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ABREVIATIONS 
 
 
ACCase    AcétylCoA carboxylase 
ACP  Acyl carrier protein (proteine transporteur    

d’acyl) 
ADN     Acide désoxyribonucléique 
ADNc     ADN copie 
AGS     Acide gras synthétase 
ARN     Acide ribonucléique 
ATP     Adénosine triphosphate 
CDP-choline    Cytidine diphosphocholine 
CMP     Cytidine monophosphate 
Ci     Curie 
CoA     CoenzymeA forme oxydée 
CoASH    CoenzymeA (forme réduite) 
C16 :0     Acide palmitique ou acide hexadécanoïque 
C16 :1c     Acide cis hexadécénoique 
C16 :1t     Acide trans hexadécénoique 
C17 :0     Acide heptadécanoique 
C18 :0     Acide stéarique ou acide octadécanoique 
C18 :1∆9  Acide oléique ou acide cis-∆9 octadécénoique 
C18 :2 ∆9-12    Acide linoléique ou acide cis-∆9-12   

Octadécadiénoique 
C18 :1∆9-12-15    Acide linolénique ou acide cis-∆9-12-15  

octadécatriénoique 
CytP450     CytochromeP450
DAG     Diacylglycérol 
°C     Degré Celsius 
DGDG    Digalactosyldiacylglycérol 
DNTP     2’- désoxynucléotide 5’- triphosphate 
DHAP    Dihydroxyacétone phosphate 
DO     Densité optique 
E     Essai (Plantules traitées par le norflurazon) 
EDTA     Acide éthylènediaminetétraacétique 
Fab     Fatty acid biosynthesis ou biosynthèse des  

acides gras 
Fad     Fatty acid desaturase ou acide gras désaturase 
G     Gramme 
Kb     Kilobases 
Kda     Kilodaltons 
LHC     Complexe protéines-pigments de l’antenne 

collectrice d’energie (Light harvesting complex) 
LysoPC     Lysophasphatidylcholine 
M      Molaire 
MGDG     Monogalactosyldiacylglycérol 
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ml      Millilitre 
µ (µl, µg, µM)    Microlitre, microgramme, micromolaire 
Mol. (nmol., µmol., pmol.)   moles, nanomoles, micromoles, picomoles 
MOPS          Acide 4 N morpholino propane sulfonique 
MVF            Matière végétale fraiche 
NAD (P)   Nicotine amide adénine dinucléotide(phosphate)  
                                             (forme oxydée) 
NAD(P)H+H+    Nicotine amide adénine dinucléotide (phosphate) 
                                             (forme réduite) 
nm        Nanomètre 
%       Pour cent 
PA      Acide phosphatidique 
PC       Phosphatidylcholine 
PCR                                      Polymerase chain reaction (réaction de 
                                              polymérisation en chaine) 
PE                Phosphatidyléthanolamine 
PEG      Polyéthylène glycol 
PEP      Phosphoénolpyruvate 
PG       Phosphatidylglycérol 
PI      Phosphatidylinositol 
PSII      Photosystème II 
PVP      Polyvinyl pyrrolidone 
Rpm       Rotation par minute 
SAB       Sérum albumine bovine 
San      Sandoz 
SDS       Sodium dodécyl sulfate 
Sn      Stereospecific numbering 
Sn-1       Position 1 du glycérol   
Sn-2       Position 2 du glycérol 
SSC      Standard salin citrate 
SQDG     Sulfoquinovosyldiacylglycérol 
T      Témoin 
TAG       Triacylglycérol 
Tris      Tris-(hydroxyméthyl)aminométhane 
UDP galactose    Uridine diphosphogalactose 
UDP sulfoquinovose   Urididine diphosphosulfoquinovose 
UV      Ultra violet 
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     Les lipides sont des composants essentiels de tous les organismes vivants : les 
glycérolipides en tant que constituants des membranes cellulaires occupent une 
place importante dans le monde végétal : ils intéressent la recherche fondamentale 
dans divers domaines (photosynthèse, respiration, systèmes de transport et de 
signalisation cellulaire) ; en tant que réserves nutritives, ils intéressent les secteurs 
agro-alimentaires et agro-industriels.  
Chez les végétaux, les lipides membranaires jouent un rôle important dans les 
processus de tolérance à différents stress biotiques tels l’attaque par les pathogènes 
(Wallis et Browse, 2002), ou abiotiques (Gibson et al., 1994 ) tels le stress 
thermique (Routaboul et al., 2000), le déficit hydrique (Monteiro de Paula et al., 
1990 ), le stress salin (Sakamoto et Murata, 2002) et le stress chimique (herbicides) 
(Dalla Vecchia et al., 2001).  
 

