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RESUMf 

La symbiose Rhizobium-légumineuse, qui conduit à la formation des 

nodosités sur les racines des légumineuses est gouvernée par un échange de 

signaux moléculaires très spécifiques entre les deux partenaires. Les composés 

phénoliques (flavonoides) émis par la plante déclenche la transcription des gènes 

de nodulation de la bactérie. Afin de déterminer l'importance de l'exsudation 

phénolique de la graine et de la racine et l'étude de l'induction de gènes de 

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

Dans un premier temps, l'exsudation des composés phénoliques de la graine 

entière des deux cultivars de Vicia faba cv Blandine (sans tannins) et le cv Alfred 

(avec tannins), était plus favorable à une température de 30°C qu'à 4°C. 

L'analyse par CLHP nous a révélé que les deux cultivars présentent un 

pattern phénolique différent. Le pattern phénolique de la graine entière de cv 

Alfred renferme des acides phénols et catéchines, quant aux flavones elles restent 

des composés mineurs dans ce type de compartiment; les téguments seuls 

contiennent surtout des tannins condensés. Le palier;i phénolique de la graine 

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

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

dihydroflavonol. Le métabolisme phénolique des exsudats de graines du nodulant 

précoce fI23' est riche en flavones et catéchines, en ce qui concerne le non 

nodulant f48 , il est constitué de flavones, dérivés catéchiques, acides phénols et 

tannins condensés. 

Pour mieux comprendre le rôle des composés phénoliques dans la relation 

Vicia faha - Rhizobium, nous avons étudié la cinétique de l'exsudation des 

composés phénoliques des racines du cultivar Blandine, les résultats obtenus nous 

ont montrés, que ces composés sont exsudés dès les premiers jours de croissance 

de la vie de la plantule. Ces racines exsudent surtout des molécules de type 

flavones et flavanones qui jouent un rôle important dans le phénomène de la 

symbiose. 



Dans la dernière étape de ce travail nous avons identifié les molécules 

inductrices de gène de nodulation dans les exsudats de racines et racines du 

cultivar Alfred. Ces composés inducteurs de gènes nod dans les exsudais 

racinaires sont la tricétine et la naringénine. Dans les racines, un seul composé a 

induit le gène iiod de la bactérie Rhizobium Iegunzinosarutn : c'est le Me-3' 

ériodictyol. Deux inducteurs de gène iioci ont été révélés dans les hydrolyses de 

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

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

catéchi ne, flavanone, flavone, Rhizohium Iegutiiino.sarutn. 



SUMMARY 

The leguminous-Rhizobium Symbiosis which conduct to the formation of 

nodosities on the legumonous's roots is controled by an exchange of a very specific 

molucular signes between the two partners. The 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 and the 

study of the genes induction of nodulation in Vicia faba, two différent 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 

tannins), was more favorable to a temperature from 30°C to 4°C. The HPLC analyses, 

- 

	

	 demonstrate to us, that the cultivars present a différent phenolic pattern. The phenolic 

patterns 0f the whole sced of the cultivar cv Alfred contain phenolic acids and catechin, 

- 

	

	 whilc the flavones that remain the minor components in this type of compartment. The 

seed coats alone espccially contain condensed tannins. The phenolic patterns of the 

- 

	

	 whole seed and the cotyledons of the cv Blandine is essentially based on phenolic acids. 

The sccd coats was dominated by flavones, flavonols, phcnolic acids and a 

- 	 dihydroflavonol. The phenolic metabolism of the seeds exudates of the nodulant f123 

is rich in flavones and catechins and what concern the non nodulant f48, he is 

constituted of flavones, the catechin derivatives, phenolic acids and condensed tannins. 

For a better understanding the rôle of the phenolic components in the Vicia faba-

Rhizobium relation, we have studicd the kinetic exudation of the phenolic component of 

Blandine cultivar roots. The data indicatcd that phenolic componds were rapidly released 

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

the first day aftcr the seed germination. These roots exude molecules of flavones and 

flavanones type which play a leading role in the symbiosis phenomena. 

- 	 The last step of this work, we have identified the inducer molecules 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 induccd the nod gene of the Rhizobium leguminosarum 

- 

	

	 bactcria: U is the Mc -3' eriodictyol. Two iducers of the nod gene have been revealed in 

the hydrolysat roots: U is the Me-3' criodictyol and criodictyol. 

Keys words: Vicia faba, tannin, symbiosis, Rhizobium Iegu,ninosarum, phenolic 

compound, root cxudation, catechin, flavone, flavanone, sccd cxudation. 



LISTE DES 

ABREV1ATIONS 

ADN 	 acide desoxyribonucleique 

ARN 	 acide ribonucleique 

ARNr 	 acide ribonucleique ribosomique 

CL 1-11) 	 chromatographie liquide â haute performance 

CCM 	 chromatographie sur couche mince 

Kb 	 Kilobase 

SM 	 spectro de masse 

Tr 	 temps de retention 



S O M M A I R E 



SOMMAIRE 

INTRODUCTION 	 . I 

Cif42'JTIL I 

DONNÉES BIBLIOGRAPHIQUES ............ 	 .5 

A. TAXONOMIE DES BACTÉRIES NODULANT LES LÉGUMINEUSES ................................5 

1. Taxonomie et caractéristiques des Rhizobiaceae. ........................................................ 5 

.1 	Le 	genre Rhizobium ....................................................................................................... 6 

1 .2 	Le 	genre Sinorliizobiuns 	................................................................................................. 9 

1.3 	Le genre Bradyrhizobiuna ................................................................................................ 9 

1.4 	Le 	genre Azorhizobiuns 	................................................................................................ 10 

B. GÉNÉRALITÉS SUR LA FÉVEROLE (VICIA FABA) ................................................... 11 

1. 	Identité taxonomique de 	Vicia faba ......................................................................... 11 

1.1 	Ordre 	des 	légumales 	.................................................................................................... Il 

1.2 	Famille 	des 	Papilionacées 	............................................................................................ 12 

2 . 	ViciafabaL. 	......................................................................................................... 12 

2.1 	Description 	botanique ................................................................................. .. ....... ........ .2 

3 . 	Culture 	de 	la 	féverole............................................................................................. 14  

3.1 	Féverole 	de 	printemps.................................................................................................. 14 

3.2 	La 	féverole 	d'hiver 	..................................................................................................... 15 

4. Utilisation dans l'agro-alimentaire de la graine de féverole ........................................ 15 

5 . 	Diversité 	variétale 	................................................................................................. 16 

6. 	Phénols et 	tannins de la féverole ............................................................................. 19 

6.1 	Les Ilavonoides, présentation générale........................................................................... 19 

6.2 	Rôle des 	Ilavonoides .................................................................................................... 21 

6.2.1 	Induction 	des gènes noci ........................................................................................ 22 

6.2.2 Développement, germination et croissance du tube pollinique ................................... 22 

6.2.3 	Protection 	contre 	les 	U.V ...................................................................................... 22 

6.3 Flavonoides et réactions de défense : Les phytoalexines .................................................. 23 

7. Les flavonoides non tanniques chez Vicia faba ......................................................... 23 

8 . 	Les 	tannins............................................................................................................ 25 

8.1 	Les 	tannins 	hydrolysables 	............................................................................................ 25 

8.2 	Les 	tannins 	condensés.................................................................................................. 25 

9. 	Les 	tannins chez 	Vicia faba 	.................................................................................... 27 

10 . 	Rôle 	des 	tannins................................................................................................... 27 



C. LES EXSUDATS RACINAIRES ET LA RUISOSPI'IÈRIi 	 . 29 

1. Sites d'exsudation le long de la racine...................................................................... 29 

2. Composition chimique des exsudats ................................................................ . ........ 3 1 

2,. 1 	Composés du métabolisme primaire ............................................................................... .31 

2.2 	Composés du métabolisme secondaire ............................................................................ .3 1 

2.3 Facteurs influençant l'exsudation racinaire..................................................................... 3 I 

D. 	RELATION RHIZOBIUM - LÉGUMINEUSE.............................................................. 32 

1. Généralités sur la symbiose Rhizobium-légumineuse ................................................. 32 

2. Gènes impliqués dans le processus de la nodulation .................................................. 34 

2.1 	Les 	gènes nod communs ............................................................................................... .34 

2.2 	Les gènes 	de 	spécificité d'hôte...................................................................................... 34 

2.3 Nature et propriétés des gènes taod chez les Rhizobium spp .............................................. 36 

2.4 Régulation de l'expression des gènes de nodulation ......................................................... 36 

2.5 Nature des molécules exsudées par les légumineuses qui contrôlent 

L'expression 	de 	gènes nod............................................................................................. 38 

2.5.1 Caractéristiques structurales des composés inducteurs des gènes nod ............................... 38 

3. 	Relation Rhizobium- légumineuse............................................................................ 40 

3.1 	Les exemples les plus étudiées ..................................................................... . ................ 42 

3.2 Signaux symbiotiques dans le genre 	Vicia...................................................................... 45 

3.3 	Rhizobium 	-Vicia faba 	................................................................................................. 45 

4. Propriétés biologiques décrites pour les composés flavoniques................................... 45 

5. Caractéristiques structurales des composés inducteurs des gènes de la nodulation de 

Bradyr/:izobiun: japonicum et Rhizobium legunainosaruin ........................................... 49 

5.1 	Bradyrhizobiun: japonicun:........................................................................................... 49 

5.2 	Rhizobium 	legunsinosarum ........................................................................................... 50 

6. 	Pénétration des flavonoides dans les cellules............................................................ 50 

6.1 	Dégradation des fia vonoides par les Rhizobium............................................................... 50 

E. MUTANTS VÉGÉTAUX POUR LES CARACTÈRES SYMBIOTIQUES .............................. 51 

- 	 1. Introduction ..........................................................................................................51 

2. Les mutants naturels ..............................................................................................5 1 

2.1 La luzerne (Medicago sativa L.)....................................................................................54 

-  2.2 Le Soja (Glycine max L. Merr).....................................................................................54 

2.3 Le pois (Pisum sativuna L.)...........................................................................................54 

2.4 La fève ( Vicia faba L.) .................................................................................................54 

3. Les mutants induits................................................................................................55 

11 



Somma. 

C3LXJ'iTE II 

MATÉRIEL ET MÉTHODES .S6 

Introduction.............................................................................................................. 56 

A. 	MATÉRIEL BIOLOGIQUE 	................................................................................... 56 

1 . 	Matériel 	végétai ..................................................................................................... 56 

- 	 LI 	Cultivars 	de 	Vicia faba 	............................................................................................... 57 

1 .1.1 	Cultivar 	Blandine ................................................................................................. 57 

1. 1.2 	Cultivar 	Alfred ..................................................................................................... 
- 

57 

1.2 	Mutants de 	Vicia faba.................................................................................................. 57 

B. MÉTHODES D'OBTENTION DES EXSUDATS DE GRAINES ET DE RACINES .................. 57 

- 	 1. Récupération des exsudats de graines 	..................................................................... 57 

2. 	Récupération des exsudats de racines....................................................................... 58 

2.1 	Stérilisation 	du matériel............................................................................................... 58 

2.2 Stérilisation des graines du cultivar Blandine et récupération des exsudats racinairci ......... 58 

C. MÉTHODE D'ANALYSE DES COMPOSÉS PHÉNOLIQUES .......................................... 58 

- 	 I. Dosage des phénols totaux utilisant la méthode de bleu de Prusse .............................. 59 

2. 	Dosage des 	tannins condensés ....................................................................... .......... 59 

- 	 2.1 	Test 	de 	vanilline 	......................................................................................................... 61 

2.2 Production d'anthocyanidines par oxydation à chaud ....................................................... 61 

3. Méthodes de séparation et de détermination des structures chimiques fonctionnelles.... 63 

3.1 	Procédés 	de 	séparation................................................................................................. 63 

3. 1.1 	Extraction directe du matériel 	végétal..................................................................... 63 

- 	 3.1.1.1 	les 	graines 	.................................................................................................... 63 

3.1.1.2 	les exsudats 	racinaires.................................................................................... 63 

3 .1.1.3 	les 	racines..................................................................................................... 63 

- 	 3.1 .2 	Extraction 	après hydrolyse..................................................................................... 64 

3.2 	Procédés 	de caractérisation........................................................................................... 64 

3.2.1 Traitement des différentes fractions par C.C.M........................................................ 64 

3.2.2 Analyse des composés phénoliques par CLFIP couplée à barrette 

de 	diodes 	(CLFIP/UV) 	........................................................................................... 65 

- 	 3.2.3 	Chromatographie préparative ................................................................................. 66 

3.2.4 Identification des composés inductrices de gènes i:od par I-IPLC couplée à la Spectro 

de 	Masse 	(HPLC/SM) 	........................................................................................... - 66 

D. 	MÉTHODE MICROBIOLOGIQUE ........................................................................... 67 

1 . 	 Introduction 	.......................................................................................................... 6 7  

2 . 	Matériel 	et 	méthodes.............................................................................................. 69 

2 .1 	Souche 	utilisée............................................................................................................ 69 

- 	 2.2 	Milieux 	de 	culture....................................................................................................... 69  

tt 



Soø..,ate 

2.3 Origine des composés phénoliques testés 	 69 

- 	 2.4 Méthodes d'étude de l'expression des gènes nod communs ...............................................70 

2.4.1 Criblage des inducteurs.........................................................................................70 

2.4.2 Détermination de l'activité 	- galactosidase ............................................................ .7 I 

Cif.4TrrkT ni 

PHYSIOLOGIE DE L'EXSUDATION ET MÉTABOLISME PHÉNOLIQUE 

DE VICIA FABA AUX PREMIERS STADES DE LA CROISSANCE ................... 73 

1 . 	 Introduction 	.......................................................................................................... 73 

2. Rôle de la température sur l'exsudation phénolique potentielle des divers 

compartiments de 	la 	graine ...................................................................................... 74 

2.1 	Cas des 	phénols 	totaux ............................................................................... . .................. 74 

2.2 Cas 	des polymères proanthocyannidines........................................................................ 76 

3. Comparaison des capacités globales d'exsudation des cultivars Blandine et Alfred et 

desmutants 	f123, 	f48, 	f32 	............................................................................. 76 

3.1 	Intérêt génétique de ces 	mutants 	................................................................................... 76 

3.2 	Exudation 	des phénols et 	tannins .......... . ........................................................................ 78 

4. 	Cinétique de l'exsudation chez cv Blandine.............................................................. 80 

5. 	Nature chimique de produits d'exsudation................................................................ 82 

5 .1 	cv 	Alfred .................................................................................................................... 82 

5 .2 	cv 	Blandine 	................................................................................................................ 82 

5 .3 	Les 	mutants 	fl23, 	f48 	............................................................................................ 85 

5.3.1 	Graines 	............................................................................................................... 85 

5.3.2 	Cas particulier des téguments 	................................................................................ 85 

6 . 	Discussion 	............................................................................................................ 88 

6.1 Signification de la température par rapport à la physiologie biochimique de l'exsudation 

phénolique.................................................................................................................. 89 

6.2 Origine des composés phénoliques exsudés par les différents compartiments de la graine.... 90 

6.3 Cinétique des composés phénoliques des exsudats racinaircs et racines chez Vicia faba 

cvBlandine................................................................................................................. 91 

C3-L7t1- 1JTE XV 

LES SIGNAUX CHIMIQUES DANS LA RELATION VICIA FA RA 

E'F 1?.IIIZOBJUM LEGUMINOSARUM ..........................................................93 

Introduction..........................................................................................................93 

2. 	Résultats............................................................................................................... 

1V 



2. I Action des différents extraits bruts: des exsudats de graines et de racines de Vicia faba 

"cv Blandine", Ncv  Alfred" et ses mutants f]23'*' et f48 -. sur Rhizobium legunsinosarun: 

nodC - 	LacZ 	.............................................................................................................. 95 

3. Action des différentes fractions des exsudats de racines, extrait de racines et 

hydrolysais de racines de Vicia faba cv Alfred sur R. leguniinosarum nod C - lacZ ...... 97 

3.1 	Exsudais 	racinaires...................................................................................................... 97 

3.2 	Extrait 	de 	racines 	........................................................................................................ 97 

3.3 	Hydrolysai 	de 	racines 	.................................................................................................. 97 

4. Etude du pouvoir d'induction des gènes de nodulation de Rhizobium leguminosarum 

des différentes molécules isolées soit des exsudais racinaires soit des extraits des 

racines et des 	hydrolysais de racines....................................................................... 99 

5. Caractérisation par CCM des composés responsables de l'activité des gènes nod de 

l'extrait ci de racines sur Rhizobium legurninosarum noci C - lacZ ............................ 102 

6. Essai d'identification des composés actifs vis à vis de gènes nod............................. 104 

6.1 	Procédure d'analyse 	structurale 	.................................................................................. 104 

6. 1.1 	Approche 	générale .......................................................... ..................................... 104 

6.1.2.1 	Exsudais racinaires. ..................................................................................... 104 

6.1.2.2 	Racines 	natives 	........................................................................................... 105 

6.1.2.3 	Hydrolysats de racines .................................................................................. 106 

6.3 Identification des molécules inductrices de gènes ,,od des exsudats racinaires, extraits de 

racines et racines hydrolysées...................................................................................... 108 

6.3.1 Molécules inductrices de gènes nod chez Vicia faba cv Alfred................................. 108 

6.3.1.1 Exsudats raciliaires: Molécules de la famille des flavones ................................ 108 

6.3.1.2 Exsudais racinaircs: Molécules de la famille des liavanones ............................. 109 

6.3.2 Racines: Molécules de la famille des flavanones.................................................... 109 

6.3.3 1-Jydrolysats de racines: Molécules de la famille des flavanones ............................... III 

7. Composés non inducteurs de gènes nod chez Vicia faba cv Alfred............................ 113 

7.1 	Exsudais 	racinaires .......................... .......................................................................... 113 

7.2 	Hydrolysais 	de 	racines............................................................................................... 115 

Conclusion............................................................................................................... 119 

8 . 	Discussion 	.......................................................................................................... 119 

8.1 Exsudats de graines non inducteurs de gènes nod chez Vicia faba cv Alfred ..................... 12 I 

8.2 Molécules inductrices de gènes nod chez Vicia faba cv Alfred: Flavones et flavanones ..... I 2 1 

8.2.1 	Exsudais 	racinaires............................................................................................. 121 

8.2.2 	Racines 	............................................................................................................. 121 

8.2.3 	1-lydrolysats de 	racines ........................................................................................ 123 

9. Molécules non inductrices de gènes nod chez Vicia faba cv Alfred: Isoflavones et 

acidephénols 	...................................................................................................... 123 

9.1 	Exsudais 	racinaires.................................................................................................... 123 

9.2 	1-fydrolysats 	de 	racines ....... ........................................................................................ 123 

I!A 



Sommai'zc 

10. Catéchine et Rhizobium 	 . 124 

conclusion .............................................................................................................. 	125 

CONCLUSION GENERALE ......................................................................126 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ...................................................... . 129 

PUBLICATIONS ........................................................................................146 

ANNEXES .................................................147 

VI 



I N T R O D U C T I O N 



INTRODUCTION 

Les légumineuses constituent une part très importante de l'alimentation de 

nombreuses populations en Asie, Afrique, Amérique centrale et Latine (Reddy et 

al., 1986). La féverole tout comme la fève est consommée tout particulièrement 

dans les pays circum-méditerranéens:en Italie, Vicia faba est cultivée pour la 

consommation humaine (Nozollillo et al., 1989). En 1990, la CEE a utilisé prés de 

20 millions de tonnes de soja dont la majorité est importée des U.S.A (Merghem, 

1995). 

En France la féverole est employée essentiellement pour l'alimentatLa 

animale. Pour les agriculteurs, l'avantage économique de cette espèce est la marge 

bénéficiaire qui est importante puisqu'ils utilisent très peu ou pas d'engrais pour la 

croissance de cette plante; de l'ordre de 200 kg N/ha/an (Duke, 1981). 

L'association très éfficace serait responsable de plus de la moitié de l'azote 

fixé biologiquement à la surface de la terre (jusqu'a 400 kg d'N fixé/ha/an), (Rolfe 

et Shine, 1984). Cette symbiose est particulièrement importante dans les 

agrosystèmes. En effet, la majorité des protéagineux sont des légumineuses, 

comme le sont également la plupart des plantes fourragères qui servent d'engrais 

vert. 

Les légumineuses possèdent la capacité de fixer l'azote par symbiose avec 

les bactéries du sol. La fixation de l'azote moléculaire est réalisée dans un tissu 

bien spécialisé la nodosité. Dans les nodosités les Rhizobium sont capables de 

convertir l'azote atmosphérique en ammonium qui est utilisé par la plante. En 

retour la plante hôte procure à la bactérie des composés carbonés nécessaires à la 

croissance bactérienne et à la fixation d'azote 

Vicia [ciba, une plante riche en protéines (22 à 36%), est utilisée dans 

l'alimentation animale. Cependant la présence de facteurs antinutritionnels 

(F.A.N) limitent son emploi, (Bond et al., 1976). Les effets négatifs de tannins 

condensés sur la valeur nutritive de la féverole ont contraint les sélectionneurs à 
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rechercher les variétés sans tannins. Mais ce type de variétés (sans tannins) 

présente une mauvaise résistance aux conditions environnementales et également 

une baisse .de la productivité (Bond et al., 1976; Duc et al., 1995; Duc, 1997). En 

effet, les tannins jouent un rôle de défense pour le végétal lui même en particulier 

vis-à-vis des pathogènes et prédateurs (Salunke et cil., 1990). 

L'intérêt économique de l'association symbiotique entre Vicia faba et 

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

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

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

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

Rhizobium afin d'optimiser cette relation. 

Environ 90% des espèces appartenant à la famille des légumineuses 

forment une symbiose fixatrice d'azote avec des bactéries du sol appartenant à la 

famille des Rhizobiaceae. La symbiose Rhizohiuni-légumineuse, qui conduit L la 

formation des nodosités sur les racines des légumineuses, est gouvernée par un 

échange de signaux moléculaires très spécifique entre les deux partenaires. Les 

plantes initient le dialogue en libérant dans le sol un mélange divers de molécules 

organiques. Parmis ces molécules, les flavonoides sont des composés importants 

de la rhisosphère de la jeune racine et de la graine sont connus pour contrôler la 

transcription de gènes responsables de la réponse symbiotique de la bactérie 

(Redmont et al .,1986). 

Au cours de ces dix dernières années, avec le développement des 

techniques de biologie moléculaire ; la connaissance de la génétique des 

Rhizobium.ssp a énormément progressé (Long, 1989a). Plus particulièrement, les 

gènes impliqués dans les premières étapes de la nodulation (gènes nod) ont été 

identifiés. Leur régulation est sous la dépendence du produit du gène nod D et 

d'un composé flavonique émis par la plante (Long, 1989 a; Long 1989 b ). La 

fonction biochimique de certains des gènes nod a pu être déterminée (Roche et 

a/.,1991; Schwedock et Long, 1990). Le produit des gènes nod a également été 

purifié et caractérisé . Il s'agit d' un glycolipide (Lerouge et al., 1990, Spaink et 

al., 1991). 
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Kosslak et al., (1987) ont identifié dans des extraits de plantules de Soja 

les inducteurs de gènes nod de Bradyrhizobium japonidum daidzeine (4',7 - 

dihydroxy-isoflavone) et génisteine (4',5,7- tri hydroxy-isoflavone). Il a ainsi été 

démontré que les molécules responsables de l'induction des gènes nod sont des 

flavonoides et des bétaïnes (Redmont et cil., 1986, Phillips et al., 1995). 

