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Etude des variations de la teneur en isoflavones dé leur composition dans le germe et
le cotylédon de la graine de soja3lycine max(L.) Merrill]

Résumé

La graine de soja est tres riche en isoflavonesécutes réparties entre les cotylédons et le
germe. Ce travail porte sur I'étude de la varighiét de la cinétique d'accumulation des

isoflavones dans ces deux fractions de la graims. isoflavones du germe (daidzéine et

glycitéine) ont une concentration 5 a 10 fois siguée a celle des cotylédons (composés de
geénistéine et daidzéine). Alors que les pourcestags différentes isoflavones dans les deux
compartiments sont principalement sous controleétigume, les variations de température

pendant le remplissage de la graine affectent géelement les teneurs dans les cotylédons.
L'étude des cinétiques d'accumulation suggére gsiedgulations de la synthése et de la
concentration des isoflavones dans les deux compants sont indépendantes, offrant ainsi

des possibilités de maitrises différenciées pawties de la sélection végétale et/ou de la
conduite culturale.

Mots clés: soja ; fractions de la graine ; isoflavones ; fardeenvironnementaux ; effets
variétaux ; cinétique d'accumulation.

Study on the variation of isoflavone content and caposition in the germ and the
cotyledons of soybeanGlycine max(L.) Merrill] seed

Abstract:

The soybean seed is highly concentrated in isoflagp secondary metabolism molecules
found in both cotyledons and hypocotyls. This stéolyuses on isoflavone variability and
accumulation kinetics in these two seed fractidigpocotyl isoflavones content (daidzein
and glycitein) up 5 to 10 fold upper than in cotigas (composed of genistein and daidzein).
Isoflavone composition in both fractions is mostgpendant on genetic control and changes
in temperatures mainly affect cotyledon contentsculnulation kinetics suggest that the
regulations of isoflavone synthesis and accumulaitioboth fractions are independant. Thus
distinct managements of isoflavone contents andpositions could be possible by the mean
of breeding and or crop management.

Key words: soybean ; seed fractions ; isoflavones ; envirartaldactors ; cultivar effects ;
accumulation kinetics.
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INTRODUCTION GENERALE



La graine de soja, dlycine max(L.) Merrill], tient une grande place dans
l'alimentation humaine et animale. Introduit auat&tUnis au début du 1% siecle, le soja
s'y est fortement développé au cours des 50 demig@nnées pour atteindre, aujourd'hui,
50% de la production mondiale. En France, les mersemis ont été réalisés en 1740 par

des missionnaires venant de Chine.

L'intérét économique du soja est lié a la qualééad graine, et particulierement a sa
teneur élevée en protéines présentant un exceltefit d'acides aminés essentiels, tels que
la lysine. La graine contient également 20% d'huiblhe en acide gras polyinsatures.
Plusieurs facteurs physiologiques jouent un rélpartant sur I'amélioration de I'espéce,
notamment le type de croissance, la précocitéezndvec le choix des lieux de culture (de
Toledo et al, 2006). Les conditions environnementales telleg d¢p température et
I'irrigation sont des facteurs importants pour taduction et leurs effets se répercutent
directement sur le rendement (CETIOM, 2005). Desplun manque d'eau peut étre
responsable de l'attaque de ravageurs tels quecéeens (Soltner, 1999). Une inoculation
des graines par des bactériBsadyrhizobium japonicumavant le semis, est souvent
indispensable afin de maximiser la fixation symiojo¢ de l'azote par l'intermédiaire des
nodosités qui se développent au niveau de la ra@nia plante. L'utilisation d'herbicides

diminue généralement le nombre de nodules (Zawaarak, 2005).

Actuellement, dans le domaine de la santé, de neusbs études ont montré que les
asiatiques qui consomment régulierement des pduiase de soja présentent moins de
risques de développer des maladies cardiovascailate certains cancers hormono-
dépendants. La présence de composés majeurs darasna de soja tels que les protéines
ou d'autres molécules en concentrations plus fibletamment les isoflavones et les
saponines, atténue certaines maladies chroniqeeguicconfére au soja son intérét en
alimentation humaine (Setchell et Cassidy, 1999). fBit de sa forte concentration en
isoflavones, par rapport aux autres compartimeattadyraine, le germe de soja intéresse
aujourd’'hui particulierement les industries pharagiques et agro-alimentaires. Aux Etats-
Unis, les aliments ou compléments alimentairesegcén isoflavones connaissent un fort
développement. De nombreuses études ont été esaksi les variétés afin de distinguer

les plus riches et de caractériser leurs profilsefiavones.



D'autre part, bien que les isoflavones aient deldaieffets oestrogéniques chez les
nourrissons, leur présence dans les formules ifdarit base de soja pose question (AFSSA
et AFSSAPS, 2005)Actuellement, au méme titre que des variétés da sohes en
isoflavones, des variétés a faible concentrationt également demandées en fonction des
types de consommateurs auxquels les produits dédgda graine sont destinés. Ainsi au
cours de ce travail de thése, nous nous sommesesats a I'étude de la variabilité et de la
cinétique d'accumulation des isoflavones dans ifé&rentes fractions de la graine de soja,
afin de permettre aux seélectionneurs, aux produsteti aux transformateurs de mieux

maitriser les teneurs et compositions de cettelliaae molécules

Cependant, méme si les sélectionneurs parviennentrégr des variétés
potentiellement riches ou pauvres, les teneursatavones et leurs compositions sont sous
forte dépendance des facteurs environnementauxaddereuses études ont été menées
afin de préciser les facteurs qui peuvent affdetéeneur en isoflavones et leur composition
dans la graine de soja. Legal. (2003) ont montré que la teneur en isoflavoneewats
compositions sont significativement différentesoeele génotype, mais la température
(Tsukamotoet al, 1995 ; Carrao — Panizat al, 1999 ; Daydé et Lacombe, 2000),
l'irrigation (Bennettet al., 2004) ou le type de croissance de la plante /¢aral, 2000)

les affectent également significativement.

Le laboratoire d'Agro-physiologie de I'El Purpaavaille en partenariat avec une
équipe de I'Université d'Urbana-Champaign (lllindisSA) afin d'étudier les effets des
facteurs environnementaux sur la teneur en isoflagdotales et leur composition dans le
germe et dans le cotylédon ; I'accumulation deBlasones dans les graines depuis leur

formation jusqu'a leur maturation.

Apres une présentation synthétique des donnéea tit€rature qui sous-tendent
cette démarche scientifique (Chapitre 1), nousid#ts le matériel végétal et les méthodes

mises en ceuvre pour mener a bien nos travaux (i

Le Chapitre lll sera I'objet d'une premiere étuagdorsée par une publication
scientifique insérée dans le présent documentelbmgeédes expérimentations en conditions
controlées (serre) et en champ conduites aux Bhaits- L'objectif de ce travail est de
permettre de mieux déterminer les effets de la &atpre et de lirrigation, sur la teneur en

isoflavones et leur composition, dans les germéssetotylédons de la graine de soja.
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Dans le Chapitre 1V, nous rendrons compte, égalereennsérant la publication
scientifique valorisant ces travaux, d'une étudelisée, au cours de trois années
d'expérimentations en serre et au champ, au lab@at'Agrophysiologie de I'Ecole
d'Ingénieurs de Purpan et sur le site d’expérintiemiade la société Euralis semences,
également partenaire de ce projet par le biaisIfusGja et de 'ONIDOL qui a financé une
partie de ces travaux. Le but de ces essais @aituwhctériser la cinétique d'accumulation
des isoflavones dans les germes et les cotyledemiisl la période du début du
développement de la graine, soit 20 JAF (jours safii@graison), jusqu'a sa maturation

(environ 80 JAF) afin d'accéder a une meilleure naissance des phénoménes
physiologiques régissant la synthése de ces melecul

Enfin, dans le cadre d'une discussion généralepi@ba/), nous synthétiserons les
résultats acquis eu égard a ceux de la littératuremus envisagerons le champ de l'analyse
génétique en présentant des résultats préliminaomesernant la ségrégation des teneurs et
la composition en isoflavones, dans deux populatiéd issues du croisement réciproque
entre deux variétés a teneurs et profils distingissi serons-nous en mesure d'établir un
certain nombre de préconisations transférablesaantiveau de la sélection variétale que
de la production au champ, dans l'objectif d'unénmsa des contenus et compositions en

isoflavones de la graine de soja.
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CHAPITRE |

ELEMENTS BIBLIOGRAPHIQUES ET PROBLEMATIQUE



1. LE SOJA, LA PLANTE ET SA CULTURE

1.1.  Description générale

Le soja BGlycine max(L.) Merrill] appartient a la famille des Fabacgseus-famille

desFaboideaetribu desPhaseoleaegenreGlycine

Les feuilles de soja sont de quatre types : detémonaires, deux feuilles simples,
les feuilles trifoliolées et les bractéales. Pemdirloraison, toutes les feuilles contribuent a
I'approvisionnement en éléments nutritifs de I'emdle de la plante ; lors du grossissement du
grain, chaque feuille alimente préférentiellemest fousses situées au méme étage. La
défoliation peut provoquer une diminution de 50%al@roduction surtout pour les variétés
de type déterminé (Lét al, 2005). Les feuilles participent également a Ileongtion de la
teneur en protéines de la graine de soja par ltophathese (Planchon, 1980 ; Suc, 1993).
Pendant I'assimilation de I'azote, les nitratésicéases (NR) réduisent les ions nitrates NO
puisés dans le sol, en ions nitrites @NCet les nitrites réductases (NiR) réduisent tassi
nitrites en ammoniums (NF). Cette réduction a lieu essentiellement au nivila feuille.
L'activité de I'enzyme NR foliaire permet donc @ggzier la quantité d'azote assimilée par la
plante. Cette activité photosynthétique des fesile soja varie en fonction de I'age de la
feuille. Les feuilles contiennent aussi des compasieurs, notamment des flavones, dont la
concentration peut varier en fonction de diversapatres comme par exemple lors de

I'attaque de pathogénes (Wegeloal, 2005) ou en fonction du stade végétatif de dafel.

Les racines du soja jouent un réle important peuravitaillement en azote de la
plante. Elles assurent les deux voies d'alimenmtaintée : I'absorption des nitrates du sol et
la fixation de l'azote atmosphérique par les ba&géd 'inoculation du soja par la bactérie
Rhizobium japonicunpermet a la culture de couvrir les trois quartssele besoins en azote
grace a la symbiose (CETIOM, 2005). La présencasidiavones dans la racine (Romahi
al., 2003) favorise l'activité symbiotique entre Igaset les bactéries. Cette symbiose a lieu au
sein d’excroissances racinaires appelées nodulemaosités. A l'intérieur de ces nodosités,
les bactéries fixent I'azote de l'air, le rendaisa disponible pour le soja qui fournit le
carbone nécessaire a la croissance des bactéaestd d'origine symbiotique est orienté vers
les graines : 80 a 90% de cet azote se retrouve ldargraines a maturité tandis que l'azote
minéral se localise davantage au niveau des fewlieles tiges (Warembourg et Fernandez,
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1985 ; Sattinet al., 1987). Le systéme racinaire pivotant et ligneuxsdia lui permet de

puiser I'eau en profondeur et de bien fissureolees qui améliore sa porosité et sa structure.

Cotylédons

Radicule
Hypocotyle
" Epicotyle

Tégument

Figure 1 : Structure de la graine de soja

La graine Figure 1) est divisée en trois fractions principales.

- Les cotylédons qui deviendront les premieres sirast photosynthétiques de la
jeune plantule. Ce sont les principaux organessgerve en protéines et en lipides.
lIs représentent 90% de la masse de la graine

- Le tégument représente 8% de la graine. Sa contere, brune, jaune ou verte est
variable selon les variétes.

- Le germe — qui se compose de I'épicotyle, I'hypgtmotet la radicule — ne
représente que 2% de la matiere seche de la graaig,il contient, en proportions

beaucoup plus grandes que les cotylédons, cedamposés mineurs, notamment
les isoflavones.

1.2. Développement et croissance de la graine

Il existe deux phases pour le développement desiagy
— La premiére phase est appelée "lag-phase" (EgB9)1%Pendant cette phase, les
divisions cellulaires ont lieu. Cette phase coie@sec l'allongement de la gousse.

- La deuxiéme phase consiste en I'accumulation drmaateche dans la graine.

Ces deux phases sont bien distinctes dans le t@fgp<et al, 1981). Ainsi quels que
soient le type de croissance de la plante et laatsin du bourgeon reproducteur, le
remplissage des graines ne commence, a un siteédproeud), que lorsque la phase

d'allongement des gousses de tous les organesifése terminée. Pour déterminer ces deux
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phases de développement de la graine, dtegl. (1993), a partir de travaux sur le pois
suggerent d'utiliser la teneur en eau de la grdeant la lag-phase, la teneur en eau reste
constante. Le Deunff et Rachidian (1988) et Bratlfd994) ont montré que le début de la
diminution rapide de la teneur en eau de la gradiecide avec la phase de remplissage de la

graine et se poursuit jusqu'a sa maturité physiqley

1.3. Croissance — Développement — Précocité

Pendant leur vie, les plantes montrent des changsnpeogressifs et importants de
taille et d'aspect dont le rythme et I'amplitudetdcés variables selon les espéces, les variétés
et méme les individus. La croissance au sens slniderme, correspond a l'augmentation de
taille, de masse et de volume. Pour suivre cettessance on peut réaliser des mesures a
différents moments de la vie de la plante. Chegdi@, la croissance peut étre déterminée
selon la forme de I'extrémité de la tige principadartunget al, (1981) ont classifié le soja
en 3 types de croissance : type déterminé, ind@iérat semi-déterminé. Ce caractere aurait
un déterminisme génétique fondé sur deux géenesunsaggpistatiques interagissant avec des
genes modificateurs a effets quantitatifs (Berna®d,2 ; Daydé, 1989).

Le développement détermine I'ensemble des modditaid'un organe ou tissu ou de
la plante toute entiere durant sa vie. Le dévelopgre des plantes est un processus cyclique.
Il s'agit de commencer par la germination de langrgusqu'a la floraison et la sénescence en
passant par la croissance végétative et la maiardies graines se développent dans l'ovaire

de la fleur, ou une plante rudimentaire, I'embrysnforme.
1.3.1. La graine

La graine est un ensemble complexe de tissus dierigraternelle ou issus de la
fécondation. Aprés la méiose, le gameéte femelldoiidg subit 3 divisions pour donner 8
cellules. Le sac embryonnaire se différencie alavec 3 cellules basales : I'ovule entouré de
2 synergides, et 3 cellules antipodales. Les dellxles restantes fusionnent pour donner une
grosse cellule centrale a deux noyaux. Le grainpdiden produit deux gametes males
haploides identiques. Le premier féconde I'ovulaerpmrmer I'ceuf, ou zygote. Le second
gamete male féconde la cellule centrale a deux wgypour donner I'albumen triploide
(Figure 2).
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Figure 2 : La double fécondation a I'origine desftirents tissus de la graine (traduction
des schémas de Goldberg et al., 1997; Bewley 2€i@dpar Bradford, 2004)

L’endosperme qui entoure le zygote, commence aéselapper en premier. Les
noyaux se divisent rapidement sans division cetkilésyncytium), et forment une masse
« gélatineuse » qui accumule transitoirement dbstances nutritives pour 'embryon. C’est

une sorte de placenta végétal.

Le zygote Figure 3) subit une division asymeétrique qui donnera unessg cellule
basale a l'origine du suspenseur, tandis que ldepetllule terminale donnera la plantule
proprement dite. Une seule cellule du suspenseariseluse dans 'embryon pour donner

I’hypophyse, a la pointe de la future radicellenypophyse évoluera en méristéme racinaire.

L’embryon subit plusieurs cycles de divisions emsgyvant une forme globulaire,
puis la différenciation des cotylédons produit wi&ormation caractéristique en forme de
cceur. Dés le stade «torpille #idure 4), les différentes parties de I'embryon sont
parfaitement reconnaissables. Il comprend :

— un axe embryonnaire, avec a sa base, le méristagieaire, et a son apex, le
meéristéme apical qui développera les tissus aéderas plante ;

— deux cotylédons, sortes de feuilles primitives, geidéveloppent en stockant des
guantités importantes de carbone sous forme dedgkicde lipides et de protéines,

ainsi que des nutriments minéraux et des hormounepegmettent la croissance et le
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développement des plantules, jusqu'a ce qu'ellgeiexent la capacité d'avoir une
photosynthese active.

Postfertilisation Début de la morphogenese

Pro-embryon

Zygote 2
cellules 2/4 Transition Embryon
cellules  iules 16 globulaire- ~ cordiforme
cellules Embryon coeur

globulaire

T : Cellule terminale — B : Cellule basale — S : suspenseur — Bc : Cellule basale du suspenseur
EP : Embryon vrai — Hs : Hypophyse — Pd : Protoderme — u; tiers superieur —|: tiers inférieur

Gm : Meristéme primaire — Pc : Procambium — : Cotyledons — A: Axe embryonnaire

Figure 3 : Premiers stades de développement de 'embryon dg&apermes
(d’apres Goldberg et al. 1997)

Organogénése et maturation

Forme torpille Forme canne Forme mature

C : Cotylédons — A : Axe embryonnaire

— S : Suspenseur — CE : Chalaze — MPE : Micropyle — SC: « Seed
coat » ou tégument

— En: « Endosperm » ou albumen

— SM : Méristéme apical — RM ; Méristéme racinaire
Gm : Meristéeme primaire

— Pc : Procambium

Figure 4 : Schéma général de la fin de 'organogé&weedes dicotylédones
d’apres les modeéles Arabidospis et Capsella (Galglet al., 1997)

17



Chez la plupart des dicotylédones, l'albumen, sdtilpour le développement de
I'embryon, occupe pratiquement tout le volume dgrkine puis, il peut régresser jusqu’a
disparaitre completement & maturité. On parle alergraine exalbuminée. C’est le cas des
légumineuses ou l'albumen n’a qu’'un rble trans#tailans le stockage des réserves de la
graine. A la fin de la maturation, les cotylédoemplissent completement I'intérieur de la
graine. Il ne reste donc plus que deux types dedis le tégument, d’origine maternelle, et,
issus de la fécondation, les cotylédons surmoiagerme.

Maturité des légumineuses

f

Maturité des céréales

f

-~

Embryon
7

Masse seche
L]

Endosperme
(Albumen) »

Variation interspecifique de I'albumen
durant le développement de la graine

Développement de la graine

Figure 5 : Importance relative des masses de 'athen et de 'embryon durant le
développement de la graine selon les especes (Brdd2004)

1.3.2. La plante

Fehr et Caviness (1977) ont scindé le développetherbja en deux cycles : végétatif
et reproductif Figure 6). Le cycle végétatif débute a la phase d'émerggusgu'a la
terminaison du développement des feuilles trifélésl au fi™ noeud au-dessus du nceud
cotylédonaire (stades notés Vn). Le cycle repraluctommence a partir de la floraison
(stade R1) jusqu'a la maturation des graines (9R8)e La durée de la période végétative
dépend des caractéristiques de chaque variétéraageale précocitée. de sa sensibilité a la
photopériode, de la disponibilité en sommes de é&atpre et de la disponibilité hydrique. A
I'échelle de la plante entiere, pour le type ina@iee, on observe un chevauchement des
cycles végeétatifs et reproducteur.

La précocité est une notion complexe. Elle corredpzhez le soja a la durée relative
du cycle de développement de la plante si I'on ammplifférentes variétés semées a la méme

date, dans le méme lieu.
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R1 (60) Début floraison.
Une fleur est épanouie a n'importe quel nceud digdgorincipale.

R3 (65) Premieres gousses.
Une gousse a 5 mm de long sur l'un des 4 nceugtuleglevés de la
tige principale et portant une feuille pleinemeételoppée.

R5 (69) Premieres graines.
Une graine mesure 3 mm dans une des gousses poatdas des 4
nceuds les plus élevés sur la tige principale.

R6 (75) Une gousse contient une graine verte aupliela cavité sur
I'un des 4 nceuds les plus élevés de la tige psleip

R6+ (80) Généralement, fin du franchissement di beute
d'avortement par tous les organes. La graine atieéent 11 mm de long.

R7 (81) Premiere gousse mdre.

Une gousse contenant au moins une graine sureatigcipale a attei
sa couleur de maturité¢ (marrbeige). La graine s'arrondit dans
gousse.

R8 (90) Maturité.

95 % des gousses sont a R7 dala de ce stade, 5 a 10 jours
ﬁ nécessaires pour que I'humidité de la graine s@gtieure a 15 %). L

Bi&; graine est libre dans la gousse.

g

Flgure 6 : Principaux stades physiologiques du ayckproducteur du soja
(CETIOM, 2005)

La durée du cycle peut étre exprimée en nombreodes jou mieux, en unités de
chaleur (thermopériode) (Ecochatial, 1978). Ces groupes qui vont de 000 (trés précoce,
besoin photo-périodique et thermo-périodique pepontant et adapté a certaines zones tres
septentrionales) jusqu'au groupe X (tres tardgobes photo-périodique et thermo-périodique

importants, adapté a la zone équatoriale) ontéigid initialement en Amérique du Nord.
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Le choix de la variété de précocité adaptée avemitionstitue la clé de la réussite
d'une culture de soja. Ainsi, par exempleT#bleau 1montre le groupe de précocité adéquat
selon les zones de production du soja en Franc&I(@¥, 2005). Pour un méme lieu et une
méme date de semis, les groupes précoces ramtfierans que des groupes plus tardifs et
seront donc moins capables de maintenir leur ptamutorsque le nombre de plantes par m2

diminuera (Roumet, 1988).

