987

Trifolium
(tréfle) .
Exsudats racinaires

4’—7—dihydroxyﬂavone
4’,dihydroxy-3’-methoxy-flavone -

‘4’-hydroxy-7-methoxy-flavone

Redmont 19§6
Redmont 19§6
Redmont 1986

Exsudats de racines

|7,3’-dihydroxy-4’-methoxy-flavanone

4’ 7-dihydroxy- -isoflavanone
4’,7- dlhydroxy -3’-methoxy-chalcone
4’,5,7 trihydroxy-isoflavone
4’,5,7 trihydro-3’-méthoxy- ﬂavanone
4’.4- d1hydroxy 2’-méthoxy-chalcone

37,5, 7-trihydroxy-4’-methoxy-flavanone |

2’ 4’ -trlhydroxy chalcone

Coumestrol D’arcy =
| Lameta 1986
Kosslak 1987
Vicia sativa
(Vesce) | - v N
3,5,7,3’-tetrahydroxy-4’-methoxy-flavanone | Zaat 1989

Zaat 1989
Recourt 1991
Recourt 1991
|Recourt 1991
Recourt 1991
Recourt 1991
Recourt 1991
TRecourt 1991

génes nod

T-_zilj)leau 6 (suite). Composés inducteurs des géznes'nod isolés des légumineljlses

4.7 -dlhydroxy -flavanone. (Maxwell et a/.,1990).

max induit Bradyrhizobium japonicum (Schmidt et al.,

Les exsudats racmalres de la luzerne contiennent trois autres mducteurs de

le 4,4’- dlhydroxy -2’-méthoxy-chalcone, 4’ 7d1hydroxy-ﬂavone et le

La glycelline I (phytoalexine) exsudée par les jeunes racines de Glycme

1992) Isol1qu1r1t1g1ne

(2 4’ ,4-trihydroxy-chalcone) est identifiée comme un inducteur fort dans les

exsudats racinaires de Glycine max (Kape et al

11992). Les genes nod de

Bradyrhzzobzum ont été induits par deux composes majeurs la daidzeine et la

‘ gemsteme extraits dans les racines de Soja. (Kosslak et al

1987). Ces memes‘

composes agissent comme dntagomstes chez le gene nod de R. legummosarum A

une concentration supérieure a 5 uM, les deux composés inhibent la crmssance

des: cellules.

|
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viceae (Gorge et Werner l99l)

3.2 Signaux symbtothues dans le genre Vzcza

L’analyse par C.CM des exsudats racinaires de Vicia sativa a revele 2
classes de flavonmdes qui sont inducteurs: flavones et flavanones. L’ 1nduct10n du
promoteur nodA par les exsudats racinaires est similaire a celm de la naringeénine
(Zaat et al., 1987). ' '

Zaat et al., (1989) ont mis en eV1dence 7 flavanones dans les exsudats
racinaires 'de Vicia sativa qu1 sont inducteurs de génes nodA-de Rhizobium
legummosal um biovar viciea. Deux de ces flavanones ont été identifiées , le
premier est le 3,5,7,3° tetnahydroxy 4> méthoxy-flavanone et le deux1eme est le
7,3~ dthydroxy -4’ - meth0xy ﬂavanone (Zaat et al., 1989).

Chez Vicia sativa sub. nigra I’ inoculation de R. legummosarum bv wceae
sur les racines se traduit par la synthése de 8 nouveaux flavonoides (6 flavanones
et 2 chalcones) voir tableau 6, ce pool de composes flavomques ne contient que

des molecules 1nductr1ces (Recourt et al., 1991)

3.3 Rhizobium -Vicia faba
A notre connalssance aucun travatl n' a ete reallse conjlernant la relation

Rhizobium- Vlczafaba Pour la premlere fons le 7 3,4 trlhydr0)|<y -flavone, 7, 4-

- dihydroxy-flavone quercetnne et le kaempferol ont ete 1dent1ﬁes!ldans les exsudats

de g_ralnes de Vtc:a‘faba‘ L. En effet, ces substances -peuant jouer un_role
essentiel danr P actlvatton ou Pinhibition du genes nod de thzobium (Tomas -

1990).
Weylone est I’ une des phytolexines prédommante prcdunt.e par Vicia faba‘a

une concentration de 100 ;,LM elle est degradee par Rh:zobmm [egummosarum bv

Lorente et al.,

4. Pmprletes btologtques décrites pour les composes l'lavoniques

Les concentratlons efflcaces pour obtemr un effet actlvate-ur des génes de la
nodulation se 51tuent entre 10° 4 107 M. Le temps necessalre pour pouvoir

detecter r expressmn des genes nod est tres coutt Chez R / bv trifclii, la 7,4’-
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dihydroxy-flavone stimule la transcription des génes nod 20 minutes seulement
aprés le contact avec les cellules (Djordjevic et al., 1987). |

Pour Rhizobium leguminosarum bv. viceae cinq minutes suffisent pour
que I’induction par la naringénine soit détectable (Zaat et al., 1987). Un temps
minimum de quatre heures a été donné dans le cas de I’effet de la daldzeme ou de
la génistéine sur Bradyrhizobium japomcum (Kosslak et al., 1987).

Les composés flavoniques peuvent égaiement posséder des propriétés de
toxicité envers la croissanee de micro-organismes. Des effets toxiques':ont été

signalés pour des concentrations de 107 & 10" M dans le milieu de culture

(d’Arcy— Lameta, 1984), les résultats obtenus de la daidzéine et le coumestrol & .

différentes concentrations sur la croissance de diverses especes de bactéries sont

présentés dans le (tableau 7) ' R %

Lk tadana, i o
IR o T e L”‘

JCertams composes flavomques peuvent eg,alement agir comme chlmlo-
‘atiractants, a trés faibles concentrations et avec une grande spécificité vis a vis de

’espéce bactérienne. Cela a été montré par exemple pour la luteolme 210% M a

II’égard de R. meliloti. Le déplacement des cellules vers la source de 1uteolme peut,,

Xetre spécifiquement inhibé par la narmgemne (Caeteno- Anolles et al, 1988) /
T mCefidxns auteurs suggerent que R. meliloti ml,z_,reralt en direction de la
;,rame qui créerait ainsi une zone ecochxrmque favorable a la nodulatlon (Phillips,
1992) Aucun effet chimioattractant n ‘est détecté avec I’ isoliquiritigine mais
I’ acide cafelque ag:t a une concentration de 10 mM, comme un chimioattractant.

@Aplgemne et lutéoline” sont dés ¢himioattactants ~efficaces “envers R

f legummosarum bv phaseoli mais ils jouent le role d’inducteurs chez R. meliloti,

—— S,

e

R leguminosarum bv viceae et R. trifolii (Peters et al.,1986; F1rm1n et al 1986;

R R

Zaat etal, 1987).
Des composés inhibiteurs des génes nod ont été retrouvés dans les exsudats
racinaires de légumineuses. La plante peut donc reg,ul_er sa nodulatlon par le biais

de la synthése et de-I’exsudation de composés activateurs ou inhibiteurs de

I’activation des génes nod. Ces molécules inhibitrices qui controlent étroitement.

I’expression des genes nod sont appelées molécules « nod-off » , par opposmon

avec les molécules « nod-on » , activatrices (tableau 8).

o i o
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- SOJA

: . , Racines
Graines | Racines ) - .
\ Extrait total + Coumestrol Daidzeine

70mg/ml _ Bactéries 10 M{10° M{10" M{10® M|10"® Ml

Bactéries Gram — _ _
Bradyrhizobium japonicum 311b138 0 + +30% [+30% | + |+20%

0
{Rhizobium fredii W505 : 0 ND | 0 0 { ND{ 0O 0
Rhizobium leguminosarum (bv. viciae)| ~ ND ND [+15%] o | ND | 0 | o
Ligrobacierizlr71 tumefaciens Ril | ND . ND 0 |-50%|-25%]| o 0
ﬂgrobaéterium radiobacter ND ND | 0 0 ND 0 0
Pseudomonas sp. ND - ND -20% » ND | ND -20% | ND
Bactérics Gram + . A
|Microco¢cus luteus ND ND ND 0 ND [ 0 | ND
Levures _ |
Cryptococcus albidus ND ND | ND [-20%| ND | ND
Cryptococcus laurentii _ ND " ND ND 0 ND | ND

Cryptococcus luteolis ND ND | ND |-10%| ND | ND

Tableau 7. Action des exsudats bruts de graines et de racines de Soja ainsi

que de molécules isolées de ces organes sur quelques microorganismes du sol.

(+X%)  : Activités stimulatrices
(-X%) . Activités inhibitrices
0 .. Neutre

ND : Non déterminés

(D'aprés d'Arcy-Lameta, 1984)
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Espéces Activateurs Inibiteurs
R. trifolii Flavones avec OH cn position 7 | Coumarines (I'umbelliferone);”
comme la 7.4' diOH flavone lSoﬂavbnes\(formonone'tinc) =
R. leguminosarum | Flavones (apigéninc) ‘ Is()‘f‘la‘vone (daidzeine, génisteine);
Flavanone (Hesperitine) ‘ Flavonols (Kaelhpfer_ol)

Acetophenones (acetovanillone,

acctosyringonc)
B. japonicum Isoflavohe (daidzeine, genisteine) | Flavines, Riboflavines, Flavone
Coumarines (coumestrol) 1(7-hydroxy 5'-mcth-yl flavone) -
Chalcones (isoliquiritigening) '
R. meliloti Flavones (lutéoline, apigénine) Coumarines (umbclliférone)
Flavonols (morin, querceting)

L

. naringénine ( Recourt et al., 1992)

Tableau 8. Composés activateurs et inhibiteurs des génes nod.

(d'aprés Mellor et «/.,1995)

Il est intéressant de noter que certaines molécules agissant comme

1nh1b1teur dans un systeme symblothue peuvent ag,nr comme actlvateur dans un

~autre systéme (ex la dandzeme) \%ll s’avere qu'a 1.0 uM le kaempferol mhlbe‘i

;}f\effechvement r expressmn “de gene nocl en presencc de 0.25 pM d’ inducteur Ia

Dans ’environnement proche de la racine le rapport des concentratlons

“entre les substances stimulatrices et les substances inhibitrices peut modifier

Pintensité de la nodulation. Tous les facteurs cnvironnémentaux (pH, ’C.a++,
autres stress physico-chimiqués) faisant varier ce rapport peuvent donc influer
positivement ou négativement sur la nodulation de la plante (Riglﬁardson, et al.,
1988).. 7 o
| Un pH acide dans les sols, est un facteur majeur limitant la nodulation et la
fixation d’azote chez Phaseolus Vu"'garis et affecte' aussi plusieurs étapes de la

symbiose Rhizobium- legummeuse (Wolff et al, 1991). Les mé€mes résultats ont
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été retrouvés dans le cas d’une déﬁcie_nce en vCa++, Al ét Mn (Keyser et Munns,
1979a; Keyser:et'Munns, 1979b ; Bushby, 1982; Gr}aham et al., 1982; Kvi‘en et
Ham, 1985; Vargas et Graham, 1989). Aucune corrélation n’est trouvée entre les
phytoalexines et la.forma‘ti‘on du nodule (Wolff et‘al‘.,l99l). En générale,’les :

phytoalexines jouent un réle important contre le stress et certaines infections par

| vles pathOgéneS (Recourt et a/,1991). La biosynthése et la libération de la méthoxy-

chalcone répond au stress des jeunes plantules de L icia sallva moculees par R.

leguminosarum bv viceae.

Pankhurst et Jones (1979)": Rao et Coopel (1988) ont constate que les
fannins sont 1mp]1ques dans la relation hote- mlcrosymblote ils sont aussi connus
dans I’inhibition de la nodulation chez le haricot et autres legumes (Blum et Rice,

1969, Muthukumar et al., 1985) Une élévation de tannins dans les racines de

| Phaseolus vulgaris a provoqué la réduction du nombre de nodule. Ces tannins ont

kete toxiques pour les hazobmm (Wolff et a/ 1993) [

5. Caractéristiq‘ues structurales des composés ind ucteurs des génes
de la nodulation de Bradyrhizobium japonicum,_ct RIziz_Obium
leguminosarum
5.1 Bradyrlztzobzum Jjaponicum
A partir du tableau 5, certaines structures communes aux mducteurs de
genes nod de B. japonicum peuvent étre définies, on constate que:

~ e squelette isoﬂavonique. comportant un hydrdxyle en position 7 est .
suffisant pour activer les génes nod. | |

~ P’induction par une flavone nécessite I’hydroxylation des cycles A et B. Par
exemple, la 47 dihydrbx‘ynﬂa,vone et la 47,57 trihydroxy-flavone
(apigénine) sont des activateurs alors que la 5,7 dihydroxy—ﬂavone
(chiysmc) n’est pas actlvatncc |

~ la méthylation du groupement hydroxyl (O-CH3) en position 7 (ex
~prunetine) ou en position 4° (ex: la formonétine) diminue significativement

’expression des génes nod.
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— D’hydroxylation des carbones en position 3’ ou 5> du noyau B conduit 4 une
~ perte de 'l’a_ctivation par les isoflavones (ex: la baptigénine) et les flavones

(ex: la lutéoline), (Kosslak et al., 1987, Peters et Long., 1988).

5.2 Rhizobium leguminosarum
— I’hydroxylation des carbones en 3 conduit & une perte de I’activation par les
flavonoides du géne nod de R. leguminosarum bv viciae, R. trifolii et R.

meliloti.

— tous les flavonols testées sont inactives.

I

I’hydroxylation du carbone en 3 par les flavanones ne rend pas les molécules
inactives puisque les meilleurs inducteurs portant le géne nod D chez R.

leguminosarum bv viciae et bv trifolii sont des dihydroflavonols. -

’hydroxylation du carbone 7 active le gene nod (Zaat et al., 1989).

6. Pénétration des flavonoides dans les cellules

“dccumulation de naringénine dans la membrane cytoplasmique de R."

leguminosarum bv. viceae sans conversion métabolique apparente a été observée

| par Recourt et al. (1989). La liaison de la naringénine est hautement réversible et

>

dépendante ;-

4

ine a

1A

Bore

i

embrane cytoplasmique.

<

Pour R. meliloti, les travaux de Hubac ef val. (1993) montrent que
l’absorption de la lutéoline par R. meliloti est spécifique car.d’autres espéces de.
Rhizobium, de Pseudomonas et d’Ag/'()bac(el*iuni, n’incorporent pas éeite molécule
au méme taux. La premiére partie de I’absorption est uh équilibre rapide et
réversible entré la lutéoline du milieu de culture et la surface cellulaire, cdnﬁme
chez R. legzvmino.s'aru}m bv viceae. L.a deuxiéme partie est une accumulation lente

dans les membranes cellulaires et en particulier dans les membranes externes.

6.1 Dégradation des flavonoides par les Rhizobium
Rhizobinm loti  dégrade la quercétine en produisant de [Pacide

protocate’chique et du phlorogliicinol. L’acide protocatéchique sert comme unique
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~source de carbone chez quelques Rhizobium (Rao et al., 1991), ainsi que la .

catéchine chejBradyrhtzobmm Japomcum et hazobmm sp ces deux “bactéries

e
e S —
}' s T AL TR i .

/degradent la  catéchine  en  acide protocatechique et en  acide /
|

\MMahadevan 1991). /7

mem ot R

phloroglucmolcarboxyllque ﬁgure 12, (Gajendlran et Mahadevan 1988 Hopper et

Il est intéressant de remarquer que la voie de dégradation des flavonoides
par les Rhizobium fait apparaitre, dans tous les cas, d'es_ chalcones. R.
leguminosarum bv. viceae et R. meliloti font apparaitre de nouvelles chalcones,
flavones, et ﬂavanoh_es qui peuvent étre potentiellement inductrices des génes nod

- D, chez ces bactéries, (figure 13).

E. Mutants végétaux pour les caractéres

symbiotiques

1. Introductlon ‘

La formation d'une nodosité fonctnonnelle est le resultat de I'expression des
geénes des deux partenaires symbiotiques. Si la bactérie est responsable de la
fixation, la plante, elle, procure pendant la symbiose l'environnement, I'énergie et
leé puits pour l'azote. Ceci a amené de ;nombreuses équipes de recherches a
s'intéresser maintenant également, méme si le probleme est com_plvexe; a I'étude
des genes symbiotiques végétaux. La encore, l'analyse sera facilitée par
I'obtention d'une variabilité génétiqué pour les caractéres symbiotiques. Cette
variabilité a d'abord été constituée par des mutants naturels, plus récemment, et
afin de se placer dans des contextes d'isogénie, la variabilité a €té créée par

mutagénese.

2. Les mutants naturels
Ces mutants concernent quelques espéces d'intérét agronomique. lls ont été
, découverts dans les centres d' origine et de diversification de ces especes ou, par

hasard, au sein du matériel des programmes de. sélection.
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0] ‘ _
< / Catechin \ |
OH " _ _ _
' OOH v ' . COO ; OH
OH OH. | ' OH
Phioroglucinol ‘ Prgtocatechic‘
carboxyl acid acid
OH |
OH
A 3
Phloroglucinol Catechol

Recorcinol

| OH
vl |
~
OH OH
Hydroxyquinol

Figure 12, Utilisation de la catéchine parf les Rhizobium
(Gajendiran et Mahadevan, '!088)
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2.1 La luzerne (Medicago sativa L.) .

Six génes, tous issus d'un méme programme d'amélioration de la fixation de

l'azote, ont été identifiés (Viands et al., 1979; Peterson et Barnes, 1981). Cinq -

. d'entre eux conduisent & un phénotype non fixateur (fix-), ce dernier étant non -

nodulant ('(zod)‘. :

2.2 Le Soja (Glycine max L. Merr)

Quatre génes entrainant une absence de nodulation ou une nodulation
inefficace ont été mis en évidence chez le soja. Le plus étudié est le géne rj1 qui,
apreés avoir été découvert par Williams et Lynch (1954), a été introduit par
croisement dans plusieurs variétés. Ce géne entraine un phénotype (hod)' avec la
majorité des souches de Bradyrhizobium mais I'utilisation en masse de certaines

souches trés compétitives peut provoquer la formation de quelques nodosités

(LaFavre et Eaglesham, 1984).

2.3 Le pois (Pisum sativam L.)

Gelin et Blixt, (1964) ont mis en évidence pour la premieére fois, I'existence
de genes (nodl" et nod2) qui entrainaient une hype-rnodulation"' chez une
lég‘umineuse. Cing autres genes symbiotiqu'es ont été détectés dans du frlatéri'el
végétal issu de prospections dans le centre d'origine et de diversification du pois:
Le cultivar (cv) Afghanistan porte un gene, syth; qui entraine une résistance 4 la
nodulation ou une nodulation inefficace: quand il est cultivé en. présence de
souches de Rhizobium des sols européens, mais nodule efficacement avec les

souches des sols dont il est originaire (Lie, ]978).’

2.4 La féve (Vicia faba L.)
Un mutant spontané de feve (Vicia faba L.) a été décrit par Duc e}t'P.i,card
(1986). 1l s'agit d'un cultivar d'origine indienne qui, comme le péis afghan, ne
nodule pas ou inefficacement avec les souches de Rhizobium des sols européens.

