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I. - Introduction

Le fer est indispensable aux plantes qui dépérissent en cas
de carence (chlorose)

Le fer est indispensable aux plantes pour la biosynthése chloro-
phyllienne. Les plantes vertes contiennent done du fer mais
celui-ci n’est pas transporté des anciennes aux nouvelles feuilles,
aussi un rapport continuel est-il nécessaire [1, 2, 3]. Une récolte
lype nécessite de 5 & 10 kg de fer a I'hectare. Une carence en fer
entraine la chlorose : les feuilles jaunissent et la plante dépérit.
Le probleme du fer est connu depuis fort longtemps [3] - ainsi,
des 1843, Gris impliquait 'insuffisance de cet élément dans le
jaunissement des plantes vertes [4] ; pour le riz, I'une des cultu-
res fondamentales de I'humanité, la susceptibilité 3 la carence en
fer était déja discutée en 1914 [5].

Le fer est trop peu soluble, particuliécrement dans les sols
calcaires, pour subvenir aux besoins de la plante

Le fer est aisément assimilé par la plante a I'état de fer I1. Or, en
présence d'air, le fer passe a I'état de fer I11 et forme des polyme-
res d'hydroxyde ferrique tres peu solubles [6]. La concentration
en ions ferriques n'est que de 10-17 au pH physiologique et elle
décroit d’un facteur 1000 par unité de pH supplémentaire.
Aussi, la quantité d’ions ferriques présente dans les sols calcaires
est-elle insuffisante pour la croissance des plantes, Or ce type de
sol représente environ le tiers de la surface terrestre.

Des chélatants organiques (L) peuvent solubiliser le fer

Ces chélatants peuvent étre naturels, produits par les plantes
elles-mémes ou par des microorganismes qui colonisent le sol au
niveau des racines, ou encore étre synthétiques et ajoutés au sol
comme fertilisants.
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Une chimie subtile et vitale,
de mieux en mieux controlée

La solubilité du fer est donc acerue par acidification et par chéla-
tion, et peut ainsi devenir importante. Le probleme de la récupé-
ration du fer sous forme de fer chélaté sera discuté plus loin.

Pour subvenir a leur besoin en fer, bactéries et champi-
gnons synthétisent des agents chélatants du fer extréme-
ment performants, les sidérophores

Les microorganismes aérobies (procaryotes et cucaryotes infé-
rieurs) ont résolu le probleéme de la solubilisation du fer en syn-
thétisant des agents chélatants A haute affinité, les sidérophores,
pour lesquels les constantes de formation vont de 1020 3 102, Ce
sont en général des molécules possédant trois groupes bidentés
qui peuvent étre des catécholates, des hydroxamates ou des
hydroxyacides. Ces sidérophores ont fait I'objet de nombreuses
mises au point bibliographiques [7-10]. Compte tenu du réle des
sidérophores bactériens dans la croissance des plantes, nous en
présentons ici quelques exemples (figures la et b et 2). Les sidé-
rophores sont des molécules de faible masse moléculaire (500 2
1 500) qui forment avec le fer I des complexes octaédriques 2
haut spin. Les fonctions catécholates et hydroxamates, bases
dures, complexent plus fortement le Fe3* que le Fe2+,
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FIGURE 1a. - Un sidérophore catécholique, I’entérobactine.

* Laboratoire de chimie biomimétique.

** Laboratoire de chimie bioinorganique, LEDSS, URA CNRS 0332, Université Joseph Fourier, BP 53X, 38041 Grenoble Cedex.
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FIGURE 1b. - Sidérophores catécholiques.
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FIGURE 2. - Sidérophores hydroxamiques.

Certaines plantes croissent normalement dans les sols cal-
caires ; d’autres au contraire, ne peuvent pas réagir a une
carence en fer

Certaines plantes croissent normalement dans les sols calcaires,
ce qui implique qu'elles possedent un moyen de solubiliser le
fer 111 normalement insoluble, présent dans le sol ; d'autres
plantes, par contre, sont incapables de réagir au manque de fer
en solution. Il s'agit d’un caractére génétique trés particulier
puisque, parmi différentes variétés d’une méme espéce, certaines
le posseédent et d’autre non.