Tableau 1 : Groupe de précocité selon les zoneprdeuction du soja en France
(Source CETIOM, 2005)

Régions Groupe de précocité conseillé / période de
semis

Alsace, Bourgogne, Franche-Comté, Nord | Groupe 000 / semi tardif de fin mai

Rhoéne Alpes, Vallées alpines Groupe 00 / courant mai

Centre Groupe 000 et 00 / début mai

Poitou-Charentes Groupe 00 et 0 / a partir denlavril

Région lyonnaise Groupe 0/ courant mai

Moyenne vallée du Rhéne Groupe I / jusqu'a fin mai

Groupe Il / avril a mi-mai

Bordure de I'Atlantique Sud et bordure Groupe 0/ en semis retardés

pyrénéenne Groupe | / jusqu'a fin mai

Midi Pyrénées et Ouest Audois (sauf bordui@roupe 0 / semis trés retardés

pyrénéenne) Groupe | / jusqu'a fin mai
Groupe Il / mi-avril & mi-mai

Sud méditerranéen Groupe | / a partir de la fin ma

Groupe Il / avril jusqu'a fin mai

1.4. Elaboration du rendement

Le lit de semence doit étre affiné mais sans tropr @viter le risque de formation
d'une crolte de battance trés préjudiciable a tangmation du soja. L'autre cause de fonte
des semis résulte de la sensibilité de la graidesachampignons pathogenes et & un ravageur
(mouche du semis) surtout en conditions humiddsoites. L’implantation de la culture est

primordiale en sols suffisamment réchauffés aut@nips.

De plus, la croissance de la plante et la noduladies racines demandent un type de
sol dont le taux de calcaire actif soit inférieud@% (CETIOM, 2005). Une fois que les
graines sont inoculées, elles doivent étre senm@esediatement car les bactéries ont une

durée de vie courte a I'air libre et sous expositionineuse (3 heures).
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La disponibilité hydrigue du sol est également wes conditions majeures afin
d’obtenir un bon rendement. Dans les conditionscdkure du sud-ouest de la France,
I'absence d'irrigation conduit a des rendemendggjidiers. L'irrigation est liée a la profondeur
du sol, au stade de développement de la plantgraaype de précocité et a la date de semis.
Les plantes de variété de groupe | ou Il semées das sols superficiels ont besoin d'eau a
partir de I'apparition des premieres fleurs. Partmpour les mémes variétés et la méme date
de semis mais semés dans un sol profond, l'irdgadébute a partir de 12 a 15 jours apres
floraison mais se poursuit jusqu'a I'apparition piesnieres gousses mares pour les deux cas.
Ces dates sont modifiables selon le climat de €ar(CETIOM 2005). L'alimentation en eau
en fin de cycle permet d'obtenir le grossissementgiaines nécessaire a un bon rendement et
a une forte teneur en protéines. Quelques résulfattsnus dans la littérature montrent
I'incidence d'un déficit hydrique appliqué a diéetes périodes du cycle, sur le rendement du
soja :

— Avant la floraison, le stress hydrique ne réduis gagnificativement le rendement
(Elmoreet al, 1988 ; Mingeau, 1975).

— Le stress hydrique appliqgué pendant la floraisomt,pgelon son intensité, provoquer
une diminution trés significative du nombre de geai par plante, jusqu'a 50% par
rapport au témoin (Mingeau, 1975 ; Mengistwal, 2006).

— Pendant la phase de formation des gousses (R3e aemndplissage (R5), le stress
hydrique diminue fortement le rendement (SioniKetmer, 1977 ; Dornboss, 1989 ;
Sloaneet al, 1990 ; Andrianiet al, 1991 ; Karamet al, 2005) et la diminution est

d'autant plus forte que l'intensité de stresséasire (Momeret al, 1979).

En résumé la plante ne doit pas subir de stresffisaif lors des phases cruciales de
mise en place des composantes du rendement : namebgeusses par plante, nombre de

grains par gousse et poids du grain.

Le poids de la graine est en outre fonction deuie de son remplissage, et de la
vitesse de migration des assimilats vers cet orgheerendement en graines est corrélé
positivement et significativement avec la longuderla période de remplissage de la graine
(Smith et Nelson, 1987 ; Morane al, 1994).

Le soja est une plante préférant les climats teéspénauds. La température intervient

sur de nombreux processus physiologiques affeciestvitesses de croissance et de
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développement de la plante. Le soja nécessite bapude chaleur, outre le fait d'étre sensible
a la longueur du jour et a la durée d'ensoleilleam@g@motopériode). A la floraison la
température ne doit pas étre inférieure a 13°@upatessous de ce seuil, il y a une diminution
importante de la fertilité des fleurs (Abel, 197Qa température s'avere étre un facteur
limitant pour la culture du soja. Les températumes élevées réduisent le rendement en
gousses et en graines d'environ 10% (Rettett, 1971 ; Baker and Allen, 1989 ; Kiet al,
2004 ; Kimet al, 2005). Le développement du soja dépend bien igaledes températures
nocturnes. L'augmentation de la température dedeugO a 30°C fait diminuer la taille de la
graine et augmenter le nombre de fleurs et de gsusar la 2eme et 3eme ramification
(Zhenget al, 2002). Le rythme de développement du soja esit@tment lié aux facteurs
température et photopériode (lumiére). Ecoctedral, (1978) ont montré que, dans certaines
plages de températures, la vitesse de développesuienine variation linéaire en fonction de
la température. Les variétés précoces sont géengateplus sensibles a la température que

les variétés tardives.

L'avortement des organes reproducteurs peut seuipeodifféeremment depuis la
période de la floraison jusqu'a une taille critiqlee développement du grain, soit 6-7 mm
selon Pigeaire (1984). Cet avortement est évaludepeapport entre le nombre de gousses
contenant des graines et le nombre d'organes fokmis. Ce caractére détermine
directement le niveau du rendement. Il est ausgoitant chez les types indéterminés (80%)
gue chez les autres types de croissance de 70 gVidé et Astruc, 1984). En situation de
déficit hydrique, Pigeairet al, (1988) ont montré que les organes de tous agedeat
depuis le stade pré-floral jusqu'au stade limitavattement des graines. Cependant,
l'irrigation tardive réduit l'avortement des gramgans les gousses en développement, tandis
gue lirrigation précoce réduit fortement l'avorarhdes fleurs et des gousses (Keteal,
1983). La diminution du nombre de graines pedutiratte jusqu'a 28% en cas de déficit
hydrigue au stade R5, alors que pour le stade Bfe diminution n'est pas significative
(Karamet al, 2005).
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2. COMPOSITION DE LA GRAINE DE SOJA

2.1. Composés majeurs de la graine de soja

La graine de soja est particulierement riche etépres (en moyenne 40%), en sucres
(35%) et en lipides (20%) et 5% de fibres (en % daiere seche ; d'aprés Snyder et Kwon,

1987). Ces composes présentent un grand intérélgmindustries agroalimentaires.
2.1.1. Les protéines

Les protéines de soja sont solubles dans |'eaanet cbnstituées surtout de globulines
(80 a 90%), en moindre part d'albumines (10 a 2@¥%)'une fraction de glutélines
(Hymowitz et Collins, 1974). La classification descprotéines est etudiée depuis longtemps.
Il existe trois classes de protéines selon lesficoaits de sédimentation: 2.2S, 7.5S, 11.8S
(Catsimpoolas, 1967 ; Hill et Breidenbach, 1974).ftaction 11S correspond a la glycinine,
la fraction 7S aux amylases, aux lipoxygénases,héumaglutinines et aux conglycinines, la
fraction 2S comprend les globulines, les inhibiseantitrypsiques, le cytochrome C. Les
globulines de types 11S et 7S ont une compositiora@des aminés différents : les 11S
contiennent plus d'arginine, d'acides aspartiquglieamique, tandis que les 7S sont plus
riches en lysine (Gueguen et Alanza, 1985). Le7$1S sont les deux composants tres
remarquables dans le soja (Wilson, 1987). Le rapp®f1l1S est en moyenne de 1,6 chez le
soja (Thanh et Shibasaki, 1976). La difféerence alecentration de ces deux fractions et leur
proportion ont des effets sur la qualité des prsdaibase de soja (Murpley al, 1997; Cai
and Chang, 1999; Tezukaal, 2000).

La composition en acides aminés de la graine de esij satisfaisante. Ces protéines
contiennent les 8 acides aminés essentiels et matitulierement riches en lysine (7%)
(Tableau 3. Par contre elles sont pauvres en tryptophaneneticides aminés soufrés
(méthionine et cystéine). Ce profil particulier me&n évidence la remarquable
complémentarité du soja avec les céréales et déticience en acides aminés soufrés permet
une meilleure fixation du calcium par l'organisr&®. plus de leur valeur nutritionnelle, les
protéines de soja sont également dotées de plasmopriétés bénéfiques pour la santé
humaine, en particulier contre I'nypercholestéradefAndersoret al, 1995) et les risques de
maladies cardiovasculaires (Food and Drug Admaiisin, 1999). En effet, les protéines de
soja avec une complémentarité de quantité disofles, (métabolite secondaire dans la

graine de soja que nous découvrirons dans cetlie)¢timinuent significativement le taux de

23



mauvais cholestérol chez I'homme, de facon plusaeié que la protéine sans isoflavones
(Crouseet al, 1999; Cassidegt al, 1995).

Tableau 2 : Composition de la graine de soja endis aminés essentiels
(Source : CETIOM 2005 ; FAO/OMS 2003)

Acides aminés essentiels Protéine de soja Protéine de référence
(mg /g de protéines) FAO/OMS
Histidine 28 19
Isoleucine 50 28
Leucine 85 77
Lysine 70 58
Méthionine + cystéine 28 19
Phénylalanine + tyrosine 88 63
Thréonine 42 34
Tryptophane 14 11
Valine 53 35

Fehret al. (2003) en analysant les protéines totales et erposition dans la graine de
soja de 14 génotypes de groupe Il sur 24 lieuxedifits ont montré que les conditions
environnementales influencent significativementdacentration en protéines. La teneur en
protéine de la graine de soja est trés variablefomction de la température et de la
disponibilit¢ hydrique. Cette teneur augmente s$igcptivement lorsqu'on passe d'une
température de 29°C a une température de 35°C osret Mullen, 1992), cependant, Piper
et Boote (1999) n'ont pas mis en évidence un tffapérature sur la teneur en protéine dans
la graine entre R5 et R7. Quant au stress hydrigusgue l'irrigation est limitée a 70% des
besoins globaux de la plante a partir des phaggsdectives, la teneur en protéine de la
graine est significativement plus élevée (1,6%)rppport a une culture de soja alimentée a la

satisfaction des besoins (Piva, 2001).
2.1.2. Les lipides

La teneur en huile est définie par le pourcentagdipdides contenus dans la
graine, généralement déterminé apres extractidreaane sous reflux. La teneur en huile de
la graine de soja est relativement faible (20,5p%) rapport a d’autres oléagineux, bien que
I'huile de soja soit I'une des plus produites auna (Daydéet al, 2002). La graine de soja,
en comparaison avec les autres graines huileustesaemi les plus riches en acides gras poly
insaturés (63,6% par rapport au % des acides gtasx) (Favieret al, 1995). Sa teneur est
tres variable en fonction de la variété, des combtde cultures (Bhardwaej al, 2004) et de

la fraction de la grainelr@bleau 3.
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Tableau 3: Profil des acides gras contenus dansftestions de graines de soja
(en % des acides gras totaux)

Germe* Cotylédons*
Acide palmitique C16:0 15-20 11-15
Acide stéarique C18:0 2-5 2-5
Acide oléique C18:1 5-10 20-30
Acide linoléique C18:2 40-50 45-55
Acide a-linolénique C18:3 20-25 5-9

* Fiche technique Genibio (Hubert, 2006)

Des études ont mis en évidence les effets bénéfiges acides gras sur la santé
humaine selon la nature et la quantité de ces a@das. La consommation d’acides gras
insaturés est corrélée négativement aux risqueedelopper des maladies cardiovasculaires
(Silbernagl et Despopoulos, 1992). L'acide oléigoaduit a une diminution de cholestérol
(Martin, 2001) tandis que l'acidelinolénique, précurseur des acides oméga-3, asstgcié a
un risque réduit d'arrét cardiaque en reduisanitiimie (Leafet al, 1995 ; Mac Lennaet
al., 1995). L'acide linoléique, précurseur des acmegga-6, a un role immuno-stimulant et
diminue les risques de développement de maladigogasculaires (Demaison et Moreau,
2002).

2.1.3. Les glucides

Les glucides sont des polysaccharides qui peuvaet @dassés en deux
catégories : les sucres solubles et les sucrelibigs. La graine de soja contient de 30 a 35%
de sucres dont les sucres solubles, ne représeqientl0% des sucres totaux: 5% de
saccharose, 1% de raffinose et 4% de stachyosenfoiet al, 1998). Cependant, ces deux
derniers peuvent provoquer des problemes physmlegitels que la flatulence (Dupetyal.,
1994).In vivo, il a été mis en évidence qu'une alimentation awer concentration de moins
de 0,2% de raffinose et de moins de 2,2% de staehgméliore la digestibilité des nutriments
sans avoir de probléme de flatulence (Yamkal, 2006). Des études ont montré aussiique
Vivo etin vitro, les polysaccharides du soja possedent une &ctinii-allergene (Kobayashi,
2005).

La majorité des sucres (21 a 25%), dans la grameaja, sont des sucres

insolubles (cellulose, hémicellulose, lignine). Bat deux rdles importants : un réle de
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structure et un réle de réserve. Les celluloses,hiEmicelluloses et les pectines sont des

constituants des parois végétales et I'amidonesiké dans les chloroplastes.

2.2. Composés mineurs de la graine de soja

D'autres composés mineurs sont présents dansite gia soja. Certains peuvent avoir

un effet bénéfique sur la santé, d’autres sontidériss comme indésirables car ils altérent la

qualité nutritionnelle des dérivés de la graine cbmprennent:
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L'acide phytigue accompagnant les protéines enjouarble de chélateur sur certains
minéraux en particulier le zinc.

Divers minéraux dont les quantités dépendent dedittons de culture et du sol.

De l'azote non protéigue comprenant des acides éanlibres, des peptides, des
polyamines.

Des vitamines et des caroténoides

Des saponines qui possédent deux groupes selandteuctures chimiques: le groupe
A et B. Les saponines A semblent étre responsaldezyolt amer et astringent dans
des produits a base de soja (Okabal, 1992), tandis que les saponines B ont des
effets positifs pour la santé humaine (Lasztityal, 1998 ; Shiraiwat al, 1991) tels
que hypocholestérolémiant (Sidhu and Oakenfull, 6198 Lin et al, 2004),
anticarcinogeniques (Gurfinket al, 2003 ; Berhowet al, 2000), hépatoprotecteurs
(Kinjo et al, 1998). Les saponines A, se trouvent exclusiverdant les germes de
soja (Shiraiwaet al, 1991 ; Tsukamotet al, 1995). Les saponines jouent un réle
important dans les défenses de la plante (Osh&068).

Des composés phénoliques notamment les isoflavoésont un atout majeur

actuellement dans le domaine agronomique, et atairen santé.



3. LES ISOFLAVONES : ROLES DANS LA PLANTE ET INTERET

3.1. Structure et caractéristiques

Les isoflavones font partie d’'un groupe de comp@éEnoliques appelés flavonoides.
Elles sont caractérisées par migration du groupeBele la position 2 vers la position 3. Les
isoflavones sont les principaux composés phéndiguesoja. Le structure a deux anneaux de
benzéne (A et BFigure 7) liés par un anneau de pyranne hétérocycliques mgraine de

soja, on ne trouve que les formes 7-O glycosylées.

OH
R2 O
R1
)
2
HO @]

Formes aglycones

Isoflavone R1 R2
daidzéine H H
glycitéine OCH H
geénistéine H OH

OR,
HO
HO
Formes conjuguées (glucosides)

Isoflavone R1 R2 R3
génistine H OH H
glycitine OCH H H
daidzine H H H
Malonyl-génistine H OH COCHKCOOH
Malonyl-glycitine OoChH H COCHCOOH
Malonyl-daidzine H H COCHKCOOH
Acétyl-génistine H OH COCH3
Acétyl-glycitine OCH H COCH3
Acétyl-daidzine H H COCH3

Figure 7 : Structure des isoflavones du soja
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On trouve des isoflavonoides dans un grand nomlaefamnilles de végeétaux
(Mackova et al, 2006), mais les |égumineuses, en particulierHapilionoideaesont les
producteurs les plus caractéristiques. Comme tesigldvonoides, elles sont dérivées de la
phenyl-3-chromone. Ces molécules sont forméesta pgardeux voies de synthése : celle de

I'acide shikimique et celle du malonyl CoA.

Dans la graine de soja, il existe 12 isoflavongsuntes en trois familles d'isoflavones
dérivées de la daidzéine, de la glycitéine et dgéiaistéine. Ces trois isoflavones existent
sous quatre formes : aglycones, dite « forme simpleu conjuguée : glucosides, acétyl-
glucosides, et malonyl-glucosides (Kudetual, 1991). Les formes acétyles sont considérées
comme des artéfacts, issus de la transformationtapée des malonyles aprés traitement
thermique (Jacksoet al, 2002).

3.2. Biosynthése des isoflavones

La biosynthése des composés phénoliques est comples&ois voies : la voie des

shikimates, la voie des phénylpropanoides et la ges flavonoides.
3.2.1. La voie des shikimates

La synthése des acides aminés aromatiques comnpamck& condensation d'une
molécule d'érythrose-4-phosphate avec une molédalgphosphoénolpyruvate (PEP). Le
glucide a 7 atomes de carbone qui en résulte subilite une cyclisation puis une réduction

qui forme le shikimate, d'ou la dénomination dede.
3.2.2. La voie des phénylpropanoides ou les comppdé&noliques simples

La synthése de la plupart des composés secongdi@@®liques commence par la
désamination de la phénylalanine en acide cinnagidlenzyme responsable de cette
réaction, la phénylalanine ammonia lyase (PAL), @& enzyme clé puisqu'elle controle
l'orientation du carbone vers la production de cosés phénoliques plutbét que vers la

production de métabolites primaires comme les prese
3.2.3. La voie des flavonoides : vers les isoflae®ou les anthocyanes

La chalcone synthase (CHS) provoque la condenssafiqnentielle de trois molécules
de malonyl-CoA et d'une molécule de p-coumaroyl-Gbiyure 8), formant la naringenine-
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chalcone (une chalcone est une séquence C6-C3+6latguelle le cycle C n'est pas encore

fermé). Ensuite, la chalcone isomérase (CHI) perdadermeture du cycle, produisant la

naringenine.

COOH

3X Hzc

COSCDA

HOOC HOOC HOOC
CoASOC’
Phénylalanine . Audg ACIde. 4-Coumaroyl CoA + 3 Malonyl CoA
cinnamique p-coumarique
W
l CHS

OH
HO, OH OH OH O
1 AU gy

«————— —

o OH o
Intermédiaire putatif ' Trihydroxychalcone ou Naringénine-Chalcone
1 Isoliquitigénine
1
| CHI lCHI l CHI
v

Intermédiaire putatif Liquiritigénine Naringénine
F3H
l IFS l IFS l IFS
Voie des
anthocyanes

Glycitéine Daidzéine Génistéine
IGLCT[IGT IGLCT|IGT IGLC 1| IGT
IEST [ [IMT IEST | ] IMT IEST || IMT
Malonyl Glycitine Malonyl Daidzine Malonyl Génistine

PAL : Phenylalanine Aminia Lyase — C4H : Cinnamiida4 Hydorxylase — 4CL : 4 Coumarate CoA ligase —
CHS : Chalcone Synthase — CHR : Chalcone Reduet&d¢l : Chalcone isomerase — ISF : isoflavone syseh
F3H : Flavanone 3 Hydroxylase — IGT : Isoflavon®<-Glucosyl Transferase — IMT : Isoflavone Malonyl
transférase — IEST : isoflavone malonyl glucosisterase — IGLC : isoflavone glucoside glucosidase

Figure 8 : Biosynthése des isoflavones (d’apres W&hShirley, 2001;
Dixon et Sumner, 2003; Yu et al., 2003)

La naringénine est le composé intermédiaire darigriaation de la génistéine, mais
c’est aussi le premier précurseur des anthocyémé&tavanone 3 Hydroxylase — F3H est donc

en compétition avec I'lsoflavone Synthase pour @mmosé (Yuet al, 2003). La Chalcone
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Réductase (CHR) catalyse la synthése du 6'-deokogmie ou isoliquiritigénine
(intermédiaire dans la formation de la daidzéingglle et Grisebach, 1988). Puis la chalcone
isomérase (CHI) catalyse ensuite l'isomérisationligairitigénine. L'isoflavone synthase
(IFS) assure I'arrangement moléculaire (migratigt) au cours duquel

- laliquiritigénine est transformée en daidzéine ;

- la naringenine produit la genistéine (Hagman esé&hach, 1984).