Ce caractere est gouverné par un géne récessif sym 1.
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3. Les mutants induits

La mutagénése se révéle un outil performant péur créer de la variabilité
génétique pour les caractéres 'bsymbio'tiques. Elle a permis de multiplier le nombre
des lignées mutantes et de travailler dans des contextes génétiques fixés. Selon les
procedés de criblage utilisés, trois grandes classes de mutants 'péu‘vent étre
obtenus: mutants non nodulants, mutants non fixateurs et rhu-tants nitrate tolérants
q‘ui montrent jusqu’a présent un caractére d'hypernodulation. |

En 1981, a débuté, a la Station de Génétique et d'Amélioration des plantes

de Dijon, un programme de sélection de mutants pour la fixation symbiotique de

l'azote chez le pois cv Frisson. Ce travail a permis 'obtention, aprés mutagénese

chimique, d'une série de génotypes mutés. L'analyse génétique des mutants a

montré que 6, 7 et 1 génes distincts et récessifs détermineraient respectivement

des phénotypes (nod-), (nod i'ﬁx') et (nod M, nts), (Duc et Messager, 1989).
Les agents mutégénes_ sont divers, le plus utilisé est le MSE (méthane

sulfonate d'éthyle), agent mutagene chimique qui induit essentiellement des

mutations ponctuelles.

L'utilisation de la mutagénése chez Vicia faba L a révélé trois mutants

(f13,£73, f245) avec une nodulation inefficace (nod"'ﬂx_), un mutant f48 non

*nodulantv(nod") et un hypernodulant £32. Tous les phénotypes de ces mutants sont

contr6lés par un seul géne récessif représenté respectivement par syml, sym2,

| sym3, sym4, sym5 (Duc, 1995).
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

Introduction
Selon‘ Hale et Moore, (1979) les constituants __du ‘mé'taboli,sme primaire

présents dans les graines peuvent étre libérés dans le milieu extérieur et venir en

contact avec les micro-organismes du sol par un processus physiologique appelé

"exsudation”. L'exsudation porte également sur les 'com.posés du métabolisme
secondaire (les flavonoides). Il noa.is a donc paru important d'étudier Vl'exsudvat'ion
de ces flavonoides dans les graines des cultivars de Vicia faba et vées mutants
(f123""", f487"). Nous avons aussi étudier le déroulement de ce phénomeéne qui est
"l'exsudation” au niveau des racines du ler jour au 21 jour de germination chez le
cultivar Blandine. o

Nous avons utilisé trois méthodes de dosages des composés phénoliques

pour évaluer la teneur en phénols et tannins condensés :

~ la méthode au bleu de Prusse pour le dosage des phénols totaux

la méthode du test de vanilline pour le dosage des tannins condensés

i

la méthode de productioh d'anthocyanidines vpar oxydation a chaud pour'le
dosage de tannins condensés.
D'autres 1ﬁéthodes ont été éprouvées pour l'identification des molécules |
inductrices de genes nod : le couplage CLHP/UV et CLHP/SM. |
~L'induction de genes nod est étudiée en mesurant l'activité B-galactosidase

qui traduit l'eXpression de genes nod communs.
A. Mateériel bioclogique

1. Matériel végétal

Les graines des cultivars de la féverole et ses mutants ont_,été fournies par
le Dr Duc Gérard de la station génétique et d'amélioration des plant,és de I'INRA
de Dijon, (Annexe 2). | | o |
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- 1.1 Cultivars de Vicia faba
1.1.1 Cultivar Blandine

La population Blandine est un cultlvar avec z€ro tannins, a fleurs blanches

et graines blanches.

1.1.2 Cultivar Alfred _
La population Alfred est un cultivar avec tannins, a fleurs colorées et

graines colorées.

1.2 Mutants de Vicia faba
Les deux mutants utilisés sont le nodulant précoce f123 (nod'”ﬁx”’),

I hypernodulant £32 (nod**fix'") et le non nodulant f48 (nodfix™).

- B. Méthodes d'obtention des exsudats
| |

de graines et de racines

1. Récupération des exsudats de graines

Un premier lot de graines intactes et un deuxiéme lot ou les graines ont été

- disséquées séparément en téguments seuls et cotylédons seuls; ont été utilisées

pour I'analyse des exsudats.

-Les graines intactes, les téguments et les cotylédons ont été agités

“séparément dans 100 ml d'eau pendant 24 heures a une température de 4°C ou

30°C. | \

Le suivi quantitatif des composés polyphéno]iques est réalisé a l'aide de
méthodes de dosages suivantes: les phénols totaux (bleu de Prusse), les tannihs
condensés (BuOH-HCI a chaud) et le test de vanilline. | o

Pour l'estimation des composés phénoliques contenus dans les graines,
cotylédons et téguments, nous avons extrait ces composés a 80°C dans un mélange
MeOH/H20 (7/3) sous reflux pejndant (2 x 20 mn). Afin d'éviter IQ vphénqméne

d'oxydation dans. les extraits polyphénoliques' nous avons utilisé du métabisulfite
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de sodium & 0.2% dans 'eau a raison de 1 ml par 100 ml du mélange de solvant
(Brun et al., 1992).

*

2. Récupération des exsudats de racines

2.1 Stérilisation du matériel )
Tout le matériel est stérilisé a l'autoclave a 120°C pendant 60 mn. Toutes
les manipulations ultérieures sont effectuées en piéce stérile ou sous une hotte a

flux laminaire.

2.2 Stérilisation des graines du cultivar Blandine et récupératidn des
exsudats racinaires ’ ‘

L faut prévoir 2 a 3 fois plus de graines que la quantité nécessaire a
I'expériénce; leurs téguments doivent étre intacts. La stérilisation est réalisée par
trempage et agitation manuelle dans une solution de chlorure mercurique Hg Cl; a
1.5% pendant 3 mn suivie de plusieurs ringages a l'eau. ‘Aprés une nuit de
trempage .dans l';eau, les graines présentant un aspect grisatre sont éliminées, les
autres sans téguments sont mises a germer dans les boites de pétri (D=20 cm)
contenant 3 a 4 couches de papier filtre imbibé d'eau. Ces cotylédons ont séjourné
3 jours a I'obscurité a une température de 22°C, Chaque cotyrl-édon prégermé est
transféré dans un tube de 20 ml contenant du sable humide sur une hauteur: de 5
cm. Ces cotylédons ont séjourné 21 jours a 22°C. Les exsudats racinaires de 10
racines au ler jour, au 3éme jour, 7éme jour, 14éme jour et au 21éme jour ont été
récupérés par lavage du sable des 10 tubes avec 20 ml de d'H,0 (3 fois) et 20 ml
de MeOH (3 fois). ‘

C. Méthode d'analyse des composés phénoliques
Diverses méthodes chimiques choisies dans la littérature ont été modifiées
~par Brun (1991), afin d'améliorer leur sensibilité. Ces méthodés sont spécifiques

d'une certaine classe de phénols:
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~ a) Phénols totaux : méthode au Bleu de Prusse (Prince et Butler; 1977), elle
s'est avérée plus sensible et plus reproductible que celle de Folin-Ciocalteu

(Marigo, 1973) ou celle de Folin-Denis (Swain et Hillis, 1959).

b) ‘Tanvnins condensés
- pfoduction d'anthocyanidines (PA) par oxydation au BuOH-HCI (Bate - S-miih, '
’1.973)‘: cette technique dénombre toutes les.unités monoméres des seuls -
polyméfeS; | . '
- _tést'vanilline (Va) (Burns, 1971). il est sensible’ aux unités terminales des

molécules, y compris les monomeéres catéchiques libres.

1. Dosage des phénols totaux utilisant la méthode de bleu de Prusse
Cette méthode est basée sur la réduction de 1’ion’fefrique (Fe’") en ion
ferreux (Fe*') par les composés phénoliques, qui conduit a la formation d'un
complexe de couleur bleu de Prusse d'ou le nom de la méthode.
Le protocole de cette méthode est le suivant : _
- Une prise d'essai de 7 ml d'extrait est additionnée de 10 ml d'eau distillée
- On ajoute 1 ml de réactif de chlorure ferrique (FeCl3 : 0.1 M dans HCI 0.1 N )
suivi i_inmédiatement de 1ml d'hexacyanoferate de ‘potass_ium (K3 Fe(CN)6 .
0.008 M dans I'cau). | o
-~Laisser réagir 10 mn exactement .z‘i .températu-re' ambiante
-Lire l'abéorbance a 725 nm et soustraire la valeur du blanc (H20 + réactifs) dosé
aprés le méme temps. Une gammebétalon est établie avec une solutio;i_ d'ad_idc
gallique standard (Sigma). La figure 14 représente la courbe étaloh d'acide

gallique réalisé avec le réactif de bleu de Prusse

2. Dosage des tannins condensés
Pour le dosage' des tannins condensés deux méthodes complémentaires “ont
été utlllsees le test de vanilline et la productlon d' amhocyamdmes par oxydatlon

en mlheu alcool acide et a chaud
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Figure 14. Courbe étalon de Pacide gallique réalisée avec le réactif bleu de Prusse
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2.1 Test de vanilline _
La vanilline se fixe sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine

o (polymérisée ou non) pour former un groupement chromophore dont la couleur

oran.gée est lue a 500 knm’. |
| Le protocole utilisé est le suivant : 7 ‘

-Le réactif est préparé extemporanément, A volumés égaux, d'une _ sbolutio-n‘ de
vanilline a4 5.8 % dans le méthanol et d'une solution d'acide chlorhydrique a 24%
dans le méthanol. . »

- 5ml de réactif vanilline-HCI sont ajoutés a 1 ml d'extrait phénolique
- la réaction se déroule au bain-marie & 30°C pendant 20 mn; |
- I'absorbance est lue & 500 nm;

- la catéchine est le plus souvent utilisée comme s-tandard;

-les calculs de teneurs sont référencés a une droite de calibration réalisée a partir
de (+)-catéchine; |
- les tannins:sont exprimés en équivalents catéchine pour le test vanilline.

Cette méthode mesure le nombre de molécules de polyméresﬁuelque soit le
degré de polymérisa‘t.ion, et aussi le nombre de molécules de catéchine monomére
libre. La figure 15 représente la reproductibilité du test de yanilliné sur Uil_e

solution de (+) catéchine.

2.2 Production d'anthocyanidines par Oxydation a chaud

Cette méthode consiste en une oxydation a chaud des tannins condensés en
~unités monomeres anthocyanidines Bate-Smith (1973). La présérice d'alcool
augmente le rendement de la réaction et permét ainsi ‘de travailler avec une faible
| quantité d'acide (Brun, 1991). |

Le protocole ainsi défini est le suivant :

- 05 ml de I'extrait polyphénolique sont ajoutés a 6 ml d'une sdlution de BubH-
HCI concentré (95/5) |
- 0.2 ml de sulfate d'ammonium ferrique (NH4 Fe(SO4, 12 H20) a 2% dans HCI

- la solution est agitée et laissée au bain-marie & 100°C pendant 2 heures.

— l'absorbance des hydrolyséts est mesurée a 550 nm.
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| La densité optique a cette longueur d'onde permet le calcul de la teneur en
proanthocyanidines, exprimées en mg/g d'anthocyanidines grice a la formule
suivante : .

T = A/E.Vd/P.

A= Absorbance a la A max

E1% lcm= coefficient d'extension massique =15,O‘.(Bat'e-Smith7'l973)

V = volume de I'extrait total ' |

d = facteur de dilution

P = poids de la matiére séche. |

3. Méthodes de séparation et de détermination des structures
chimidues fonctionnelles
3.1 Procédés de séparation
| 3.1.1 .Extractiplg directe du mﬁtériel'végétal

3.1.1.1 les graines . ‘ _
Les graines intactes des deux cultivars Blandine et Alfred ainsi que les

 mutants (f123""", f487) ont été agités dans 200 ml d'H,0 pendant 24 heures &

30°C. La phase éq‘ueuse est réduite a 50 ml puis épuisée successivement par le n-

 Butanol, cette fraction est évaporée a sec puis reprise dans 1 ml de méthanol.

w - 3.1.1.2 les exsudats racinaires
Pour récupérer les exsudats racinaires nous avons utilisé la méme technique

citée auparavant. La solution hydrométhanolique est évaporée a sec puis reprise
dans l'eau et extraite 3 fois par le n- butanol. Cette fraction butanolique
concentrée sous vide a 40°C est reprise dans 1 ml de méthanol pour I'analyse des

composés phénoliques.

3.1.1.3 les racines . :
Les racines qui ont servi a récupérer les exsudats racinaires auparavant sont

broyées en présence d'azote liquide, puis mélangées avec méthanol-eau (7:3) a

chaud sous reflux pendant 2 x 20 mn. Afin d'éviter le phénomeéne d'oxydation dans
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les extraits polyphénoliques on a utilisé du métabisulfite de sodium a 0.2% dans

I'eau & raison de 1 ml par 100 ml de solvant (Brun, 1991; Mergham, 1995).

La solution hydrométhanolique est évaporée a sec puis reprise dans l'eau.

Cette phase aqueuse est épuisée successivement avec le n- butanol puis concentrée

sous vide et récupérée dans | ml de méthanol pour la séparation et l'identification

des composés polyphénoliques.

3.1.2 Extraction aprés hydrolyse
Elle consiste en la libération des aglycones flavoniques de leurs formes.
hétérosidiques correspondantes par traitement chlohydrique. Pour cela 3 ml de
(HCI 2N) sont mélangés a l'extrait méihanolique des racines puis ce mélange est
mis au bain-marie bouillant a 100°C pendant 60 mn. Aprés refroidissement de la
phase aqueuse, cette derniére est épuisée par I’éther éthylique puis reprise dans du

méthanol aprés avoir évaporé a sec I’éther éthylique.

3.2 Procédés de caractérisation
3.2.1 Traitement des différentes fractions par C.C.M 7
Nous avons surtout utilisé la chromatographie bldlmens:onnellc pour
comparer le pool phénolique des exsudats de graines, racines et les racines des
cultivars et des mutants de la féverole. Un extrait préparé. selon lesvtechnique's

précédentes est déposé dans un coin de la couche mince, puis développé dans un

premier solvant, puis dans un deuxiéme perpendiculairement au premier. La

visualisation des résultats est réalisée sous lumiere UV (365 nm).

Selon les emplois, on fait appel, soit a des couches minces achetées, soit
préparées dans le laboratoire avec un étaleur Desaga permettant de faire 5 plaques
de 20 x 20 cm. Les supports employés sont les suivants : polyamide, cellulose.
Les solvants employés sont les suivants : | |

t-butanol-acide acétique-eau (3.1.1) et acide acétique a 15%
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3.2.2 Ahalyse des composés phénoliques par CLHP couplée a barrette de
" diodes (CLHP/UY) |
Le couplage de la CLHP a un détecteur A barrette de diodes permet d'obtenir
le spectre U.V. visiblé de chacun des pics du chromatogramme. Cette technique
nous donne une premiére indication sur l'identité des composés déte\ctésA_
Les conditions d'utilisation sont les suivantes : ' |
. Le type d'appareil utilisé : Kontron HPLC System 420
. détecteur Kontron Instruments 991 | |
. Colonne de type C18 est a polarité inversée (Nucléosil 5 pm — 30 cm, Société
Frangaise de Chrofnatographié) | '
. Précolonne : SE30, Nucléosil
. Solvants | v
Solvant A : Acide acétique 2% dans I'eau |
Solvant B : Acétonitrile / eau / acide acétique dans les proportions
800:200:20 pour un débit de 0.8 ml /mn
. Gradients |
Gradient 1 : 2% de A en 10 mn;15% de B dans_ A--en 15 mn; 50% de B
' dans A en 62 mn; 2% de B dans A en 15 mn
Gradient 2 : 5% de A en 5 mn; 15% de B déms Aenl0 mn;. 70%vde B dans
A en 30 mn; 90% de B dans A en‘v‘lS mn; 5% de A en 15 mn
- Détection : 280 nm
. Volume irijeété 20 ul
Chaque pic obtenu est enregistré et une analyse spectrale UV/visible
permét de visualiser les spectres d'absorption des produits contenus dans le pic.
En général le spectre d'absorption dans le méthanol des composés ﬂavoniquesbet
dérivés, présente deux bandes : ‘
- la bande I située entre 320 et 380 nm
- la bahde I1 située entre 240 et 280 nm
lLa position de la bande I p(?rmet, en général, de distinguer la structure

flavone.de la structure flavonol :
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et les mutants (f123

‘et (M+Na)" sont illustrés dans le tableau 9 (Xian-guo He et al., 1996). La mémé

technique a été utilisée dans l'analyse des acides phénoliques et aldehydes les

résultats obtenus sont résumés dans le tableau 10 (Gioacchini et al., 1996)
Conditions d’utilisation sont les suivantes: ‘ ‘

Les analyses ont été effectuées au service Central d’analyse du CNRS (Vernaison,

Lyon) sur un spectrophotométre de type Hewlett Packard. | |

Masse mesurée: 80- 500u

Température: 140°C

CE. 110V

ES: interphase est HP Analytica of Brandfort

- Température N2: 250°C

D. Méthode microbiologique'

- 1. Introduction

L'acquisition, ces derniéres années, de connaissances précises sur:les genes

des Rhizobium spp. impliqués dans la nodulation, a montré que l'expression des

‘génes nod communs était une condition nécessaire pour la réussite de l'infection

de la racine par la bactérie. L'activation de ces génes nécessite outre le produit du
gene nod D, la présence d'un composé de type flavonique émis par la plante. Il a
€té montré également que la concentration de ce composé dans la rhiso_sphére'
pouvait €tre un facteur limitant de la nodulation, de la fixation d'azote et de la
croissance de la plante (Kapulnik. et a/., 1987, Jain et al., 1990).

- Notre objectif est plus spécialément consacré a l'étude.de‘ l'action des
exsudats de graines, racines et extraits de racines des culnvars Blandme et Alfred
o f32++ £487) sur la crmssance de micro- or;,amsmes plus
particulierement Rhizobium leguminosarum. = L' acqmsmon de_ connaissances
concernant l'expression de génes nod et l'identification des ﬂavonoides_activateurs

de ces genes constituent une phase essentielle de ce projet.

67



~

R

N°'des Composés 'll'ftl'zrll)tsitif (M+H)" '
pics . ~ (mn) m/z a‘(}“"
I Daidzin 13.0 414 256,313 e
2 Genistin 14.6 433 455 261,330 ¢
3 | lsoquercetrin |  15.6 465 | 487 255, 365
4 Daidzein 18.1 255 277 | 249,259 sh, 303sh
5 Quercetin 18.6 303 325 255, 370
6 Genistein 19.7 271 293 261, 328 sh
7 | Biochanin A 23.7 285 307 261, 330 sh

Thbleau 9. Analyse des flavonoides standarts par CLHP-ES-SM..
(Xian-Guo He et al.; 1986)

Watiricl ot méthodes

Acides phénols et aldéhydes |  1omPSde |y gy

retention (mn) | :

Acide gallique 680 169.1

~ Acide p-hydrobenzoique 9.27 ‘l.37.1 '

Aci‘dep-hydroxyphenilacetique '10,8Q 151.2 |
Acide vanillique 10.53 167.1
‘Acide syringique 11.66 197.2

/)-hydroxybenza'ldel1yd¢ ‘ 13.01 121.1
Vanilline 16.16 151.1

“Acide p-co@marique | 16.20 1 63_2’ o

Syring‘alde‘hyde‘ 19.00 "18£l_.2
 Acide ferulique 18.95 193.2

‘Tableau 16. Analyse des acides phénols et aldéhydes par CLHP-ES-SM.
. (Gioacchini et al.; 1996) . '
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- 2. Matériel et méthodes

2.1 Souche utlllsee
La souche Rhizobium leguminosarum est 8401pRL1JI (fournie par le Dr N
Allain Dowme du centre John Innes, Norwich Research Park)_,Cettg: souche porte"
u:n plasmide (le'l477)_ sur lequel une fusion entre le promofeu_r de'si_ genes nod

communs et le géne de structure, lac Z, d'Lscherichia coli codant pour l'enzyme

| Brgalactosidase a-été réalisée (nod C - lac Z).