Les herbicides sont des substances chimiques qui constituent un outil très 
intéressant pouvant être utilisé tant dans le domaine appliqué (l’agriculture moderne 
dépend de l’utilisation intensive des herbicides) que dans le domaine d’études 
fondamentales. 
 

En agriculture, les herbicides sont utilisés pour détruire les adventices (souvent 
qualifiées de mauvaises herbes) ou limiter leur croissance afin d’améliorer le 
rendement agricole. 
L’application des herbicides sur le terrain vise à obtenir un « bon résultat» ; celui ci 
se traduit par une bonne efficacité herbicide c’est à dire pour une culture donnée par 
une destruction la plus complète possible des plantes indésirables, le plus 
rapidement possible et le plus durablement possible sans que la culture n’ait à 
souffrir de l’herbicide. 
A l’exception de quelques produits étroitement sélectifs, les herbicides sont 
rarement totalement inoffensifs pour les cultures. Leur utilisation n’est possible 
qu’en jouant sur les stades de développement des cultures, leur vigueur mais surtout 
sur les doses de l’herbicide : le sous dosage risquant d’être inefficace pour la plante 
nuisible et le surdosage dangereux pour la culture. 
 

Dans le domaine d’études fondamentales, les herbicides sont de plus en plus utilisés 
dans les laboratoires en vue d’un approfondissement de certains métabolismes 
cellulaires ou d’une meilleure connaissance de leur fonctionnement. En effet la 
compréhension du mode d’action des herbicides représente un élément dans la 
recherche du métabolisme des plantes ce qui a facilité leur application dans 
différentes pratiques agricoles. 
Parmi les herbicides les plus utilisés, figure le norflurazon (4 chloro 5 méthyl amino 
2 α, α, α trifluoro méthyl phényl 3 (-2H) pyridazinone) connu pour être un puissant 
inhibiteur de la phytoène désaturase ( Sandmann et al., 1989), enzyme clef dans la 
biosynthèse des caroténoides permettant la désaturation du phytoène en 
phytofluène.  
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Le soja Glycine max L. est une plante protéo-oléagineuse, elle a été décrite comme 
une plante intéressante à introduire en Algérie  pour ses intérêts économiques 
multiples: alimentation humaine, alimentation du bétail et industrie chimique et 
pharmaceutique.  
Parallèlement aux études effectuées sur le terrain sur cette plante, (rendement, 
conditions culturales), notre laboratoire s’est intéressé à certains aspects 
fondamentaux tels son comportement vis à vis de différents stress : hydrique, salin, 
thermique et chimique (herbicides et insecticides). 
 

Le soja fait partie des plantes de type C18 :3 dont la synthèse des lipides 
chloroplastiques (galactolipides) est réalisée par la voie coopérative faisant appel à 
deux compartiments cellulaires : le réticulum endoplasmique et le chloroplaste. 
 

Alors que la synthèse des lipides membranaires est en partie élucidée, la synthèse 
des acides gras insaturés (linoléate et surtout linolénate) qui les composent présente 
encore des zones d’ombre. 
L’utilisation des herbicides constitue une approche adoptée dans l’étude du système 
de désaturation des acides gras. 
La désaturation des acides gras est dans son ensemble une réaction de 
déshydrogénation extrêmement similaire à la déshydrogénation du phytoène en 
phytofluène inhibée par le norflurazon (Wilkinson, 1985). 
Il est possible que le norflurazon en plus de son effet sur la phytoène désaturase 
enzyme située sur la membrane interne des chloroplastes (Joyard et al ., 1998), 
puisse avoir un effet inhibiteur sur les désaturases liées aux lipides chloroplastiques 
dont deux (ω6 et ω3 désaturases) ont été identifiées par Ferro et al., (2003) au niveau 
de la membrane interne de l’enveloppe des chloroplastes d’arabidopsis.  
 