— La synthése de la glycitéine n'est pas encore odmmplent élucidée. Elle fait
probablement intervenir une 6 - O - Methyl trana$ér (6 OMT) qui transforme ['iso-
liquiritigénine en une flavanone intermédiaire (kade-Dadaet al, 2001). Cette
derniere serait alors isomérisée par I'lFS en ¢iyce.

Enfin, plusieurs enzymes assurent la conversioipnagque des formes aglucones vers
les formes conjuguées de plus en plus complexasdgides, acétyles et malonyles) (Dixon,
1995 ; Barzt al, 1990).

Outre le role clé de la PAL et de la CHS dans tadpction des isoflavones, on peut
noter aussiKigure 8) que la CHR, tout comme la F3H peuvent jouer ue cducial dans la
balance entre la daidzéine et la génistéine ; saqaie le rapport Glycitéimnes Daidzéine est

probablement déterminé par la méthylation de litggotitigénine.

3.3. Roles physiologiques des isoflavones dans la plante

Les isoflavones jouent différents rbles importasiass la plante. Elles interviennent
dans la mise en place de la symbiose, et plus giénéent au niveau des relations plante —

microorganismes. Elles jouent aussi un réle dangédanse aux stress abiotiques.
3.3.1. Isoflavones et symbiose

La plante sécréte des composés qui lui permettarierdgir avec la microflore du sol. Ce
sont certains exsudats produits par les |égumisegigiesont spécifiqguement reconnus par les
rhizobiums et induisent un changement de comporierokez ceux-ci. Les flavonoides
produits par les racines des légumineuses-hétenetffisants et les plus grands inducteurs
de l'expression de génes bactériens sont nécessmite la nodulation (Broughtoet al,
2000) Figure 9).
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Figure 9 : Réle des flavonoides dans la mise encelae la symbiose
d’apres (Broughton et al., 2003)

Chez le soja, la daidzéine et la génistéine santdmstituants principaux des extraits
racinaires. Chacun de ces composeés induit I'exipresie "géne nod" d@radyrhizobium
japonicum(Kosslaket al, 1987). Les génes nod, nol, noe sont organiségpérons et leur
expression est régulée par des génes régulateulis faeille "nodD". Les génes nod en
opérons sont responsables de la synthese des enaydoessaires a la production des
"facteurs nod", tétra- et penta-saccharides delugésN-acétyl-glucosamine (Lerouge al,
1990), semblent étre a I'origine de la différencratt de la division cellulaire conduisant, au
niveau des racines des légumineuses hotes, anation des nodules (Fisher et Long, 1993 ;
Perretet al, 2000 ; Irvinget al, 2000; Cullimoreet al, 2001; Miklashevichst al, 2001).

La génistéine semble plus efficace a cette indnajice la daidzéine (Sutherlaatal,
1990). Il a été montré gqu’elle accélére la nodatatet augmente le taux de la fixation de
l'azote atmosphérique (Zhang and Smith, 1996; 1997)

La concentration en isoflavones des extraits rar@ageut donc étre un indicateur de

potentiel de nodulation et de fixation de N'une variété et donc indirectement de son

meétabolisme azoté au sens large. L'effet des iswiles sur la mise en place de l'activité
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symbiotique peut présenter plusieurs intéréts cboagronomique : augmentation du taux de

l'azote dans la plante, du taux de protéines dengrhines et du rendement (Ali, 1999).
3.3.2. Isoflavone et défense contre les microorganes

Les isoflavones jouent aussi un rble dans les déferde la plante vis-a-vis des
attaques pathogenes : les isoflavones, sont eindefephytoalexines, qui contribuent a limiter
I'extension des infections bactériennes et fongiqiens les plantes (Pagk al, 2002). Les
phytoalexines sont généralement présentes enditide toncentration ou absentes mais sont
rapidement synthétisées lors d'un envahissemendgsgmpathogenes bactériens et fongiques
(Graham et Graham, 1991). La génistéine et une cul@lédérivée de la daidzéine, la

glycéolline, qui interviennent dans la lutte corére infections (Parkt al, 2002).
3.3.3. Rdles des isoflavones au niveau des stregga@nementaux

Les isoflavones jouent aussi un rble tres importhants la défense contre les stress
abiotiques, tels que l'exposition aux UV (Graham Gtaham, 1991). Dans les plantes
exposées aux radiations UV, la teneur en flavorsoddgymente, suggérant qu'ils offrent une
protection contre les radiations nocives de I'U(gBopriétés antiradicalaires et inhibition
d'enzymes) (Caldwedt al, 1983).

3.4. Effets des isoflavones sur la santé humaine

De nombreuses études épidémiologiques, d'essaistroy d'études chez l'animal et
d'essais cliniques chez I'hnomme suggérent questeEftavones pourraient avoir des effets
positifs ou négatifs sur la santé. Ces effets saifitribués a leurs propriétés
phytoestrogéniques. En effet, les récepteurs astigges (ER) des animaux sont peu
spécifiques, et peuvent reconnaitre de nombreusdécaoles ayant une forme proche des
estrogenes. Or, les isoflavones, et en particldigienistéine, ont une structure tres proche de
l'estrogene naturel, le 1f-estradiol Figure 10). Ainsi, selon les concentrations et les
récepteurs, les isoflavones peuvent avoir des i@fivagonistes ou antagonistes des
estrogenes endogénes, mais elles peuvent ausspagues mécanismes non hormonaux
(Barneset al, 2000; Hwanget al, 2006). En effet, la genistéine est un inhibitpuissant de
la thyrosine kinase (Akiyamat al, 1987). Les isoflavones et surtout leur métabslitant
aussi une action antioxydante (Hodgsoml, 1996).
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Genistein H

Figure 10 : Ressemblance structurelle entre le g-éstradiol et la genistéine

Par leur propriétés phytoestrogéniques, les isoflag ont suscité beaucoup d’intérét
pour le soulagement des troubles liés a la ménepdets que les bouffées de chaleur
(Drapier-Faureet al, 2002; Penottet al, 2003; Huntley et Ernst, 2004; Nahetsal, 2004;
Howeset al, 2006). Actuellement, il semblerait que les isaflaes puissent agir dans la lutte
contre I'ostéoporose, en stimulant I'ostéogenesn(Pet Lowik, 2005). Quand aux effets sur
les cancers hormono-dépendants, les résultatgpadois contradictoires, mais les travaux les
plus récents semblent s’accorder sur un effet pi@te vis-a-vis du cancer de la prostate
(Kim et al, 1998; Awad et Fink, 2000; Adlercreutz, 2002; @Gast Thrasher, 2002; Sarkar et
Li, 2003; Greenwald, 2004; Sarkar et Li, 2004; Sieg Agarwal, 2005; Yan et Spitznagel,
2005)

Cependant, en raison de leurs effets phytoestrqgésj les isoflavones peuvent devenir
indésirables dans certains produits a base decsojamment utilisés en alimentation, tels
gue les préparations infantiles de substitutionlgureutilise dans les cas d’intolérance au lait,
ou l'alimentation des femmes enceintes (Setchelal, 1998; Whitten et Naftolin, 1998;
Fitzpatrick, 2000; Thist al, 2001; Frankest al, 2004; Giampietreet al, 2004; Donma et
Donma, 2005; Morandet al, 2005; Todakaet al, 2005; Zlotkin, 2006). Pour ces raisons,
TAFSSA (2005) a émis une recommandation de dos«imade chez Il'adulte (1mg
d’isoflavones aglycone par kilo et par jour), etgonisé de ne pas donner de soja aux enfants

de moins de 3 ans.

Une telle recommandation a produit une forte pogsssur les industries de
transformation, mais pour I'instant, la mention deantités d’isoflavones sur I'étiquetage des
produits n'est pas demandée. La difficulté viemtaut du fait que I'analyse n’est pas encore
standardisée, et de ce fait, on peut observerane fariabilité des résultats entre laboratoires
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(Verbruggen, 2001; Bennetau-Pelissetal, 2003), tout autant que de tres gros écarts entre
les teneurs annonceées sur les compléments alimentdiles quantités effectivement trouvées
(Setchellet al, 2001; Nurmiet al, 2002; Huberet al, 2006)
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4. CINETIQUE D'ACCUMULATION DES DIVERS COMPOSES DE LA GRAINE

Le développement de la graine depuis la fécondgtisqu’a la maturité peut étre
divisé en 3 étapesi) une phase d’embryogénese proprement dite, casgépar une
division cellulaire active,ii) I'expansion cellulaire correspondant a la croissarde
'embryon, accompagnée d’'une intense activité dehgse et d’accumulation de réserves
protéiques, lipidiques et de sucres, piiijs la préparation & la dormance associée a la
deshydratation de la grainéigure 11)(Goldberget al, 1997; Webeet al, 2005).
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Figure 11 : Succession des processus physiologigoesvenant durant le développement
de la graine de soja — en pointillés rouges : vdita de la matiere séche (d’aprés Goldberg,
2007 — site internet : http://estdb.biology.uclawggeed/project#seed )

Lors la phase d’accumulation, I'embryon grandit taitle avec peu de divisions
cellulaires. La synthése et 'accumulation deséinas et des lipides commencent trés tot, et
constituent la principale contribution a 'augmeitia de la matiere seche. Ces produits
seront utilisés par I'embryon dans les premiérapest de la germination avant la mise en
place d'un appareil photosynthétique fonctionna.derniere étape de développement est
I'étape de dessiccation et entrée en dormance, gnaine perd, selon les espéces de 40 a 90%
d'eau. Le développement de la graine est alor¢éart@ paroi de 1'ovule se durcit et se

différencie en téguments protecteurs, plus ou mioipermeéables a 1'eau et 1'air.
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4.1. Composés majeurs : protéines — lipides — sucres

Le stockage des composés majeurs de la graind, dédamé son importance dans
'alimentation humaine a été tres étudié. Le pblsu(llier-Soundeleet al, 1999), soja (Mori
et al, 2004) ou la légumineuse modéMedicago troncatula(Gallardo et al, 2003;
Abirached-Darmencyet al, 2005) ont été les principales légumineuses medehece qui
concerne I'étude de I'accumulation des protéinéacdumulation des lipides a été étudiée
chez le colza et le tournesol (Scialaldiaal, 1999; Weselake, 2000; O'Haea al, 2002;
Ruuskaet al, 2004; Borisjuket al, 2005; Pleiteet al, 2005). Il en ressort que la succession
des phases est globalement conservée entre céeniffs plantes (Bawat al, 2002). Nous
utiliserons comme guide général une étude globalkadcumulation des différents composés
chezArabidospis thalianarécemment publiéd-igure 12).

L’accumulation des sucres subit des changemenéstésistiques des trois phases de
développement de la graine : lors de la différéiotiaembryonnaire, alors que I'albumen est
encore un tissus syncytial, la graine contient foree concentration d’hexoses (glucose et
fructose) produits par une invertase qui hydrolysesaccharose apporté par les tissus
maternels. Lorsque I'embryon a suffisamment graetsgu’il touche la face interne des
téguments, I'activité invertase cesse brutalem@atte étape, qui correspond au début de la
phase de maturation est donc marquée par un pig @meur en saccharose dans la graine,
tandis que les hexoses disparaissent rapidememic@eprobablement un rdle régulateur trés
important dans le développement de la graine (Webat, 2005). Dés son apparition, une
intense accumulation transitoire d’amidon débutaesdas cotylédons. Elle a lieu dans des
chloroplastes qui se spécialisent en amyloplasiebamidon forme des masses compactes.
Cet amidon servira de réserve énergétique lora dgrithese des lipides et des protéines de
réserve. On observe aussi une accumulation taddivaicres solubles (stachyose et raffinose)
qui débute apres le stade R6, un peu plus tot ldagerme que dans les cotylédons, peut se
prolonger pratiquement jusqu’a la fin de la matoratCette accumulation coincide avec le
jaunissement des tissus concernés (Kaioal, 1997 ; Obendorfet al, 1998). Ces
oligosaccharides, jouent un réle crucial dans Lasitjon de la tolérance a la deshydratation
et la dormance des graines. lls s’accumulent smfliénce de I'acide abcissique (Bloost
al. 2005)
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Figure 12 : Accumulation des différents composésndda graine de la plante modéle
Arabidopsis thaliana d’apres Baud et al. (2002) —H=M : Early Embryo Morphogenesis ;
Late M : late maturation stage

L’accumulation des lipides et des protéines dervésesuit la courbe d’évolution de la
masse seche de la graine (Baual, 2002). Ce qui chez le soja correspond au débstatie
R5.

La synthése des lipides demande beaucoup d’énargigctivité photosynthétique
des chloroplastes semblent essentielle (Borisjudd, 2005). IIs s’accumulent principalement
sous forme de triacylglycérols dans le réticulurdagtasmique ou ils sont stabilisés grace a

des protéines, les oléosines, qui empéchent lesbnages d'étre déstructurées par leurs
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interactions hydrophobes avec le contenu lipidigues oléosomes, organites de stockage
spécialisés se différencient alors et s’accumudans le cytoplasme.

La courbe d’accumulation des protéines suit celdadmatiere seche et des lipides.
Les protéines sont synthétisées au niveau du héticandoplasmique, puis stockées dans les
vacuoles via I'appareil de Golgi. Ces vacuoles sg&seht en corps protéiques au fur et a
mesure de leur remplissage. Contrairement auxelgpglii ralentissent, voire dans certains cas
diminuent en fin de maturation, les protéines patigentinuer de s’accumuler jusqu’a la fin
de la maturation si les conditions sont favorablesemblerait dans ce cas que les lipides
soient dégradés pour favoriser la synthese desipest (Bauckt al, 2002).

Les cellules accumulent donc conjointement desldipi des protéines et des sucres.
Cette accumulation se fait selon un gradient déate externe vers la face interne des
cotylédons (Webeet al, 2005). Il a été montré que les cellules de I'axebryonnaire

accumulaient ces mémes composeés (Oberad@tif, 1998; Krishnan, 2002).

4.2. Composeés mineurs : phytates — saponines - isofl@gon

Les études sur les composés mineurs sont moinsreasds. On peut toutefois retenir
gu’ils peuvent présenter une grande diversité deticjues. Ainsi par exemple, l'acide
phytique, un composé détecté majoritairement dessdtyledons de soja ou il constitue la
principale réserve de phosphore de la graine, sfaate d'abord dans des vacuoles
spécialisées de I'albumen ou seront aussi séqadsti@Anc et le magnésium. Ces composes
sont ensuite remobilisés vers I'embryon, mais sdemtimings différents : le zinc est intégré
dans les tissus embryonnaires beaucoup plus tétledstade torpille. L'acide phytique est
déplaceé via le réticulum endoplasmique et I'appateiGolgi dans les vacuoles de stockage
des protéines ou il formera des cristaux (Otegual, 2002). Sa concentration augmente
progressivement pendant cette période et atteimdeimum a la maturation de la graine
(Raboy et Dickinson, 1987 ; Rabeyal, 2000 ; Boweret al, 2006).

L'accumulation des isoflavones dans la graine da scété étudiée. Kudoet al,
(1991) ont montré que cette accumulation est diffta selon les isoflavones. La génistéine et
sa forme malonyle s'accumulent un peu plus tard lgudaidzéine et sa forme malonyle
correspondante pendant la période de développeteciat graine (entre 35 JAF et 60 JAF).
Par contre, les saponines, autres composés mirggsprésents dans les graines des
légumineuses, diminuent constamment tout au lonig deaturation de la graine (Kiet al,
2006).
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5. FACTEURS DE VARIATION DE LA TENEUR ET DE LA COMPOSITION DES
ISOFLAVONES DANS LES GRAINES DE SOJA

De nombreux facteurs susceptibles de faire vaaiéenieur en isoflavones de la graine
ont été étudiés. Il semble aujourd’hui admis qudelaeur totale de la graine est autant
influencée par I'environnement que le génotype. latsdes de stabilité montent une
interaction génotype environnement significativegigncelle-ci est en général assez faible
(Aussenacet al, 1998; Hoeclet al, 2000; Leeet al, 2003; Daydéet al, 2004; Seguiret al,
2004).

5.1. Facteur génétique

Dans un lieu donné, la teneur en isoflavones dgrdine peut varier du simple au
double entre deux variétés extrémes. Cet écareregfeénéral conservé d'un lieu a l'autre,
d’'une année a l'autre (Dayd al, 2002). Il y a donc une grande variabilité génmjyp des
teneurs dans I'espéce soja, qui, combinée a unechstabilité des variétés, se traduit par des
estimations assez élevées de I'héritabilité (Mekséeml, 2001; Daydéet al, 2004; Kassem
et al, 2004; Primomoet al, 2005; Chiariet al, 2006). L'effet génotypique s'est avéré
prépondérant sur la composition en isoflavones ptefils sont toujours tres bien conservés.

Ces caractéristiques génotypiques pourraientliées au groupe de précocité, avec
des teneurs plus élevées pour les variétés tar@Waaget al, 2000). Ce phénomene a été
démontré aussi sur une série de lignées isogénidadésneur en isoflavones est corrélée avec
la durée de développement et a précocité égateestiplus élevée chez les type indéterminés

pour la précocité et le type de croissance (Dayd@embe, 2000).

5.2. Facteurs environnementaux

Selon I'environnement, un génotype peut faire vase teneur en isoflavones totale
dans la graine d’'un facteur deux ou trois, ce qooRduit & penser que ce caractere pourrait

étre difficilement maitrisable en production.
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5.2.1. Effets lieux

Les travaux pionniers dans ce domaine ont trés étiébli de fortes variations des
variétés testées : de 460 a 1950 pg/g pour les méamiétés plantées dans quatre lieux
différents (Eldridge et Kwolek, 1983) ; de 1149 B/& pg/g pour une méme variété dans
différents lieux de culture (Wang et Murphy, 1994)ne étude multilocale menée au
laboratoire d’agrophysiologie de I'E | Purpan seux variétés et 9 lieux a montré un écart du
simple au double, par contre, les pourcentagessdflavones sont restés remarquablement
stables (Bergeet al, 2002; Daydéet al, 2002). Les differences pédo-climatiques de divers
lieux de culture jouent un rdle dans ces variatidesteneurs en isoflavones. Parmi les
éléments minéraux qui pourraient étre impliqguéstages ont signalé, un effet du potassium
(Vyn et al, 2002). Mais bien entendu, les facteurs climasquat aussi une grande

importance.

5.2.2. Effet température

L’effet de la température lors du remplissage dairgsemble de loin le plus influent
sur la teneur en isoflavones totales. Les lieuxulture dont la moyenne de température est
plus élevée sont aussi ceux ou on releve les pibte§ teneurs en isoflavones. cet effet est
parfaitement démontré en conditions contréléesa(itra,et al, 1991 ; Tsukamotet al,
1995; Caldwellet al, 2005; Lozovayeet al, 2005). On constate aussi que les températures
anormalement fraiches en fin de remplissage induis@e tres forte accumulation des
isoflavones dans la graine.

En se basant sur la biosynthése des isoflavonsseneymes clés sont la PAL
(Phénylalanine Amonia Liase) et la Chalcone symh&31S). Les activités enzymatiques de
ces deux enzymes diminuent quand la températunaentg, et inversement (Posmgkal,
2005 ; Campos-Varga al, 2005).

5.2.3. Effet irrigation

L'autre facteur généralement tres différent dligu a I'autre est la disponibilité en
eau. On a en effet constaté un effet de lirrigatioune irrigation tardive augmente
significativement la teneur en isoflavone (Boscred2001). De méme, Bennet al. (2004)

ont montré en étudiant des variétés tardives et taatives, que lirrigation augmente la
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teneur en isoflavones d’un facteur 2,5. En cond#ioontrélées, un stress hydrique apres R6,
la teneur est diminuée significativement (Lozovayal, 2005). Le stress hydrique induit la
diminution de rendement et surtout le PMG. Cedmént réduit le transfert des assimilats
des organes sources (feuilles, tiges) vers lesnegypuits (les gousses et les graines). Cette
réduction affecterait davantage les composés nenewmtamment les isoflavones au méme
titre que les molécules de réserve de la graingdjmes et surtout I'huile) (Lacombe, 2000).
Un déficit hydrique a partir du stade R5 provoqure raccourcissement de la période de
remplissage (Giovanardi et Ceccon, 1990). Quanpétode de remplissage est courte, la
plante marit vite. En effet, la période de I'as&aimon des isoflavones dans la graine est assez
limitée.