2.2 Milieux de culture

- milieu TY :
Bactron-trypton 5¢
~ Yeast extract | 3g
H,0 . o 1000 ml
“Faire une solution mére.de 6000 mM de :
CaCl,, 2H,0 1.3 g/10 ml
ou CaCly, 2H,0 - ~0.882g/10 ml

rajouter a raison de 6 mM soit 50 uM/ml

Le milieu solide correspondant est obtenu par addmon de 15g/l d'agar (leco).

- tampon Z

KCL | 0.01 M

Na;HPO,4,12H,0 ' 0.04 M
 NapHPO,, H,0 | 0.04. M

MgSO,, TH,O0 : 0.001 M

f3-mercaptoéthanol : 0.05 M

additionné extémporane’ment; pH aT. - A ’

2.3 Origine des composés phenollques testés
Les extraits phénoliques testés sur la bactérie nod C - lac Z sont les suivants:

- les exsudats de graines et de racines des cultivars et des mutants de Vlclajaba .
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o cultivars »
cv Blandine nodulant
cv Alfred nodulant

e . Mutants '
£123 " nodulant précoce
f32"f+ hypernodulant

_ f48" non nodulant
- Les molécules de référence
Les mdlécules de référence utilisées dans les différentes expérimentatiéns

ont ét¢ la naringénine, la (+) Catéchine, et D catéchine et apigénihe :

2.4 Méthodes d'étude de l'expression des génes nod communs
2.4.1 Criblage des inducteurs |
L'induction des génes de la nodulation de {a souche 8401 pRL1JI est étudiée
en mesurant l'activité PB-galactosidase qui tradu‘it T'expression des génes nod
communs. : -

La souche 8401pRLIJI est cultivée jusqu'en phase exponentielle de

croissance (3j) dans le milieu TY additionné de 2 ul de tétracycline a 28°C"

(I'absorbance est mesurée a 600 nm comprise entre 0.4 et 0.6). v
Une série de tubes contenant 4.5. ml de milieu TY sans antibiotique est
ensemencée avec 0.5 ml de culture de la souche 8401pRL1JL Les'bactéries sont
cultivées 8 h supplémentaires puis les molécules a tester et les flavonoides de
référen’ce‘sont ajoutées. ' ,
 Chaque série comporte également des témoins non .induits, additionnés
uniquement de méthanol. L'induction est réalisée sur une période de 12 a 14 h
('l.'activité B-galactosidase atteint son maximum aprés ‘6 h a 8 h de culture puis se
maintient COnst'a'nte; Sutherland et al., 1990; Smit et al., 1992) et lés"tubes sont
déposés dans la glace fondante pour stopper la synthése de l'enzyfne et la

croissance des souches. L'activité f-galactosidase est ensuite mesurée par des

parties aliquotes des cultures.
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2.4.2 Détermination d}‘e 'activité P- galactosidase
~ 'absorbance de la culture est mesurée a 600 am.
- 0.5 ml de culture (3 re’pe’titilc'ms) est mélangé a 0.5 ml de tampon Z.
- 100 pl de chloroforme sont‘ ajoutés. Les tubes sont agités rapldement puis places
dans un bain-marie a 30°C, 10 minutes. -

- la réaction débute aprés l'addition de 150 pl du substrat de la B-galactosidase,

“une solution de rouge de chloro-phénol B»D—galactopyr%anoside (RCPG

Boehringer Mannhelm) dans le tampon Z (RCPG a4 mg/mi de. Tampon Z), La
suspen510n est homog,enelsee puis-laissée a incuber a 30°C. '

- lorsque la réaction est suffisamment développée (appautlon d'une Coloratlon
1oqg_e due au rouge de chloro-phénol libéré par I'hydrolyse du substrat par la B-
géﬂfactosidase) elle est arrétée par immersion des tubes 5 min dans un bain-marie a

60°C.

- Aprés centrifugation des tubes 5 min a 11 000 g, I'absorbance du surnageant est

mesurce a 574 nm, corlespondant a !a longueur d'onde optimum d'absorbance du

1ouue de chioro- phénol.

- l activité B-galactosidase est calculée selon la formule suivante:

AS574

1 unité salactosidase (U) = 1000 —_—
'8 B L) = S A600.t.V

—dvec
A 574 . absmbancc du rouge de chloro-phénol produit par hydrolyse‘
A 600 : absorbance de la culture de la souche 8401 pRLIJl testée.

duree de la réaction enzymatique (min)
V:: volume de culture utilisé (ml)

: | ;

Les modifications, par rapport au protocole de Millér (1972}, sont les

suivantes: ‘ o ‘ ' B

- hbsence de sodium dodécyl sulfate (SDS) a 0.1%: en présence de- SDS les

actnvnes f3- gja]actosxdases sont dlmmuees de2as fms
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- le RCPG a été utilisé & la place de l'ortho-nitro-phény!B-D galactopyranoside

(ONPG) car il permet une sensibilité 8 fois plus importante (Banfalvi et al,
1988) | |
- la réaction est stoppée par chauffage et non par alcanilinisation du milieu avec le

carbonate de sodium qui provoque une hydrolyse du RCPG.
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4 CHAPITRE IIL PHYSIOLOGIE DE L’EXSUDATION
ET METABOLISME PHENOLIQUE DE VICL# FABA
AUX PREMIERS STADES DE L& CROISSANCE -

S

T ~ 1. Introduction

Il existe peu de travaux portant sur l'exsudation phénoliqhe des différents
“ C tissus de la graine et l'exsudation racinaire chez les cultivars de Vicia faba
"Blandine" et "Alfred" ainsi que ses mutants qui sont représeniés par le nodulant

+otod

T | précoce 123", le non nodulant f48~ et I’hypernodulant 32" 1

Une seule étude a ¢té faite par Tomas-Lorente et al., (1990 ) qui ont mis en
I évidence dans les exsudats de graines de Vicia fabc; deux -flavones 7,4'-
dihydroxyflavone, - 7, 3', 4'-trihydroxyflavone, des flavonols quercétine,

kaempl’erol et des flavonols glycosylés quercetin 7-glucoside, kaempferol 7-

glucoside. D'autres travaux ont été surtout focalisés sur I'étude des facteurs
T * antinutritionnels (FAN) phénoliques de Vicia faba cités dans le chapitre 1.
o Dans cette premiére partie, nous allons déterminer dans quelle partie de'la -

graine (téguments ou cotyl‘édoné).sont localisés les composés phénoliques et

quelles sont les parties impliquées dans l'exsudation phénolique aprés 24 h
T d'imbibition dans l'eau & deux températures 4°C et 30°C pour les deux cultivars de
Vicia faba, {'une nommée cv Blandine et l'autre nommée cv Alfred et ses mutants

1 o f123

', f487 et 327"

Parmi les constituants des exsudats racinaires définis au chapitre I, les

substances diffusibles solubles ont une importance considérable sur la croissance
des microorganismes jde la rhisbsphére et, entre autres, des Rhizobium. 11 nous a
j_ ' donc paru intéressantj d'étudier la cinétique de l'exsudation racinaire pendant le
- 1,3, 7, 14 et 21 ¢me jours de la croissance racinaire de Vic)'afaba cv Blandine.

( , SR L'analyse par CLHP et les techniqu‘es phytochimiques ont été utilisées
| pour I'étude de la nature des composés phénoliques exsudés par les différentes -

I’ ' parties de la graine (téguments et cotylédons), exsudats racinaires et les racines.
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2. Role de la température sur ’exsudation ph’énolique. potentielle
des divers compartiments de la graine
2.1 Cas des phénols totaux o ‘
La quantité de composés phenohques exsudée par la graine entiere, les

téguments et les cotylédons aprés 24 h d'lmblbmon dans. l'eau distillée est

représentée dans le tableau 11. La quantité de phénols' totaux contenue

-essentiellement dans chaque partie de la graine et la graine intacte est évaluée

aprés extraction a chaud dans une solution hydrométhanolic_lue, ces résultats sont
inc'lique's dans le tableau 11. | | . |

A une température de 4°C, les graines entiéres de cv Blandine et cv Alfred
e'xs‘u.dent respectivement 0.7 mg/g et 0.2 mg/g comparé a la quantité totale
contenue dans la graine entiére 2.41 mg par unité de graine pour cv Blandine et
2.71 mg par unité de graine pour cv Alfred.

Les différences étaient observées quand lexsudatlon des parties de-la
graine sont‘analysees séparément. Cependant les cotyledons et téguments de cv.
Blandine ex‘sudent presque la totalité des composés phénoliques. _

Pour les éotylédons,de cv Blandine, nous obtenons une quant_it’é .d.e,3;1'4 mg pdr
cotylédon comparé a la quantité totale de phénols de l'ordre de 2.71 mg par
cotylédon, les téguments contiennent une quantitév de 0.52 mg par tégument
comparé 4 celle des phénols totaux de l'ordre de 0.61 mg par tégument. |

Inversement, les téguments de cv Alfred exsudent seulement 25% dev la
quantité_'totale des composés phénoliques, ils contiennent ainsi 3.07 mg contre
12.07 mg par tégument. Les cotylédons de ce cultivar exsudent aussi moins de
composés phénoliques 2.96 mg par unite’ de cotylédon contre 4.13 mg pour la
quantité totale contenu dans cet organe. - '

A 30°C, l'exsudation phénolique est plus importante qu'a 4°C (tableau 11),
pour cv Blandine 3.41 mg par unité de graine contre 0.7 mg par unité de graine a
4°C et pour cv Alfred 3.33 contre 0.22 mg par unité de graine. Des dlfferences ont
été obtenues aussi a 30°C pour les deux cultivars quand les cotyledons et

téguments sont analysés séparément; par exemple les téguments de cv Blandine
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-exsudent 100% de phénols de l'ordre de 0.7 mg par unité de te’gument. comparé a.

la quantité totale 0.61 mg par tégument tandis que les téguments de.cv Alfred
exsudent seulement 67% prés de 8.07 mg comparé & 12.07 mg pour la quantité

totale de ces téguments.

2‘.2v}Ca‘s des polyméres proanthocyannidines

Comme nous le montre le tableau 12, l'exsudation des tannins est faible

~dans les cotylédons de l'ordre de 0.108 mg par unité de cotylédon par rapport & la-

quantité élevée dans les téguments 4.9 mg par tégument et 7.63 mg par tégument

- respectivement a 4°C et 30°C. Ces composés polymeres sont surtout localisés

dans les téguments avec 11.37 mg par tégument. L'exsudation des tannins

- condensés des téguments est seulement de 43% a 4°C comparés a celle de 30°C ou

nous obtenons 67%. A 4°C, il en-est de méme pour la graine ou l'exsudation
atteint 31% de la quantité totale; tandis qu'a 30°C elle est quatre fois plus élevée
que la quantité estimée par extraction & chaud. o

Le dosage au BuOH-HCL nous ameéne aux mémes cdncl'usio»ns que ceux
obtenues avec le test de vanilline c’est a dire qu’a‘3'O°C‘les graines exsudent plLls
de tannins condensés comparés a celles de 4°C; nous o-btenons'air_lsi 5.14 mg par
unité de graine contre 1.25 mg par unité de graine (tableau 12). L’e‘xsudation des
tannins condensés dans les cotylédons reste toujours faible de I’ordre de 0.15 et

0.56 mg par unité de cotylédon respectivement. La quantité en tannins condensés

‘est trés élevée dans les téguments seuls de 'ordre de 6.24 mg par unité de

tégument a 4°C et 20.47 mg par unité de tégument a 30°C.

3. Comparaison des capacités globales d’exsudation des cultivars
Blandine et Alfred et des mutants £123"*, f48~, £32 **
3.1 Intérét génétique de ces mutants . ‘
'Le nombre de mutants symbiotiques naturels chez la plante hote reste
faible. Pour pallier ce manque de variabilité, différents laboratoires sont passésla.u.

début des années 1980, & une nouvelle stratégie: Uutilisation de la mutagénése.
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| . Graine Cotylédon " Tégument
Temperatures ; ;
—_ Test vanilline
CC)
A B A B A B

| 4 024002 | 024 | 013£0.04 | 0.108| 28.1+1.14 4.9
- 30 3.04£0.57 | 3.04 [ 013£004 | 0108 43.62% 1.14]  7.63

: 07710 04 | 077 | 0.14£0.03 ] 0.11 | 65.02£3.19] 11.37

‘1 ! ‘ ~ . (A) Quantité de tannins condensée exsudée par les graines, téguments et cotylédons (en éqs
catéchine) cxprimée cn mg/g de maticre séche; (B) Quantité de tannins condensés ¢xsudée par lcs
gl : graines, téguments et cotylédons exprimée en mg par unité de grainc, mg par unité dc i¢gument

l ¢t en mg par unité de cotyledon; (1) Eq caractéres gras, tannins condcnsés présents initiallement
dans les différents tissus par extraction a 80°C, exprimée comme cn (A) ct (B).

Chaque valeur représcnte la moyenne de trois répétitions.

. Graine Cotylédon o Tégument
Temperatures : -
' BuOH/HCL

°C) . - — '

A B A ' B A B
T ‘ 4 1.25+0.041 125 | 0.18+0.002] 0.15 | 357+0.42 6.24
“[" - 30 5.14£0.008 | 5.14 | 0.68+0.017 0.56 117+032 | 2047
6.14(1) £ 0.05] 6.14 | 033 +0.006] 0.27 | $1.38+0.29| 14.25

(A) Quantité de tannins condensés cxsudée ‘par les graincs, téguments ¢t cotylédons (cn mg/g
d’aprés le E 1% =150 de Bate-Smith pour le BuOH-HCI) exprimée en mg/g de matiére scche; (B)
Quantité de tannins condensés exsudée par les gra‘ines, lé‘guillcixls el cotylédons cxprimée en mg
par unité de graine, mg par unité de tégument ct par unité de cotylédon ; (1) En caractéres gras,
T * tannins condensés présents initiallement dans les différents tissus par extraction a 80°C, exprimée
comme ¢n (A) et (B). :

Chaque valeur représente 1a moyenne de trois répétitions.

. . v . v ‘
“Tableau 12. Quantité des tannins condensés exudée aprés 24 h a 4°C et 309C

des raines de Vicie fubu cv. Alfred
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une part, elle
dé ravailler dans

Dans cette étude nous avons utlllse 3 mutants: absence de nodules (nod ) le f48

La création de mutants par cette technique offrédéux avaﬁfage
augmente la fréquence de mutation, et d’autre pqrt\e]\le perme
des contextes génétiques fixés (lignées pures). . »
un hypernodulant (nod"*) le £32"" et le nodulant précoce (nod e £123°

Les résultats obtenus auparavant chez les deux cultivars Blandme et Alfred
nous ont montré que la t'emperature 30°C est favorable pour"l'exsudation' des
composés phénoliques, pour cela nous avons estimer nécessaire d'“utiliser cette
température d'imbibition (30°C) pour evaluer le potentiel phénolique des exsudats

libérés par les graines de ces mutants.

3.2 Exu.dation‘ des phénols et tannins
Les résultats de la quantité des composés phénoliques sont résumes dans le
tableau 13. En effet, I'exsudation phénolique de la graine enti¢re est la méme chez A
les deux mutants f123""" ‘ |
I’ordre de 1.32 chez le mutant 32"

En ce qui concerne l'exsudation des tannins condensés, la graine des deux

et 48 de l'o'rdre"de',2 mg par unité de graine et de

mutants f123"* et £32*" exsude trés peu de tannins condensés par rapport au
mutant f487, elles contiennent respectivement 1.82 et 0.87 mg par umte de grame
(tdbleau 13) Le mutant f48 exsude plus de tannins que les deux autres mutants

(3,35 mg par unité de graine). Nous remarquons que les tannins condensés sont

toujours localisés dans les téguments et que la quantité totale est de 3,52 mg par

ot

unité de tégument chez le mutant f123 , 3.73 mg par unité de tégument chez le ‘
f32"" et 3,50 par unité de g g,rames chez le f48~ _

- L’exsudation des composés phénoliques a 30°C des graines des cultivars
Blandine, Alfred et les mutants £123""", 32", f48~ varie entre 2 et 3 mg par unité
de graine. Nous constatons que les téguments de cv Alfred est plus riche en
composés phénoliques que le cv Blandine et les mutants, nous obtenons einsiv 8.07
mg par unité de tégument chez Alfred contre 0.7 mg par unité de tégument chez
Blandine, 2 mg pour f123*"", 1.44 mg pour f32"' et 2.36 mg pour f48~

(tableaux 11, 13).
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)

Vicia faba Graine Tegurnnent
Mutants : Phénols —
A . B A NE B
CF123*" 2.00 +0.09 2 20 +1.38 2
F32"" 1.32 +£0.05 1.32 | 16+1.05 236
F487 | 220 +02 | 22 16+1.71 |  1.44

(A) Quantité des composés phénoliques exsudée par la graine ¢t tégument (en cqgs acide
gallique) exprimée en mg/g de matiére seche. .

(B) Quantit¢ de phénol exsudée par la graine ct téguments exprimée en mg par unité de
grainc ¢t par unité de¢ tégument. ' ‘ ‘ ’
Chaque résultat est la moyennc de¢ 3 répétitions

ai  Té t
Vicia faba Graine : . cgumen
Mutants Tannins condenses
A B A | B
F123'"" | 1.82 +0.43 1.82 37,75 £1.01 | 3,52
F32™* 0.87 +0.03 087 | 2522 +1.1 3,73
F48” 3,35 +£0.03 335 | 33,58 £034|. 3,50

(A) Quantité en tannins condensés cxsudéc par la graine et (égument (en eqs catéchine)
cxprimée en myg par g dc matiére s¢che. .

(B) Quanlflé en-tannins codensés exsudée par la grainc ¢t tégument cxpriméce en ;ilg par
unité de graine ct par unité de tégument. :

Chaque résultat cst la moyenne de 3 répétitions.