Le fer est pénéralement fourni 2 la plante par la graine (qui
contient suffisamment de fer pour subvenir aux besoins durant la
germination) puis par le milieu de croissance au niveau des raci-
nes [11]. Bien que le fer soit utilisé dans les parties acriennes de
la plante, absorption et transport sont controlés dans les racines.
Il semble que deux processus fondamentaux soient mis en jeu
pour satisfaire le besoin en fer [11-14].

II. - Processus d’acquisition du fer
par les plantes (solubilisation et
récupération)

Cette acquisition a lieu au niveau de la rhizosphére (interface sol-
racine). Dans tous les cas, il existe un processus non adaptatif
(non spécifique). En outre, les plantes adaptables au manque de
fer “soluble” mettent en jeu un processus adaptatif dont le méca-
nisme est induit en réponse 2 un niveau nutritionnel en fer trop
bas et qui cesse d&s que ce niveau est suffisant, ce qui évite I'in-
toxication.

Les procédés non adaptatifs impliquent :

- une diminution du pH de la rhizosphére par libération d’acides
organiques, ce qui accroit la solubilité du fer (en outre ces acides
peuvent chélater le fer) ;
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- un accroissement de I’activité des microorganismes de la rhizo-
sphére qui libérent des sidérophores pouvant fournir le fer a la
plante, ce que nous verrons plus loin.

Les procédés adaptatifs correspondent a deux voies fondamenta-
lement différentes.

Premiére voie adaptative

Cette voie est comparable au processus non adaptatif et est mise
en ceuvre par les dicotylédones et les monocotylédones non gra-
minacées. Elle implique :

- induction d’une réductase 8 NADPH, liée a la membrane
plasmatique (turboréductase), destinée & réduire les chélates fer-
riques ;

- la libération de protons aux racines, dirigée par une ATPase
induite, ainsi que le relargage de composés réducteurs.

Le pH de la rhizosphere décroit jusqu'a environ 3,7 pendant
quelques heures durant lesquelles la solubilité du fer augmente
d'un facteur 102 (figure 3). D autre part, la protonation des ché-
lates ferriques facilite leur réduction. La diminution du pH est
accompagnée d’une augmentation de la concentration des com-
posés réducteurs dans la solution nutritive.
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FIGURE 3. - Variation du pH de la rhizosphére (dans des condi-
tions de carence en fer (d’apreés [16]).

La réponse de la plante a la carence en fer est temporaire, mais
peut étre provoquée plusieurs fois. Les composés réducteurs sont
des dérivés du catéchol tels que I'acide caféique, susceptibles en
outre de chélater le fer. L’acide caféique résulte de la présence
de p-coumarate oxydase dans les racines : D'activité de cette
enzyme est deux fois plus élevée chez les plantes adaptables que
chez les plantes non adaptables (figure 4).
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FIGURE 4. - Libération induite d’acide caféique.

Si I'on ajoute de I'acide p-coumarique 2 la solution nutritive de
plantes chlorotiques, celles-ci reverdissent.

La réduction des chélates ferriques extracellulaires est due a une
réductase dont la spécificité est faible ; néanmoins, tous les ché-
lates ferriques ne sont pas réduits. Castignetti et Smarelli se sont
attachés & démontrer que les réductases mises en jeu ¢taient des
nitrates réductases [15, 17-18]. Néanmoins, Briat (communica-
tion personnelle) a montré que des racines de mutunts dépour-
vues de nitrate réductase réduisaient le fer. Une fois réduit au
degré d’oxydation I1, le fer pénétre les racines, est oxydé en fer
111 puis chélaté par le citrate et transporté dans la plante. 11 faut



noter que cette stratégie adaptative se superpose au systéme non
adaptatif qui fonctionne concomitamment. La figure 5 schéma-
tise la stratégie adaptative.
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FIGURE 5. - Premiére voie adaptative (d’apreés [29]).

