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Résumeé

Le présent travail se veut une contribution a unglleure compréhension des modes
d’actions d’'un bleaching herbicide: le norflurazappligué a différentes doses sur les
plantules de deux variétés de haricot, I'une imgm®r(Coco de Prague) et l'autre locale
(Terga) et sur leur environnement rhizosphérique.

L'impact du norflurazon a été évalué au niveau rphologique (longueur de la partie
aérienne, surface foliaire, masse séche des ragirtss parties aériennes), physiologique par
le dosage des paramétres relatifs a la photosyntfpegments foliaires, sucres solubles et
amidon) et aussi le degrés de peroxydation des maared cellulaires par le dosage des
peroxydes d’acides gras et du malondialdéhyde.

L'impact du norflurazon a été également étudié mweau rhizosphérique par le
dénombrement des nodules, masse fraiche et seshedales.

A la dosel uM, l'effet du norflurazon sur les plaes de haricot n’est pas trés important.
Aux doses 10 uM et particulierement 100 uM (dosxlpe de celle appliquée au champ), le
norflurazon affecte la morphologie des plantuldegthing partiel et réduction des différents
parametres morphologiques mesurés) et leur phgseloen réduisant [Iactivité
photosynthétique estimée par les teneurs en pigmititires, en sucres solubles et en
amidon lesquelles diminuent fortement.

A I'échelle cellulaire, I'herbicide entraine unegatentation des peroxydes d’acides gras et du
malondialdehyde, signe de détérioration des strestdes membranes cellulaires et d’'un état
de stress oxydatif séveére.

En présence de norlurazon 10 uM et 100uM, aucumleadest observé sur les systémes
racinaires des plantules. Les résultats obtenus lageessais en boite de Petri ont montré que
quelle que soit la dose herbicide utilisée, ceia-été biodégradé et utilisé comme source de
carbone par les rhizobia. Il semble donc que Idlurazon, en empéchant le mécanisme de
nodulation, n’agit pas sur les bactéries directeémais agit plutdt sur la reconnaissance ou le
dialogue moléculaire entre les bactéries et latpladte.

Mots clés: Phaseolus vulgarjsorflurazon, stress oxydatif, rhizobium, nodwati



Liste des abréviations

% : Pour cent

%o : Pour mille

pl : microlitre

Hg : microgramme

ADN : Acide désoxyribonucléique
ATP : Adénosine triphospahte
cm? : centimétre carré

h : heure

g : gramme

g/l : gramme par litre

g/m?: gramme par métre carré

ml : millilitre

MVF : Matiere Végétale Fraiche
MDA : Malondialdéhyde

nm : nanometre

nmole : nanomole

NAD(P) : Nicotine Amide Adénine Dinucléotide Phosphater(rfe oxydée)
NAD(P)H + H™ : Nicotine Amide Adénine Dinucléotide Phosphater(rfe réduite)
rpm : rotation par minute

ROS : Reactive Oxygen Species
trs/mn : tour par minute

TBA : Thiobarbituric Acid



SOMMAIRE

10T 11 T 10 o 01
Chapitre | : Revue bibliographique

[.1. Le haricot

[.1.1 Généralités surle hariCot ............ooiviiiiiiii i e 0O
[.1.2 Variétés principales de hariCot.............coii i e e e e 04
[.1.3 Composition biochimique de la graine de haricot..........cocooiviiii i, 04

1.2 . La rhizosphére

.20 DATINIION. .. et e e e e e e e e e e 05
[.2.2 La symbiose Rhizobium-légumineuse ................ccceeevivvievie e e eennn... .06
[.2.3 Etablissement de [a SymbIOSe ..ot 07
[.2.4 Taxonomie moderne des bactéries nodulant les léguneuses..................... 09

1.3. Les herbicides
[.3.1 Classification des herbicides
1.3.1.1 Classification en fonction de la composition chimige....................... 10
1.3.1.2 Classification en fonction de leur mode d’action ......................... 11
1.3.1.3 Classification en fonction du mode de pénétrationtele transport ....... 13

[.3.2 Les pyridazinones
1.3.2.1 Modes d’action des pyridazinones ...........ccccoveiieiieeieeie e ieiienenns 4
[.3.2.21Le NOIIUIAZON ... e e 15

l.4. Devenir des pesticides dans le sol :

1.4.1 Comportement des herbicides dansle sol ..........cccceeeviiiii i, 16
1.4.2 Comportement du norflurazon dans e sol ............c.ccoooiiii i, 17
|.5. La biodégradation des pesticides................c..ccocooeiv i, 18

|.6. Effet des herbicides sur la nodulation des légumingses.................. 20



|.7. Herbicides et stress oxydatif.....................coooeiii 0022

1.7.1 Sites de formation des especes actives d'oxygene........................23
1.7.2 Toxicité des especes actives d'OXygene.........ccovvvvevnveienineeenennnld

|.8. Systéemes antioxydants
1.8.1 Les antioxydants NnoN enzymatiqUeS  .......ccooeveieiieiiiiieienieneeneanns 27
1.8.2 Les défenses antioxydantes enzymatiques.............ccceevveveiveninnn..30

Chapitre Il :  Matériels et Méthodes

1.1 Matériel végétal ...........c.oevviiiiii e e 34
[1.2 Herbicide UtliSE .........coiii e e e a0 34
[1.3 Substrat €daphique ..........cooiiiiiii 35
[I.4 Méthodes d’étude
[.4.2ANAIYSE AU SOl ..o e 35
11.4.2 Mise en culture des graines de haricot .............c..cooiiiiiiiiiimenn. 38
11.4.3 Etudes morphologiques et biométriques .............cccccevvvvennnen. 39
I1.4.4 Extraction et dosage des pigments foliaires...............covvmmennn. 40
11.4.5 Extraction et dosage des sucres solubles et de I'mlon .................. 40
11.4.6 Extraction et dosage des peroxydes d’acides gras..................... 41
I1.4.7 Dosage du malondialdéhyde... 42
11.4.8 Etude de la nodulation des plantules de harlcot
11.4.8.1 Extraction des bactéries nodulantes ..........cccccevvviviiiiiiiiiinnnnnn.n. 43
11.4.8.2 Isolement et purification des bactéries nodulantes...............43
11.4.8.3 Effet du Norflurazon sur les bactéries nodulantes................44
11.4.8.4 Utilisation du norflurazon comme source de carbone
EU/OUd'AZOE. ... et 45

11.4.8.5 Effet du norflurazon sur la nodulation en culturesaxéniques.... 45

Chapitre Il : Résultats et Discussions
lll.1. Croissance comparée des deux variétés de plantulis haricot .............. 49
[1l.2. Effet du norflurazon sur la croissance des plantule de haricot ............... 49
[11.2.1 Effet du norflurazon sur la morphologie des plantules de haricot ............. 49

[11.2.2 Effet du norflurazon sur la cinétique de la croissance des plantules

de hariCot. ... ... e e e 2nD0

[11.2.3 Effet du norflurazon sur la surface foliair e des plantules de haricot .......... 51
l11.2.4 Effet du norflurazon sur la masse seche di partie aérienne

des plantule hariCot ....... ... e 52
[11.2.5 Effet du norflurazon sur la croissance degacines des plantules

de haricot .. T X
[11.2.6 Effetdu norflurazon sur Ia masse seche des racmeles plantules

(0 = = 1o 0 P & 1+

[11.2.7 Effet du norflurazon sur le rapport masse seche descines / masse seche



des parties aériennes des plantules de haricot ........comeeviiiiiiiinnt. 56

[11.3. Effet du norflurazon sur le métabolisme desplantules de haricot.

[11.3.1 Effet du norflurazon sur la teneur en pigments photosynthétiques........... 58
111.3.2 Effet du norflurazon sur la teneur en sucres solulds..........c.coovvvveinnn . 61
111.3.3 Effet du norflurazon sur la teneur en amidon ...........ooovieieiiiiineninn . 62

[11.4. Dommages dus au stress oxydatif induit paré norflurazon :

[11.4.1 Effet du norflurazon sur la teneur en peroxydes dacides gras des
plantules de hariCot... ... ..o 64

[11.4.2 Effet du norflurazon sur la teneur en malondialdéhyle des plantules

B NAFICOL ...t e e e e e e 65
[11.5. Effet du norflurazon sur I'environnement rhizosphérique des plantules
de haricot
1.5.1 Effet surla nodulation ... e e 67
[11.5.2 Le nombre de NOAUIES .........ccoiiiiiiii i e e 67
[11.5.3 La masse fraiche des nodules...........ccoooiiiii i e 67
[11.5.4 La masse séche des nodules ..o, 68
[11.5.5 Mise en culture des souches bactériennes ................c.covvvivcmnnns 69
[11.5.6 Utilisation du norflurazon par les Rhizobia ..................ccoovivvinenn, 69
l11.5.7 Inoculation des plantules de haricot en cultures &aniques .................. 70
Chapitre IV : Discussion générale ............ccooeiviiiiieninnnn., 72.
Conclusion et Perspectives........ccvevevvivviien i e T
Références bibliographiques.............cccoo i, . 78.

ANNEXES ET INDEX



Introduction

Les herbicides ou produits phytosanitaires ou engénobiotiques sont des substances
chimiques utilisées tant dans le domaine applidagriculture moderne dépend de
I'utilisation intensive des herbicides) que dansitenaine d’études fondamentales. En
agriculture, ils sont employés pour lutter contre &dventices qualifiées de mauvaises
herbes, en affectant une ou plusieurs de leurstifors vitales. Ces végétaux
indésirables exercent une concurrence avec ledeglaultivées pour les éléments
nutritifs, la lumiére, I'espace etc.

L’application des herbicides sur le terrain visebdenir un « bon résultat », celui-ci se
traduit par une bonne efficacité herbicide c'edira-pour une culture donnée, par une
destruction la plus complete des plantes indésigallé plus rapidement possible et le
plus durablement possible sans que la culture &’'sguffrir.

A l'exception de quelques produits étroitement &éfle les herbicides sont rarement
totalement inoffensifs pour les cultures. Leurisdiion n’est possible qu’en jouant sur
les stades de développement des cultures, leuewigmais surtout les doses : le sous
dosage risquant d’étre inefficace pour la plantsible et le surdosage dangereux pour
la culture.

Dans le domaine d’études fondamentales, les hddsicsont de plus en plus utilisés
dans les laboratoires en vue d'un approfondissentEntcertains métabolismes
cellulaires. L’étude des modes d’action des hedegireprésente donc un domaine de

recherche familier aux physiologistes.

Le norflurazon (4 chloro- 5 méthyl amina,2, o trifluoro méthyl phényl 3 (Dihydroxy
pyridazinone) appelé aussi Sandoz est connu poerugt puissant inhibiteur de la
phytoéne désaturase ( Sandmann et al., 1989), enzleh dans la biosynthése des
caroténoides permettant la désaturation du phytegmmhytofluéne. C’est un herbicide
systémique appligué au niveau du sol qui agit eau des feuilles entrainant le
blanchiment ou bleaching des plantules traitées.

Le "haricot commun”Phaseolus vulgarid., est le légumineux le plus produit au
monde, il représente une source protéique a halaivalimentaire. Comme toute
légumineuse, le haricot contracte des relations bgyimques avec les bactéries

rhizosphériques du genre rhizobium.



Introduction

Si les effets de nombreux herbicides sur le végsat bien connus il reste cependant
que leurs conséquences sur les communautés micn&sie symbiotiques
rhizosphériques et leurs relations avec les plaméss demeurent fragmentaires ou tres
peu étudiéed.es herbicides peuvent influencer la nodulatiotadixation symbiotique
de l'azote soit en affectant directement les rhizpboit en affectant la plante hote ou
encore en agissant sur les deux partenaires.

La présente étude avait pour objectif d’étudierdffists d’un herbicide le norflurazon
appliqué a différentes concentrations sur la mdagie et la physiologie des plantules
de deux variétés de haricot et sur les bactériés dezosphére de ces plantules.

Nous avons d’abord étudié I'effet du norflurazon lsumorphologie et la croissance des
plantules de haricot.

Nous avons ensuite étudié les effets du norflurazoniveau métabolique en dosant les
pigments foliaires, les teneurs en sucres solwdiles amidon de méme que nous avons
évalué les dommages causés par cet herbicide ateénss membranaires en dosant les
péroxydes de lipides et le Malonylaldéhyde margsieurstress oxydatif.

Dans une derniére partie nous avons étudié I'img@aatorflurazon sur les populations
bactériennes rhizosphériques du genre rhizobiumnggiulent le haricot et sur le
mécanisme de nodulation en estimant le nombre dele® formés au niveau des
racines des plantes ayant poussé sur sol et sylatgss en culture axénique ; de méme
gue nous avons étudié la biodégradation de cefdidebpar les bactéries nodulant le
haricot.



Chapitre |

Revue

Bibliographique



Revue bibliographique

.1 Le haricot

1.1 Généralités sur le haricot

La culture du haricot est tres répandue dans ledsm@m raison de la place qu’occupe
cette plante dans I'alimentation humaine. Elle agginaire d’Amérique centrale (en

particulier du Mexique) et du Pérou ou la diversiééiétale est la plus grande.

Le haricot a été introduit en Europe au®lsiécle. Actuellement, il est largement
répandu dans les pays méditerranéens dont I'Algérie

Le haricotPhaseolus vulgarid.. appartient a la classe des dicotylédones, slasse
des dialypétales, ordre des fabales, famille dbadeae (Iégumineuses), sous famille

des fabaleae (papilionacees) et au genre phaseolus.

Classification selon APG (2003) :

Regne : Plantea

Division : Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordre : Fabales

Famille: Fabaceae

Sous famille : Fabddeae

Genre: Phaseolus

Espece vulgaris

Variété : Terga et Coco de Prague

Le haricot est une plante annuelle, autogame de dgcvie rapide qui dure de 70 a 140
jours selon les variétés. C’est une plante herbpoéeant atteindre jusqu’a 80 cm de
hauteur. La tige est mince, grimpante et volulelie est cylindrique et ramifiée, son
enroulement se fait toujours dans le méme sensramsaux ont une croissance

sympodiale.

Les deux premieres feuilles sont simples et opmystss feuilles suivantes sont
alternées trifoliées portant a leurs bases deypulss. Les fleurs sont disposées en
grappes de couleur blanche ou violette. Les freimist des gousses allongées dont la
couleur varie du vert au jaune, selon les cultivaes graines contenues dans les
gousses de dimension, de forme et de coloratiombtar (Marcelet al., 2002) sont
généralement réniformes, les cotylédons sont gerdigais chargés de réserves.

Les fruits de la plupart des variétés peuvent @resommées frais, avant leur maturité,

comme les haricots beurre, verts ou jaunes
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En raison de sa qualité nutritionnelle, le hargsttpar conséquent bien apprécié et
recherché pendant toute I'année.

[.1.2 Variétés principales de haricot :

Le haricot blanc : en forme de rognon, assez gros et carré aux exéenia variété

Terga locale fait partie de cette catégorie

Le haricot canneberg : gros, rond, blanc créme, tacheté de rose ou de, tres
populaire en Europe, ou on le nomhagicot coco(dont la variété coco de Prague).
Le haricot Great Northern : de dimension moyenne, moins réniforme que le baric
blanc.

Le haricot cannellini : Iégérement réniforme et carré aux extrémités .

Le petit haricot blanc : de forme ovale.

Le haricot Pinto : de taille moyenne, plutét plat et réniforme, dalear beige tachetée
de brun clair (le terme Pinto signifie « peint »empagnol).

Le haricot romain : réniforme, de couleur brunatre, plus ou moins rhetée, et
ressemble au haricot Pinto tout en étant souvestgros et plus fonce.

Le haricot rouge : est I'un des plus connus, rouge et réniforme.

Le haricot noir : 1égérement réniforme, et completement noir

[.1.3 Composition biochimique de la graine de haricot :

Le haricot commun dont la composition biochimiquieéde d’'une variété a une autre,
contient : 60% de glucides ; 30% de protéines, Apides, 10% d’eau, 4% d’autres
composants (fig. 1).

10% 4% 1%

30% 60%

‘ O Glucides @ Protéines 0O Eau 0O Autres composants W Lipides

Figure 1: Composition biochimique de la graine de haricomown Phaseolus
vulgaris (Da Silva Fialhcetal., 2006).
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A linstar des autres étres vivants, les planteem au contact de microorganismes,
dont la majorité sont situés dans un systeme comapleu d’échanges essentiels entre

la plante et le sol : la rhizosphere.

I.2 La rhizosphére : une interface entre plantes et mroorganismes du sol
[.2.1 Définition

Le terme rhizosphere a d'abord été défini par Eliltren 1904, pour décrire la

stimulation de la biomasse microbienne dans laorédu sol située a l'interface sol —
racine (Hinsinger, 1998). Depuis, le terrh&osphérea pris un sens plus général : elle
est définie comme le volume de sol soumis a I'exfice de I'activité racinaire (Darrah,

1993). Ce volume de sol varie avec la nature dastgs, en particulier I'extension du

systéeme racinaire, les éléments nutritifs et legppétés physiques du sol (Nye,1986;
Alloway, 1995).

Les micro-organismes sont trées abondants dand ket particulierement actifs dans la

rhizosphéere en liaison avec l'exsudation de carbmganique par les racines. C'est
précisément la stimulation de leur activité quad €merger le concept de rhizosphere
(Hiltner, 1904 cité dans Hinsinger, 1998). La risigbere est donc le lieu d’activités

microbiologiques et biochimiques intenses

Le contact entre plantes et microorganismes estngeent, il s’établit des la
germination des graines dans le sol et se poupanmtant les difféerentes phases de

développement du végétal.

Les effets de ces microorganismes sur la croisseagaire des plantes varient en
fonction des espéces de plantes et des conditiomanementales.

Certains de ces microorganismes peuvent exerceefigh néfaste sur le vegétal
(organismes pathogenes), d’autres au contraire gmeuprotéger et favoriser le
développement du végétal, c'est le cas des orgasisdits «promoteurs de
croissance », ou encore des microorganismes syiuoestfixateurs d’azote.

Il est admis que les plantes influencent physiquenet chimiquement leur milieu.
Ainsi, la plante représente une source motrice@eldppement de la rhizosphére et de
son maintien et ceci par le biais de son systemieaiae. En effet différents éléments
nutritifs comme les exsudats racinaires (acidesnésji sucres, acides organiques...)

sont rendus disponibles a la microflore.
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Les racines des plantes contribuent donc a entielsiol en matiére organique. Celle ci
permet de structurer le sol et de maintenir unenbooohésion de ses éléments
constitutifs : stabilité structurale. L’amélioratiode la stabilité des agrégats du sol
dépend directement du matériel racinaire lui mérhed@déposition) et indirectement
par l'intermédiaire de la stimulation des activitéécrobiennes de la rhizosphére en

particulier les populations productrices d’exopalycharides (Kaat al.,2005).