Tableau liﬁ Quantité en phénols et de tannins condensés exsudée aprés 24 h
a 30°C par la graine entiére et tégument des mutants |

de Vicia faba 123", 148", 32",
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Les tannins condensés sont toujours stockés dans les téguments de cv
Alfred de I’ordre de 7. 63 mg par unité de tégument et en moyenne de 3 mg par
unité de tégument chez les 3 mutants. Le cultivar Alfred reste' toujours Lm
génotype riche en phénols et tannins éondensés par rapport aux autres génotypes
étudiés le cv Blandine et les mutants £1237"", f487, £32"" (tableau 12,13). -

4. Cinétique de I’exsudation chez cv Blandine

’Parmi les composés exsudés figurent en premier lieu, des constituants du
métabolisme primaire des 'végétaux et principalement des sucres et des acides
aminés, nous ne les avons pas dosés, par contre nous avons dosé les composés.
phé’noliques de Ces exsudats racinaires et racines qui font partie du métabolisme
secondaire (voir Chapitre I). ‘

Divers facteurs biotiques et abiotiques peuvent influencer I’exsudation
raéinaire, les conditions expérimentales détaillées dans le chapitre ll_.doivént“étre
bien contrélées par exemple axénie totale afin d’éviter toute influence des
microorganismes indésirables, les facteurs externes (lumiére,. 'tempé»rat.ur'e et
humidité standardisées ) et les milieux simples (eau distillée stérile, sable imbibé
.d’eau stérile), toutes ces conditions de milieu sont en éffet_donnues pour faciliter
I’exsudation racinaire (Hale et Modre, 1979). | |

| Le dosage des composés phénoliques des exsudats racinaires et racines est
réalisé par la méthode de Bleu de Prusse citée aliparavant dans le chapitre II, les -
résultats sont présentés dans la figure 16.

|  La composition phér‘lélique des exsudats racinaires et racines . était
déterminée pendant les 21 j%)urs'de la croissance de racine (1, 3, 7, 14, et 21
jours). Les plantes sont cu‘ltivéesvd’ans du sable humide pour faciliter I‘exbsuda_tion
racinaire; et de plus celle-ci est 10 fois plus élevée par‘rappori a l'exsudation sur
I'eau distillée (Hale et Moore, 1979; D'Arcy-Lameta, 1982). |

La teneur en composés phénoliques des racines est plus élevée au premier

| jour de l'ordre de 187 mg/g. Cette teneur diminue alors du 1 jour au‘3eme‘j0ur

- puis devient stable du 3°° jour de l'ordre de 145 mg/g. De la méme fagon,
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. Teneur en composés phénoliques dans les exsudats racinaires
L—  exprimées (en eqs ac. gallique) par g de matiere séche

Teneur en composés phénoliqUes dans I'extrait de racines
exprimées (en eqs ac. gallique) par g de matiére seche

—&—  Quantité de phénols exprimée en mg par unité de racine
Figure 16. Cinétique des composés phénoliques des exsudats racinaires

de Vicia fuba cv Blandine

Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions
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I'exsudation phénolique des racines est trés importante le 1° jour 3.5 mg/g et
diminue alors, lentement jusqu'au 21 jour 0.26 mg/g.
La quantité de phenols par racine est faible pendant le ler jour 1. 6mg/g et

éme

augmente fortement du 37 jour au 21 jour et atteint 8.8 mg/b par racine.

5. Nature chimiqvue de produitsd’exsudatibn

L’exsudation des composés phénoliques 'porte sur les molécules

flavoniques qui peuvent avoir une. relation avec le sol et sa population

microbienne. Pour la graine, la flore bactérienne du sol vient tout d’abord en
contact avec les téguments qui jouent un rdle de protection. Nous avons étudié et
analysé le pattern phénolique des différents compartiments de la graine des deux
éultiVars et mutants de Vicia faba et le pattern phénolique des exsudats racinaires
et raunes de cv Blandine. |
L'analyse des composés phénoliques a été réalisée par CLHP couplee ala
spectrométrie UV. Les résultats sont illustrés dans la figure 17 pom les cvs Alfred
et Blandine. Les classes phénoliques des échantillons ont été déterminées par

comparaison aux temps de retention et spectres UV des témoins.

5.1 cv Alfred
Le pattern phenohque des teg,uments de cv Alfred est domme par les
tannins condensés et flavones. La grame entiere et les cotylédons renferment des

acides phénols et catéchines quant aux flavones elles restent des composés

mineurs dans ce type de compartiment.

5.2 ¢cv Blandine
Le pattern phénolique des téguments de cv Blandine contiennent des ﬂ'avones,
des flavonols, des‘acides phénols et un dihydroflavonol; Le pattern phénolique de
la graine entiére et des cotylédons est basé essentiellement d'acides phénols.
Du point de vue qualitative, le tableau 14 résume le pqttei'iz phénolique des
exsudats racinaires et racines. Les principaux composés phénoliques mis en .

évidence appartiennent aux classes chimiques suivantes: acides phénols, dérivés
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NO

des pics

Temps de retention

de chaque pic (mn)

U‘V A max
(nm)

‘Composés détectés

a 280 nm

T 1 12.4 268 : acid phénol
B 2 13.2 265 -acid phénol
3 19.8 275 flavanol
] fj 4 23.6 272,354 - flavone
‘ 5 24 .2 272,327 flavone
. 6 28.3 272 acid phénol
: W 7 33 266 acid phénol
~ 8 341 275 flavanol
E 9 45.7 268 acid phénol
| \ | 10 | 46.6 275, 330
T 11 543 286 flavanone
Al 12 55.7 280 dérivé catéchique

5.63 275 dérivé catéchique

|
2 7.75 277 dérivé catéchique |
3 10.56 - 275 dérivé catéchique
_ 4 13.58 256 dérivé catéchique
i ! 5 1438 255 dérivé catéchique
- 6 23.68 264 dérivé catéchique
}7 7 3795 276 dérivé catéchique
N 8 41.00 : 270,330 flavone
- 9 43.17 | 273,330 flavone
10 50.57 284,325 flavanone
11 63.9 295 flavanone .

Tableau 14. Analyse par CLHP des exsudats racinaires

Et racines de Vicia faba v Blandine, (A max =280nm, gradient 2)'. }
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catéchiques, et flavanones dans les extraits de racmes et ﬂavo(res“\/derlves

e s

catéchiques et flavanones dans les exsudats racinaires.

5.3 Les mutants 123", 48~
5.3.1 Graines

Nous avons réalisé une chromatographie bidimensionnelle pour les 3
mutants dont le premier developpement avec un solvant de migration toluéne-
méthanol-méthyl éthyl cétone (4:3:3) et le second développemgnt avec un svolvant
de ' migration eau-méthénol-métbylethylcétone-acéthyl acétone (13:37.3:1), les
résultats sont présentés dans la ﬁjgure (18). Ces figures pour les 3 mutants r_ious
révélent la présence de flavones de couleur brun violet et des acides phénols de

couleur fluorescent au blcu pale, la plupart des composés polymeres (les tannins

' condgnses) n'ont pas mlz,re

L'analyse par CHLP des composés phénoliques des exsudats de graines de

4t

ces deux mutants f123""* et f48™ sont présentés dans la figure 17. Les résultats de

** renferment 4

cette analyse montrent que le paitern phénolique de le {123
classes phénoliques: les acides phénols, les flavones, les dérivés catéchiques et les
tannins condensés. En ce qui concerne le 487, le pattern phénolique de celle-ci
est constitué de flavones, de dérivés cat-échicjues, d’acides phénols ef de tannins

condensés.

5.3.2 Cas pérticnlier des téguments
La chromatographie bidimensionnelle pour les téguments des trois mutants
nous a révélé des flavones et des acides phénols (figures 19). Les Composés du
premier dévelop'pement représente la fraction F1 et les composés du second
développement représente la fraction F2. | |
Le suivi CLHP de la fraction F1 des téguments de f}23+++ 487 et f‘32++

+4 4

illustré dans la figure 19. Le pattern phénolique de la f123 est constltue

~ principalement d'acides phénols, de dérivés catéchiques et une flavone , celui de

la f487 est représenté par les acides phénols et les catéchines alors que la f32"" n

renferme que les acides phénols.
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Chromatographie bidimensionnelle

: polyamide

1™ dimension: toluéne-méthanol-
méthyl-éthyl-cétone 4:3:3

2 ™ dimension: eau-méthanol-méthy]
éthyl cétone-acéthyl acétone 13:3:3:1

aines des trois mutants
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. a) Phénols totaux : méthode au Bleu de Prusse (Prince et Butlér, 1977), elle
s'est avérée plus sensible et plus reproductible que celle de Folin-Ciocalteu

(Marigo, 1973) ou celle de Folin-Denis (Swain et Hillis, 1959).

b) Tannins condensés }

- pfoduction d'anihocyanidines (PA) par oxydation au 'BuOl—I—i—lCl (Bate - S-miAth7 :
1973)‘: cette technique dénombre toutes les unités monoméres des seuls
polyméfe& | | ' |

= 'tést’vanilline (Va) (Burns, 1971): il est sensible aux unités terminales des

molécules, y compris les monoméres catéchiques libres.

1. Dosage des phénols totaux'utilisant la méthode de bleu de Prusse
Cette méthode est basée sur la réduction de I'ion ferﬁque (Fe:‘"’)» en ion
f‘erreux»(Fez"') par les composés phénoliques, qui conduit 4 la formation d'un
complexe de couleur bleu de Prusse d'ou le nom de la méthode. ’
Le-protocole de cette méthode est le suivant : ' _
- Une prise d'essai de 7 ml d'extrait est additionnée de 10 ..ml d'eau__distillé-eb
- On ajoute 1 m! de réactif de chlorure ferrique (FeCl3 : 0.1 M dané HC1 0.1 N)
suivi immédiatement de 1ml d'hexacyanoferate de -p:ota'ss_ium (K3 Fe(CN)6 :
0.008 M dans I'eau). ‘ ' |
-Laisser réagir 10 mn exactement .e‘i btempérat’ure ambiante
-Lire l'ébsorbance a 725 nm et soustraire la valeur du blanc (H20 + réactifs) dosé
aprés le méme temps. Une gamme: étalon est établie avec une solution d'aéid_e ‘
gallique standard (Sigma). La figure 14 représente la courbe étalon d'acide

gallique réalisé avec le réactif de bleu de Prusse

2. Dosage des tannins condensés
Pour le dosage des tannins condensés deux méthodes complémentaires “ont
été utilisées: le test de vanilline et la production d'anthocyaﬁidines par. oxydation

en milieu alcool-acide et a chaud.
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2.1 Test de vanilline
La vanilline se fixe sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine
| v(polymérisée ou non) pour former un groupement chromophore dont la couleur
oran,g,ee est lue a 500 nm. | | | |
Le protocole utilisé est le suivant : ‘

-Le réactif est préparé extemporanément, a volumés égaux, d'une _ sblution. de
vanilline & 5.8 % dans le méthanol et d'une solution d'acide chlorhydrique a 24%
dans le méthanol. . v _

- 5ml de réactif vanilline-HCI sont ajoutés a1 ml d'extrait phénolique
- la réaction se déroule au bain-marie a 30°C pendant 20 rnn; |
- I'absorbance est lue a 500 nm; |
- la catéchine est le plus souvent utilisée comme standard;

-les calculs de teneurs sont référencés a une droite de calibration réalisée a partir
de (+).—c‘a,téchine.; |
- les tannins‘_sont exprimés en équivalents catéchine pour le test vanilline.

Cette méthode mesure le nombre de molécules de polymeéres quelque soit le
degré de polymérisa't.ion, et aussi le nombre de molécules de catéchine monomére
libre. La figure 15 représente la reproductibilité du test de _vanilliné snr une

solution de (+) catéchine.

2.2 Production d'anthocyanidines par Oxydation a chaud

Cette méthode consiété en une oxydation a chaud des tannins condensés en
unités monomeéres anthocyanidines Bate Smith (1973). La présence d'alcool
augmente le ren(Jiemcnt de la réaction et permet ainsi de travailler avec une fanble
quantité d'acide (Brun, 1991).

- Le protocole ainsi défini est le suivant :

- 05 ml de I'extrait polyphénolique sont ajoutés a 6 ml d'une solutnon de BuOH—
HCI concentré (95/5) |
- 0.2 ml de sulfate d'ammonium femque (NH4 Fe(S0Q,, 12 H,0) a 2% dans HCl

- la solution est agitée et laissée au bain-marie a 100°C pendant 2 heures.

~ l'absorbance des hydrolysats est mesurée a 550 nm.
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| La dvenisité optique a cette longueur d'onde permet le calcul de la teneur en
pr.oanthocyanidines, exprimées en mg/g d'anthocyanidines grice a la formule
suivante : o

T = A/E.Vd/P.

A= Absorbance a la A max _

E1% lecm= coefficient d'extension massique =150 (Bate-Smith 7:1973)

V = volume de I'extrait total ' -

d = facteur de dilution

P = poids de la matiére séche.

3. Méthodes de séparation et de détermination des structures
chimiques fonctionnelles
3.1 Procédés de séparation

3.1.1 Extraction directe du matériel 'végétal

3.1.1.1 les graines :
Les graines intactes des deux cultivars Blandine et Alfred ainsi que les

" mutants (f123""", f487) ont été agités dans 200 ml d'H,0 pendant 24 heures &

30°C. La phase aqueuse est réduite a 50 ml puis épuisée successivement par le n-

 Butanol, cette fraction est évaporée a sec puis reprise dans 1 ml de méthanol.

3.1.1.2 les exsudats racinaires , _
Pour récupérer les exsudats racinaires nous avons utilisé la méme technique

citée auparavant. La solution hydrométhanolique est évaporée a sec puis reprise
d‘ans'l'eau et extraite 3 fois par le n- butanol. Cette fraction butanolique

concentrée sous vide a 40°C est reprise dans 1 ml de méthanol pour l'analyse des

composés phénoliques.

3.1.1.3 les racines
Les racines qui ont servi a récupérer les exsudats racinaires auparavant sont

broyées en présence d'azote liquide, puis mélangées avec méthanol-eau (7:3) a

| chaud sous reflux pendant 2 x 20 mn. Afin d'éviter le phénoméne d'oxydation dans
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les extraits polyphénoliques on a utilisé du métabisulfite de sodium a 0.2% dans
I'eau & raison de 1 ml par 100 m! de solvant (Brun-_,‘ 1991; Mergham, 1995).

La solution hydrométhanolique est évaporée a sec puis reprise dans I'eau.

~ Cette phase aqueuse est épuisée successivement avec le n- butanol puis concentrée

sous vide et récupérée dans 1 ml de méthanol pour la séparation et l'identification

des composés polyphénoliques.

3.1.2 Extraction aprés hydrolyse
Elle consiste en la libération des aglycones flavoniques de leurs formes

hétérosidiques correspondantes par traitement chlohydrique. Pour cela 3 ml de

(HCI 2N) sont mélangés a l'extrait méthanolique des racines puis ce mélange est

mis au bain-marie bouillant 8 100°C pendant 60 mn. Apreés refroidissement de la
phase aqueuse, cette derniére est épuisée par I”éther éthylique puis reprise dans du

méthanol aprés avoir évaporé a sec I’éther éthylique.

3.2 Procédés de caractérisation
3.2.1 Traitement des différentes fractions par CCM _
Nous avons surtout utilisé la chromatographic bidimensionnelle pour
comparer le pool phénolique des exsudats de graines, racines et les raci:ries des
cultivars et des mutants de la féverole. Un extrait préparé. selon les vtechnjquvé's

précédentes est déposé dans un coin de la couche mince, puis développé dans un

premier solvant, -puis dans un deuxiéme perpendiculairement au premier. La

‘visualisation des résultats est réalisée sous lumiére UV (365 nm).

Selon les emplois, on fait appel, soit a des couches minces achetées, soit
préparées dans le laboratoire avec un étaleur Desaga permettant de faire 5 plaques
de 20 x 20 cm. Les supports employés sont les suivants : polyamide, cellulose.
Les solvants employés sont les suivants ' '

t-butanol-acide acétique-eau (3.1.1) et acide acétique & 15%
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. Précolonne : SE30, Nucléosil

3.2.2 Ahalyse des composés phénoliques par CLHP couplée a barrette de
~ diodes (CLHP/UV)
Le couplage de la CLHP 4 un détecteur av-b‘a‘rrette de diodes permet d'obtenir
le spectre U.V. visible de chacun des pics du chfomatogrammd Cette technique
nous donne une premiére indication .sur I'identité des composés détectés.
Les conditions d'utilisation sont les suivantes : _ ' '
. Le type d'appareil utilisé : Kontron HPLC System 420
. détecteur Kontron Instruments 991 |
. Colonne de type C18 est a polarlte mversee (Nucléosil 5 pm — 30 cm, Socmte

Frangaise de Chromatographie)

. Solvants
Solvant A : Acide acétique 2% dans l'eau »
Solvant B : Acétonitrile / eau / acide acétique dans les proporti#n-s
800:200:20 pour un débit de 0.8 ml /mn |
. Gradients | o _
Gradient 1 : 2% de A en 10 mn;15% de B dans A en 15 mn; 50% de B
| dans A en 62 mn, 2% de B dans A en 15 mn
Gradlent 2 5% de A en 5 mn; 15% de B dans A en 10 mn; 70% de B dans
A en 30 mn; 90% de B dans A en 15 mn; 5% de A en 15 mn

. Détection : 280 nm
. Volume injecté : 20 pl
' Chaque pic obtenu est enfez,istré et une analyée spectrale UV/visible
permet de visualiser les spectres d absorptlon des produits contenus dans le plC
En général le spectre d'absorption dans le méthanol des composés ﬂavomques et
dérivés, présente deux bandes : _ |

- la bande I sitpée entre 320 et 380 nm

- la bahde I1 située entre 240 et 280 nm

La position de la bande 1 permet, en général, de distinguer la structure

flavone.de la structure flavonol :
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et (M+Na.)+ sont illustrés dahs le tableau 9 (Xian-guo He et al., 199'6), La mérﬁe

technique a été utilisée dans l'analyse des acides pheénoliques et aldehydes les

résultats obtenus sont résumés dans le tableau 10 (Gioacchini et al. 1996)
Conditions d’utilisation sont les suivantes: ‘

Les analyses ont été effectuées au service Central d’analyse du CNRS (Vernaison,

Lyon) sur un spectrophotométre de type Hewlett Packard. N |

Masse mesurée: 80-500u

Température: 140°C |

CE: 110V

ES: interphase est HP Analytica of Brandfort

Température N2: 250°C

D. Méthode microbiologique‘

1. Introduction

L'acquisition, ces derniéres années, de connaissances précises sur-les genes

des Rhizobium spp. impliqués dans la nodulation, a montré que l'e{cpression des

‘génes nod communs était une condition nécessaire pour la réussite de l'infection

de la racine par la bactérie. L'activation de ces génes nécessite outre le produit du
géne nod D, la présence d'un composé de type flavonique émis par la plante. 1l a
€t¢ montré également que la concentratlon de ce composé dans la rhisosphere
pouvaxt étre un facteur limitant de la nodulation, de la fixation d'azote et de la
croissance de la plante (Kapulnik et a/., 1987; Jain et al., 1990).

- Notre objectif est plus spécialement consacré a I'étude de l'action des

exsudats de graines, racines et extraits de racmes des cultivars Blandine et Alfred

et les mutants (f123*"", f32++ f487) sur la croissance de micro- or;,amsmes plus

particuliérement Rhizobium leguminosarum. = L' acqu1smon de- connaissances
concernant ' expressxon de génes nod et l'identification des flavonmdes activateurs

de ces geénes constituent une phase essentlelle de ce projet.
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N°.d¢s Composés 1‘:::::&:: (M+H)+ (:rl}l\\lsaf U ﬁ(t’iax
pies .| (mm) m/z. RGNS 7 /\(91’:1)
1 Daidzin 13.0 414 439 | 777256,313 ¢
2 Genistin 14.6 433 | 455 | 261,330¢
3 | Isoquercetrin | 15.6 465 | 487 255, 365
4 Daidzein 181 | 255 277 | 249,259 sh, 303sh
5 Quercetin 18.6 303 325 255370
6 Genistein 19.7 271 293 261,328 sh
7 | Biochanin A 23.7 | 285 307 261, 330 sh

Tableau 9. Analyse des flavonoides standarts par CLHP-ES-SM..
(Xian-Guo He et al.; 1986)

Acides phénols et aldéhydes Temps de | (M—H)—_
retention (mn)

Acide gallique 6.80 E 169.1°

. Acidep-hydrobenzoique . 9.27 - 'i37.] '
Acide p-hydroxyphenilacetique|  10.80 .'l 51.2
Acide vanillique 10.53 167.1
Acide syringique 1166 1972
p-hydroxybenzaldehyde i 13.01 121 ll
'Van‘illine : | R § - 16.16 151..]
Acide p-coumarique 16.20 163.2
Syringalde'hylde 19.00 '1851_.2
- Acide ferulique | 18.95 {1932

‘Tableau 10. Analyse des acides phénols et aldéhydes par CLHP-ES-SM.
- (Gioacchini et al.; 1996) '
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| 2. Matunel et methodes

2.1 Souche utlllsee

La souche Rhizobium leguminosarum est 8401pRL1JI (fournie par le Dr

Allain Dowme du centre John Innes, Norwich Research Park).. Cette souche porte

un plasmide (plJ1477) sur lequel une fusion entre le'pr_omot.eur des génes nod

communs et le géne de structure, lac Z, d'Escherichia coli codant pour l'enzyme

B -galactosidase a été réalisée (nod C — lac Z).