Ce travail se veut donc une contribution à l’étude de la biosynthèse des acides gras 
polyinsaturés des végétaux mettant à profit les progrès réalisés ces dernières années 
dans l’étude du métabolisme des lipides. 
Nous avons d’abord procédé à l’analyse des lipides des feuilles de soja puis à la 
séparation des espèces moléculaires des phospholipides et des galactolipides. 
Nous avons suivi la biosynthèse in vivo des lipides à partir du [1-14C] acétate et in 
vitro en étudiant les activités CDP choline phosphotransférase et LysoPC 
phosphotransférase. 
Nous avons tenté de préciser les substrats de désaturation des acides gras dans les 
feuilles en suivant par des marquages à l’aide du [1-14C] oléate le devenir de 
diverses espèces moléculaires de la phosphatidylcholine et du monogalactosyl-
diacylglycérol. 
Nous avons également étudié l’expression des gènes FAD7 et FAD3 codant 
respectivement pour la ω3 désaturase chloroplastique et la ∆15

 désaturase cytosolique 
permettant la formation de l’acide linolénique. Ces études ont été conduites 
parallèlement sur les plantules de soja  témoins et les plantules traitées par le 
norflurazon. 
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1 - Les lipides des végétaux 
 

Les cellules végétales ont une composition lipidique très distincte selon qu’il s’agit 
des membranes des compartiments extrachloroplastiques ou des compartiments 
chloroplastiques ou plus généralement des plastes si l’on considère les tissus non 
photosynthétiques. 
Dans les membranes extraplastidiales, les lipides polaires sont essentiellement 
représentés par des phospholipides. Les deux phospholipides majoritaires sont la 
phosphatidylcholine (ou PC) et la phosphatidyléthanolamine (ou PE) qui sont 
retrouvés en proportions élevées dans la membrane cytoplasmique ainsi que dans 
les membranes du réticulum endoplasmique, du golgi, du peroxysome, du 
glyoxysome et de la vacuole. 
Ces deux phospholipides sont également les lipides majeurs des membranes de 
l’enveloppe nucléaire et des deux membranes mitochondriales. 
La phosphatidylcholine est un constituant mineur des membranes plastidiales ; des 
proportions de 30 à 35% ont été signalées du côté cytosolique de la membrane 
externe de l’enveloppe des chloroplastes (Dorne et al., 1985). 
 

Toutes les membranes extrachloroplastiques contiennent de faibles proportions de 
phosphatidyl inositol ou PI.  
Enfin la membrane mitochondriale interne des cellules végétales à l’instar de celle 
des cellules animales ou des levures, contient du diphosphatidylglycérol (DPG) ou 
cardiolipide, phospholipide qui lui est spécifique. 
 

Au niveau des membranes plastidiales, quatre types de lipides (les mêmes que ceux 
décrits chez les cyanobactéries) sont retrouvés. Il s’agit des galactolipides : 
monogalactosyldiacylglycérol (ou MGDG), du digalactosyl-diacylglycérol (ou 
DGDG), d’un glucosulfolipide le sulfoquinovosyl-diacylglycérol (ou SQDG) et 
d’un phospholipide le phosphatidylglycérol (ou PG). 
 

Les galactolipides constituent la classe majeure des glycolipides des plantes 
supérieures, ils sont spécifiques des membranes plastidiales au niveau desquelles ils 
représentent 80% des lipides totaux.  
Le MGDG, lipide le plus abondant dans la nature (Gounaris et Barber,1983), est le 
lipide essentiel des thylakoides , alors que le DGDG est le lipide prédominant de 
l’enveloppe des plastes (Joyard et al., 1991). 
 

Les galactolipides et plus particulièrement le MGDG ont pour particularité d’être 
enrichis en acides gras polyinsaturés : plus de 80% des acides gras chloroplastiques 
sont  triénoiques, correspondant surtout à l’acide α linolénique. Ces acides gras 
insaturés jouent un rôle important dans la fluidité des membranes 
photosynthétiques, dans leur stabilité thermique (Routaboul et al., 2000) et dans le 
maintien de la fonction photosynthétique (Wallis et Browse, 2002).  
 