L’une des répercussions positives de la structuratiu sol consiste en 'amélioration
des transferts d’eau et d’éléments minéraux veptalate (Whipps et Lynch, 1986), ce

qui permet d’augmenter de maniére significativerégglements végétaux.
[.2.2 La symbiose Rhizobium-légumineuse :

La symbiose Rhizobium-légumineuse constitue unepdesipales interactions entre
plantes et microorganismes du sol. En effet, sRlezobia sont beaucoup plus connus
pour l'apport azoté qu’ils procurent a la plantaengPeopleet al, 1995), il n’en
demeure pas moins qu’ils sont de grands product¥esopolysaccharides (EPS), et
gu’a ce titre ils peuvent jouer un role structuyasitles conditions de production sont
réunies (Chenet al. 2000).

L’azote représente I'un des éléments majeurs deutdtion des végétaux. Bien que
'azote moléculaire (B constitue environ 80% de I'atmosphére terresiregst
cependant considéré comme facteur limitant la samise. Ceci est dU au fait que la
molécule d’azote est trés stable et que les orgesssupérieurs sont incapables de
I'utiliser. Seules certaines bactéries et certaalgaes (cyanophycées) sont capables de
fixer 'azote moléculaire et de le réduire en amiaon Cette réduction nécessite
beaucoup d’énergie, c’est pourquoi les systemeddins d’azote les plus efficaces sont
des symbioses, associant des bactéries fixatrickss aorganismes photosynthétiques,

pourvoyeurs d’énergie.

Les Rhizobia utilisent des mécanismes génétiquematéculaires similaires pour
reconnaitre et infecter les légumineuses hotes :gdaedNod sont impliqués dans un
dialogue moléculaire entre les deux partenaires,rdeonnaissance de signaux

symbiotiques de la plante et des bactéries provddaa réponses symbiotiques.
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[.2.3 Etablissement de la symbiose : formation des nodé&s ou nodules :

Dans l'interaction Rhizobium — Iégumineuse, on obsain haut niveau de spécificité
hote/rhizobium. D’une part, une espece de leguns@gulonnée ne permet la symbiose
gu’avec un nombre limité d’especes de RhizobiunauDe part, une espece donnée de

rhizobium infecte seulement un petit nombre d’espa@gétales (Kondorosi, 2002).

Les rhizobiums induisent sur les racines des |égaunsies la formation de véritables
organes « les nodosités » ou «nodules », a rigweé desquels est fixé l'azote
atmosphérique par les bactéroides. La formation radehules implique un certain

nombre d’étapes :

* La reconnaissance :les premiers signaux (premier message aux bag)érie
intervenant dans l'interaction symbiotique consgisten des composés secrétés par les
racines (exsudats racinaires) dans l'environnemBiosphérique et appartenant a
différents groupes de flavonoides (Bergetral, 2001) ; il est a noter que la spécificité
des interactions plantes-rhizobium est en parfie & la diversité des flavonoides. Les
bactéries se multiplient activement en utilisard kubstances contenues dans les
exsudats racinaires et par chimiotactisme se dépiacers le systéme racinaire de
I'hote.

e L’attachement des rhizobiums sur les racines fait intervenir glygoproteine
ou lectine sur le poil absorbant et les EPS desobmims. En méme temps il y a
induction de I'expression de toute une série deegé@® nodulation ou genkled chez
les rhizobiums compatibles. Ces genes plasmidiqgtésu chromosomiques sont
responsables de la syntheése de substances spesifigpelées facteurs Nod de nature
lipooligosaccharidique ou LCO (Fisher, 1994). Ceusont libérés par les bactéries et
vont agir sur la plante en provoquant la défornmaties poils absorbants.

- Les rhizobiums se multiplient activement, se é&&mb en manchon autour des poils
absorbants et pénétrent dans les cellules racinaineformant une sorte de cordon
infectieux.

- Les facteurs Nod induisent une dédifférenciatienquelques cellules corticales qui
présentent des changements morphologiques et gidaks : les cellules sont
tétraploides, elles forment un massif de cellulespamordium nodulaire (Geurts et
Franssen, 1996), dans lequel les bactéries aygnienté de taille et prenant des formes
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différentes deviennent des bactéroides. Ces dsrsigrthétisent alors la nitrogénase

enzyme permettant la réduction de I'azote molépeikain ammoniac (fig. 2).

o T

N
= + —3 Facteurs Mod

WE——
on o o g o Senes de structure
= Han© Ma™ Bar B, [Les réponses de la bactérie |
. Signal retour - Croissance
|L¢s réeponses de la planfeé - Chimiotactisme
- Déformation des peils racinaires - Export des protaines

. s e - Synthése des facteurs
-Formation de méristémes

nodulaires et de nodules Nod

Figure 2 :Echanges de signaux entre les partenaires symimstiqhizobia et

légumineuses au cours des premieres etapes ddu&ation (Lindstronmet al2002).

Les bactéroides sont entourés d’'une membrane p#ibé&de d'origine végétale,
formant le symbiosome unité fondamentale de la sysebRhizobium-légumineuse
(Elmerich, 1997). Cette compartimentation permetider un environnement adéquat
au fonctionnement de la nitrogénase, notammentretégeant I'enzyme contre les

pressions partielles élevées en oxygéne (Hackadr 2001).

Dans cette association, les deux symbiotes coopepaur synthétiser une

hémoprotéine : la léghémoglobine, dont la fractmotéique est synthétisée par la
plante héte et 'héme-fer par les bactéroides (Appl 1984). Ce pigment régule la
pression partielle en oxygéne autour des symbiosgnilecrée des conditions de
microaérobiose, assurant ainsi la protection denileogénase, tout en assurant la

respiration des bactéroides (Gualtieri et Bischiif)0).

L'infection dure huit a dix jours aprés la formatiales racines. La forme externe,
'anatomie et I'histologie des nodules dépendentelpéce végétale. Le nombre et la
position des nodules sur le systéme racinaire @osgi regulés par la plante héte (Van
de Sande «il., 2000).
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[.2.4 Taxonomie moderne des bactéries nodulant les léguneiuses :

La premiére classification des rhizobiums a étdis&a sur la base de la vitesse de
croissance in vitro (Jordan, 1982). L’isolement deizobiums associés aux
légumineuses non prises en compte auparavantyargotonduit au bouleversement de
la taxonomie desRhizobiacéesCes modifications constantes de la taxonomie ont
conduit a la recherche des criteres a prendre epteopour la description de nouveaux
taxa. C’est ainsi qu’il a été propose I'utilisatida la taxonomie polyphasique basée sur
des techniques spécifiques (phylogénétiques, phgigoies et génotypiques) (Graham
et al., 1991 ; Vandamme eaél., 1996) et moléculaires puisant l'information & de
niveaux cellulaires différents (protéines, acidemsgADN...) (Zakhia, et De Lajudie ,
2006) pour définir les nouveaux groupes. La comiborade ces techniques a révélé a
la fois des diversités génétiques au sein de geobpaetériens qui avaient été considérés
comme homogeénes et des relations entre des groegesoignés.

L’arbre phylogénétique général de la famille deszBbhiacées basé sur les séquences

d’ADN, 16 S est donné en annexe |.

De nombreux facteurs liés a I'environnement delémte peuvent affecter le taux de
nodulation et par voie de conséquence la fixatieWatote : en effet le niveau d’azote
fixé dépend non seulement de I'habilité de l'in@oul a fixer 'azote mais aussi de
I'habilité de la plante a fournir et a pourvoir IBkRizobiums des nodules en énergie ; de
ce fait, tout facteur pouvant influencer directemés rhizobia ou indirectement
I'habilité de la plante a fournir 'énergie aux nbels va avoir un impact négatif sur la
symbiose et donc sur la fixation de I'azote etuspbng terme sur la récolte.

Parmi les facteurs pouvant influencer la formataws nodules et donc la symbiose

figurent les herbicides.

[.3 Les herbicides :

Les rendements élevés des cultures et la qualitagreculture moderne sont largement

obtenus par I'épandage d’herbicides.

Les herbicides ou produits phytosanitaires ou engénobiotiques sont employés pour

lutter contre les adventices qualifiés de mauvdiszbes, en affectant une ou plusieurs
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de leurs fonctions vitales. Ces végétaux indéssabkercent une concurrence avec les
plantes cultivées pour les éléments nutritifsutaiere, 'espace etc....
Les végétaux supérieurs atteints par les herbicidegsentent un ensemble de
transformations qui caractérisent plusieurs gragasipes de modes d’action. Ces
transformations représentent soit les symptomellessd’'une action pouvant atteindre
en fait toutes les cellules du végétal, soit lesiifeatations d’'un disfonctionnement
concernant seulement certains ensembles de celeiegngendrant ensuite un
déréglement du fonctionnement de I'organisme végéta
Un herbicide est efficace lorsqu’il détruit sélgetnent les adventices sans affecter la
plante cultivée.
La recherche de la sélectivité d’action des hedeEidemeure une préoccupation des
agronomes. Elle résulte d’'une sensibilité difféiedlg a I'herbicide des plantes traitées
et elle peut avoir diverses causes dont :

- la différence de pénétration de I'herbicide dangléate

- la mobilité au sein du végétal

- la différence dans les doses conduisant a desa@stbxiques

- la moindre affinité de I'herbicide pour les moléesicibles

- la différence dans la capacité de telle ou telfees a métaboliser ou a détruire

le produit absorbeé.

[.3.1 Classification des herbicides :

Les herbicides peuvent étre classés, selon leurpasition chimique, leur mode

d’action, ou encore selon leur mode de pénétratiate transport.

1.3.1.1 Classification en fonction de la composition chimige:
Les herbicides sont généralement classés en dangeg classes:

* Les herbicides minéraux :Ce sont des herbicides qui ont été tres utilisés au
cours du 19" et début du 20" siécle tels gue les sels d’ammonium, de cuivre,
de l'acide sulfurique, des sulfates, des chlordéssthiocyanates, etc...

* Les herbicides organiques ils ont supplanté les herbicides minéraux defauis
deuxiéme guerre mondiale ; ces herbicides formemrand nombre de familles

aux propriétés chimiques, physiques, et biologiyjaeges.
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.3.1.2 Classification en fonction de leur mode d’action :

La recherche et la compréhension du mode d’acties lerbicides a constitué et
constitue un outil dans la recherche du métabolicetlelaire des plantes et a facilité

leur application dans différentes pratiques agesol

L’action des herbicides au niveau cellulaire eshplexe et variable ; parmi l'infinité
des blocages potentiels que pourrait subir la macia cellulaire, seules certaines
cibles apparaissent atteintes par les herbicidesepagu‘elles sont accessibles,
vulnérables et parce que leur perturbation a desétuences graves et irréversibles.

A partir d’'une action primaire souvent trés préceggparaissent des actions secondaires
plus ou moins complexes. Cet enchevétrement dietmimaires et secondaires se
produit souvent au niveau cellulaire d’abord puisnaveau de lI'organisme, I'ensemble

pouvant aboutir a la mort du végétal.

v Les inhibiteurs de la photosynthése et de la respition :
Les inhibiteurs de la photosynthése sont trés nembr

» Les bipyridiles, tels que le diquat et le paragmétrferent avec le transfert des
électrons au niveau du PSI, ils se substituenfértadoxine (Fd) (Dodge, 1982).

» Les dinitrophénols et nitriles agissent sur les Imemes cellulaires quils
perméabilisent aux ions'HCe sont des découplants, bloquant la synth&sERY;
exemple : Dinitro-ortho-crésol (DNOC), et dinoter&brous, 1982 ; Tissut et
Severin, 1984.

» Les triazines, les uraciles et les dérivés de €ust que : la DCMU, skent au site
de fixation de la quinone B @D sur la protéine ) empéchant ainsi la réoxydation
de la quinone A (®) (Krieger-Liszkay et Rutherford, 1998).

» Les diphényl-éthers (I'oxyfluorfen et I'aclofen)hitbent la protoporphyrine oxydase

( Matringe et al., 1989) enzyme impliquée dang/fgtese des chlorophylles.

v Les inhibiteurs de la division cellulaire :
Les dinitroanilines (le nitraline et le butralingignowski et Scott, 1972 ; Duke, 1990),
les carbamates (Rhobbe-Durant, 1990) et les propges (Ackashet al., 1988) sont

des inhibiteurs de I'assemblage des microtubulelsa debuline, protéine qui intervient

-11 -
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dans la division cellulaire ; ils interrompent latose au stade métaphase et agissent

généralement au niveau racinaire.
v" Les inhibiteurs de la synthése des lipides :

Les thiocarbamates sont des inhibiteurs de la egetldes acides gras a longue chaine,

et des alcanes constitutifs des cires cuticulgiesattukudy et Brown, 1974).

Les cyclohexanediones tels que l'alloxydime et deglophénoxypropionates tels la
séthoxydime, le diclofop méthyl et analogues soes @raminicides bloquant la
synthese des acides gras par inhibition de 'ac@oA carboxylase (Gronwald, 1994 ;
Belkebiret al.,2006).

v' Les inhibiteurs de la synthése des acides aminés :

Le glyphosate bloque la biosynthése des acidesésnaromatiques ( phenyl alanine,
tyrosine et tryptophane) en inhibant l'activité lgzyme 5 -enoyl-pyruvate shikimate
synthétase (EPSP-S) (Freyssinet et Duke , 1990gQucerovoque I'accumulation de

I'acide shikimique entravant ainsi la biosynthess domposés phénoliques.

Le glufosinate inhibe la glutamine synthétase (DUEO0), enzyme responsable de la
formation de la glutamine a partir du glutamate.

Les imidazolinones tels I'imazamethabenz, les swliorées (le chlorsulfuron et le
sulfosulfuron) inhibent la biosynthese des acidesés a chaine ramifiée en bloquant
I'activité de lI'acéto-lactate synthétase (ALS), yme nécessaire a la formation de ces
acides aminés (Shaner et Reider, 1986, Mouradref, K092 ; Khelifa, 2002).

v' Les inhibiteurs de la synthése des pigments photogthétiques :

Les triazoles (Amitrole), les Isoxazolidinones (okzone), et certains pyridazinones
(le norflurazon) sont des inhibiteurs de la biokgse des caroténoides (Sandmann et
Albrecht, 1990) ; ils bloquent certaines étapesiésaturation des caroténoides causant
ainsi un blanchiement des plantules traitées. dist £galement appelés herbicides

décolorants.

-12 -
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v" Autres substances a fonction herbicide :

Les phytohormones de synthése induisent des treulledéveloppement ou de la
croissance a partir d’'une certaine concentration davenant des substances
herbicides (Tissut et Séverin, 1984), c’est ledm@sacides phénoxy (exemple de I'acide
2,4 dichloro- phénoxyacétique ou 2,4 D), des acmwoiques (exemple du dicamba)

et des acides pyridiniques (exemple du piclorame) .
[.3.1.3 Classification en fonction du mode de pénétrationtale transport:
* Les herbicides de contact Ce sont des produits peu ou pas transportégérieur

de la plante, ces substances pénétrent a l'intadiela plante mais sont pour I'essentiel
immobilisés dans les premiéres couches cellulaittesntes y provoquant des nécroses.
lIs peuvent étre toxiques par contact racinaire e thiocarbamates (Tissut et Severin,
1984) ou foliaire cas des composés phénoliquedetelimoterbe (Belbachetal.,1982).

* Les herbicides systémiques lis sontappliqués soit au niveau du sol, soit sur les
feuilles. lls pénetrent dans la plante par voienaoe ou par voie foliaire, et sont
capables d'atteindre les sites cellulaires sersialéistance par le biais des vaisseaux
conducteurs. Certains herbicides tels les triazitessurées et les pyridazinones sont
véhiculés par les vaisseaux du bois des racineslgsrfeuilles ce sont des herbicides
d’application racinaire a action foliaire; d’autreds I'amitrole, les cyclohexanediones
ou encore les phytohormones sont véhiculés paoéde Vers diverses parties du végétal
(Scalla, 1991).

[.3.2 Les pyridazinones :

Les pyridazinones constituent une famille impoiarggroupant un certain nombre de

représentants qui varient selon leur (s) substitufs).

Cc1
NH (Ry)

~— =

O

7 |
U : (R.)

Figure 3: Formule générale des pyridazinones
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Les mécanismes phytotoxiques des pyridazinonesndépé du degré de méthylation
de la fonction amine (R1) et de l'absence ou depidésence d'un groupement
trifluorométhyl (R2) sur leur cycle aromatique (8y ainsi on distingue différents types

de pyridazinones (tab.l)

Tableau I: Quelques dérivés de pyridazinones et leur infteesur le métabolisme

cellulaire.
NOM SAN R R, EFFETS REFERENCES
PYRAZON ou « Inhibition de la réactioneHilton etal., 1969
chloridazon NH, H de HILL.
BASF 13-338 SAN 9785 N(CH). H « Inhibition de la réaction| «St john, 1976
de HILL.
Ou San 9785 *Norman e@l.,1987
*Modification du
métabolisme lipidique
(inhibition de la
désaturation du C18:2
en C18:3).
NORFLURAZON SAN 9789 NHCH; CR; «Inhibition de la réaction |*Khan etal., 1977
Ou San 9789 de HILL. -Duke, 1990
«Inhibition de la synthese
*Scalla, 1991
des caroténoides.
*Abrous etal .,1998.
*Perturbation du
métabolisme lipidique.
METFLURAZON SAN 6706 | N(CHa), CF;
Ou San 6706
SAN  133-| NHCH; H *Perturbation du *Rajasekharan et
410H métabolisme lipidique. | Sastry, 1987.
«Inhibition de la sn-
glycérol 3 phosphate acyl
transférase.
SAN 9774 NH, CF,

[.3.2.1 Modes d’action des pyridazinones :

-14 -
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L’étude des propriétés phytotoxiques entrepriseudefongtemps sur une série de

pyridazinones montre que ces molécules peuventexdes modes d’'action divers :

* Une inhibition de la fixation du CGsur le ribulose 1.5 biphosphate et une
photodestruction des ribosomes chloroplastique&€Pi985).

e Une inhibition du transfert des électrons au nivedw PSII de la chaine
photosynthétique, effet analogue a celui de la DCMWun blocage de la réaction de
Hill sur les chloroplastes isolés, les structures plus actives étant le pyrazon et le
metflurazon ( Duke,1985).

* Une inhibition de la synthese des caroténoidesdi@an et Boger, 1989) et

une altération de la structure et du fonctionnendenthloroplaste (Davies et Harwood,
1983) entrainant le blanchiment des feuilles ohetgbleaching ».

e Une perturbation de la structure des lipides petades chloroplastes se manifestant
au niveau de l'insaturation des acides gras liésgalactolipides (Norman et St John,
1987 ; Abrouset al., 1998 , Di Bacciat al., 2002).