Les flavonoides sont les inducteurs majoritaires. La famille des 

légumineuses est particulièrement riche en flavonoides et produit environ 25% de 

flavonoides connus. La recherche de composés activateurs ou inhibiteurs des 

gènes nod dans les exsudats racinaires de différentes légumineuses a été facilitée 

par l'emploi de souches de Rhizobium spp modifiées génétiquement. Elles 

comportent en effet une fusion de gènes entre les promoteurs des différents 

opérons tzod et le gène de structure de l'enzyme J3- galactosidase (lac Z) de E.coli. 

Zaat et aI (1989 )ont mis en évidence six flavanones inductrices de gènes 

izod dans les exsudats racinaires de Vicia saliva; ils ont pu identifier deux 

composés : la 3,5,7,3'- tétrahydroxy 4'-méthoxy-flavanone et la 7,3-'dihydroxy-

4'-méthoxy-flavanone. Rhizobiu,n meliloli est activé spécifiquement par les 

flavones lutéoline et apigénine et très faiblement par deux flavanones ériodictyol 

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

apigenine 7-0 glucoside et l'eriodictyol ont été trouvés dans les graines (le pois 

(Firmin et al., 1986). 

Les flavonoides inducteurs produits par différentes légumineuses 

appartenant à des familles ou des genres différents ne sont pas les mêmes Ainsi 

les inducteurs produits par Medicago saliva sont différents de ceux produits par 

Trijbliuni, Glycine max ou Sesba,,ia (Phillips, 1992) et cette diversité permettrait 

d'expliquer une partie de la spécificité symbiotique entre certaines espèces de 

Rhizobium et certaines légumineuses. Deux inducteurs majeurs ont été trouvés 

dans le extraits de semis de Trij'olium repens qui sont la 7,4' dihydroxy-flavone et 

la 7,4' dihydroxy 3' méthoxy-flavone (géraldone). 

La lutéoline (3',4',5,7 tétrahydroxy-flavone) isolée des exsudats de graines 

de Medicago saliva a été le premier composé inducteur trouvé. C'est 

quantitativement l'inducteur le plus important de la graine (Peters et al., 1986). 

3 
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Six flavanones et deux chalcones, inducteurs majeurs de gènes nod; exsudés par 

les racines de Vicia saliva ont été identifiés, (Recourt et al., 1991). Pour la 

première 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 rôle important dans la 

symbiose Rhizobizirn-légumineuse ( Tomas- Lorente et al., 1990). 

L'induction de gènes nod dans la relation Plante -Rhizobium est amenée à 

faire varier des concentrations de flavonoides afin d'améliorer le rendement de ces 

légumineuses (Hernandez et al., 1995). 

Cependant dans le cas de Vicia faba, peu de travaux ont été réalisés sur la 

physiologie de l'exsudation phénolique; l'identification des inducteurs de gènes 

iiod n'a pas été envisagée jusqu'a présent. 

Notre travail a donc pour objectif d'étudier les composés phénoliques des 

exsudats racinaires chez Vicia faba en relation avec les bactéries symbiotiques du 

-- genre Rhizobiu,,, (Rhizobium legz,ninu.sarzii,z). 

Dans une introduction bibliographique (chapitre 1), nous rappelons 

brièvement les connaissances actuelles sur la symbiose Rhizobium-légumineuse. 

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

bactéries nodulantes, la 	rappelle les généralités de Vicia faba, la 3eine 

concerne les exsudats racinaires et rhisosphère et la 4' 	est l'étude du 

fonctionnement de la symbiose Rhizobium - Vicia faha. 

Le chapitre II sera consacré aux méthodes d'obtention des exsudats graines 

- 	 et de racines, à l'analyse des composés phénoliques et à la détermination de la t3- 

galactosidase pour l'induction de gène nod. 

Dans le chapitre III, nous cherchons à étudier le métabolisme phénolique 

des cultivars, mutants et la physiologie de l'exsudation au niveau de la graine et la 

racine de cv Blandine. 

Dans la dernière partie (chapitre IV), nous abordons l'interaction 

Rhizohiunz- Viciafaha en analysant les signaux chimiques émis par la plante (les 

flavonoïdes). 
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CHAPITRE I: DONNEJS BIBLIOGRAPHIQUES 

A. Taxonomie des bactéries nodulant les 

légumineuses 

1. Taxonomie et caractéristiques des Rliizobiaceae. 

Bien que l'atmosphère terrestre contienne prés de 80% d'azote moléculaire 

N2, l'azote est l'un des principaux facteurs limitants de la croissance et de la 

production végétale. 

C'est en 1888, qu'l-lellriegel et Wilfarth ont clairement établi l'assimilation 

de l'azote atmosphérique par les nodules des légumineuses. Beijerinck (1888) a 

isolé les bactéries symbiotiques et a confirmé leur capacité de fixer l'azote. Il a 

proposé pour ces bactéries le nom de BaciII,i.s radiciola mais Frank (1889) a 

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

d'inoculations croisées ont mis en évidence la spécificité qui s'exprime à la fois 

par le pouvoir de nodulation du Rhizohiun, (infectivité) et par son aptitude à 

former des nodules fixateurs d'azote (efficience). 

Selon l'international Committea of Systematic bacteriology (Graham et al., 

1991), la classification des bactéries symbiotiques ne doit plus être basée 

uniquement sur des résultats de performances symbiotiques, mais aussi sur 

l'analyse de caractéristiques phénotypiques suffisamment stables et nombreuses 

pour effectuer une analyse de taxonomie numérique, des homologies ADN/ADN 

(classement dés espèces), ADN/ARN (classement des genres) d'analyses des 

séquences de l'ADN r 16S, du polymorphisme des fragments de restriction et du 

polymorphisme des isoenzymes. 

Ainsi, selon ces critères, on distingue actuellement 4 genres : Rhizobium, 

Sinorhizobiurn , Azorhizobiunz et Bradyrhizobiun . Ces genres appartiennent à la 

famille des Rhizobiaceae qui comprend également deux autres genres: 

Agrohacteriuin et Phyllohaclerium. Ces 6 genres contiennent des bactéries 

5 



Vo#r#sé.cj 6d&o974ft44ci 

capables d'induire des hypertrophies corticales sur les plantes. Le genre: 

Agrohaclerinin établi par Conn (1942), est divisé en 4 espèces tenant compte de 

critères de pathogénicité: A. Iumefizcie,zs induit le développement des tumeurs 

(crown gai]), il.ruhi induit le développement anormal des racines (chevelu 

racinaire), et A. ,u/johac/er est l'espèce contenant lcs souches non pathogènes. 

Les bactéries appartenant au genre Phy//obacleru ini 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 I résume 

les genres et espèces de bactéries symbiotiques isolées de nodosités de 

légumineuses, actuellement connus. 

1.1 Le genre Rhizobium 

Le genre Rhizobiion est divisé en 7 espèces: R. legulninosarum, R. nieliloli, 

R. bu, R. galega, R. huakuii, R. Iropici et R. /redii. En plus de leur croissance 

rapide sur milieu Yem et de l'acidifiction qu'elles produisent, ces espèces ont 

également en commun le fait de posséder au moins un plasmide de taille 

importante (90 à 250 Md, Masterson et al., 1982) qui héberge les gènes 

responsables de la nodulation (gènes iiocl) et de la fixation d'azote (gènes nij, 

nitrogénase et fix, fixation). Ce plasmide prend communément le nom de pSym 

(plasmide symbiotique). 

Le genre J?hizohium tel qu'il a été décrit par Jordan (1984) comprend les 3 

espèces suivantes: R. leguminosariun (contenant trois biovars, R. leguminosarun 

bv. irifolli , bv. p/zaseolus , bv. i'/ceae ) R. ineliloui et R. loti . La séparation de R. 

/eguininosaium et R. incliboti a été basée sur plusieurs études employant la 

taxonomie numérique (Graham I96., Moffet et CoIwelI., 1968), l'hybridation 

ADN /ADN (Helberlein et al., 1967; Jarvis et (il., 1980), les profils de protéines 

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

Huniphey, 1970), et la composition en polysacharides (Robertsen et al., 1981). 

Actuellement l'espèce R. ,neliloii a été reclassée dans le genre 

Sinorliizohiuni. Ces travaux ont aussi mis en évidence qu'il existait une forte 

similarité chromosomique entre R. legu/nlnosa/u/n, R. phaseoli et R. irifolii, q u i 

6 
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Genres Espèces Biovars Plantes hôtes Références 

leguminosarum Viceae Pisum, Lens, Vicia Jordan 1984 
leguminosarum Trifo/ii 'I'rifolium Jordan 1984 
leguminosarum 1haseoli Phaseolis vulgaris Jordan 1984 

Iropici Phaseolis vulgaris, Martinez- 
leucaena sp. Romero 1991 

eh! Phaseolis vulgaris Segovia 1993 
loti Lotus sp., Caragana, Jarvis 1982 

Leucaena, Lupinus, 
1?ohinia, 'Irijolium 

Rhizobium Gale gac Galega orienialis, Lindstrôm 
Galega officinalis 1989 

huakuii Renge Astragalus sinicus cv. Murooka 
Japon 1993 

ciceri Cicer aiclinum Nour 1994 b 
mediterraneum Cicer arietinum Nour 1995 
gianshanense Glycyrhiza urai'en.s'is, G. Chen 1995 

pallidiflora, Sphora 
alopecu roides, ('aragana 
polourensi.v, GLycin max  

Meliloti Medicago, Trigonella, De Lajudie 
Melilotus 1994 

Fredii Glycin max Jarvis 1992 
Sinorhizobium Saheli Sesbania, Acacia De Lajudie 

1994 
Terranga Sesbania, Acacia De Lajudie 

1994 

Azorhizohium Cauhinodans  Sesbania rosirata Dreyfus 1988 

.Japonicum Glycine max, Jordan 1982 
Macroplihium 

airopurpureum 
Elkanii Glycine max. A rachis Kuykendali 

Bradyrhizobium hypogaca 1988 
sp. Lotus sp., Vigna, Jarvis 1982 

Lupinus, •S'eshania, 
Leu caena, Mimosa, 

Acacia 

Tableau 1: Classification des Rhizobium. 



devaient donc être regroupés dans une seule espèce R. leguininosarum. Entre ces 3 

biovars la spécificité d'hôte est facilement transférable de l'un à l'autre par le 

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

et al, (1982) ont défini R. loli comme une espèce comprenant des souches à 

croissance rapide nodulant une large gamme de plantes hôtes : Loins corniczilaius, 

Loins cli VC1/'iCc(l/(S, Lolus tnarocaccwiiis, Loins i'ius, Lu1inus ciciisifloris, 

Ï ijoIi iii)! lupinaslus et Carmichaelia sp. 

Rlzizobluin ga/egae a été isolé uniquement de nodosités de plante du genre 

Ga/egae (G. orienialis, G. officinalis) provenant de Finlande, URSS et Nouvelle 

Zélande (Liondstrôrn, 1989). 

Rhizohium huakuii : Les souches de cette espèce sont isolées de la 

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

Japon (Chen et al.,1991). Au sein du genre Astragalus la spécificité comme la 

diversité des souches bactériennes sont importantes. En effet les souches isolées 

de A. sinicus ne nodulent pas les espèces A. ,ne,nhranaceus, 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 A. Sinicus c.v Japon soient 

classés comme R. huakuii biovar renge. 

Rhizobium friu/zshanense: Ces Rjzizobiurn ont été isolés de différentes 

légumineuses du Nord de la chine (lui poussent dans des milieux désertiques et 

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

rapprochent du genre Rlzizohium. 

- Les souches nodulant le haricot (Phaseolus 'u1garis) appartiennent toutes 

au genre Rhizohiuin. Elles avaient été classées dans l'espèce R. leguminosaruni 

bv. phaseoli. Mais l'hétérogénéité de ces souches mis en évidence par des 

hybridations ADN/ADN (Crow et al., 1981; Jarvis et al., 1980; Scholla et al., 

1990), par l'analyse des caractères phénotypiques (Beynon et Josey., 1980; Robert 

et Schmidt., 1985; Zevenhuizen et Bertocchi., 1989), à conduit à la réexamination 

de cette espèce, 7 espèces génomiques ont été mises en évidence: 
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R/iizob,u,n fiepici possède une seule copie de nif H (Martinez et a/.,1985, 

Quinto et ai., 1982) et nodule Lezicaena en plus du Haricot (Martinez et al., 1985; 

Martinez et cil., 1988). 

Rhizobjuin elli (possédant des copies multiples de nif H et nodulant 

uniquement le haricot), a été isolé de haricots d'Amérique Centrale. 

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

trouvées: 1?hizobiuni leguinino.saruni biovars phaseoli, et 2 espèces génomiques 

représentées par les souches R 602 et H 152 (Laguerre et cil.; 1993). 

- Les souches nodulant Cicer arielinun ont été séparées en 2 groupes A et 

B sur la base de leur polymorphisme enzymatique, leur polymorphisme des 

fragments de restriction des gènes ribosomiques 16S-IGS, de leur profil trophique 

et par des tests phénotypiques (Nour et al., 1994a). Les souches du groupe A ont 

un temps de génération supérieur à 5h, et celles du groupe B inférieur à 6 h 

(Cadahia et cil., 1986). Les souches du groupe B (lui  sont homogènes et proches de 

R. loti ont été classées dans l'espèce R. ciceri (Nour et al_ 1994 b). Les souches 

du groupe A sont plus hétérogènes et présentent au moins 4 espèces génomiques, 

une de ces 4 espèces a été créée et nommée R. ,nediierraiieu,n (Nour et al., 1995). 

1.2 Le genre Sinor/zizobiunz 

Le nom de Sinoiluzohiiin, donné à ce genre vient de Chen et al., (1988) qui 

avait classé les souches à croissance rapide isolées du Soja (R. freedi et R. 

.vi/ijuangensis ) dans le genre Siiior/iizohiuni. Actuellement ce genre comprend 4 

espèces: Sinorhizobiu,n ,neliIoii associé aux légumineuses tempérées, 

Sinorhizobizini fredii, Sinorhizohium saheli et Si,,orhizobiuni teranga toutes les 

trois associées à des légumineuses tropicales. 

1.3 Le genre Brad'r/iizobium 

Ce genre regroupe les bactéries à croissance lente (Td > 6h) qui alcalinisent 

les milieux YEM et qui nodulent principalement des espèces végétales tropicales. 

Elles possèdent des flagelles polaires ou subpoiaires (De Ley et Rassel, 1965), et 

leurs gènes symbiotiques sont chromosomiques. Deux espèces bactériennes sont 

reconnues dans ce genre 
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13radyrhizohiu,u _jajpo,ricrunr est isolée de Glycine max (Soja) et peuvent noduler 

HaCrupb1,rnr (l1IO/)1(,7)r1/ c, rrrv. 

Braclyrhizobiiiin elkanii peut être séparée de l'espèce B. ja/)pnicuni par sa 

composition en acide gras, en exopolysaccharides et sa sensibilité aux 

antibiotiques (Minamisawa., 1989; Kuykendall et al., 1992). Les souches de cette 

espèce ont un spectre d'hôtes plus large que 13. jtrpo„icuin, car certaines peuvent 

noduler Arachi.s Irypogea. Des plantes de Soja inoculées avec ces souches ont une 

croissance et un développement des parties aériennes trés faible par rapport aux 

souches de B. icrponiciim (Vasilas et Fuhrmann., 1993). Les autres souches de 

Braclyrhizohiuin non classées ont été nommées 13radyrhizobinm sp. suivi du nom 

entre parenthèses de la plante hôte qu'elles nodulent (par exemple 

flradyrhizohiion. sp. (Lupinus) pour les 13radyrhizohium. sp. (Vigna). Ce genre est 

communément appelé Bradyrhi;ohiui n cowpea (nom usuel en anglais). 

1.4 Le genre Azorhizobium 

Certaines espèces de légumineuses tropicales appartenant aux genres 

Nepluu,ia, Aeschynomene et Sesbania ont la propriété de porter des nodosités 

aussi bien sur leur système racinaire que catilinaire. Dans le cas de Sesbania 

rosirata, une étude approfondie des caractéristiques physiologiques, biochimiques 

et moléculaires de 20 souches isolées des nodosités aériennes a permis à Dreyfus 

et al., (1988) de proposer la création du nouveau genre Azorhizohiuni contenant 

une seule espèce, Azorhizohiwn caulinaudans. Cette espèce à la propriété de 

former des nodosités efficientes sur les tiges et les racines de S. rostrata. Par 

rapport aux autres genres, les Azorhi:ohiwn n'assimilent curieusement qu'un seul 

sucre, le glucose. Physiologiquement, ils possèdent des caractères communs aux 

I?hizohiu,,, (temps de génération (le 3 à 5 heures, présence de pSym) et aux 

IBradyrhizobiums (alcanisation du milieu à blase d'extrait de levure et de glucose). 

Actuellement, les genres Rhizohiwn, Bradyrhizobiu,,, et Azorhizobir,m 

appartiennent à des embranchements différents dans la sous classe alpha des 

protéobactéries (Jarvis et cil., 1986; Stackebrandt et al., 1988; Williems et 

Collins., 1993; Young et al., 1991). Cependant les branches des arbres 
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phylogénétiques sont très longues. /?hizohiu,n est très proche du genre 

Agrohacierluin qui forme des tumeurs sur certaines plantes. Le genre 

Bradyr/i/:ohiuin est plus proche du genre 1?Iiodopseudoinonczs palustris ( bactéries 

du sol photosynthétiques qui peuvent fixer l'azote) que des autres genres de la 

famille des Rhizohiaceae. 

B. Généralités sur la féverole (Vicia faba) 

I. Identité taxonomique de Vicia fluba 

1.1 Ordre des légurnales 

La féverole appartient à l'ordre des léguminales ou légumineuses et à la 

famille des Papilionacées ou Fabacées (lui comprend 12 000 à 17 000 espèces 

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 intérêt important dans l'alimentation de nombreuses 

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

pour l'homme et l'animal. 

De nombreux représentants, tel que le Lotus, Meli/o,'u,s', Medigago ou 

irifolluin sont cultivés à grande échelle pour le fourrage ou ils sont semés pour 

enrichir les pâturages. Les autres légumineuses alimentaires sont cultivées pour 

les gousses, leurs graines ou l'ensenble des deux : c'est le cas de Arachis, Cicer, 

Glycine, Lens, Lupinus, Pha.scolu,s, /'isu,n, Vigna et Vicia. 

Outre son fruit caractéristique, la gousse ou légume, une des particularité 

de cette famille est sa capacité à fixer l'azote par symbiose avec les bactéries du 

Genre Rhizobium, (lui se traduit par la formation de nodules au niveau des racines. 

Cette propriété confère aux légumineuses une grande richesse en protéines et 

particulièrement 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 Fabacées à laquelle appartient la 

féverole. 
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1.2 Famille des Papilionacées 

La famille des papilionacées est de loin la plus importante des trois, 

puisqu'elle comprend 500 genres et 12 000 espèces. Elle est caractérisée par sa 

fleur de forme papilionacée. Les espèces réparties dans le monde entier, 

présentent un habitus plutôt ligneux dans les régions tropicales et dans 

l'hémisphère sud, plutôt herbacé dans les zones tempérés, avec une concentration 

spéciale dans la région méditerranéenne. La tribu des Viciées regroupe les genres 

Cicer, Lens, Laihyrus, Pisum et Vicia. 

2. Vicia faba L. 

Le genre Vicia faha regroupe environ 120 espèces réparties dans l'hémisphère 

Nord tempéré et l'Amérique du Sud. On suppose que la plante est originaire 

d'Afghanistan. Sa culture aurait commencé quelque part entre l'Afghanistan et 

l'Est de la Méditerranée. Elle s'est ensuite développée en direction de l'Afrique du 

Nord, de L'Asie Centrale, de l'Europe Centrale et Occidentale (Duc, 1997). Il 

existe plusieurs sous espèces et variétées de Vicia faba. De nombreuses 

classifications intraspécifiques ont été proposées depuis le début du Siècle. On 

reconnait essentiellement trois groupes définis par la taille des graines, qui 

peuvent être petites (variété minor), moyennes (variété équina) ou grosses (variété 

major). Le terme major désigne les graines que l'on appelle communément "fèves" 

dont la longueur est supérieure à 2 cm, alors que minor correspond au terme 

"féverole", c'est à dire à des graines de 0.5 à 1.5 cm de long. 

2.1 Description botanique 

Vicia faba est une plante pubescente dressée et robuste haute de 20 à 60 

cm. Les feuilles sont constituées de une à trois paires de folioles très grandes (40-

80 x 10-30 mm) sans vrilles. Les fleurs sont géneralement blanches avec ailes 

noires, par deux à cinq en petites grappes pédonculées (figurel). Les gousses sont 

longues de 8 à 20 cm (Annexe 1). C'est une plante annuelle, visible à l'état 

subspontané de Mai à Juillet (Heywood et Richardson, 1964; Guinochet et De 

Vilmorin, 1984). 
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Figure 1. J4ciafaba L. 
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Il existe au sein de la sous espèce minor, une grande diversité de coloration 

des fleurs et des graines: 

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

blanches avec les ailes colorées. 

- l'enveloppe des graines, ou tégument peut être 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 critères 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 tonnes) et le Brésil (I 5 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 concerne la féverole, l'italie et le Royaume Uni restaient 

encore les principaux producteurs dans la CEE en 1985, la production Européenne 

atteignent presque 500 000 tonnes à cette date. L'utilisation annuelle du pois et de 

la féverole en alimentation animale atteint les 5.4 et 0.75 millions de tonnes 

respectivement de 1987 à 1991 (Eurostat 1991). 

Il existe deux catégories de variétés de féverole celle du printemps et celle 

d'hiver. Les premiers sont semés en fin Février début Mars et sont récoltés fin 

Août, les seconds sont semés de l'in Octobre à mi-Novembre selon la zone 

géographique et récoltée à la mi-Août. 

3.1 Féverole de printemps 

Elle présente une teneur en proteines supérieure à celle de la féverole 

d'hiver oit à celle du pois; ses besoins hydriques élevées en juin et juillet limitent 

son aire de cultures aux zones maritimes bien arrosées (depuis la pointe de 

Bretagne au Pas-de-Calais) et à la partie Nord-Est de la France. 

MAi 



D. 	d64p4ft49ce4 

En 1986, la variété Alfred representait 90% des surfaces en production de 

semences de féverole de printemps, ceci en raison de son très haut rendement qui 

se situe nettement au dessus de celui des autres variétés. 

3.2 La féverole d'hiver: 

11 existe trois types de variétés d'hiver, différent par leurs origines: 

- vantés d'origine espagnole : Talo, Alto, Castel, Prothabon 

- vantés d'origine française : Avrissot, Surroy,Soravi 

- variétés d'origine anglaise: Bourdon, Bulldog 

Chaque type variétal est adapté à une certaine zone de culture, sont exclus les 

zones de montagne de l'Est de la France en raison de la sensibilité des variétés au 

froid. La féverole d'hiver est une plante difficile à maîtriser. Elle présente en effet 

une certaine sensibilité au froid et aux maladies. Les meilleures variétés sont 

sensibles aux gelées à des températures inférieures à -15°C en absence de neige. 