Le MGDG chez les plantes supérieures consiste en deux types d’espèces 
moléculaires (Heinz, 1977). La première (18 :3/18 :3) majoritaire présente du 18 :3 
aussi bien en position sn1 qu’en position sn2 du squelette glycérol. Cette  
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structure (de même que 16 :0/18 :3) est typique des lipides de type eucaryote tels la 
phosphatidylcholine. 
Le deuxième type d’espèces moléculaires présente du 18 :3 en position sn-1 du 
glycérol et du 16 :3 exclusivement en position sn2 du glycérol (18 :3/16 :3). Cette 
structure est similaire à celle des glycérolipides des cyanobactéries et est appelée 
procaryote (Roughan et Slack, 1984 ; Wada et Murata, 1998). 
Pratiquement toutes les plantes étudiées contiennent du MGDG ayant la structure 
eucaryotique : certaines plantes telles le pois, le soja, le haricot, le concombre, ne 
contiennent que du MGDG 18 :3/18 :3 : elles sont appelées plantes en C18 :3. 
D’autres telles l’épinard, l’arabidopsis, le colza, le tabac contiennent à la fois du 
MGDG 18 :3/18 :3 mais aussi du MGDG 18 :3/16 :3 ; elles sont appelées plantes en 
C16 :3 ; celles ci possèdent une voie plastidiale leur permettant de désaturer l’acide 
palmitique (C16 :0) en acide hexadécatriénoique (C16 :3). 
 

De ce fait, différentes espèces moléculaires de galactolipides (18(16)/18 ou 18/16) 
peuvent être présentes dans les membranes plastidiales. Les proportions de ces deux 
types d’espèces moléculaires du MGDG varient selon les plantes. 
La proportion des espèces moléculaires eucaryotes ou procaryotes n’est pas la 
même pour tous les glycolipides d’une même plante : chez l’épinard, bien que la 
moitié du MGDG est de type procaryotique, seulement 10 à 15% du DGDG l’est 
(Bishop et al., 1985). 
 

Le SQDG est largement représenté chez les bactéries photosynthétiques et les 
cyanobactéries alors qu’il ne se trouve qu’en faibles proportions chez les 
organismes photosynthétiques eucaryotes. L’analyse de la composition en acides 
gras de ce sulfolipide chez les plantes supérieures a montré deux structures 
différentes 16 :0/16 :0 et 18 :3/16 :0 chez les plantes de type C16 :3 et 
18 :3(16 :0)/18 :3 chez les plantes de type C18 :3 (Siebertz et al., 1979 ; Bishop et 
al., 1985). 
 

Le PG est le phospholipide majeur des membranes des plastes. Il représente environ 
20% des lipides des cyanobactéries et environ 7 à 10% des lipides des membranes 
de l’enveloppe et des thylakoides des chloroplastes des cellules photosynthétiques 
eucaryotes (Joyard et al.,1998 ). 
Le PG plastidial a une structure unique (Dorne et Heinz,1989), dans la mesure où il 
présente une structure procaryotique (18/16) avec du C16 :0 ou du C16 :1tr ou acide 
∆3 trans hexadécénoique acide gras unusuel estérifié en position sn-2 du glycérol. 
Des fonctions spécifiques lui ont alors été assimilées chez les plantes. Le PG joue 
un rôle crucial dans l’organisation et le fonctionnement des membranes des 
thylakoides : les complexes LHCII sont intimement liés au PG et ce dernier 
intervient dans la trimérisation des oligomères LHCII (Trémolières et 
Siegenthaler,1998). 
Des corrélations ont été faites entre l’accumulation du PG C16 :1tr et l’empilement 
granaire des membranes plastidiales, pour exemple, des mutants 
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de Chlamydomonas reinhardtii déficients en centres réactionnels PSII se sont 
avérés déficients en PG C16 :1tr ( Dubertret et al., 1994 ; El Maani et al., 1998).  
Par ailleurs, il est admis que la résistance des plantes supérieures au froid est 
fortement corrélée avec les niveaux d’acides gras insaturés liés au PG des 
membranes plastidiales : les plantes résistantes contiennent de fortes proportions 
d’acides gras insaturés en position sn1 du PG  alors que les plantes sensibles 
contiennent des combinaisons des espèces moléculaires 16 :0/16 :0 PG et 
16 :0/16 :1tr PG qui présentent un haut point de fusion (Murata et al., 1982 ; 
Ariizumi et al., 2002).  
 