[.3.2.2 Le norflurazon :

Le norflurazon a pour cible principale la phytoélésaturase (Bramley, 1994) protéine
de I'enveloppe du chloroplaste (Joyatdal.,1991), codée par le noyau . Le norflurazon
étant une molécule lipophile, il agirait avec umm@ine hydrophobique de cette enzyme
(Chamovitzet al.,1991).

Des étudesin vitro utilisant des membranes photosynthétiques de bygaéries
Synechoccus PCC 7942t montré que le norflurazon se lie a la phytodésaturase de
fagon non covalente et inhibe son activité catqlgide maniere non compétitive avec
le phytoéne substrat de I'enzyme ( Sandmetrad .,1989 ; Boger et Sandmann ,1998).

Le norflurazon peut exercer deux types d’actiorsfidss sur la phytoéne désaturase :

* L’herbicide peut mimer 'une des molécules vengnea le phytoéne dans la

voie de biosynthese et agir en tant que régulakastérique (Clarket al .,1982).

» La seconde possibilité est que I'herbicide seviecde ou les sites actifs de la
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phytoéne désaturase. Des études récentes ( Biamtesbal., 2001) ont montré que le
norflurazon agit en se liant au site de fixations deofacteurs ( NADP', ou
plastoquinone) de la phytoéne désaturase.

Des études in vitro de résistance de la phytoesatdse a de nombreux herbicides et
le séquencage des génes de la phytoéne désatukdaeirez et Vioque, 1992) ont
révélé que cette résistance se manifeste par dedifications du ou des sites
d’accrochage de I'herbicide sur la phytoéne déaagur

L’action inhibitrice du norflurazon sur la biosyede des caroténoides peut étre
partiellement réversée par le S éthyl dipropylthibamate ou EPTC (Wilkinson, 1989)
ou par 'anhydre naphtalique qui agirait en tamagtidote de nombreux herbicides en
induisant une augmentation de cytochrome P 450 mom@nase intervenant dans la
dégradation des herbicides (Wilkinson, 1993).

I.4 Devenir des pesticides dans le sol :

La durée de vie dans le sol des composées xérgmstiappelée encore persistance ou
rémanence est extrémement variable. Certains pggodiganiques de synthése peuvent
étre trés rapidement minéralisés et recyclés. Qeitéralisation est a la fois physico
chimique (texture du sol, pH, température...) etdgaue (due aux microorganismes)

1.4.1 Comportement des herbicides dans le sol :

Une fois pulvérisé sur le sol, I'herbicide va &orimis a toute une série de phénomeénes

physicochimiques qui détermineront son efficacitéam devenir.
* Solubilisation

L’herbicide ne peut étre absorbé par la plante musslution aqueuse. Cette
solubilisation varie selon la dose de I'herbicildecapacité de fixation de I'’herbicide sur

les colloides du sol et aussi le pH de I'eau dmlation du sol.
» Adsorption et désorption sur le complexe argilo-hurigque (Calvet, 1977) :

L’adsorption correspond a une fixation superfigeflur les colloides du sol (argiles
essentiellement les montmorillonites, matiere oiqga® et plus généralement le
complexe argilo- humique), qui établit une trésddiaison avec les molécules chargées
positivement (cations) a tel point que la désorptist dans certains cas pratiquement
impossible. Le paraquat et le diquat (cations) stamts ce cas de figure, ils subissent

une inactivité totale, des qu’ils sont au contdanhdsol pourvu en argiles et en matiere
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organique. L'adsorption des herbicides par ledesgst temporaire, et selon I'équilibre

ionique du milieu, les substances repassent eti@oluc’estla désorption.
* La combinaison matiére organique-molécule herbicide

Cette fixation pourrait se traduire dans certaias, @ar une inactivation définitive de

I'herbicide, il semblerait que les matieres orgaeis acides désactivent la matiere

active, alors que les matieres organiques calceasgguent I'herbicide a la maniere du
complexe argilo-humique (fig. 4).

Abzorption par
les plantes

Matizre
organique libre
Inactivation
possible

Herbicide
eh
solution

Complexe
argilo
humique

Transport
wers les eaux
souterraines

Figure 4 :Devenir d’'un herbicide dans le sol (Scalla, 1991)

Ces phénomenes de fixation des herbicides soréregtment complexes, encore mal
connus. lls varient avec les produits mis en ceawtes types de sol impliqués, mais ils

sont fondamentaux car ils conditionnent la bonilsation des herbicides.
1.4.2 Comportement du norflurazon dans le sol :

Le norflurazon s’adsorbe beaucoup dans les coustpérieures du sol a kKéleve
(organic carbon coefficient) ola matiere organique est le facteur prépondérant de
I'adsorption; cependant pour des sols pauvres diermarganiguece sont les argiles
qui interviennent et le coéfficientg{Coéfficient de partage sol/eau) permet alors une
estimation plus juste de I'adsorption (Hubbs ety a990). Les capacités d’adsorption

du norflurazon s’atténuent pour s’annuler aveatdgndeur du sol.
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De nombreuses études portant sur le comportemennadfiurazon dans le sol
(adsorption, mobilité, photolyse, dissipation etlatitisation) montrent de fortes
activités de volatilisation et de photodégradatiohomlin, 1997). Le norflurazoest

doté d’'une grande rémanence, ce qui lui conferebonee persistance dans le sol.

I.5 La biodégradation des pesticides :

- Dans le sol
La majorité des pesticides agricoles actuellemdilisés sont susceptibles d’étre
biodégradés a court ou a moyen terme. Les agespiensables de la biodégradation se
recrutent parmi les bactéries et les champignage doup plus rarement les algues.
Un nombre considérable de souches bactériennesomgigfies appartenant a de
nombreuses especes différentes ont été décrites.
Ces deux catégories de microorganismes (bactériesaenpignons) du sol semblent
jouer le role essentiel de la dégradation de cembiétiques, cependant ils ont des
comportements différents vis-a-vis des moléculaanéeres parvenant au sol: |l
semblerait que les bactéries symbiotiques de lsbhére, lorsqu’elles interviennent
dans la dégradation d'un pesticide, soient souveaypables d’aller jusqu’a la
minéralisation compléte du produit réduisant satgtioyicité a un niveau inférieur
(Lelie et al.2003).
Les raisons biologiques qui font qu’'un microorgamess’avere capable de dégrader un
produit organique de synthese que ni lui ni sesc€taes » n’ont probablement jamais
connu sont encore obscures.
Il s’agit de transformations tres certainementiséals dans le sol vis-a-vis des substrats
naturels de structures a priori tres voisines dompmsé introduit. Ce que l'on sait
cependant, c’est que pour parvenir a cette dégoadain microorganisme dispose de 2
possibilités :
Le produit dégradé constitue une source nutritigarpune ou quelques souches de
microorganismes. En d’autres termes, il peut assareroissance des microorganismes
qui le décomposent : on dit qu’il y a dégradatianmétabolisme(Yves, 2001).
Pendant longtemps seule cette possibilité a étsagée, dans la mesure ou I'on pensait
que du fait de leur nombre et de leur diversitéspiggique les microorganismes
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étaient capables de dégrader n'importe quel substoemnme source de carbone et
d’énergie.

Il est apparu recemment ( Middeldogp al., 1999) que certains produits, sans étre
capables d'assurer la croissance des microorgasjsipeuvaient cependant étre
dégradés paco-métabolisme Il s’agit d’'une autre voie de dégradation qui assite
cependant la présence d'une source de carboneéeerdie accessoire, pouvant
provenir de plusieurs substrats appelés-substrats.

Ce co-substrat peut étre sans rapport de struattee I'herbicide, ainsi, I'addition de
matieres organiques diverses (milieux de culturar puicroorganismes, glucose ou
autre sucre ou engrais vert) peut augmenter lasatele décomposition de certains
pesticides.

Le co-substrat peut au contraire avoir une strectupléculaire voisine de celle de
I'herbicide.

Trés souvent, la dégradation d’'un herbicide pamétabolisme est un phénoméne lent
et ne se traduit que par quelques transformatiarsctpelles, qui se manifestent
généralement par une perte d'activité de la motédd départ. Dans les zones tres
arides, les herbicides doivent étre utilisés aveauboup de précautions, car ils peuvent
en effet persister a des doses phytotoxiques pémolagtemps. Cela peut s’expliquer
par la structure sableuse du sol saharien qui issoin drainage tres fort des herbicides
qui seront accumulés au niveau des nappes phréstiqu

Cette aptitude des microorganismes a métabolisecdmposés les plus divers est de
plus en plus systématiquement mise a profit pouélebilitation des sols contaminés
par des produits xénobiotiques ou simplement paurdéstruction des composeés
toxiques.

- Dans le vegétal

Les plantes, disposant d’'un équipement enzymaitiglienité et défini par les besoins
de leur biochimie propre, font face aux défis desbitides ; on parle de métabolisation,

synonyme de détoxification.
La phytotransformation :

Dans les plantes, les herbicides sont soumis aédesions danétabolisationvariées,
parmi lesquelles quatre grands groupes dominetément :oxydations, hydrolyses,
conjugaisons et réductions. D’autres réactions: deéalkylations, déshydratesio

iIsomérisations jouent quantitativement un role mine
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Dans la plupart des cas, un herbicide est I'obgetalite une cascade de réactions qui
vont conduire & I'accumulation d'un ou de plusiepreduits finaux, stockés dans la
vacuole ou liés a des structures cellulaires (&call991).La métabolisation des

herbicides se déroule en deux phases :

- Phase |
Elle est constituée par un ensemble de réactions d'twyda de réductions et
d’hydrolyses qui vont faire apparaitre sur I'hertdéc des groupes fonctionnels
nouveaux (-OH, -NH2, -COOH, etc..). Cette phasesjomn role important dans la
mesure ou elle diminue la phytotoxicité en fouramgsdes points d’attaques pour les
réactions de la phase Il.

- Phase Il
Elle est représentée par des réactions de conpuggadans lesquelles les produits de la
phase | ou bien les produits d’origine sont détégipar conjugaison avec un métabolite
endogene (glucose, malonate, glutathion, sulfate) et
Ces conjugués sont plus solubles dans I'eau qpeoltuit parental et sont transportés
dans la vacuole par des transporteurs (fig. 5).
Des recherches récentes montrent que des transgodpécifigues appartenant a la
superfamille des ATP binding Cassette (ABC) intemvient dans ce transport (Davies
et Coleman, 2000).

Conjugaisons
Amino -acides
Glutathion
Oxydations Cystéine
— Hydr'olyses l— Sulfate
Phase | Réductions UDP- Glucose
Métabolites
finaux
Phase Il —

\

Dégradation ou Stockage
dans la vacuole

Figure 5: Schéma de métabolisation d’'un herbicide (ScaBa,])
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|.6 Effet des herbicides sur la nodulation des |égumineses :

Si les effets de la température, la lumiére, I'deupH du sol et la nutrition sur les

rhizobia sont bien étudiés (Gibson et Jordan 1988jen est pas de méme de l'effet

des herbicides sur la croissance des rhizobia &eétidblissement de la symbiose. La
littérature rend compte de résultats controversésernant leur effet sur la croissance
des rhizobia. C’est ainsi que certains auteurs adept des effets négatifs sur la
croissance des rhizobia (Clarck et Mahanty1991 tehtson 1992), alors que d’autres
études montrent qu’il n'y a aucun effet néfaste sas populations bactériennes

symbiotiques (Martensson et Nilsson 1989. Sproat.£1992 ; Gonzalest al.,1996).

Les herbicides peuvent influencer la nodulatiola dixation symbiotique de I'azote soit
en affectant directement les rhizobia, soit encadiiet la plante hdte ou encore en
agissant sur les deux partenaires symbiotiques.

Singh et Wright (1999) ont montré que les herbiide préemergence (terbutryne,
simazine) réduisent la nodulation, l'activité de ridrogénase et la croissance des
plantules (réduction significative de la photosysih et des poids secs des racines et

tiges).

D’autre part, I'application des herbicides foli@rge post émergence : le bentazone et le
MCPA (4-chloro-2-methylphenoxyacetic acid) aux plies de trefle Trifolium
pratenseaux doses recommandées au champ, affecte la tferacines, réduit le
nombre de nodules et inhibe l'activité de la ninogge (Ljunggren «l., 1980).

De méme, le Dinoseb (2-sec-butyl-4,6-dinitrophenalppliqué en champ sur une
culture de tréfle, réduit l'activité de la nitrogi&se des plantes (Lindstromadt, 1985).

Il a été suggéreé que cet herbicide (Dinoseb) ncédf@as directement les nodules, mais
plutbt le processus de la fixation de I'azote @adéstruction des feuilles (siege de la
photosynthése) ce qui a pour conséquence la rédutdi la nodulation et de la fixation
symbiotique de I'azote chez le haricot (Schnell@Q)9

Dans la majorité des études publiées, I'effet desbibides sur la nodulation est
variable, il dépend a la fois du type d’herbicide,sa dose, de I'espéce de rhizobium et
de la souche rhizobienne utilisée (Aamil, 2002).
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Cependant, la croissance des rhizobia, méme seglldéterminante, ne constitue qu’un
aspect de la symbiose. Cette derniére dépend @aissiformation des nodules, qui met
a contribution le végétal lui-méme avec tout sopeas physiologique. C’est donc
I'ensemble de ces processus qui peut étre affectégpplication des herbicides (Khan
etal., 2004 ; Gonzalez etl., 1999).).

La phase infective de la symbiose débute justetdgarontact entre le poil absorbant et
la bactérie (Fisher et Long, 1992) et durant cpégode, I'association est hautement
sensible aux conditions environnementales du selykr etal., 1993) ; par la suite
toute la cascade d'événements impligués dans lallabeh seront affectés par le
changement de I'environnement du sol.

Les herbicides appliqués au niveau du sol, partirhent ceux de préemergence dont
fait partie le norflurazon, influencent I'assoctati symbiotique plante-batérie et aussi
les propriétés du sol (Duniganm at, 1972 ); (Bollich etal., 1985). Cette influence
semble étroitement liée aux teneurs en argiles etaiéres organiques du sol. (Bollich
et al., 1985) ainsi que (Moraes el., 1989) ont démontré qu’il n’y a pas d'effets
d’herbicides observés sur des sols sableux avectemeur en matiere organique

inférieure a 2% . Cette absence d’effet seraitdiém fort lessivage des herbicides.

L’application des herbicides affecte la photosysthéles plantes hétes, ceci entraine
une réduction des photoassimilats, notamment leseswet les acides aminés, mais
aussi par voie de conséquence I'exsudation raein@ndant la phase de nodulation
(Khan etal .,2004).

Suite a cette modification (quantitative et/ou ga#le) des exsudats racinaires, il en
résulte alors une diminution de la taille et du boende nodules formés sur les racines,
et par conséquent une réduction voire une inhibitie la capacité de fixation de I'azote
atmosphérique (Edwards, 1975)

L’effet des herbicides sur la nodulation peut doésulter d’'un effet direct sur les
bactéries nodulantes ou d'un effet indirect viar leffet sur les plantes (exsudats

racinaires) ou encore d’un effet synergique sudis< partenaires.

|.7 Herbicides et stress oxydatif :
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De nombreux herbicides engendrent la productiomdé&cules réactives d’oxygene,
c’est le cas du paraquat ou méthyl viologene (Sa®87) des diphényléther (Matringe
etal., 1988) et du norflurazon (Jung, 2000).

Le norflurazon en inhibant la biosynthese des éamamtles engendre en effet la
formation des molécules réactives d’oxygéne (ppale@ment I'oxygéne singulet) car
I'excés d’énergie ne peut pas étre évacué par neadglcaroténoides. Il s’ensuit alors
une photooxydation des chlorophylles (Jung, 200@g dégradation des protéines,
I'altération de I'ADN et la peroxydation des lipsl€Ribera, 1990).

La découverte d’espéeces réactives d'oxygéne pEseamrmalement dans I'organisme
(végétal ou animal) a bouleversé la compréhensganaécanismes biologiques. Chez
les végétaux, les phénomenes de la photosyntheske é& respiration conduisent

inévitablement a la formation de ces espéces actiiogxygene :

I.7.1 Sites de formation des espéces actives d'oxygéne :

L'oxygéene moléculaire ou LQest une molécule indispensable a la vie des @yes
aérobies car elle joue un réle fondamental dan®dpiration cellulaire et dans leur
métabolisme énergétique.

L'oxygéne moléculaire possede deux électrons nqarggs situés sur des orbitales
distinctes de spin parallele (champ magnétiqueiirghr la rotation d'un électron sur
lui-méme) lui conférant une stabilité relativemegmande. Cette molécule d'oxygene
peut étre activée ce qui la rend dangereuse psw@wyktemes biologiques.

L'activation correspond a une altération de lacstme €lectronique de la molécule ¢'O
par une suite de réactions d'oxydo- réductions aquiduisent successivement a la
formation de diverses molécules appelées espéaetives d'oxygene.

Les radicaux libres peuvent dériver aussi du néneg(azote) tels le monoxyde d’azote
(NO) et le peroxinitrite (ONOQ formés au cours de quelgues réactions du

métabolisme cellulaire (Yoshikavea al. 2000).

Les especes réactives d'oxygene sont formées as dodonctionnement normal de la
cellule végétale au niveau du chloroplaste (chpfr@osynthétique des électrons), de la
mitochondrie (chaine respiratoire) et des péroxysofiors de I'oxydation des lipides
ou encore de la photorespiration (Mittler, 2002,Rie etal., 2002).
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De nouvelles sources d'espéces actives d'oxygéenéténdentifiées chez les plantes
telles les NADPH oxydases au niveau de la membpdaemique générant des ions
superoxyde, des amine oxydases au niveau de lagopl entrainant la formation du
péroxyde d'’hydrogéne ou encore des péroxydasesdiéeparoi cellulaire générant du
peroxyde d'hydrogene et des ions supéroxydes. @es participent a la production des
ROS pendant les processus tels la mort cellulajgrammée ou la défense face aux
pathogenes (Mittler, 2002).

Les especes reéactives d'oxygene peuvent étre fermgemartir de I'Q suivant deux
mécanismes différents:

« L'absorption d'énergie conduit & la production Henlsingulet ou'O, qui
comporte deux é€lectrons non apparies et de spinmseg; il se forme
essentiellement au niveau du PSII dans le chlostgla

» Des réductions monovalentes successives a partif'odggéne moléculaire
conduisent par ordre de réactions a la formationl'ida superoxyde @, du
peroxyde d'hydrogeneB, et du radical hydroxyl OH°.

Il est a noter que la premiére étape de cette sl@iteeductions requiert une certaine
guantité d'énergie, apportée par les systemesgiiples a NADP (H).

L'ion superoxyde et le radical hydroxyl sont deuglésules trés réactives: du fait de
leur demi vie inférieure a une seconde, elle r&agisavec les composants cellulaires
sur le site méme de leur formation.