Seconde voie adaptative

Cette seconde voie adaptative est mise en wuvre par les gramina-
cées qui produisent, en situation de carence en fer, de maniére
comparable aux bactéries, un phytosidérophore [19], Un systéme
de transport du phytosidérophore ferrique i travers la membrane
est également induit. Cette stratégie se superpose au systeme
non adaptatif ; elle est schématisée sur la figure 6 [13]. On peut
supposer que les nitrates réductases sont également impliquées
dans la réduction des phytosidérophores ferriques en phytosidé-
rophores ferreux qui libérent aisément leur fer [15).
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FIGURE 6. - Seconde voie adaptative : les phytosidérophores
(d’apres [29]).

La figure 7 représente les phytosidérophores connus. Tous ont
€t¢ isolés au niveau des racines, chez les graminacées en situation
de carence en fer. Toutes les synthéses totales ont été réalisées
ainsi que diverses études structurales. Les voies biosynthétiques
ont ét€ également €lucidées. Plusieurs mises au point bibliogra-
phiques concernant les phytosidérophores ont été publiées [19-
22]. Nous ne présenterons ici que quelques grandes lignes de la
chimie de coordination.

L'acide muginéique a €té le plus étudié¢ [22] ; sa structure aux
rayons X, €tablic en 1978, montre que tous les atomes de car-
bone asymétriques possédent la configuration S, Les structures
des complexes avec Cu* et Co™* ont également été décrites. La
figure 8§ met en évidence la géométrie octaédrique déformée du
complexe cobaltique (d'apres [22]).
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FIGURE 7. - Les phytosidérophores.

1. Actde muginéique (orge, riz, avoine). 2. Acide 2'-désoxymugi-
neigque (blé). 3. Acide 3-hydroxymuginéique (seigle). 4. Acide
isomuginéique (orge). 5. Acide avénique (avoine). 6. Acide disti-
chonigue (orge).
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FIGURE 8. - Structure du complexe cobaltique de Pacide muginéi-
que (d'apres [22]).

Lacide muginéique est capable de solubiliser Fe'* entre pH 4 et
PH Y (log K = 18.1), mais cette solubilisation est inhibée par les
ions cuivrigques (log K = 18,3) : Fe?* est beaucoup moins forte-
ment complexé (log K = 8,1). Au cours de la complexation, six
protons sont arrachés. le groupement hydroxyle ne perdant H+
qu'en présence de Fe't. Les pK 4 20 oC sont de 2,39, 2.76, 3,40,
7.78, 9,55, Les spectres Mossbauer et RPE sont caractéristiques
d’un complexe & haut spin. Des études de RMN & haut champ
ont été réalisées pour les complexes cobaltiques et zinciques. Le
complexe ferrique & pH : 7 est jaune d'or (A, = 350 nm.
€= 1520014, =250 nm. € = 8§ 350 ; L = 204 nm, £ = 35 000)
(dichroisme circulaire : 380 nm, Ae = — 2.39 ; 270 nm,
Ae = + 2.22 ;235 nm, Ae = + 9,11). Le potentiel de réduction
du complexe ferrique est beaucoup plus élevé que dans le cas des
sidérophores  bactériens et il est aisément réductible par
NAD(P)H [~ 324 mVINHE] (tapleau 1).

Le fer d'un phytosidérophore ferrique est capté par la plante
beaucoup plus facilement que celui d’un chélate synthétique ou
bactérien. Le complexe pénétre les biomembranes des racines,
ce qui ne semble pas étre le cas des complexes du Desferal (des-
ferrioxamine B), de 'EDTA ou du citrate par exemple. Un sys-
teme de récupération du fer des ferriphytosidérophores doit exis-
ter chez les graminacées ; au contraire, les concombres. par
exemple. captent le fer d'un ferriphytosidérophores 4 la méme
vitesse que celui d’un ferrisidérophore bactérien ou synthétique.
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TABLEAU 1. - Potentiels de réduction des complexes ferriques a
pH 7[22]

mV/NHE
Acide muginéique - 102
Entérobactine - 750
Desferal (desferrioxamine) — 468
EDTA + 120

Les phytosidérophores présentent de nombreux avantages pour
le métabolisme des plantes : il sagit non seulement de Iacquisi-
tion du fer nécessaire, mais du controle des réactions nocives que
le fer peut catalyser. Le fer apporté artificiellement par 'EDTA.
par exemple, est rapidement photoréduit et le fer [ formé cata-
lyse la formation de radicaux hydroxyles toxiques pour la plante
[21]. Walker et Welch ant suggéré gue le complexe ferrique de
I'acide muginéique ne catalyse pas la réaction d'Haber-Weiss
[21].