2 - Biosynthèse des lipides chez les végétaux 
 

L’originalité des végétaux réside dans le fait que chez les eucaryotes photo-
synthétiques, un système de coopération s’est développé entre les compartiments 
chloroplastique et extrachloroplastique (réticulum endopla-smique) permettant la 
synthèse des glycérolipides des membranes cellulaires (Trémolières et al., 1980a ; 
Drapier et al., 1982). 
 

    2.1 - Biosynthèse des acides gras 
 

Dans les cellules végétales, le stroma plastidial est le site majeur de la synthèse de 
novo des acides gras (Harwood, 1996). De ce fait le processus de biosynthèse des 
lipides chez les végétaux est différent de celui des animaux et des champignons qui 
produisent des acides gras dans le cytosol (Ohlrogge et Browse, 1995). 
De nombreuses études ont impliqué l’acétate comme source de carbone pour la 
synthèse de novo des acides gras dans les plantes, ce dernier étant activé en acétyl 
CoA par une acétyl CoA synthétase plastidiale dans une réaction ATP dépendante 
(Roughan et Slack, 1982). Mais des travaux récents ont montré que des sources de 
carbone cytosolique tels, le phosphoénolpyruvate, le pyruvate, le glucose6P et le 
malate peuvent être des substrats importants dans la synthèse des acides gras dans 
les plastes (Harwood, 1996 ; Rawsthorne, 2002). 
L’AcétylCoA peut également provenir de la carnitine acyl transférase plastidiale ou 
encore dériver de la réaction ATP citrate lyase ou ACL (Rangasamy et Ratledge, 
2000). L’origine de l’acétyl-CoA dépend en fait des espèces, du tissu, du stade de 
développement et des conditions physiologiques. 
 

La première étape de biosynthèse de novo des acides gras est catalysée par l’acétyl-
CoA carboxylase ou ACCase qui catalyse la formation du malonyl-CoA à partir de 
l’acétyl-CoA et du bicarbonate.  
Actuellement il est admis l’existence de deux types d’ACCase  qui différent par leur 
structure (Sasaki et al., 1995 ; Nikolau et al., 2003) : 
- L’ACCase à sous unités multiples (MS-ACCase) ou forme hétéromérique 
(Nikolau et al., 2003) qui consiste en trois ou plus sous unités formant un grand 
complexe de 700 kd (Reverdatto et al., 1999). Cette forme dite procaryotique 
constitue la forme majeure et se trouve dans les plastes de toutes 
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les plantes non graminées. Chez toutes les espèces dicotylédones étudiées jusqu’à 
présent, l’ACCase multi-sous unités consiste en quatre polypeptides (Shorrosh et 
al., 1995) : la biotine carboxylase (BC) qui active le CO2 en le fixant sur la biotine 
dans une réaction ATP dépendante, la biotine carboxyl carrier proteine (BCCP) et la 
carboxyl transférase (CT) qui transfert le CO2 activé de la biotine carboxylase vers 
l’acétyl-CoA. La carboxyl transférase comprend deux sous unités la αCT et la βCT. 
Les BC, BCCP et αCT sont des proteines codées par le noyau et la sous unité βCT 
est codée par le génome chloroplastique (Sasaki et al., 1993). 
- L’ACCase à structure multifonctionnelle (MF-ACCase) ou forme homo-mérique 
(Nikolau et al., 2003) dont les trois domaines fonctionnels BCCP, BC et CT sont 
assemblés en un seul polypeptide de plus de 200 kd. Cette structure dite 
eucaryotique ressemble à celle retrouvée dans le cytosol des levures et des animaux 
(Alban et al.,1994). Cette enzyme est détectée dans les cellules épidermiques et elle 
sert probablement à fournir le malonyl-CoA pour différentes voies entre autres la 
biosynthèse des flavonoides et la production des acides gras à longue chaîne des 
cuticules (Harwood, 1996 ; Podkowinski et al., 2003). Cette enzyme se trouverait 
dans le cytosol des dicotylédones et dans le cytosol et les plastes des poacées 
(Sasaki et al., 1995).    
Chez les végétaux, il est suggéré que l’activité ACCase plastidiale contrôle le flux 
des acides gras à travers la voie de biosynthèse de novo  des acides gras (Ohlrogge 
et Jaworski, 1997 ; Rawsthorne et al., 2001). 
 