Le péroxyde d'hydrogéne est plus stable, de celdaimolécule a la capacité de diffuser
a travers les membranes et d'aller réagir a unwiwcer distance de son lieu de

production.
[.7.2 Toxicité des espéces actives d'oxygene :

Les ROS sont capables d'endommager les composajaarmde la cellule a savoir les

acides nucléiques, les protéines et les lipides.

- Lésions des acides nucléiques :

Les lésions des acides nucléiques par les ROS pepk@venir d'une cassure sur un ou
sur les deux brins; celle-ci résulte principalensiat'attaque par les radicaux hydroxyls
sur la liaison sucre-phosphate (réaction d'arraeln¢aiun atome d’hydrogene au niveau
du sucre) ou d'une attaque par le radical hydrquyke fixe sur les doubles liaisons des

bases pyrimidiques ou puriques (Cagkedl., 1999).
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- Lésions des protéines :

Les ROS peuvent entrainer des réactions d'oxydatesnprotéines. Tous les acides
aminés sont susceptibles d'étre oxydés par les R&Jommages oxydatifs des acides
aminés menent a la dénaturation, a la fragmentates protéines et a la formation

d'agrégats protéiques (Sandmann, 1990).

Lésions des hydrates de carbone :

Les radicaux hydroxyls (HOe) peuvent réagir avecHgdrates de carbone tels que les
sucres et les polyols (Smirnoff et Cumbes, 1983)xydation des sucres engendre la
formation de I'acide formique comme produit majairé, ce dernier représente la forme

finale de I'oxydation des sucres (Isbethl., 1973).

Lésions des lipides :

La péroxydation des lipides est une réaction eninehaomportant une phase
d'initiation, une phase de propagation et une pldastrminaison. Elle est initiée par
I'attaque d'un radical hydroxyl sur un acide grasaiuré (LH) entrainant I'abstraction
d'un atome d'hydrogéne et la formation d'un raditpidique (L°). Dans un
environnement aérobique, I'oxygeéne s'additionne lsuradical lipidique (L°) pour
donner un radical péroxyle (LOO°®) (fig.6). Une foistié, le radical péroxyle peut
propager la réaction en chaine de péroxydatiorapsiraction d'un atome d'hydrogene

d'un autre acide gras insature.

LH ——  L° (Radical lipidique) Initiation

L°+ O, — LOOQ?° (Radical péroxyle)

LOO° + LH——>L° + LOOH ( Hydropéroxyde) | Propagation n fois

LOQO® + L° ——— LOOL ( Péroxyde)

Terminaison par

o Q >
LOG® + 100 LOOL + G, combinaison radicalaire
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L'hydropéroxyde formé (LOOH) peut étre décomposéd@mtres espéces réactives
telles le radical alkoxyl (LO°), les aldéhydes (oradialdéhyde), les acides et les

alcanes (éthane,éthyléne, pentane).

e — ——— e — - H I e — I
) - . 1 radical libre
Portion de chaine d”acide gras

con)ugué \
__,-—f'*«.._,.a- TR e
/ radical peroxyle

OOH

|
= _r_,.d-’"""\."‘-. e

hydroperoxyde

Figure 6 : Peroxydation d'une portion de chaine d’acide gagimasaturé (Minotti .et
Aust, 1992)

Le Malondialdéhyde : Un biomarqueur du stress oxydatif chez les végét&yu,
2006)

Le malondialdéhyde de formule chimique développg®,8, (fig.7) correspond a une

expression de cette peroxydation lipidique (Ponaedlbl 1987).

Oy ~O

Figure 7: Structure biochimique du malondialdéhyde

Les produits de la péroxydation (particulieremestdldéhydes) peuvent diffuser a
travers les membranes et atteindre d'autres coimesatis cellulaires. Ces aldéhydes
peuvent agir comme agent de pontage et peuveltenkds fonctions enzymatiques
ou jouer un role dans l'agrégation des protéinegeldles modifications peuvent
entrainer des perturbations fonctionnelles desilesllpouvant aboutir a la mort
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cellulaire.

Rappelons tout de méme que la peroxydation lipeligorsqu’elle n'est pas induite par
un élément exogene anormal, est un phénomene poyigioe naturel qui intervient
dans la dégradation de nombreux métabolites cetglghormones, acides gras, etc.).
Certains produits de la peroxydation contribuentmaé@ 'activité des cellules, a
I'adaptation des organismes aux conditions deifemvement ou encore a la

différenciation cellulaire (Ribera, 1990).

1.8 Systémes antioxydants :

En raison des dommages potentiels que peuvent éregdas ROS sur les différentes
biomolécules (acides nucléiques, protéines hydrdéegarbone et lipides), plusieurs

systemes de défense cellulaire antioxydants sésepts dans les cellules.

[.8.1 les antioxydants non enzymatiques

1. Les caroténoides:

Ce sont des composants essentiels des membranethyisoides impliqués non
seulement dans la collecte de I'énergie lumineuseiveau des antennes collectrices
d'énergie, mais ils sont également photoprotectearsils peuvent éliminer I'exces
d'énergie "quenching" des chlorophylles; ils agississi en tant que scavengers des
molécules actives d'oxygene (Young, 1991).

Les propriétés stabilisatrices et photoprotectrides xanthophylles présentes dans les
membranes des chloroplastes ont été étudiées emasant sur des mutants
d'Arabidopsis thaliana affectés a différents nivede leur biosynthése des caroténoides
(Havauxet al., 2005). Ces mutants sont albinos en conditions al@snd'éclairement
(photobleaching).

Le cycle des xanthophylles c'est a dire la déépatkyd de la violaxanthine en
zéaxanthine (fig 8), constitue un systeme photegtetir non seulement au niveau des
photosystémes mais également au niveau de la mdip@ique des membranes
plastidiales (limitation de la péroxydation desdgs.

Ce cycle permet la dissipation de I'exces d'éneegipéchant ainsi la formation de

l'oxygéne singulet ().
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Ho” >\ H,0 2H*

NADPH Ascorbate

2H"+ H,0

HO Antheraxanthine
H,O 2H"
NADPH Ascorbate
2H™+ Oz H,O OH

HO

h DEEPOXIDATION m——

——— FPOXIDATION

Zeaxanthine

Figure 8: Cycle des xanthophylles (Youngadt, 1998)

2. Les tocophérols :

En particulier l'alpha tocophérol ou Vitamine E ont des produits liposolubles
protégent les membranes et surtout celles desogtémtes, des mitochondries et des
péroxysomes. lls interrompent la propagation dehi@ine de réactions radicalaires en

piégeant les radicaux alkoxyls et péroxyles ( Hawetal.,2005).

La vitamine E piégeuse va devenir un radical, moéetif que le radical lipidique
peroxyle (LOO), qui sera soit détruite, soit régénérée par umreasystéme
antioxydant : I'ascorbate ou vitamine C qui et eiéme régénérée par des enzymes,

telles les ascorbates réductases (Packer, 19919 (f
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Radical .
| Glutathion
pfgz)x,y Tocophero, Vitamine réduit NADPH
( ) (v“, E) c (6sH) Glutathion
Ascorbate Réductase
Réductase
Radical Vitamine Elutathion . g
Hydro- Tocopheroxyl o OZ’;"S"'G NADP"+ H
p&rggﬁi)e (Vit E) (6959

Figure 9: Exemple de réaction antioxydante en chaine mettajeu les vitamines
E et C.

3. L'acide ascorbique ou Vitamine C

C'est un composé hydrosoluble impliqué dans lesctigias de défense. C'est
l'antioxydant prédominant du point de vue quantitaies cellules végétales en
particulier dans les tissus verts (Noctor et Foy&98). Elle intervient dans le cycle
ascorbate glutathion mais aussi dans le cycle deghaphylles. Elle permet la
régénération de la Vitamine E (Fryer, 1992).

4. Le glutathion

Le glutathion (Ly-glutamyl-L-cystéinyl-glycine) est un composan@&vVitle la protection
antioxydante cellulaire. C’est un tripeptide ubtgire retrouvé chez les mammiféres, la
plupart des plantes et les microorganismes. Dasscémditions physiologiques, le
glutathion réduit (GSH), résistant a I'oxydationogfanée, est maintenu en équilibre
dans le cytosol avec sa forme oxydée disulfure (@SSa concentration cytosolique,
de l'ordre du millimolaire, en fait le thiol nongréique prédominant. La forme
biologiquement active du glutathion est sa fornmuit® qui contient le résidu cystéine
porteur d’un thiol hautement réactif et résistatibrydation spontanée. Le GSH réduit

exerce de nombreuses fonctions protectrices vjtalesamment dans la défense
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antioxydante. De fagcon générale, le GSH maintigguilibre redox intracellulaire et
les antioxydants non-enzymatiques (thiols et vite®s) sous leur forme biologiqguement
active réduite, régule l'expression et/ou l'activat de facteurs de transcription
sensibles a I'oxydation et nécessaires au fonotioramt de la réponse antioxydante,
exerce un effet cytoprotecteur en neutralisantriégabolites du stress oxydant a I'aide
de ses propriétés réductrices et en servant dengve aux GST et GPX.

Chez les plantes, par exemple, dans de nombreuX'ecgmsition a un herbicide
augmente la production du glutathion et l'activit® la glutathion transférase. Cet
enzyme fixe une grande quantité d'herbicides sgtutathion. Le xénobionte modifié

n'est ainsi généralement plus toxique

5. Les composeés phénoliques :

Ce sont des produits du métabolisme secondaireupsoglar les végétaux et ayant des
propriétés antioxydantes du fait qu’ils ont la azfgade piéger les radicaux libres.

La capacité antioxydante des composés phénoligesge manifester de différentes
facons : dans les sytemes oxydatifs utilisant le&taox tels le cuivre ou le fer, ils
peuvent chélater les ions metalliques les empédhiasit d’intervenir dans les réactions
de Fenton pouvant générer de fortes concentratierradicaux hydroxyls (Halliwell et
Gutterige, 1990 ; Halliwell et al., 1995). Cependarplus important réle des composés
phénoliques est lié a leur habilité de scavengessradicaux libres en cassant la chaine
de réactions engendrée par les radicaux libres.

Les propriétés antioxydantes des composés phéesligont associées avec leur
aptitude a former des liaisons hydrogene intramuéées entre les groupes hydroxyl et
les radicaux phénoliques (Visioli et Galli, 13R8_e degré d’activité antioxydante des
composes phénoliques est corrélée avec le nomhyedpes hydroxyls et leur position
sur le cycle, la situation ortho diphénoligue leconférant une forte activité
antioxydante (Rice-Evaret al.,1996 ; Cacet al.,1997 ; Tripoliet al.,2005).

1.8.2 Les défenses antioxydantes enzymatiques:

Ces systemes comprennent les superoxydes dism{&o&y, les catalases, le cycle

ascorbate/glutathion et les glutathion péroxydases.
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1. Les superoxydes dismutases :

Les SOD (SOD, EC 1.15.1.1) sont des métalloproseagpables d’éliminer I'anion
superoxyde par une réaction de dismutation, forrasat deux ions superoxydes une
molécule d'oxygéne et une molécule de peroxydeddiggne selon la réaction

suivante :

SOD

O, + Oy +2H - H.O,+ O,

v

Elles existent sous plusieurs isoformes dont lactire d’ensemble est tres bien
conservée lors de I'évolution. Elles présententpuit hydrophobe au centre de la
protéine dans lequel se glisse I'anion superoxydelKo, 2002)

Le mécanisme réactionnel est catalysé par un raiéted au coeur de I'enzyme dont la
nature permettra de distinguer les SOD a manganéseSOD) dans la mitochondrie,

des SOD a cuivre — zinc dans le cytosol et lesroplastes ( Cu — Zn SOD) , et des
SOD a Fer dans les chloroplastes ( Fe /SOD). Ghepik, une isoforme Cu/Zn-SOD a
éte identifiee dans les péroxysomes (del Rtoal., 1992). L'apoplasme pourrait

également contenir une isoforme Cu/Zn-SOD (Kar@retal., 2001) (fig. 10).

L'H,0, est a son tour réduit en eau par une séquenaaddetions impliquant le cycle

ascorbate/glutathion et le NADH. Cette réduction e&cessaire pour prévenir la

réaction avec l'ion supéroxyde et la formationabiaaux hydroxyl.

2. Les catalases (CAT, EC 1.11.1.6)
Réduisent deux molécules de péroxyde d'hydrogereaaret en oxygene moléculaire

comme le montre la réaction suivante :

CAT
H203 " O +% 0

Différentes isoformes de CAT ont été détectées tEmperoxysomes et glyoxysomes
(Scandalios, 1987; Ni et Trelease, 1991); l'isol®r@AT1 présente majoritairement
dans le mésophylle foliaire conduit a la détoxmatdu HO, formé au cours de la

photorespiration (Willekens et al., 1994) commelantre la réaction suivante :
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Figure 10 - Mode d’action des principaux systemes enzymatiguemxydants et de

leurs cofacteurs métalliques. (Favier, 2003).

3. Le cycle ascorbate/glutathioncycle de Halliwell-Asada, 1989)

C’est le systéme antioxydant majeur du chloroplésteer et al.,, 1994). L'ascorbate
peroxydase utilise deux molécules d'ascorbate (Bd\)r réduire le kO, en eau. Des
isoformes de I'AsPOD ont été détectées dans lesaghhstes (une forme soluble et une
forme liée aux thylakoides), dans le cytosol, dassnitochondries, les péroxysomes et
'apoplasme. La réaction catalysée par I'AsPOD #b@u la formation de deux
molécules de monodéhydroascorbate (MDHA. Celui-eutpse transformer en
déhydroascorbate et en ascorbate.

Au niveau du plasmalemme ou de la membrane deakibigles, le MDHA peut étre
réduit directement en ascorbate, de maniere noryneatjue en présence de
cytochrome ou de férrédoxine réduite) ou de mané&eymatique par l'action d'une
MDHA réductase en présence de NADPH.

Le DHA est réduit en ascorbate par l'action d'undADréductase qui utilise le
glutathion comme réducteur. Le glutathion oxydé &ston tour reduit en glutathion
réduit par une glutathion réductase (GR) qui wilessNADPH (Noctor et Foyer, 1998).
L'activité glutathion réductase a été détectée desmghloroplastes et dans le cytosol
(fig. 11).
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Figure 11 : Le cycle ascorbate- glutathion adapté par Foyetaridais et Kunert
(1994).

4. Les glutathion péroxydases

Elles réduisent le péroxyde d'hydrogéne en eaurésepce du glutathion. Elles sont
impliquées dans la réduction des hydropéroxydes demx de lipides (Eshdat al.,
1997). Une famille de glutathion péroxydase, la sptwlipide-hydropéroxyde
glutathion péroxydase s'attaque directement auxopgdoxydes de lipides issus de
I'oxydation des lipides membranaires réduisargiad@s hgydropéroxydes de lipides.
Tous ces systemes de défense fonctionnent dargludec mais si la pression exercée
sur eux par les conditions extérieures devient tooje, ils sont dépasseés et ne peuvent

plus assurer la détoxification de I'organisme vabet

Actuellement, les chercheurs s’intéressent a Isipiigé d’améliorer la résistance des
plantes aux dommages causés par les formes toxapid®xygéne en essayant de
forcer les plantes a produire des quantités d’emsyantioxydantes supérieures a la

normale et de facon constante (Foyer, 1993).
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Matériel et méthodes

1.1 Matériel végétal :

La présente étude a été menée sur deux variétas glante dicotylédone : le haricot
«Phaseolus vulgaris : une qui est locale appelée Terga (originaie Ain
Témouchent), et l'autre est importée, elle est diteco de Prague (Originaire de

Prague)

Les deux variétés ont été fournies par I'l'TGC (tnstTechnique des Grandes Cultures)
de la station d’Oued Smar.

Ces deux variétés présentent un aspect rénifornie soat de couleur différente, la
variété Terga est blanche avec un poids moyen3tg,Qoar contre la variété Coco de
Prague est de couleur marron clair moucheté deeretige poids moyen de 0,5 g

(fig. 12)

Figure 12 : Graines de la variété Coco de Prague et grainks\ageiété Terga

[1.2 Herbicide utilisé :

Le norflurazon (San 9789) de nom commercial « atoriest d’origine suisse Sandoz
(Novartis Agro). Il appartient a la famille des @hazinones.

Sa formule chimique est : 4-Chloro-5- méthyl- am#w a, a, trifluoro-méthyl phényl
3 (2H) pyridazinone (fig 13) et sa masse molaitedes303,7 .

Il se présente sous forme d’'une poudre cristalboéde, de couleur marron, soluble
dans I'eau a une concentration de 28 mg/ | et demeérature de 23°C.
Il est aussi soluble dans I'éthanol a 14,2 g/m$iegue dans I'acétone (Richard, 2004).

Sa formule développée est représentée comme suit :
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Figure 13 : Formule chimique du norflurazon 4-Chloro-5- méttarhino 2a, a, o,

trifluoro-méthyl phényl 3 (2H) pyridazinone.

Il est efficace sur les graminées et un certain brende dicotyléedones annuelles et
bisannuelles ; il est utilisé dans le désherbagéadéagne, du cotonnier, du soja, de
I'arachide, des céréales et d’'un certain nombrebdis fruitiers (abricotier, pécher,
poirier, pommier et prunier (Beste et Humberg, 1988 dose préconisée au champ est
de 2000g/ha.

[I.3 Le substrat édaphique :
Le sol utilisé provient du champ de la station eéxpéntale de I''TGC Oued Smar, qui
a été longtemps utilisé pour des cultures de légenses. L'échantillon a été séché a

I'air libre au laboratoire, puis tamisé a 2 mm neailcarrées.

1.4 Méthodes d’étude
11.4.1 Analyse du sol
Dans le cadre de cette étude, nous avons détertroie parametres: la matiere

organique du sol, sa texture ainsi que son pH.

e Détermination de la teneur en matiére organique dsol :
Nous avons utilisé la méthode de ANNE, qui consistiéterminer la teneur en carbone,

constituant majeur de la MO.

» Combustion :
0,25 g de terre sont finement broyés, puis plaeés din ballon a col rodé muni d’un

réfrigérant ascendant.
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10 ml de bichromate de potassium a 8%QKO; ) et 15 ml d’acide sulfurique
concentré (HSO,) sont ajoutés. Le mélange est porté a ébullitisgy’a condensation

de la premiere goutte ; I'attaque acide se fadrsé& réaction suivante :

2K, Cr,0;+3C+8HSO, — > 2G(SO04)+3CQR+2K, SO+8HO

Apres refroidissement, le surnageant est transsass une fiole jaugée de 200 ml. Le
ballon est rincé plusieurs fois et les eaux dedavsont récupérées a chaque fois.
20 ml de cette solution sont prélevés auxquels ajmuités : 180 ml d’eau distillée, 1 g
de Fluor de Sodium (NaF) et 3 gouttes de DiphénylamCes deux composés sont
rajoutés pour avoir un changement de couleur phiklg au cours du titrage

» Titrage:
Le titrage du bichromate en excés se fait a I'alidae solution réductrice de sel de

Mohr (sulfate de fer ferreux et d'ammonium), sellnéaction suivante :

K2Cr,0; + 6 Fe SQ + 7 SO, —» G5 (SQy)s + 3 Fe (SQ))s + KoSOy+ 7TH0

« Détermination de la texture du sol (analyse granulmétrique)

Les agrégats qui constituent la structure du sal @@bord détruits puis disperseés.