Les teneurs en daidzéine et en génistéine sonifisgdivement élevées en condition
irriguée dans les cotylédons ou dans les graingeres (Bennetet al, 2004). Cependant,
I'influence de l'irrigation sur la glycitéine et @articulier dans le germe n'a pas encore été

étudiée ni lors d'essais en champ, ni en serre.

5.3. Compartiments de la graine

Les differences de concentration en isoflavonest $m@s significatives dans les
différentes parties de la graine. En effet, le geda soja possede la plus importante teneur en
isoflavones. Bien que le germe ne représente qudi2poids de la graine de soja, il contient
4 a 10 fois plus d'isoflavones que les cotyléddaisiridge et Kwolek 1983). Quant a la
composition, deux isoflavones sont majoritairessdigngerme : la daidzéine et la glycitéine
qui se trouve exclusivement dans le germe. Elleésgmte 5 a 10% des isoflavones de la
graine, mais peut constituer jusqu'a 50% des igoffles totales du germe (Tsukametaal,
1995; Songet al, 1998; Daydéet al, 2004).

Lors de la transformation industrielle de la graileegerme est écarté, en raison de son
gout désagréable. Il devient alors un coproduinggux en mieux valorisé, en particulier pour
les compléments alimentaires (De Boewetral, 2000; De Boeveet al, 2001; Schryver,
2002; Naha®t al, 2004; Tsangalist al, 2004; Yeet al, 2004a, 2004b).
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6. OBJECTIFS DE LA THESE

Les isoflavones du soja connaissent un succes igeami depuis une douzaine
d'années et le marché des compléments alimenfaindant leurs allégations santé sur les
propriétés oestrogéniques de ces molécules, grsidérablement développé tant aux Etats-
Unis qu'en Europe. Les produits alimentaires a dagerotéines de soja contiennent aussi des
isoflavones et sont également de plus en plus adgyar les consommateurs, notamment tous
les produits "laitiers” déclinés a partir du jus stga ("tonyu") : boissons, yaourts, cremes
desserts... Dans ce contexte, la controverse surefiess déléteres potentiels de ces
molécules, en particulier chez le nourrisson gelme enfant (AFSSA et AFSASP, 2005), a
provoqué une inflexion a la baisse sur les marcbigsine inquiétude des industriels
transformateurs. De plus, il a été clairement n@éngue l'origine des compléments
alimentaires a base de soja enrichis en isoflavesesariable (Hubert al, 2006) : certains
sont issus de la graine entiere (ou de ses cotyddat d'autres des germes, coproduits des
fabrications alimentaires. Leurs teneurs et le@mpmositions en sont rendues tres variables

sans que leur étiguetage n'en informe réellemesdiisommateur.

Le Laboratoire d'Agro-Physiologie de L'E.l.Purparregagé des recherches sur les
isoflavones du soja depuis la fin des années 9@ofbae, 2000), en partenariat avec des
scientifiques au niveau international (USA) et éteurs de toute la filiere : producteurs,
interprofession, industriels du soja aliment essdateur des compléments alimentaires. Apres
un travail conséquent sur la maitrise (Ausseztaad., 1998) puis I'amélioration des méthodes
analytiques de ces molécules, les approches eissmnt permis une bonne compréhension
des effets des facteurs de régulation de la tezreisoflavones et de leur composition dans la
graine entiere. S'agissant de molécules issues éabamlisme secondaire de la plante ces
facteurs sont bien sr génétiques mais I'enviroem¢joue toujours un réle majeur (Daydé et
Lacombe, 2000 ; Daydét al, 2002 ; Lozovayeet al, 2005). Cependant, les pratiques
industrielles qui font du germe de soja une matgnemiere innovante sur le marché de
l'aliment santé (Hubert, 2006), et les demandesitrd'a transformateurs (marché des
"soyfoods") qui attendraient plutdt des cotylédappauvris en isoflavones, ont conduit a
considérer les isoflavones dans deux compartintbstisicts de la graine : les cotylédons et le
germe. Le but visé est la maitrise de la teneus@ilavones et de leur composition dans les

deux compartiments de la graine. La démarche ergeeponsiste a faire se rencontrer, d'une
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part, un certain nombre d'études sur le détermmigénétique de ces caracteres et, d'autre
part, une approche physiologique visant a préd¢esevoies de synthese des isoflavones dans
les cotylédons et le germe, en considérant lesedest de variation génotypiques et
environnementaux potentiellement impliqués. C'estleuxieme point qui constitue I'objectif
du présent travail de thése qui inclut deux valetse recherche sur la variabilité génétique et
environnementale, notamment la réponse de la pkantevariations de température et d'état
hydrique du sol, et I'étude des cinétiques d'actation des isoflavones dans le germe et les
cotylédons de la graine de sola.fing, le transfert de technologie espéré doit concemer
sélectionneur (pour la voie d'amélioration géndéiagies variétés) et le producteur (par la

combinaison du choix variétal et de la mise enreede conduites culturales adaptées).
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L’étude de la variabilité des teneurs et des coiitipas en isoflavones a été réalisée
essentiellement a travers le comportement d’'Inta@ueeen, deux variétés trés contrastées qui
ont déja fait I'objet de nombreuses études au ktboe (Lacombe, 2000; Boscredon, 2001;
Berger et al, 2002; Daydéet al, 2002; Salingues, 2003). Selon les essais, el
comparées avec d’autres variétés d’'origine, deeddeécycle de reproduction, de composition
et/ou teneur en isoflavones remarquables. Ces uxawmt nécessité le fractionnement
systématique de tous les échantillons analysés.cbérence des séries d’analyses a été

maintenue grace a l'utilisation d’'une carte de calet

L’étude de l'effet de I'environnement a été réaisetravers deux expérimentations en
collaboration avec le centre national de rechersinele soja de 'USDA, Université de
I'lllinois (Urbana, IL- USA). Une expérimentatiomnechamp visant a tester I'effet d’'une
irrigation tardive, et un essai en serre selonlan pomplet a trois facteurs croisés (5 variétés,

3 régimes de températures apres R6, et deux régiyaesiues).

L’étude des cinétiques d’accumulation des isoflaga été réalisée pendant 2 années
(2003 et 2004), sur des plantes cultivées en poseere, au laboratoire d’agrophysiologie, et
en champ (année 2005), sur des plantes cultivédgymes de pépiniére, sur le domaine

d’expérimentations d’Euralis a Mondonville (31).
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1. MATERIEL VEGETAL

Imari et Queen ont été utilisées dans chaque arpétation. Ce sont des variétés de
groupe de précocité I-ll, particulierement adaptées conditions pédo-climatiques du Sud
Ouest de la France. Elles ont d’ailleurs été pademsplus cultivées dans cette région durant la
seconde moitié des années 1990 et longtemps éténede référence de leur catégorie. Imari
est une obtention Asgrow distribuée par Monsantecrite en 1992, c’est une variété a
croissance semi-déterminée, a fleurs violettessipé grise et gros grains beiges a hile brun
clair, riche en protéines, tres adaptés a l'utiisaen alimentation humaine. Queen a été
inscrite en 1992 par Dekalb, et distribuée par RGR, c’est une variété a croissance
indéterminée, fleurs violettes, pilosité fauve, dits grains parfois tachetés de noir, au hile
noir, de bonne teneur en protéines, cependanieaféra Imari.

Imari est a teneur en isoflavones particulieremiilble dans les cotylédons et
moyenne dans les germes. Elle présente en moyé&dnalé genistéine dans les cotylédons,
tandis que la daidzéine est majoritaire dans les@e (plus de 50%). A I'opposé, les graines
de la variété Queen présentent une teneur envsofig totales en moyenne double de celle
d’'Imari, surtout en raison de la teneur des cotytsd qui, de plus, contiennent
majoritairement de la daidzéine (souvent pres @é¢)50es germes de Queen ont une teneur a
peine plus élevée que ceux d’lmari, mais leur padi composition est inversé par rapport a
Imari : ceux-ci- contiennent environ 50% de glyicied et 30% de daidzéine (Dayéé al,
2004)

Afin de mieux cerner d’éventuelles interactions @gpes - environnement, les
variétés américaines Dwight, Loda et Jack, de mitesimilaire, ont été inclues dans les
essais serre et champ aux USA. Aprées étude delllection variétale d’Euralis (Ayerdi-
Gotor, 2002; Sensiau, 2002), deux variétés ontagaé@tées pour I'étude des cinétiques
d’accumulation des isoflavones :

— la variété Noir de Toulouse (NT), semi-déterming&eyros grains noirs, un peu plus
précoce gu’lmari et Queen (groupe 1), présente ttge forte teneur en isoflavone
dans les germes (elle était présente en serre®he2@n champ en 2005) ;

- la variété NS Kasha (NSK), déterminée, précoceufmed) a un profil tres particulier
des isoflavones de ses germes : a maturité, NSKeotre plus de 70% de glycitéine
dans ses germes, tout en ayant une teneur comparailari et Queen (testée en serre
en 2003 et en champ en 2005).
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2. CONDITIONS DE CULTURE ET FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX ETUDIES

Les conditions de culture des essais en champ stre@ concernant I'étude de I'effet
de la température et de la disponibilité en eaantua fin de la maturation sur la teneur et la
composition en isoflavones dans les différentestifstas de la graine, sont données de
maniere détaillées dans la section matériel et odéth de la publication constituant le
chapitre IIl.

Les traitements ont été appliqués en fin de maturate la graine, c'est-a-dire apres le

stade RG6. Ils consistent en :

— une irrigation supplémentaire pour les essais emgit

— en serre, régime spécifique de températures —faiches (13°C Nuit/23°C Jour) ou
plus chaudes (23/33°C) que le régime optimal (1&28—, croisé avec un régime
hydrique non limitant, & 70% de la capacité au ghaou limitant, a 30% de la
capacité au champ. Ces conditions ont été mainsgnaqu’a maturité compléte.

— Les conditions de culture en serre et en champ péwde de I'accumulation des
isoflavones sont décrites en détail dans la sectiatériel et méthode de la seconde
publication présentée au Chapitre IV

L'aspect le plus critique de ces essais était Eepement d’un nombre suffisant de

graines au méme stade de développement. L'obgetift d’avoir pour chaque variété deux
répétitions de 10 a 15 graines par date de préléener€haque jour, des séries synchrones de
gousses de méme stade de développement ont ét@&idearidividuellement au moyen
d’étiquettes d’horloger datées et colorées de lfsstie couleurs différentes. Une méme série
devait avoir été marquée la méme journée, maisepiav en général de plusieurs plantes. Le
stade repére choisi était la longueur de la goaslsem, qui correspond a Floraison + 7 jours.
A chagque prélevement, les graines étaient le mpsgdement possible disséquées, puis les
fractions pesées et le tout congelé pour lyophitisa
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3. ANALYSES DES ECHANTILLONS ET TRAITEMENT DES RESULTATS

Le protocole de préparation des échantillons atalise des isoflavones est décrit en
détail dans les publications insérées aux Chagires IV de ce document de these.

Analyse des isoflavones - Chromatogrammes

Le protocole détaillé dans les publications ci-apget le protocole d’analyses mis au
point au laboratoire d’agrophysiologie utilisé depR001 (Daydé et al. 2002). Il aboutit a la
collecte de chromatogrammes d’absorption UV a 26@omt I'allure est spécifique de la
fraction analysée (Figures 13 et 14).

D’une maniére générale, I'ordre d’élution (adzeineji) glycitéine ;iii) genistéine)
est respecteé, quel que soit I'état de conjugaisorces molécules. Les formes glucosylées
(daidzine, glycitine et genistine) étant les plagapes, elles sont éluées en premier, entre la
10°™ et la 1£™ minute. Suivent les formes malonylées (M. Daizikk Glycitine et M
Genistine), éluées entre la*S et la 2™ minute), puis acétylées (A. Daidzine, A. Glycitine
et A. Genistine) entre la £3° et la 3™ minute, et enfin, les formes aglycones (Daidzéine,

Glycitéine et Genistéine) entre 1a%%5 et la 4™ minute.
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& M.Genistine

100 4

75

ht dadzin
50

daidzine

25
A. daidzine
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Figure 13 : Chromatogramme d'absorption UV a 260 nobtenu aprés séparation HPLC
sur colonne RP C18 d'un extrait de cotylédons.
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Figure 14 : Chromatogramme d'absorption UV a 260 nobtenu aprés séparation HPLC
sur colonne RP C18 d'un extrait de germes.

Dans la graine native, les formes congugées : gifcet malonyles sont largement
majoritaires. Les pics correspondant aux formesybias et aux aglycones sont a la limite de
la détection. Les cotylédons (Figure 13) ont deues en isoflavones plus faibles que les
germes (Figure 14), on constate aussi la présgragfigue de glycitéine (et de ses formes

conjuguées) dans les germes.

Traitement des données

Pour valider nos analyses, nous avons mis en cemerelémarche de type « carte de
contrdéle ». Une quantité suffisante de poudre amgglot industriel produit en 2003, fourni
par la société Génibio, Saint Girons, France) egidene (lot de cv. Imari, culture 2003,
domaine de Sandreau, Mondonville, France) a étpapgé et réservée dans les meilleures
conditions de conservation : lots déshydratés plaeds des piluliers au congélateur. lls ont
fait I'objet d’'une série d’'analyses de référencesrpen établir les teneurs et compositions
moyennes, puis, ils ont été inclus systématiquermamime témoins a chaque série analytique
(environ toutes les 10 analyses). Les valeurs @é®®ins « germe » et « graine » ont ensuite
été utilisées pour valider les analyses de tougdbsintillons traités dans ces deux études.
Lorsque les résultats étaient différents des valewwyennes attendues, les analyses ont été

refaites, ou selon les cas, les valeurs ont etéggéass en fonction des témoins.
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Les traitements statistiques ont été réalisésidel’de SPSS v11, ou de Statistica v7.
Pour I'étude des effets de I'environnement, legtsfbnt été testés a I'aide d’analyses de la
variance adéquates, et les moyennes comparéedeasigrdppar test de Student, Newman et
Keuls. Pour les cinétiques d’accumulation, les wgestandard des moyennes ont été

calculées en regroupant, variété par variéte,dag-€ypes des répétitions de mesures selon la

regroupé —
i=1 i=1

r r
formule : s —\/Zs, [, Zni , pour r dates et;fil répétitions par dates L'erreur

standard d’un point issu de n répétitions est aifs s,egmupé/ Jn.

Les ajustements de courbes ont été réalisés & I'Sigmaplot v9.01, selon un modele

sigmoide a 3 parametresg/ = 7/[1+ e_[ b J]
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1. INTRODUCTION

Les demandes des transformateurs industriels smnteat en opposition si I'on
considere comme des matieres premieres distirttese part les cotylédons et, d'autre part,
les germes de la graine de soja. De nombreux conepits alimentaires riches en isoflavones
extraites du soja, sont obtenus a partir de geremsme en attestent leurs compositions
(Chenet al, 2005 ; Hubertt al, 2006). Par contre, compte tenu des avis récastaatorités
sanitaires, quant aux effets potentiellement dédétdes phyto-estrogénes, notamment chez
I'enfant (AFSSA et AFSSAPS, 2005), les industrigids aliments a base de protéines de soja
recherchent préférentiellement des graines, dosccdiylédons, a faibles concentrations en

isoflavones.

La teneur en isoflavones des graines de soja &stdé&pendante a la fois du facteur
génotypique et des conditions environnementalesulieire de la plante (par exemple :
Tsukamotoet al, 1995 ; Aussenaet al, 1998 ; Carrao-Panizei al, 1999 ; Lozovayat al,
2005). Cependant, les connaissances sont tregdisnguant a ces effets sur la répartition de
ces molécules entre les germes et les cotylédas.ekpérimentations entreprises visent a
lever une partie du voile sur les différences gguiques et environnementales rencontrées
pour la teneur en isoflavones et leur compositiansdles germes et les cotylédons de la
graine de soja. Afin de déterminer les effets awspératures et de I'état hydrique du sol
pendant le développement de la graine, deux varigtévenant de France et trois autres
originaires des Etats-Unis ont été cultivées ereséu stade "début remplissage de graines"
(R6), les plantes ont été soumises a trois alteesamle températures diurne / nocturne
(23/13°C ; 28/18°C et 33/28°C) et a deux régimedriques (70 et 30 % de la capacité au
champ). Cette approche a été complétée par unegimgméation au champ, sur le méme
matériel végétal, en vue de mesurer les effetsediuigation tardive. Les résultats obtenus

ont fait I'objet d'une premiére publication sci@qgtie insérée dans ce document de these :

RASOLOHERY C. A., BERGER M., LYGIN A. V., LozovAyA V. V., NELSON R. L.,
DAYDE J., 2007.

Effect of temperature and water availability during late maturation of the
soybean seed on germ and cotyledon isoflavone camtand composition.

Journal of Science of Food and Agriculteecepté pour publication).
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ABSTRACT

BACKGROUND: Isoflavone content in soybean seedsstiongly influenced by both
environment and genotype. However, little is knoabout the effect of environment and
genotype on isoflavones in gews cotyledons. To determine the effect of temperaame
soil moisture status during soybean seed developoreseed isoflavone concentration and
composition, a set of two French and three U.Siveuwk of similar maturity were grown in
the greenhouse. At the R6 growth stage, plants webgected to one of three night/day
temperature regimes (13/23°, 18/28°, or 23/33°nither optimal or sub-optimal soil water
conditions.
RESULTS: In cotyledons, a 3 to 6 fold variationtotal isoflavone content was observed
between the high and low temperature treatmentsremds the germ contents had less than a
two-fold variation. Soil water supply had less effeghan temperature on the isoflavone
contents and compositions. In both seed parts,isbigavone concentrations were highly
dependent on the cultivar.
CONCLUSION: These results show that isoflavone eohand compaosition in cotyledon and
germ are unrelated and it should be possible tepeddently manipulate these seed traits
through plant breeding and crop management systems.

KEYWORDS

Isoflavones; soybeaglycine maxsoy germ; hypocotyls; environment, genotype
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INTRODUCTION

Isoflavones are biologically important phytochenscéound in many legumes with high
concentrations in soybean seeds. Two major isaflesogenistein and daidzein and a minor
one, glycitein, are found in soybean seeds. Therast in isoflavones has been growing since
the late 1990s, as epidemiological and clinicatlistsi have suggested that the consumption of
soyfoods is associated with many health benefitsh s lowered risks for breast, prostate
and colon cancers? cardiovascular diseas&$,or post menopausal bone hedltihese
beneficial effects may partly be due to the wedkogenic activity of isoflavones which can
bind estrogenic receptofdsoflavones can also exert non-estrogenic effeath as biological
antioxidant effect$.Individual isoflavones can have specific efféétand depending on the
gut microflora activity, they may be metabolizedoinmore estrogenic compounds, such as
equol produced from daidzeth® The isoflavone composition of consumed food could
influence the health effects. The potential of lsednes to cause undesirable or deleterious
effects has recently been highlighted. Owing teregpof their possible hormonal effects, the
safety of isoflavones in infant formulas has beerstjoned and is still being debatéd?®

As a result many national health authorities haa@mmended safe upper limits in daily
isoflavone intaké®’ Thus, in the soyfood industry there is a growimgnand for soybeans
with low isoflavone content. In contrast, more andre new soy dietary supplements based
on high content isoflavone concentrates are dediggssentially for the menopausal and post
menopausal health supplement food market. Isofles@me 4 to 10 times more concentrated
in soy germ than in cotyledons (they generally aotdor more than 1.5% of the mass of the
germ), whereas the seed coats have only trace®ftdvones?® During soy food processing,
the germ can be separated from the cotyledons bemming a valuable by-product.

The isoflavone content and composition of soyfoanld soy dietary supplements are directly

related to those found in the raw soybean that @neyderived from, and can be highly
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variable?®® The main factors responsible for the variation isdflavone content and
composition are the soy genotype and the enviroteheonditions encountered during seed
maturation:>?*3!In all these studies, environmental effects catuée more than a twofold
variation, but genotypic effects are also very digant. The major environmental factor
influencing the seed isoflavone content is tempreeatluring seed filling perio:*?' This is
likely why the late sowing datés™® or late maturity group®:* have generally higher total
isoflavone contents. Total content is positivelyrretated with genistein and daidzein
contents, but it can be negatively correlated v glycitein content® Genotype by
environment interaction is often a significant cament of the total isoflavone variatfr*
but in many cases, the genotype ranking is condeageoss environments. Heritability for
seed isoflavone content has been estimated fromo640 %°°* to 90%3>° However,
heritabilities for individual aglycones (daidzeipenistein or glycitein) displayed significant
variations. Heritability was often higher for gltein>>® but it was sometimes inconsistent
because of the low concentration of this isoflavoméhe seed’ Water status of the plant is
also an important component of the whole seedasofie content. Isoflavone concentration
can be increased by irrigatiror decreased by drought®’=°

Except for two report§*° published in 1983 and 1995, genotypic and envirmtal effects
were investigated only at the whole seed level. 3ty germ represents only 2 to 3% of the
total seed, thus variation in isoflavone conceitrain the germ can be easily masked by the
variation in cotyledons even if the germ can cdntie up to 20% of the whole seed
isoflavone amount®*° The germ is rich in daidzein and contain nearytt# glycitein. This
can produce confusing data if the germ and cotyledio not respond similarly to differences
in environmental and genetic factors. Generallgeerease in the seed weight is accompanied
by an increase of the percentage weight of gérthus, the percentage of the seed that is

germ can increase under unfavorable conditionsh Sunceffect can explain why the total
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isoflavone content is negatively correlated witicifein content in segregating populatidfis,
after a drought stre$8 or as a response to atmospheric,@@d/or soil N enrichmerf. The
pattern of expression of the isoflavone synthasgfoims varies among tissues and
development stagdSand studies on the spatial regulation of the Kamitpsin inhibitor gene
during the soybean seed development highlightedsgexificity of the germ expression
patterns’?