2.2 Milieux de culture

- milieu TY :

Bactron-trypton ‘ S5g

Yeast extract ' 3g

H0 | T 1000 ml
‘Faire une solution mere de 6000 mM de : | .
CaCl,, 2H,0 | 1.3 g/10 ml
ou CaClz, 2H,0 - 0.882¢/10 ml

rajouter a raison de 6 mM 301t 50 uM/ml

Le milieu solide correspondant est ‘obtenu par addmon de 15g/l d'agar (D:fco)v.

-tamponL

KCL. | 0.01 M

Na;HPO,, 12H,0 | 0.04 M
© NagHPO,, H,0 o 0.04. M -

MgSO,, TH,0 © 1 0.001 M

B-l]]é;rcal)toétl1an0! , 0.05 M

addi:tionné extemporanément; pH a 7. - : ' o f}- T

23 Origine des composés phénoliques testés

Les extraits phénoliques testés sur la bactérie nod C - lac Z sont les suivants:

- les exsudats de graines et de racines des cultlvars et des mutants de Vlua /aba
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e cultivars
¢v Blandine nodulant
cv Alfred nodulant
. . Mutants |
£123"""nodulant précoce
£32+ hypernodulant
f48" non nodulant

- Les molécules de référence

Les molécules de référence utilisées dans les différentes expérimentations

. ont été la naringénine, la (+) Catéchine, et D catéchine et apigénine .

2.4 Méthodes d'étude de I'expression des génes nod communs
2.4.1 Criblage des inducteurs
L'induction des génes de la nodulation dé la souche 8401pRL1J1 est €tudiée
en ‘mesurant ['activité B-galactosidase qui traduit ‘1’expression> des génesb nod
communs. _ ‘ | |
La souche 8401pRL1JI est ‘cultivvée. jusqu'en phase exponentielle de

 croissance (3j) dans le milieu TY additionné de 2 ul de tétracycline a 28°C’

(I'absorbance est mesurée a 600 nm comprise entre 0.4 et 0.6).

Une série de tubes contenant 4.5. ml de milieu TY sans antibiotique est
ehéemencée avec 0.5 ml de culture de la souche 8401pRL1JI. Les bactéries vson't
cuitivées 8 h supplémentaires puis les molécules a tester et les flavonoides de
référence sont ajoutées. ,

Chaque série comporte également des témoins non .in'duits,‘ additionnés
uniqu-emen‘t de méthanol. L'induction est réalisée sur une période de 12 2 14 h
(ll'activité B-galactosidase atteint son maximurh aprés 6 h-a 8 h de culture puis se
maintient const'ahte; .Sf:utherland et al., 1990; Smit et al., 1992) et les ‘tubes sont
déposés dans la glace fondante pour stopper la synthése de l'enzyme et la
‘croissance des souches. L'activité P-galactosidase est ensuite mesurée par _des

parties aliquotes des cultures.
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2.4.2 Détermination de 'activité f- galautusndase :
- I'absorbance de la culture est mesurée a 600 nm.
- 0.5 ml de culture (3 répétitions) est mélangé ; a 0 5 ml de tampon Z.

- 100 ul de chloroforme sont ajoutes Les tubes sont aglles 1ap1dement puis places

dans un bain-marie a 30°C, 10 minutes.

- la réaction débute aprés I'addition de 150 ul du Substrat de la B-galactosidase,
une solution de roug,‘e de chloro-phénol $-D- galactopyranoside (RCPG,
Boehrmgjel Mannhenn) dans le tampon Z (RCPG a 4 mg/m]| cle Tampon Z). La
suspension est homogenelsee puis laissée a incuber & 30°C. v ': '

- lorsque la réaction est suffisamment developpvee (apparition d'une; coloration
rouge due au rouge de chloro-phénol libéré ‘par I'hydrolyse du substrat par la B-
ga.lactos.idase) elle est arrétée par immersion des tubes S min dans un bain-marie a
60°C. | | |

‘—-Aprés centrifugation des tubes S min a 11 000 g, I'absorbance du surnageant est
mesurée a 574 nm, correspondant a la longueur d'onde optimum d'absorbance du

rouge de chlo;‘o-phéhol. I

— l'activité B-galactosidase est calculée selon la formule suivante:

I ' R | A 574

’ l“ unité /3 - galactosidase(U) = 10 m
-avece f I |
A-574 . absorbance du rouge de chloro-phénol produit par hydrolyse.
A 600 absorbance de la culture de la souche 8401 pRLHl testée.

- durée de la reactlon enzymahque (min)

V :volume de culture utilisé (ml)

Les modifications, par rapport au protocole de Mi‘ll_e:rr(_"l97'2), sont les
buxvantes o | N B
- dbsence de sodium dodecyl “sulfate (SDS) a O 1%: en presen&,e de SDS les

actlvues f3- g,alactosndases sont dlmmuees de2as fons

| T
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- le RCPG a été utilisé a la place de l'ortho-nitro-phénylf-D galactopyranoside

(ONPG) car il permet une sensibilité 8 fois plus importante (Banfalvi et al,
1988) a |
- la réaction est stoppée par chauffage et non par alcanilinisation du milieu avec le

carbonate de sodium qui provoque une hydrolyse du RCPG.
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' CHAPITRE II1. PHYSIOLOGIE DE L’EXSUDATION
ET METABOLISME PHENOLIQUE DE VICIA FABA
AUX PREMIERS STADES DE L& CROISSANCE

- 1. Introduction

Il existe peu de travaux portant sur l'exsudation phénolique des différents
tissus de la graine et l'exsudation racinaire chez les cultivars de Vicia faba
"Blandine" et "Alfred" ainsi que ses mutants qui' sont représeniés par le nodul'an't‘
précoce £f123""", le non nodulant f48™ et I’hypernodulant £32"" .

- Une seule étude a €été faite par Tomas-Lorente et al, (1990 ) qui ont mis en
évidence dans les exsudats de graines de Vicia ﬁzbc; deux - flavones 7,4'-
dihyd_roxyﬁavone, -7, 3, 4'-trihydroxyflavone, des flavonols quercétine,

kaempferol et des flavonols glycosylés quercetin 7-glucoside, kaempl’erol 7-

‘glucoside. D'autres travaux ont été surtout focalisés sur I'étude des facteurs

* antinutritionnels (FAN) phénolique's de Vicia faba cités dans le chapitre 1.

_ Dans cette premlere partie, nous allons déterminer dans quelle partie de'la -
graine (téguments ou cotyledons) sont localisés les composes phenohques et
quelles sont les parties impliquées dans l'exsudation phénolique apresv24 h
d'imbibition dans I'eau & deux températures 4°C et 30°C pour les deux cultivars de
Vicia‘ faba 'une nommée cv Blandine et l'autre nommée cv Alfred et ses mutants
£123°, £48~ et £32"".

Parmi les constituants des exsudats racinaires définis au chapntre I, les
substances diffusibles solubles ont une 1mportance considérable sur la croissance
des microorganismes de la rhxsosphere et, entre autres des Rhlzobmm 1l nous a
donc paru intéressant d'étudier la cinstique de lex:,udatmn racinaire pendant le
1,3, 7,14 et 21°™ jours de la croissance racinaire de Vluajaba cv Blandine.

L'analyse par CLHP et l(:‘b techmques phytochlquues ont été utxlxsees

pour l'étude de la nature des composés phenohques exsudés par les dnfferentes

‘parties de la graine (téguments et cotylédons), exsudats racinaires et les racines.
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2. Roéle de la température sur Pexsudation phe'nolique. potentielle

des divers compartiments de la graine
2.1 Cas des phénols totaux
La quantité de com'posé's phénoliques exsudée par la graine entiére, les
téguménts et les cotylédons aprés 24 h d‘imbibition dans l'eau distillée est

représentée dans le tableau 11. La quantité de phéno-lsr totaux contenue

_essentiellement dans chaque partie de la graine et la graine intacte est évaluée

aprés extraction a chaud dans une solution hydrométhanolique, ces résultats sont
indiqués dans le tableau 11.

A une température de 4°C, les graines entiéres de cv Blandine et cv Alfred

exsudent respectivement 0.7 mg/g et 0.2 mg/g comparé a la quantité totale

contenue dans la graine entiére 2.41 mg par unité de graine pour ¢v Blandine et
2.71 mg par unité de graine pour cv Alfred.

Les différences étaient o'bvservées fquand I'exsudation des parties de- la
graine sont analysées séparément. Cepend%mt les cotylédons et téguments de cv
Blandine exsudent presque la totalité des cdmposés'phé'noliques. ’

Pour les éotylédons_de cv Blandine, nous obtenons une quantité Vd‘e,3;1'4 mg par
cotylédon comparé a la quantité totale de phénols de l'ordre de 2.71 mg par
cotylédon, les téguments contiennent une quantité' de 0.52 mg par tégument
comparé a celle des phénols totaux de I'ordre de 0.61 mg par tégument. | |
Inversement, les téguments de cv Alfred exsudent seulement 25% de: la

quantité totale des composés phénoliques, ils contiennent ainsi 3.07 mg contre

12.07 mg par tégument. Les cotylédons de ce cultivar exsudent aussi moins de

composés phénoliques 2.96 mg par unité de cotylédon contre 4.13 mg pour la
quantité totale contenu dans cet orgaﬁe. | » | o

- A 30°C, I'exsudation phénolique est plus importante qu'a 4°Cb(-tableau 11),
pour cv Blandine 3.41 mg par unité de graine contre 0.7 mg par unité de gfrabine a
4°C et pour cv Alfred 3.33 contre 0.22 mg par unité de graine. Des différences ont
été obtenues aussi a 30°C pour lés_ deux cultivars quand les."cotyléd('ms et

téguments sont analysés séparément; par exemple les téguments de cv Blandine
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~exsudent 100% de phénols de l'ordre de 0.7 mg par unité de tégument' comparé a.

la quantité totale 0.61 mg par tégument tandis que les téguments de.cv Alfred
exsudent seulement 67% prés de 8.07 mg comparé a 12.07 mg pour la quantité

totale de ces téguments.

2.2 Cas des polyméres proanthocyannidines

Comme nous le montre le tableau 12, l'exsudation des tannins est faible

~dans les cotylédons de l'ordre de 0.108 mg par unité de cotylédon par rapport a la.

quantité élevée dans les téguments 4.9 mg par tégument et 7.63 mg par vtégument
respectivement a 4°C et 30°C. Ces composés polymeéres sont surtout localisés
dans les téguments avec 11.37 mg par tégument. L'exsudation des tannins
‘co'ndensés des téguments est seulement de 43% a 4°C comparés a celle de 30°C ou
nous obtenons 67%. A 4°C, il en est de méme pour la graine ou l'exsudation

atteint 31% de la quantité totale; tandis qu'a 30°C elle est quatre fois plus élevée

que la.quantité estimée par extraction a chaud.

Le dosage au BuOH-HCL nous améne aux mémes conclusions que ceux
obtenues avec le test de vanilline c’est a dire qu’a 30°C les graines exsudent plus

de tannins condensés comparés a celles de 4°C; nous obtenons ainsi 5.14 mg par

~ unité de graine contre 1.25 mg par unité de gfaine (tabieau 1 2). L’exsudation des

tannins condensés dans les cotylédons reste toujours faible de I'ordre de 0.15 et

0.56 mg par unité de cotylédon respectivement. La quantité en tannins condensés

‘est trés élevée dans les téguments seuls de 'ordre de 6.24 mg par unité de

tégument a 4°C et 20.47 mg par unité de tégument a 30°C.

3. Comparaison des capacités glbbales d’exsudation des cultivars

Blandine et Alfred et des mutants £1237", £48~, £32 7

3.1 Intérét génétique de ces mutants .
‘Le nombre de mutants symbiotiques naturels chez la plante hote reste
faible. Pour pallier ce manque de variabilité, différents laboratoires sont passés au

début des années 1980, & une nouvelle stratégie: I"utilisation de la mutagénése.
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o Graine Cotylédon ' " Tégument -
Temperatures : T g
Test vanilline
(%) —
A B A B | A B
4 0.24 4+ 0,02 0.24 0.13+0.04 0.108 28.1+1.14 ’ 4.9
30 3.04 £0.57 3.04 0.13 £0.04 0.108 | 43.62+ 1.14 7.63 :
0.7 x 04| 077 | 0142003 011 | 65.02+3.19| 11.37

(A) Quantité de tannins condensée exsudéc par les graines, téguments cl colylédons (en éqgs
catéchine) cxprimée en mg/g de matiére s¢che; (B) Quantité de tannins condensés ¢xsudée par les
graines, (¢guments el cotylédons cxprimdée en mg par unité de graine, mg par unité de tégument

el en mg par unité de cotyledon,; (1) En caractéres gras, tannins condcnsés présents initiallement

dans lcs différents tissus par extraction a 80°C, exprimée comme cn (A) ct (B).

Chaque valcur représente la moycenne de trois répétitions.

Graine Cotylédon- ' A Tégllmcr.ltf‘ '
Temperatures| —
' BuOH/HCL

°C) - ' )

: A B A B A B
4 1.25+ 0.041 125 | 0.18+0.002] 0.15 | 357 +0.42 6.24
30 514+ 0.008 | 5.14 | 0.68 £0.017{ 0.56 117 +£0.32 20.47
6.14(1) £ 0,05] 6.14 | 0,33+ 0.006] ©.27 | 81.38+0.29] 14.25

(A) Quantité dc tannins condensés cxsudée par les graines, (éguments ct cotylédons (en mg/g
d’aprés le E 1% =150 de Bate-Smith pour le BuOH-HCI) exprimée cn ’mg/g de matiere séche; (B) -
Quantité de tannins condensés cxsudée par les graines, téguments ct colylédons exprimdée cn mg
par unité de graine, mg par unité de tégument ct par unité¢ de cotylédon ; (1) En caractéres gras,
{annins condensés préécnls iniliallcnncm dans les différents tissus par cxtraction a 80°C, cxprimce
comine en (A) ¢t (B). ‘

Chaque valeur ;qprésenlc la moyenne dc trois répétitions.

"Tableau 1,2,.:'Quantité des tannins condensés exudée aprés 24 h a 4°Cet 30°C

des raines de Vicia faba cv. Alfred



J

péc/daéagda de (' envadation et métaboliome phinoligue de ‘%om ja‘fﬁ Mﬁmmwm{m@a de 84 craddsance

La création de mutants par cette technique offré déux avzmtage

:(ﬁ une part, elle
dé ravailler dans
L/

\ /

P

augmente la frequence de mutation, et d’autre p@rt\elle perme

des contextes ‘g,enethues fixés (lignées pures). A
Dans cette étude nous avons utilisé 3 mutants: absence de nodules (nod ) le f48
un hypernodulant (nod"") le £32"" et le nodulant précoce (nod' "Mle t123 i

Les résultats obtenus auparavant chez les deux cultivars Blandme et Alfred
nous ont montré que la température 30°C est favorable peur‘l"exsuda_tiod des
composés phénoliques, pour cela nous avons estimer nécessaire d'utiliser cette
température d'imbibition (30°C) pour evaluer le potentlel phénolique des exsudats

libérés par les graines de ces mutants.

© 3.2 Exudation des phénols et tannins

Les résultats de la quantité des compo’sés'phénoliques sont résumés dans le
tableau 13. En effet, I'exsudation phénolique de la graine ent‘iere est la méme chez
les deux mutants f123"" et 48~ de l'ordre de 2 mg par unité de graine et de
I’ordre de 1.32 chez le mutant 32" | | |

En ce qui concerne |'exsudation des tannins condensés, la grair_le des deux
mutants 12377 et 32" exsude trés peu de tannins condehsés ‘par rapport au
mutant f487 elles contiennent respectivement 1.82 et 0.87 mg par umte de grame
(tableau 13) Le mutant f48~ exsude plus de tannins que les deux autres mutants
(3,35 mg par unité de graine). Nous remarquons que les tannins condensés sont
toujours localisés dans les téguments et que la quantité totale est de 3,52 mg par

4+

unité de tégument chez le mutant 123", 3.73 mg par unité de tégument chez le
32" et 3,50 par unité de graines chez le f48~

- L’exsudation des composés phénoliques a 30°C des graines des cultivars
Blandine, Alfred et les mutants f123""", f32"", 48 varie entre 2 et 3 mg par unité
de graine. Nous constatons que les téguments de cv Alfred est plu s riche en
composés phénoliques que le cv Blandine et les mutants. nous obtenons einsi 8.07
mg par unité de tégument chez Alfred contre 0.7 mg par unité de tegument chez

i+

Blandine, 2 mg pour f123™"" 1.44 mg pour f32"" et 2.36 mg pour fa8~

(tableaux 11, 13).-
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Vicia faba Graine » Tegupnent
Mutants PhCHOIS -
F123"*" | 2.00 +0.09 2 20 +1.38 )

F32"" 1.32 +0.05 1.32 16105 | 236
F48” 2.20 £0.2 2.2 16 +1.71 - 1.44

(A) Quantité des composés phénoliques exsudée par la graine ct tégument (en cqgs acide

gallique) exprimée en mg/g de mati¢re seche. »
(B) Quantité de phénol exsudée par la graine ct téguments exprimée en mg par unité de
graine et par unité de tégument. ‘ '

Chaque résultat est la moyenne de 3 répétitions

Grai Tégument
Vicia faba ramne : he
Mutants Tannins condense-_s _
A B A | B
F123'"" 1.82 +£0.43 1.82 37,75 £1.01 3,52
F32"* 0.87 +0.03 0.87 2522 +1.1 3,73
F48™ 3,35 +0.03 3,35 33,58 £0.34|. 3,50

(A) Quantité en tannins condensés cxsudéc par la graine et (égument (en eqs catéchine)
exprimée en m~g‘par g.dc maliére séche. . »

(B) Quantité en tannins codensés cxsudée par la graine ct t¢gument exprimée en mg par
unité de graine et par unité de tégument. »
Chaque résullal cst la moyenne de 3 répétitions.

Tableau 13. Quantité en phénols et de tannins condensés exsudée apré‘s 24 h
4 30°C par la graine entiére et tégument des mutants |

de Vicia fuba 1237, 1487, £32**.
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Les tannins condensés sont toujours stockés dans les téguments de cv
Alfred de I’ordre de 7. 63 mg par unité de tégument et en moyenne de 3 mg par
unité de tégument chez les 3 mutants. Le cultivar Alfred reste toujours un
génotype riche en phénols et tannins condensés par ‘rappor‘t aux autres géndtypes

étudiés le cv Blandine et les mutants f123%"", f48~, £32™" (tableau 12, 13).

4. Cinétique de I’exsudation chez cv Blandine

Parmi les composés exsudés figurent en premier lieu, des constituants du
métabolisme primaire des‘végétaux et principalement des sucres et des acides
aminés,_. nous ne les avons pas dosés, par contre nous avons dosé les composés
phénoliques de tes exsudats racinaires et racines qui font partie du métabolisme
secondaire (voir Chapitre 1).