» Destruction de la matiere organique (MO)
20 g de terre fine séchée a I'air sont placés darnisécher de 500 ml, puis 50 ml d’eau
oxygénée (KHO,) sont rajoutés et le bécher est porté a ébullitlan présence de la
matiere organigue est matérialisée par un développed’'une mousse a la surface de
la suspension de sol. L'oxydation totale de la eématiorganique se traduit par une

absence de mousse, indiquant ainsi la fin de pett@iére étape.

» Dispersion des particules du sol
Le contenu du bécher est ensuite transvasé daftascon de 11, contenant 500 ml d’eau
distillée et 25ml de pyrophosphate de sodium (agdD) le tout est agité par

retournement pendant 2 h.
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La suspension de sol est ensuite ajustée a lldevéeau distillée, dans une allonge a
sédimentation, qui sera agitée par retournements’agsurant que tout le dépbt
accumulé au fond du tube est entierement remisigression.

Cette allonge est maintenue stable loin de toutieceode chaleur pendant le temps qui

correspond aux prélévements des particules (argjitesns, sables).

« Détermination de la fraction « argiles + limons »
La température de I'eau dans l'allonge est meswrtde temps de sédimentation de
chaque type de particule est déterminé a partialoles de calculs (annexe II).
Les prélevements sont effectués grace a une pigefRobinson.

» Détermination de la fraction « argiles »
Aprés 6h de sédimentation, le prélevement estséali’aide d’'une pipette de Robinson
et le mode opératoire est le méme que celui utliaé la fraction « argiles + limon ».

» Détermination de la fraction « sables »
(Les sables sont ensuite récupérés dans une gcapdele (préalablement tarée) et
placés a I'étuve a 90°C, pendant 24 h. Le poidgiescsables est alors détermine.
Le type de sol est donné selon le triangle de texda USDA (Annexe llI).

Mesure du pH :

« Détermination de I'acidité actuelle pH.au

Cette acidité actuelle représente I'image de lantiigad'ions H présents dans la
solution du sol. Elle s'exprime par le pH ou leatie d'un extrait aqueux de sol @

Afin de déterminer cette acidité, nous avons pla@éy de terre fine séchée dans un
bécher de 100 ml, auquel sont ajoutés 50 ml d’'estillée préalablement bouillie et
refroidie. La suspension est agitée énergiquemehaide d'un agitateur en verre
pendant quelques minutes. Elle est ensuite maiataourepos pendant 15 min, puis

agitée de nouveau durant 1 min la lecture du pfdisear conductimetre.

« Détermination de l'acidité d’échange phkg

L’acidité d’échange est image de la somme des ibiprésents dans la solution et
dans la phase échangeable du sol. Elle est exppagde pH ou le titrage d'une
solution saline de sol. Cette expression paraplls intéressante, du point de vue
écologique, car elle intéresse des échanges sarpasss les conditions naturelles du
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sol. Ainsi, en présence d’'une solution de chlodeegotassium (KCI), les colloides du
sol libérent une partie de leurs ions #li seront échangés avec le KCI, comme le

montre la réaction suivante :

Colloide — H + KCI <+——— Colloide — K + HCI

Dans ce cas, il y a abaissement du pH et de cddgitH «c; est toujours inférieur au
PHeau.

Pour cela, une quantité de 3,72 g de KCI pur estitég a la suspension agueuse
précédente, le tout est agité pendant 1 minuter gissoudre le sel puis le pH est de

nouveau releveé.

11.4.2 Mise en culture des graines de haricot :

Les graines de haricot sont stérilisées a I'hypmritel de sodium (12°) pendant 10
minutes, rincées plusieurs fois a I'eau courantés pnbibées pendant 6 heures dans de
I'eau distillé.

Ces graines sont mises a germer dans des boitpétdetapissées de papier filtre a
raison de 25 graines par boite a I'obscurité, gptmature ambiante; elles sont arrosées a
I'eau du robinet.

Dés la percée de la radicule, elles sont trandétéas des pots contenant 200 g de sol,
a raison d'une plantule par pot. Les dispositifpéginentaux ont été soumis a une
randomisation totale (changement quotidien de joositles pots), afin d’éviter des
artefacts comme les effets de bordure qui peuvelhier grandement sur I'éclairement,
la température et 'humidité des pots.

Quatre lots sont ainsi constitués (Le nombre détitgpns par traitement est de 3).

Lot « T» : Les pots sont arrosés a l'aide de 46 ml d’eau dmeob.

Lot «1» : Les pots sont arrosés a I'aide de 46 ml de laisolate Norflurazorl uM
Lot «2» : Les pots sont arrosés a I'aide de 46 ml de laisolute NorflurazorlO uM .
Lot «3» :Les pots sont arrosés a 'aide de 46 ml de laisolute Norflurazorl00 pM .
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» Détermination de la capacité de rétention en eau dsol :

Cette capacité correspond a la différence pondématiee un échantillon de sol et le
méme échantillon saturé d'eau par capillarité, apu@ séjour de 24 heures de
reéssuyage (drainage).

L’opération effectuée en trois répétitions, a permée déterminer que la capacité de
rétention en eau du sol est de I'ordre de 23%n{RBour 100 g de terre tamisée a 2 mm

maille carré et séché a I'air libre).

[1.4.3 Etudes morphologiques et biométriques

* Lacroissance linéaire :

La longueur des plantules a été mesurée a l'aide gapier millimétré. Ces mesures
ont été réalisées sur la partie aérienne des pdantagées de 21 jours (stade
correspondant aux deuxiemes feuilles bien dévekg)pé

Aux moyennes des mesures effectuées sur une trenthindividus (exprimés en
centimetres). Les mesures de la surface foliamsi @jue toutes les extractions et les

analyses ont été effectués au stade deuxiemeeféigih développées.

* Mesure de la surface foliaire :

La surface foliaire est calculée comme suit :

« 1 cnf d'un papier calque (80 gfnest pris, puis pesé a l'aide d’une balance de
précision (0,1 mg).

» La forme de la feuille est dessinée sur le méme tle papier, découpée puis pesée.

* La surface foliaire (X) est déduite par la formsigvante :

mf
mf : masse du papier découpé. X =

mp : masse de 1 édu papier. mp

Une moyenne de 3 surfaces foliaires est établiEsa®sultats sont exprimés en’cm
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11.4.4 Extraction et dosage des pigments foliaires :
0.2 g de feuilles sont broyés a sec dans 10 métbae a 80 %, le broyat est centrifugé
a 3000 tr/mn pendant 10 mn, le surnageant récuoétéent les pigments. Les teneurs
en chlorophylles et en caroténoides sont détermiagees lecture de la DO a 647,663

et 470 nm selon les équations de Lichtenthaler{L98

Chla =12, 25. DO 663 — 2, 79. DO 647 pnag/mi

Chib =21,5. DO 647 —5,1. DO 663 pa/mi

Chla+b =7, 15. DO 663 + 18.71 DO 647 pug/mi

Caroténoides = 1000 DO 470 — 1,82 Chla — 85,02Chl pa/mi
198

Les teneurs en pigments foliaires sont expriméeaagiy de MVF pour les

chlorophylles et en pg/g de MVF pour les carotéesi

11.4.5 Extraction et dosage des sucres solubles et de I'eton :

Les sucres solubles et 'amidon sont dosés selonélhode de Mc Ready (1950), en
utilisant I'acide sulfurique a 91 % lequel transfi@r a chaud les glucides en furfural
dérivés furfuriques, I'anthrone en milieu sulfureget a chaud se condense avec le

furfural et ses dérivés pour donner des complertsés en vert bleu en présence des

hexoses

» Extraction des sucres solubles :
1 g de matiere végétale fraiche est broyé a sex gams 10 ml d’éthanol a 80 %
bouillant, apres agitation et centrifugation a 5&30mn pendant 20 mn, le surnageant
est récupére, cette opération est répétée tras dailavant le culot a chaque fois avec
10 ml d’éthanol a 80% bouillant, ainsi les troisregeants sont mélangés et ajustés a
20 ml avec I'eau distillée. L'extraction de 'amul@e fait a partir du culot auquel sont
rajoutés 5 ml d’eau distillé froide et 6,5 ml d@eiperchlorique a 65 % .
Apres 24 heures d’incubation a I'obscurité et aidfrle mélange est centrifugé a 5000
trs/mn pendant 20 mn puis le surnageant est rééup&pération est répétée encore
une fois, mais cette fois ci I'incubation n’est giee30 mn dans la glace et a I'obscurité,
apres centrifugation, les deux surnageants sorangés et ajustés a 50 ml avec de I'eau
distillé.
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Une gamme étalon a été prépaadeartir d’'une solution mere de glucose a LgOml,
celle-ci servira a déterminer la quantité des susmubles qui est exprimée en mg de
glucose par gramme de matiere végétale fraicheg{uopse/ g MVF).

La quantité d’amidon totale est obtenue en muéiylia quantité totale des sucres
solubles, issue de I'hydrolyse, par un facteuraedgration qui est 0,9. (Facteur de Mc
Ready).

11.4.7 Extraction et dosage des peroxydes d’acides gras :
Le dosage des peroxydes d'acides gras est effeatudes extraits lipidiques de feuilles
de plantules de haricot témoins et traitées parlficide a différentes concentrations.
(1 UM, 10 uM et 100 puM).
e Extraction des lipides:
L‘extraction est réalisée selon la méthode de BkglDyer (1959). 1 g de matiere
végétale fraiche est fixé dans 10 ml d’eau digtilduillante pendant 3 mn ce qui
permet de dénaturer les phospholipases. Apresidissement, les tissus sont broyeés
dans 10 ml de méthanol (rupture des liaisons ligidques) puis dans 10 ml de
chloroforme (solvant dans lequel sont solubiligsslipides)
Aprés addition du reste d’eau ayant préalablement s la fixation, le mélange est
soumis a une centrifugation pendant 15 mn a 3@thir. Deux phases distinctes sont
obtenues : une phase supérieure contenant I'dauneéthanol qui sera éliminée et une
inférieure chloroformique qui renferme les lipideelle ci est récupérée a l'aide d’'une

pipette pasteur puis conservée au froid.

« Dosage des peroxydes d’acides gras :

Les méthodes colorimétriques sont basées surrieipei de 'oxydation du Féen F&"
par les hydroperoxydes présents. La méthode awydmate de fer (Chapman &
Mackay, 1949 ; Kolthoff & Medalia, 1951 ; Shanta aill., 1994) est basée sur
I'oxydation des ions ferreux en ions ferriqgues eéspnce de peroxydes suivi d'une
mesure spectrophotométrigue du complexe formé elase ions ferriques et le
thiocyanate. A un volume d’extrait chloroformiqueont ajoutés 50Ql d’éthanol
absolu, 20ul d’'HCI (1N) et 20ul d’'une solution d’ammonium ferreux a%. Apres
guelques secondes, 1ADde thiocyanate d’ammonium a 20 sont ajoutés. La lecture

des DO est faite apres quelques minutes a 480 nm.
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I1.4.7 Dosage des dérivés TBARS ou Thiobarbituric ReactivBubstances dont le

malondialdéhyde:

Le dosage des TBARs reflete I'état de péroxyddimdique, une des conséquences du
stress oxydatif cellulaire.

La méthode la plus utilisée pour I'estimation itmos/de la peroxydation des lipides dans
les systemes biologiques est le dosage des substangactives a [I'acide
thiobarbituriques dont le malondialdéhyde (MDA) p#a réaction a lacide
thiobarbiturique (TBA).

Le principe repose sur la réaction du MDA avec demrolécules d’acide
thiobarbiturique en milieu acide et a chaud. Ce qermet la formation d'un
chromophore MDA-TBA extrait par un solvant orgaréquLa concentration en
substances réactives au TBA (sr-TBA), expriméeqgeriv@lent MDA, est évaluée par la
lecture de I'absorbance au spectrophotométre eisiti32 nm.

L’extraction a été effectuée a froid en broyant 1086 de feuilles dans 300 ul du
mélange (tampon, Triton et butylhydroxytoluénepres homogénéisation, le broyat est
centrifugé pendant 20 mn a 10 000 g et a 4°C.

Un volume du surnageant est repris dans 300 pid#adchloroacétique (TCA) a 10 %
additionné de 450 pl d’acide 2-thiobarbiturique A)B),67 % préparé dans du TCA
10% ; Les échantillons sont bouillis & 95°C pendEnimn puis refroidis 5 mn dans la
glace. Apres centrifugation pendant 10 mn a 100@M°C, le surnageant est récupéré

et dosé par spectrophotométrie a 532 nm.

Une gamme étalon a été réalisée en faisant régr quantités connues d'un
précurseur du MDA, le 1, 1, 3, 3 tétraméthoxypr@éhMP) avec le TBA dans les

conditions expérimentales sus décrites

11.4.8 Etude de la nodulation des plantules de hasot :

* Dénombrement des nodules :
Apres six semaines de culture en sol, les plantiéekaricot témoins et traitées sont

déterrées, leurs systemes racinaires sont rincésa@ du robinet et le nombre de

nodules est déterminé.
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* Mesures pondérales :

L’effet du norflurazon sur la nodulation a été é@gaént évalué sur la masse séche des
racines et des nodules. Pour cela les nodules s&parés des racines ; ceux-ci sont

pesés séparément puis mis a sécher dans une éndanp 48 h a 60°C.

» Extraction, isolement et purification des souchesdxctériennes :
Pour extraire, isoler et purifier les souches dez&dium, nous avons adopté les
méthodes préconisées par le Programme Bio Interat{PBI) (Vincent, 1970).

11.4.8.1 Extraction des bactéries nodulantes les plantulesecharicot:

L’extraction de la bactérie nodulante est réalidéas des conditions d’asepsie et a
partir des nodules des plantules de haricot.

Pour éviter d'éventuelles contaminations, la swfates nodules est stérilisée a
I'hypochlorite de sodium (12°) pendant 3 mn, pws kraces de I'hypochlorite de

sodium qui pourraient éventuellement compromettreidbilité des bactéroides (forme

sous laquelle se présentent les bactéries nodsldates le nodule) sont éliminées par
rincage des nodules dans 10 bains successifs dis@lée stérile.

Les nodules ainsi traités sont écrasés a laidamed’iige en verre dans 0,5 ml eau

distillée stérile pour libérer les bactéroides.
11.4.8.2 Isolement et purification des bactéries nodulantes:
- Milieu de culture:
Pour l'isolement, la purification et la conservatides souches bactériennes nodulantes,
nous avons utilisé le milieu YEMA de VINCENT (Yedsttract Mannitol Agar)
(Vincent, 1970) modifié, ou le mannitol a été reayd par le saccharose (YESA)

Ce milieu de culture est trés utilisé pour le débhmment, I'isolement et la culture des

bactéries appartenant au genre Rhizobium (tab II).
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Tableau Il. : Composition chimique du milieu de culture YEMA midgli(YESA)

Composant Quantité utilisée
Phosphate dipotassiquetfPQOy) 0,59
Sulfate de Magnésium (Mg S0 0,29
Chlorure de Sodium (Na CI) 0,19
Extrait de levure 0,449
Saccharose 3049
Agar-agar 15¢g
Rouge Congo 0,2 % 9 mi
Eau distillée 1000 ml

Le milieu est ajusté a un pH 6,8 avec une solutiasique (NaOH, 1N) ou acide (HCI,
1N) et stérilisé par autoclavage a 120°C, pendamh.

A partir du broyat obtenu, plusieurs boites de iR&intenant du milieu YESAont
préparées. Les broyats sont ensuite ensemencégékuge et apres 3 a 5 jours
d’incubation & 30°C les bactéries nodulantes sepénées, isolées puis purifiées par
repiquages successifs sur le méme milieu de cUHESA).

Une fois purifiées, les souches isolées sont coassra 4°C en tubes a essai sur milieu
YESA inclinés. Pour assurer une bonne viabilité slmsches bactériennes nodulantes,

celles-ci sont repiquées chaqueis.

11.4.8.3 Effet du Norflurazon sur les bactéries nodulantes :

Dans cette expérience nous avons voulu savoir siolfurazon pouvait avoir une
incidence sur la croissance des bactéries nodlgaharicot. Pour cela nous avons
préparé des boites de Petri contenant le milieuA’B&hs lesquelles nous avons creusé
des puits d’'un diametre de 5 mm, remplis de na#an. Nous avons utilisé trois
concentrations de norflurazon : 1 uM, 10 uM, 100. |IM fait de la thermosensibilité
du norflurazon, nous avons filtré les solutionsndeflurazon avec des membranes de
0,45 um de diametre de pore.

La bactérie nodulant le haricot est ensemencéstpgas concentrées autour de chacun
des puits. Les boites de Petri sont enfin inculddé&tuve a 30°C.

La lecture des boites de Petri est effectuée é&yré®t 7 jours d’incubation.
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11.4.8.4 Utilisation du norflurazon comme source de carbonet/ou d’azote

Contrairement a I'expérience précédente et comptau tde la composition du
norflurazon (molécule organique contenant du cagbeinde I'azote), nous avons testé
la capacité des populations microbiennes rhizosphes a dégrader le norflurazon et
par conséquent a utiliser cette substance comnreesde carbone et/ou d’'azote. Pour
cela, nous avons procédeé de la méme maniere qoédem@ment en utilisant des boites
de Petri contenant la gélosans aucun élément nutritif. Un puit est creuséesnire de
la gélose qui servira a recevoir 0.5 ml de la smhutlu norflurazon. Les concentration
de norflurazon testées sont: 1 uM, 10 uM, 100 tM enM. Nous avons ensuite
ensemence les bactéries par étalement dans chdesarmites de Petri. Celles-ci sont

ensuite incubées a I'étuve a 30°C pendant 72 heures

11.4.8.5 Effet du norflurazon sur la nodulation en culturesaxéniques :

Cette expérience est nécessaire puisqu’elle coasiiia fois un test de confirmation de
'appartenance de la souche bactérienne au groapbadtéries nodulantes (cas du
témoin sans norflurazon), elle permet aussi d'a®lyincidence du norflurazon sur le
phénomeéne de nodulation.

Pour cela un certain nombre d’étapes sont nécessdies unes sont relatives aux

bactéries, les autres a la plante.

e Préparation de I'inoculum
- Préculture.
Les souches bactériennes purifiées sont mises @ulfure, dans des tubes a essai
contenant 7 ml du milieu YESB stérilisé (milieu\d&cent liquide) (tab 1), et mises en

agitation pendant 48 h a 30 °C.