III. - Le fer, les microbes et les plantes

... ou la bataille du fer “a coups de sidérophores* [23-27]

Certains des microorganismes, qui colonisent les racines. stimu-
lent la croissance de certaines plantes (pommes de terre, bettera-
ves A sucre, radis, etc., sont assistés par un Pseudomonas).
Divers sidérophores microbiens ou fongiques ont éié détectés
dans le sol des prairies ou des foréts, tels la desferrioxamine B,
des ferrichromes, de I'acide rhodotorulique. & des concentrations
variant de 20 4 200 nM ; ces sidérophores captent le fer du sol
[28-29].

Certaines plantes assimilent le fer des ferrisidérophores
des microorganismes qui colonisent le sol des racines

Ainsi, diverses expériences réalisées avec du °Fe ont montré que
le tournesol, le sorgho ct la tomate assimilaient le fer de la fer-
rioxamine B [30-31] ; I'avoine ¢t la tomate assimilent celui du
ferrichrome [32-33] : le haricot vert et le petit pois. celui de
I'agrobactine [34] et la tomate celui de I'acide rhodatorulique
[35]. Des tomates peuvent résister a la carence en fer si certaines
bactéries sont présentes dans la rhizosphére [36]. Diverses plan-
tes assimilent le fer des pseudobactines (ef. par exemple [37]).
Les nitrates réductases des plantes supérieures seraient impli-
quées dans I'acquisition du fer a partir des ferrisidérophores bac-
tériens [15].

Attention ! tous les sidérophores ne sont pas aptes a four-
nir le fer aux plantes...

Ainsi, la synthése chlorophyllienne est ralentic dans le mafs et les
petits pois si 'on ajoute de la pseudobactine & la solution nutri-
tive [38] : non “reconnue™, celle-ci prive la plante de fer. Par
contre. certains chélates synthétiques, tels I'acide éthylénedia-
mine di-ortho hydroxyphényl-acétique (EDDHA), peuvent
s'avérer supérieurs aux sidérophores naturels pour fournir du fer
au sorgho, par exemple [39], mais ce phénomene n'est pas géné-
ral.

Certains microorganismes sont pathogénes pour la plan-
te, par sécrétion de toxines ; la plante peut étre protégée
contre cette toxicité par d’autres microorganismes

Les sidérophores des Pseudomonas bénéfiques sont plus perfor-

mants que ceux des microorganismes pathogénes, privant ces
derniers de fer et inhibant leur croissance [24-25, 41, 43, 45]. Par
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contre, il existe des Pseudomonas déléteres dont les sidérophores
privent la plante de fer.

ILa compétition pour le fer entre microorganismes pathogénes et
microorganismes hénéfiques se regle “i coups de sidérophores™ :
ceux-ci exercent un véritable contréle biologique de la plante
[24-25, 27, 40-45].

Certains microorganismes ont une membrane cellulaire qui “re-
connait” le ferrisidérophore d'une autre bactérie dont ils détour-
nent ainsi le fer, suns qu'il y ait compétition au niveau de la cap-
ture du fer par les sidérophores respectifs [45].