4. Utilisation dans l'agro-alimentaire de la graine de féverole 

En France la féverole est employée essentiellement pour l'alimentation 

animale. En 1983, 68% de pois et 50% des féveroles étaient dans l'alimentation du 

bétail et aussi de la volaille, des lapins ou des ruminents (vaches laitières, 

agneaux de boucherie). Pour l'agriculteur, les avantages économiques de la 

féverole sont essentiellement une marge brute intéressante et une économie de 

fertilisation azotée; aucun apport d'engrais n'est en effet nécessaire à la plante 

celle-ci laisse même un sol enrichi en azote et constitue un excellent précédent 

pour le blé. Vicia faba contient 22 à 36 % de protéines et sert à l'alimentation 

animale mais leurs facteurs F.A.N limitent son utilisation, les tannins condensés 

contenus dans les téguments des graines des types à fleurs colorées se complexent 

aux protéines et diminuent leur digestibilité (Duc et ai., 1995). 

Lienner (1989), a mis en évidence 4 types de F.A.N dans les graines de 

Vicia faha: 

- les tannins condensés localisés dans les téguments 

- trypsine 
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- lectines 

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

cotylédons. Ces substances peuvent être responsables de dérèglements 

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

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

5. Diversité variétale 

Les variétés à grosses graines sont cultivées depuis longtemps dans les 

régions mediterranéennes sous le nom de fève. Elle est devenue depuis une grande 

culture protéagineuse en Europe, principalement en Angleterre. La moitié des 

valeurs mondiales, soit 4 millions de tonnes, sont produits par la chine. 

li existe au sein de la sous espèce minor une grande diversité de coloration 

de fleurs et de graines: 

- les fleurs blanches et graines non colorées qui correspondent aux espèces 

dépourvues de tannins. 

- les fleurs colorées et graines à téguments gris, beige, brun, rouge, fauve, 

violet ou vert pour les espèces pourvues de tannins. Les graines sont parfois 

ornementées de taches ou ponctuations. Ces descripteurs phénotypiques 

servent de base non seulement à la classification mais aussi à la sélection 

comme moyen de tri. 

- Les génotypes de la première catégorie, à fleurs dépouvues de pigments, 

donnent naissance à des graines dépouvues de tannins et d'anthocyannes. Ces 

graines sont en général de couleur grise mais elles peuvent être colorées en 

vert ou même en noir par des pigments non anthocyanidiques. 

- Les génotypes à fleurs colorées, quelque soit le type de coloration, 

contiennent tous des tannins et des flavonoides en plus ou moins en grande 

quantité. 

Selon Cabrera et Martin (1986), la teneur en tannins est plus élevée chez 

les génotypes à fleurs uniformément pigmentées que chez ceux à fleurs maculées. 

Les tannins contenus chez 55 lignées de Vicia faha sont évalués en fonction de la 

couleur des fleurs, et des téguments (tableau 2). Ils ont trouvé une corrélation 

Fr.  
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Lignées 
Couleur Teneurs en 

tannins % Fleurs Téguments Hile 

Violet, Ailes vertes Beige Noir 1.797 
9 Blanche Gris Noir O 
10 Normal, Ailes 'aunes Beige Blanc 1.861 
13 Violet, Ailes brunes Vert Noir 2.681 
14 Blanche Gris Noir O 
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 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 
Violet uniforme 

Ailes brunes  
Beige Blanc 3.406 

67 
Violet uniforme 

Ailes vertes  
Beige Blanc 2.335 

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 Blanc O 

Tableau 2. Teneurs en tannins chez 55 lignées de Vicia faba 

Cabrera et Martin (1986) 

17 



uctéj 4d€o9aft4eac4 

Lignées 
Couleur Teneurs en 

tannins % Fleurs Téguments Hile 

111 Blanche Gris Noir O 
112 Blanche Vert Blanc O 
114 Normal Brun maculé Brun - 2.134 
115 Normal Brun maculé Brun - 2.530 
116 Brun diffus Vert Blanc 1.620 
117 Brun diffus Beige Blanc 2.135 

118 
Violet uniforme 

Ailes brunes  
Brun Noir 3.540  

119 
Violet uniforme 

Ailes brunes  
Rouge - 2.628 

120 Violet uniforme 
Ailes brunes  

Vert Noir 2.452  

121 
Violet uniforme 

Ailes brunes  
Beige - 1.962 

122 Violet uniforme 
Ailes brunes  

Beige Blanc 2.705 

123 Brun diffus Brun Noir 1.696 
124 Brun diffus Rouge - 2.921 
125 Brun diffus Brun Noir 3.421 
126 Brun diffus Brun Blanc 2.590 
127 Brun diffus Rouge Noir 2.743 
28 Brun diffus - Beige Noir 2.575 

129 Brun diffus Vert Noir 2.452 
130 Brun diffus Vert Blanc 2.528 

131 
Normal Aile-maculé 

brune  
Pourpre Blanc 2.634 

132_ Brun diffus Pourpre Blanc 1.801 
134 Brun diffus Beige Blanc 2.220 
135 Brun diffus Brun Noir 1.525 

Tableau 2 (suite). Teneurs en tannins chez 55 lignées de Vicia faba 

Cabrera et Martin (1986) 
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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 à fleurs blanches sans 

pigments donnent des graines 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 Vicia faha. 

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 l'analyse chimique du contenu phénolique est le 

suivant 

- Les génotypes porteurs du gène N°1 et gène NO2 à fleurs blanches et graines 

blanches : les populations Blandine et Albatros présentent une faible teneur 

en composés phénoliques; ce sont des génotypes sans tannins. 

- Les génotypes avec des fleurs à macules jaunes sont divisés en deux groupes 

en fonction de leur teneur en phénols et en tannins. 

- Les génotypes avec des fleurs à macules noires sont caractérisés soit par des 

teneurs élevées en tannins par exemple les graines de couleur beige, rouge, 

violet ou des teneurs intermédiaires en tannins avec les graines de couleur 

brune ou grise. 

6. Phénols et tannins de la féverole 

La graine de la féverole est riche en phénols et principalement en tannins 

niais aussi en divers autres flavcnDies .Les tannins sont présents en grande 

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

6.1 Les flavonoides, présentation générale 

Parmi les métabolites secondaires, les flavonoides représentent l'une des 

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

totaux 

Tannins condensés 

Graine Fleur BuOH-HCL Vanilline 

"Blandine", gène N°.1 beige blanc 5.3 ± 0.3 0 2.1 ± 0.1 
EK-OT, gène N°.2 beige blanc 6.2 ± 	0.5 0 1.5 ± 0.0 

EE-OT, gène N°.2 grise blanc 63 ± 0.2 0 1.2 ± 0.2 

"Albatros, gène N°.1 beige blanc 7.0 ± 0.7 2.2 ± 0.1  

FD1. Isogène beige jaune maculé 45.6 ± 5.4 113.6 ± 6.8 44.7 ±4.9 

FD2. Isogène rouge jaune maculé 48.5 ± 53 121.1 ± 7.0 47.5 ±6.5 

1214 beige jaune maculé 83.7 ± 2.8 126.5 ± 5.8 46.3 ± 1.6 

1212 beige jaune maculé 95.7 ± 0.5 124.1 ± 0.9 55.0 ± 4.0 

949 beige noir maculé 	- 132.6±7.5 1911.5±2.2 102.2±5.5 

"Ticol" beige rouge, noir maculé 113.4 ± 3.4 191.1 ± 5.0 104.0 ± 6.2 

D(1) (4) rouge noir maculé 106.2 ± 2.3 150.5 ± 10.9 82.3 ± .6 

"Alfred" beige noir maculé 81.3 ± 2.8 152.1 ± 6.4 63.6 ± 3.7 

319(7) (8) violet noir maculé 65.6 ± 1.3 111.7 ± .8 30.5 ± 0.7 

"Ascott" beige noir maculé 57.5 ± 3.0 116.6 ± 6.5 50.4 ± 0.01 

893(4) (6) verte noir maculé 55.9-+3.0 80.1 ± 4.7 34.2 ± 2.5 

245(9) (4) brune noir maculé 24.9 ± 0.3 57.6 ± 1.5 49.2 	±0.1 

Tableau 3. Teneurs en phénols totaux (eqs catéchine), tannins condensés (eqs catéchine pour le test vanilline, 

mg/g d'après le E1% de Bate-Smith pour le BuOH-HCL) et pouvoir tannant (éqs ac.tannique) des téguments 

de graines de féveroles exprimées en mg/g de matière sèche (Duc et al., 1995). 
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chez presque toutes les plantes supérieures. Actuellement plus de 3500 

flavonoides ont été identifiés (Harbonne, 1988). 

La plupart des flavonoides ont une structure de base relativement simple, 

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

par une chaîne de 3 carbones généralement cyclique (C). La configuration est la 

suivante 

Le degré d'oxydation du cycle C détermine les différentes classes de flavonoides: 

flavane, tiavone, proanthocyanidine, anthocyanine, flavonol, isoflavonoide sont 

les classes principales, chalcone, flavanone, aurone, dihydroflavono!, 

dihydrochalcone les classes minoritaires. Par ailleurs, les différents cycles 

peuvent être modifiés par hydroxylation, méthylation, acylation ou glycolysation. 

La grande variété de structres possible est à l'origine de leur diversité dans la 

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

6.2 Rôle des tiavonoides 

Certains auteurs suggèrent que la fonction première des flavonoides serait 

de servir de filtre contre les U.V, d'autres qu'ils agiraient plutôt comme des 

régulateurs physiologiques internes ou des messagers secondaires (Stadfford, 

1991). 

Jusqu'à présent., 	rôle de fiavonoides ee tant que signal chimique n'a pu 

être mis en évidence que dans un seul cas : celui de l'induction des gènes noci de 

bactéries symbiotiques par l'intermédiaire d'un activateur bactérien de la 

transcription, la proteine Nod D (Dénarié et cil., 1992; Gôttfert, 1993). 
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6.2.1 Induction (les gènes flOd 

Chez les légumineuses, les flavonoides sont des composés indispensables à 

l'établissement de la symbiose entre les bactéries de type I?hizobiu,n et leurs 

plantes hôtes. Les flavonoides sont présents dans les racines et pour un certain 

nombre d'entre eux dans les exsudais racinaires. Certains de ces flavonoides vont 

activer directement les protéines régulatrices Nod D de la bactérie en se fixant sur 

la bactérie. 

6.2.2 I)éveloppernent, germination et croissance du tube pollinique 

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

reproduction sexuée. Ils s'accumulent dans les anthères 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 à la lumière du soleil et utilisent celle-ci pour 

leur photosynthèse. Cependant, les U.V produits par le rayonnement solaire 

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

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

mécanismes de protection. 

Le spectre d'absorption des flavonoides entre 230 et 380 nm et leur accumulation 

en réponse aux UV-13 suggèrent pour ces composés un rôle de protection contre 

les radiations U.V. Plusieurs résultats présentés ci-dessous confortent cette 

hypothèse. 

• Les flavonoides s'accumulent dans les cellules épidermiques des feuilles 

après 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 à vis des UV-13 (Middleton et 

l'amura, 1993). 
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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 apparaissant dans les tubercules de 

pomme de terre après infection par Phylophiora infeslans. Les premières 

phytoalexines (pisatine et phaséolline) n'ont été isolées et caractérisées que 20 ans 

après (Cruickshank et Perrin, 1960). 

Une définition de référence a été énoncée par Paxton en 1981 « Les 

phytoalexines sont des composés antimicrobiens de faible poids moléculaire 

synthétisés et accumulés par la plante lors d'une interaction avec un micro-

organisme ». Les phytoalexines ont été isolées à partir de nombreuses plantes 

chez les dicotylédones mais aussi chez des monocotylédones. La majeure partie 

des études effectuées à ce jour concerne les légumineuses (isoflavonoides). 

Chez les légumineuses, 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 maackiaïne (Pois chiche) et la 

pisatine (Pois). Elles appartiennent toutes à la famille des isoflavonoides. 

Cependant les études ont toujours montré que la synthèse de phytoalexines est très 

bien corrélée avec la résistance de la plante vis-à-vis d'un pathogène (Mansfield., 

1982). 

7. Les flavonoides non tanniques chez Vicia faba 

Nozzollillo et cil., (1989) ont étudié l'ensemble de la voie de biosynthèse 

des flavonoides, aboutissant ainsi à une proposition de contrôle génétique de la 

synthèse des phénols chez Vicia faba, dans laquelle l'ensemble des génotypes peut 

être repéré par rapport à quatre principales classes de flavonoides 

- les flavones dont le principal aglycone est l'apigénine, sont présentes 

significativement dans les téguments violets, beiges, verts et rouges, et à un 

degré moindre dans les téguments noirs. 

- les flavonols dont le principal aglycone est la myricitine, se trouvent surtout 

dans les téguments verts et rouges, accessoirement dans les téguments bruns. 
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Figure 2. Les principales phytoalexines chez les légumineuses 
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- les aiithocyanines sont présentes dans les téguments violets avec 

prédominance de 4 aglycones: deiphinidine, cyanidine, malvinidine et 

pétunidine (figure 3). 

Tomas-Lorente et ai, (1990) ont identifié 7,3',4'-trihydroxy-flavone; 7,4'-

dihydroxy-flavone, quercetine, kaempférol, quercetin 7-glycoside et kaempférol 

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

8. Les tannins 

Les tannins sont des molécules hydrosolubles, de masse moléculaire 

comprise entre 500 et 3000. 

Il 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-à-vis de nombreuses molécules, d'où 

leur dénomination commune. Ils sont tous deux présents dans la plupart des 

génotypes de Vicia fciba. 

8.1 Les tannins hydrolysables 

Les tannins hydrolysables sont des esters de glucides et d'acides phénols ou 

de dérivés d'acides phénols. L'hydrolyse chimique ou enzymatique libère outre la 

molécule de glucose, de l'acide gallique (cas des gallotannins) ou de l'acide 

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

8.2 Les tannins condensés 

Les tannins condensés, encore appelés tannins catéchiques ou 

proanthocyanidines, sont des polymères 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 proanthocyanidines sont essentiellement: 

- l'afzéléchine et son isomère I'épiafzéléchine (monohydroxylée sur le 

noyau B) 
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- la catéchine et son isomère l'épicatéchine (dihydroxylée) 

- la galiocatéchine et son isomère l'épigallocatécine (trihydroxylée), 

(Mergham, 1995), (figure5). 

9. Les tannins chez Vicia faba 

Martin-Tanguy et al., ( 1977), ont étudié la nature chimique des tannins des 

variétés de Vicia faba à fleurs colorées. Ils ont pu identifier des composés 

polymères de type flavan -3-ois (catéchine et gallocatéchine). 

Les tannins condensés ou proanthocyanidines sont présents dans la plupart des 

génotypes de Vicia faha L., à l'exception des téguments blancs (Nozzoiillo et al., 

1989). 

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

Viciafaha et ont pu isoler et identifier par ( RMN-Hl, CD) les composés suivants: 

* des composés monomères: (-)-épicatéchine et épigaliocatéchine 

* des procyanidines dimères : épicatéchine-(43,8)-catéchine, catéchine -(4 

a,8)-catéchine, catéchine-(4Œ,8)-épicatéchine 

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

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

L'étude structurale des diverses proanthocyanidines de la féverole a été 

étudié en faisant appel à la spectrométrie de niasse, de la microdégradation en 

présence de phloroglucinol et à l'analyse par CHLP couplée à la barrette de diodes 

(Merghem., 1995). Dans le cas de la féverole, les dimères identifiés sont des 

procyanidines : 3 correspondent à des procyanidines de type B constituées de 

catéchine et de son isomère l'épicatéchine: composés B: catéchine (43-

8)catéchine; C: épicatéchine (413-8)-catéchine; D: épicatéchine (40-8)- 

cat échine. 

10. Rôle des tannins 

Les effets négatifs des tannins condensés sur la valeur nutritive de la 

féverole ont contraint les producteurs à sélectionner des variétés sans tannins. 

Malheureusement, la production de la féverole sans tannins engendre non 
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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 rôle de défense pour le végétal lui-même en 

particulier vis â vis des micro-organismes et des prédateurs (Salunke et ai, 1990). 

Une teneur faible en tannin, le Sorghuni et Faba sont plus susceptibles d'être 

attaqués par les insectes et les champignons (Bond, 1989). Les génotypes à zéro 

tannins sont plus sensibles aux maladies (Bond et Duc; 1993; Helsper et al.; 

1994). 

C. Les exsudats racinaires et la rhisosphère 

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 la radne 

Les sites d'exsudation racinaire ont été identifiés grâce à l'utilisution de 

méthodes autoradiographiques (Mac Douglas et Rovira, 1970). Le mode 

d'exsudation est de 2 types (Rovira 1973) et résulte en 

1. Un rejet intense et discontinu de matériel marqué non diffusible à partir des 

apex des racines latérales, composé probablement de matériel mucilagineux, 

cellules de la coiffe ou de coiffes exfoliées. 

2. Un rejet diffus associé à l'axe de la racine principale et constituant 

probablement de composés solubles et dffusibles. Selon Rovira (1973) la zone 

majeure de rejet d'exsudats diffusibles est la zone d'élongation de la racine. 

(figure ô ). 
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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 très 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 ai., 1979; Tang et young, 1982). Perez et Ormeio-Nuiez, (1991) 

ont pu identifier scopoletine, coumarine, p-hydroxybenzoique et acide vanillique 

dans les exsudats racinaires du blé par CLI-IP. 

L'exsudation d'un certain nombre disoflavones par les racines de Trijolium 

pralense ont été mis en évidence (ononine, génisteine, daidzéine, formononétine), 

(Tamura et ai,, 1969). 

Le sol de la rhisosphère de deux espèces Bouteioua gracilis et Ariernisiafrigida 

contient plus de polyphénols que le sol non rhisosphérique et des traces de 

terpènes ont été trouvées dans le sol associé à A.frigida (Bokhari et ai, 1979). 

Burdun et al., (1974) signale l'exsudation de phytoalexines par les racines 

de plantes cultivées en conditions non stériles, pour Pisiini salii'um le composé est 

la pisatine et pour Phaseoizis i'ulgaris les composés identifiés sont la phaséolline, 

phaséollidine, la phaséollinisoflavane et la kivétone. Trois flavones dans les 

racines de lentille ont été identifiées (4'-dihydroxy-flavone, 3', 4', 7-trihydroxy-

fiavone et la 4', 7-dihydroxy-flavone et deux isoflavonoides ont également été 

caractérisés pour le soja : le cournestrol et a daidzeine (D'Arcy-Lameta,1986). 

2.3 Facteurs influençant l'exsudation racinaire 

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

qu'ils soient physiques (force mécanique, contrainte hydrique, concentration 

ionnique, pH), ou biologiques (micro-organismes saprophytes, symbiotiques ou 

pathogènes). Enfin, l'exsudation est 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 Rhizobiuni se multiplient dans la rhisosphère au contact de la graine et 

à 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 façon caractéristique et comprime la bactérie engagée dans 

la couche mucilagineuse de la surface de la paroi (I 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 Rhizobiun, ssp. pénètrent 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 l'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 où elles se différencient en bactéroides fixateurs 

d'azote (4 sur figure 7). 

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

méristème apical, une croissance indéterminée et un système 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 

système conducteur de la racine (Phaseolus, Glycine). 
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2. Gènes impliqués dans le processus de la nodulation 

L'étude des gènes de nodulation chez un grand nombre de souches et 

d'espèces a montré que dans toutes les souches de l?hizobium testées jusqu'à 

présent, les gènes iod étaient localisés sur des plasmides (appelés pSym, pour 

plasmide symbiotique) à côté des gènes de fixation d'azote (les gènes ni/). La 

taille de ces plasmides varie de 50 à 600 l(b, chez R. /eguminosa/li/n bv. irijilhi 

à 1200 Kb et chez R. nw/iloii à 1500 Kb (1-larisson et cil.; 1988, Burkliardt et al.; 

1987). Dans deux genres, Braclyrhizobium et A:orhi:obiuin, les gènes iiod sont 

localisés sur le chromosome. Ces gènes sont organisés en plusieurs opérons qui 

sont régulés de façon coordonnée. L'organisation de ces gènes est présentée dans 

la figure 8. 

On les classe en deux types: les gènes iiod communs et les gènes nod de 

spécificité d'hôte. 

2.1 Les gènes nod communs 

Les gènes iioci communs comprennent les gènes nod ABC et H. Les gènes 

/wcl ABC ont été trouvés chez tous les Rhizobium, Bradyrhizobiutii et 

il;or/zizobiiinz (Martinez et al., 1990). Ces gènes sont organisés en opéron: un seul 

pour la plupart des Rhizobium, et deux chez Rhizobium clii (iiod A et iiod BC), 

(Vasquez, 1991). 

2.2 Les gènes de spécificité d'hôte 

Les gènes ,zod sont dits de "spécificité d'hôte" lorsqu'une mutation dans 

l'un de ces gènes ne peut pas être complémentaire par l'ADN d'une autre espèce 

de Rhizobluin, et lorsque le spectre d'hôte de la bactérie est modifiée par la 

mutation. Les R/iizohiuin peuvent acquérir la capacité d'infecter et de noduler 

d'autres espèces de légumineuses. 

Chez Rliizobiu,n ii-i//ii, les mutants tioci H acquièrent la capacité d'infecter 

et de noduler la vesce (Faucher et al., 1989). Chez R/iizohiuin iriftilhi, les mutants 

iiod FE ne nodulent pas leur plante habituelle, le trèfle blanc ou rouge, mais 

peuvent noduler le pois. Le nod X confère une diversité intra-spécifique à l'espèce 
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R. leguminosarum : il n'est présent que chez certaines souches appartenant à 

l'espèce R. legurninosarum biovar viciea et leur confère la capacité de noduler 

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

2.3 Nature et propriétés des gènes nod chez les Rhizobium spp 

En réponse à des signaux chimiques émis par la plante, les gènes nod 

communs et gènes nod de spécificité d'hôte sont transcrits. Les produits de ces 

gènes participent à la synthèse de signaux émis par la bactérie, les facteurs Nod. 

Nod Rm IV (S), appelé initialement Nod Rm-1, est la molécule produite par R. 

méliloli. Ce fut le premier facteur Nod dont la structure chimique a été déterminée 

(Truchet et al., 1991), (figure 9). 

Ce sont des lipo-chito oligosacharrides dont la structure de base codée par 

les gènes nod ABC, est une chaîne de 4 à 5 oligomères de chitine (N-acétyl-

glucosamine) liée à un acide gras à son extrémité non réductrice. Les gènes nod 

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

les gènes de spécificité d'hôte, nod H et nod P et Q, interviennent dans la 

sulfatation de la molécule (Roche et al., 1991). Ce sulfate est la base de la 

spécificité entre R. meliloti et la luzerne (Lerouge et al., 1990) (tableau 4). 