- Culture.
Apres 48 heures, le contenu des tubes est trangeasedes Erlen meyer stériles d’'un
volume de 500 ml, contenant 100 ml du milieu YES&ike (tab 1ll). Ces dispositifs

sont ensuite portés a I'étuve a 30°C sous agitg86a rpm) pour une durée de 48 h.
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Tableau Il : Composition chimique du milieu YESB (milieu de Vamt liquide)

Composant Quantité utilisée
Phosphate dipotassiqueffPQOy) 0,59
Sulfate de Magnésium (Mg SQ 0,29
Chlorure de Sodium (NacCl) 0,19
Extrait de levure 0,49
Saccharose 10g
Eau distillée 1000 ml

Le milieu est ajusté a un pH 6,8 avec une solutaEsique (NaOH, 1N) ou acide

(HCI, 1N) et stérilisé par autoclavage pendant 2@ubtes a 120° C.

Les cultures sont ensuite centrifugées aseptiqueanBA00 trs/min pendant 20 mn. Le
culot est récupéré puis lavé avec une solution @ &5 %.. Cette opération est

nécessaire afin d’éviter 'apport de nutrimentssiléinoculum.

Une deuxieme centrifugation est réalisée dans &ses conditions que précédemment.
Le culot est enfin récupéré dans 10 ml de KCI 8,%6&sr avoir une suspension dense

en bactéries, condition nécessaire pour garangéifommne nodulation.

» Stérilisation superficielle des semences :

Les graines de haricot utilisées sont stériliséggericiellement par immersions
successives dans les bains suivants :

- Ethanol a 95% durant 30 secondes.

- Solution de chlorure mercurique Hg@l g/l) pendant 3 minutes.
Les semences ainsi traitées sont rincées 7 faema tistillée stérile. Elles sont ensuite
mises a imbiber pendant 6 heures en conditiongestélans des boites de Petri
tapissées de papier absorbant stérile imbibé dlesilié sterile.
Les graines fortement turgescentes dont la radicolemence a poindre sont ensuite
placées dans des dispositifs constitués de tulge1(am de long et 2 cm de diamétre)
contenant un dispositif représenté par des bilegeere de différents diametres (0,5a 1
cm) sur une hauteur de 9 cm recouvert de 30 mlitleunde KNOP stérile (fig 14 )
et (tab VI).
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Graine de
haricot

Billes en
verre

Figure 14 : Dispositif expérimental de la culture axénique

Ce dispositif est ainsi constitué pour maintenigiaine hors du milieu de KNOP, afin
d’éviter un pourrissement. Les billes en verre setvaussi a améliorer la surface
d’échange entre les racines de la plantule et leuménvironnant, permettant ainsi un

meilleur développement racinaire et par consequembeilleur port pour la plantule.

Tableau IV : Composition chimique du milieu de KNOP

Composant Quantité utilisée
Nitrates de Calcium Ca (h)e(4H,0) 1lg
Nitrates de Potassium KRO 0,25¢g
Phosphate Monopotassique KPO 0,25¢
Sulfate de Magnésium Mg 50 0,25 ¢
Sulfate ferrique Fe 5 7H0) 0,001 g
Eau distillée 1000 mi

» Mise en place de I'expérimentation :

Etant thermosensible, la solution mére de norfloma@l mM) est filtrée a I'aide d’'un
Clinifit CF 445 (de 0,45 um de diamétre de pore)jspadditionnée en conditions
aseptiques, au milieu de culture KNOP préalableragntlisé par autoclavage pendant
20 minutes a 120°C. A partir de cette solution meoés dilutions sont préparées:

1 uM, 10 uM et 100 puM. Cinq lots sont ainsi congts selon le tableau V.
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Tableau V:Description des 5 lots de culture axénique (pouacuh des lots 7
répétitions ont été effectuees).

Lot Milieu de culture Solution mere
KNOP stérile Norflurazon 1mM Inoculum
T, (ttmoin non inoculé) 30 ml 0 0
T, (ttmoin inoculé) 30 ml 0 1ml
1uM 30 ml 30 pl 1ml
10 uM 30 ml 300 pl 1ml
100 pM 30 ml 3ml 1ml

Les dispositifs expérimentaux sont placés danschaenbre de culture (16 h jour /8 h
nuit) a 28°C. Chaque jour, le volume de liquidekdMOP est ajusté aseptiquement sous
la hotte.

Les observations quotidiennes ont porté sur la halqgie et la taille des racines et de
la partie aérienne. A partir de 18"8semaine une attention particuliére est accordge au

racines afin de relever un éventuel développememiodiosités.

Analyses statistiques :

Les résultats des différents essais ont été arsagaéstiquement par le test de Student
(test de comparaisons des moyennes)
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[11.1 Croissance comparée des deux variétés de plantultss haricot :

Les mesures de quelques parameétres morphologiqusavair : surface foliaire,
longueur des parties aériennenasse vegetale seche des racines, et des parties
aériennes, rapport masse végétale seche des racirsesse végétale seche des parties
aériennes et enfin le nombre de nodules pour leg dariétés de haricot montrent que
chez la variété Coco de Prague ces parametregegenément plus élevées que ceux de

la variété Terga (tab VI) ; cependant cette diffiéeeest non significative.

Tableau VI: Mesures de quelqugzarameétres de croissance chez les plantules de
haricot : variétés Terga et Coco de Prague (plestéigées de 21 jours). Chaque

détermination est la moyenne de 3 mesures indépaxia

Parameétre de croissance Variété Terga Variéte Coco de
Prague
Surface foliaire (cr) 53,33+ 0,99 57,86 + 0,80
Longueur des parties aériennes (cm) 20,87 £ 2,41 ,33264,04
Matiere végétale séche des racines (g) 0,13+0,01 0,22+0,02
Matiere vegetale sc(egc]:;]e des parties aérienphes 05 0,02 0.68 +0.03
Rap_port rr]at!ere ve‘getale seche_des racin bs / 0.26 + 0,03 0.32 + 0,05
matiére veégétale seche des parties aériennes
Nombre de nodules | 10,75 + 2,63 16,33 + 2,08

lll.2  Effet du norflurazon sur la croissance des plant@s de haricot :

[11.2.1 Effet du norflurazon sur la morphologie des plantués de haricot :

Sous l'effet des doses 1uM et 10 uM, les plantdéekaricot des deux variétés étudiées
ne sont pas significativement differentes des plast témoins du point de vue

morphologique.

L’apport du norflurazon a la dose 100 pM affectaspect morphologique des
plantules qui sont beaucoup plus petites et qusgment des feuilles partiellement

dépigmentées (photobleaching partiel) (fig. 15).
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100pM  10pM  1pgM T 100pM  10pM  1pM

Figure 15 : Effet du norflurazon sur la morphologie des pléguwde haricot agées de
21 jours.(A): variété Terga(B) : variété Coco de Prague.

[11.2.2 Effet du norflurazon sur la cinétique de la croissace des plantules de

haricot :

La croissance des plantules de haricot a été spand’évolution de la longueur de la
partie aérienne, elle a été effectuée sur une gile 21 jours stade correspondant au

développement des deuxiemes feuilles.

Variété Terga :

En présence du norflurazdnuM, la croissance est lente pendant la prem@&reame,
puis elle augmente légerement tout en restantiénfigr a celle des plantules témoins ;
au bout de la troisieme semaine (21 jours de @ons), la différence entre témoins et
traitées est de 23,81 %. Sous l'effet de la db@euM, I'écart de croissance entre
témoins et traitées s’accentue a partir de la éiadpremiére semaine, la différence de
croissance est de 57,14 % pendant toute le durémsance.

Sous l'effet de la forte dose 100 uM, il est notératard dans le démarrage de la
croissance pendant la premiere semaine ou la teplantules avoisine 0 cm puis
celles-ci grandissent tres lentement ne dépassatépm a la fin de la troisieme
semaine, soit une réduction de 74,3 % par rapparptantules témoins (fig. 16A)
Variété Coco de Prague :

La figure 16B montre que la croissance en longuigmente progressivement en
fonction du temps, elle passe de 12 £ 5 cm a lddita premieére semaine a

26,33 + 4,04 cm a la fin de la troisieme semaine.

Les plantules traitées au norflurazon a la doseMlng sont pas affectées dans leur

croissance pendant la premiere semaine (les longudes parties aériennes des
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plantules traitées a cette dose ne sont pas sigtfement différentes de celles des
plantules témoins).

A partir de la deuxiéme semaine de croissance @ageré réduction (16,6 %) est
observée ; cette réduction atteint 27,2 % a ladita troisieme semaine.

L’herbicide a des doses plus élevées 10 uM et MGkerce un effet plus important
sur la croissance, en effet, les courbes de crussqui ont la méme allure, présentent
des chutes de croissance qui sont de I'ordre d# €4 63,33 % respectivement pour les

doses 10 uM, 100 uM et ceci a la fin de la troige&mmaine.
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Figure 16 : Effet du norflurazon sur la cinétique de la crarsse des plantules de

haricot.(A): variété Terga(B) : variété Coco de Prague.
[11.2.3 Effet du norflurazon sur la surface foliaire des pantules de haricot :

Les surfaces foliaires des plantules traitées dienh en fonction de la dose herbicide
administrée, cette surface qui est de 53,33 + &n89chez les plantules témoins de la
variété Terga, diminue & 38,46 + 0,98%c34,06 + 0,3 crhet 11,86 + 0,9 cfpour les
doses respectives 1 uM, 10 uM et 100 uM de nodrae qui correspond a 30 %, 36
% et 78 % de réduction (fig.17A).

Les plantules témoins de la variété Coco de Pragéeentent une surface foliaire de
57,86 + 0,8 crh. sous l'effet des trois doses respectives 1 pM J#0et 100 pM, les
surfaces sont de 45,06 + 1,1%Tm0,66+ 2,08 cnf et 15,2 + 1,31 cnf correspondant
respectivement a 22 %, 29 % et 73 % de réductigni7B).
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(A)
é
Témoin 1uM 10 uM‘ 100 uM
(B)

Témoin 1uM 10uM 100 uM

Figure 17 : Effet du norflurazon sur la surface foliagtes plantules de haricot agées de

21 jours.(A): variété Terga(B) : variété Coco de Prague.

I11.2.4 Effet du norflurazon sur la masse seche de la pagiaérienne des plantules

de haricot :

La masse seche de la partie aérienne des plamtalés variété Terga est de 0,5 +
0,02 g; celle-ci diminue suivant les doses respestil uM, 10 uM et 100 uM pour
atteindre 0,46 + 0,05 g ; 0,31 £ 0,03 g et 0,1502@ soient des réductions de 8 %,

38 % et 70 % (fig. 18).

Les plantules témoins de la variété Coco de Pragésentent une masse seche de la
partie aérienne de 0,68 = 0,03 g ; sous l'effendtflurazon 1 uM, 10 uM et 100 puM,
cette masse séche s’abaisse a 0,6 + 0,015 g ett005&3 g et 0,24 = 0,04 g ce qui
correspond aux réductions respectives de 11,7619,% et 64,7 % (tab VII).
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Figure 18 : Effet du norflurazon sur la masse seche de laepaérienne des plantules
de haricot agées de 21 jou®\): variété Terga(B) : variété Coco de Praguees
résultats sont analysés statistiquement par ledesstudent A un taux de risque de 0,05*) Peu

significatif, (**) significatif.

Tableau VII : Pourcentages de réduction de la masse séchepietia aérienne des

plantules de haricot traitées par les différentescentrations de norflurazoghaque

détermination est la moyenne de 3 mesures indéptasia

Pourcentage de réductiorde masse seche
de la partie aérienne

Norflurazon

Variété Terga Variété Coco de
Prague
1uM 8% * 11,76 % *
10 uM 38 % * 14,7 % *
100 uM 70 % ** 64,7 % **

Nous constatons que pour la variété Terga les patages de réduction de la masse
séche de la partie aérienne sont plus importanis lps doses 10 pM et 100 uM par

rapport a ceux de la variété Coco de Prague.

[11.2.5 Effet du norflurazon sur la croissance degacines des plantules de haricot :

La figure 19, montre la morphologie des racines plastules de haricot témoins et

celles des plantules traitées par les différermesentrations de norflurazon.
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%4

Témoin 1uM 10 uM 100 pM

(B)

Témoin 1 uM ‘ 10 pM 100 uM

Figure 19 : Effet du norflurazon sur le systéme racinaireaehddulation des plantules

de haricot agées de 21 joufB): variété Terga(B) : variété Coco de Prague

Pour les deux variétés étudiées, le norflurazora addse 1 uM n’affecte pas la
ramification des racines : les plantules préseniarthevelu racinaire bien développé et
bien ramifié. A cette faible dose 1 uM, des nombneyens de nodules de 10 + 2,94 et
11,66 £ 1,52 ont été relevés respectivement pauvaeiétés Terga et Coco de Prague
(tab VIII). Ces nombres ne sont pas significativaetraifférents par rapport a ceux des
plantules témoins (test Student). Aux doses élegtédtherbicide 10 uM et 100 uM, le
systéme racinaire des plantules de haricot des demétés est plus affecté: la
ramification est plus faible voire absente chez Iques plantules a ces deux
concentrations d’herbicide, cette réduction de figation des racines est accompagnée
par une inhibition totale de la nodulation des plées soumises a ces fortes doses du
norflurazon vu qu’aucun nodule n’est observé. (@, Tab. VIII).
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Tableau VIII : Effet du norflurazon sur la nodulation des plardulie haricot (estimée

par le nombre moyen de noduleShaque détermination est la moyenne de 3 mesures

indépendantes.
Variété Dose du norflurazon Nombre moyen de
nodules/plantule
Témoin 10,75 £ 2,63
Terga 1 uM 10 + 2,94
10/100 pM 0
Témoin 16,33 + 2,08
Coco de Pragus 1uM 11,66 +1,52
10/200 pM 0

[11.2.6 Effet du norflurazon sur la masse seche des racinedes plantules de

haricot :

La masse sechdes racines de plantules témoins de la variétéaresy de 0,13 +

0,017g ; cette masse seche s’'abaisse graduellgroenttteindre 0,1 £ 0,01 g; 0,02 +
0,002 g et 0,013 £ 0,005 g pour les doses respscliyuM ,10 uM et 100 uM

(fig. 20A) suivant des taux de réductions : 23 %68 %, 90 %.

Chez les plantules témoins de la variété Coco dgue;, une masse seche racinaire de

0,22 £ 0,02 g a été enregistrée, puis celle-cédait progressivement jusqu’'a : 0,17 *
0,01 g,0,03+£0,001 get0,016+ 0,01 g (fig. RGdient des réductions de 31 %, 86 %
et 92 % respectivement pour les doses 1 uM ,10 M@ M (tab IX).
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Figure 20 : Effet du norflurazon sur la masse séche des raclas plantules de haricot

agees de 21 jourfA): variété Terga(B) : variété Coco de Prague.un taux de risque de

0,05 : ¢) peu significatif, (***) hautement significatif
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Tableau IX: Pourcentages de réduction de la masse séechaaess des plantules de

haricot traitées par les différentes concentratamsorflurazonChaque détermination est la

moyenne de 3 mesures indépendantes.

Pourcentage de réduction de la masse séche

des racines
Norflurazon ——
L Variété Coco de
Variéte Terga
Prague
1uM 23 % * 31%~*
10 uM 84,61 % *** 86 % ***
100 uM 90 9p *** 92 0p ***

Cette diminution de la masse séche des racine& assmciée a une inhibition de la
mise en place des nodules estimée par le nombcegierganes. Ceci serait lié a une
diminution des sites potentiels d’infection résuoit@robablement d’'une inhibition de

I'’émergence et de I'élongation des poils absorbatsle la croissance du systéme

racinaire en général.

I11.2.7 Effet du norflurazon sur le rapport masse seche des racines / masse séche

des parties aériennes des plantules de haricot :

La modification de la répartition de la masse seehie les parties racinaires et les
parties aériennes induites par I'herbicide a étiénég par les variations du rapport de
masse séche des racines sur la masse seche ks g@nennes.

Chez les plantules témoins de la variété Tergadport masse seche des racines/masse
séche des parties aériennes est de 0,26; ce rajypante légerement a la dose 1 uM, il
est de 0,23 et il se réduit fortement pour atter@06 et 0,09 respectivement pour les
doses 10 uM et 100 puM (fig. 21A); soient des réidastde 11,53 %, 76,92 % et 65,38
% pour les trois doses utilisées.

La méme observation est faite pour la variété G®rague, ce rapport varie tres peu
au niveau des plantules traitées a la dose 1 pMaske de 0,32 chez les plantules
témoins a 0,28 a cette dose d’herbicide. Pourllgydes soumises aux doses 10 uM et
100 uM, le rapport marque une forte chute atteigrtlas valeurs de 0,05 et 0,06
correspondant aux réductions de 12,5 %, 84,37 84,86 % (fig. 21B)
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Figure 21 : Effet du norflurazon sur le rapport masse sechmaie /masse seclies
parties aériennes des plantules de haricot 4gé@q gsurs. A): variété Terga(B) :

variété Coco de Pragud.un taux de risque de 0,05*) (peu significatif, (**) significatif, (***)

hautement significatif.

Les résultats obtenus ont montré que pour les datigtés testées, ce rapport diminue
fortement aux doses 10 uM, 100 puM en norflurazon.

Les taux de réduction sous l'effet de I'herbicideld masse seche racinaire sont plus
importants que ceux de la masse seche des paéierees (Tab. IX) ce qui est
confirmé par la forte réduction du rapport masseheeales racines / masse séche des
parties aériennes.

Ceci suggere une plus forte sensibilité des radi@esx une réduction par I'herbicide du

transport des photoassimilats vers les racines.

[11.3  Effet du norflurazon sur le métabolisme des plantles de haricot :

Les extractions et les dosages des différents pdarasmiont été effectués au stade

deuxieme feuille (apres 21 jours de mise en culture

Certains paramétres métaboliques utilisés dans éaitle sont associés au mécanisme
de la photosynthese : les caroténoides, les chiglies totales, les sucres solubles et

'amidon (tab.X), d’autres sont le reflet des donges causés par le norflurazon a

savoir : les peroxydes de lipides et le malondiaydé .
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Tableau X: Mesures de quelqugmrametres métaboliqgues de la photosynthése dans

les feuilles des plantules de haricot (variétésgdeet Coco de Praguelhaque

détermination est la moyenne de 3 mesures indéptasia

Parametre métabolique Variété Terga Variété Coco de
Prague

Caroténoides (ug/g MVF) 149,48 £ 5,72 156,95 + 12,56

Chlorophylles totales (a+b) 1,46 £ 0,06 1,51+£0,03
(mg/g MVF)
Sucres solubles (mg/g 1,26 £0,1 1,45 £ 0,07
MVF)

Amidon (mg/g MVF) 1,13+ 0,09 1,29 + 0,06

L’ensemble des mesures effectuées n’a révélé autitf@eence significative entre les

deux variétés en question.