Soybean cotyledons and germ often have oppositeepsor demands. Many dietary
supplements rich in isoflavones are derived frommgas shown by isoflavone compositional
analysis, while protein products derived from cetigins are screened for low isoflavone
concentration§>*> The objectives of this research were to determine effects of
temperature and soil water status during the kel $illing stage on isoflavone concentration

and composition of both cotyledons and germ in saybcultivars.

EXPERIMENTAL

Plant material and growth conditions

Five cultivars were selected based on similar tiofesaturity, and their contrasted difference
in isoflavone concentration and profile. Two of nthevere French cultivars (Imari and
Queen), and the other three were U.S. cultivarsigbiwvJack and Loda). Two experiments,
one in controlled conditions in a greenhouse, aedther in the field, were conducted. In the
greenhouse, the plants were grown one plant percrB80diameter plastic pot under
night/daytime temperatures of 18/28°C with highl smioisture in the Plant Science
Laboratory greenhouses on the campus of the Umiyedod lllinois (Urbana, IL). A

sand/solil/perlite (1:1:1) mixture was used and ftslawere fertilized by watering with

micronutriments (Plant Marvel Laboratories Inc.,icdigo Heights, IL). A 14.5h photoperiod

was maintained with the use of 1000W-high pressedium lamps (600W f When the
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plants reached the R6 std§ethey were moved into one of three different terapee
regimes until maturity: i) intermediate (as abovg)low (13/23°C®), and iii) high (23/33°C).
In each temperature treatment, one-half of thetphaere grown in high soil moisture 70%

of soil holding capacity) and one-half in low soibisture £ 30% of the high treatment as
measured with a HydroSense Soil Water Measuremgstiei® device, SC620 (Spectrum
Technologies Inc., Plainfield, IL). Soil moistureasv adjusted every morning. For each
cultivar by treatment combination, 5 plants werevgr and harvested separately.

The field experiment was grown at the Crop ScierResearch and Education Center of the
University of lllinois, Urbana, IL. Five cultivarwere planted in one-row plots 3 m long and
0.75 m apart, and seed was sown on June 11, 20CGi rate of 31 seedstmow™.
Conventional tillage practices were followed maimtay a weed-free environment and
recommended fertilization levels were applied. Experimental design was a randomized
complete block with two replicates. The treatmezgign was a split plot with half of the plots
receiving only natural rainfall and half of the fdowere given approximately 3 cm of
irrigation applied on August 10. From the begimnof flowering in early July until August
30 when seed filling was nearly completed, onlyct?of rainfall was received at the nearest

weather recording station approximately 5 km friw test site.

Chemicals

Acetonitrile and methanol with HPLC purity were ploased from SDS (Peypin, France).
Deionized water was generated from a Milli-Q ariabjt deionization system (Millipore,

Saint Quentin Yvelines, France). Purified standafdgenistein, daidzein, glycitein, and of
their 7-O-glycoconjugates, genistin, daidzin angcigin were purchased from Chromadex
(Santa Ana, CA, USA). Pure DL-methionin used faneéntary analysis N calibration was

purchased from Sigma Aldrich Chimie (Lyon, France).
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Sample preparation, isoflavone extraction and amaly

For each plant in the greenhouse experiment anédoh seed lot harvested from the field
experiment, 30 seeds were sampled, freeze-driedvaighed. Samples were fractionated by
hand and the fractions were weighed to determir@ f&rm weight and germ percentage.
The cotyledons were ground with a mill (IKA Labdtedk, Germany) and the germ by a
mortar and pestle. Duplicate aliquots of each fingwdered sample (0.1 g particles @ <
0.200mm) were extracted with 80% aqueous methahoil() for 2h at room temperature.
The residue was removed after centrifugation arzhmtation of the clear supernatant. The
final solutions were filtered (0.2 um, Acrodisc fBge Filters, GHP membranes) and
analyzed by HPLC with a P4000 pump controller, ABB&utosampler and UV2000 detector
(Spectra Physics Analytical Inc., Fremont, CalifayiJS). The analytical column, 250 x 4.6
mm i.d., 5 um, Satisfaction RP#AB (Cluzeau, Sainte Foy La Grande, France) was &ep
30 °C. The mobile phases were 0.05% (v/v) triflametic acid in water (solvent A) and
acetonitrile (solvent B). The gradient elution wasried out as reported by Murphy et‘al.
with minor modifications as reported previou&fysolvent B increased from 0 to 15% in 2
min, then to 18% in 4 min, to 24.5% in 26 min, @ over 7 min, then to 50% in 1 min, and
finally increased to 100% in 6 min. The gradierdagyam recycled back to the initial state of
100% solvent A in 2 min. UV absorbance was mondagie 260 nm. The injection volume
was 10 pL and the flow rate was 1.5 mL thiCalibration curves were established using the
B-glucosides and aglycone isoflavones standard mlgecDue to their unstable structure, the
malonyl- and acetyl- conjugated isoflavones weré¢ mged as external standards. Their
response factor was calculated from those of tlweirespondingp-glucoside forms,
correcting them in a molecular mass ratio. Sinae rtialonyl- and acetyl- group does not
contain an ultraviolet chromophore, it was hypoithex$ that the absorption properties of the

B-glucoside structures at 260 nm should not be reatliby a malonyl- or an acetyl-
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conjugation, and that their response factor wag dapendent upon their molecular weight.

Isoflavones were expressed as aglycone equivalargskg’ of dry weight.

Quantification of total proteins

The total protein percentage in the cotyledons determined according to the method of
Duma$® through the quantification of total nitrogen usigy elementary analyzer (NA 2000
Nitrogen analyzer, Fisons Instruments, Milano, ykalThis method involves a total

combustion of the matrix under oxygen, followedabgeduction of nitrogen oxides to N2 and
trapping sulphur components and excess oxygen jpyeco The carrier gas was helium. The
oxidation tube, containing chromium oxide, cobatide and quartz wool, was heated to
900°C, while the reduction tube, containing copped held back by the quartz wool, was
heated to 750°C. The total nitrogen level was deitezd using a catharometer detector (NA
2000, Nitrogen analyser, Fisons Instruments, Milataly), which was kept in a thermal

chamber at 60°C. Pure DL-methionine (Sigma Aldi@himie. Lyon, France) was used as
standard, and the coefficient converting nitrogentent into total soy-derived proteins was

6.25. Determinations were made in duplicate on §Ghguots.

Statistical analysis

ANOVA and post hoc comparisons between treatmedewv(man and Keuls) were made

using GLM procedure of the STATISTICA V. 7 for wiods (StatSoft France, 2005).

The experimental design in the greenhouse (3 factorcultivars, 3 temperatures and 2
irrigations) was analysed with a three way ANOVA dabwhere only main factors and

second order interactions were taken into accdure.third order interaction was pooled with
error. The field experiment (5 cultivars and 2gations) was analysed with a complete two-

way ANOVA. Post hoc tests used the residual meaarsgof their respective ANOVA.
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RESULTS

The 12 isoflavone forms were separately analysedtiyledons and germ, their contents were
expressed in aglycone equivalents (§)kgnd in percentage of total isoflavone in eactisee
fraction (composition). The other seed characiessised were seed and germ dry weights
(in g per 1000 units), germ ratios (in % of thedseeight), and % protein in cotyledons.
Among the 3 factors studied in the greenhouse @xpet (cultivar, temperature and soll
moisture), the effect of cultivar was highly sigoéint (p<0.001) for all the seed and germ
characteristics (Table 1). The temperature effems aiso significant, with particularly high
values (F > 300) for isoflavone contents in cotglesl The effect of soil moisture during late
seed filling was only significant for cotyledon abisoflavone, genistein and daidzein, but not
for glycitein content. The cultivar by temperatiméraction was highly significant for total
isoflavone and daidzein content as well as for peecentages of all of the isoflavone
components in cotyledons. Thus, depending on thiay the temperature effect can have a
specific influence on the daidzein content, theeefthanging the percentages of genistein and
daidzein. In the germ, the cultivar by temperatimeraction was significant for all four
measurements of isoflavone content but only aftettte percentage of genistein.

The effect of water supply was also tested in thkl f(Table 2). The average height of the
irrigated plots was 12 cm taller than the non-ategl plots indicating a drought stress in the
plots supplied with only natural rainfall. The effeof irrigation was significant on the major
isoflavone contents for both cotyledons and gereepkfor genistein in the germ. None of
the isoflavone percentages was affected by thgaiidn except genistein in the germ. In each
seed part, the percentage of the major isoflavevees strongly dependent on the cultivar.
Late irrigation also had a significant effect oe #eed weight, germ ratio and protein content.

There was no significant cultivar by irrigationenaction.
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Cultivar characteristics for seed traits and isajlee content and composition in the seed

parts.

For all measures of isoflavone content and comjposih both seed fractions, as well as seed
fraction weights and cotyledon protein percentdhgere were significant differences among
the 5 cultivars tested (Table 3). Despite the weifferent conditions encountered, the
genotypes had similar ranking in the two experirmemtere were larger cultivar difference
for seed weight in the greenhouse than in the felidLoda consistently had the largest seeds
(greater than 180g per 1000 seeds), whereas QUeeight and Jack were significantly
smaller than Loda in both environments (Table 3grn® weights were also cultivar
dependent, but changes in cultivar ranking in the growing conditions indicate important
genotype by environment interaction for this cheacThe germ ratio displayed significant
differences between the cultivars, generally negéticorrelated with the seed weights. The
larger seeds had small germ ratios (from 2.0 t@02i8 Imari and Loda seeds), and the
smaller seeds had higher ratios (from 2.5% in Quee®2% in Dwight seeds). Thus germ
weight was less variable than cotyledon weight ketwthe cultivars. In the two experiments,
Imari displayed significantly higher protein conti®iz40%) than the other 4 cultivars (34.5
to 36.5% in the greenhouse and slightly higheresia the field).

Despite large differences in the cotyledonary sashe amounts, the percentages of each
isoflavone were generally consistent in both experits, and were not correlated with the
total content. The cotyledon isoflavone contentseweighly genotype-dependent in both
experiments. Queen and Dwight had higher totallasohe contents than the other three
cultivars. However, these two cultivars had sigmifitly different percentages of genistein
(Queen had always the lowest genistein percentdge)highest genistein ratio was found in
the cotyledons of Loda (>70%) and the highest dardratio was found in Queer40%). In

the germ, the isoflavone contents were also sicpnitly different between the cultivars
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(Table 3), with higher contents in Queen, Dwighd &mda and lower amounts in Imari and
Jack €10 to 12 g kg.). There was not a strong correlation betweenledbn and germ
contents. For example, Loda had low total isofla/oantent in the cotyledon, but the highest
concentration in the germ. The germ isoflavone gmages are stable among the various
treatments but highly different among the cultivavgh high glycitein percentages for Queen

and Jack+55%) and low percentages for Imari, Dwight and L{<1d0%).

Temperature and soil moisture effects on seed w&emid protein contents

Non-optimal temperatures tended to reduce seedgana weight (Table 4). Mean seed
weight was decreased by 5% under lower temperatares by 16% under higher
temperatures, whereas mean germ weight was signiic reduced by 15% under high
temperature. This effect was very consistent fedsgeight in Imari but inconsistent for Jack
but generally the effects were non-significant bé tcultivar level. High temperatures
significantly reduced the germ weight for all cudtis except Jack. Drought treatment had no
significant effect on seed weight in the greenhaaiggeriment, except in Jack. However, the
12% decrease of the mean germ weights was signifibathe field experiment (Table 5), the
late irrigation induced a slight increase in thedsaeveights (significant for Queen). Low
temperature decreased the mean protein concentr@t®é). This was significant for three
cultivars but no significant differences were fouretween the normal and high temperature
(the mean protein content only increased from 33.38.3%) (Table 4). Low soil moisture
induced a slight increase in mean protein conteut,it was significant only for the mean
value. In the field experiment, irrigation signdiatly decreased the protein concentration for

all the cultivars (Table 5).
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Temperature and soil moisture effects on isoflavan@ents and composition in cotyledons

In all cultivars tested, the low temperature treatinnduced a dramatic increase in cotyledon
daidzein and genistein contents. Mean genisteinimasased by 130% and daidzein by more
than 200% (Table 4). As a result, the compositiaese also significantly modified, with a
significant mean decrease in the genistein pergengmd a significant increase in daidzein
percentage. In Queen, daidzein became the majitaveae. The high temperature treatment
had very significant but less dramatic effects. Tdtal isoflavone content in the cotyledons
was significantly decreased only in Queen and Dwibglowever, the genistein content was
significantly decreased under the high temperatued! the cultivars, except Imari. The effect
on the composition was consistent with that ofdblel temperature. Genistein percentage was
increased and daidzein percentage was decreased.

The drought treatment applied in the greenhouseced moderate decreases in the total
contents in all the cultivars, but this effect veagnificant only for Queen. On the other hand,
all isoflavone contents were increased in the laigation treatment applied in the field
experiment, significantly for Queen, Imari and DhtigTable 5). The effect of irrigation was
not significant on the isoflavone composition, gtcén the field experiment, where the

genistein percentage was decreased.

Temperature and soil moisture effects on isoflavam@ents and composition in germ

Isoflavone contents and compositions in the gemnewess sensitive to the environmental
effects than in the cotyledon (Table 1 and Table Ngvertheless, in the greenhouse
experiment (Table 4 and Table 6), the high tempeeatreatment significantly reduced the
total isoflavone contents in all the cultivars. Tinean isoflavone content was decreased by

18%, whereas the cold temperature had no effecgpgxor a significant increase in Imari.
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The glycitein contents were more affected by higghperature (significantly in Queen, Imari,
Dwight and Jack) than the daidzein contents (sicgnit only in Imari and Loda). The lower
temperatures induced a significant increase indted isoflavone content only in Imari germ.
For the individual isoflavones, lower temperaturggnificantly increased the glycitein
content in Jack and the daidzein and genisteinecd®in Imari. The cold temperature had an
effect only on the mean daidzein content. The eéffdcreduced soil moisture was not
significant on the germ characteristics in the gheeise, but the late irrigation treatment in
the field induced a 20% increase of the isoflavepnatents in the germ (total isoflavone
means: 13.91 vs 11.58 g kdor Irrigated vs Non Irrigated) with significanbdreases in
glycitein contents in Queen and Loda, and in damdpentents in Imari and Dwight. The

germ weights were not significantly changed byithgation treatment.

DISCUSSION

Most of the previous studies on the variabilityisdflavone content in soybeans focused on
the whole seed isoflavone contett§??"*%33" The results of this research shows a
significant difference in isoflavone content betwamtyledon and germ and alternate effects
of temperature and genotype on the isoflavone obtiethese components. This is important
because germ and cotyledons may be subjected twsidpmlemands for isoflavone content
since isoflavones are becoming undesirable in ssogdoods-’ Genistein, which is probably
the most studied isoflavofiés a minor isoflavone in the germ. However, glgiit a minor
isoflavone component in the whole seed, can commss much as 50% of the isoflavone
concentent of the germ.

The prevailing effect of temperature on the isafla content was corroborated in this study.
However, temperature induced changes were greatbeicotyledons than in the germ. There

was a 3 to 6 fold variation in total isoflavone tamt in cotyledons between the low and high
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temperature treatment in the greenhouse, but hess d two-fold variation was observed in
the germ. Low temperature had more effect on tidexons than on the germ whereas germ
contents were significantly decreased by the heghperature. In germ the isoflavone content
(in aglycone equivalent) is rarely below 1% of thrg weight. This can probably be related to
the role of isoflavones in plant-microbe interanicsuch as symbiosis wiBradyrhizobium
japonicuny arbuscular mycorrhizal fumjior seedling defence against pathogénsThus,
some unknown regulatory mechanism may ensure amainsoflavone content in the germ.
Additionally, as mentioned in a previous wdfkhis study showed that the germ weight was
only slightly reduced by unfavourable environmemahditions. Germ contribution to whole
seed daidzein content can be strongly increasedhigit temperature. Since daidzein
concentration is strongly cultivar dependent, theseoved environmental effect in whole
seeds may be due to germ-cotyledon weight varigtion

Percentage of each isoflavone is mainly under gewgentrol. The key enzymes of the first
common phenylpropanoid pathway steps, phenyl amanigase (PAL), chalcone synthase
(CHS) and chalcone reductase (CHR) are known tostbengly over expressed when
temperature is decreasédind down regulated by high temperattiréeading to a general
increase or decrease of the synthesis of all isoflas. The first branching point leads to the
synthesis of either daidzein or genistein. The gfem precursor, naringenin, can be taken
away by the first enzymes of the anthocyanin payhvlavanone 3-hydroxylase (F3H) and
flavonoid-3'-hydroxylase (F3'H}®™® Genotypic variation in this competitive use of
naringenin can be a major cause of the cultivderdifices in the cotyledon compositin?
Each isoflavone may not have the same functionh& deed. Daidzein, the phytoalexin
glyceollin precursor, was shown to be selectivedguanulated in cotyledons elicited with a
wall glucan preparation frorRhytophthora sojaevhereas genistein could act as an internal

plant signal triggering the local hypersensitivdél death and distally inducing the cellular
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competency to accumulate phytoaleXinn our study, the composition in each seed fractio
appeared mainly under genetic control. However,eundw temperature treatment the
daidzein percentage was increased in all the eulfjvexcept Imari which had exactly the
opposite behaviour. The daidzein percentages ingdren and cotyledons also displayed
opposite trends under high temperature. In the génm balance is between daidzein and
glycitein, and this metabolism branch point is get elucidated. In this study, intriguing
environmental effects or interaction have been wfeskfor the minor isoflavone of each
fraction. Recent works on isoflavone synthesis aocdumulation in developing seeds have
pointed out that isoflavones can be transportesrdss maternal and seed tisstfeShus, the
hypothesis of some genistein flux from the cotylexito the germ, as well as some glycitein
migration from the germ to the cotyledons is camsiswith our observations.

The results of this research indicate that it maypossible to manipulate separately the
contents and composition in different seed parth boough plant breeding programs as well
as in crop management. However, considering theilpitsy of the use of soy germ as raw
material, more investigations are needed on theabplycitein in the germ and on its health

effects.
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Table 1. Effect of temperature and water availabiliy during late maturation on isoflavone contents ad
composition in cotyledons and germs in the greenhsa experiment: F values and Standard Deviations
(SD) of the Analysis of Variance (ANOVA). The factes were cultivars (n=5), temperature (3 levels) and
irrigation (2 levels) with 5 plants for each combimtion of treatments. The & order interaction was not
taken in the model (pooled with the error). Isoflawne contents (total and by aglycone forms) were
calculated in aglycone equivalent g kg isoflavone compositions were expressed as aglyeoequivalent
percentages of the total isoflavone of the seed pg#6 moles).

Factors Interactions
Variable Cultivar  Temp. Irrig. Cv*Temp. Cv*lrrig. Temp*lrrig.  SD®
Cotyledon content
Total isoflavones 47.6%**  352.8%** 10.7* 6.0%** 1.9% 0.4" 0.40
Genistein 38.2%*  321.8%** 9.0** 1.7% 0.9% 0.7 0.25
Daidzein 71.2%**  308.9*** 10.0** 24,9+ 3.8** 1.4% 0.17
Glycitein 61.3*** 6.3** 1.6 1.6™ 2.6* 1.7 0.01
Cotyledon composition
%Genistein 95.4%+x 31 .0%** 0.1% 22.7%* 4.6%* 2.7 3.7%
%Daidzein 166.7***  136.6*** 2.4% 21.3%* 1.4% 0.7 3.3%
%Glycitein 25.9**  88.0*** 11.7%** 6.7+ 6.7*** 3.5* 1.9%
Germ content
Total isoflavones 20.6***  31.8*** 1.1 2.7 1.2% 2.3% 1.88
Genistein 15.0%** 8.1%** 0.1% 5.5+ 0.6 3.2* 0.32
Daidzein B55.1%+* 25 Z*** 0.02"¢ 3.0** 1.6 2.3% 1.03
Glycitein 63.0***  20.5%** 2.7 2.3* 0.8" 1.3% 1.07
Germ composition
%Genistein 29.6%**  28.3*** 3.2" 2.8** 5.3%** 1.3% 1.7%
%Daidzein 134 .8*** 4.8** 1.1 1.3% 1.0™ 0.9" 5.5%
%Glycitein 129.8*** 4.2* 2.5 1.9 0.4" 1.0M 5.6%
1000 Seed Weight (g)  102.9%** 24 2%** 1.7% 4.8*** 1.2% 0.1% 15.6
1000 Germ Weight (g) 13.8%*  34.3%* 10.1%** 4,9%** 1.0% 0.6" 0.34
%Germ 158.5%** 1.5 1.7 4 3r** 0.7" 1.1 0.2%
%Protein 14.9*%*  20.0*** 0.3" 4 5r*x 1.1 0.4" 3.0%
Df’ 4 2 1 8 4 2 124

ek k% NS 50 001 ; p<0.01 ; p<0.05 and p>0.05, respectively.
& Standard Deviation (square root of the ANOVA residual mean square)
®: Degree of freedom
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Table 2. Effect of late irrigation on the isoflavo® content and composition in cotyledons and germs:
values and Standard Deviations (SD) of the Analysief Variance (ANOVA. The factors were cultivars
(n=5), and irrigation (2 levels) with 2 plots for @ch combination of treatments. Isoflavone contentéotal
and by aglycone forms) were calculated in aglyconequivalent (g kg?), isoflavone compositions were
expressed as aglycone equivalent percentages of thtal isoflavone of the seed part (% moles).