Nod Rm-1 est obtenu à partir de surnageant de cultures induites par la 

lutéoline. Il est impliqué dans la déformation et la courbure des poils absorbants, 

mais aussi dans l'activation des divisions des cellules corticales et provoque 

même la formation de véritables nodosités en absence totale de la bactérie. Les 

concentrations 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 gènes de nodulation 

Dans le sol, en absence de la plante hôte, les gènes nod communs et les 

gènes nod de spécificité d'hôte ne sont pas exprimés. L'activation des gènes de 

nodulation requière la présence de molécules signal exsudées par la graine et la 

racine, et le produit du seul gène exprimé constitutivement, le gène nod D 

(Mulligan et al.,1985). Les gènes nod D sont des gènes de régulation trouvés dans 
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Figure 9. Structure des lipo- oligosacharides par les Rhizobium 

La longueur du squelette de l'oligosaccharide varie entre 3 et 5 sucres. 

La nature des substituants RI à R5 est indiquée dans le tableau 4 (Spaink, 1993) 

Producing .strain specific Iipid other sub'itituaiits 

R. /egulnim.sarul,, bv. viciai,  CI 	:4 R4. O-acctyl 

I? 	meliIoli 20 I I C 16:2 R4(+/-). O-accthyl, R5.suphale 

R. n,eIi/i, A K41 C 16:2 or C 16:3 R5, sulfate 

IL jiponic.uu1 USDA 110  R5, 2-0-incthylfucosc 

/Ljujnnucun, USDA 135  R4(+/-). O.acclyl: R5, 2-0-mciliylfucosc 

RIIIZObIUHI N0R234 
Ri, N-melhyl, R2 and R3(+/-), O-carbamoyi 

R5, 2-0-mctyhlfucosc or 2-0-mcthyl-3-0-

sulpiiofucose or 2 -O-mcthvl-4 -O-acclylfucosc 
1. 	( - aIlIi/u,l1(/a,zs 1  RI. N-methyl, R4. ()-carbamoyl, R5. D-arabinosc 1 .  

Tableau 4. Comparaison des structures des lipo-oligosaccharides 

produits par les Rhizobiu,n 
(+/_) indique que le groupement n'est pas toujours présents, 

si aucmic iiidicat ion K I 	hydrogène cl 1(2. RI. 1(4. 1(5 	llydro.\yl. 
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toutes les espèces de Rhizobium, Bradyrhizohiuni et Azorhizobium. Des mutants 

ne contenant pas de gènes nod D fonctionnels ne peuvent noduler (Kondorosi, 

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

se fixerait aux molécules inductrices de la plante. 

2.5 Nature des molécules exsudées par les légumineuses qui contrôlent 

l'expression de gènes nod 

Les progrès dans la compréhension de la régulation des gènes nod ont été 

facilités par l'utilisation des fusions de gènes. Ainsi chez R. ,ne/iloti, le fragment 

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

fonctionnel chez R. meliloti (pRmSL26). Une fusion a été réalisée entre le gène 

iiod C et le gène responsable de la synthèse de j3-galactosidase (lac Z) (figurelø). 

Ce nouveau plasmide appelé pRmM57, introduit dans R. meliloii a été utilisé pour 

étudier et identifier les inducteurs de gènes de nodulation. Après induction de ces 

gènes, une activité 3-galactosidase peut être détectée (Mulligan et ai., 1985). 

Il a ainsi clairement été démontré que les molécules responsables de 

l'induction de gènes nod sont des flavonoides et des bétaines (Redmont et al., 

1986; Phillips et al., 1995), (figurel 1). La famille des légumineuses est 

particulièrement riche en flavonoides et produit environ 28% de flavonoides 

connus. Leur rôle est important dans la floraison et la coloration des fruits 

(1-larbonne et al., 1975). 

2.5.1 Caractéristiques structurales des composés inducteurs des gènes nod 

La recherche de composés activateurs ou inhibiteurs de gènes t iod dans les 

exsudats racinaires de différentes légumineuses a été facilitée par l'emploi de 

souches de Rhizohiuni spp modifiées génétiquement. Elles comportent en effet une 

fusion de gènes entre les promoteurs de différents opérons nod et le gène de 

structure de l'enzyme5—galactosidase (lac Z) de E.coli. La détection et la 

quantification de l'expression de gènes nod en fonction de différents inducteurs 

sont réalisées par dosage de l'activité de l'enzyme. 
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Les expérimentations effectuées avec l'aide de ces souches transformées 

ont abouti à l'identification de différentes molécules ayant des activités 

stimulatrices ou inhibitrices de gènes noa'. Le tableau 5 présente l'action de 

quelques molécules ayant des activités stimulatrices ou inhibitrices de gènes noti 

ABC-/acZ chez trois espèces de I?hizohiuin illustrant les degrés divers de 

spécificité entre un inducteur et un microorganisme (Kosslak et ci/., 1987; Peters 

et Long, 1988). 

On remarque sur ce tableau que les gènes de deux souches de 

Bi(idyrhizobiun, ja/)onlcu/n sont activés principalement par des isoflavones. R. 

ineliloil est activé par la lutéoline et apigénine et très faiblement par deux 

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

composés ont été étudiées chez R. ineliloti (Peters et Long, 1988). L'induction de 

la fusion nocJABC-lacZ a été mesurée après un contact avec un mélange 

équimolaire de lutéoline (inducteur fort) et du composé à tester. Trois types 

d'effets de ces molécules peuvent être observés: 

- aucun effet activateur ou inhibiteur: daidzéine, génistéine, flavone, 

(luercéti!e. 

- effet inhibiteur compétitif avec la lutéoline: chrysine, kaernpférol, 

umbelliférone. 

- activateur !tible pouvant inhiber l'activation par la lutéoline :naringénine. 

3. Relation R/zizobiii in- légumineuse 

La symbiose /?/z/zobium-légumineuse, qui conduit à la formation des 

nodosités sur les racines des légumineuses, est gouvernée par un échange de 

signaux moléculaires très spécifiques, entre les deux partenaires. Les plantes 

initient le dialogue en libérant dans le sol un mélange divers de molécules 

organiques. Ces molécules (les flavonoides) sont des composés importants de la 

rhisosphère de la graine et de la jeune racine. Ils contrôlent la transcription des 

gènes responsables de la réponse symbiotique de la bactérie (Redmont et al., 

1986). 
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ACTI VITE 3-CALACTOSIDASE 
B. /uponkurn R. fredii R. meliloti 

COMPOSES USDAIIO USDAI23 USDA19I 1021 

Activation Inibition  
(1:1 Luteohne) 

SREI +++  +++ ND ND 
Isoflavones 

Daidzéine +++ +++ +++ O O 
Génistcine +++ +++ +++ O O 
7-1-lydroxy ND ND 

5,7-Dihydroxy- +++ +++ ND ND 
Baptigénine O O ND ND ND 

3',4',7-Trihydroxy- O O ND ND ND 
BiochanineA ++ O +++ ND ND 
Formonétinc + O +++ ND ND 

Pninitinc + + ++ ND ND 
Flavoiies 

Flavone ND ND ND O O 
4',7-Diliydroxy ++ ++ +++ NI) ND 

Apigénine + ++ +++ ++ O 
Lutéohne O O +++ +++ - 

Chrysine O O +±+ O - 

Flavanones/ Flavonols 
Flavanone ND ND ND O O 
Eriodictyol ND ND ND + O 

Naringénine O O +++ + - 

Flespéritine ND ND ND O O 
Quercétine O O + O O 
Kampférol + + + O - 

Myrecétine ND ND ND O O 
Morine ND ND ND O - 

Fisétine ND ND NI) O O 
Flavonol ND NI) ND O O 

Cournarines 
Coumarine NI) NI) ND O O 
Coumestrol + O +++ NI) ND 

Umbellifcronc O O + O - 	il 
Tableau 5. Expression de la fusion de gènes nod DABC-Lac Z 

en réponse à divers composés inducteurs. 

SRE I : Extraits racinaires de Soja. 

ND : Non déterminé 

+ : activateur faible; +± : activateur modéré; +++ : activateur fort. 

- : inhibiteur 

O : neutre (ou propriétés inhibitrices non étudiées) 

(d'après Kosslak et ai; 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 intérêt particulier 

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

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

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

gènes nod est résumée dans le (tableau 6). 

La lutéoline (3',4',5,7 tétrahydroxy-flavone) a été le premier inducteur 

isolé dans les exsudats de graines de Medicago saliva. C'est quantitativement 

l'inducteur le plus important de la graine (Peters et cil., 1986). Sa configuration 

est la suivante: 

OH 

OH 	
L) 

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

ai., 1990). 

Une grande partie de la lutéoline est en fait présente sous forme de 

lutéoline-7-0- glucoside, et sous forme minoritaire de 5-méthoxy-lutéoline et de 

3',5-diméthoxy-luteoline. Ces composés méthylés et glycosylés sont présents 

uniquement dans la graine et représenteraient une forme de stockage dans la 

graine. Ces formes dérivées ne sont pas activatrices des gènes nod (Redmont et 

cil., 1986; Hartwig et al., 1991). 
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Plantes Composés inducteurs des gènes nod Références 

!I'Jedicago saliva 
(Luzerne) 
Exsudats de graines Lutéoline (3',4',5,7-tétrahydroxyflavone) Hartwig 	1990 

Phillips 	1992 
Peters 	1986 

Chrysoeriol (3'-méthoxyluteoline) Peters 	1986 
Hartwig 	1990 

Stachydrine Phillips 	1995 
Trigonelline Hartwig 	1991 
3 '-rnéthoxy-4 ',5,7-trihydroxy-flavone Peters 	1986 

Exsudats de racines 4,4'-dihydroxy-2'-methoxy-chalcone Maxwell 	1990 
4',7-dihydroxy-flavone Maxwell 	1990 
4',7-dihydroxy-flavanone Maxwell 	1990 
Formononetin 

( 
-7-0-malonylglycoside) Dakora 	1993 

Phaseolus vulgaris 
(haricot) 
Exsudats de graines Delphinidine Hungria 	199 la 

Malvidine Hungria 	1991a 
Myrecetine Hungria 	199!a 
Quercétine Hungria 	1991a 
Kaempferol Hungria 	1991a 

Exsudats de racines Eriodictyol Hungria 	1991 b 
Naringénine 1-lungria 	1991b 
Géni steine-7-0-glycoside 1-lungria 	1991 b 

Sesbania rosiralu 
Exsudats de racines 1 4',7-dihydroxy-flavanone Messens 	1991 
Pisuni sali vuni 
(Pois) 
Exsudats de graines Apigenine-7-0-glucoside Firmin 	1986 

Eriodyctyol Innes 	1985 
Hesperetine Innes 	1985 

Tableau 6. Composés inducteurs des gènes nod isolés des légumineuses 
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Plantes Composés inducteurs des gènes nod Références 

Glycine max 

(Soja) 
Exsudats racinaires Genisteine (4',5,7-trihydroxy-isoflavone) Kosslak 	1987 

Daidzeine (4',7-dihydroxyisoflavone) Kosslak 	1987 
Trifolium 
(trèfle) 

Exsudats racinaires 4'-7-dihydroxyflavone Redmont 1986 
4',dihydroxy-3'-methoxy-flavone Redmont 1986 
4'-hydroxy-7-methoxy-flavone Redmont 1986 
Coumestrol D'arcy 

Lameta 	1986 
Kosslak 	1987 

Vicia saliva 
(Vesce) 
Exsudats de racines 3,5,7,3 '-tetrahydroxy-4'-methoxy-flavanone Zaat 	1989 

7,3'-dihydroxy-4'-methoxy-flavanone Zaat 	1989 
4',7-dihydroxy-isoflavanone Recourt 	1991 
4',7-dihydroxy-3 '-methoxy-chalcone Recourt 	1991 
4',5,7-trihydroxy-isoflavone Recourt 	1991 
4',5,7-trihydro-3 '-méthoxy-flavanone Recourt 	1991 
4',4-dihydroxy-2'-méthoxy-chalcone Recourt 	1991 
3 ',5,7-trihydroxy-4'-methoxy-flavanone Recourt 	1991 
2',4',4-trihydroxy-chalcone Recourt 	1991 

Tableau 6 (suite). Composés inducteurs des gènes nod isolés des légumineuses 

Les exsudats racinaires de la luzerne contiennent trois autres inducteurs de 

gènes nod : le 4,4'-dihydroxy-2'-méthoxy-chalcone, 4',7dihydroxy-flavone et le 

4',7 -dihydroxy-flavanone. (Maxwell et al., 1990). 

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

max induit Bradyrhizohium japonidum (Schmidt et al., 1992). Isoliquiritigine 

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

exsudats racinaires de Glycine max (Kape et al., 1992). Les gènes nod de 

Bradyrhizobium ont été induits par deux composés majeurs la daidzeine et la 

génisteine extraits dans les racines de Soja. (Kosslak et al., 1987). Ces mêmes 

composés agissent comme antagonistes chez le gène nod de R. leguminosarum. A 

une concentration supérieure à 5 .tM, les deux composés inhibent la croissance 

des cellules. 
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3.2 Signaux symbiotiques dans le genre Vicia 

L'analyse par C.C.M des exsudats racinaires de Vicia saliva a révélé 2 

classes de flavonoides qui sont inducteurs: flavones et flavanones. L'induction ùu 

promoteur izodA par les exsudats racinaires est similaire à celui de la naringénine 

(Zaat et al., 1987). 

Zaat et al., (1989) ont mis en évidence 7 flavanones dans les exsudats 

racinaires de Vicia saliva qui sont inducteurs de gènes nodA de Rhizobium 

/eguminosurum biovar viciea. Deux de ces flavanones ont été identifiées , le 

premier est le 3,5,7,3' tétrahydroxy-4' méthoxy-flavanone et le deuxième est le 

7,3'- dihydroxy-4'-méthoxy-flavanone (Zaat et al., 1989). 

Chez Vicia saliva sub. nigra l'inoculation de R. leguniinosarum bv viceae 

sur les racines se traduit par la synthèse de 8 nouveaux flavonoides (6 flavanones 

et 2 chalcones) voir tableau 6, ce pool de composés flavoniques ne contient que 

des molécules inductrices (Recourt et al., 1991). 

3.3 Rhizobium -Vicia fuba 

A notre connaissance, aucun travail n'a été réalisé concernant la relation 

Rhizohium- Vicia faba. Pour la première fois le 7, 3', 4' trihydroxy-flavone, 7, 4'-

dihydroxy-flavone,quercetine et le kaempférol ont été identifiés dans les exsudats 

de graines de Vicia faba L. En effet, ces substances peuvent jouer un rôle 

essentiel dans l'activation ou l'inhibition du gènes nod de Rhizobium (Tomas - 

Lorente et al., 1990). 

Weyrone est l'une des phytolexines prédominante produite par Vicia j'aba à 

une concentration de 100 l.LM; elle est dégradée par Rhizobium leguminosarum bv 

viceae (Gôrge et Werner, 1991). 

4. Propriétés biologiques décrites pour les composés flavoniques 

Les concentrations efficaces pour obtenir un effet activateur des gènes de la 

nodulation se situent entre 10 à 10 M. Le temps nécessaire pour pouvoir 

détecter l'expression des gènes izcd est très court. Chez R. I. bv. trifolii, la 74'- 
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dihydroxy-flavone stimule la transcription des gènes izod 20 minutes seulement 

après le contact avec les cellules (Djordjevic et ai., 1987). 

Pour Rhizobium iegutninosarutn bv. viceae cinq minutes suffisent pour 

que l'induction par la naringénine soit détectable (Zaat et al., 1987). Un temps 

minimum de quatre heures a été donné dans le cas de l'effet de la daidzéine ou de 

la génistéine sur Bradyrhizobium japonicum (Kosslak et ai., 1987). 

Les composés flavoniques peuvent également posséder des propriétés de 

toxicité envers la croissance de micro-organismes. Des effets toxiques ont été 

signalés pour des concentrations de 10' à 10 -4  M dans le milieu de culture 

(d'Arcy- Lameta, 1984), les résultats obtenus de la daidzéine et le coumestrol à 

différentes concentrations sur la croissance de diverses espèces de bactéries sont 

présentés dans le (tableau 7). 

Certains composés flavoniques peuvent également agir comme chimio-

attractants, à très faibles concentrations et avec une grande spécificité vis à vis de 

l'espèce bactérienne. Cela a été montré par exemple pour la lutéoline à 10 M à 

l'égard de R. nieliloli. Le déplacement des cellules vers la source de lutéoline peut 

être spécifiquement inhibé par la naringénine (Caeteno-Anollès et al, 1988). 

Certains auteurs suggèrent que R. meliloli migrerait en direction de la 

graine qui créerait ainsi une zone écochimique favorable à la nodulation (Phillips, 

1992). Aucun effet chimioattractant n'est détecté avec l'isoliquiritigine mais 

l'acide cafeique agit à une concentration de 10 mM, comme un chimioattractant. 

Apigenine et lutéoline sont des chimioattactants efficaces envers R. 

legurninosarum bv phaseoli mais ils jouent le rôle d'inducteurs chez R. nieliloti, 

R. leguminosaruni bv viceac et R. trifoIii (Peters et a/.,1986; Firmin et al., 1986; 

Zaat et ai., 1987). 

Des composés inhibiteurs des gènes nod ont été retrouvés dans les exsudats 

racinaires de légumineuses. La plante peut donc réguler sa nodulation par le biais 

de la synthèse et de l'exsudation de composés activateurs ou inhibiteurs de 

l'activation des gènes iwd. Ces molécules inhibitrices qui contrôlent étroitement 

l'expression des gènes nod sont appelées molécules « nod-off » , par opposition 

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

Graines Racines 
Racines 

Extrait total + Couinestrol Daidzeinc 

70ing/inl Bactéries 
j0-6  M 10 ,5  M I i 	M j6  MI! Ø.S  M 

Bactéries Gram - 

liradyrhizobiuinjaponicum 31 lb 138 0 + +30% +30% + +20% 0 

?hizobiu,n fredii W505 O ND 0 0 ND O O 

?hizohiu,n leguminosaruin (bv. viciae) ND ND + 15% 0 ND 0 0 

1 grobacieri un, lu,nefaciens Ri! ND ND 0 -50% -25% 0 0 

Igrohac1eriun radiobacier ND ND 0 0 ND O O 

/'seudo,nonas sp. ND ND -20% ND ND -20% ND 

Bactéries Gram + 

tficrococcus luleus ND ND ND O ND O ND 

Levures 

C,:ypiococcus  albidus ND ND ND -20% ND ND O 

('ryptococcus laurenhii ND ND ND O ND ND O 

('rvpiococcus luteolis ND 	1 ND 	1 ND 1-10%1 ND 1 ND O 

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 

O 	: Neutre 

ND 	: Non déterminés 

(D'après d'Arcy-Lameta, 1984) 
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Espèces Activateurs 	
-T  

Inibiteurs 

R. Iri/o/ii Flavones avec OH en position 7 Coumarines (I'umbellifcronc); 

comme la 7,4' diOH flavone Isoflavones (formononetine) 

R. legurnino.sarum Flavones (apigénine) Isollavone (daidzeinc, génisteine); 

Flavanone (Hesperitine) Flavonols (Kaempfcrol) 

Acetophenones (acetovanillone, 

acetosyriilgone) 

B. jclponicurn Isoflavone (daidzeinc, genisteinc) Flavines, Riboflavines, Flavone 

Coumarines (coumestrol) (7-hydroxy 5-methyl flavone) 

Chalcones (isoliquiritigenine) 

R. nwliloti Flavones (lutéoline, apigénine) Coumarines (umbclliférone) 

Flavonols (morin, quercetine) 

Tableau 8. Composés activateurs et inhibiteurs (les gènes nod. 

(d'après Mellor et cil., 1995) 

Il est intéressant de noter que certaines molécules agissant comme 

inhibiteur dans un système symbiotique peuvent agir comme activateur dans un 

autre système (ex: la daidzeine). Il s'avère qu'à 1.0 l.LM, le kaempféro inhibe 

effectivement l'expression de gène nod en présence de 0.25 j.tM d'inducteur la 

naringénine ( Recourt et ai., 1992). 

Dans l'environnement proche de la racine le rapport des concentrations 

entre les substances stimulatrices et les substances inhibitrices peut modifier 
++ 

l'intensité de la nodulation. Tous les facteurs environnementaux (pH, Ca 

autres stress physico-chimiques) faisant varier ce rapport peuvent donc influer 

positivement ou négativement sur la nodulation de la plante (Richardson et al., 

1988). 

Un pi-1 acide dans les sols, est un facteur majeur limitant la nodulation et la 

fixation d'azote chez J'haseolus vulgaris cl affecLe aussi plusieurs étapes de la 

symbiose Rhizobium-légumineuse (Wolff et cil., 1991). Les mêmes résultats ont 
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été retrouves dans le cas d'une déficience en Ca ++, Al et Mn (Keyser et Munis, 

1979a; Keyser et Munns, 1979b ; Bushby, 1982; Graham et al., 1982; Kvien et 

Ham, 1985; Vargas et Graham, 1989). Aucune corrélation n'est trouvée entre les 

phytoalexines et la formation du nodule (Wolff et aI.,1991). En générale, les 

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

les pathogènes (Recourt et al, 1991). La biosynthèse et la libération de la méthoxy-

chalcone répond au stress des jeunes plantules de Vicia saliva inoculées pur R. 

legum inosarunz b y viceae. 

Pankhurst et Jones (1979) ; Rao et Cooper (1988) ont constaté que les 

tannins sont impliqués dans la relation hôte-microsymbiote, ils sont aussi connus 

dans l'inhibition de la nodulation chez le haricot et autres légumes (Blum et Rice, 

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

P/uiseo/us vulgaris a provoqué la réduction du nombre de nodule. Ces tannins ont 

été toxiques pour les Rhizobiu,n (Wolff et al., 1993). 

5. Caractéristiques structurales des composés inducteurs des gènes 

de la nodulation (le Bradyrhizobiiiin japoniclun et Rhizobium 

legli in iii osarii in 

5.1 Brudyrlzizobiuni juponicum 

A partir du tableau 5, certaines structures communes aux inducteurs de 

gènes noci de B. japollicum peuvent être définies, on constate que: 

- le squelette isoflavonique comportant un hydroxyle en position 7 est 

suffisant pour activer les gènes nod. 

- l'induction par une flavone nécessite l'hydroxylation des cycles A et B. Par 

exemple, la 4',7 dihydroxy-flavone et la 4',5,7 trihydroxy-flavone 

(apigénine) sont des activateurs alors que la 5,7 dihydroxy-flavone 

(chrysine) n'est pas activatrice. 

- la méthylation du groupement hydroxyl (0-C113) en position 7 (ex: la 

prunetine) ou en position 4' (ex: la formonétine) diminue significativement 

l'expression des gènes nod. 
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- l'hydroxylation des carbones en position 3' ou 5' du noyau B conduit à une 

perte de l'activation par les isoflavones (ex: la baptigénine) et les flavones 

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

5.2 Rhizobium leguminosarum 

- l'hydroxylation des carbones en 3 conduit à une perte de l'activation par les 

flavonoides du gène nod de R. Ieguniinosarzi,n bv viciae, R. trifolii et R. 

meliloti. 

- tous les flavonols testées sont inactives. 

- l'hydroxylation du carbone en 3 par les flavanones ne rend pas les molécules 

inactives puisque les meilleurs inducteurs portant le gène nod D chez R. 

leguniinosariim bv viciae et bv trifolii sont des dihydroflavonols. 