[11.3.1 Effet du norflurazon sur la teneur en pigments phobsynthétiques :

Les teneurs en pigments photosynthétiques diminueportionnellement avec les

doses herbicides appliquées.

Les caroténoides :

Comparée a celle des plantules témoins de la eafiétga, la teneur en caroténoides
des plantules traitées diminue pour toutes lessdasiisées (fig. 22A), elle passe de
149,48 + 5,72 pg/g MVF chez les plantules témaii21,43 + 6,65 pg/g MVF ; 45,57
+ 7,31 ug/g MVF et 8,15 £ 0,71 pug/g MVF respectiesinpour les doses 1 uM ,10 uM
et 100 uM, soient des réductions de 18,76 % ; 6%5D4,5 %.

Chez les plantules de la variété Coco de Praguenkur en caroténoides est de 156,95
+ 12,56 pg/g au niveau des feuilles témoins, detteur diminue a 147,90 £ 2,3 pg/g
MVF ; 46,30 £ 5,73 pg/g MVF et 11 £ 1,87 pg/g ptes doses respectives 1 uM ,10
UM etl00 uM (fig. 22B), correspondant aux rédudiae 5,7 % ; 70,5% ; 93 % (tab
XI).
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Figure 22: Effet du norflurazon sur la teneur en carotéasidans les feuilles de
plantules de haricot agées de 21 jodrs.Témoin ;NFZ : Norflurazon ;(A) : variété

Terga ; (B) : variété Coco de Pragudé un taux de risque de 0,05(**) significatif, (***)

hautement significatif. (*) peu significatif.

Tableau Xl : Pourcentages de réduction de la teneur en caid&En dans les feuilles
des plantules de haricot traitées par les diff@&®nbncentrations de norflurazamaque

détermination est la moyenne de 3 mesures indéptagla

Pourcentage de réduction de la teneur en

Norflurazon caroténoides

Variété Terga Variété Coco de Prague
1uM 18,76 % * 57% *
10 uM 69,51 % ** 70,5 % **
100 pM 94,5 Y *** 03 Qp***

Les chlorophylles totales (a+b) :

Dans les feuilles des plantules témoins de la ¥@afiérga, la quantité de chlorophylles
totales est de 1,46 = 0,06 mg/g MVF, sous l'efiendrflurazon 1 uM ,10 uM

et 100 uM, celle-ci passe a 1,22 + 0,03 mg/g M\D91 + 0,03 mg /g MVF et 0,39 +
0,03 mg /g MVF (fig. 23A) soient les baisses resipes de 16,43 % ; 37,67 % et

73,97 %.

La teneur en chlorophylles totales dans les feutibenoins de la variété Coco de Prague
est de 1,51 £ 0,03 mg/g MV, celle des feuillestées aux doses respectives 1 UM,

10 pM et 100 puM est: 1,26 £ 0,04 mg/g MVF ; 0,98,81 mg/g MVF ; 0,49 + 0,03
mg/g MVF (fig. 23B) ce qui correspond aux réductiale 16,66 % ; 38,66 % ; 67 ,06 %
(Tab XII).
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Figure 23 : Effet du norflurazon sur la teneur en chloropls/fietales dans les feuilles
de plantules de haricot agées de 21 jolirsTémoin ;NFZ : Norflurazon ;(A) : variété

Terga ;(B) : variété Coco de Pragu& un taux de risque de 0,05%) (peu significatif, (**)

significatif.

Tableau XII : Pourcentages de réduction de la teneur en chiglieg totales dans les
feuilles des plantules de haricot traitées par deférentes concentrations de

norflurazon.Chaque détermination est la moyenne de 3 mesutépéndantes.

Pourcentage de réduction de la teneur en

Norflurazon chlorophylles totales

Variété Terga Variété Coco de
Prague
1uM 16,43 % * 16,66 % *
10 uM 37,67 % ** 38,66 % **
100 uM 73,97 % ** 67,06 % **

La diminution des caroténoides résulte de l'inidbitpar le norflurazon de la phytoéne
désaturase. ( Sandmann et Albrecht ,1990 ; Brani694).

La diminution de la teneur en chlorophylles est doen seulement a leur
photooxydation par les molécules actives d’'oxyg@R@®S) engendrée par le manque
de caroténoides (Jung &t 2000) mais aussi a une déficience dans leur bibége ;
Olmuller et al. (1986) ont montré que la derniéepé de biosynthése des chlorophylles

n'a pas lieu suite a la destruction par le norftorades structures chloroplastiques.
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[11.3.2 Effet du norflurazon sur la teneur en sucres solubles des plantules de haricot

Nous avons évalué I'impact du norflurazon sur Ratd photosynthétique a travers le

dosage des sucres solubles et de 'amidon.

Chez la variété Terga, la teneur en sucres soluldes les feuilles des plantules
témoins est de 1,26 = 0,1 mg/g MVF, cette teneurirdie respectivement chez les
plantules traitées par les doses 1 uM ,10 uM 6t iRl pour atteindre 1,13 + 0,06
mg/g MVF ; 1,01 + 0,08 mg/g MVF et 0,59 + 0,05 myAyF (fig. 24A) correspondant
aux pourcentages de diminution : 10 % ; 19 % %53

La teneur en sucres solubles dans les feuillepldesgules témoins de la variété Coco
de Prague est de 1,45 + 0,07 mg/g MVF, celle-cspasl,34 + 0,04 mg/g MVF ;

1,04 + 0,1 mg/g MVF et 0,6 £ 0,05 mg/g MVF (fig. BAcorrespondant a des taux de
réductions de 7 %, 28 % et 58 % respectivement lgsudoses 1 uM ,10 uM ,100 uM
de norflurazon (tab XIiI).
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Figure 24: Effet du norflurazon sur la teneur en sucres dekublans les feuilles de
plantules de haricot agées de 21 jodrs.Témoin ;NFZ : Norflurazon ;(A) : variété

Terga ;(B) : variété Coco de Prague un taux de risque de 0,05%) (peu significatif, (**)

significatif.
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Tableau XIlII : Pourcentages de réduction de la teneur en sgolebles dans les
feuilles des plantules de haricot traitées par tiérentes concentrations de

norflurazon.Chaque détermination est la moyenne de 3 mesutépéndantes.

Pourcentage de réduction de la teneur en
sucres solubles

Norflurazon

Variété Terga Variété Coco de
Prague
1uM 10,31 %* 7,58%*
10 uM 19,84 % 28,27%*
100 uM 53,17% ** 58,62 % **

[11.3.3  Effet du norflurazon sur la teneur en amidon des @ntules de haricot :

Lorsque le transporteur des trioses phosphate/pblates situé sur la membrane interne
de I'enveloppe du chloroplaste ne fonctionne pd® suune réduction du métabolisme
cellulaire, les trioses phosphates formés par decgle Calvin s’accumulent dans le

stroma formant ainsi de I'amidon transitoire.

Les résultats du dosage de I'amidon ont révéléemeur moyenne en amidon de 1,13 £
0,09 mg/g MVF chez les plantules témoins de laétéariTerga, cette teneur s’est
abaissée a 1,02 + 0,05 mg/g MVF; 0,9 + 0,08 mg/gAw¥ 0,52 + 0,04 mg/g MVF aux
doses respectives du norflurazon 1 uM ,10 uM et dNIQ soient les taux de réduction
de : 9% ; 20 % et 53 % (fig. 25A).

Chez les plantules témoins de la variété Coco @gue;, une teneur moyenne en
amidon de 1,3 *= 0,06 mg/g MVF est enregistrée, eceguantité diminue

progressivement pour atteindre: 1,2 + 0,03 mg/g M@P3 £+ 0,09 mg/g MVF et 0,53

+ 0,047 mg /g MVF (fig. 25B) correspondant aux réithns de 7% ; 30% et

61% respectivement pour les trois doses 1 uM ,1030@ uM (tab XIV).
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Figure 25 : Effet du norflurazon sur la teneur en amidon dasdeuilles des plantules
de haricot agées de 21 jours : TémdNFZ : Norflurazon j(A) : variété Terga(B) :

variété Coco de Pragu&.un taux de risque de 0,05*) peu significatif, (**) significatif.

Tableau XIV: Pourcentages de réduction de la teneur en andos les feuilles des
plantules de haricot traitées par les différentescentrations de norflurazoghaque

détermination est la moyenne de 3 mesures indéptagia

Pourcentage de réduction de la teneur en

amidon
Norflurazon —
s Variété Coco de
Variéte Terga

Prague
1uM 10,619%" 7%*
10 uM 17,69 9% 27,9%*
100 uM 53,09%** 58,91%**

Pour les deux variétés testées, la dose 100 pMexer effet marqué sur les teneurs en
glucides. La réduction des sucres solubles et dlamdans les feuilles traitées indique
qgue le norflurazon affecte la photosynthése destylies de haricot, ce qui explique en
partie la diminution de croissance des partieseafgs et racinaires (estimée par la
masse seche).

1.4 Dommages dus au stress oxydatif induit par le ndrirazon :
Le norflurazon en réduisant la teneur esroténoides engendre un stress oxydatif
important (Jung edl., 2000) pouvant endommager les composants cellslaisavoir :

lipides, protéines, acides nucléiques (Foyer, 1@98)ucides (Moeller et Jensen , 2007)
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Il nous a paru intéressant de mesurer I'impacttoess oxydatif induit par I'herbicide
sur I'un des composants organiques en 'occurréesdipides, et ceci par des dosages

de produits de peroxydation lipidique (peroxydescities gras et malondialdéhyde).

[11.4.1 Effet du norflurazon sur la teneur en péraxydes d’acides gras dans les

feuilles des plantules de haricot :

Les acides gras polyinsaturés sont particulierersensibles aux peroxydations. Les
doubles liaisons sont des points réactifs dansh&ne moléculaire et constituent la
cible privilégiée de l'attague par les moléculeSvas d’'oxygene. Les hydroperoxydes
sont les premiers produits formés au cours desiodaad’oxydation des acides gras des
lipides membranaires.

Les résultats du dosage de ces produits ont mqoaéd'apport des difféerentes doses de
norflurazon augmente la formation des peroxydesidés gras, en effet les plantules
témoins de la variété Terga présentent une teneyemme en peroxydes de 0,38
nmole/mg MVF, cette teneur s’éléve progressivenav@c les doses croissantes du
norflurazon pour atteindre les teneurs de : 0,8lafmg MVF ; 2,6 nmoles/mg MVF et
3,5 nmoles/mg MVF pour les doses respectives 110MiM et 100 uM (fig. 26A) .

Chez les plantules témoins de la variété Coco dmue; la teneur moyenne en
peroxydes d’acides gras est de 0,34 nmole/mg M¥Ege deneur augmente a : 2,73
nmole/mg MVF; 3,6 nmole/mgMVF et 4,35nmole/mgMVRixa mémes doses

respectives de norflurazon (fig. 26B).
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Figure 26 : Effet du norflurazon sur leneur en peroxydes d’acides grdes plantules
de haricot agées de 21 joufs: Témoin ;NFZ : Norflurazon ;(A) : variété Terga ;
(B) : variété Coco de Pragu&.un taux de risque de 0,05*) peu significatif, (**) significatif,

(***) hautement significatif.
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Le tableau XV montre les pourcentages d’augmemtatie la teneur en peroxydes
d’acides gras chez les deux variétés de haricat Keftet des différentes concentrations
de norflurazon. Nous constatons que ces pourcentdigagmentation sont plus élevées

pour la variété Coco de Prague.

Tableau XV: Pourcentages d’augmentation de la teneur en peesxd’acides gras
dans les feuilles des plantules de haricot traifggesles différentes concentrations de

norflurazon.Chaque détermination est la moyenne de 3 mesutépéndantes.

Pourcentages d’augmentation de la teneur en
peroxydes d’acides gras

Norflurazon

Variété Terga Variété Coco de
Prague
1uM 50,6 %* 87,5 %**
10 uM 85,38 % 90%***
100 uM 89 Yp*** 92 Yp***

I11.4.2 Effet du norflurazon sur la teneur en substances r&ctives a l'acide
thiobarbiturique dont le malondialdéhyde :
La quantification des produits primaires de I'oxiyda des lipides consiste a mesurer
leur concentration a un instant donné, de ce féét me permet pas de déterminer
exactement le niveau d’oxydation des lipides cas peoduits intermédiaires sont
rapidement décomposés en produits secondaires (Eyeh&enot, 2003).
Quantifier les produits secondaires de I'oxydatitas lipides, composés plus stables :
substances réactives a I'acide thiobarbiturique T8A) dont le malondialdéhyde, est
donc nécessaire, pour une estimation plus fiabldedwé de la peroxydation lipidique
Le dosage des substances réactives a l'acide thiblgque (sr- TBA) dont le
malondialdéhyde montre qu’au niveau des plantubesoins de la variété Terga la
teneur moyenne en malondialdéhyde est de 15 *r@jides/mg MVF, cette teneur
s’éleve a 36,6 £ 1,7nmoles/mg MVF, 47,4 + 4,35 reabbhg MVF et 72,16 + 4,27
nmoles/mg MVF (fig. 27 A), ce qui correspond a éhevation de 59 % et 68 % ; 79 %
aux trois doses respectives du norflurazon 1 pM4MIQ 100 puM (tab. XVI).

Pour les plantules témoins de la variété Coco dguer; une teneur moyenne de 23,5 +

2,11 nmoles/mg MVF en malondialdéhyde a été releeétte teneur s’accroit avec
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'augmentation des doses de I'herbicide atteigrhtt 2,26 nmoles/mg MVF, 52 +

5,18 nmole/mg MVF et 73 = 7,33 nmoles/mg MVF (f47. B), soient les pourcentages
d’augmentation de 42 %, 54%, 67% pour les troiedasspectives du norflurazon (tab
XVI).
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Figure 27: Effet du norflurazon sur la teneur en malondiajdiehdans les feuilles des
plantules de haricot agées de 21 jolrs Témoin ;NFZ : Norflurazon ;(A) : variété
Terga ;(B) : variété Coco de Prague un taux de risque de 0,05(**) significatif, (***)

hautement significatif.

Tableau XVI : Pourcentages d’augmentation sous l'effet du naflon de la teneur en
malondialdéhyde dans les feuilles des plantuleatecot traitées par les différentes

concentrations de norflurazothaque détermination est la moyenne de 3 mesutépendantes.

Pourcentages d’augmentation de la teneur en
malondialdéhyde

Norflurazon

Variété Terga Variété Coco de
Prague
1uM 59 o6** 42 %o**
10 uM 68 9g* 54 %%**
100 uM 79 %*** 67 %***

L’élévation des peroxydes de lipides et de leursvdé dont le MDA, traduit une
altération des membranes vu que ces produits sontektion étroite avec la
dégradation des systémes membranaires de la cetldiene maniere générale avec le
stress oxydatif subi par la plante.

L’ensemble des résultats montrent que le norfmaza la forte dose affecte la
morphologie et la physiologie des deux variétésptmtules de haricot (tous les
parameétres mesurés sont affectés), il entraineedgalt une détérioration des lipides
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membranaires suite au stress oxydatif induit, @mrd ainsi une perturbation du
transport a travers les différentes parties du tabgdes différents organes et
compartiments cellulaires ainsi que les activitészyeatigues des protéines

membranaires.

l11.5 Effet du norflurazon sur I'environnement rhizosphérique des plantules de

haricot :

[11.5.1 Effet sur la nodulation :
Le haricot communRhaseolus vulgaris) établit des relations symbiotiques avec les
bactéries du sol appartenant au genre Rhizobiusirhieobia induisent sur les racines
des plantules de haricot la formation de véritaleganes appelés: « nodules », a

I'intérieur desquels ils fixent 'azote atmosphéeq

[11.5.2 Le nombre de nodules :
Le nombre moyen de nodules est plus important 8L&,2,08) chez les plantules
témoins de la variété Coco de Prague par rappodld des plantules témoins de la
variété Terga (10,75 2,63). Mais cette différence n’est pas significati
En présence de la dose 1 uM de norflurazon, le roeidnodules diminue a 11,66
1,52 et 10 2,94 respectivement pour les variétés Coco deuRragTerga. Pour les
doses 10 uM et 100 uM, aucun nodule n’apparaiesuacines des plantules des deux

variétés de haricot (fig. 28).
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Figure 28 : Effet du norflurazon sur la nodulation des plaggutie haricot agées de 21
jours : Témoin NFZ : Norflurazon ;(A) : variété Terga(B) : variété Coco de Prague

.A un taux de risque de 0,05%) peu significatif.
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I11.5.3 La masse fraiche des nodules :
La masse fraiche nodulaire des plantules témoifs dariété Terga est de 29,66 + 4,51
mg, et 19,33 £ 5,50 mg a la dosel uM du norflurgign29 A).
Les nodules témoins de la variété Coco de Praguenenmasse fraiche moyenne de
30,33 + 2,51 mg, celle ci diminue a 24,66 + 3,05pagla dose 1 uM de norflurazon,
cependant cette différence est peu significative pes deux variétés (fig. 29 B).
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Figure 29 : Effet du norflurazon sur la masse fraiche des resddles plantules de
haricot agées de 21 jours.: Témoin ;NFZ : Norflurazon.(A) : variété Terga(B) :
variété Coco de Pragu&un taux de risque de 0,05 peu significatif.

l11.5.4 La masse seche des nodules :
Chez la variété Terga, la masse seche des noceggdahtules traitées par la dose
1 uM (1,8 £ 0,2 mg) ne differe pas de celle desutexide plantules témoins
(1,83 £ 0,28 mg) (fig. 30A). Il en est de méme plaumasse seéche des nodules des
plantules témoins de la variété Coco de Praguesiude (2,66 + 0,57 mg), celle des
plantules traitées par la dose 1 uM est de 2,335¥ Ong (fig. 30B).
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Figure 30 : Effet du norflurazon sur la masse séche des nsdide plantules de haricot
agées de 21 jours.: Témoin ;NFZ : Norflurazon ;(A) : variété Terga, (B) : variété

Coco de Praguea un taux de risque de 0,05) : Pas  significatif.
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I11.5.5 Mise en culture des souches bactériennes :

Les souches rhizobiennes purifiées sur milieu YENbgE sonteconnaissables par leur
aspect gommeux, translucide et par leur non ahsargu rouge Congo, elles forment
des colonies isolées de taille plus ou moin armnein revanche les autres souches non
purifiées forment des colonies trés rapprochéesitaya aspect de développement

continu sur le milieu de culture (fig. 31).