Divers facteurs biotiques et abiotiques peuvent influencer I’ exsudation
raéinaire, les conditions expérimentales détaillées dans le chapitre lI,‘doiv’ent .étre
bien contrdlées par exemple axénie totale afin d’éyiter toute influence des
miéf-oorganismes indésirables, les facteurs externes (lumiérc,. températurc et

humidité standardisées ) et les milieux simples (eau distillée stérile, sable imbibé

d’eau stérile), toutes ces conditions de milieu sont en effet connues pour faciliter

I’exsudation racinaire (Hale et Moore, 1979).
Le dosage des composés phénoliques des exsudats racinaires et racines ést
| _

réalisé par }a méthode de Bleu de Prusse citée auparavant dans le chapitre 11, les -

résultats sont présentés dans la figure 16.

La composmon phenolxque des exsudats racinaires et racines était
determmee penc‘lant les 21 _]OUIS de la croissance de racine (1, 3, 7, 14, et 21
jours). Les‘plantes sont cultivées dans du sable humide pour, faciliter 1'exsudation
racinaire, et de ‘plus celle-ci est 10 fois plus ¢levée par rapport a l'exsudatnon sur
I'eau dnstnllee (Hale et Moore, 1979; D' A‘rcy -Lameta, 1982)

La teneur en composés phénoliques des racmes est plus e]evee au premner

| jour de lordte de 187 mg/g. Cette teneur dnmmue alors du 1" Jour au 3 Jour

- puis devient stable du 3°™ jour de l'ordre de 145 mg/g. De la méme fagon,
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. Teneur en composés phénoliques dans les exsudats racinaires
O exprimées (en egs ac. gallique) par g de matiére séche ‘

Teneur en composés phénoliques dans I'extrait de racines
exprimées (en eqgs ac. gallique) par g de matiére seche

—aA— Quantité de phénols exprimée en mg par unité de racine
Figure 16. Cinétique des composés phénoliques des exsudats racinaires

de Vicia fuba cv Blandine

Chaque point représente la moyennc de 3 répétitions
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I'exsudation phénolique des racines est trés importante le 1° jour 3.5 mg/g et
diminue alors, lentement jusqu'au 21 jour 0.26 mg/g.
La quantité de phenols par racine est faible pendant le ler jour 1. 6mg/g et

augmente fortement du 3° jour au 21 °™ jour et atteint 8.8 mg/g par racine.

5. Nature chimiqvue de produitsd’exsudatibn

L’exsudation des compos?s phenollques porte  sur les moléCules’

'ﬂavomques qui peuvent avoir u\ne relation avec le sol et sa populatlon

microbienne. Pour la graine, la flore bactérienne du sol vient tout d’ abord en

contact avec les téguments qui jouent un réle de protection. Nous avons ¢tudié et
analysé le pattern phénolique des d‘lfferents compartlmepts de la graine des deux

cultivars et mutants de Vicia faba et le pattern phénolique des exsudats racinaires

L'analyse des composés phénoliques a été réalisée par CLHP couplée a la
spectrométrie UV. Les résultats sont illustrés dans la figure 17 pour les cvs Alfred
et Blandine, Les classes phénoliques des échantillons ont €té déterminees par

comparaison aux temps de retention et spectres UV des témoins.

5.1 cv Alfred

Le pattern phenollque des teguments de cv Alfred est domme par les

‘ tanmns condensés et flavones. La grame entiere et les cotylédons renferment des

acides phénols et catéchines quant aux flavones elles restent des composés

mineurs dans ce type de compartiment.

5.2 ¢v Blandine
Le pattern phe’noli‘que des téguments de év Blandine contiennént des flavones,
des flavonols, des acides phénols et un dihydroflavonol; Le pattern phenohque de '
la graine entiére et des cotylédons est basé essentiellement d'acides phenols
Du point de vue qualitative, le tableau 14 résume le pattern phénolique des
exéudats racinaires et racines. Les principaux composés phénol‘iciueéf mis en

évidence appartiennent aux classes chimiques suivantes: acides phénols, dérivés
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12.4
13.2
19.8
23.6
242
28.3
33

34.1
457
10 46.6
11 54.3
12 55.7

O 03 O LA W

N° - | Temps de retention { UV A max

des pics | de chaque pic (mn) (nm)

268
265
275
272,354 -
272,327
272
266
275
268
275, (330
- 286
280

Composés détectés

4280 nm

- acid phénol
acid phénol
flavanol
flavone
flavone
acid phénol
acid phénol
flavanol
acid phénol

flavanone

dérivé catéchique

——

275 | dérivé catéchique.

1 5.63 |

2 7.75 277 dérivé catéchique |
3 10.56 275 dérivé catéchique -
4 13.58 256 dérivé catéchique |
5 1438 255 dérivé catéchique
6 23 .68 . 264 dérivé catéchique
7 37.95 276 . | dérivé catéchique
8 41.00 270,330 flavone

9 43.17 273,330 flavone

10 50.57 284,325 flavanone

11 63.9 295 flavanone

Tableau 14. Analyse par CLHP des exsudats racinaires

Et racines de Vicia faba cv Blandine, (A max =280nm, gradient 2)‘. :
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catéchiques, et flavanones dans les extraits de racmes ‘et”\ﬂavolgres,,/tferlves

‘catéchiques et flavanones dans les exsudats racinaires.

5.3 Les mutants f123°*, f48~
5.3.1 Graines

Nous avons réalisé une chromatographie bidimens;ionnel_l-e' pour les 3
mutants dont le premier developperhent avec un solvant de migration toluéne-
methanol méthyl éthyl cétone (4:3:3) et le second developpement avec un solvant
de migration eau-méthanol- methylethylcetone acéthyl acetone (13: 3:3: 1), les
résultats sont présentés dans la ﬁgure (18). Ces figures pour les 3 mutants nous
revelent la présence de flavones de couleur brun violet et des acides phénols de
couleur fluorescent au bleu pale la plupart des composés polymeres (les tannins
condenscs) n'ont pas mlf,re '

© L'analyse par CHLP des composés phénoliques des exsudats de graines de

Aok

ces deux mutants f123 et'f48." sont présentés dans la figure 17. Les résultats de

et

cette analyse montrent que \;1e paitern phénolique de le 123 renferment 4

classes phénoliques: les acides phénols, les flavones, les dérivés catéchiques et les
tannins condensés. En ce qui concerne le f487, le pattern phénolique de celle-ci

est constitué de flavones, de dérivés catéchiques, d’acides phénols et de tannins

conansés.

5.3.2 Cas particulier des téguments _ ‘ ‘
La chromatographie bi‘dimevnsionnelle pour les téguments des trois mutants
nous a révélé des flavones et des acides phénols (figures 19). Les composés du
premier dévelop'pement repre’sente la fraction F1 et les coinpésés du second
développement représente la fraction F2. | ‘ |

Le suivi CLHP de la fraction F1 des téguments de f123+H 48~ et f32°" ¢

-+

illustré dans la figure 19. Le pattern phénolique de la f123"

est constitué
principalement d'acides phénols, de dérivés catéchiques et une flavone , celui de
la f48] est représenté par les acides phénols et les catéchines alors que la 327" ne

renferme que les acides phénols.
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Chromatographie bidimensionnelle
Support : polyamide

Solvant;

17 dimension: toluéne-méthanol-
méthyl-éthyl-cétone 4:3:3

2 *™ dimension: eau-méthanol-méthyl
éthyl cétone-acéthyl acétone 13:3:3:1

Figure 18. Composés phénoliques exsudés par les graines des trois mutants
(f123 7, 132 ™, f48 7).
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Le suivi CLHP de la fraction F2 des téguments des 3 mutants f123*"", 48" ;32

est représent‘é dans la figure 19. Le pattern phénolique de ces trois mutants est

dominé par les-acides phénols, catéchines et flavones,

L’ensemble des résultats concernant la nature chimique de lf’e’xsu‘da-tion des
gorﬁposés phénoliques, et plus particulierement les flavonoides nous permet
d’apporter quelques précisions sur le métabolisme phénolique des graines des
cultivars (Blandine, Alfred) et mutants de Vicia faba (f123"*", £32*, £487).

Le pattern phénolique de la graine des deux cultivars est constitué de
flavones, acides phénols et dihydroflavonol comparé a celui de la graine du
mutant nodulant précoce £123%+ qui est plus riche en flavones et catéchines.

Au niveau tégumentaire, le pattern phénolique des cultivars est riche en
composeés phénoliqﬁes de type flavone, flavonol, acide phénol chez Blandine ct de
type flavone, acide phénol et tannins condensés chez Alfred. En ce qui concerne
les mutants f123""") f48" et £32"", les téguments de ]a‘fract‘ion Fl(représente les
composés de la 1% dimension) sont dominés surtout par la présence de flavones,
acide phénols et catéchines pour f123""" et 487 alors que la fraction 1 de la 32"
est constituée .uniquement d’acides phénols. Les téguments de la fraction F2
(représente les composés de la 2°™° dimehsio-n) renferment des ﬂavdnes, acide
phénols et catéchines pour £123%""et £32*" et acide phéh'ols et catéchine pour le
487 Les tarinips condensés restent absents dans les deux'fraétions F1 ét ;,F2', ils

n’ont pas migré et sont restés accrochés dans la ligne de départ.

6. Discussion

Les graines de Vicia faba L constituent une source essentielle pour

“I'alimentation animale. Depuis la découverte de deux geénes récessifs ¢liminant les

tannins condensés des téguments (Picard, 1976) peu de cultivars sans tannins ont
ét¢ sélectionnés. Dans cette étude, chaque génotyf)e a été étudié po_urll"analyse de
la répartition des composés phénoliques et I'étude de I'exsudation phénolique dans

les différents tissus de la graine.
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6.1 Signification de la température par rapport a la physiologie

biochimique de I’exsudation phénolique

L'effet de tempérétures basses sur l'exsudation des composés phé»nolibques
1 de la graine entiere était étudié en incubant les graines a 4°C. Cette température a
- ' été choisie parcequ'elle est proche de la température moyenne a laquelle Vicia
| - faba est cultivé‘e (période d'hiver ou la température est basse au env'i'ron.de 4°C).
T . ‘ Les_‘ résultats obtenus nous 6nt montré qu'aux basses t_empéra_t‘ures (4°0),
‘ - I'exsudation phénolique des graines est seulement de 29% pdur cv Blandine et
T - 8.12 % pour cv Alfred comparés a 100% lorsque ces graines sont incubées a
il 30°C. o
T o L'exsudation phénolique des graines a été trés peu étudiée tandis que les
HLL ~ travaux dans ce domaine sont basés surtout sur les inducteurs de génes de
T ' nodulvatio_n.‘ Dans le cas de Medicago sativa les flavonoides induisant les génes de
| LA ' nodulation de Rhizobium ne sont pas synthétisés pendant l'imbibition des graines-

mais sont accumulés durant les premiers stades de la croissance de l'embryon et

sont libérées passivement (Phillips et al., 1994).

| F ' Si I’influence du facteur lumiére. sur la biosynthese des flavonoides a fait
I’objet de nombreux travaux, celle par contre du facteﬁr_tempérétu_re a été trés peu
abordée. Paynot et al, (1966) ont souligné qué les températures'basses' favorisent
o " - la production des anthocyanes et les flavonols chez Begonia gracilis. i

‘ . - Chez A.S'plenium lrichomonas, aux .basses températ'uresv la ~biosynthese des
‘ | flavonols est favorisée par rdpport a celle des ]eucoanthOCyanes, apparemment
| F - : moihs’ sensible a ce facteur de milieu (Voirin et al., 1972). | '

" Dans le cas de Vicia Jaba, les différences d'exsudation entre 4°C et 30°C

pouvait étre expliquées par un processus de solubilisation plus efficace & haute

| v température qu'a une température basse. Si nous considérons le compartiment de
la partie interne et vivante de la graine appelée cotylédon, il s'agit clairement d'un
w o _ mécanisme actif sur le procédé d'exsudation pour cv Blaﬁdine, les cot'ylédonvs
iR contiennent initialement 2.7mg de composés phénoliques 'p'ar'. unité de graine,

tandis qu’apres 24 heures d'imbibition dans le milieu, la quantité de 'p.hénols

IR | 3 5
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_ |
6. Essal d’identification des composés actlfs vis a vis de genes nod

6.1 Procédure d’analyse structurale
6.1.1 Approche générale _

Nous rappelons que la technique employee pour l'extraction des composes
phénoliques des exsudats racinaires et extraits de racines est décrite dans le
chapitre 11. Pour une identification préliminaire nous avons fait appel au couplage
CLHP/UV. L’examen des spectres obtenus par multidétection permet une
pfemiere approche de I’identité des composés représentés paf chacun des pics.

La figure 20 montre le chromatogramme global des exsudats racinaires, des
extraits de racines et des hydrolysats de racines. Les pics de chaque extrait |
détectés a 280 nm, correspondent a différentes classes de molécules chimiques

(tableau 18, 19, 20).

6.1.1.1 Exsudats racinaires .
Nous avons obtenu 5 classes chimiques dans les exsudats racinaires qui

sont les suivants (tableau 18):
= classe des acides phénols: composés en C7 (pics 1,6, 7,9)
— classe des flava»ne 3-ol: composés en C15 (pics 3 et 8)
— classe des flavones: composés en C15 (pics 4 et 5) |
- classe des flavanones: composés en C'lS‘(pics'l'l et 13)

- = classe des 1soflavones composés en C15 (pics 2 et 12)

\ Les molecules qui présentent la capacité d’induire les ,(_.,enes nod sont

représentés par les pics 4, 5, 11 et 13 (figure 23).
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N° des pics Temps. de UV Amax Classe
Exsudats - retention (nm) phénolique
[L_racinaires (mn)
1 12.4 252 - 310 Acide phénol
2 13.2 265 Isoflavone
3 19.8 275 Flavanol
4 23.6 272 -354 |  Flavone
5 24.2 272 - 327 Flavone
6 28.3 272 - Acide phénol
7 33 266 Acide phénol |-
.8 34.1 275 Flavanol

9 45.7 268 Acide phénol
10 46.6 275 - 330 -
11 54.3 286 Flavanone
12 55 312 Isoflavone
13 557 | 280 -\Flavanone

Tableau 18. Classes phénoliques des exsudats racinaires

de Vicia faba cv Alfred

6.1.1.2 Raéines natives

Nous avons mis en évidence une seule classe chimique dans les racines de Vicia

Jaba cv Alfred:

- — classe des flavanones: composé en C15: (pic 1, molécule active),

tableau 19 et figure 23.

Tableau 19. Classes phénoliques des racin'es de Vicia fuba cv Alfred.
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exsudés atteinte 3.1 et 3.8 mg 4 4°C et 30°C respectivement. Ce résultat doit étre

lié probablement au réveil d'un métabolisme actif des cellules du cotylédon.

6.2 Orlgme des composés phenollques exsudés par les dlfferents

compartlments de la grame
Dans cet ordre, grame entlere cotyledon° et téguments etalent analyses
Séparement Selon les résultats illustrés dans le tableau 11, les composés
phénoliques étaient surtout localisés dans les coiylédons pour le cultivar Blandine
et dans les téguments pour le cultivar Alfred. Pour le cQ Alfred, le profil CLHP
des exsﬁdats de graines entiéres est étroitement similaire a ceux des cotylédons

seuls. Inversement, cette composition est complétement différente du pattern

‘phénolique des téguments seuls

. Ces résultats suggeérent que les graines intactes de Vicid Jaba poulralent
garder la plupart des phénols contenus dans les téguments et libérer
essentiellement les phénols contenus dans la partie interne de la graine ..c]ui>est le
cotylédon. Un résultat si_milairé a était obtenu avec_cv,Blandine méme si les
téguments €taient basés sur les flavonols; ce comp;@rtement é_fait aussi- souligné
par Graham (1990) concernant I'exsudation des isoflavones des graines de Soja.

L'exsudation des ﬂqvqnes dans les graines de Vicia fab:a cﬂl Muchamiel- a
été étudié par Tomas-Lorente et al, (1990), l'une des flavones a été identifice
comme la 7,4-dihydroxyflavone. Cette molécule était auparavant iidentifiéev
comme inducteur de nodulation chez Trifolium repens (Peters et al., 1986). 1l est

intéressant' d’identifier les flavones dans les exsudats de graines de Vicia faba;

~ces molécules peuvent jouer un rdle important dans la relation plante -Rhizobium

(Tomas—Lor‘ente-ét al.,;-1990). »

Nous ;.)ouvorvlis conclure que les.deux cultivars présentent un pattern
phénolique différent basé essentiellement sur de phénols simples et flavonols chez
cv Blandine et sur des composés de type catéchines chez cv Alfred. Le procédé
d'exsudation des graines des deux cultivars donnent des quantités.dez COmMposes

similaires libérées dans le milieu.
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4k

Le métabolisme bhénolicjue des exsudats de graines de £123"** est différent

de celui des deux cultivars Alfred et Blandine; la graine du nodulant 123"

exsude surtout des flavones et catéchines alors que les deux cultivars libérent dans

le milieu plus d’acides phénols que de flavones.

Les téguments de tous les génotypes étudiés sont caractérisés surtout par

‘des tannins condensés sauf le génotype Blandine. Le suivi CLHP de la fraction

F1 et F2 des mutants nous a révélé des composés de type monc}.m’éres © les
flavones, catéchines et acides phénols. Les éompose’s polymeéres qui sont les

tannins condensés sont absents dans ces fractions puisqu’ils n’ont pas migré en

~CCM.

Les tannins condensés ou polymeres catéchiques -sont présents dans ies
téguments de cv Alfred et 'les: 3 mutants £123""", f32"", f487. Ces composés jouent
un role dans la vie de la plante comme la résistance a certaines maladies
(Sta_t'ler, 1970) et empéche l'attaque des champignons pendant’la germination
(Harris, 1969). Les mécanismes de ces compo;és sur I'influence de la nodul'a‘tio‘n
restent incbrmus (Pankhurt et Jones, 1979). o

‘Nous avons remarqué que ces tannins n'étaient pas libé’rés dans le milieu

mais restent stockés dans les téguments de la graine, seulement les catéchines sont

‘exsudés des graines et racines. Si, le rdle de ces molécules sur les

microorganismes reste vague, certains auteurs suggerent qu'il sont une source de

carbone pour les bactéries (Gajendiran et al., 1988).

6.3 Cinétique des composés phénoliques des exsudats racinaires et
racines chez Vicia faba cv Blandine

Pour mieux comprendre le role des composés phénoliques dans la relation

Vicia faba-Rhizobium, il était intéreésant d'étudier la cinétinge de l'exsudation des

composés phénoliques des racines de cv Blandine. Les résultats présentés dans la

figure'16 montrent que les composés phe’noliqués sont libérés trés rapidement dans

le milieu, dés I'émergence des racines. Ces résultats concordent avec ceux obtenus

par D'Arcy-Lameta, (1982); D'Arcy-Lameta (1‘986) montrant ainsi que la quantité.

des composés phénoliques exsudés des racines de Lens culinaris et Glycine max
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était plus élevée pendant les premiers jours de croissance de la racine. Les racines
de cv Blandine exsudent des flavones, flavanones qui sont des molécules
importantes dans le phénoméne de la symbiose.

Du point de vue qualitative, les principaux composés phénoliques exsudés

- appartiennent 2 5 classes phénoliques: des acides phénols, des flavanols, des

flavones, des flavanones et catéchines. En I’occurrence, ces flavones et flavanones

" ont été aussi signalées dans les exsudats de racines de Vicia sativa L subsp nigra

et Vicia hirsuta par Zaat et al., (1987), Zaat et al., (1988). De plus ces composés
phénoliques particuliérement les flavones sont des inducteurs de génes de
nodulation chez Medicago sativa (Peters et al., 1986) et chez Pisum salivum

(Firmin et al., 1986). De la méme fagon les flavanones restent des CoOmposés.

inducteurs de génes de nodulation chez le genre Vicia cités dans le tableau 6.