Le malonyl-CoA est transformé en malonyl ACP (acyl carrier protein, petite 
proteine d’environ 10 kd transporteuse d’acyl) grâce à une malonyl CoA : ACP 
transacylase ou malonyl transférase. 
Tous les acides gras formés dans les plastes sont ACP dépendants et le malonyl-
ACP constitue le donneur d’une chaîne à deux carbones pour toutes les étapes 
d’élongation de la chaîne acyl. 
 

La biosynthèse des acides gras chez les végétaux fait intervenir un système 
multienzymatique appelé acide gras synthétase. Cette enzyme est de type 
procaryotique ou type II, elle constitue un complexe protéique comparable à celui 
retrouvé chez les bactéries, à partir duquel toutes les enzymes peuvent être séparées 
facilement. 
La première étape de synthèse de la chaine acyl est catalysée par la 3 céto acyl 
synthétase et consiste en la condensation de l’acétyl-CoA et du malonyl-ACP en 
une molécule à quatre carbones le céto-butyryl ACP. Ce dernier est transformé en 
butyryl ACP par l’action de trois enzymes successives : une 3 céto-acyl ACP 
réductase, une hydro-acyl-ACP déhydratase et une énoyl-ACP réductase. Cette série 
de réactions se reproduit après chaque étape d’élongation (de deux carbones). Elle 
aboutit à la formation d’acides gras saturés à 16 carbones ou à 18 carbones (Fig. 1). 
Trois types de KAS (keto acylACP synthases) interviennent (Wallis et Browse, 
2002) : la KAS III permettant la synthèse du céto butyryl, la KAS I qui catalyse 
essentiellement la synthèse du palmitoyl ACP et la KAS II 
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       Figure 1 : Schéma de biosynthèse des acides gras dans le chloroplaste.         Figure 1 : Schéma de biosynthèse des acides gras dans le chloroplaste.  
1 : enzymes de la glycolyse ; 2 : PEP phosphatase ; 3 : malate déshydrogénase ; 4 : enzyme malique NADP 
dépendante ; 5 : Citrate lyase ; 6 : DHAP réductase ; 7: Pyruvate décarboxylase/déhydrogénase ; 8 : 
AcétylCoA Synthétase ; 9 : AcétylCoA carboxylase ; 10 : MalonylCoA-ACP transacylase ; 11 : 3-céto acyl 
ACP synthétase III ; 12 : 3-céto acylACP réductase ; 13 : 3-Hydroxyacyl ACP déhydratase ; 14 : Enoyl ACP 
réductase ; 15 : Palmitoyl ACP synthétase ; 16 : PalmitoylACP élongase ; 17 : Stéaroyl ACP désaturase. 

1 : enzymes de la glycolyse ; 2 : PEP phosphatase ; 3 : malate déshydrogénase ; 4 : enzyme malique NADP 
dépendante ; 5 : Citrate lyase ; 6 : DHAP réductase ; 7: Pyruvate décarboxylase/déhydrogénase ; 8 : 
AcétylCoA Synthétase ; 9 : AcétylCoA carboxylase ; 10 : MalonylCoA-ACP transacylase ; 11 : 3-céto acyl 
ACP synthétase III ; 12 : 3-céto acylACP réductase ; 13 : 3-Hydroxyacyl ACP déhydratase ; 14 : Enoyl ACP 
réductase ; 15 : Palmitoyl ACP synthétase ; 16 : PalmitoylACP élongase ; 17 : Stéaroyl ACP désaturase. 
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permettant principalement l’élongation du palmitoyl ACP (16 :0ACP) en stéaroyl 
ACP (18 :0ACP). 
 