Colonie bactérienne non isolée (souche non purifige

02.11

Colonie bactérienne isolée (souche purifiée)

Figure 31: Culture de souches rhizobiennes sur milieu YMA rfiédi
(A) : les souches de Rhizobia nodulant la variété Terga
(B) : les souches de Rhizobia nodulant la variété GecBrague

[11.5.6 Utilisation du norflurazon par les Rhizobia :

Lorsque I'herbicide est appliqué en boite de Paimme source unique de carbone et
d’azote a un inoculum de rhizobium extrait a patés nodules racinaires des plantules
de haricot, il est observé une prolifération desches bactériennes, et ceci quelle que
soit la dose d’ herbicide administrée. (fig. 32)

Il semblerait que I'herbicide soit métabolisé pas IRhizobia, et qu’il serait utilisé

comme source de carbone et d’azote.
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L’effet direct du norflurazon sur les souches rhiemnes nodulant les plantules de
haricot est donc a écarter, puisque aucun effatifégs-a-vis des rhizobia n'a été mis

en évidence.

Puit contenant le norflurazon Puit contenant le norflurazon a
al10 uM 100uM

Figure 32: Photographies montrant la prolifération des casiiactériennes cultivées
en présence des solutions du norflurazon.

(A) : Puit vide ( dépourvu de norflurazon ).
(B) : Puit contenant le norflurazdmuM.

(C) : Puit contenant le norflurazdi® uM.
(D) : Puit contenant le norflurazdi©0 pM.

[11.5.7 Inoculation des plantules de haricot en cultures &niques :

Un essai a été mené en systéeme aseptique de chitdreponique en vue de tester
I'établissement du processus symbiotique rhizobibamicot.

Dans un premier temps, nous avons cultivé les datigtés simultanément et dans les
mémes conditions, les observations quotidiennesuser période de 21 jours de
croissance ont révélé qu'aprés 15 jours de cultese plantules de la variété Terga
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meurent des I'apparition des premiéres ébauchefedies embryonnaires . Ceci nous
a amenés a poursuivre I'expérience avec la vaiétd de Prague seulement.

Apres 21 jours de croissance, les plantules témwinsulées sont vertes et bien
développées, leur systeme racinaire est ramifiééstentent un nodule.

Les plantules traitées par les trois doses deuradbn sont également bien développées
et vertes a I'exception des plantules traitéeslpadose 100 UM qui présentent un
photobleaching partiel ; les sytémes racinairesceke plantules ne présentent aucun
nodule (fig. .33 A et B).
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Figure 33: Photographies montrant I'effet du norflurazon ses plantules de haricot
(var Coco de Prague) en culture axénidég.: Plantules de haricot témoins et traitées
agees de 21 jours cultivées en conditions axénigues. témoin non inoculéT,:

témoin inoculé(B) : Systeme racinaire d’'une plantule de haricot iénmoculé.

Les résultats de nodulation obtenus en conditio@nigues sont différents de ceux
obtenus en conditions de culture sur sol, qui oontné un nombre important de
nodules aussi bien chez les plantules témoins lyee les plantules traitées par la dose
1 uM (Fig. 19). Il semblerait que les conditionygbo chimiques et biologiques du sol

seraient favorables a la nodulation.
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Le présent travail se veut une contribution & umdleure compréhension des modes
d’action du norflurazon sur les plantules de deaxiétés de haricot I'une importée
(Coco de Prague) l'autre locale (Terga) et leuiremvmement rhizosphérique.

La premiere partie a porté sur I'étude de I'effetl’'tierbicide appliqgué en préémergence
sur les aspects morphologiques (longueur de laepagtienne, surface et pigmentation
des feuilles, ramification des racines), mais égal# sur les aspects physiologiques et
métaboliqgues (pigments photosynthétiques, sucrdégblss et amidon, peroxydes
d’acides gras, malondialdéhyde). La deuxieme part@mncerné I'étude de l'effet du
norflurazon sur l'association bactéries rhizospées-haricot (nombre de nodules,
masse fraiche et seche des nodules).

Des aspects variés de la toxicité du norflurazon @@ décrits dans de nombreux
travaux (Agnoluccet al, 1994 ; La Roccat al, 1998 ; Vecchiat al, 2001).

L’ensemble de nos résultats montrent que les demétés de haricot se comportent

relativement de la méme fagon vis-a-vis du norfiora

Le norflurazon a 1 uM ne provoque aucun symptémephwogique apparent sur les

plantules des deux variétés de haricot : celle®wt de taille relativement égale a celle
des plantules témoins et les feuilles formées dpréraitement sont vertes.

Sous l'effet de la dose 10 uM les plantes sontefgaht vertes cependant leur taille
comparee a celle des plantules témoins est légatedduite.

En présence de la dose 100 uM deux phénotypesrséentant : des plantules vertes et
des plantules partiellement dépigmentées ; le hiarent débute a la base des feuilles
et se propage au reste du limbe. Par ailleurgjifé&rents parametres morphologiques
mesurés : croissance en longueur de la partie neaéjemasse seche des parties
aériennes et des parties racinaires, surfacerlggnt nettement moins importants que

ceux des plantules témoins.

Les résultats obtenus sont en accord avec ceuxtdmi® (1985) qui a noté un

ralentissement de la croissance des plantes dée ssagimises sous l'action d’un

pyridazinone substitué le R — 40244 et ceux de Maat al.,(2001) qui ont également

rapporté une réduction de la croissance des pkmtde mais traitées avec le
norflurazon et I'amitrole .

Un grand nombre d’herbicides appliqués aux dogpedconisées au champ sur des

plantules entrainent un ralentissement de croissendu développement par rapport au
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lot de plantules témoins cultivées dans les mémeslitions ; les plantes forment un
moins grand nombre de feuilles, celles-ci sont g@daiment plus petites et souvent
dépigmentées ; les tiges et les racines sont égalepius petites. La réduction de la
croissance des plantules de haricot est la conséquikes perturbations du métabolisme
général des plantules. En effet, le norflurazoniindne diminution de la quantité des
pigments photosynthétiques en  fonction des doss$éds; la diminution des
caroténoides et des chlorophylles est respectivedeef3 % et 70 % en moyenne pour
la dose 100 uM. Cette diminution des pigments tésig I'effet direct du norflurazon
sur la protéine cible a savoir la phytoéne désatuamzyme clef de la biosynthése des
caroténoides. L'interruption de la biosynthése demténoides engendre un stress
oxydatif sévere par la formation de molécules adtig'oxygene notamment 'oxygene
singulet (Jung, 2004), il s’ensuit un manque ddgutmon des chlorophylles qui sont
alors photooxydées ce qui explique le bleaching feagdles observé pour les deux
variétés de haricot.

La forte baisse des teneurs en pigments photodiauieé par le norflurazon se
répercute sur I'activité photosynthétique des fpl@s de haricot estimée par les teneurs
en sucres solubles et en amidon ; ces teneurs wimirproportionnellement avec les
doses appliquées atteignant une diminution de épibiur les deux types de glucides
sous l'effet de la forte dose 100 uM. Cette rédurcties glucides dérive d’une part, de
la perturbation de la photosynthése causée paifieitcen pigments photosynthétiques
en rapport avec le bleaching mais également dédlaction de la surface foliaire.

Par ailleurs, le norflurazon agit sur les plantukss provoquant une destruction
photooxydative des chloroplastes. En effet le nosfton entraine une décomposition
des complexes proteines-chlorophylles et des pre¢eiD1/D2 par manque de
stabilisation par les caroténoides et les chlorthghyet il diminue voire supprime
I'expression de nombreux genes nucléaires dangldesules dépigmentées suite a une
interruption de signaux partant du chloroplastesyernoyau. Parmi ces génes figurent
le gene Rbcs codant pour la petite sous unité dbubose 1 ,5 biphosphate

carboxylase / oxygénase (enzyme clef de la fixatioiCQ) et le gene Cab codant pour
le complexe chlorophylles a-b / protéines (Tameida., 2003 ; Grayet al.,2003).

La diminution de l'activité photosynthétique seesqute sur la masse seche des parties
aériennes et celle des racines, qui est égaleradnite. Nos résultats suggerent donc

une diminution sous l'effet de I'herbicide de lanthese des photosynthétats mais
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également une inhibition du transfert des assisars les racines chez les plantules
traitées ce qui se traduit par une diminution dopcat masse seche des racines sur

masse seche des parties aériennes.

A I'échelle cellulaire, la déficience en carotéremdentraine une perturbation dans la
structure des membranes ; cette perturbation avaléée par les dosages de peroxydes
d’acides gras et des substances réactives a I'd@lkidbarbiturique (sr-TBA) dont le
malondialdéhyde, molécules marqueurs du stressatikyalduit par I’herbicide.

Nos résultats ont révélé que les teneurs en peesxgithcides gras de lipides ainsi que
les substances réactives a I'acide thiobarbituriganel BA) dont le malondialdéhyde
augmentent progressivement dans les feuilles dastybés traitées en fonction des
doses herbicides appliquées. Cette élévation déamul’accélération de la dégradation
des lipides totaux traduisant ainsi un état desstoxydatif sévére et une altération des
membranes cellulaires en général et celles du apliaste en particulier, celles-ci étant
riches en acides gras polyinsaturés.

Le malondialdéhyde, produit secondaire de la petatign des acides gras
polyinsaturés, sert comme indicateur du statutrdesibranes, il est largement utilisé
comme marqueur de stress des membranes cellutaidesnmagées (Ryu., 2006).

Dans la deuxieme partie du travail, I'impact dufluvazon a été évalué au niveau de la
rhizosphere des plantules de haricot et ceci paude du phénomene de la nodulation.
La plupart des études conduites sur l'interactierbitide — rhizobium-plante héte ont
montré que les herbicides peuvent influencer lautedbn (nombre et la taille des
nodules). Drewet al., (2004) ont rapporté que des herbicides de cor{taaction
foliaire) et des herbicides systemiques réduisigmifecativement le nombre de nodules

chez le petit pois

Nous avons recherché I'effet de cet herbicide aurddulation des plantules de haricot
par les populations bactériennes rhizosphériquegedte rhizobium.

Les résultats obtenus ont montré que les plansdamises a la dose 1 uM présentent
un systéme racinaire bien développé et bien rareifigtn nombre de nodules proche de
celui des plantules témoins. Les doses 10 uM et M0s’avérent inhibitrices de la

nodulation des plantules de haricot (aucun nodidstrobservé) qui présentent un
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systéme racinaire trés réduit, et beaucoup moimsficaen comparaison de celui des
plantules témoins.

La réduction de la croissance des racines est @associée a une inhibition de
I'initiation de la mise en place des nodules :r@issance du systéme racinaire étant tres
affectée par I'herbicide, il y a inhibition de I'@mgence et de I'élongation des poils
absorbants et donc absence de sites potentiefeation. L’inhibition de la nodulation
pourrait également provenir de la perturbationlba@rbicide de la capacité des rhizobia
a reconnaitre les plantes hétes. ledal., (2004) ont rapporté que certains herbicides
peuvent mimer naturellement certaines substancashibliques impliquées dans la
reconnaissance bactérie- plante hbéte et donc énéerfavec les processus de

signalisation entre les deux partenaires.

Les résultats obtenus avec les essais de la badkitgyn du norflurazon par les rhizobia
ont montré que quelle que soit la dose herbicidisés, il y a développement de

I'inoculum bactérien autour du puit, ce qui laisseggeérer que le norflurazon a été
biodégradé et utilisé comme source de carbonespahizobia.

Aamil (2002) et Eberbach (1989) ont rapporté que dffets des herbicides sur les
bactéries dépendent de leurs concentrations et aless espéces et des souches

bactériennes utilisées .

Il semble donc que le norflurazon en empéchantddulation, n'agit pas sur les

bactéries mais agit plutbét sur la reconnaissancedialogue moléculaire entre les
bactéries et la plante héte.

La croissance des rhizobia n’est cependant qu'pecisde la symbiose qui dépend
aussi de la formation des nodules, de la croissdesenodules et de la fonction des
nodules. En définitive, tous ces processus sontegtibles d'étre afféctés par

I'herbicide.

L’effet du norflurazon sur le développement des asiies semble également lié a
I'aptitude des organes photosynthétiques a appoovisr les organes puits (racines) en
photoassimilats ; une réduction dans [I'approvisanant des racines en

photosynthétats quand la plante est en phase déatiod peut entrainer une réduction

dans le nombre et/ou la taille des nodules.
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Singh et Wright (1999, 2002) ont montré que de neunb herbicides réduisent la
nodulation par manque d’alimentation des organds puacines) suite a un effet sur la

croissance des feuilles et des tiges.

Plusieurs études ont montré que les herbicideseagisndirectement sur la nodulation,
et ceci a travers leur action sur la croissancevéigétal et par conséquent sur la
disponibilité des photosynthétas aux nodules raeisal Rennie et Dubetz, 1984 ;
Bertholet et Clarck 1985 ; Sproat al ., 1992 ; Vidalet al., 1992 ; Abd Allahet al.,
2000).

Par ailleurs il a été montré que linfluence desbloedes sur la nodulation semble

étroitement liée a la teneur du sol en argile etratiere organique ; I'effet le plus

négatif étant associé aux sols sableux dont lautezr®e matiére organique est inférieure
a 2% (Bollichet al.,1985 ; Moraegt al., 1989 ).

Les résultats de I'échantillon du sol utilisé démsadre de nos expérimentations ont
révélé un sol de type argileux (48%) et une temeayenne en MO (11%.). Ces deux
parametres ne semblent pas en défaveur de la nioduln présence de I'herbicide

utilise.

Dans le cas du norflurazon, les données sur leniteste cet herbicide dans le sol et son
éventuelle métabolisation par les bactéries rhizésques notamment les rhizobia

restent fragmentaires et peu nombreuses.

Nos résultats suggéerent que les fortes doses diunaaon 10 uM et 100uM exercent
un effet direct sur la croissance des plantuleshakécot et un effet indirect sur le
phénomeéne de la nodulation. Ces doses s'averemEneainent toxiques pour

I'établissement de la symbiose haricot — rhizobia.
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Conclusion et perspectives

Le norflurazon qui est un herbicide de présemid@préémergence a la dose proche de
celle utilisée au champ agit a la fois sur la molpbie (bleaching et ralentissement de
la croissance) et la physiologie des plantules deactét (réduction de l'activité
photosynthétique), il endommage les membranes laea en augmentant la
peroxydation des lipides membranaires suite awsstoxydatif induit, il empéche
également la mise en place de la nodulation erramgoant la relation plante —bactérie.
L’influence de I'herbicide sur la nodulation dépent® la dose mais aussi de

'importance des dommages occasionneés par I'hekbigila plante hote.

Les herbicides présentent donc un risque d’endoramagt des cultures ; 'ampleur et
la gravité des dommages dépendent du stade deamoes de la vigueur des plantes et
de leur capacité a meétaboliser la substance. Utfiereupeut ne pas meétaboliser
I'herbicide assez rapidement et se trouver aindosmimageée.

Les herbicides sont devenus incontournables dagedtion de I'agriculture moderne ;
toutefois, leur utilisation doit impérativement itemompte de leurs potentiels effets
nuisibles.Au stade actuel des connaissances, le messagegauultaurs est d'étre
vigilants au sujet du potentiel impact des herlgsidsur les symbioses rhizobia-

légumineuses

Pour une meilleure appréciation de I'impact du lioaizon sur les plantules de haricot
et sur les rhizobia symbiotiques, il serait intéeag de compléter et d’enrichir cette
étude par :
* Une étude au niveau quantitatif et qualitatif desuelats racinaires excrétés par
les racines des plantules traitées par le norfturaz
 Un dosage de I'herbicide dans les différentes gmrtle la plante par des
technigues de marquage ou par HPLC / CPG /MS .
* Une étude de I'un des mécanismes de détoxificafemtivité enzymatique
Glutathion S transférase.

* Une étude de l'activité enzymatique de la nitrogéna
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ANNEXE Il

Particules de

Particules de 0,002 mm de diamétre 0,002 mm de
Temperature diameétre
(°C) Temps de Temps de
chute pour 10 | Profondeur de decantation ou de prelevement en camute pour 10
cmen h/m apres cmen m/s
8h 7h 6 h
10 10/23 7,7 6,7 5,8 6,14
11 10/06 7,9 6,9 5,9 6,03
12 9/49 8,1 7,1 6,1 5,54
13 9/34 8,4 7,3 6,3 5,44
14 9/19 8,6 7,5 6,4 5,39
15 9/05 8,8 7,7 6,6 5,27
16 8/51 9 7,9 6,8 5,19
17 8/37 9,3 8,1 7 5,10
18 8/24 9,5 8,3 7,2 5,03
19 8/12 8,9 8,6 7,3 4,55
20 8 10 8,8 7,5 4,48
21 7148 10,3 9 7,7 4,41
22 7137 10,5 9,2 7,9 4,34
23 7126 10,8 9,4 8,1 4,28
24 7116 11 9,7 8,3 4,22
25 7/06 11,3 9,9 8,5 4,15
26 6/56 11,5 10,1 8,7 4,10
27 6/47 11,8 10,3 8,9 4,04
28 6/38 12,1 10,6 9,1 3,59
29 6/29 12,3 10,8 9,3 3,54
30 6/21 12,6 11,8 9,5 3,48
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Diagramme des textures U.S.D.A.
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Abstract:

The present work aims to contribute to a good wstdading of the bleaching herbicide (the norflurgzaction
modes, when it is applied at different doses on vaneties of bean seedlings (Phaseolus vulgasyd and
Coco de Prague .and also on rhizospherical envienhm

The impact of norflurazon was evaluated at the imoligical level (length of the shoot, leaf area; drass of
roots and shoot) and at the physiological leveltliry determination of parameters relating to phattissis
(pigments leaf, soluble sugars and starch) and thlseodegrees of peroxidation of cell membranes Hey t
estimation of lipid peroxides and malondialdehyde.

The impact of the norflurazon is also evaluatethatrhizospherical level by counting nodules, irasd dry
mass of these nodules.

At the dose 11 M, the effects of norflurazon on the bean seedliis not very important, whereas, the doses 10
u M and especially 100 M affect the plants’ morphology ( a partial phdedzrhing and reduction of different
morphological parameters ), and their physiologyréguction of the pigments leaf content, sugar swidble
starch.

At the cellular level, the herbicide increasesléhels of lipid peroxides and malondialdehyde whiokans that
there is a great deterioration of cellular membrstnectures, and an acute oxidative stress.
Under the doses : 10 M, 100 M of norflurazon, there are no nodules in theigaldr system of seedlings.

The results obtained from the experiences usingi Bettles revealed that under any dose norflurakas
biodegraded and used as an energy source (carltbrazote) by bacteria of the genus Rhizobium. The
norflurazon seems inhibitor of nodulation and doesaffect directly the bacteria but on the molacwialogue
between bacteria and host plant.

Keywords: Phaseolus vulgaris, norflurazon, oxidative streszpbium, xenobiotic.