Factors Interaction
Variable Cultivar Irrig. Cv*Irrig. sb?
Cotyledon content
Total isoflavones 20.4%x* 30.2%*=* 0.6" 0.25
Genistein 12.5%* 30.3*** 0.5" 0.15
Daidzein 37.4%* 23.8%** 1.2% 0.10
Glycitein 7.9%* 13.7** 0.3"% 0.01
Cotyledon composition
% Genistein 236.4%** 2.3% 1.6M 0.8%
% Daidzein 172.9%** 0.7 1.3% 1.0%
% Glycitein 1.0 1.4% 0.3% 0.4%
Germs content
Total isoflavones 8.0** 17.8%* 0.4 1.18
Genistein 3.7* 1.2% 0.7 0.22
Daidzein 27.9%** 16.4** 0.7" 0.58
Glycitein 54, 3%+ 22.1** 0.7" 0.50
Germ composition
% Genistein 4.7* 41.0%** 0.6"° 0.7%
% Daidzein 467.5%+* 3.7% 0.8" 1.1%
% Glycitein 293.3*** 2.7% 1.1 1.5%
1000 Seeds Weight 15.8%** 9.4+ 0.5" 8.4
1000 Germs Weight 19.5%** 0.5" 1.1M% 0.19
%Germ 84.8*** 19.9%** 1.7 0.1%
%Protein 6.2** 32.2%* 0.8" 0.9%
Df’ 4 1 4 10

ek k% NS 90 001 ; p<0.01 ; p<0.05 and p>0.05, respectively.
% : Standard Deviation (square root of the ANOVA residual mean square)
b Degree of freedom.
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Table 3. Cultivar means for cotyledons and germs: @mparison of isoflavone contents, composition, and
seed characteristics in the greenhouse (Gr) and fik (Fi) experiments. For each variable (table ling
means with the same letter did not differ significatly. Least Significant Differences ata= 5% were
calculated with the ANOVA mean square errors, with124 or 10 freedom degrees in Gr or Fi, respectively
For each mean, n = 30 plants in Gr and n = 4 plois Fi.

. . . LSD
Cultivar Queen Imari  Dwight Jack Loda (5%)
Cotyledon contents (g kg™)
Tot. isoflavones Gr 1.87% 0.84° 2.08 1.32° 1.18° 0.46
Fi 250° 130" 2.67° 1.82° 1.80° 0.39
Genistein Gr 0.98° 055° 1.33% 0.93° 0.89° 0.12
Fi 1.38° 090° 1.65° 1.25° 1.26° 0.24
Daidzein Gr 0.86° 0.27° 0.70° 0.32° 0.26° 0.09
Fi 1.09° 038" 0.99° 0.56" 0.47° 0.15
Glycitein Gr 0.03° 0.02° 0.05° 0.06% 0.04° 0.01
Fi 0.03* 0.01° 0.04° 0.02° 0.02° 0.01
Cotyledon composition (% moles of total cot. isoflavones)
Genistein Gr 58.9° 63.2° 65.6° 71.1° 76.8% 1.9
Fi 55.4°  69.3° 61.7° 68.3" 7228 13
Daidzein Gr 38.5° 322" 313° 21.8° 19.0° 1.7
Fi 43.4*°  29.6° 37.0° 30.8° 26.9° 1.4
Glycitein Gr 2.6° 46°  3.1° 7.0° 42° 09
Fi 1.2 1.2 1.4 0.9 0.9 0.6
Germ contents (g kg™)
Tot. isoflavones Gr 12.89® 956° 11.59%°  10.62°° 13.42° 0.96
Fi 14.14* 10.14° 1359 11.87* 13.98% 1.86
Genistein Gr 219" 1.73° 2.35° 2.04° 217" 0.16
Fi 226%  1.77°  2.29% 1.95% 213 0.35
Daidzein Gr 3.68° 488" 5.01° 2.45° 6.18% 0.52
Fi 3.96° 520° 6.56° 3.05° 6.78% 0.92
Glycitein Gr 7.02°  294° 4.24° 6.06" 5.09° 0.55
Fi 7.92¢ 318" 474 6.87" 5.07° 0.79
Germ composition (% moles of total germ isoflavones)
Genistein Gr 17.1° 183" 205° 19.7% 16.3% 09
Fi 16.1* 17.6° 16.9° 16.5% 148> 1.1
Daidzein Gr 28.3° 50.8% 435° 23.0° 455° 238
Fi 27.9° 51.2° 48.1° 25.7° 485° 1.8
Glycitein Gr 54.6° 30.9° 36.1° 57.3% 38.2° 28
Fi 56.0° 31.3° 35.0° 57.8% 36.2° 23

Gr 147.8° 169.9° 1259 115.6% 185.9% 7.9

1000 Seeds weight (9) & 150" 17297 149.9° 1465° 1820° 132

. Gr 3.87" 396 4.05° 3.45° 373" 0.17

1000 Germs weight (9) 3.75" 364" 457°  441° 424°  0.29
%Germ Gr 2.GZ 2.33 3.22 3.0'; 2.0: 0.1
Fi 25 2.1 3.1 3.0 2.3 0.1
%Protein Gr 36.12 40.22 36.42 34.5’; 36.52 1.5
Fi 39.0 41.6 39.1 39.8 39.2 1.0
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Table 4. Effect of cultivar, temperature and irrigation on cotyledon isoflavones, protein, and seeddction
weights: Isoflavone contents were in aglycone equilents (g.kg'), isoflavone composition in % moles (in
italic), and 1000 seeds and germs weights in g. Ftite temperature treatments, each cultivar mean was
calculated with n = 10 measurements and Least Sidiwant Differences (LSD) were 0.35, 0.15, 0.22 and
0.01 for total isoflavone, genistein, daidzein andlycitein respectively. For the irrigation treatmerts, n =
15 and LSD were 0.29, 0.13, 0.18 and 0.01 for totédoflavone, genistein, daidzein and glycitein,
respectively. General means were calculated with 58 (temperature effect) or n=75 (irrigation effect)

Temperature Irrigation
Cultivar Component Low Normal High Normal Dr
(13/23C) (18/28C) (23/33C) y
Queen Total isoflavones 3.56* 1.29 0.76* 2.14 1.60*
Genistein 1.66*(46%*) 0.76(59%) 0.53*(69%*) 1.10(51%) 0.86*(54%)
Daidzein 1.87%(52%*) 0.50(39%) 0.21*(27%*) 1.01(47%) 0.71*(44%*)
Glycitein 0.04 (1%) 0.03 (2%) 0.03 (4%) 0.03 (2%) 0.03 (2%)
1000 seeds weight 147.3 155.5 139.7 150.1 143.8
1000 germs weight 4.03 4.20 3.32* 3.98 3.67
% Protein 33.4* 36.6 38.2 35.9 36.2
Imari Total isoflavones 1.63* 0.61 0.29 0.97 0.72
Genistein 1.10*(67%*) 0.38(63%) 0.18(62%) 0.64(66%) 0.47(65%)
Daidzein 0.51%(32%)  0.20(33%) 0.09(31%) 0.31(32%) 0.23(32%)
Glycitein 0.02 (1%*) 0.02 (4%) 0.02 (7%*) 0.02 (2%) 0.02 (3%)
1000 seeds weight 165.5* 182.8 161.4* 171.0 168.7
1000 germs weight 3.97 4.30 3.60* 4.04 3.87
% Protein 35.1* 41.7 44.0 39.1 41.2
Dwight Total isoflavones 3.43* 1.73 1.08* 2.12 2.04
Genistein 2.12*(62%) 1.11(65%)  0.75*(69%*) 1.35(64%) 1.30(64%)
Daidzein 1.25%(37%*) 0.55(32%) 0.29*(27%*) 0.71(33%) 0.69(34%)
Glycitein 0.06 (2%) 0.06 (3%) 0.04*(4%) 0.05 (3%) 0.05 (2%)
1000 seeds weight 129.4 133.4 115.0* 130.4 121.4
1000 germs weight 4.26 4.23 3.64* 4.16 3.93
% Protein 34.0* 37.4 37.6 36.6 36.1
Jack Total isoflavones 2.50* 0.90 0.56 1.32 1.32
Genistein 1.75%(70%)  0.65(72%)  0.40*(72%)  0.94(72%) 0.92(70%)
Daidzein 0.69%(27%*) 0.19(21%)  0.10(18%*)  0.31(24%) 0.34(26%)
Glycitein 0.06 (2%*) 0.06 (7%) 0.06(11%*)  0.06 (5%) 0.06 (4%)
1000 seeds weight 122.1 110.6 114.0 119.0 112.0
1000 germs weight 3.96* 3.27 3.56* 3.61 3.32*
% Protein 33.3 34.0 36.3 35.2 35.1
Loda Total isoflavones 2.15* 0.86 0.53 1.30 1.06
Genistein 1.57*%(73%*) 0.67(78%)  0.42*(78%)  0.95(73%) 0.82(77%*)
Daidzein 0.54*(25%*) 0.15(17%)  0.08(16%) 0.30(23%) 0.21(20%)
Glycitein 0.04 (2%*) 0.04 (5%) 0.03 (6%) 0.04 (3%) 0.03 (3%)
1000 seeds weight 195.3 208.4 153.7* 180.8 190.1
1000 germs weight 3.96 3.94 3.29* 3.70 3.77
% Protein 37.4 36.6 35.6 36.5 36.7
Mean  Total isoflavones 2.65* 1.08 0.64* 1.57 1.35*
Genistein 1.64*(64%*) 0.71(67%) 0.46* (70%*) 1.00* (65%) 0.87* (66%)
Daidzein 0.97*(35%*) 0.32 (28%) 0.15* (24%*) 0.53* (32%) 0.44* (31%)
Glycitein 0.04 (2%*) 0.04 (4%) 0.04 (6%*) 0.04 (3%)  0.04 (3%)
1000 seeds weight 151.9* 158.1 136.8* 150.3 147.2
1000 germs weight 4.04 3.99 3.48* 3.98 3.71*
% Protein 34.6* 37.3 38.3* 36.7 37.1*

*: significantly different (p<0.05) from the “normal” treatment (Student’s test with Standard deviation
(SD) and 124 degrees of freedom from table 1)
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Table 5. Field experiment: Effect of cultivar and &te irrigation on isoflavone content and compositio in
the seed fractions. Isoflavone contents were expsesl in aglycone equivalents (g Kb. In each seed
fraction, the isoflavone composition (in italic) wa calculated in percentage of the total isoflavondmoles).
Mean were on n = 2 plots. In cotyledon, Least Sigfitant Differences (LSD) were 0.56, 0.35, 0.23 ar@d02
for total isoflavone, genistein, daidzein and glytgin, respectively. In germ, LSD were 2.67, 0.50,32 and
1.14 for total isoflavone, genistein, daidzein andlycitein, respectively. General means were on n=Xots

. Cotyledons Germs
Cultivar Component _ -
Irrigated Normal Irrigated Normal

Queen  Total isoflavones 2.87* 2.13 15.62* 12.65
Genistein 1.56*(4%*) 1.21 (57%) 2.37 (15%*) 2.15 17%)
Daidzein 1.28*(45%*) 0.90 (42%) 4.46 (29%) 3.45 (27%)
Glycitein 0.04 1%) 0.02 (1%) 8.79* (56%) 7.05 (56%)
Seed or Germ weight (g.1000) 160.3* 141.3 3.70 3.81
% of the seed (g/g) - - 2.3%* 2.7%
% Protein 40.2* 42.9 - -

Imari Total isoflavones 1.70* 0.89 11.65* 8.64
Genistein 1.18*69%) 0.62 (69%) 1.94 (17%¥) 1.60 (19%)
Daidzein 0.50*@B0%) 0.26 (30%) 6.03* (52%) 4.36 (51%)
Glycitein 0.02 1%) 0.01 (1%) 3.68 (32%) 2.67 (31%)
Seed or Germ weight (g.1000) 174.7 1711 3.53 3.76
% of the seed (g/g) - - 2.3% 2.4%
% Protein 37.5* 40.5 - -

Dwight  Total isoflavones 3.07* 2.28 14.67 12.50
Genistein 1.88*61%) 1.41 (62%) 2.38 (16%*) 2.20 (18%)
Daidzein 1.15*@37%) 0.83 (37%) 7.26%* (49%) 5.87 (47%)
Glycitein 0.04* 1%) 0.03 (1%) 5.03 (34%) 4.44 (35%)
Seed or Germ weight (g.1000) 157.5 142.3 4.70 4.44
% of the seed (g/g) - - 3.0% 3.1%
% Protein 38.1* 40.1 - -

Jack Total isoflavones 2.04 1.61 12.42 11.31
Genistein 1.39(68%) 1.10 (68%) 1.88 (15%*) 2.02 (18%)
Daidzein 0.62 (31%)  0.50 (31%) 3.24 (26%) 2.86 (25%)
Glycitein 0.02 1%) 0.01 (1%) 7.30 (59%) 6.43 (57%)
Seed or Germ weight (g.1000) 151.3 141.4 4.49 4.34
% of the seed (g/g) - - 3.0% 3.1%
% Protein 39.3* 40.3 - -

Loda Total isoflavones 2.02 1.59 15.17 12.78
Genistein 1.45@2%)  1.15(72%) 2.12 (14%¥) 2.14 (17%)
Daidzein 0.54 27%)  0.43 (27%) 7.31 (48%) 6.24 (49%)
Glycitein 0.02 1%) 0.01 (1%) 5.74* (38%) 4,40 (34%)
Seed or Germ weight (g.1000) 188.7 179.3 4.25 4.23
% of the seed (g/g) - - 2.3% 2.4%
% Protein 38.1* 40.4 - -

Mean Total isoflavones 2.34* 1.70 13.91* 11.58*
Genistein 1.40*@65%) 1.07 (66%) 2.11 (15%*) 2.00 (18%)
Daidzein 0.71*@B4%) 0.50 (33%) 5.60* (41%) 451 (40%)
Glycitein 0.02 1%) 0.01 (1%) 4.13 (44%) 4,92 (43%)
Seed or Germ weight (g.1000) 166.5* 155.1 4.13 412
% of the seed (g/g) - - 2.3% 2.4%
% Protein 38.6* 40.8 - -

*: significantly different (p<0.05) from the “normal” treatment (Student’s test using SD with 10
degrees of freedom from Table 2)
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Table 6. Effect of cultivar, temperature and irrigation soygerm isoflavones: Isoflavone contents welia
aglycone equivalents (g kd) and isoflavone composition were in % moles (inatic). For the temperature
treatments, each mean was calculated on n = 10 measments and Least Significant Differences (LSD)
were 1.66, 0.29, 0.91 and 0.95 for total isoflavangenistein, daidzein and glycitein respectively. df
irrigation treatments, n = 15 and LSD were 1.36, @3, 0.74 and 0.77 for total isoflavone, genistein,
daidzein and glycitein, respectively. General meanwere calculated with n=50 (temperature effect) or
n=75 (irrigation effect).

Temperature Irrigation
Cultivar Component Cold Normal Hot N | D
(13/23C)  (18/28TC)  (23/33T) orma ry
Queen Total isoflavones 13.56 13.50 11.61* 13.31 12.47
Genistein 2.31 (17%) 2.15(16%) 2.10 (18%*) 2.26 (17%) 2.11 (17%)
Daidzein 4.32 (32%*) 3.67 (27%) 3.05 (26%) 3.77 (28%) 3.59 (29%)
Glycitein 6.93 (51%*) 7.68 (57%) 6.46*(56%) 7.27 (55%) 6.77 (54%)
Imari Total isoflavones 12.38* 9.71 6.58* 10.13 8.98
Genistein 2.19%(18%) 1.80 (19%) 1.20%(18%) 1.73 (17%) 1.74(19%%*)
Daidzein 6.54*(53%) 4.78 (49%) 3.33*(51%) 5.27*(52%) 4.50 (50%)
Glycitein 3.65 (29%) 3.13(32%) 2.04*(31%) 3.13(31%) 2.75 (31%)
Dwight  Total isoflavones 11.65 12.59 10.53* 11.89 11.30
Genistein 2.24 (19%) 2.38 (19%) 2.42 (23%*) 2.38 (20%) 2.32 (21%)
Daidzein 5.23 (45%*) 5.08 (40%) 4.71 (45%*) 4.92 (41%) 5.09 (45%%)
Glycitein 4.18 (36%*) 5.13 (41%) 3.40%(32%*) 4.59 (39%) 3.89 (34%*)
Jack Total isoflavones 12.31 10.77 8.78* 10.40 10.83
Genistein 2.25 (18%) 2.03 (19%) 1.86 (21%*) 2.02 (19%) 2.08 (19%)
Daidzein 2.81 (23%) 2.46 (23%) 2.14 (24%) 2.36 (23%) 2.59 (24%)
Glycitein 7.25%(59%) 6.27 (58%) 4.77%(54%) 6.03 (58%) 6.17 (57%)
Loda Total isoflavones 14.01 14.13 12.12* 13.16 13.68
Genistein 2.07 (15%) 2.20 (16%) 2.20 (18%*) 2.12 (16%) 2.19 (16%)
Daidzein 6.82 (49%) 6.48 (46%) 5.20%(43%) 5.94 (45%) 6.39 (47%)
Glycitein 5.12 (37%) 5.45(39%) 4.72(39%) 5.10 (39%) 5.09 (37%)
Mean Total isoflavones 12.78 12.14 9.92* 11.78 11.45

Genistein
Daidzein
Glycitein

2.21 (17%*)
5.14*(40%*)
5.43 (42%)

2.20 (16%)
4.49 (46%)
5.53 (39%)

1.96*(20%*)
3.69*(38%)
4.28*(42%)

2.10 (18%)
4.45 (38%)
5.22 (44%)

2.09 (18%)
4.43 (39%)
4.93 (43%)

*: significantly different (p<0.05) from the “normal” treatment (Student’s test with SD and 124 degrees
of freedom from table
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3. SYNTHESE ET CONCLUSION

Les résultats de cette étude ont montré que lg&dons et les germes de la graine de
soja présentent des concentrations en isoflavoassignificativement différentes. En termes
de composition les écarts entre les deux compantsrde la graine sont aussi trés importants.
La génistéine qui est l'isoflavone la plus étudie plus mise en avant pour ses effets santé
(Dixon et Ferreira, 2002), est trés minoritaire sidm germe, alors que ce dernier est tres
souvent la base des compléments alimentaires aquiméconisés pour des effets attribués
aux isoflavones sans distinction dans la famillecds molécules (Hubeet al, 2006). Par
contre, la glycitéine peut atteindre ou dépasséé 86s isoflavones dans le germe alors que si
I'on considere la graine entiere les contenus ¢i@ derme particuliere sont extrémement
faibles. De plus, il n'y a que peu ou pas de domfi@bles concernant les effets santé de la
glycitéine. Enfin, méme si les effets du facteun@gpique sont tres hautement significatifs
dans toutes les situations, tant pour les cotylgedpe pour les germes, les concentrations en
isoflavones dans ces derniers ne descendent pdessous de ce qui apparait comme un
plancher (autour de 1% de la matiere seche). Gldtenée, trés intéressante pour les
utilisateurs de germes comme sources d'isoflavoestscertainement a relier au réle que
jouent ces molécules lors de la germination, notanirdans ['établissement des interactions
plante — bactérie, lors de la mise en place deytab®se du soja aveBradyrhizobium
Japonicum(Broughtonet al, 2003).

La température pendant la phase de remplissaga deaine est apparue comme le
facteur environnemental majeur de variation dehetr en isoflavones. Cependant, ses effets
se sont révélés différents dans les cotylédons ifunéplication de 3 a 6 des concentrations
en isoflavones, en fonction des traitements) eg&mes (facteur multiplicatif inférieur a 2,
dans les mémes situations). Les effets de la disjitéhh en eau du sol, quoique non

négligeables, ont été moins notables.