- l'hydroxylation du carbone 7 active le gène nod(Zaat et al., 1989). 

6. Pénétration des flavonoides dans les cellules 

L'accumulation de naringénine dans la membrane cytoplasmique de R. 

leguminosaruni bv. viceae sans conversion métabolique apparente a été observée 

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

des expériences in-vitro montrent que la naringénine a une affinité pH-dépendante 

pour la membrane cytoplasmique. 

Pour R. meliloli, les travaux de Hubac et ai. (1993) montrent que 

l'absorption de la lutéoline par R. meliloti est spécifique car d'autres espèces de 

1?hizobium, de Pseudornonas et d 'Agrobaclerium, n'incorporent pas cette molécule 

au même taux. La première partie de l'absorption est un équilibre rapide et 

réversible entre la lutéoline du milieu de culture et la surface cellulaire, comme 

chez R. legunzinosarum bv viceae. La deuxième partie est une accumulation lente 

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

6.1 Dégradation des flavonoides par les Rhizobium 

Rhizobium loti dégrade la quercétine en produisant de l'acide 

protocatéchique et du phloroglucinol. L'acide protocatéchique sert comme unique 
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source de carbone chez quelques J?hizobiunz (Rao et al., 1991), ainsi que la 

catéchine chez Bradyrhizobiuni japollicuni et Rhizobium sp , ces deux bactéries 

dégradent la catéchine en acide protocatéchique et en acide 

phloroglucinolcarboxylique figure 12, (Gajendiran et Mahadevan, 1988; Hopper et 

Mahadevan, 1991). 

Il est intéressant de remarquer que la voie de dégradation des flavonoides 

par les Rhizobiunz fait apparaître, dans tous les cas, des chalcones. R. 

leguininosaruni bv. viceae et R. nieliloli font apparaître de nouvelles chalcones, 

flavones, et flavanones qui peuvent être potentiellement inductrices des gènes nod 

D, chez ces bactéries, (figure 13). 

E. Mutants végétaux pour les caractères 

symbiotiques 

1. Introduction 

La formation d'une nodosité fonctionnelle est le résultat de l'expression des 

gènes des deux partenaires symbiotiques. Si la bactérie est responsable de la 

fixation, la plante, elle, procure pendant la symbiose l'environnement, l'énergie et 

les puits pour l'azote. Ceci a amené de nombreuses équipes de recherches à 

s'intéresser maintenant également, même si le problème est complexe, à l'étude 

des gènes symbiotiques végétaux. Là encore, l'analyse sera facilitée par 

l'obtention d'une variabilité génétique pour les caractères 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 été créée par 

mutagénèse. 

2. Les mutants naturels 

Ces mutants concernent quelques espèces d'intérêt agronomique. Ils ont été 

découverts dans les centres d'origine et de diversification de ces espèces ou, par 

hasard, au sein du matériel des programmes de sélection. 
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Figure 12. Utilisation de la catéchine par les Rhizobium 

((iajeiidiran et [Viahadevan, 1988)   
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2.1 La luzerne (Medicago sativa L.) 

Six gènes, tous issus d'un même 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 à un phénotype non fixateur (fix-), ce dernier étant non 

nodulant (nod) - . 

2.2 Le Soja (Glycine max L. Merr) 

Quatre gènes entraînant une absence de nodulation ou une nodulation 

inefficace ont été mis en évidence chez le soja. Le plus étudié est le gène rjl qui, 

après avoir été découvert par Williams et Lynch (1954), a été introduit par 

croisement dans plusieurs variétés. Ce gène entraîne un phénotype (nod) avec la 

majorité des souches de Bradyrhizobiurn mais l'utilisation en masse de certaines 

souches très compétitives peut provoquer la formation de quelques nodosités 

(LaFavre et Eaglesham, 1984). 

2.3 Le pois (Pisum sativum L.) 

Gelin et Blixt, (1964) ont mis en évidence pour la première fois, l'existence 

de gènes (nodi et nod2) qui entraînaient une hypernodulation chez une 

légumineuse. Cinq autres gènes symbiotiques ont été détectés dans du matériel 

végétal issu de prospections dans le centre d'origine et de diversification du pois: 

Le cultivar (cv) Afghanistan porte un gène, sym2, qui entraîne une résistance à 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, 1978). 

2.4 La fève (Vicia faba L.) 

Un mutant spontané de fève (Vicia faba L.) a été décrit par Duc et Picard 

(1986). Il s'agit d'un cultivar d'origine indienne qui, comme le pois afghan, ne 

nodule pas ou inefficacement avec les souches de Rhizobium des sols européens. 

Ce caractère est gouverné par un gène récessif sym 1. 
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3. Les mutants induits 

La mutagénèse se révèle un outil performant pour créer de la variabilité 

génétique pour les caractères symbiotiques. Elle a permis de multiplier le nombre 

des lignées mutantes et de travailler dans des contextes génétiques fixés. Selon les 

procédés de criblage utilisés, trois grandes classes de mutants peuvent être 

obtenus: mutants non nodulants, mutants non fixateurs et mutants nitrate tolérants 

(lui montrent jusqu'à présent un caractère d'hypernodulation. 

En 1981, a débuté, à 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 l'obtention, après mutagénèse 

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

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

des phénotypes (nod), (nod'fix) et (nod'', nts). (Duc et Messager, 1989). 

Les agents mutagènes sont divers, le plus utilisé est le MSE (méthane 

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

mutations ponctuelles. 

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

(f13,f73, f245) avec une nodulation inefficace (nod"fix), un mutant £48 non 

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

contrôlés par un seul gène récessif représenté respectivement par symi, sy1112, 

sym3, sym4, symS (Duc, 1995). 
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CHAPITRE II: MATERIEL ET MTHODES 

Introduction 

Selon Hale et Moore, (1979) les constituants du métabolisme primaire 

présents dans les graines peuvent être 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 composés du métabolisme 

secondaire (les flavonoides). Il nous a donc paru important d'étudier l'exsudation 

de ces flavonoides dans les graines des cultivars de Vicia faba et ses mutants 

(f123 1 ', f48"). Nous avons aussi étudier le déroulement de ce phénomène qui est 

"l'exsudation" au niveau des racines du 1er jour au 21 jour de germination chez le 

cultivar Blandine. 

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 

- la méthode de production d'anthocyanidines par oxydation à chaud pour le 

dosage de tannins condensés. 

D'autres méthodes ont été éprouvées pour l'identification des molécules 

inductrices de gènes nod: le couplage CLHP/UV et CLHP/SM. 

L'induction de gènes nod est étudiée en mesurant l'activité 0-galactosidase 

qui traduit l'expression de gènes iiod communs. 

A. Matériel biologique 

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 plantes de l'INRA 

de Dijon, (Annexe 2). 
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1.1 Cultivars de Vicia fabu 

1.1.1 Cultivar Bla Ild ne 

La population Blandine est un cultivar avec zéro tannins, à fleurs blanches 

et graines blanches. 

1.1.2 Cultivar Alfred 

La population Alfred est un cultivar avec tannins, â fleurs colorées et 

graines colorées. 

1.2 Mutants de Vicia Jaha 

Les deux mutants utilisés sont le nodulant précoce f123 (nod' 'fix' '), 

l'hypernodulant 1'32 (nodfix 4 ) et le non nodulant £48 (nodfix). 

B. Méthodes d'obtention des exsudats 

de graines et de racines 

I. Récupération des exsudats de graines 

(in premier lot de graines intactes et un deuxième lot où les graines ont été 

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

pour l'analyse des exsudats. 

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

séparément dans 100 ml d'eau pendant 24 heures â une température de 4°C OU 

300(; .  

Le suivi quantitatif des composés polyphénoliques est réalisé à l'aide de 

méthodes de dosages suivantes: les phénols totaux (bleu de Prusse), les tannins 

condensés (BuOH-FICI à chaud) et le test de vanilline. 

Pour l'estimation des composés phénoliques contenus dans les graines, 

cotylédons et téguments, nous avons extrait ces composés à 80°C dans un mélange 

MeOl-1/H20 (7/3) sous reflux pendant (2 x 20 mn). Afin d'éviter le phénomène 

d'oxydation dans les extraits polyphénoliques nous avons utilisé du métahisulfite 
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de sodium à 0.2% dans l'eau à raison de I 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 à l'autoclave à 120°C pendant 60 mn. Toutes 

les manipulations ultérieures sont effectuées en pièce stérile ou sous une hotte à 

flux laminaire. 

2.2 Stérilisation (les graines du cultivar Bla ndine et récupération des 

exsudats racinaires 

Il faut prévoir 2 à 3 fois plus de graines que la quantité nécessaire à 

l'expérience; leurs téguments doivent être intacts. La stérilisation est réalisée par 

trempage et agitation manuelle dans une solution de chlorure mercurique Hg C1 2  à 

1.5% pendant 3 mn suivie de plusieurs rinçages à l'eau. Après une nuit de 

trempage dans l'eau, les graines présentant un aspect grisâtre sont éliminées, les 

autres sans téguments sont mises à germer dans les boites de pétri (D20 cm) 

contenant 3 à 4 couches de papier filtre imbibé d'eau. Ces cotylédons ont séjourné 

3 jours à l'obscurité à une température de 22°C. Chaque cotylédon 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 à 22°C. Les exsudats racinaires de 10 

racines au 1 e jour, au 3ème jour, 7ème jour, 14ème jour et au 21ème jour ont été 

récupérés par lavage du sable des 10 tubes avec 20 ml de d'H 20 (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 méthodes 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 HiIlis, 1959). 

b) Tannins condensés 

- production d'anthocyanidines (PA) par oxydation au BuOl-l-l-ICI (Bate - Sniith, 

1973) : cette technique dénombre toutes les unités monomères des seuls 

polymères. 

test vanilline (Va) (Burns, 1971): il est sensible aux unités terminales des 

molécules, y compris les monomères catéchiques libres. 

1. Dosage des phénols totaux utilisant la méthode de bleu de Prusse 

Cette méthode est basée sur la réduction de l'ion ferrique (Fe 3 ') en ion 

ferreux (Fe 2 ) par les composés phénoliques, qui conduit à la formation d'un 

complexe de couleur bleu de Prusse d'où 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 immédiatement de I ml d'hexacyanoferate de potassium (K3 Fe(CN)6 

0.008 M dans l'eau). 

-Laisser réagir 10 mn exactement à température ambiante 

-Lire l'absorbance à 725 nm et soustraire la valeur du blanc (H20 + réactifs) dosé 

après le même temps. Une gamme étalon est établie avec une solution d'acide 

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'anthocyanidines par oxydation 

en milieu alcool-acide et à chaud. 
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Figure 14. Courbe étalon de l'acide 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 

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

orangée est lue à 500 nm. 

Le protocole utilisé est le suivant 

Le réactif est préparé extemporanément, à volumes égaux, d'une solution de 

vanilline à 5.8 % dans le méthanol et d'une solution d'acide chlorhydrique à 24% 

dans le méthanol. 

- 5m] de réactif vanilline-HCI sont ajoutés à 1 ml d'extrait phénolique 

- la réaction se déroule au bain-marie à 30°C pendant 20 mn; 

- l'absorbance est lue à 500 nm; 

- la catéchine est le plus souvent utilisée comme standard; 

-les calculs de teneurs sont référencés à une droite de calibration réalisée à partir 

de (+)-catéchine; 

- les tannins sont exprimés en équivalents catéchine pour le test vanilline. 

Cette méthode mesure le nombre de molécules de polymères quelque soit le 

degré de polymérisation, et aussi le nombre de molécules de catéchine monomère 

libre. La figure 15 représente la reproductibilité du test de vanilline sur une 

solution de (+) catéchine. 

2.2 Production d'anthocyanidines par oxydation û chaud 

Cette méthode consiste en une oxydation à chaud des tannins condensés en 

unités monomères anthocyanidines Bate-Smith (1973). La présence d'alcool 

augmente le rendement de la réaction et permet ainsi de travailler avec une faible 

quantité d'acide (Brun, 1991). 

Le protocole ainsi défini est le suivant 

- 0.5 ml de l'extrait polyphénolique sont ajoutés à 6 ml d'une solution de BuOH-

HCI concentré (95/5) 

- 0.2 ml de sulfate d'ammonium ferrique (NH4 Fe(SO4, 12 H20) à 2% dans HCI 

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

- l'absorbance des hydrolysats est mesurée à 550 nm. 
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La densité optique à cette longueur d'onde permet le calcul de la teneur en 

proanthocyanidines, exprimées en rng/g d'anthocyanidines grâce à la formule 

suivante 

T = AJE.Vd/P. 

A= Absorbance à la 1 max 

E1% lcm= coefficient d'extension massique =150 (Bate-Smith 1973) 

V = volume de l'extrait total 

d facteur de dilution 

P = poids de la matière sèche. 

3. Méthodes de séparation et tic détermination des structures 

cli im iq ues 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", f48) ont été agités dans 200 ml d'H20 pendant 24 heures à 

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

Butanol, cette fraction est évaporée à sec puis reprise dans I ml de méthanol. 

3.1.1.2 les exsudats racinaires 

Pour récupérer les exsudats racinaires nous avons utilisé la même technique 

citée auparavant. La solution hydrométhanolique est évaporée à sec puis reprise 

dans l'eau et extraite 3 fois par le n- butanol. Cette fraction butanolique 

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

composés phénoliques. 

3.1.1.3 les racines 

Les racines qui ont servi à récupérer les exsudats racinaires auparavant sont 

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

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

Veau à raison de I ml par 100 ml de solvant (Brun, 1991; Mergham, 1995). 

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

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

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

des composés polyphénoliques. 

3.1.2 Extraction après hydrolyse 

Elle consiste en la libération des aglycones flavoniques de leurs formes 

hétérosidiques correspondantes par traitement chlohydrique. Pour cela 3 ml de 

(l-ICI 2N) sont mélangés à l'extrait méthanolique des racines puis ce mélange est 

mis au bain-marie bouillant à 100°C pendant 60 mn. Après refroidissement de la 

phase aqueuse, cette dernière est épuisée par l'éther éthylique puis reprise dans du 

méthanol après avoir évaporé à sec l'éther éthylique. 

3.2 Procédés de caractérisation 

3.2.1 Traitement des différentes fractions par C.C.M 

Nous avons surtout utilisé la chromatographie bidimensionnelle 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 les techniques 

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

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

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

Selon les emplois, on fait appel, soit à 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. I. I) et acide acétique à 15% 
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3.2.2 Analyse des composés phénoliques par CLII P couplée ii barrette de 

diodes (CLIIP/UV) 

Le couplage de la CLHP à un détecteur à barrette de diodes permet d'obtenir 

le spectre U.V. visible de chacun des pics du chromatogramme. Cette technique 

nous donne une première indication sur l'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 à polarité inversée (Nucléosil 5 .tm 	30 cm, Société 

Française de Chromatographie) 

Précolonne : SE30, Nucléosil 

• Solvants 

Solvant A : Acide acétique 2% dans l'eau 

Solvant B : Acétonitrile / eau / acide acétique dans les proportions 

800:200:20 pour un débit de 0.8 ml /mn 

Gradients 

Gradient I : 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 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 lil 

- Chaque pic obtenu est enregistré et une analyse spectrale UV/visible 

permet de visualiser les spectres d'absorption des produits contenus dans le pie. 

En général le spectre d'absorption dans le méthanol des composés flavoniques et 

dérivés, présente deux bandes 

- la bande 1 située entre 320 et 380 nm 

- la bande II située entre 240 et 280 nm 

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

flavone de la structure flavonol 
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flavone s 	305 à 355 nm 

flavonol : 	OH-3 libre 360 à 385 nm 

OH-3 substitué 350 à 360nm 

Les 	flavonoides témoins utilisés sont 	l'acide gallique, 	l'acide 

chlorogénique (Fluka AG, Buchs, Switzerland); (+) -catéchine (Sigma); apigénine, 

naringénine, dihydroquercétine, ériodictyol, (-)-epigallocatéchine (Sarsyntex, 

Merignac, France). 

3.2.3 Chromatographie préparative 

On effectue des chromatographies successives. A chaque injection, au 

moment où le pic du composé recherché apparaît sur l'écran, on récupère l'éluat 

dans un tube à essai. Le contenu du tube est évaporé et le résidu sec est repris par 

du méthanol. On peut ainsi vérifier la pureté du composé recherché en effectuant 

une nouvelle injection d'une petite quantité de ce nouvel échantillon. 

3.2.4 Identification des Composés inducteurs de gènes nod par HPIC 

couplée à la Spectro de Masse (tlI'LC/SM) 

L'introduction récente de l'électrospray (ES) en couplage avec (IIPLC-SM) 

représente une technique importante dans l'analyse des composés phénoliques. La 

solution à analyser est injectée dans la source et la formation (les ions a lieu lors 

de la vaporisation. 

Le spectre de masse présente des pics moléculaires le plus souvent sous 

forme d'ions quasi moléculaire (MH)' et des fragments caractéristiques. Des ions 

du type (M' ion métallique) tels que (MNa)' et (MK)' peuvent se former. 

li existe différents types d'interfaces utilisés en couplage HPLC-SM parmi 

eux nous avons l'interface thermospray qui est largement appliquée en analyse 

phytochimique (Wolfender et al., 1994) et l'interface Electrospray (ES) (lui  est 

récemment commercialisée (Slimestad et Hostetettmann, 1996; Constant et al., 

1997; de Pascual-Teresa et al., 1998). Très peu de travaux ont été publiés 

concernant l'application HPLC-ES-SM, Il flavonoides ont été identifiés dans les 

extraits (le lrifo/iirn prafen.se par HPLC/ES-SM, leur temps de retention, (M+H)' 
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et (M+Na) Sont illustrés dans le tableau 9 (Xian-guo l-le et al., 1996). La même 

technique à été utilisée dans l'analyse des acides phénoliques et aldéhydes, 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 spectrophotomètre de type Flewlett Packard. 

Masse mesurée: 80-500u 

Température: 140°C 

CE: 110V 

ES: interphase est HP Analytica ofBrandfort 

Température N2: 250°C 

I). Méthode microbiologique 

1. Introduction 

L'acquisition, ces dernières années, de connaissances précises sur les gènes 

des Rhi:ohiu,n spp. impliqués dans la nodulation, a montré que l'expression des 

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

de la racine par la bactérie. L'activation de ces gènes nécessite outre le produit du 

gène noci D, la présence d'un composé de type flavonique émis par la plante. 11 a 

été montré également que la concentration de ce composé dans la rhisosphère 

pouvait être un facteur limitant de la nodulation, de la fixation d'azote et de la 

croissance de la plante (Kapulnik et al., 1987; Jain et al., 1990). 

Notre objectif est plus spécialement consacré à l'étude de l'action des 

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

et les mutants (1`123', f2, f48) sur la croissance de micro-organismes plus 

particulièrement l?hizohiunz leguminosarum. L'acquisition de connaissances 

concernant l'expression de gènes nod et l'identification des flavonoides activateurs 

de ces gènes constituent une phase essentielle de ce projet. 
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N° (les 
pies Composés 

Temps de 
retenti o n 

(M+H) 

(mu)  
(M+Na) UV ?JHaX 

(in ii) 

Daidzin 13.0 414 439 256, 313 e 

2 Genistin 14.6 433 455 261, 330 e 

3 Isoquercetrin 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 

Tableau 9. Analyse des flavonoides standarts par CLHP-ES-SM.. 

(Xian-Guo 1-le et al.; 1986) 

Acides phénols et aldéhydes 
Temps de 

reteiition (mu) 
(MH) 

Acide gallique 6.80 169.1 

Acide p-hydrobenzoique 9.27 137.1 

Acide p-hydroxyphenilacetique 10.80 151.2 

Acide vanillique 10.53 167.1 

Acide syringique 11.66 197.2 

p-hydroxybenzaldehyde 13.01 121.1 

Vanilline 16.16 151.1 

Acide p-coumarique 16.20 163.2 

Syringaldehyde 19.00 181.2 

Acide ferulique 18.95 193.2 

Tableau 10. Analyse des acides phénols et aldéhydes par CLHP-ES-SM. 

(Gioacchini et al.; 1996) 
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2. INIatériel et méthodes 

2.1 Souche utilisée 

La souche iduzobium legutiiiiwsarum est 8401 pRL lii (fournie par le Dr 

Allain Downie du centre John bries, Norwich Research Park). Cette souche porte 

un plasmide (p1J1477) sur lequel une fusion entre le promoteur des gènes nod 

communs et le gène de structure, lac Z, d'Escheric/iia coli codant pour l'enzyme 

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

2.2 Milieux de culture 

- milieu TY 

Bactron-trypton 5g 

Yeast extract 3g 

H20 1000 ml 

Faire une solution mère de 6000 mM de 

CaCl2, 2H20 1.3 g/10 ml 

OU CaCl2, 2H 20 0.882g/10 ml 

rajouter à raison de 6 mM soit 50 iiM/ml 

Le milieu solide correspondant est obtenu par addition de 15g/1 d'agar (Difco). 

- tampon Z 

KCL 0.01 	M 

Na2HPO4,12H20 	 0.04 M 

Na2 HPO4, F120 	 0.04 M 

MgSO4, 7H20 	 0.001 M 

13-mercaptoéthanol 	 0.05 M 

additionné extemporanément; pH à 7. 

2.3 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 cultivars et des mutants de Vicia faba 
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• cultivars 

cv Ulandine nodulant 

cv Alfred nodulant 

• . Mutants 

f123 ... nodulant précoce 

f32' 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 l'expression des gènes nod communs 

2.4.1 Criblage des inducteurs 

L'induction des gènes de la nodulation de la souche 8401 pRL lii est étudiée 

en mesurant l'activité 3-galactosidase qui traduit l'expression des gènes nod 

communs. 

La souche 840IpRLIJI est cultivée jusqu'en phase exponentielle de 

croissance (3j) dans le milieu TY additionné de 2 M'  de tétracycline à 28°C 

(l'absorbance est mesurée à 600 nm comprise entre 0.4 et 0.6). 

Une série de tubes contenant 4.5 ml de milieu TY sans antibiotique est 

ensemencée avec 0.5 ml de culture de la souche 840IpRLJJI. Les bactéries sont 

cultivées 8 h supplémentaires puis les molécules à tester et les flavonoides de 

référence sont ajoutées. 

Chaque série comporte également des témoins non induits, additionnés 

uniquement de méthanol. L'induction est réalisée sur une période de 12 à 14 h 

(l'activité 3-galactosidase atteint son maximum après 6 h à 8 h de culture puis se 

maintient constante; Sutherland et al., 1990; Smit et al., 1992) et les tubes sont 

déposés dans la glace fondante pour stopper la synthèse de l'enzyme et la 

croissance des souches. L'activité 3-galactosidase est ensuite mesurée par des 

parties aliquotes des cultures. 

70 



294té'Ue€ ci mét44 

2.4.2 Détermination de l'activité 0- galactosidase 

- l'absorbance de la culture est mesurée à 600 nm. 

- 0.5 ml de culture (3 répétitions) est mélangé à 0.5 ml de tampon Z. 