Les Pseudomonas pathogénes ou protecteurs mettent en jeu des
pyoverdines (également appei¢es pseudobactines) de structures
voisines [24. 27, 46] (figure 9). Abdallah (qui avait €1€ le premier
i en décrire les purifications et a4 en étudier les propriétés phy-
sico-chimiques [47]) a élucidé la structure de nombreuses pyover-
dines [48-49]. Le role de la pyoverdine,, a €t¢ récemment mis ¢n
évidence de facon directe [50] ; c’est un sidérophore fluorescent
(pigment jaune-vert) produit par un Pseudomonas dans des
conditions de carence en fer, La pyoverdine complexe Fe't avec
une constante d’association de 1025 a pH : 7 et de 1032 4 pH : 10.
Les pyoverdines sont stables, ['alternance d’aminoacides L et D
entrainant le fait qu'elles ne soient pas hydrolysées par la chymo-
tripsine ou la pepsine.

L-Né-OH-Qrn LoLys T, ’\’O
2 9 L S ,CHI~CHa H
CCHICHmCL o ! : \“un‘c\cﬁcm-cn.
HaN == ~f
OO0 "
< @ c?
HN_-;._ Q c{_ e i "
5 W ?"_c" L-Thr
o | CHa
o:cl: " CHy NH
H ’
W c 03 %
H CH
HO. T~
D-Ser N e, ~CH CH_oC_NH™ N
CHI™ 7=GNR bi—eny
AN LA
LN A
CH-cnw”q" @ L-Thr
NH ,CHr'CH, g CH2—0OH
L-Arg SCNMH=H,C
7 : D-Ser

NHj
Pyoverdine de bactérie bénéfique
b) 0

" |
Pas --ZHZ—CHZ—C\W

K

HoN

N’H [ ¢ /
_l ! E“'“"‘CH/CQO
4oy v \ NH i
1=t c/\ PN
HH & -0 (Hy  OH
Sk W o
i N P Leglle- The
Gly o FUTS
HOCH, 0
5!12

Pyoverdine de bactérie pathogcne

FIGURE 9. - Pyoverdines ferriques.



Il faut remarquer que lorsque I'on qualifie un sidérophore de
pathogene pour la plante, cela signifie que ce sidérophore per-
met la croissance de la bactérie pathogéne en lui fournissant du
fer, mais nous n’avons pas explicité en quoi consistait le caractére
pathogene proprement dit. Dans certains cas, cette toxicité peut
encore €tre liée au fer : il a é1é montré que certaines toxines bac-
tériennes ou fongiques telles les stemphylotoxines étaient aptes
a complexer le fer (sans pour autant fonctionner comme sidéro-
phore) [51-52]. Stemphylium botrysum est un champignon patho-
gene de la tomate qui produit les toxines de la figure 10 ; leur
biosynthése est régulée par le fer et la stoechiométrie du com-
plexe ferrique est de 3 : 1 (3 ligands pour 1 fer) avec des constan-
tes d'association apparentes de 1,7.10% et 1,6.10* a pH 7. Ces
stemphylotoxines sont supposées complexer le fer en cas de sta-
tut normal en fer, alors que les sidérophores ne sont produits et
n'interviennent qu’en situation de carence (d'ailleurs, en cas de
carence en fer, stemphylium botrysum produit des sidérophores
classiques [53]).
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FIGURE 10. - Stemphylotoxines.

IV. - Conclusion

Les sidérophores correspondent a une réponse évolutionniste &
P'apparition de 'oxygéne. Alors qu’en son absence le fer II est
soluble aux pH physiologiques, en milieu aérobie le fer devient
fer [1I et forme des polymeres insolubles ; & mesure que 'atmo-
sphére devenait oxydante, le fer précipitail et la production des
sidérophores s'avérait nécessaire pour solubiliser cet élément
nutritif essentiel. Il devenait également nécessaire de réguler
I'évolution du fer qui facilite la conversion de I'oxygéne en radi-
caux hydroxyles trés toxiques. Les bactéries ont précédé les plan-
tes au cours de I'évolution : ce sont donc ces derniéres qui ont dit
s’adapter aux conditions créées dans le sol par les microorganis-
mes. Toutes les plantes ne sont pas adaptées, ce qui pose des pro-
blemes majeurs a I'agriculture,