L'action de ces molécules exsudées par les graines et racines sur Rhizobinm
et ’identification des composés inducteurs de génes de nodulation chez Vicia faba

sont traités dans le prochain chapitre.
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CHAPITRE IV : LES SIGNAUX CHIMIQUES DANS LA
RELATION VICIA FABA ET RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM

¢

1. Introduction

Les légumineuses ont la capacité d'établir une association éymbfotique avec
des .bactéries de type Rhizobium. La bactérie Rhizobium leguminosarum est la
bactérie symbiotique de la féverole. Cette association se traduit par la formation
de nodosités au niveau des racines, dans lequels les Rhizobium réduisent l.'azote
atmosphérique en ammonium, contribuant ainsi & la nutrition azotée de la plante.
La mise en place de cette association necéssite un dialogue moléculaire entre la
bdctene et la plante Les flavonoides produits par les racines vont induire. par
lmtermednalre de la protéine régulatrice Nod D de la bacterle les génes de-
nodulation (g,eneq nod). Ces génes nod sont rcsponsables de la synthese de lipo-
oligosacharides; signal chimique reconnu par la plame ‘hote. La partie
saccharidique du signal (appelé facteur  Nod) est un 011-gomere -de N-
acéthylglucosamine. | ' _ | ' R

Les flavonoides sont des composés importanté de la:r-hisdéphére, et sont _
exsude’sv par la graine‘ et la jeune racine. ls co‘ntr(“)lent'la_transcriptibtf des genes
responsdbles‘ de la réponse symbiotique de la bactérie (Redmont et al., 1986).
Compte tenu du role des génes nod dans le déclenchement du processus de
nodulati_on, l'action des inducteurs de ces geénes peut se concretxser par une
amélioration de I'intensité ou de rapidité de Vinfection de bactéries
symblothues | |

‘ Les flavonoides sont des prodults du métabolisme secondaire de type
polyphénolique trés répandus parmi. les vegetaux. Les flavonoides inducteurs
produits par différentes légumineuses appartenant a des sous familles‘-' tribu ou

genres di‘ﬁférent@ ne sont pas les mémes. Ainsi, les mducteurs produ1ts par

Medicago sattva sont. différents de ceux produnts par Trifolium, Glycine max ou

Sesbania et cette dlversne'p‘ermettralt d'exph,quer une partie de la spécificité
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symb1ot1que entre certaines especes de hazobzum et certames Iegummeuses
(Phillips, 1992). }

L’expression des génes de nodulation de Rhizobium leguminosarum est
induite par des flavones excrétées par les racines et les graines des légumibneuses
(Peters et al., 1986; Redmont et al., 1986; Zaat et al., 1987, Zaat et al, 1989).
Cette induction représente une des étapes les plus precoees identiﬁee dans
I’induction plante-Rhizobiunf. _ | -

Les exsudats de racines ou de gra,i.nes de legumineu_ses contiennent un
grand nombre de molécules inductrices "des- genes nod, leur nature et leur

importance relative dependent de I’espéce considérée (Zaat et al.,1988; Maxwell

OIS L. - r—\‘,

et al., 1990) JLes inducteurs identifids étaient la ]uteolme chez Ia luzerne (Peters

et” al 1986) [’hespérétine et lerlodxc:lfol chez le pois (Firmin et al., 1986,
Spaink et al 1987) le 7, 4’ dlhydroxy avone chez le trefle (Redmom et al.,
1986). .

—"Les produits inducteurs sont excrétés cssentlell(,m(,nt dans une région

située 12 ou a lieu la majorité des infections bactériennes (Djordjevic et al., 1987).
La lutéoline. et le 4, ‘4’-dihydro>§ycl alcone sont deé indueteurs forts libérés
par les graines de Medicago sativa (Hariwig et ézl. ']990). Les graines de cette |
méme plante exsudent 3 autres dérivés de la lutéoline qui sont: la lutéoline 7-O
glucomde 5-méthoxy- luteolme et le 37, 5 - dlmethoxy-luteolme (Hartwig et al.,

Chez Rh/*obmm mel:lo// R /1//‘0//1 et R, leguminosarum, flavones eD

e,

e

@avanones ont été 1dent1hee comme mducteurs de genes nod dans les exsudats {

oo - e et e T pew

%aat et}lvl ("17587) ont ‘mis en évidence 7 mducteuls dans Ies exsud _ “de)
Lricmes de Vicia sanva dont 6 sont des flavanones/ En ce qul concerne V. Lzafaba |
peu de travayx ont été reallses sur I’induction de genes nod.

Notrej sujet d’étude a donc consister. a rechercher et a identiﬁer les
flavonoides exsudés par Vicia faba, qui parait Einduire les génes de nodulation de
R legummosal um bv. viciae dans la relation Vtcm faba - Rhizobinm,

" Dans la premiére partie nous avons etudle I'action des différents exsudats

de graines, racines sur R. le_g-ummosar-mn pgssédant une fusion nod C - lacZ. Deux
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bt

cultivars "Blandme" et "Alfred" ainsi que le mutant de nodulation precoce f123
et le mutant non nodulant f48™ ont €t¢ utilisés.

La deuxiéme partie concerne l'action des dlfferentes fractions (1solees sur
CLHP) sur R leguminosarum nod C-lacZ. ,

Dans la troisi¢éme partle nous avons isolé et identifié les molécules
inductrices, exsudées par les racines de Vicia faba cv "Alfred," par les méthodes

phytochimiques classiques (CLHP/UV visible, CLHP/ ES-SM).

2. Résultats
2 .1 Action des différents extraits bruts: des exsudats de graines et de
racines de Vicia fdba» "¢v Blandine', "cI:v Aifred" et ses mutants
123" et £48 ~ sur Rhizobium leguminosarum nod C- lacZ
La recherche de composés activateurs ou inhibiteurs des génes nod dans les
exsudats de graines et de racines de différentes légumineuses a été fac}iblitée par
I'emploi d’une souche de Rhizobium leguminosarum nod C - lacZ modifiée
génétiquement. Elles coniportent en'effet-, une‘fusionde genes entre les génes nod
et le géne de structﬁré de l'ethme B-galactosidase (lacZ) de E. coli. La détection
et la qu}‘antiﬁcation de l'expression des génes nod en fonction de différents
mducteurs sont réalisées par dosage de l'activité de I'enzyme.

Les experxences effectuees avec l'aide de la souche transformée hazoblum

’legummo.satum nod C - lac Z |(8401pRL1JI) ont mis en évidence l'activité

stimulatrices ou inhibitrices des différents extraits de graines et de racines des
deux cultivars de Vicia faba cv| "Alfred "et cv" Blandine" et les mutants le

" et le'non nodulant f48" Le tableau 15 résume les

nodulant plecoce £123
résultats obtenus de l'action de ces extraits sur I’expression de génes nod C - lacZ
chez R. leguminosarum. » ‘

Ces résultats nous ont per )15 de montrer que 1es exsudats racinaires et les
extralts de racines induisent mieux les genes de nodulation des bactéries que les .
exsudats de graines. Les exsudats de graines n ont pas de molec_ules mductrlces.

Le nodulant précoce f123""" présente une forte induction avec une activité f-
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-galactosidase de 606.25 + 2.20 U. Par contre il n’y a pas de différence d’induction

entre les deux cultivars. Il est intéressant de constater que les exsudats racinaires.
du mutant f48 non nodulant n’induisent pratiquement pas la fusion nod C — lac. Z
de R. legumihosar-um. |
L'avantage de ces expériences réalisées sur les deux types d'extraits
(exsudats de graine's et exsudats de racines) nous ont permis de '»choisir les
exsudats de racines pour 1'é¢tude des molécules inductrices de génes. nod chez

Vicia faba.

o Activité B-galactosidase
Exsudats de graines o
*unités
Témoin non induit 40',76 + 0,75
Vicia faba cv Alfred "25.53 £ 1.08
Vicia faba cv Blandine 16.85 £ 6.08
Vicia faba (f123 nod " ) | 26.01+0.15
Vicia faba (f48 nod ") | 2500+0.15
Exsudats racinaires . \
Vicia faba cv Alfred . 34043 + 0.89 -
Vicia faba cv Blandine _ 258.8+0.64
Vicia faba (£123" ) 606.25 + 2.20
- || Vicia faba (f48 ") 59.25 + 1.13
: Racines
| Vicia faba cv. Alfred © 358.60 + 0.84
|| Vicia faba cv Blandine 479.58 + 0.09
Vicia faba (123" ) | 506.55 + 1.14

Tableau 15 : Action des extraits bruts des exsudats de graines, exsudats
‘de racines et racines des cultivars et mutants de Vicia fuba sur I'expression
de la fusion de génes nod C - lacZ chez Rhizobium leguminosarum | |
Les extraits sont utilisés a 40ul/5.5ml, *chaque résultat est la moyenne de 3 |

|

analyses.
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3. Action des différentes fractions des exsudats de racines, extrait :

de racines et hydrolysats de racines de Vicia faba cv Alfred sur

R. leguminosarum nod C —lac Z ».
L'extrait brut des différentes fractions de cv Alfred est aoalysé par CLHP
(figure 20). De nombreux composés ont été detectes a 280 nm. Pour I'étude de
l'activité de l'mduc‘uon de génes nod par les composes exsudés des racines, des
composes de I'extrait de racines et les composés de lhydrolysat de racines, nous

avons collecté une fraction de chaque extrait toutes les 10 mn (figure20).

3.1 Exsudats racinaires (figure 20) |
Dix fractions d’exsudats racinaires ont été utilisées; pour Iétude de
1"activité de génes nod Nos résultats montrent que les fractlons 3, 15, f6 révélent
une activité biologlque conSIderable Pour la’ fractlon f3 nous obtenons une
activité de la B- galactomdabe de 176.21 + 5.87 U Pour la fraction f5 elle est de
311.68 £ 2.95 U et pour la fraction f6 nous obtenons une activité de 263.88 &
0.57 U. Aucune ac‘uvxte n’est détectée pour les fractxons f1, £2 et f4. La fractxon 7

est activée faiblement par les genes de nodulation; de 1 ;ordre de 135:84 + 2.17 U.

3.2 Extrait de racme (figure 20)
L'extrait de racines de Vicia faba cv Alfred n'a revele qu unr: fractlon active

(f7) qui présente une forte induction de génes nodE de l;ordre de 5f73.67 + 5.20 U.
Aucune induction de génes nod pour les fractions {2, fS f6 n’a été détectée. Les

respectivement 45.88 + 5.7 U et 62.43 + 0.76 U,

fractions f3 et f4 ne spnt }pas non plus activatricos de igénes nod: nous obtenons

33 _Hyvdrolysat de racines (figure 20) -
La figure 20 mgontre le profil CLHP des raoines hydrolysées avec I'activité
de la B-galactosidase des dix fractions collectée's toutes les 10 mn. Deux fractions
f1 et 6 de cet hydrolysat ont induit les génés bactériens. La frdction f6 a 1évélé

une capacnte mductrmce plus. importante de I’ ordre de 485.12 + 1.94 U que la

fraction flde l'ordre de 252.46 +3.77 U.
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,f Figure 20. Analyse par CLHP et induction de génes nod des exsudats racinaires,
racines et hydrolysats de racines de Vicia fuba '
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- A Temps de retention _
B Activité de lajB-galactosidase des fractions piégées sur le chromatogramme
(chaque valeur représente la moycenne de 3 analyses)
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4. Etude du pouvoir d’induction des génes de nodulation de
Rhizobium leguminosarum des différentes molécules isolées soit
“des exsudats racinaires soit des extraits des ‘racines et .des

hydrolysats de racines
Une étude plus approfondie a €t€ réalisée en piégeahf une 2™ fois des pics
montrant une capacité inductrice dans les 3 extraits précédents. Les résultats
obtenus concernant Pinduction de genes nod des différents exiraits sont illustrés
dans le tableau 16 et ﬂguré 21. |

Nous avons mis en évidence 6 molécules inductrices de génes nod de R.

~leguminosarum dans les différents extraits de Vicia faba cv Alfred. Deux

COmposes vphénoliques inducteurs, isolés des exsudats racinaires représentés par
3a (Tr = 23.‘6’ mn) et 3b (Tr = 24.2 mn) ont. induit la B-galactosidase (156.65 +
5.85U) | TR | |
Une seule molécule isolée des racines de I’extrait natif nommé 1 (tr = 64.3
mn) a induit fortement les geénes nbd avec une activité de”42_6.13_ + 026 U
comparée aux témoins la naringénine et I’apigénine. | | v | |
‘A Quatre composés inducteurs de génes nod, contenus dans les hydrolysats de
racines correspondent aux pics suivants 1b (Tr = 13.2) avec une activité de
291 .:12 +3.21U, au pic‘2a’(Tr = 55.4 mn) avec une activité de '155.2 1 +2.09 U et
aux deux pics 2b (Tr = 56.3 mn et Tr = 57 mn) ayant une forte activité de 1’ordre

de 445.29 + 0.98 U.
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3
| , | 1 Molécules Temps -Activité de la
‘N] ‘ : Liductrices | de retention (mn) B-galactosidase (U)
A - | 1b 132 291124 3.21
3 RH 2a 554 155214 2.09
7 | | S 563 | R
: ' 29 + 0.98
| o | 445.29 + 0.9
T R 3a 23.6
] ‘ ER . 156.65 + 5.85
S 3b 242 | T
RN 1 643 | 42613+ 026
T o Naringénine 54.3 | 42101+ 124
Témoins de | APigenine | 744.25 + 2.55
D Catéchine I 3102 157

Tableau 16. Molécules inductrices des génes nod, isolées des

T exsudats récinaires (ER), de racines (RN) é't de racines hydrolysées (RH)F |
: de Vicia faba cv Alfred. o |

Les extraits sont utilisés a 40 ul/5,5ml, chaque résultat est .la‘moyenne de 3

|
analyses.
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5. Caractérisation par CCM des composés responsables de
Pactivité des génes nod de ’extrait et de racines sur Rhizobium
leguminosarum nod C - lac Z (figure 22) | |

- Nous avons effectué une chromatographie ‘bidime(nsionn’el’le avec ’extrait

de racine (figure 22), et nous avons ainsi mis en évidence 9 composés majeurs et 6

mineures. La recherche des composés inducteurs de la fus,ibn de gé_n_e’s' nod C -

lac Z a été réalisée avec certains composés J1, 12, 13, BI, J'P4; V3. Les résultats
présentés dans le tableau 17 montrent que seul le composé J2 révéle:unc forte
activité inductrice (526.17 +2.54 U). Les composés jp4 et j3 ont aussi une activité

inductrice mais.lnoiﬁs forte que le composé J2 (253.86 + 0.30 U et '159.97 +

- 3.94 U, respectivement). Les autres composés J1, B1 et V3 n’ont aucun effet sur

I’induction de geénes nod.

‘Racines cv Alfred

=3 2

—— |
)

i
]

Composés Activité de la B-galactosidase
J1 0
J2 526,17 * 2,54
33 159,97 + 3,44
Bl 38;77.
IP4 253,862 0,30

V3 - 37,84

Tableau 17. Etude de I’induction de génes nod de Rhizobium leguminosarum
par des molécules extraites des racines de V. fuba cv Alfred

et isolées sur CCM,
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Jaune (Flavanone)

' Bleu (Acide phénol)

[ Viole (Flavone)
[ Jaune péle

\\Y

B6 B7

Dépot initial

B1

Figure 22. Composés phénoliques des racines de Vicia fuba cv Alfred

Chromatographi¢ bidimensionnelle

Support : cellulose

Solvant ;

lére

dimension : tButanol, acide acctique 3:1:1
2*" dimension : Acide acétique 15%
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Figure 23. Analyse par CLHP et molécules activatrices de génes nod des exsudats

racinaires, racines et hydrolysats de racines de Vicia faba cv Alfred

(Trait hachuré @ Activité de la B-galactosidase des pics piégés sur le Chromatogrgmmc)
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flavones et surtout flavanones. Cette derniére classe a été mise en évidence dans

les exsudats racinaires de Vicia sativa (Zaat et al., 1989; Recourt et al., 1991).

6.2 Identification des molécules inductrices de génes nod des exsudats
- _ - racinaires, extraits de racines et racines hydrolysées

| | Pour identifier et confirmer l;identité des molécules.-indqctrice's nous avons
- utilisé la co—chromatographié et pratiqué le couplage CLHP/ES-SM (Annexe 4).
‘ Cette spectrométrie de masse utilisant la méthbde d'ionisation par électi‘ospray "
- | - (ES-SM) constitue une technique de choix en raison de la douceur de I'ionisation. |
Cette technique permet d'accéder a la masse moléculaire de chaque composé

- ‘ moléculaire.

7] 6.2.1 Molécules inductrices de génes nod chez Vicia fuba cv Alfred
6.2.1.1 Exsudats racinaires: Molécules de la famille des flavones

_ a) ER4 (Composé 4 des exsudats racinaires)
Le composé 4 présente un temps de refention de 23,6 mn, un spectre
UV/visible de 272-354 nm et un spectre de masse avec un pic moléculaire m/e de

302. Ces données nous oriente vers la molécule suivante: la tricétine (5,7, 3', 4', 5"

:—W | pentha-hydroxyflavone ), (figure 24).

l
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UV/vnslble de 272-327 nm et un spectre de masse avec un pic moléculaire m/e-de
246. Aucune hypothése d'identification ne peut étre donnée a ce compose, (figure

25)

6.2.1.2 Exsudats racinaires: Molécules de la famille des
flavanones : ' '

a) ER11 (Compose 11 des exsudats racmalres)
Le composé 11 presente un temps de retention €gal a 54,3 mn, nous avons
pratiqué une cochromatographie avec la ninringénine comme témoin. Ce composé

11 est une molécule de type flavanone qui est : la naringénine
OH

OH

oH O

5,7, 4’ trihydroxyflavanone (naringénine)

6.2.1.3 Racines: Molécules de la famille des flavanones
a) RN1(composé 1 de'l'extrait de racine) '
 Le composé 1 présente un temps de’ retention de 64,3 mn, un spectre

UV/visible de 294 nm et un spectre de massF avec un pic moléculaire m/e de 302.

Ces données nous orientent vers le Me- )' ériodictyol (4', 5, 7-triOH, 3'-OMe

flavanone), (figure26). |
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Figure 24, Spectre de masse du composé ER4 (tricétine)
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OCH3

OH ©

4,5,7 triOH,3’ ;OMe flavanone

(Mé—3_’ ériodictyol)

6.2.1.4 Hydrolysats de racines: Molécules de la famille des
flavanones :

a) RH.1 (composé 1 des hydrolysats de racines)
Le composé 1 pleseme un temps de retentlon de 13,2 mn, un spectre.
UV/VISlble de 284 nm et un spectre de masse avec un pic moleculane m/e de 302.

Ce composé est le Me-3' rlodlctyol (ﬁgure 27).

b) RH.7 (composé 7 des hydrolysats de racines) . | v

Le composé 7 présente un temps de retention de 56,96 mn, un speciré,de ‘masse
avec un pic moléculaire m/e de 288, ce compo‘sé est identifié a I’évr'iodictyol, ‘
(figure 28). I

| | OH

OH o}

3,4, 5,7 tétrahydroxy-flavanone _'

(ériodictyol)
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Figure 27. Spectre de masse LC/SM du composé RH1 (Me-3’ ériodictyol)
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Figure 28. Spectre de masse LC/SM du composé RH7 (ériodictyol)
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Figure 29. Spectre de masse LC/SM du composé ER2 (5,7 diOH, 4’ OMe isoflavone).
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7. Composés non inducteurs de génes nod chez Viéiafaba cv Alfred

Comme nous l'avons déja signalé dans la partie bibliographique, que la
plante contrdle le niveau d'activité de génes nod en exsudant aussi des composés
inhibiteurs de genes nod ceci a été démontré chez la Luzerne (Peters et al, 1986).
Chez Vicia faba cv Alfred, des acides phénols, i-s‘oﬂavones, flavonol et catéchines

n'ont pas induit les génes nod de R. leguminosarum.