- 100 pI de chloroforme sont ajoutés. Les tubes sont agités rapidement puis placés 

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

- la réaction débute après l'addition de 150 pi du substrat de la -galactosidase, 

une solution de rouge de chloro-phénol f3-D-galactopyranoside (RCPG, 

Boehringer Mannheim) dans le tampon Z (RCPG à 4 mg/ml de Tampon Z). La 

suspension est homogénéisée puis laissée à incuber à 30°C. 

- lorsque la réaction est suffisamment développée (apparition d'une coloration 

rouge due au rouge de chloro-phénol libéré par l'hydrolyse du substrat par la 13-
galactosidase) elle est arrêtée par immersion des tubes 5 min dans un bain-marie à 

60°C. 

- Après centrifugation des tubes 5 min à t I 000 g, l'absorbance du surnageant est 

mesurée à 574 nm, correspondant à la longueur d'onde optimum d'absorbance du 

rouge de chloro-phénol. 

- l'activité 13-galactosidase est calculée selon la formule suivante: 

I unité fi - galactosidase (U) = 1000 	
A 574 

A 600. t. V 

-avec 

A 574 : absorbance du rouge de chloro-phénol produit par hydrolyse. 

A 600 : absorbance de la culture de la souche 8401 pRLIJI testée. 

t : durée de la réaction enzymatique (mm) 

V : volume de culture utilisé (ml) 

Les modifications, par rapport au protocole de Miller (1972), sont les 

suivantes: 

- absence de sodium dodécyl sulfate (SDS) à 0.1%: en présence de SDS les 

activités 3-galactosidases sont diminuées de 2 à 5 fois 
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- le RCPG a été utilisé â la place de l'ortho-nitro-phénylf3-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 (lui POVO(lUC une hydrolyse (lu RCPG. 
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CHAPITRE M. PHYSIOLOGIE DE L'EXSUDATION 

ET MÉTABOLISME PHÉNOLIQUE DE VICIA FA!3A 

AUX PREMIERS STADES DE LA CROISSANCE 

I. 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 représentés par le nodulant 

précoce fl23', le non nodulant f48 et l'hypernodulant f32. 

Une seule étude a été faite par Tomas-Lorente et al., (1990 ) qui ont mis en 

évidence dans les exsudats de graines de Vicia faba deux flavones 7,4'-

dihydroxyflavone, 7, 3', 4'-trihydroxyflavone, des flavonols quercétine, 

kaempferol et des flavonols glycosylés quercetin 7-glucoside, kaempferol 7-

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

anti nutritionnels (FAN) phénoliques de Vicia faha cités dans le chapitre 1. 

Dans cette première partie, nous allons déterminer dans quelle partie de la 

• graine (téguments ou cotylédons) sont localisés les composés phénoliques et 

quelles sont les parties impliquées dans l'exsudation phénolique après 24 h 

d'imbibition dans l'eau à deux températures 4°C et 30°C pour les deux cultivars de 

Vicia faba, l'une nommée cv Blandine et l'autre nommée cv Alfred et ses mutants 

fl23', f48 et f32. 

Parmi les constituants des exsudats racinaires définis au chapitre 1, les 

substances diffusibles solubles ont une importance considérable sur la croissance 

des microorganismes de la rhisosphère et, entre autres, des Rhizobium. Il nous a 

donc paru intéressant d'étudier la cinétique de l'exsudation racinaire pendant le 
er 	 èmc  I , 3, 7, 14 et 21 	ours de la croissance racinaire de Vicia faba cv Blandine. j  

L'analyse par CLHP et les techniques phytochimiques ont été utilisées 

pour l'étude de la nature des composés phénoliques exsudés par les différentes 

parties de la graine (téguments et cotylédons), exsudats racinaires et les racines. 
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2. Rôle de la température sur l'exsudation phénolique potentielle 

des divers compartiments de la graine 

2.1 Cas des phénols totaux 

La quantité de composés phénoliques exsudée par la graine entière, les 

téguments et les cotylédons après 24 h d'imbibition 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 

après extraction à chaud dans une solution hydrométhanolique, ces résultats sont 

indiqués dans le tableau Il. 

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

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

contenue dans la graine entière 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 l'exsudation des parties de la 

graine sont analysées séparément. Cependant les cotylédons et téguments de cv 

Blandine exsudent presque la totalité des composés phénoliques. 

Pour les cotylédons de cv Blandine, nous obtenons une quantité de 3.14 mg par 

cotylédon comparé à 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 à celle des phénols totaux de l'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 organe. 

A 30°C, l'exsudation phénolique est plus importante qu'à 4°C (tableau 11), 

pour cv Blandine 3.41 mg par unité de graine contre 0.7 mg par unité de graine à 

4°C et pour cv Alfred 3.33 contre 0.22 mg par unité de graine. Des différences ont 

été obtenues aussi à 30°C pour les deux cultivars quand les cotylédons et 

téguments sont analysés séparément; par exemple les téguments de cv Blandine 
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Cultivars Temperatures Graine Cotyledon Tégument 

A B A B A B Vicia faba (°C) 

4 0.70+ 0.27 0.70 3.77 +0.00 3.14 2.98 +0.04 0.52 

Blandine 30 3.41 + 0.46 3.41 4.46 + 0.03 3.807 3.49 + 0.08 0.7 

2.41 (1) ± 0.29 2.41 3.25+ 0.17 2.71 4.13+0.29 0.61 

4 0.22+ 0.01 0.22 3.55± 0.39 2.96 17.54± 0.12 3.07 

Alfred 30 3.33 + 0.25 3.33 5.72 + 0.07 4.77 46.16 ± 0.1 8.07 

2.71 ± 0.42 2.71 4.95+0.11 4.13 69.00+3.43 12.07 

Tableau 11. Quantité de composés phénoliques exsudée après 24 h à 4°C et 30°C 

des graines de Vicia faba cv. Blandirie et Alfred. 

(A) Quantité des composés phénoliques exsudée par les graines, téguments et cotylédons (en éqs ac. gallique) exprimée en mg /g de 

matière sèche: (B) Quantité des composés phénoliques exsudée par les graines, téguments. cotylédons exprimée en mg par unité de graine, 

mg par unité de tégument et en mg par unité de cotylédon: (l)  En caractères gras. teneur en phénols contenue dans les différents tissus de 

la graine par extraction à 80°C. exprimée comme en (A) et (B). 

Chaque valeur represente la moyenne de 3 répétitions. 
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exsudent 100% de phénols de l'ordre de 0.7 mg par unité de tégument comparé à 

la (1w11'ltité totale 0.61 mg par tégument tandis que les téguments de cv Alfred 

exsudent seulement 67% prés de 8.07 mg comparé à 12.07 mg pour la quantité 

totale de ces téguments. 

2.2 Cas des polymères 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 à la 

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

respectivement à 4°C et 30°C. Ces composés polymères sont surtout localisés 

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

condensés des téguments est seulement de 43% à 4°C comparés à celle de 30°C où 

nous obtenons 67%. A 4°C, il en est de même pour la graine où 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 à chaud. 

Le dosage au BuOH-HCL nous amène aux mêmes conclusions que ceux 

obtenues avec le test de vanilline c'est à dire qu'a 30°C les graines exsudent plus 

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

unité de graine contre 1.25 mg par unité de graine (tableau 12). L'exsudation des 

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

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

est très élevée dans les téguments seuls de l'ordre de 6.24 mg par unité de 

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

3. Comparaison (les capacités globales (l'exsudation des cultivars 

l3landine et Ait red et des mutants f123 	, 148 , f32 ++ 

3.1 Intérêt génétique de ces mutants 

Le nombre de mutants symbiotiques naturels chez la plante hôte reste 

faible. Pour pallier ce manque de variabilité, différents laboratoires sont passés au 

début des années 1980, à une nouvelle stratégie: l'utilisation de la mutagénèse. 
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Graine Coty Iédoii Tégument 
'lemperaturc 

(°C) 
Test vanilline 

_________ _____ _________ _____  
A B A B A 13 

4 0.24 ± 0.02 0.24 0.13 ± 0.04 0.10S 2S.1 	1 	1. 	1.1 49 

30 3.04 ± 0.57 3.04 0.13 ± 0.04 0. 1 OIS 43.02 	L 14 7.0 

0.77(1) ± 0.4 0.77 0.14 ± 0.03 0.11 05.02 .L 3.19 11.37 

(A) Quantité de tannins condensée exsudée par les graines, téguments et cotylédons (en éqs 

catéchine) exprimée en ing/g de matière sèche; (B) Quantité de tannins condensés exsudée par les 

graines, téguments et cotylédons exprimée en ing par unité de graine, mg par unité de tégument 
et cn mg par unité de cotyledon; (1)  En caractères gras, tannins condensés présents initiallemnent 
dans les différents tissus par extraction ù 80°C, exprimée comme en (A) cl (B). 

Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions. 

C raille Cotylédon Tégument 

Bu011/IICL 
(°C) 

A B A B A B 

4 1.25± 0.041 1.25 0.18 ± 0.002 0.15 35.7 ± 0.42 0.24 

5.14± 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 0.27  81.38 ± 0.29 14.25 

(A) Quantité de tannins condensés exsudée par les graines, téguments et cotylédons (en ing/g 

d'après le E 1% =150 de Bate-Smith pour le BuOH-HCI) exprimée en ing/g de matière sèche; (B) 

Quantité de tannins condensés exsudée par les graines, téguments et cotylédons exprimée en ing 

par unité de graine, miig par unité de tégument et par unité de cotylédon ; (1) En caractères gras, 

tannins condensés présents initiallemnent dans les différents tissus par extraction à 80°C, exprimée 

comme en (A) et (B). 

Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions. 

Tableau 12. Quantité des tannins condensés exudée aprés 24 h à 4°C et 30°C 

des raines de Vicia tuba cv. Alfred 
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La création de mutants par cette technique offre deux avantages: d'une part, elle 

augmente la fréquence de mutation, et d'autre part, elle permet de travailler dans 

des contextes génétiques fixés (lignées pures). 

Dans cette étude nous avons utilisé 3 mutants: absence de nodules (nod-) le £48", 

un hypernodulant (nod t, 
 ) le f32 et le nodulant précoce (nod p  " )le f123

*  

Les résultats obtenus auparavant chez les deux cultivars Blandine et Alfred 

flOUS ont montré que la température 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 évaluer le potentiel phénolique des exsudats 

libérés par les graines de ces mutants. 

3.2 Exudation des phénols et tannins 

Les résultats de la quantité des composés phénoliques sont résumés dans le 

tableau 13. En effet, l'exsudation phénolique de la graine entière est la même chez 

les deux mutants f1 23 et f48" de l'ordre de 2 mg par unité de graine et de 

l'ordre de 1.32 chez le mutant f)2' ' 

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

mutants f123' 't  et f32'' exsude très peu de tannins condensés par rapport au 

mutant £48", elles contiennent respectivement 1.82 et 0.87 mg par unité de graine 

(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 

unité de tégument chez le mutant f123, 3.73 mg par unité de tégument chez le 

f32' et 3,50 par unité de graines chez le f48" 

L'exsudation des composés phénoliques à 30°C des graines des cultivars 

Blandine, Alfred et les mutants f123' '', f32', f48" varie entre 2 et 3 mg par unité 

de graine. Nous constatons que les téguments de cv Alfred sont plus riches en 

composés phénoliques que le cv Blandine et les mutants, nous obtenons ainsi 8.07 

mg par unité de tégument chez Alfred contre 0.7 mg par unité de tégument chez 

l3landine, 2 mg pour f123'', 1.44 mg pour f32 —  et 2.36 mg pour f48" 

(tableaux 11, 13). 
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Viciti tuba 
Graine 

I 	
Tégument  

Mutants Phénols    _________________  
A 	1 B A J 	B 

F123 2.00 ± 0.09 2 20± 1.38 2 

F32' 1.32 ±0.05 1.32 16 ± 1.05 2.36 

1`48 2.20 ± 0.2 2.2 16 	t 	I .71 1.44 

(A) Quantité des composés phénoliques exsudée par la graine et tégument (cil cqs acide 
gallique) exprimée en mg/g de matière sèche. 
(B) Quantité de phénol exsudée par la graine cl téguments exprimée en mg par unité de 
graine cl par unité de tégument. 
Chaque résultat est la moyenne de 3 répétitions 

• 	
. Vicia faini 

Graine Tégument 

Mutants Tannins     Condensés    ________________________ _________________  
A B A B 

1123'' 1.82 	± 0.43 1.82 37,75 	t 	1.01 3,52 

132 0.87 	± 0.03 0.87 25,22 	I.! 3,73 

1`48 3,35 	± 0.03 3,35 33,58 	± 0.34 3,50 

(A) Quantité en tannins condensés exsudée par la graine et tégument (en eqs catéchine) 
exprimée en mg par g de matière sèche. 
(B) Quantité en tannins codensés exsudée par la graine cl tégument exprimée en mg par 

unité de graine et par unité de tégument. 
Chaque résultat est la moyenne de 3 répétitions. 

Tableau 13. Quantité en phénols et de tannins condensés exsudée apréS 24 h 

û 30 ° C par la graine cmii ièrc et tégument des mutants 

e Vicia fiba 1'123'*'*",  f48, f32 4  . 
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Les tannins condensés sont toujours stockés dans les téguments de cv 

Alfred de l'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 rapport aux autres génotypes 

étudiés le cv Blandine et les mutants f123', f48, £32 (tableau 12, 13). 

4. Cinétique de l'exsudation chez cv Blandiiie 

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 ces exsudats racinaires et racines qui font partie du métabolisme 

secondaire (voir Chapitre I). 

Divers facteurs biotiques et abiotiques peuvent influencer l'exsudation 

racinaire, les conditions expérimentales détaillées dans le chapitre Il doivent être 

bien contrôlées par exemple axénie totale afin d'éviter toute influence des 

microorganismes indésirables, les facteurs externes (lumière, température 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 

l'exsudation racinaire (Hale et Moore, 1979). 

Le dosage des composés phénoliques des exsudats racinaires et racines est 

réalisé par la méthode de Bleu de Prusse citée auparavant dans le chapitre II, les 

résultats sont présentés dans la figure 16. 

La composition phénolique des exsudats racinaires et racines était 

déterminée pendant les 21 jours de la croissance de racine (1, 3, 7, 14, et 21 

jours). Les plantes sont cultivées dans du sable humide pour faciliter l'exsudation 

racinaire, et de plus celle-ci est 10 fois plus élevée par rapport à l'exsudation sur 

l'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
er 	 èrnc 

jour au 3 	joui- 

puis devient stable du 	jour de l'ordre de 145 mg/g. De la même 	façon, 
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l'exsudation phénolique des racines est très importante le 1 jour 3.5 mg/g et 

diminue alors, lentement jusqu'au 21 jour 0.26 mg/g. 

La quantité de phénols par racine est faible pendant le 1er jour 1.6mg/g et 

augmente fortement du 	jour au 21 èine  jour et atteint 8.8 mg/g par racine. 

5. Nature chimique de produits d'exsudation 

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 rôle de protection. Nous avons étudié et 

analysé le pattern phénolique des différents compartiments de la graine des deux 

cultivars et mutants de Vicia faba et le pattern phénolique des exsudats racinaires 

et racines de cv Blandine. 

L'analyse des composés phénoliques a été réalisée par CLHP couplée à la 

spectrométrie UV. Les résultats sont illustrés dans la figure 17 pour 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 phénolique des téguments de cv Alfred est dominé par les 

tannins condensés et flavones. La graine entière 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 flavones, 

des flavonols, des acides phénols et un dihydroflavonol; Le pattern phénolique de 

la graine entière et des cotylédons est basé essentiellement d'acides phénols. 

Du point de vue qualitative, le tableau 14 résume le pattern 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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Figure 17. Distribution des composés phénqiiques des exsudats de graines, 

de téguments et cotylédons de Vicia faba cv Alfred, Blandine 

et les exsudats de graines (le deux mutints 1`123H,  f48 

(?.max = 280 ni -n, gradient 1) 
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No Temps (le relcntiollluvXinax Composés détectés 

(les pics de chaque pic (nui) \ 280 nm 

12.4 268 acid phénol 
2 13.2 265 acid phénol 
3 19.8 275 flavanol 
4 23.6 272,354 flavone 
5 24.2 272,327 flavone 
6 28.3 272 acid phénol 
7 33 266 acid phénol 
8 34.1 275 flavanol 
9 45.7 268 acid phénol 
10 46.6 275, e 330 
11 54.3 286 flavanone 
12 55.7 280 dérivé catéchique 

Ra'iiit. 

1 5.63 275 dérivé catéchique 
2 7.75 277 dérivé catéchique 
3 10.56 275 dérivé catéchique 

4 13.58 256 dérivé catéchique 

5 14.38 255 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 

Il 63.9 295 flavanone 

Tableau 14. Analyse par CIII l des exsudats racinaires 

Et racines (le Vicia fiba cv Blaiidiiie, (X max =28011111, gradient 2). 

$4 



WO€O9C de é cx.u€datoe et ,xétc6oéc,jme ft 	ét€e de Ilecea 46a aat ftWmeT4 xirawei de écz coijcz,ee 

catéchiques, et flavanones dans les extraits de racines et flavones, dérivés 

catéchiques et flavanones dans les exsudats racinaires. 

5.3 Les mutants f123 ' 
F 
 , f48

--  

5.3.1 Graines 

Nous avons réalisé une chromatographie bidimensionnelle pour les 3 

mutants dont le premier developpement avec un solvant de migration toluène-

méthanol-méthyl éthyl cétone (4:3:3) et le second développement avec un solvant 

de migration eau-méthanol-méthylethylcétone-acéthyl acétone (l3 - 3:3 . 1), les 

résultats sont présentés dans la figure (18). Ces figures pour les 3 mutants nous 

révèlent la présence de flavones de couleur brun violet et des acides phénols de 

couleur fluorescent au bleu pâle, la plupart des composés polymères (les tannins 

condensés) n'ont pas migré. 

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

ces deux mutants 17123'' et 1'48 sont présentés dans la figure 17. Les résultats de 

cette analyse montrent que le /)anern phénolique de le f123' renferment 4 

classes phénoliques: les acides phénols, les fiavones, les dérivés catéchiques et les 

tannins condensés. En ce qui concerne le f48, le paner!i phénolique de celle-ci 

est constitué de flavones, de dérivés catéchiques, d'acides phénols et de tannins 

condensés. 

5.3.2 Cas particulier des téguments 

La chromatographie bidimensionnelle pour les téguments des trois mutants 

nous à révélé des flavones et des acides phénols (figures 19). Les composés du 

premier développement représente la fraction F I et les composés du second 

développement représente la fraction F2. 

Le suivi CLHP de la fraction Fi des téguments de £123' ', f48 et f32'' est 

illustré dans la figure 19. Le palier!) phénolique de la f123' ' est constitué 

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

la f48 est représenté par les acides phénols et les catéchines alors que la t.32' ' ne 

renferme que les acides phénols. 
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Chromatographie bidimensionnelle 
Support: polyamide 
Solvant: 

dimension: toluène-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 132 f48 
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téguments des mutants de Vicia faba (f123+++ , f48- , f32++ ) 
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Le suivi CLHP de la fraction F2 des téguments des 3 mutants f123'»", f48", f32 

est représenté dans la figure 19. Le paliern phénolique de ces trois mutants est 

dominé par les acides phénols, catéchines et flavones. 

L'ensemble des résultats concernant la nature chimique de l'exsudation des 

composés phénoliques, et plus particulièrement 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, f48). 

Le palier!i phénolique de la graine des deux cultivars est constitué de 

Ilavones, acides phénols et dihydroflavonol comparé à celui de la graine du 

mutant nodulant précoce f123 qui est plus riche en flavones et catéchines. 

Au niveau tégumentaire, le palier!t phénolique des cultivars est riche en 

composés phénoliques de type flavone, flavonol, acide phénol chez Blandine et de 

type flavone, acide phénol et tannins condensés chez Alfred. En ce qui concerne 

les mutants f123 11+  , f48 et M ", les téguments de la fraction F1(representc les 

composés de la 14re  dimension) sont dominés surtout par la présence de flavones, 

acide phénols et catechines pour f123 et f48 -.  alors que la fraction I de la f32 "s  

est constituée uniquement d'acides phénols. Les téguments de la fraction F2 

(représente les composés de la dimension) renferment des flavones, acide 

phénols et catéchines pour f123et £32 et acide phénols et catéchine pour le 

f48". Les tannins condensés restent absents dans les deux fractions FI et 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 

l'alimentation animale. Depuis la découverte de deux gènes récessifs éliminant les 

tannins condensés des téguments (Picard, 1976) peu de cultivars sans tannins ont 

été sélectionnés. Dans cette étude, chaque génotype a été étudié pour l'analyse de 

la répartition des composés phénoliques et l'étude de l'exsudation phénolique dans 

les différents tissus de la graine. 
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6.1 Signification de la température par rapport à la physiologie 

biochimique de l'exsudation phénolique 

L'effet de températures basses sur l'exsudation des composés phénoliques 

(le la graine entière était étudié en incubant les graines à 4°C. Cette température a 

été choisie parcequ'elle est proche de la température moyenne à laquelle Vicia 

faba est cultivée (période d'hiver où la température est basse au environ de 4°C). 

Les résultats obtenus nous ont montré qu'aux basses températures (4°C), 

l'exsudation phénolique des graines est seulement de 29% pour cv Blandine et 

8.12 % pour cv Alfred comparés à 100% lorsque ces graines sont incubées à 

300 C. 

L'exsudation phénolique des graines a été très peu étudiée tandis que les 

travaux dans ce domaine sont basés surtout sur les inducteurs de gènes de 

nodulation. Dans le cas de Medicago saliva les flavonoides induisant les gènes de 

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). 

Si l'influence du facteur lumière sur la biosynthèse des flavonoides a fait 

l'objet de nombreux travaux, celle par contre du facteur température a été très peu 

abordée. Paynot et ai., (1966) ont souligné que les températures basses favorisent 

la production des anthocyanes et les flavonols chez Begonia gracilis. 

Chez Aspieniuni irichonionas, aux basses températures la biosynthèse des 

flavonols est favorisée par rapport à celle des leucoanthocyanes, apparemment 

moins sensible à ce facteur de milieu (Voirin et al., 1972). 

Dans le cas de Vicia faba, les différences d'exsudation entre 4°C et 30°C 

pouvait être expliquées par un processus de solubilisation plus efficace à haute 

température qu'à 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 

mécanisme actif sur le procédé d'exsudation pour cv Blandine, les cotylédons 

contiennent initialement 2.7mg de composés phénoliques par unité de graine, 

tandis qu'après 24 heures d'imbibition dans le milieu, la quantité de phénols 
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exsudés atteinte 3.1 et 3.8 mg à 4°C et 30°C respectivement. Ce résultat doit être 

lié probablement au réveil d'un métabolisme actif des cellules du cotylédon. 

6.2 Origine des C0ffl1)OSéS phénoliques exsudés par les différents 

compartiments de la graine 

Dans cet ordre, graine entière, cotylédons et téguments étaient analysés 

séparément. Selon les résultats illustrés dans le tableau Il, les composés 

phénoliques étaient surtout localisés dans les cotylédons pour le cultivar Blandine 

et dans les téguments POUF le cultivar Alfred. Pour le cv Alfred, le profil CLHP 

des exsudats de graines entières est étroitement similaire à ceux des cotylédons 

seuls. Inversement, cette composition est complètement différente du palleril 

phénolique des téguments seuls. 