L’amélioration du rendement des cultures est un probléme vital.
L'importance de la nutrition des plantes en vue de la production
d’aliments tant pour ’homme que pour I'animal, de fibres, de
combustibles renouvelables, de principes actifs de médicaments
ou simplement du point de vue ornemental, est évidente. Le
manque de fer “utilisable” est I'une des causes essentielles de la
non fertilité des sols. L’adjonction de chélatants constitue la solu-
tion chimique : cette solution est onéreuse et non sans danger :
les chélates permettant aussi le développement d’organismes
pathogénes ; en outre, cette solution est temporaire. La sélection
et le développement de plantes possédant un potentiel génétique
mieux adapté constitue une voie plus subtile, visant & rendre la
plante adaptable au manque de fer, caractére génétique possédé
naturellement par un certain nombre de plantes. Le contrile
génétique de la rhizosphére peut constituer 'apport le plus fonda-
mental pour la protection et pour la croissance des plantes, La
microbiologie de la rhizosphére est complexe mais, grice a la
connaissance chimique des sidérophores, on peut aujourd’hui
envisager de “manipuler” la microflore des racines. En utilisant
des espéces capables de “vaincre™ les microorganismes nocifs qui
envahissent les racines, d’importantes augmentations de rende-
ments peuvent étre espérées pour les cultures. Les manipulations
génétiques doivent permetire d’obtenir des bactéries aptes a
remplir ce role au mieux, la génétique moléculaire des sidéro-
phores étant assez bien élucidée [25]. Contrdler I'écosystéme
correspondant a la rhizosphére peut constituer I'apport le plus
important a la protection et a la croissance des plantes. L’intérét

¢cologique de cette voie est évident : une plante n'est réellement
influencée que par son environnement immédiat et il n'est pas
utile de saturer tout le sol d’eau ou d'ajouter des fertilisants sur
toute la surface : ceux-ci ne sont vraiment nécessaires qu’en peti-
tes quantités aux racines (cf. [16]).

Enfin, il faut remarquer que le fer peut aussi étre un facteur de
toxicité important, non dans le sol, en milieu aérobie o il fait
défaut, mais dans les terrains inondés, les étangs et autres
milicux aquatiques ou les racines sont soumises 4 des taux de
fer II trés élevés, mais certaines plantes ont le moyen de lutter
contre cette toxicité... en oxydant le fer II en fer 111 [16] !...
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Public intéressé
du secteur public.

Objectif

Programme

Stratégie d’évaluation de la toxicité. Sources d’information.

Public intéressé
Méme public que le stage M-4 (cf. ci-dessus).

Objectif
de substances chimiques et a assurer la prévention.

Programme

Permettre une approche chimique de la toxicologie moléculaire.

Stages de formation permanente du Centre Scientifique d’Orsay

o Pharmacologie et toxicologie moléculaires : M-4 : Toxicologie moléculaire - Relations structure - Activité toxique
2-6 novembre 1992

Ingénieurs, chercheurs et techniciens des industries chimiques et pharmaceutiques. Enseignants et chercheurs des laboratoires

Donner a des chimistes ou a des biochimistes les éléments essentiels pour une compréhension moléculaire de la toxicologie.

Bases moléculaires de la toxicologie. Toxicocinétique. Toxicodynamie. Syst¢éme de défense. Organotoxicité. Immunotoxicité.

Responsable scientifique : André Picot (UPS 831, Gif-sur-Yvette).

e Le risque chimique en laboratoire et sa prévention
23-26 novembre 1992

Donner a des personnes, travaillant dans des laboratoires, les éléments essentiels pour évaluer les risques li€s & la manipulation

Notions de chimie et de biologie cellulaire. Risques physico-chimiques. Risques toxiques. Quelques classes de toxiques (sol-
vants, réactifs...). Prévention collective et individuelle. Sources d’information.

Responsables scientifiques : André Picot (CNRS), Hervé Janiaut (CIS-Bio, Saclay), Geneviéve Lamotte (Université Paris Sud).

Renseignements

Université Paris Sud XI, Formation permanente d’Orsay, Les Algorithmes, 91405 Orsay Cedex.
Tél. : (1) 69.35.60.00 - Fax : (1) 69.41.16.64.
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