7.1 Exsudats racinaires

a) ER 2 (composé 2 des exsudats racinaires)

- Le composé 2 présente un temps de retention de 13,2 mn, un spectre

- UV/visible de 265nm et un Spectre de masse ayant un pic moléculaire m/e de 284.

Nous prOposons une molécule de type isoflavone( 5,7-diOH,4'-OMe. isflavone),

(figure-29).

.OCHS3

5,7 diOH,4’OMe isoflavone

o b) ER. 6 (composé 6 des exsudats racmalres)

Le composé 6 présente un temps de retention de 283 mn, .un spectre:
UV/visible de 272nm. Le spectre de masse nous donne un pic moléculaire de 162.

C’est une molécule de type acide phénol, (figure 30).

¢) ER.8 (composé 8 des exsudats racinaires)
~ Le composé 8 presente un temps de retention de 341 mn un spectre
UV/v131ble de 275nm . Le spectre de masse a un pic moleculamre m/e de 284. Ce

composé est identifié au 5, 7 diOH-4'OMe isoflavone, (figure 31).
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! Figure 30. Spectre de masse LC/SM du composé ER6
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Figure 31. S[)eétre de masse LC/SM du composé ERS (5,7 diOH, 4> OMe isoflavone)
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’ ,d) ER.12 (composé 12 des exsudats racinaires)

Le composé 12 présente un temps de retention de 55,3 mn, un spectre
UV/visible de 312 nm . Le spectre de masse a un pic moléculaire m/e de 270.

Ce composé 12 est une molécule de type isoflavone, (figure 32).

7.2 Hydrolysats de racines _
a) RH.2 (composé 2 des hydrolysats de facines)
Le composé 2 pré"sente un temps de retention de 26 mn, un spectre
UV/visible de 280 nm. Le spectre de masse nous donne un pic moléculaire m/e de

258, c’est une molécule de type catéchine, (figure 33).

b) RH.3 (composé 3 des hydrolysats de racines)
Le composé 3 présente un temps de retention de 43,9 mn, un spectre -

UV/yisible de.323-.285nm. Le spectre de masse nous donne un pic moléculaire

m/e de 196, il s’agit de Iacide férulique, (figure 34).

CH =CH-COOH

OH

Acide férulique

¢) RH.4 (composé 4 des hydrolysats de racines)
Le composé 4 présente un temps de retention de 53,8 mn, un spectre
UV/visible de 324-,287nm. Le spectre de masse a un pic moléculaire m/e de 200,

il s’agit de ’acide syringique (figure 35).
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Figure 34. Spectre de masse LC/SM du composé RH3 (acide férulvique)v
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d) RH.5 (composé 5 des hydrolysats de racines)
Le composé 5 présente un temps de retention de 54 mn, un spectre
UV/visible de 263 nm. Le spe'ctre de masse avec un pic moléculaire m/e de 270

nous oriente vers une isoflavone, (figure 36).

¢) RH.8 (composé 8 des hydrolysats de racines)
Le composé 8 présente un tvemp's de retention de 57,28 mn, un spectre
UV/visible de 266-350 nm. Le spectre de masse nous donne un pic moléculaire |

m/e de 302, nous sommes en présence d’une flavonol la quercetine (ﬁgﬁre 37).

OH O

3,4,5,7, pentahydroxyflavone

(quercetine)
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- Conclusion

Les résultats‘de 'étude des composés inducteurs de geénes nod identifiés
dans les exsudats de racines, racines et hydrolysats de racines sont récapitulés
dans le taBleau 21. Nous avons mis en évidence 5 composés induct_eur§ de génes
nod dans les différents extraits de Vicia bfaba de cv Alfred (exsudats racinaires,
racines et hydrolysats de racines) parmi eux noué avons:

~ Deux composés identifiés comme inducteurs de génes nod dans les
exsudats racinaires sont de type flavone: ER.4 (la tricétine ) et de

type flavanone: ER. 11 (la»naringénine).

— Un seul composé inducteur de génes nod est mis en évidence .dans
les racines: de type flavanone le RN.1 (Me-3' ériodictyol).

— Deux composés inducteurs de génes ont été identifiés dans 'les,
hydrolysats de racines de type flavanone qui sont les suivants: le
RH.1(Me-3' erlodlctyol) et le RH.7 (erlodlctyol)

Nous remarquons qu’il existe "un mimétisme" de I’extrait des racines en
conditions naturelles par rapport au hydrolysats de racines. Ces déux extraits,
nous ont révélé dans ies deux cas uhe molécule ind’uctricé de génes nod de type
flavanone qui est le Me-3' ériodictyol. Si nous comparons les ‘molécules
inductrices de génes nod dans les ‘exsudats racinaires et hydrolysats de racines,
nous constatons que ce "mimétisme" de I’exsudation ne ﬁgure pas dans 4ce cas la,
puisque la molécule inductrice qui le Me-3' ériodictyol ne figure pas dans les
exsudats_racihaires. Les autres composés appartenant a la classe des acides
phénols, flavonol (que‘rcétine) et flavanes 3-ol restent inactifs sur les génes nod de

R. leguminosarum.

8. Discussion

Les flavonoides sont des molécules import:antes' dans - la relation
légumineuse-Rhizobium pour letabllssement de la symbiose (Redmont et al.,
11986). Notre principal Objectlf est: d'1dent1ﬂer les molécules inductrices de genes

nod dans les exsudats de racines, racines et les hydrolysats de racines.
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8.1 Exsudats de graines non inducteurs de génes nod chez Vicia faba

cv Alfred

Comme nous l’avons déja signalé dans le chapitre I, les flavonoides

-exsudés par la graine sont supposés étre les premiers inducteurs des génes nod,

car ils sont exsudés en premler avant les exsudats de racine, par exemple 1a

”luteolme adtéle premler ‘inducteur 1sole dans les exsudats”ife grames de Medzcago

satzva (Peters et al, 1986)] Dans notre cas les exsudats de grames des deux

cu Tlvars de Vzcza faba cv "Blandme et cv "Alfred" ainsi que les deux mutants, le

nodulant précoce 123" et le non nodulant f48~ n’ont pas induit les génes nod de
R leguminosarum. Nous ne pouvons pas mettre en cause les proanthocyanidines
(tannins condensés) comme l'ont signalé certains auteurs (Pankhurt et Jones,
1979), puisque "Blandine" est un cultivar sans tannins. Si, les exsudats de graines
n'ont pas induit les génes nod de la bactérie R. leguminosarum, en revanche, les
exsudats de racines et racines des deux cultivars "Blandine", "Alfred" et le

™ 1'ont induit.

nodulant précoce 123
8.2 Molécules inductrices de génes nod chez Vicia faba cv Alfred:
Flavones et flavanones (tableau 22)
8.2.1 Exsudats racinaires ‘

Les exsudats racinaires de cv Alfred libérent de nombreuses molécules
parmi elles flavones, flavanones, catéchinés et acides phénols. Mais les molécules
qui induisent le mieux les génes nod “de R. legumihosarum sont surtout de type
flavone, comme la tri'cétine ( 5, 7, 3°, 4, 5' penthahydroxy-flavone) et de type
flavanone, comme la naringénine (5 7, 4’ trihydroxy-flavanone). Nos résultats
sont en accord avec ceux de (Zaat et al 1989; Recourt et al., 1991) qui ont
identifié des molécules surtout type flavanone comme inducteur de genes nod

dans les exsudats racinaires de Vicia sativa.

8.2.2 Racines
Un seul composé le Me-3' ériodictyol qui est majoritaire dans Pextrait de

racine, a induit fortement R. leguminosarum. Chez d'autres espéces végétales
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comme le'tréfle, un trés fort inducteur le 4°, 7-dihydroxy-flavone a été isolé de
I’extrait de racine. Deux isoflavones, la daidzeine et la génisteine sont les
COMmMpOSES :majeurs d.a‘ns les extraits de racines de Soja (Glycine max), ils sont
responsables de I’induction de genes nod chez B. jc:p();rictlnzi(tabl‘eau 22),

(Kosslak et al., 1987).

8.2.3 llydrolysdts de racines
Deux flavanones ont la capacité d’induire les g,enes bactenens dans les
hydrolysats de racines de cv Alfred. Le composé RH.1 qui est Mc-3 erlodu,tyol et
le composé RH.7 qui est I'ériodictyol, (tabléau 22). Les flavonoides suivants
(euodnctyol et hespéritine) restent de meilleurs mductcurs de R legumuwaarum

chez Vicia sativa et le-pois (Zaat et al.; 1987; Firmin et al., 1986).

9. Molécules non inductrices de génes nod chez Vicia faba cv

‘Alfred: Isoflavones et acide phénols

9.1 Exsudats racinaires |

- Deux composés de type isoflavone le ER.2 (5,7-diOH, 4'OMe -ibsoflavone)
et le ER12 et un composé de type acide phénol le ER.6 n'ont pas induit les génes
nod de R. leguminosarum. | .

* D'autres familles de flavonoides, les flavonols restent des composés non

inducteurs de génes nod chez d'autres espéces végétales, comme vpar exemple le

kaempferol qui inhibe complétement l'induction de génes nod des exsudats

- racinaires de Vicia sativa (Recourt et al., 1992).

D’aprés certains - auteurs- (Kosslak et «l., 1987), deux isoflavones la
daidzeine et la génisteine sont identifiés comme des signaux chimiques chez B.
Japonicum et R. fredii. Dans notre cas, les isoflavones du cv Alfred ont é1é

inhibiteurs de génes nod de R. leguminosarum.

9. 2 llydrolysats de racines
Les Composés de type catéchique (RH2 RH3, RH4), les composes de type
acides phénols et les molécules de type flavonols RH8 (quercétine) n'ont pas

induit les génes nod de R. leguminosarum.
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De nombreux travaux ont montré que tous les flavonols testés sur R.
leguminosarum biovar viciae, trifolii et R. melfloti restent inactifs (Djordjevic et
al., 1988; Redmont et al.;1986; Rolfe et al., 1988, Zaat et al., 1987, Zaat et al.,
1988). Quatre glycosides de flavonols (kampférol 3-0 glycoside ) identifiés dans
les racines dé Vicia sativa étaient incapable d'induire R. leguminosarum bv viciae.

Il est intéressant de noter que certaines molécules agissent comme
inhibiteur dans un sy‘stéme symbiotique peuvent agir comme activateur dans un
autre systéme. Comme par exemple la quercétine inhibitrice de géne nod chez
Vicia faba et activatrice chez Phaseolus vulgaris (tableau 22);, (Hungria et al.,

1991a).

10. Catéchine et Rhizobium

Nous avons testé deux témoins de type catéchique la (+) catéchine et la D
catéchine sur R. leguminosdrum nod C —lac Z. Les génes nod de R. leguminosarum
nod C — lac Z sont activés faiblement par la (+) catéchine alors que la D catéc_hihe
inhibait complétement les génes nod de cette bactérie (tableau 16). Dans les
exsudats racinaires et extraits de racines aucun dérivé catéchique n’a induit R.
leguminosarum nod C — lac Z.

Cooper et al, (1992) ont mis en évidence de la catéchine dans les nodules
Fix" du Lotus pendunculatus et non dans les nodules Fix". Les tannins condensés
sont absents chez les nodules Fix" mais ils sont présents dans les nodules Fix".

Nous pouvons &supposer que la catéchine peut présenter une certaine
activité envers les génes nod de la bactérie.

Les tannins appliqués dans le sol sont révélés comme des inhibiteurs de la

nodulation chez les haricots et autres légumineuses (Blum et Rice, 1969;

Muthukumar et al., 19851jLes “tannins—inhibent Ta croissance des hazobz@g

e e e et e

@nkhurt et Jones, 1979). /Cependant le rﬁécamsmemuel les tannins
rédMon réste un phénomeéne a éclaircir.

Les résultats trouvés auparavant nous ont montré que lesi exsudats de
graines de Vicia faba cv Alfred et le nodulant précoce 123" avecé: tannins et le

cultivar cv Blandine sans tannins n’ont pas induit les génes nod de R.
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legl)nli)ros'czr'ulwr nod C - 'lac Z. Ceci n’est pas dut a la prééence de tannins
condensés dans ces graines mais peut €tre aux composés antagonistes de
I"induction de'génes_ nod existant dans les graines de V. faba‘ o
D’aprés Djordjevic et al, (1987), les 1égumineuses exsudent égalemen’f des
composés antagonistes de I’induction de génes'nud C;a sont des isoflavones et des
coumarines et que l mductlon finale depend du rapport composés mducteurs /

composes antag,omstes
Dans notre cas nous supposons que 1’ inhibition de genes nod dans les
exsudats de graines des cultivars et mutants est dut probablement a certains

composés antagonistes présents dans les graines.

Conclusion
Les exsudats de graines n’ont pas été les principaux inducteurs de genes

nod chez les cultivar‘s Blandine, Alfred et les deux mutants f123' H , {487 deVicfa

- fuba. Ce sont les exsudats racinaires et racines hydiolybccs qui ont 1epondu le

mieux aux tests de I’ mductlon de genes nod. |

Nous avons trouvé que les inducteurs de geénes nod issus des eXsudats
racinaires de cv Alfred sont la tricétine et la naringénine. . | '

Les inducteurs de génes nod mis en _évidehce dans les -hydrlolysats de

racines sont de type flavanone: le Me-3' ériodictyol et 1'ériodictyol. Une seul

‘composé inducteur de génes nod le Me-3' ériodictyol a été identifié dans les

racines de Vicia faba cv Alfred.
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Conclusion géncrale

chez la plante hote.

CONCLUSION GE NEJRALE

Les légumineuses ont la capacité d’assurer une grande partie de la nutrition
azotée grace a une symblose avec des bactéries du sol du groupe Rhizobium. Cette
symbiose s’effectue au sein o organes particuliers; les nodosntes, é_iége de la
fixation blOlOf,l(]ue de I’azote atmosphérique.

Des travaux concernant la fixation bxolognque de I’azote par la symbiose
Rhizob/um-leg,ummeuses sont conduits dans de nombreux laboratoires travaillant

dans des disciplines diverses. En outre le laboratoire d’amélioration des plantes de

Dijon a débuté il y a dix ans; une étude génétique des caractéres symbiotiques

Notre ¢tude sUr la relation plante- Rhiz obmm avait pour double objecm
d’ une part d’étudier I‘a physxologle du métabolisme phénolique chez les cultivars

et mutants de Vicia | faba en se basant surtout sur I’exsudation des composés

‘phcnolxques des graxines et racines de cette espéce, d’autre part d’analyser et

identifier les signaux} symbiotiques dans la relation Vicia faba- Rhizobium. Nous

- avons abordé tout d’abord ’exsudation des composés phénoliques dans les

différents compartimf;:nts de la graine et au niveau de la ra_cihe..
En effet, l.’exs§udatio'n des compc)éés phénoliques de la graine entiere était
favorable a 30 °C qu’ 4 4 °C chez les deux cultivars Blandine et Alfred. |
Nous avons mpntré que les composés phénoliques étaient surtout localisés

dans les cotylédons pjour le cv Blandine et dans les tégume_hts chez le cv Alfred ot -

- que ces deux culﬂivars présentent un patfern phénolique différent basé

essentiellement sur des phénols simples et flavonols chez cv Blandine et sur des
composés de types‘catechlques chez cv Alfred. Le pattern phénolique des

' oest domme surtout par des

exsudats de g,ralnes du nodulant précoce f123
flavones et catechmes Au niveau tc;,umentalre tous les génotypes etudles sont

caractérisés surtout; par les tannins condensés _sauf le benotypev Blandine.

Cependant, ces tannips condensés ne sont pas exsudés dans le milieu mais restent
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‘stockés dans les téguments de la graine; seules les molécules de type catéchique

sont exsudées des graines de Vicia faba.

Les exsudats de racines de Iégumineuses contiennent un gramd unbmbre de
mdlécules inductrices de genes nod (Firmin et al., 1986, Re-dmon't' ci al., 1986). ‘
Cette induction représente une des étapes les plus précoces dans D’interaction
plante-Rhizobium. Ceci nous a amené a étudier la- cinétique des COMpPOSES |
phénoliques (flavonoides) des racines de cv Blandine pendant les pren'liers 21
jours de croissance. Les résultats obtenus nous ont révélé que les composés
phénoliques sont libérés dés les» premiers jdurs de la vie deé plantules et que les
racines exsudent des flavanones et flavones, ces molécules jouent un role

important dans le phénoméne de la symbiose.

Les signaux chimiques émis par les exsudats racinaires et racines de Vicia

Jaba cv Alfred étaient les flavones et les flavanones. Les composés inducteurs de

génes nod identifiés dans les exsudats racinaires sont la tricétine (5, 7, 3’, 4’

penthahydroxy-flavone) et la naringénine (5 7, 4’ trihydroxy-flavone). Dans
e e S ‘

I’extrait de racines un seul composé a induit les génes nod de la bactérie c’est le

Me-3' ériodictyol. L hydrolyse de cet extrait de racines nous a révelé deux
molécules inductrices de  genes nod qui sont: le Me-3' ériodictydl et
I'ériodictyol. Les autre's".v-c'omposés mis en évidence: les acides phénols, flavonols,
isoflavones et dérivés catéchiqﬂes ont une action inhibitrice des génes nod envers

R. leguminosarum nod C - lac Z.

Compte tenu du role des geénes nod dans le déclenchement du processus de

nodulation, P"action des inducteurs de‘: ces génes peul se concrétiser par une

amélioration de I’intensité ou de la rapidité de I’infection de bactéries induites.

‘Certains auteurs ont réussi a mettre en évidence une augmentation de I’un
ou de ’autre de ces parametres chez des cellules traitées avec un inducteur des

génes de nodulation . L’application de la lutéoline (Kapulnik et al., 1987) ou de la
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naringénine (Jain et al.,1990) dans la rhisosphere de plantes de Luzerne éléve le
nombre-et la masse de nodosités par plante. '

La premcubatlon de la souche de K. legummosarum bv trifolii ANV8483 _
avec la 4’-dihydroxy-flavone accroit sa vitesse d’initiation de D’infection par

conséquent sa compétitivité (Rolfe et al., 1987).

Dans notre étude nous nous sommes intéressés surtout aux signaux
chnmqucs dans la relation Vicia faba cv Alfred —Rluzobmm legumuwsarum Les

études futures devront dans un premier temps comp!eter lldentlﬁcatxon des

“composés inducteurs de génes nod des exsudats racinaires et racines des mutants

de Vicia fuba £123""" et f487, et dans un deuxiéme temps, s’intéresser a

e

I'inoculation des exsudats racinaires d'une super nodulante £123° " sur une non

nodulante 487 | pour voir si on restaure la capacité des bactéries a noduler; ou si

seulement un probléme d'exsudats.
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. Annexe 1. Fleurs blanches avec ailes noires de Vicia faba
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Annexe 2. Gousses de 8 4 20 cm de longueur de Ficia faba
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- Annexe 3. Graines de vicia faba cv Alfred au 3™ jour de germination
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Annexe 4.

Chromatogrammes LC/SM et LC/UV
des exudats racinaires et hydrolysats de racines

de Vicia faba cv Alfred
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