Ces résultats suggèrent que les graines intactes de Vicia faba poumiient 

garder la plupart des phénols contenus dans les téguments et libérer 

essentiellement les phénols contenus dans la partie interne de la graine qui est le 

cotylédon. Un résultat similaire a était obtenu avec cv Blandine même si les 

téguments étaient basés sur les flavonols; ce comportement était aussi souligné 

par Graham (1990) concernant l'exsudation des isoflavones des graines de Soja. 

L'exsudation des flavones dans les graines de Vicia faba cv Muchamiel a 

été étudié par Tomas-Lorente et al., (1990), l'une des flavones a été identifiée 

comme la 7,4-dihydroxyflavone. Cette molécule était auparavant identifiée 

comme inducteur de nodulation chez Trifoliuni repens (Peters et al., 1986). 11 est 

intéressant d'identifier les flavones dans les exsudats de graines de Vicia faba; 

ces molécules peuvent jouer un rôle important dans la relation plante -Rhizobium 

(Tomas-Lorente et al., 1990). 

Nous pouvons conclure que les deux cultivars présentent un palierw 

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 de composés 

similaires libérées dans le milieu. 
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Le métabolisme phénolique des exsudats de graines de fl23' est différent 

de celui des deux cultivars Alfred et Blandine; la graine du nodulant 1`123' 44  

exsude surtout des flavones et catéchines alors que les deux cultivars libèrent 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 monomères : tes 

flavones, catéchines et acides phénols. Les composés polymères (lui sont les 

tannins condensés sont absents dans ces fractions puisqu'ils n'ont pas migré en 

CCM. 

Les tannins condensés ou polymères catéchiques sont présents dans les 

téguments de cv Alfred et les 3 mutants f123fF$,  £32'', f48. Ces composés jouent 

un rôle dans la vie de la plante comme la résistance à certaines maladies 

(Statler, 1970) et empêche l'attaque des champignons pendant la germination 

(Harris, 1969). Les mécanismes de ces composés sur l'influence de la nodulation 

restent inconnus (Pankhurt et Jones, 1979). 

Nous avons remarqué que ces tannins n'étaient pas libérés dans le milieu 

mais restent stockés dans les téguments de la graine, seulement les catéchines sont 

exsudés des graines et racines. Si, le rôle de ces molécules sur les 

microorganismes reste vague, certains auteurs suggèrent qu'il sont une source de 

carbone pour les bactéries (Gajendiran et ai., 1988). 

6.3 Cinétique des composés phénoliques des exsudats racinaires et 

racines chez Vicia faba cv Blandine 

Pour mieux comprendre le rôle des composés phénoliques dans la relation 

Vicia faba-Rhizobiuni, il était intéressant d'étudier la cinétique de l'exsudation des 

composés phénoliques des racines de cv Blandine. Les résultats présentés dans la 

figurel6 montrent que les composés phénoliques sont libérés très rapidement dans 

le milieu, dés l'émergence des racines. Ces résultats concordent avec ceux obtenus 

par D'Arcy-Lameta, (1982); D'Arcy-Lameta (1986) 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 phénomène de la symbiose. 

Du point de vue qualitative, les principaux composés phénoliques exsudés 

appartiennent à 5 classes phénoliques: des acides phénols, des flavanols, des 

flavones, des flavanones et catéchines. En l'occurrence, ces flavones et flavanones 

ont été aussi signalées dans les exsudats de racines de Vicia saliva L subsp Iligra 

et Vicia hirsuia par Zaat et al., (1987); Zaat et al., (1988). De plus ces composés 

phénoliques particulièrement les flavones sont des inducteurs de gènes de 

nodulation chez Medicago saliva (Peters et al., 1986) et chez I'isum saliviim 

(Firmin et al., 1986). De la même façon les flavanones restent des composés 

inducteurs de gènes de nodulation chez le genre Vicia cités dans le tableau 6. 

L'action de ces molécules exsudées par les graines et racines sur Rhizobium 

et l'identification des composés inducteurs de gènes 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 RHIZOIJIUM LLÏIUMINOSARUM 

1. Introduction 

Les légumineuses ont la capacité d'établir une association symbiotique avec 

des bactéries de type Rhizobium. La bactérie Rhizohiuni leguniinosarum 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 à la nutrition azotée de la plante. 

La mise en place de cette association necéssite un dialogue moléculaire entre la 

bactérie et la plante. Les flavonoides produits par les racines vont induire par 

l'intermédiaire de la protéine régulatrice Nod D de la bactérie, les gènes de 

nodulation (gènes nod). Ces gènes nod sont responsables de la synthèse de lipo-

oligosacharides, signal chimique reconnu par la plante hôte. La partie 

saccharidique du signal (appelé facteur Nod) est un oligomère de N-

acéthylglucosamine. 

Les flavonoides sont des composés importants de la rhisosphère, et sont 

exsudés par la graine et la jeune racine. ils contrôlent la transcription des gènes 

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

Compte tenu du rôle des gènes iiod dans le déclenchement du processus de 

nodulation, l'action des inducteurs de ces gènes peut se concrétiser par une 

amélioration de l'intensité ou de la rapidité de l'infection de bactéries 

symbiotiques. 

Les flavonoides sont des produits du métabolisme secondaire de type 

polyphénolique très répandus parmi les végétaux. Les flavonoides inducteurs 

produits par différentes légumineuses appartenant à des sous familles, tribu ou 

genres différents ne sont pas les mêmes. Ainsi, les inducteurs produits par 

Medicago saliva sont différents de ceux produits par Trifolium, Glycine max ou 

Sesbania et cette diversité permettrait d'expliquer une partie de la spécificité 
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symbiotique entre certaines espèces de Rhizobium et certaines légumineuses 

(Phillips, 1992). 

L'expression des gènes de nodulation de Rhizobium legurninosarum est 

induite par des flavones excrétées par les racines et les graines des légumineuses 

(Peters et ai., 1986; Redmont et al., 1986; Zaat et ai., 1987, Zaat et ai., 1989). 

Cette induction représente une des étapes les plus précoces identifiée dans 

l'induction plante-Rhizobium. 

Les exsudats de racines ou de graines de légumineuses contiennent un 

grand nombre de molécules inductrices des gènes nod, leur nature et leur 

importance relative dépendent de l'espèce considérée (Zaat et aL,1988; Maxwell 

et al., 1990). Les inducteurs identifiés étaient la lutéoline chez la luzerne (Peters 

et al., 1986); l'hespérétine et l'ériodictyol chez le pois (Firmin et ai., 1986; 

Spaink et al., 1987); le 7, 4' dihydroxyflavone chez le trèfle (Redmont et al., 

1986). 

Les produits inducteurs sont excrétés essentiellement dans une région 

située là où a lieu la majorité des infections bactériennes (Djordjevic et al., 1987). 

La lutéoline et le 4, 4'-dihydroxychalcone sont des inducteurs forts libérés 

par les graines de Medicago saliva (Hartwig et ai., 1990). Les graines de cette 

même plante exsudent 3 autres dérivés de la lutéoline qui sont: la lutéoline 7-0 

glucoside, 5-méthoxy-lutéoline et le 3', 5 - diméthoxy-lutéoline (Hartwig et al., 

1990). 

Chez Rhizobium meliioli, R. lrifoiii et R. leguminosarum, flavones et 

flavanones ont été identifiées comme inducteurs de gènes nod dans les exsudats. 

Zaat et ai, (1987) ont mis en évidence 7 inducteurs dans les exsudats de 

racines de Vicia saliva dont 6 sont des fiavanones. En ce qui concerne Vicia faha 

peu de travaux ont été réalisés sur l'induction de gènes nod. 

Notre sujet d'étude a donc consister à rechercher et à identifier les 

flavonoides exsudés par Vicia faba, qui parait induire les gènes de nodulation de 

R. legiiniinosarum bv. viciae dans la relation Vicia faba - Rhizobium. 

Dans la première partie nous avons étudié l'action des différents exsudats 

de graines, racines sur R. iegiiniiiosaruni possédant une fusion noti C - lacZ. Deux 
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cultivars "Blandine" et "Alfred" ainsi que le mutant de nodulation précoce 1 .123 

et le mutant non nodulant f48" ont été utilisés. 

La deuxième partie concerne l'action des différentes fractions (isolées sur 

CLHP) sur R. leguminosarum nod C - lac Z. 

Dans la troisième partie 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 fabu "cv Blandine", "cv Alfred" et ses mutants 

f123 et f48 sur Rhizobium leguminosurum nod C - lacZ 

La recherche de composés activateurs ou inhibiteurs des gènes nod dans les 

exsudats de graines et de racines de différentes légumineuses a été facilitée par 

l'emploi d'une souche de Rhizobium leguniinosaruni nod C - lacZ modifiée 

génétiquement. Elles comportent en effet, une fusion de gènes entre les gènes nod 

et le gène de structure de l'enzyme 3-galactosidase (lacZ) de E. cou. La détection 

et la quantification de l'expression des gènes i;od en fonction de différents 

inducteurs sont réalisées par dosage de l'activité de l'enzyme. 

Les expériences effectuées avec l'aide de la souche transformée Rhizo/niin, 

leguniinosarum nod C - lac Z (840IpRLIJ1) 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 

nodulant précoce f123 et le non nodulant f48". Le tableau 15 résume les 

résultats obtenus de l'action de ces extraits sur l'expression de gènes nod C - lacZ 

chez R. leguniinosarum. 

Ces résultats nous ont permis de montrer que les exsudats racinaires et les 

extraits de racines induisent mieux les gènes de nodulation des bactéries que les 

exsudats de graines. Les exsudats de graines n'ont pas de molécules inductrices. 

Le nodulant précoce f123 présente une forte induction avec une activité - 
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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. LI 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. /cgII,ninosarurn. 

L'avantage de ces expériences réalisées sur les deux types d'extraits 

(exsudats de graines et exsudats de racines) nous ont permis de choisir les 

exsudats de racines pour l'étude des molécules inductrices de gènes iwd chez 

Vicia faba. 

Activité f-galactosidase 
Exsudats de graines 

*unités 

'Irnoi,, lia,, induit 40,76 ± 0,75 

Vicia faha cv Alfred 25.53 ± 1.08 

Vicia faha cv Blandine 16.85 ± 6.08 
I 	I 

Viciafaba (f123 nod 	) 26.01 ± 0.15 

Vicia faba (f48 nod ") 25.00 ± 0.15 

Exsudats racinaires 

Vicia faba cv Alfred 340.43 ± 0.89 

Vicia faha cv Blandine 258.8 ± 0.64 
I1-*- 

Vicia faba (f123 	) 606.25 ± 2.20 

Vicia faha (f48 59.25 	1 	1.13 

Racines 

Vicia faha cv. Alfred 358.60 ± 0.84 

Vicia faha cv Blandine 479.58 ± 0.09 

Vicia faha (f123 	) 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 faba sur l'expression 

de la fusion de gènes nod C - lacZ chez Rhizobium legurninosaruna 

Les extraits sont utilisés à 401i1/5.5iiil, *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 ft,ba cv Alfred sur 

R. legiiiniiio.sari,in 110(1 (T - lac Z 

L'extrait brut des différentes fractions de cv Alfred est analysé par CLHP 

(figure 20). De nombreux composés ont été détectés à 280 nm. Pour l'étude de 

l'activité de l'induction de gènes i:od par les composés exsudés des racines, des 

composés de l'extrait de racines et les composés de l'hydrolysat de racines, nous 

avons collecté une fraction de chaque extrait toutes les 10 mn (figure2ø). 

3.1 Exsudats racinaires (figure 20) 

Dix fractions d'exsudats racinaires ont été utilisées pour l'étude de 

l'activité de gènes nod. Nos résultats montrent que les fractions f3, f5, f6 révèlent 

une activité biologique considérable. Pour la fraction f3 nous obtenons une 

activité de la 3-galactosidase 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 activité n'est détectée pour les fractions fi, f2 et f4. La fraction 7 

est activée faiblement par les gènes de nodulation; de l'ordre de 135.84 ± 2.17 U. 

3.2 Extrait de racines (figure 20) 

L'extrait de racines de Vicia faba cv Alfred n'a révélé qu'une fraction active 

(fi) qui présente une forte induction de gènes nod de l'ordre de 573.67 ± 5.20 U. 

Aucune induction de gènes nod pour les fractions f2, f5, f6 n'a été détectée. Les 

fractions f3 et f4 ne sont pas non plus activatrices de gènes nod: nous obtenons 

respectivement 45.88 ± 5.7 U et 62.43 ± 0.76 U. 

3.3 Hydrolysait de racines (figure 20 

La figure 20 montre le profil CLHP des racines hydrolysées avec l'activité 

de la f3-galactosidase des dix fractions collectées toutes les 10 mn. Deux fractions 

fi et f6 de cet hydrolysat ont induit les gènes bactériens. La fraction f6 a révélé 

une capacité inductrice plus importante de l'ordre de 485.12 ± 1.94 tJ que la 

fraction fi de l'ordre de 252.46 ± 3.77 U. 
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Figure 20. Analyse par CLII P et induction de gènes nol des exsudats racinaîres, 

racines et hydrolysais (le racines de Vicia fuba 

A 	Temps de mention 

13 : Activité de la J3-galactosidase des fractions piégées sur le chromatogramme 

(chaque valeur représente la moyenne de 3 analyses) 
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4. Etude du pouvoir d'induction des gènes 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 été réalisée en piégeant une 2 	fois des pics 

montrant une capacité inductrice dans les 3 extraits précédents. Les résultats 

obtenus concernant l'induction de gènes nod des différents extraits sont illustrés 

dans le tableau 16 et figure 21. 

Nous avons mis en évidence 6 molécules inductrices de gènes nod de R. 

/egzimiizosariini dans les différents extraits de Vicia faba cv Alfred. Deux 

composés phénoliques inducteurs, isolés des exsudats racinaires représentés par 

3a (Tr = 23.6 mn) et 3b (Tr = 24.2 mn) ont induit la -galactosidase (156.65 ± 

5.85 U). 

Une seule molécule isolée des racines de l'extrait natif nommé I (tr = 64.3 

mn) a induit fortement les gènes nod avec une activité de 426.13 ± 0.26 Ii 

comparée aux témoins la naringénine et l'apigénine. 

Quatre composés inducteurs de gènes nod, contenus dans les hydrolysats de 

racines correspondent aux pics suivants lb (Tr = 13.2) avec une activité de 

291.12 ± 3.21U, au pic 2a (Tr = 55.4 mn) avec une activité de 155.21 ± 2.09 U et 

aux deux pics 2b (Tr = 56.3 mn et Tr = 57 mn) ayant une forte activité de l'ordre 

de 445.29 ± 0.98 U. 
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1\'Iolécules 'l'emj)s 	 Activité de la 
Inductrices 1 de retention (nui) 	f-gaIactosidase (U) 

1 
	

13.2 
	

291.12± 3.21 

fi 	RI 
	

2a 	 55.4 
	

155.21 ± 2.09 

56.3 
2b 

57 
	 445.29 ± 0.98 

3a 
	

23.6 

3b 
	

24.2 
	 156.65 ± 5.85 

R N 	 64.3 
	

426.13 ± 0.26 

	

I Naringénine 
	

54.3 	 421.01 ± 1.24 

j Témoins (le 	Apigénine 	 744.25 ± 2.55 

rélérence 	(+) Catéchine 	 206.86± 0.3 

	

D Catéchine 	 31.02 ± 1.57 

Tableau 16. Molécules inductrices des gènes nol, isolées des 

exsudais raciuuaires (ER), de racines (RN) et de racines hydrolysées (RH) 

de Vicia faba cv Alfred. 

Les extraits sont utilisés à 40 .t1/5,5ml, chaque résultat est la moyenne de 3 

analyses. 



f 
I, 

Témoin (TO) 	 Te (Témoin non induit) 

Na (Naringénine) 	 3b 	 J2 

r 

lb 	 2b 

Figure 21. Action des molécules isolées des exsudats de racines et hydrolysats de 
racine de Vicia faba cv Alfred sur l'expression de gènes nod C-lac-Z chez 

Rhizobium leguminosarum. 
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S. Caractérisation par CCM des composés responsables de 

l'activité des gènesnod de l'extrait et de racines sur Rliizobiiii,, 

legii;ninosiiriiiii nod C - lac Z (figure 22) 

Nous avons effectué une chromatographie bidimensionnelle avec l'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 fusion de gènes nod C - 

lac Z a été réalisée avec certains composés ii, J2, J3, Bi, JP4, V3. Les résultats 

présentés dans le tableau 17 montrent que seul le composé J2 révèle une forte 

activité inductrice (526.17 ± 2.54 U). Les composés jp4 et j3 ont aussi une activité 

inductrice mais moins forte que le composé J2 (253.86 ± 0.30 U et 159.97 ± 

3.94 U, respectivement). Les autres composés Ji, Bi et V3 n'ont aucun effet sur 

l'induction de gènes i,od. 

Racines cv Alfred 

(:1,)OSS Activité (le la [3-galaclosidase 

J! O 

J2 526,17 :L 2,54 

J3 159,97 ± 3,44 

13! 38,77 

JP4 253,86± 0,30 

V3 37,84 

'l'ahleau 17. ltude de l'induction de gènes 1,0(1 de l?l,izobzui,z Ieguiiziiiosuru in 

par des molécules extraites des racines de V faini cv Alfred 

et isolées sur CCM. 

102 



1C4 .?i9ir44Z (4A¼i9ac4 d4#4 (4 qdatio« 'Peeea (44 et '(ijsdim €méo4am 

D Jaune (Flavanone) 

Bleu (Acide phénol) 

Q Viole (Flavone) 

Q Jaune pâle 	
B8 

J2 	
B3 0 JP4 - 

Bi 

o, V40 V3 

J3 

.......... 

B6 	B7 	
B2 	

B5 

I )epul initial 

Figure 22. Composés phénoliques des racines de Viciifaba cv Alfred 

Chromatographie bidimensionnelle 

Support : cellulose 

Solvant r I 	dimension : tButanol, acide acétique 3:1:1 
2emc dimension : Acide acétique 15% 
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6. Essai (l'identification des composés actifs vis à vis de gènes nod 
6.1 Procédure d'analyse structurale 

6.1.1 Approche générale 

Nous rappelons que la technique employée pour l'extraction des composés 

phénoliques des exsudats racinaires et extraits de racines est décrite dans le 

chapitre 11. Pour une identification préliminaire nous avons fait appel au couplage 

CLI-IP/UV. L'examen des spectres obtenus par multidétection permet une 

première approche de l'identité dès composés représentés par 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 à 280 nm, correspondent à différentes classes de molécules chimiques 

(tableau 18, 19, 20). 

6.1.1.1 Exsudats racinairos 

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 flavane 3-ol: composés en C15 (pics 3 et 8) 

- classe des flavones: composés en C15 (pics 4 et 5) 

- classe des tiavanones: composés en C15 (pics 11 et 13) 

- classe des isoflavones: composés en C 1 (pics 2 et 12) 

Les molécules (lui présentent la capacité d'induire les gènes iwd sont 

représentés par les pics 4, 5 , li et 13 (flgure 23). 
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N°  des pics 

Exsudats 
racinaires 

Temps de 
retention 

(111111  

uv ?max 
(iim) 

Classe 
phénolique 

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 - 

Il 54.3 286 Flavanone 

12 55 312 Isoflavone 

13 55.7 280 Flavanone 

Tableau 18. Classes phénoliques (les exsudats racinaires 

de Vicia faha cv Alfred 

6.1.1.2 Racines natives 
Nous avons mis en évidence une seule classe chimique dans les racines de Vicia 

/(1I)(1 cv Alfred: 

- classe des fiavanones: composé en C15: (pic I, molécule active), 

tableau 19 et figure 23. 

N° des PiCS 
Temps de uv kinax Classe 

Racines 
retention 

(11111)  
(iiin) phénolique 

pic 	1 64.3 294 Flavanone 

Tableau 19. Classes phénoliques des racines de Vicia faha cv Alfred. 
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6.1.1.3 Hydrolysats de racines 

Quatre classes ont été révélées dans les hydrolysats de racines qui sont les 

suivants (tableau 20): 

- classe des acides phénols: composés en Cl (pics 3, 4,5) 

- classe des flavanes 3-ol: composés en C15 (pic 2) 

- classe des flavanones: composés en C15 (pics 1, 6,) 

- classe des flavonols: composés en CI  (pics 8,9) 

Les molécules actives sont représentées par les pics 1,7 (figure 23). 

N° des pics 

Hydrolysais 
(le ratines 

Temps (le 
retenhion 

(tun) 

UV ?. max 

(il M) 

Classe 
phénolique 

13.2 284 Flavanone 

2 26 280 dérivé catéchine 

3 43.9 323-e285 Acide phénol 

4 53.8 324-e287 Acide phénol 

5 54 263 Acide phénol 

6 55.73 285 Flavanone 

7 56.96 265-368 Flavonol 

8 57.28 266-350 Flavonol - 

9 57.48 267-346 Flavonol 

Tableau 20. (lasses phénoliques des hydrolysais (le racines 

de Vicia faha cv Alfred 

La diversité phénolique dans les différents extraits de Vicia faba cv Alfred 

est représentée par plusieurs classes phénoliques. Parmi elles nous avons la classe 

des acides phénols en C7, la classe des flavones, la classe des flavanones, la 

classe des flavonols et la classe des flavanes 3o1 en C15. Nous pouvons noter que 

la zone de réactivité pour Rhizobium est représentée par des molécules de type 
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Figure 23. Analyse par CLHP et molécules activatrices de gènes nod des exsudats 

racinaires, racines et hydrolysats de racines de Vicia fuba cv Alfred 

(Trait hachuré : Activité de la 3-gaIactosidase des pics piégés sur le chrornatogramme) 
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flavones et surtout flavanones. Cette dernière classe a été mise en évidence dans 

les exsudats racinaires de Vicia saliva (Zaat et aI., 1989; Recourt et aI., 1991). 

6.2 Identification des molécules inductrices de gènes nod des exsudats 

racinaires, extraits de racines et racines hydrolysées 

Pour identifier et confirmer l'identité des molécules inductrices nous avons 

utilisé la co-chromatographie et pratiqué le couplage CLHP/ES-SM (Annexe 4). 

Cette spectrométrie de masse utilisant la méthode d'ionisation par électrospray 

(ES-SM) constitue une technique de choix en raison de la douceur de l'ionisation. 

Cette technique permet d'accéder à la niasse moléculaire de chaque composé 

moléculaire. 

6.2.1 Molécules md 11(1 'ices de gènes noil chez Vicia tuba cv Alfre(l 

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 retention de 23,6 iiin, 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' 

pentha-hydroxyflavone), (figure 24). 