Un mutant d’arabidopsis fab1 présentant une augmentation du niveau de 16 :0 suite 
à la réduction de l’activité de l’enzyme KASII a été caractérisé dans les graines et 
les tissus foliaires (Wu et al., 1994). Cette mutation entraîne une perturbation dans 
la croissance et le développement des plantules. 
 

Dans la plupart des tissus végétaux, plus de 75% des acides gras synthétisés sont 
désaturés ; la première double liaison est introduite dans le stéaroyl-ACP en 
position ∆9 par la stéaroyl-ACP désaturase soluble dans le stroma (McKeon et 
Stumpf, 1982) et catalysant la formation de l’oléoyl-ACP (18 :1ACP). Cette 
première désaturation est cruciale pour les étapes suivantes de biosynthèse des 
acides gras polyinsaturés; en effet les mutants d’Arabidopsis thaliana fab2 
défectueux en C18 :0 ACP désaturase présentent un phénotype nain et l’expansion 
de certains types cellulaires (cellules du mésophylle et cellules épidermiques) est 
sévèrement compromise (Lightner et al., 1994b). 
Les acides gras nouvellement synthétisés dans le plaste peuvent avoir deux 
destinées : 
- une part de C16 :0ACP et de C18 :1ACP est utilisé directement à l’intérieur du 
plaste pour la synthèse des glycérolipides de type procaryote. 
- Une autre part est exportée en dehors du chloroplaste et servira à la biosynthèse 
des phospholipides extra-chloroplastiques, des glycolipides de type eucaryote et des 
triacyl-glycérol (ou TAG) dans les graines en formation. 
 

    2.2 - Biosynthèse des glycérolipides par la voie procaryote  
 

La biosynthèse des glycérolipides requiert du glycérol 3P, des acides gras et une 
tête polaire. Le glycérol 3P dérive pour une grande part de la dihydroxyacétone 
phosphate (formée au cours de la photosynthèse) grâce à la dihydroxyacétone 
phosphate réductase (Gee et al., 1988a).  
 

         2.2.1- Formation du PA de type procaryote 
 

La voie biosynthétique démarre avec l’activité de la glycérol-3-P acyl transférase. 
Cette enzyme catalyse l’estérification d’un groupe acyl sur la position sn-1 du 
glycérol 3P. Dans les cellules végétales il existe deux types de glycérol 3P 
acyltransférase une dans le cytosol et l’autre dans le chloroplaste (McKeon et 
Stumpf, 1982). Ces enzymes différent dans l’utilisation des groupes acyls : 
l’enzyme cytosolique utilise des acyls CoA alors que l’enzyme chloroplastique 
utilise des acyls ACP. La spécificité des acyls glycérol 3P acyl transférase pour le 
C16 :0 ou le C18 :1 en position sn2 du glycérol 3P détermine le type d’espèces 
moléculaires des lipides synthétisés (procaryote ou eucaryote). 
La glycérol 3P acyl transférase du chloroplaste est une enzyme soluble étroitement 
associée à la membrane interne de l’enveloppe et spécifique du transfert de l’acide 
oléique du C18:1ACP vers la position sn-1 du glycérol  produisant le 1 oléoyl-sn 
glycérol 3P ou acide lysophosphatidique (Frentzen, 1993). 
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            Figure  2 : Différentes voies de biosynthèse des lipides chez les végétaux. 
 
 

 24



 
L’acide lysophosphatidique formé au niveau des membranes de l’enveloppe est 
ensuite acylé en position sn-2 par la 1-acyl glycérol 3P acyl transférase. Cette 
enzyme est spécifique de la position sn-2 et du palmitoyl ACP.  
Les deux acyl transférases ont donc des spécificités et des sélectivités pour 
l’acylation du sn- glycérol 3P. Elles permettent la formation au niveau de la 
membrane interne de l’enveloppe de l’acide phosphatidique ou 1,2 diacyl glycérol 
3P présentant du C18 :1 en position sn-1 et du C16 :0 en position sn-2 du glycérol. 
Cette structure est typique des glycérolipides de type procaryote. 
L’acide phosphatidique formé est ensuite transformé soit en CDP-DAG servant à la 
synthèse du phosphatidyl glycérol soit en DAG servant à la synthèse des MGDG, 
DGDG et SQDG (Fig. 2). 
 