Les pourcentages des différentes isoflavones demsdéux compartiments de la
graine, sont principalement sous controle génétiqRmur les cotylédons, les variations
portent sur I'équilibre entre génistéine et daiegces deux types de molécules ne jouant pas
les mémes roles dans la graine mais étant chassunes de la méme voie métabolique, avec

probablement une compétition sous contrble génétigour le méme précurseur, la
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naringénine (Ywet al, 2003 ; Kimet al, 2005). Pour les germes, la balance se situe kntre
daidzéine et la glycitéine mais I'embranchemenfdeie métabolique reste a préciser. Bien
gue l'effet variétal soit prépondérant, les temppges ont souvent modifié les équilibres entre
les differentes formes d'isoflavones des cotylédoosime des germes, avec quelques
interactions génotype — environnement qui mérite@re approfondies. Enfin, les formes
mineures dans chaque compartiment, glycitéine pesrcotylédons et génistéine pour les
germes, ont révélé des variations inattendues ksngifférentes conditions étudiées (effets
environnementaux et interactions génotype — enmgorent). Ces observations pourraient
corroborer une hypothése d'échanges d'isoflavamies ks deux compartiments puisque les
isoflavones peuvent étre transportées de tissusrngdé vers la graine comme cela a été
montré récemment (Dhaubhad¢lal, 2003).

L'ensemble de ces résultats suggere qu'il datgssible de maitriser la teneur et la
composition en isoflavones, a la fois dans le gestraians les cotylédons, en vue de répondre
aux attentes diverses des transformateurs et,estdinent, a l'indispensable information
objective du consommateur. Cela devrait étre ptessibmpte tenu du déterminisme apparent
de ces caractéres en jouant sur les facteurs gBqogy(choix variétal ou sélection créatrice)
et environnemental (itinéraire cultural : date dmis, pilotage de l'irrigation, zone de culture
en relation a la précocité de la variéte, etc.pedeant, pour parvenir a ce type de gestion, il
demeure des zones d'ombre sur certains élémentanfmmtaux de la physiologie de la
plante, en particulier sur les voies de synthésd'atcumulation des isoflavones dans les
cotylédons et les germes tout au long du cycleodkpmteur. Une approche de la cinétique
d'accumulation de ces molécules dans les deux atimpats de la graine, devrait donner des
éléments de réponse essentiels a ce type de queSkotravail de recherche constituera le

deuxieme volet de notre étude qui sera développg léachapitre qui suit.
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CHAPITRE IV

CINETIQUES D’ACCUMULATION
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1. INTRODUCTION

Comme nous l'avons démontré dans la premiere phetieos travaux de recherche, la
teneur en isoflavones et leur composition dangjtases de soja, présentent une variabilité
marquée si l'on considere séparément les deux etimpats majeurs de la graine : les
cotylédons et le germe. Une meilleure compréhendis fondements physiologiques des
différences de comportement génotypique et deiofscaux facteurs environnementaux, doit
étre permise par I'étude des cinétiques d'accuionldes isoflavones dans les germes et les
cotylédons. Ainsi la problématique consistera¢-efiotamment a évaluer si les phases
d'accumulation dans les deux compartiments sontlé@és ou synchrones et/ou si les
cinétiques, a proprement parler, difféerent sigatiement.

Afin de prendre en compte la diversité génétiqug é&aluée (Rasolohergt al,
2007), les travaux ont porté sur quatre variétéscamportements contrastés dont deux ayant
déja été étudiées dans le premier volet de nottherehe ¢v. Imari et Queen). Les
expérimentations ont été conduites dans trois tiondi différentes — deux en serre et une au
champ — et les prélevements se sont étalés du Rtada@ébut du grossissement de la graine),

soit 20 JAF (jours apreés floraison) environ, a ktumité (stade R8).

Les résultats obtenus ont fait I'objet de la demeigublication scientifique insérée

dans ce document de thése :

BERGERM., RASOLOHERY C. A., (dzALIS R., DAYDE J., 2007.
Isoflavone accumulation kinetics in soybean seed tgtedons vs. hypocotyls:
distinct pathways and genetic controls.
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ABSTRACT

There is a growing interest in the management efstbybean seed isoflavone content. Seed
isoflavone content is influenced by environment gedotype, but seeds fractions, such as
hypocotyls and cotyledons display highly contrastaflavone contents and compositions.
Hypocotyls also appeared less influenced by enmiemt than cotyledons. The purpose of
this study was a better understanding of isoflaviepartition between the two parts of the
embryo during the maturation of the seed. The actation kinetics of individual and total
isoflavones in hypocotyls and cotyledons were réedrin four contrasted cultivars in three
growing conditions, from 20 DAF (R5 stage) to thatumity of the seed (R8 stage). Very
early isoflavone accumulation, till 20 DAF, was ebsd in the hypocotyls, whereas
isoflavone accumulation began the cotyledons dfterhypocotyls had reached a plateau (at
the R6 stage). Depending on the growth conditianenger accumulation was observed in
cotyledons, resulting to a 4-fold increase of thtaltisoflavone content. Whatever the growth
conditions the isoflavone accumulation in the hygls was unchanged, suggesting mainly
genotypic control. This study clearly shows thaflevone synthesis and accumulation results

from highly differentiated regulations in hypocaynd cotyledons.
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INTRODUCTION

Soybean Glycine max.. Merill) seed is one of the best protein soureath high content of
essential amino acids. Soy based food is also krasdfonctional food, owing to their content
in potentially active molecules, such as isoflawaed saponins (Tsukamoto et al., 1995).
The biological activity of isoflavones has beeneesively studied (Barnes, 2004; Manach et
al., 2005; Messina, 1999; Setchell, 1998; Shimoylm&003; Williamson and Manach,
2005). It has been suggested that, due to theik wstiogen-like or antiestrogenic activities
(Molteni et al., 1995), they may have protectivéeets against breast, prostate and colon
cancers (Barnes, 2001; Messina, 2003; Sarkar and2@04), cardiovascular diseases
(Clarkson, 2002; de Kileijn et al., 2008y, post menopausal symptoms (Penotti et al., 2003;
Setchell, 1998). However, recent studies have edged some concern about undesirable
effects in childhood (Chen and Rogan, 2004; Meretedd., 2002). As a result many national
health authorities have recommended safe uppetslimidaily isoflavone intake (Morandi et
al., 2005). That’s why the soyfood industry exertgrowing demand for soybeans with low
isoflavone content. In contrast, more and more sew dietary supplements based on high
isoflavone content concentrates are designed, wsberfor the menopausal and post
menopausal health supplement food market. One gagdthe hypocotyl which industrial
name is soygerm, is often discarded during fooatgssing, owing to its astringent taste due
to its high content of secondary metabolites. &afhes are 4 to 10 times more concentrated
in soygerm than in cotyledons, hence becoming aaédé by-product (Schryver, 2002).
Soybean seed is constituted by a developed embhjiohwcontains two primary organ
systems, the axis or hypocotyl radicle region dreddotyledons, surrounded by a seed coat of
maternal origin. The embryogenesis is divided ifite stages: globular, heart, cotyledon,
maturation and dormancy (Glodberg et al., 1997)rindumaturation, the embryonic cells

synthesize proteins and secondary metabolites, gnvdmch isoflavones. Isoflavonoids
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constitute a distinct group of plant natural pradaerived from the phenylpropanoid
pathway. Isoflavones are involved in nodulatiodegfuminous plant, inducing expression of
nodulation genes in rhizobial bacteria during syosls (Pueppke et al., 1998). Isoflavone also
belongs to a group of active plant defense comp®wmbwn as phytoalexins, acting as a
repellent against insect feeding and pathogenigifbBixon et al.,, 2002; Graham and
Graham, 1991; Graham and Graham, 1994).

In soybean, the isoflavones daidzein, genisteird glycitein are synthesized via the
phenylpropanoid pathway and stored in the vacudeglcosyl- and malonyl-glucose
conjugates (Graham, 1991; Kudou et al., 1991). ddtbway to daidzein branches from the
phenylpropanoid pathway, following the chalconetbgse (CHS) catalyzed reaction through
a legume-specific enzyme, chalcone reductase (CBRgitein synthesis is not yet clearly
defined, but is likely to be derived from isoligtigenin (Latunde-Dada et al., 2001).
Genistein synthesis shares the naringenin inteteeavith the flavonoid/anthocyanin branch
of the phenylpropanoid pathway. In all cases thguaaryl migration reaction to create the
isoflavones is mediated by isoflavone synthase )(If% the mature seed, these aglycone
forms are found essentially as conjugated formgcaglides (daidzin, glycitin and genistin),
and malonylglucosides (Kudou et al., 1991; Yu et aD03). Time course of soybean
isoflavone isoform accumulation in seed indicatest glucosides, malonylglucosides, total
genistein (aglycone + conjugates) and total damzepresent the main part of the total
isoflavones in seeds at R5 to R7 stages and géndhare is a positive correlation between
total isoflavone concentration and growth stagesn(kand Chung, 2007). Soybean seed
express key genes involved in isoflavonoid synthesliowever, these genes are also
expressed in maternal tissues, such as seed cgqaidorDeveloping embryos may import
isoflavonoids from a synthetic medium, and henlge,seed isoflavones can have maternal or

local origin. (Dhaubhadel et al., 2003)
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Effects of environment on isoflavone content haeerbreported (Aussenac et al., 1998;
Caldwell et al., 2005; Carrao-Panizzi et al., 19BRiridge and Kwolek, 1983; Hoeck et al.,
2000; Lee et al., 2003; Lozovaya et al., 2005).hHigmperature drastically decreased the
total isoflavone content of the seed (Lozovayal et2805; Tsukamoto et al., 1995), but this
effect was less pronounced in the hypocotyl andctirgent and composition of these two
fractions of the seed have displayed a relativepeddence between cultivars (Rasolohery et
al., 2007).

As industrial uses of the seed parts can imply rdimet objectives in terms of isoflavone
contents, the purpose of this work was a betterergtdnding of isoflavone repartition
between the two parts of the embryo during its maiion. The kinetics of isoflavones
accumulation in the seed fractions were recordeteumarying environmental conditions in
three experiments. Moreover, because environmaatadlitions affect in a higher degree
cotyledon isoflavone content than hypocotyl contéiné purpose was also to know if this
difference between the two seed compartments waeetd an isoflavone accumulation
periods dephasing, or if it were due to differen@eskinetics of accumulation of the

respective isoflavones.
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MATERIALS AND METHODS

Plant material

Four cultivars were used: Imari and Queen, two €émemodern semi-determinate to
indeterminate cultivars, widely used in the Soutbhe§ of France. They belong to the
maturity group I-l1l. They have highly contrastedflavones content and compositions
(Lozovaya et al., 2005; Rasolohery et al., 200He Gther cultivars belong to the maturity
group I. NSK is a determinate cultivar with a vethort maturation cycle and NT is a semi-

determinate cultivar, with very high isoflavone temt in hypocotyls.

Growth conditions

Greenhouse experiment§wo greenhouse experiments were conducted in 20082004.
The fisrt with Imari, Queen and NSK and the secwitth Imari, Queen and NT. Inoculated
seeds were planted in 30 cm diameter (5L) potsirldl soil : sand : peat mixture (March,
12" 2003 and April 1% 2004). After germination, one plant per pot wasintzned.
Temperatures were not controlled (under high teatpegs, the door and roof were opened).
The natural light was supplemented with 1000W-tpgbssure sodium lamps (600W)rthe
evening and cloudy days to maintain a 14 hours qpestod, and 400pmolfis® PPAR
(photosynthetically active radiation). Irrigationagy well controlled, and twice a week, the
plant were fertilized with 200mL of a solution of:NK and micro elements (modified
Hoagland solution with half strength N).

Field experimentsThe field experiment was grown in 2005 at the Esiraxperimental
station (Mondonville, France). The four cultivarer& sown on May, 23 in one-row plots 4m
long and 0.45m apart. Inoculated seeds were sowrMay 25, 2005 at a rate of 30
seeds nfrow’. Conventional tillage practices were followed naining a weed-free
environment and recommended fertilization levelsenspplied. The experimental design was

a randomized complete block with two replicateschEaultivar replicate included 2 rows.
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From the beginning of flowering (mid-July) until ust 15, an irrigation of 30 mm per week
was applied. In September the rainfall is suffitienirrigate the plant.

Pod sampling

Pods were regularly sampled during the maturatioth® seed: from the beginning of their
the growth (R5 stage) to the complete maturity (&) each sample, 7 to 10 pods were
collected the same day. Pods were tagged withldkeefing date and periodically collected.
Each sample was made of the seeds of 5 to 7 pdldsted the same day, on different plants
of the same cultivar. The seeds were rapidly fometied by hand, hypocotyls and cotyledons
were separately frozen during 24h and freezed-diiéeén they were weighted for the dry
weight determination, and maintained at -20°C uh#l analysis.

Chemicals
Acetonitrile and methanol with HPLC purity were pliased from SDS (Peypin, France).

Deionized water was generated from a Milli-Q anablt deionization system (Millipore,
Saint Quentin Yvelines, France). Purified standarflgenistein, daidzein, glycitein, and of
their 7-O-glycoconjugates, genistin, daidzin angcgin were purchased from Chromadex
(Santa Ana, CA, USA).

Isoflavone extraction and HPLC analysis
The cotyledons were ground with a mill (IKA Labdtedk, Germany) and the germ by a

mortar and pestle. Duplicate aliquots of each jinebwdered sample (0.1 g particles @ <
0.200mm) were extracted with 80% aqueous methaholl() for 2h at room temperature.

The residue was removed after centrifugation arzhmt@tion of the clear supernatant. The
final solutions were filtered (0.2 um, Acrodisc fBge Filters, GHP membranes) and
analyzed by HPLC with a P4000 pump controller, ABB&utosampler and UV2000 detector
(Spectra Physics Analytical Inc., Fremont, CalifayiJS). The analytical column, 250 x 4.6
mm i.d., 5 um, Satisfaction RP#AB (Cluzeau, Sainte Foy La Grande, France) was &ep

30 °C. The mobile phases were 0.05% (v/v) triflametic acid in water (solvent A) and
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acetonitrile (solvent B). The gradient elution wasried out as reported by Murphy et al.,
(1999) with minor modifications as reported prewlyu(Hubertet al. 2005): solvent B
increased from O to 15% in 2 min, then to 18% imid, to 24.5% in 26 min, to 40% over 7
min, then to 50% in 1 min, and finally increasedlf% in 6 min. The gradient program
recycled back to the initial state of 100% solvarnt 2 min. UV absorbance was monitored
at 260 nm. The injection volume was 10 pL and tbe fate was 1.5 mL mih Calibration
curves were established using fliglucoside and aglycone isoflavones standard mtdecu
Due to their unstable structure, the malonyl- acety- conjugated isoflavones were not used
as external standards. Their response factor weaslated from those of their corresponding
B-glucoside forms, correcting them in a moleculassatio. Since the malonyl- and acetyl-
group does not contain an ultraviolet chromophdreyas hypothesized that the absorption
properties of th@-glucoside structures at 260 nm should not be remtlify a malonyl- or an
acetyl- conjugation, and that their response faatas only dependent upon their molecular
weight. Isoflavones were expressed in punibbg dry weight. The conjugated and aglycone
concentration were then added for each aglycorma forobtain the total genistein, daidzein
and glycitein.

Curve fitting

Each data point was the mean of 2 independent samipbr each experiment, an intra series
variance was calculated for each cultivar and usexhlculate the mean standard error. Curve
fitting was performed with the Sigmaplot v9.01 (2DpQegression wizard. A classical 3

parameters sigmoid model was used.
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RESULTS

Cultivar reproductive development in the three expents

In the 2 greenhouse experiments (2003 and 2004)failwr cultivars began their flowering
during the same week. NT and NSK were followedrbgr and Queen 4 and 6-7 days later,
respectively. All the plants were harvested at FDQwvhich correspond to the R8 stage in
Imari, Queen and NT. NSK is a determinate cultiwéh a short reproductive stage which
raised the R8 (maturity) stage 10 days before MTthé greenhouse conditions, Imari and
Queen were fully indeterminate. In the field, Nmari and Queen had the same flowering
day, but NSK was 10 days later. The plants weredsaed at 56 DAF for NSK, 63 DAF for
Imari and NT, and 61 DAF for Queen. The harvestiatge corresponded to the R7 stage for
NSK (maturity group lIll), to the R8 stage for Imand Queen (group I-1), and was one week
after the R8 stage for NT (group O-1). The R6 stags reached at 40 DAF in the greenhouse
conditions, and at 30-35 DAF in the field.

Dry mater accumulation in hypocotyls vs cotyledons
Dry matter accumulation began at 20 DAF, simultaisgoin the cotyledons (Figure 1A and

1B) and the hypocotyl (Figure 1C and 1D). Whatdter cultivar, the final hypocotyl weight
was reached at 50 DAF in greenhouse experimenur&ifyC), and a few days earlier in the
field (Figure 1D). At this moment, whatever the \ghog conditions, the dry matter
accumulation was slowered in the cotyledons, batemsed until 60 DAF. The cotyledon
weight at maturity was higher in Imari (Figures BdAd 1B), which had larger seeds than
Queen (Rasolohery et al., 2007). The higher vdiigbn dry matter accumulation (higher
mean standard error) observed in the field wasabiybdue to lower stage homogeneity of

the samples than in the greenhouse experiment.
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Total isoflavones accumulation kinetics in the si&adtions

The isoflavone accumulation began later in cotyted@Figures 2A, 2B and 2C) than in
hypocotyl (Figures 2D, 2E and 2F). In cotyledonspehding on the growth conditions, the
increase was maintained until the complete matwfitihe seed (Queen in 2004; Queen and
NT in 2005). The cultivar ranking in cotyledons waaintained but the final total isoflavone
content was highly different between the three d@hoeonditions. For example, Queen had
4.45 pmol.gin 2003 greenhouse experiment (Figure 2A), had eertiwan two fold increase
(9.37 umol.g) the second year in the 2004 greenhouse experifRintre 2B), and near a 4-
fold increase (15.14 umol’yin the 2005 field experiment (Figure 2C). Therues in Imari
followed the same ratios. For each cultivar, thghhisoflavone content was the consequence
of an earlier beginning, a steeper increase andlarmged accumulation.

In contrast, the isoflavone accumulation began eanyy in hypocotyl and reached a plateau
at the beginning of the active accumulation in mtgns (Figure 2D, 2E and 2F). Concerning
Queen and NT, presenting the highest final contetite isoflavone accumulation in
hypocotyls began before 20 DAF. The growth condgidad little effects on the final
isoflavone contents in hypocotyls. Despite a highifive effect of the field conditions on the
cotyledon isoflavone contents, few or negative@fen hypocotyl content were observed: at
the harvesting date Queen had 45.75 prifaued 47.33 umol:gin the greenhouse 2003 and
2004 experiments, respectively, and 41.83 priolry the field. The cultivar hypocotyls
isoflavone content ranking was maintained in thedhexperiments. In NSK, the hypocotyl
isoflavone level was intermediate between Imari @ueen. In the greenhouse 2004 and field
experiments, the total isoflavone content was 406080 higher in NT than in Queen
hypocotyl. In the case of a short maturation phaseat can be seen in NSK, the slopes were

steepened and the plateau reached earlier (ineclmyland in hypocotyl).
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Individual isoflavone accumulation

The aglycone equivalents (in pmét.W) of each conjugated form were added by class of
aglycone to study the accumulation kinetics of ltganistein, total daidzein and total
glycitein in the two seed fractions.

In the cotyledons (Figure 3), Imari and Queen hady\contrasted individual isoflavone
profiles: Queen a high relative content in daidzgiear 50%) (Figure 3A, 3B and 3C), and
Imari had a high relative content in genistein (entéihan 60%) (Figure 3D, 3E and 3F).
Differences between the cultivars appeared in thditya to prolonge the intensive
accumulation of one isoflavone under favourableddmns whereas the other reached a
plateau. However, cultivar differences were glopatlonserved in the three growth
conditions.