OH 

)H 

OH 

OH 	LJ 

5, , , , 7 ' 4' 5'-pentha-hydroxyflavone (Tricétiiie) 
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b) ERS (Composé 5 des exsudats racinaires) 

Le composé 5 présente un temps de retention de 24,2 mn, un spectre 

UV/visible de 272-327 nm et un spectre de masse avec un pic moléculaire m/e de 

246. Aucune hypothèse d'identification ne peut être donnée à ce composé, (figure 

25) 

6.2.1.2 Exsudats racinaires: Molécules de la famille des 
flavanonos 

a) ERI I (Composé Il des exsudats racinaires) 

Le composé Il présente un temps de retention égal à 54,3 mn, nous avons 

pratiqué une cochromatographie avec la ninringénine comme témoin. Ce composé 

Il est une molécule de type flavanone qui est : la naringénine 

le 

Xz 

OH 

, I, ' t ri hyd roxyllava none (nariiigénine) 

6.2.1.3 Racines: Molécules de la famille des flavanones 

a) RN1(composé I 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 masse avec un pic moléculaire m/e de 302. 

Ces données nous orientent vers le Me- 3' ériodictyol (4', 5, 7-triøH, 3'-OMe 

flavanone), (figure26). 
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Figure 24. Spectre de masse du composé ER4 (tricétine) 

Figure 25. Spectre de masse LC/SM du composé ERS 

Ii 	iI 
. 	I 	I 

Figure 26. Spectre de masse LC/SM du composé RNI (Me-3' ériodictyol) 
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OCH3 

OH 

OH 	O 

4', 5, 7 iri()l 1,3' -01'ie lLivaiione 

(Me-3' ériodictvol) 

6.2.1.4 Hydrolysats de racines: Molécules de la famille des 
flavanones 

a) kil. I (composé 1 des hydrolysats de racines) 

i.e composé I présente un temps de retention de 13,2 mn, un spectre 

tJVivisiblc (le 284 IIm et un Spectre (lc niasse avec tiii pic moléculaire mie de 302. 

Ce composé est le Me-3' ériodictyol, (figure 27). 

b) RH.7 (composé 7 des hydrolysats de racines) 

Le composé 7 présente un temps de retention de 56,96 mn, un spectre de masse 

avec un pic moléculaire mie de 288, ce composé est identifié à l'ériodictyol. 

(figure 28). 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 	O 

3', , 4' 5,7 tétrahydroxy-ILsviiioiie 

(ériodictyol) 
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Figure 27. Spectre de masse LC/SM du composé Ri-II (Me-3' ériodictyol) 
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Figure 28. Spectre de masse LC/SM du composé RI-17 (ériodictyol) 
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Figure 29. Spectre de masse LC/SM du composé ER2 (5,7 diOfi, 4' OMe isoflavoiie) 
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7. Coin posés non inducteurs de gènes nod chez Vicia faba cv Alfred 

Comme nous l'avons déjà signalé dans la partie bibliographique, que la 

plante contrôle le niveau d'activité de gènes nod en exsudant aussi des composés 

inhibiteurs de gènes nod ceci a été démontré chez la Luzerne (Peters et ai, 1986). 

Chez Vicia faba cv Alfred, des acides phénols, isoflavones, flavonol et catéchines 

n'ont pas induit les gènes #iod de R. legiiminosariim. 

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 mie de 284. 

Nous proposons une molécule de type isoflavone( 5,7-diOH,4'-OMe isflavone), 

(figure 29). 

rei mi 

 

OCH3 

5,7 diOH,4'OMe isoflavoiie 

b) ER.6 (composé 6 des exsudats racinaires) 

Le composé 6 présente un temps de retention de 28,3 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). 

c) ER.8 (composé 8 des exsudats racinaires) 

Le composé 8 présente un temps de retention de 34,1 mn, un spectre 

UV/visible de 275nm . Le spectre de masse a un pic moléculaire 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. Spectre de masse LC/SM di composé ERS (5,7 diOli, 4' OMe isoflavotie) 
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Figure 32. Spectre de masse LC/SM du composé ERI2 
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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) REI.2 (composé 2 des hydrolysats de racines) 

Le composé 2 présente un temps de retention de 26 mn, un spectre 

UV/visible de 280 nm. Le spectre de masse nous donne un pic moléculaire mie 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/visible de 323-285nm. Le spectre de masse nous donne un pic moléculaire 

mie de 196, il s'agit de l'acide férulique, (figure 34). 

CH =CH-COOH 

0H 	T OCH3 

OH 

Acide férulique 

c) 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 l'acide syringique (figure 35). 
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Figure 33. Spectre de masse LC/SM du composé R112 

Figure 34. Spectre de masse LC/SM du composé R113 (acide férulique) 

._.. 
80 	100 	 12G 	 140  

Figure 35. Spectre de masse LC/SM du composé R114 (acide syrimigique) 
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COOH 

OH 	1 OCH3 
OH 

Acide Syt'iHgiCtie 

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 spectre de masse avec un pic moléculaire mie de 270 

nous oriente vers une isoflavone, (figure 36). 

e) RH.8 (composé 8 des hydrolysats de racines) 

Le composé 8 présente un temps de retention de 57,28 mn, un spectre 

UV/visible de 266-350 nm. Le spectre de masse nous donne un pic moléculaire 

mie de 302, nous sommes en présence d'une flavonol la quercetine (figure 37). 

X  le 

OH 

OH 

' , 4' ,_J, 7, pentaliydroxyflavone 

(j u ercet in e) 
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I'igtire 36. Spectre de tuasse 1,C'/SNI du composé R115 

Figure 37. Spectre de masse LC/SM du composé RI1 (quercétine) 
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Co Il cl us i o n 

['es résultats de l'étude des composés inducteurs de gènes iiod identifiés 

dans les exsudats de racines, racines et hydrolysats de racines sont récapitulés 

dans le tableau 21. Nous avons mis en évidence 5 composés inducteurs de gènes 

110(1 dans les différents extraits de Vicia j'aha de cv Alfred (exsudats racinaires, 

racines et hydrolysats de racines) parmi eux nous avons: 

- Deux composés identifiés comme inducteurs de gènes nod dans les 

exsudats racinaires sont de type flavone: ER.4 (la tricétine ) et de 

type flavanone: ER. 11 (la nariagénine). 

- Un seul composé inducteur de gènes iiod est mis en évidence dans 

les racines: de type Ilavanone le RNA (Me-3' ériodictyol). 

- Deux composés inducteurs de gènes ont été identifiés dans les 

hydrolysats de racines de type flavanone qui sont les suivants: le 

RH.1(Me-3' ériodictyol) et le 1411.7 (ériodictyol). 

Nous remarquons qu'il existe "un mimétisme" de l'extrait des racines en 

conditions naturelles par rapport au hydrolysats de racines. Ces deux extraits, 

nous ont révélé dans les deux cas une molécule inductrice de gènes iwd de type 

flavanone qui est le Me-3' ériodictyol. Si nous comparons les molécules 

inductrices de gènes nod dans les exsudats racinaires et hydrolysats de racines, 

nous constatons que ce "mimétisme" de l'exsudation ne figure pas dans ce cas là, 

puisque la molécule inductrice (lui le Me-3' ériodictyol ne figure pas dans les 

exsudats racinaires. Les autres composés appartenant à la classe des acides 

phénols, flavonol (quercétine) et flavanes 3-ol restent inactifs sur les gènes iiod de 

R. 1eg,niinosaruni. 

8. Discussion 

Les flavonoides sont des molécules importantes dans la relation 

légumineuse-I?hizohiuin pour l'établissement de la symbiose (Redmont et (Il., 

1986). Notre principal objectif est d'identifier les molécules inductrices de gênes 

iod dans les exsudats de racines, racines et les hydrolysats de racines. 
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N° des pics 
Temps de retention 

(TR mn) 

UV/visible 

(n ni) 

Spectre de masse 

m/e 
Activité 3- 

galactosidase 

Composés inducteurs 

de gènes nod 

4 (ER.4) 23.6 272-354 302 156,00 ± 5.85 Tricétine 

11 (ER. 11) * 54,3 286 153,34 ± 2,09 Naringénine 

I 	(RN. 1) 64,3 294 302 426.13 ± 0.26 Me-3t ériodictyol 

1 	(RH.1) 13,2 284 302 291.12 ± 3.21 Me-3' ériodictyol 

7 (RH.7) 56.96 288 445.29 ± 0.98 Eriodictyol 

Tableau 21. Composés inducteurs de gènes nod identifiés dans les exsudats racinaire (ER), racine (RN) 

et racines hydrolysées (RH) chez Vicia faba cv Alfred. 

* (co-chromatographie) 
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8.1 Exsudats de graines non inducteurs de gènes noit chez Vicia faba 

cv Alfred 

Comme nous l'avons déjà signalé dans le chapitre 1, les flavonoides 

exsudés par la graine sont supposés être les premiers inducteurs des gènes noci, 

car ils sont exsudés en premier avant les exsudats de racine, par exemple la 

lutéoline a été le premier inducteur isolé dans les exsudats de graines de Medicago 

saliva (Peters et cil, 1986). Dans notre cas les exsudats de graines des deux 

cultivars de Vicia faba cv "Blandine" et cv "Alfred" ainsi que les deux mutants, le 

nodulant précoce fl23 	et le non nodulant f48 n'ont pas induit les gènes nodde 

R Ic'guminosaruni. Nous ne pouvons pas mettre en cause les proanthocya nid ilies 

(tannins condensés) comme l'on signalé certains auteurs (Pankhurt et Jones, 

1979), puisque "Biandine" est un cultivar sans tannins. Si, les exsudats de graines 

n'ont pas induit les gènes iiod de la bactérie R. /egliminosarum, en revanche, les 

exsudats de racines et racines des deux cultivars "Blandine", "Alfred" et le 

nodulant précoce f123 't ' l'ont induit. 

8.2 Molécules inductrices de gènes nod chez Vicia Jibu cv Alfred: 

Flavones et flavanones (tableau 22) 

8.2.1 Exsudats racinaires 

Les exsudats racinaires de cv Alfred libèrent de nombreuses molécules 

parmi elles flavones, flavanones, catéchines et acides phénols. Mais les molécules 

qui induisent le mieux les gènes nod de R. Ieguniiiiosaruni sont surtout de type 

flavone, comme la tricétine ( 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 0111 

identifié des molécules surtout type flavanone comme inducteur de gènes noil 

dans les exsudats racinaires de Vicia saliva. 

8.2.2 Racines 

Un seul composé le Me-3' ériodictyol qui est majoritaire dans l'extrait dc 

racine, a induit fortement R. legiiminosariim. Chez d'autres espèces végétale 
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Phaseolus Glrcin Trifolium Pisunz 
Extraits Vicia faba Vicia sativa (1) Medscago sativa (2) 

rulgaris (3) max ! Repens (5)_ sativum (6) 

Lutéoline Deiphinidine Genisteine Apigénine7- 
Chrvsoériol Malvinidine Daidzeine 0-gircoside 

Exsudais de Stachvdrine Mvréctine Eriodictvol 
graines Trigonelline Quercetine Hespéritine 

3 -méthoxy4. 5. 7 Kaernpferol 
trihvdroxvflavone  

Tncetine 7. 4dihvdro- flavone 4. 4-dihydroxy-2'- Eriodictyol Genisteine 4'-7-dihvdroxv 
Naringénine Naringénine méthoxychalcone Naringénine Daidzeine flavone 

Liquiritiginine 4. 7-dihydroxyflavone Genisteine-7- 4-dihvdroxv-3- 
7. 4-dihvdrox- 4'.7dihydroxyflavanone O-glvcoside méthoxyflavone 
4rnéthoxvflavone Forrnononetin7-0- 4-hvdroxv-7- 

Exsudats Honioériodictvol glvcoside méthoxvflavone 
racinaires Hespéritme 

4. 4-dihvdroxv-2 
rnéthoxvchalcone 
Isoliquiritigénine 
3. 5. 7. 3 tétrahydroxy- 

__________  4 '-méthoxvflavanone  

Racines Me -3' ériodictvol 4•. 7- 
natives  dihvdroxvflavone 

Hvdroh sais Me-3' ériodictvol 
de Racines Eriodictvol  

Tableau 22. Molécules inductrices des gènes nod de Vicia faha cN Alfred et autres légumineuses 

1. Zaat et ai, 1987; Recourt et ai, 1991 
2. Hartwig, 1990 ; Hartwig, 1991; Phillips, 1993; Peters et al. 1986 Maxwell. 199O Dakora, 1993 
3. Hungria, 1991 
4. Kosslak, 1987 
5. Redmont et ai, 1986 
6. Firmin, 1986; Innes 1985 
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comme le trèfle, un très fort inducteur le 4', 7-dihydroxy-flavone a été isolé de 

l'extrait de racine. Deux isoflavones, la daidzeine et la génisteine sont les 

composés majeurs dans les extraits de racines de Soja (Glycine mcix), ils sont 

responsables de l'induction de gènes nod chez B. /aponicum (tableau 22), 

(Kosslak et ai., 1987). 

8.2.3 HydrolysaIs de racines 

Deux flavanones ont la capacité d'induire les gènes bactériens dans les 

hydrolysats de racines dccv Alfred. Le composé RII.l (lui est Me-3 ériodictyol et 

le composé RH.7 qui est l'ériodictyol, (tableau 22). Les flavonoides suivants 

(ériodictyol et hespéritine) restent de meilleurs inducteurs de R. leguniinosariini 

chez Vicia saliva et le pois (Zaat et ciL, 1987; Firmin et ai., 1986). 

9. Molécules non inductrices de gènes isod chez Vicia faba cv 

Alfred: Isoflavones et acide J)lléflols 

9.1 Exsudats racinaires 

Deux composés de type isoflavone le ER.2 (5,7-diOlI, 4'OMe -isoflavone) 

et le ERI2 et un composé de type acide phénol le FR.6 n'ont pas induit les gènes 

nod de R. leguniiiiosarum. 

D'autres familles de flavonoides, les tiavonols restent des composés non 

inducteurs de gènes nod chez d'autres espèces végétales, comme par exemple le 

kaempferol qui inhibe complètement l'induction de gènes nod des exsudats 

racinaires de Vicia saliva (Recourt et al., 1992). 

D'après certains auteurs (Kosslak et al., 1987), deux isoflavones la 

daidzeine et la génisteine sont identifiés comme des signaux chimiques chez B. 

Japoniciim et R. fredii. Dans notre cas, les isoflavones du cv Alfred ont été 

inhibiteurs de gènes nod de R. ieguminosarunz. 

9.2 Hydrolysats de racines 

Les Composés de type catéchique (RI 12, RH3, RI-14), les composés de type 

acides phénols et les molécules de type fiavonols RI-18 (quercétine) n'ont pas 

induit les gènes ;iod de R. leguminosarun;. 
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De nombreux travaux ont montré que tous les flavonols testés sur R. 

k'gunziiiosarun, biovar viciac, trifolii et R. nieliloil restent inactifs (Djordjevic et 

ai., 1988; Redmont et ai.;1986; Rolfe et ai., 1988; Zaat et ai., 1987; Zaat et al., 

1988). Quatre glycosides de flavonols (kampférol 3-0 glycoside ) identifiés dans 

les racines de Vicia saliva étaient incapable d'induire R. leguniinosaruni bv viciac. 

11 est intéressant de noter que certaines molécules agissent comme 

inhibiteur dans un système symbiotique peuvent agir comme activateur dans un 

autre système. Comme par exemple la quercétine inhibitrice de gène nod chez 

Vicia faba et activatrice chez Pha,seo/us vuigaris (tableau 22); (Hungria et al., 

199 la). 

10. (;atéchine et RI:izobiiin, 

Nous avons testé deux témoins de type catéchique la (-I-)  catéchine et la L) 

catéchine sur R. iegurniiiosariini nod C - lac Z. Les gènes iiod de R. iegiiininosarun, 

iiodC - lac Z sont activés faiblement par la (+) catéchine alors que la D catéchine 

inhibait complètement les gènes nod de cette bactérie. Dans les exsudats 

racinaires et extraits de racines aucun dérivé catéchique n'a induit R. 

legiiminosariin; nod C - lac Z. 

Cooper et al, (1992) ont mis en évidence de la catéchine dans les nodules 

Fix' du Louis pendiiizcu/aliis 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 gènes nod de la bactérie. 

Les tannins appliqués dans le sol sont révélés comme des inhibiteurs de la 

nodiilation chez les haricots et autres légumineuses (Blum et Rice, 1969; 

Muthukumar et al., 1985). Les tannins inhibent la croissance des Rhizobium 

(Pankhurt et Joncs, 1979). Cependant le mécanisme rai' lequel les tannins 

réduisent la nodulation reste un phénomène à éclaircir. 

Les résultats trouvés auparavant nous ont montré que les exsudats de 

graines de Vicia faba cv Alfred et le nodulant précoce f123' $ avec tannins et le 

cultivar cv Blandine sans tannins n'ont pas induit les gènes nod de R. 
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/eguninosarurn iiod C - lac Z. Ceci n'est pas dut à la présence de tannins 

condensés dans ces graines mais peut être aux composés antagonistes de 

l'induction de gènes nod existant dans les graines de V. faba. 

D'après Djordjevic et ai, (1987), les légumineuses exsudent également des 

composés antagonistes de l'induction de gènes iiod. Ce sont des isoflavones et des 

coumarines et que l'induction finale dépend du rapport composés inducteurs / 

composés antagonistes. 

Dans notre cas nous supposons que l'inhibition de gènes iiod dans les 

exsudats de graines des cultivars et mutants est dut probablement à certains 

composés antagonistes présents dans les graines. 

Conclusion 

Les exsudats de graines n'ont pas été les principaux inducteurs de gènes 

nod chez les cultivars Blandine, Alfred et les deux mutants f123''', f48 de Vicia 

fabci. Ce sont les exsudats racinaires et racines hydrolysées qui ont répondu le 

mieux aux tests de l'induction degènes nod. 

Nous avons trouvé que les inducteurs de gènes iwd issus des exsudats 

racinaires de cv Alfred sont la tricétine et la tiaringénine. 

Les inducteurs de gènes nod mis en évidence dans les hydrolysats de 

racines sont de type flavanone: le Me-3' ériodkiyol et I'ériodictyol. Une seul 

composé inducteur de gènes nod le Me-3' ériodietyol a été identifié dans les 

racines de Vicia fabti cv Alfred. 
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CONCLUSION 	N1AL1 

Les légumineuses ont la capacité d'assurer une grande partie de la nutrition 

azotée grâce à une symbiose avec des bactéries du sol du groupe Rhizobium. Cette 

symbiose s'effectue au sein d'organes particuliers, les nodosités, siège de la 

fixation biologique de l'azote atmosphérique. 

Des travaux concernant la fixation biologique de l'azote par la symbiose 

Rhizobium-légumineuses 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 caractères symbiotiques 

chez la plante hôte. 

Notre étude sur la relation plante- /?hi:obiiwi avait pour double objectif, 

d'une part d'étudier la physiologie du métabolisme phénolique chez les cultivars 

et mutants de Vicia faha en se basant surtout sur l'exsudation des composés 

phénoliques des graines et racines de cette espèce, d'autre part d'analyser et 

identifier les signaux symbiotiques dans la relation Vicia fluba- R/iizohiuin. Nous 

avons abordé tout d'abord l'exsudation des composés phénoliques dans. les 

différents compartiments de la graine et au niveau de la racine. 

En effet, l'exsudation des composés phénoliques de la graine entière était 

favorable à 30 °C qu'à 4 °C chez les deux cultivars Blandine et Alfred. 

Nous avons montré que les composés phénoliques étaient surtout localisés 

dans les cotylédons pour le cv Blandine et dans les téguments chez le cv Alfred et 

que ces deux cultivars présentent un palier!i phénolique différent basé 

essentiellement sur des phénols simples et flavonols chez cv Blandine et sur des 

composés de types catéchiques chez cv Alfred. Le /)aIIerIl phénolique des 

exsudats de graines du nodulant précoce f123'' est dominé surtout par des 

flavones et catéchines. Au niveau tégumentaire, tous les génotypes étudiés sont 

caractérisés surtout par les tannins condensés sauf le génotype Blandine. 

Cependant, ces tannins 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 faha. 

Les exsudats de racines de légumineuses contiennent un grand nombre de 

molécules inductrices de gènes nod (Firmin et al., 1986; Redniont et ai., 1986). 

Cette induction représente une des étapes les plus précoces dans l'interaction 

plante-Rhizobium. Ceci nous a amené à étudier la cinétique des composés 

phénoliques (flavonoides) des racines de cv Blandine pendant les premiers 21 

jours de croissance. Les résultats obtenus nous ont révélé que les composés 

phénoliques sont libérés dés les premiers jours de la vie des plantules et que les 

racines exsudent des flavanones et flavones, ces molécules jouent 'un rôle 

important dans le phénomène de la symbiose. 

Les signaux chimiques émis par les exsudats racinaires et racines de Vicia 

faba cv Alfred étaient les flavones et les flavanones. Les composés inducteurs de 

gènes iiod identifiés dans les exsudats racinaires sont la tricétine (5, 7, 3', 4' 

penthahydroxy-flavone) et la naringénine (5, 7, 4' trihydroxy-flavone). Dans 

l'extrait de racines un seul composé a induit les gènes nod de la bactérie c'est le 

Me-3' ériodictyol. L'hydrolyse de cet extrait de racines nous a révélé deux 

molécules inductrices de gènes iwd (lui sont: le Me-3' ériodictyol et 

l'ériodictyol. Les autres composés mis en évidence: les acides phénols, flavonols, 

isoflavones et dérivés catéchiques ont une action inhibitrice des gènes iwd envers 

R. iegurninosai'iini noci C - lac Z. 

Compte tenu du rôle des gènes iiod dans le déclenchement du processus de 

nodulation, l'action des inducteurs de ces gènes peut se concrétiser par une 

amélioration de l'intensité ou de la rapidité de l'infection de bactéries induites. 

Certains auteurs ont réussi à mettre en évidence une augmentation de l'un 

ou de l'autre de ces paramètres chez des cellules traitées avec un inducteur des 

gènes de nodulation . L'application de la lutéoline (Kapulnik et ai., 1987) ou de la 
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naringénine (Jain et a/.,1990) dans la rhisosphère de plantes de Luzerne élève le 

nombre et la masse de nodosités par plante. 

La préincubation de la souche de R. /egmninosarum bv. Irifo/ii ANV8483 

avec la 4'-dihydroxy-flavone accroît sa vitesse d'initiation de l'infection par 

conséquent sa compétitivité (Rolfe et ai., 1987). 

Dans notre étude nous nous sommes intéressés surtout aux signaux 

chimiques dans la relation Vicia faba cv Alfred -Rhizobiun, legllnhinosarun,. Les 

études fùtures devront dans un premier temps compléter l'identification des 

composés inducteurs de gènes iiod des exsudats racinaires et racines des mutants 

de Vicia faba f123' ' et f48", et dans un deuxième temps, s'intéresser à 

l'inoculation des exsudais racinaires (l'une super nodulante f123' sur une non 

nodulante f48" , pour voir si on restaure la capacité des bactéries à nodulcr; ou si 

seulement un problème d'exsudats. 
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Annexe 1. Fleurs blanches avec ailes noires de Vicia faba 
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Annexe 2. Gousses dc 8 à 20 cm de longueur de kiciafaba 
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Annexe 3. Graines de vicia faba cv Alfred au 3èmejour de germination 
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Annexe 4. 

Chromatogrammes LC/S M et 1,C/UV 

des exudats racinaires et hydrolysats de racines 

de Vicia faba cv Alfred 
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LC chromatogram: 
Abundance 	 LC Chromatogram: 97070204.D 
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