In the hypocotyls, daidzein and genistein accuredlaarlier than glycitein wich was specific
of this fraction (Figure 4). At 20 DAF, glyciteirontent was very low in all the cultivars, but
increased steeply in NSK, Queen and NT (Figure 4> and 4F). Contrary to glycitein, in
favorable conditions, daidzein (Figure 4A, 4B ar@) 4nd genistein (Figure 4G, 4H and 4l)
could reach a higher plateau. Each cultivar hagpecal profile, such as Imari which had a
steeper daidzein accumulation and a limited glytitecumulation, resulting in a daidzein-
rich germ fraction at maturity. On the contrary, KN8ad a very low daidzein increase. In
consequence, the hypocotyls of this cultivar carelraore than 70% of glycitein at maturity.
These characteristics have been observed in tee growing conditions. For all the cultivars,
accumulation kinetic profiles were remarkably mainéd under the three growing

conditions.
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DISCUSSION

The controversy about the benefits or the risksaflavone consumption had raised a high
interest in controlling the accumulation and/or doenpartmentalization of isoflavones in the
seed parts. This work investigates the differenoeaccumulation of total and individual
isoflavones in the cotyledons and hypocotyls ofdbgbean seed. Isoflavones occurs in high
concentrations in the hypocotyls which also contairspecific individual isoflavone,e.
glycitein and its conjugated forms (Tsukamoto et E#)95). Two cultivars (Imari and Queen)
belonging to the same maturity group, with simileproductive and growth behavior and
contrasted isoflavone content and composition, weoepared under three growing
conditions for three years. Two other cultivars evalso used: the first (NSK) having a very
short maturation phase and the second one (NT)amgtérticularly high isoflavone content in
the hypocotyl. For these four cultivars, in all tg@wing conditions, there has been a clear
succession of the isoflavones accumulation, whdumulated first in hypocotyls. Even if
this two seed fractions began simultaneously ttisirmatter accumulation, around 20 DAF,
the isoflavone accumulation was clearly delayedtha cotyledons. Actually, isoflavone
accumulation seemed to begin in the cotyledons vehglateau was reached in the hypocotyl.
Thus, whatever the cultivar or the environmentalditbons, the accumulation in cotyledons
appeared to be a late maturation event which bedten R6 (35-40 DAF). High and low
content cultivars had the same ranking above tHé&erdnt environmental conditions
encountered, but a same cultivar can have a 4cfatligledon isoflavone content increase in a
favorable environment. In this case, the isoflavameumulation did not clearly reach a
plateau, and continuously increased until compte&turity. In the field, because of a late
sowing date, the maturity was delayed at the beggnof October. At this moment, the night
temperatures were relatively low (around 10°C). Tdvetemperatures increase the activity of

key enzymes of the phenylpropnoid and flavonoidhwalys such as PAL and CHS (Janas et
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al., 2002; Posmyk et al.,, 2005). On the contrahge txceptionally high temperatures
encountered in 2003 (during the summer, the dayregitt mean temperatures were above
35°C and 28°C, respectively), can have exactly¢herse effect on these enzymes (Caldwell
et al., 2005; Lozovaya et al., 2005). Interestinghe isoflavone accumulation in hypocotyls
was not influenced. This was also the case in aque study in controlled conditions where
contrasted night/day temperature were appliedeaetid of the seed maturation (Lozovaya et
al., 2005; Rasolohery et al., 2007). However, ighsgonditions hypocotyls could have
accumulated most of their final isoflavones conteefiore the temperature treatment. In this
study, this was obviously not the case: in 2008y Yegh temperatures were encountered all
along July and August, but the hypocotyls isoflav@ontents were higher in this experiment
than in 2005. The optimal plant nutrition appliedthe greenhouse conditions had positively
influenced the high seed and hypocotyl weights, amdht have also influenced the
isoflavone accumulation. The isoflavone synthesishypocotyls seemed mainly under
genotypic control: even under favorable condititimes plateau was maintained in opposition
with the behavior observed in cotyledons.

As far as individual isoflavone aglycones are comed and whatever the cultivar, similar
accumulation kinetics occurred in cotyledons anghdaptyls. However, in cotyledons,
according to their genotypes, the cultivars carfepeatially accelerate the accumulation of
one isoflavone. This was particularly the casenodri vs Queen, which favored genistein or
daidzein, respectively. In hypocotyls, daidzein gedistein accumulate prior glycitein. This
latter isoflavone is probably under a specific path, or could be expressed in specific cells
of the embryonic axis. In NT which expressed dracaly high levels of total isoflavones in
hypocotyls, all the three isoflavones were ovemaunglated, this phenomenon appeared

almost independent of the isoflavone accumulatiocotyledons.
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It has been suggested that isoflavones found in dbeeloping embryo could be
simultaneously imported from the other tissueshsag seed coat, and locally synthetized
from precursor molecules (Dhaubhadel et al., 2008)he Dhaubhadedt al. studies (2003;
2007) late expression of the some isoflavone (IR8®) chalcone synthase genes have been
observed, contrary to the expression of one isoflavsynthase (IFS1), which was already
detected at 30 DAF and maintained all along theeldgment of the embryo. These
differences could reflect local variations in thenleyo, such as in developing axis and
cotyledons. The accumulation kinetics of isoflav@nehypocotyls could also result from the
summation of two phenomenons: before R5 (20 DA&idzein and genistein could firstly be
imported from the seed coat, and after R5 an atbwa synthesis of glycitein and daidzein
could occur. Remarkably, hypocotyl had the neamdynes final genistein content than
cotyledons.

Intensive isoflavone accumulation in the cotyledahsays begins when this accumulation
has reached the plateau in the hypocotyls. Newethgethe contents in cotyledon are very low
compared to those of the hypocotyl and glyciteirs waver observed, except traces, in the
cotyledons. Thus, transport between these two paetd is uncertain. The coincidence of
these two events may be the sign of the transtbavard the late maturation stage. This is
consistent with the end of the fast protein accatmuh (Kim and Chung, 2007; Kim et al.,
2007)

The preservation of the global profiles despiteywdifferent growing conditions indicated a
large part of genetic control of each accumulapbase and their transition: initiation, slope,
and plateau. In hypocotyls, there was little eBeat the environment. Moreover, nutrition
factors could have more effect than temperaturéhenseed part. This work has shown that
these two seed fractions have very distinct regariadf the isoflavone accumulation. Thus, it

must be taken into account in studies on geneticesvironmental effects on seed isoflavone
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contents as hypocotyl contribution to total seedteot may be substantial, particularly under
high temperature conditions during seed fillingipeér This work has also shown a high
cultivar variability of individual isoflavone accurfation in the hypocotyl, which allows the

management of isoflavone profile and compartiméman breeding programs.
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FIGURES

Figure 1 Dry weight accumulation in cotyledons (A,B) and hypocotyls (C, D) in 4 soybean cultivars
cultivated under two culture conditions: greenhouse003 (A, C) and field 2005 (B, D). Means + SE (nk2
Imari (@) and Queen ¢) are fitted with a solid line; NSK (V) with a dotted line, and NT @A) with a dashed

line.

Figure 2 Total isoflavones accumulation in cotyledus (A, B, C) and hypocotyls (D, E, F) in 4 soybean
cultivars cultivated under three culture conditions greenhouse 2003 ( A, D) and 2004 (B, E) and fiek05
(C, F). Means + SE (n=2). Imari ) and Queen 6) are fitted with a solid line; NSK (V) with a dotted line,
and NT (A) with a dashed line.

Figure 3 Individual isoflavones accumulation in cogledons (A, B, C) and hypocotyls (D, E, F) in 4 sbgan
cultivars cultivated under three culture conditions greenhouse 2003 ( A, D) and 2004 (B, E) and fiek)05
(C, F). Means £ SE (n=2). Imari ¢) and Queen ¢) are fitted with a solid line; NSK (V) with a dotted line,
and NT (A) with a dashed line.

Figure 4 Individual isoflavones accumulation in hymcotyls in 4 soybean cultivars cultivated under thee
culture conditions: greenhouse 2003 (A, D) and 2048, E) and field 2005 (C, F). Means + SE (n=2). lami
(e) and Queen 6) are fitted with a solid line; NSK (V) with a dotted line, and NT (A) with a dashed line.
For each isoflavone: daidzein (A, B, C) and geniste (D, E, F), the masses of conjugated and non
conjugated forms have been converted in aglyconegquévalents and added
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4

35
Imari 03 A ® Imari 04 B
Queen 03 | © Queen04 i i

Imari 05
Queen 05

NT 05 /i%

roe

30
NSK 03 v NTO04

r40®

25 4

20 A

Daidzein (umol.g” DW)

Glycitein (umol.g” DW)

Genistein (umol.g™ DW)

DAF DAF DAF

114



3. SYNTHESE ET CONCLUSION

Les principaux résultats obtenus dans cette dewxgartie des travaux, concernent la
comparaison des cinétiques d’accumulation desagofles dans les deux compartiments de

la graine : cotylédons et germe.

Quelle que soit la variété on observe une accumulaynchrone de la matiere seche
dans les cotylédons et le germe. Par contre, msuisbflavones il y a toujours un trés net
décalage, avec un démarrage trés précoce, desuld gpres floraison environ, dans les
germes, alors que I'accumulation dans les cotylédest réellement tardive. Elle ne débute
gu'au stade R6 lorsque le plateau est déja atthants les germes. Selon les conditions
environnementales, cette accumulation dans ledédutys peut se poursuivre sans jamais
n'atteindre de réel plateau, jusqu'a la maturit§/spblogique. Ceci peut conduire a des
variations de teneurs finales trés importantes: gimple au quadruple dans nos
expérimentations, et plus si I'on fait davantageierales facteurs environnementaux
(Rasoloheryet al, 2007). C’est a ce niveau que les différences tgpigues sont aussi
marquées, avec des vitesses d’accumulation quirsiasent soit pour la daidzéine, soit pour
la génistéine en fonction des variétés. A l'oppat®s les germes, I'accumulation ne varie
pas dans sa cinétique en fonction des conditiomsilieu et les plateaux sont toujours atteints
au méme stade du développement de la graine. @étatésonfirme I'hypothése de la
prépondérance du contrble génétique de la synettede I'accumulation des isoflavones du

germe.

Cette étude démontre clairement que le soja dispeseleux voies distinctes de
régulation de la teneur en isoflavones et de leanposition dans les cotylédons, d’'une part,
et dans le germe, dautre part, que l'on consid&ae composante génétique ou
environnementale de ces régulations. Cela permefatement envisager une maitrise de ces
molécules dans les deux compartiments de la gramesombinant le choix variétal — et

donc la sélection créatrice — a la gestion dmladuite culturale.
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CHAPITRE V

DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION
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Au cours de ces travaux, nous avons montre, errées@c de nombreux résultats de
la littérature (Eldridge et Kwolek, 1983; Wang euihy, 1994; Tsukamotet al, 1995;
Aussenacet al, 1998; Carrao-Panizzt al, 1999; Hoecket al, 2000; Leeet al, 2003;
Seguinet al, 2004; Caldwellet al, 2005; Kimet al, 2005; Lozovayaet al, 2005) que les
teneurs et compositions en isoflavones de la grdénsoja présentaient un fort déterminisme
génétique et environnemental, avec un effet pré@pamd de la température. Cependant, apres
les travaux préliminaires d’Eldridge et Kwolek (B)&t de Tsukamotet al (1995), qui
avaient signalé une grande différence de tenewteetomposition entre les germes et les
cotylédons, peu de travaux ont été consacrés a@es fractions séparément. Face a la
demande actuelle d’'une maitrise des teneurs et esiigns dans la graine, avec une
utilisation tres différente des deux sous partiesgadgraine, I'étude de la compartimentation
des isoflavones entre le germe et les cotylédaws shposée. Le germe présente, en fait, une
teneur beaucoup plus élevée et moins variable gsecétylédons. Ainsi, bien qu’il ne
représente que 2 & 3 % de la masse totale deiteegsalon les conditions environnementales,
il peut contribuer pour jusqu’a 20% des isoflavoteales. Nous avons pu aussi montrer que
le germe et les cotylédons n’étaient pas soumla d&gme maniere a l'influence des facteurs
environnementaux : I'effet négatif des températdlesées lors de la fin de la maturation sur
la teneur en isoflavones totales de la graine,sasbut di a la réaction des cotylédons
(Rasoloheryet al, 2007). A contrarig les températures fraiches, rencontrées lors de
maturations retardées, apres un semis tardif, onéffet stimulant sur 'accumulation des
isoflavones dans les cotylédons. Cet effet de hapérature est observé quelle que soit la
variété. Une premiere piste de maitrise des termuisoflavones dans les cotylédons pourrait
donc se traduire par une adaptation des datesmis.s@Aussenaet al, 1998; Daydé et
Lacombe, 2000)

Les teneurs en isoflavones totales des germessetadglédons sont cependant aussi
sous un fort contréle génétique. Ainsi, en ce @uicerne les cotylédons, les classements des
variétés sont en général conservés d’un environneakautre (Daydéet al, 2002), ceci est
aussi vrai pour les teneurs en isoflavones to@ddes les germes. Lorsque I'on compare des
variétés, les teneurs en isoflavones des germelestcotylédons ne sont pas strictement
corrélées (Rasolohemt al, 2007), ce qui corrobore une étude préliminairel€? variétés
(Ayerdi-Gotor, 2002; Daydét al, 2004). Il serait donc possible de sélectionner\deiétés

avec des fortes teneurs dans les germes et dessftebeurs dans les cotylédons.
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Afin de mieux comprendre cette relative indépendagtre les deux compartiments
de la graine, la seconde partie de ces travaug acktsacrée au suivi de I'accumulation des
isoflavones durant la maturation de la graine diess variétés trés contrastées. Nous avons
ainsi pu constater que les isoflavones s’accumuletfiord dans le germe, et ceci dés le stade
R5, c'est-a-dire au tout début du grossissemetd deaine. L'accumulation y est alors tres
rapide, pour atteindre la teneur finale en uneidé&de jours, c'est-a-dire au stade R6. C’est a
ce moment la seulement que I'accumulation commeaos les cotyléedons. Ce phénomene
est observé sur les quatre génotypes eétudiés, ret e trois conditions de cultures
comparées. Lorsque les conditions sont favorableseaforte accumulation des isoflavones
dans les cotylédons, elle semble se produire déemeacontinue jusqu’a la maturité compléte.
Dans tous les cas, la teneur finale des cotylédens bien inférieure a celle des germes.
Certains auteurs ont eémis I'hypothése d’'une impioriades isoflavones des cotylédons
depuis d’autres parties de la graine (Dhaubhadedl, 2003), cependant, étant donné les
différences de profils, il est peu probable qu®lroviennent du germe, ni méme que les
isoflavones de ces deux compartiments aient la méngine. De plus, les enzymes
nécessaires a la synthese des isoflavones onetébéivées dans I'embryon. Leur cinétique
d’expression montre un démarrage a partir du sRijamais les résultats publiés ne séparent
pas le germe et les cotylédons (Dhaubhadel €@07). Au vu de nos résultats, il semble trés
probable que les germes synthétisent leurs pragodavones. Par contre, la provenance des
isoflavones des cotylédons est moins certaine :aoge@mulation transitoire a été observée
dans le tégument, ainsi qu'un effet maternel loesqies graines hybrides issues de
croisements réciprogues sont comparées (Dhaubbbdkl!2003).

Ces travaux permettent d’envisager plusieurs pistésessantes, notamment vers une étude
plus fine du déterminisme génétique des teneurglest compositions dans les deux

compartiments de la graine, a la lumiére d’autragaiux précédents réalisés au laboratoire
d’agro-physiologie de I'El Purpan. Le croisemens dariétés Imari et Queen a éteé réalisé en
1999, mais seules 39 lignées fixées en génératoank été produites. Elles ont cependant

fait 'objet d’un essai sur 2 lieux : Mondonvilletés de Toulouse, et Urbana-Champaign dans
I'lllinois (Salingues, 2003). Ces lignées ont méntine grande variabilité de teneurs et

compositions en isoflavones dans les germes conamelds cotylédong &bleau 4.
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Tableau 4 : Variabilité des teneurs totales en isebnes (mg.g MS) des germes
et des cotylédons des lignées F6 issues du croiseimaari x Queen,
comparées a leurs parents (Salingues, 2003)

Germes Cotylédons
France USA France USA
Imari 26.1 211 4.1 2.9
Queen 34.8 29.3 7.4 5.5
Lignée Min 22.8 18.3 3.5 1.8
Lignée Max 31.1 25.5 8.3 4.7

Erreurs Standards: 0.9 et 0.4 mg.gMS (n=2), pour les germes et les
cotylédons, respectivement

Malgré une grande différence entre les teneurs mmgen isoflavones des deux lieux de
cultures, les valeurs des lignées F6 sont tregléas. Les héritabilités au sens large calculées
sur cet essai sont de 0.60 et 0.79 pour les tertetakes des cotylédons et des germes,
respectivement. Des héritabilités du méme ordrgrdedeurs ont déja été rapportées dans la
littérature :

— 0.79 et 0.88 pour la daidzeine et la glycitéinespestivement, estimation sur 40

lignées recombinantes fixées (Meksetral, 2001) ;
— plus de 0.90 pour chacune des formes les plussemi€es dans la graine (daidzine,
genistine, et leurs forme malonyles), estimation %o individus F2 (Chiaret al,
2004) ;

— entre 0.35 et 0.50 sur 207 lignées recombinanxéedi (F6), testées dans deux lieux
(Primomoet al, 2005).

Cependant, toutes ces études ont été réaliséeln ggnaine entiére ce qui limite la
précision des résultats concernant la glycitéimegoenbine deux sources de daidzéine qui,
comme nous l'avons démontré dans le présent trasailt sous des contréles distincts.
Plusieurs travaux récents sur des croisementsroggips entre lignées a fortes et a faibles
teneurs, ont mis en évidence des effets mater@eks différences ont été interprétées comme
un phénomene de transport (Dhaubhastedl, 2003), ou selon un schéma plus complexe

d’effets cytoplasmiques et d’interactions nuclétepjasmiques (Chiaet al, 2006).

Nous avons créé une nouvelle série de lignées igioamtes afin de permettre une
recherche de QTL, en séparant les germes des @oideles croisements réciproques entre
Imari et Queen ont été réalisés, 124 lignées Im&ueen (IQ) et 132 lignées Queen x Imari
(QI) sont en filiation monograine. L'analyse deiges F3 est en cours. La génération F4
devrait étre produite cet été. Une premiére étuélsultats non publiés) sur des graines F2
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issues de ces croisements réciproques (150 grdmehaque croisement) est en cours de
traitement des résultats

Les travaux préliminaires qui ont été réalisés abotatoire sur les premiéres lignées
recombinantes fixées F6 entre Imari et Queen ossiamontré que les caractéristiques de
composition étaient plus héritables encore quedesurs, avec des valeurs particulierement
élevées (héritabilités supérieures a 0.98) pouptescentages de glycitéine et de daidzéine
dans les germes, ce qui en fait des caractéristiquasiment mendéliennes (Salingues, 2003;
Daydeéet al, 2004). Ainsi, deux types de lignées, appeléesygitBine + » avec environ 50%
de glycitéine et 30% de daidzéine ; et « Glycgeuwm, présentant les proportions inverses ont
été distingués. Leur répartition en ¥ « Glycitéine et ¥4 « Glycitéine — » parmi des lignées
recombinantes fixées suggérait un contréle simptedpux génes épistatiques. L'étude d’'une
collection de 162 variétés a montré une faible @spntation des types « Glycitéine + ».
Remarquablement, il y a tres peu de lignées quegmtént des valeurs intermédiaires entre
ces deux types (Dayad# al, 2004). Par ailleurs, nous avons isolé des mutpuatanés d’'un
type vers l'autre dans la variété Dwight : 6 lignéeGlycitéine + » et 7 lignées « Glycit-
€ine -» ont été multipliées et testées depuis 3 @as lignées se sont montrées stables et
semblables en tout autre point, elles peuvent d&ne considérées comme des lignées

isogéniquesTableau 5.

Tableau 5 : Analyse des germes et des cotylédesdignées isogéniques de la variété
Dwight ; résultats en 2004 apres 2 générations d@fécondation (données non publiées)

Glycitéine + Glycitéine —
Nombre de lignées 6 7

GERMES Total isoflavones (umolH 50.4+0.7 50.6 + 3.2
Genistéine (umol:§ 6.6+0.1 6.1+0.4
% 13.0 +0.2 11.9+0.3

Daidzéine (umol.g) 18.9+0.4 30.1+1.9
% 37.4+0.6 59.4+0.2

Glycitéine (umol.g") 25.0+0.4 145+0.9

% 49.6 £ 0.6 28.6+0.3

COTYLEDONS  Total isoflavones (umol:y 8.0+£0.3 8.5+£0.7
Genistéine (umol:§ 44+0.1 45+0.3
% 554+1.1 53.2+0.8

Daidzéine (umol.g) 35+0.2 39+0.4
% 44.0£0.9 46.4 +1.1

Glycitéine (umol.d) 0.04 +0.1 0.03 0.1

% 0.50+0.8 0.30 10.7
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Ce matériel fortuitement créé, associé a I'étudendéants quasiment sans daidzéine
(NS Kasha) ou sans glycitéine découverts a traesrs screenings » de collections (Ayerdi-
Gotor, 2002; Sensiau, 2002), permet d’envisageralactérisation précise du déterminisme
génetique de la biosynthése de la glycitéine esale équilibre avec la daidzéine dans le
germe. A un niveau plus fondamental, I'étude de ki@s isoflavones dans la physiologie de
'embryon et de la plantule, en particulier lorsl@tablissement de la symbiose, sera permise
grace a la mise en ceuvre de ce matériel végeétal.

Ainsi, I'ensemble de ces pistes de recherchesesunlet génétique combiné a I'apport
du présent travail de thése en matiére de physeleigde compréhension du métabolisme,
doit permettre de proposer un modele global derimaitie la teneur et de la composition en
isoflavones dans la graine de soja répondant asoifiede I'ensemble des utilisateurs.
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