         2.2.2 - Biosynthèse du PG chloroplastique 
 

La synthèse du PG chloroplastique est localisée dans la membrane interne de 
l’enveloppe (Andrews et Mudd, 1985). Ce PG aussi bien chez les plantes C16 :3 que 
chez les plantes C18 :3 est de type procaryote. 
L’acide phosphatidique est transformé en CDP-DAG grâce à la phosphatidate 
cytidyltransférase. Le CDP-DAG réagit avec une molécule de glycérol 3P pour 
donner du phosphatidylglycérol3P, la réaction étant catalysée par la CDP-DAG 
glycérol3P phosphatidyltransférase. Le phosphatidylglycérol3P est alors 
déphosphorylé par la phosphatidylglycérol phosphatase (Fig. 2). 
 

Dans le PG ainsi formé, 30 à 70% du C16 :0 en position sn-2 sont convertis en 
acide ∆3 trans hexadécénoique ou C16 :1tr par une désaturase spécifique du PG, de 
la position sn-2 du squelette glycérol et de l’acide gras ; il s’agit de la PG sn-2 ∆3 
trans désaturase (Dubacq et Trémolières, 1983). 
 

         2.2.3 - Formation des DAG  
 

La phosphatidate phosphatase ou 3 sn phosphatidate phosphohydrolase catalyse la 
déphosphorylation de l’acide phosphatidique (Fig. 3). 
 

                                                                              
                     18 :1(16 :0)                                              18 :1(16 :0)  
                                       Phosphatidate phosphatase  
                      16 :0                                                        16 :0 
        
                      P                                         Pi                  OH 
 

                 PA                                                     DAG 
         
             
         Figure 3 : Formation du DAG à partir de l’acide phosphatidique. 
 

Dans les chloroplastes, cette enzyme est membranaire et elle est localisée 
exclusivement dans la membrane interne de l’enveloppe (Andrews et al., 1985). 
Elle régule le niveau de glycolipides procaryotes dans les membranes 
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chloroplastiques : son activité est élevée chez les plantes C16 :3 et basse chez les 
plantes C18 :3 (Roughan et Slack, 1984).  
La réduction du niveau d’activité de cette enzyme dans les plantes C18 :3 n’est pas 
clarifiée on ne sait s’il s’agit d’une baisse de l’expression du gène codant pour cette 
enzyme ou de la présence de molécules régulatrices contrôlant son activité. 
Les molécules de DAG formées de novo dans la membrane interne de l’enveloppe 
constituent un pool de substrats partagés par la MGDG synthétase et la SQDG 
synthétase (Joyard et al., 1986) (Fig. 4). 
 
 
                                  PA 
                                        UDP Galactose 
                                                              UDP 
                                                                         MGDG       DGDG 
 
                               DAG                                
 
                                                                          SQDG  
                  UDP Sulfoquinovose 
                                                                UDP     
                
   Figure  4 : Utilisation du pool de DAG pour la synthèse des galactolipides et 
                    des sulfolipides. 
 
         2.2.4 - Biosynthèse des galactolipides 
 

Les membranes des chloroplastes contiennent de très fortes teneurs en 
galactolipides MGDG et DGDG. L’isolement des gènes impliqués dans la 
biosynthèse du MGDG et DGDG et l’identification des mutants d’Arabidopsis 
mgd1 (Jarvis et al., 2000) et dgd1 (Dormann et al., 1995) déficients en 
galactolipides ont contribué aux études de biosynthèse des galactolipides et à la 
compréhension de leur fonction (Klaus et al., 2002).  
Les galactolipides jouent un rôle essentiel dans la biogénèse et le fonctionnement 
des membranes chloroplastiques (Rawyler et Siegenthaler, 1980 ; Hartel et al., 
1998 ; Jarvis et al., 2000). En favorisant l’intégration des complexes proteiques 
dans les membranes des thylakoides (Dormann et Benning 2002), ils interviennent 
dans la formation des empilements granaires de ces membranes (Lee, 2000). Les 
galactolipides sont également indispensables à l’importation correcte des proteines 
dans les chloroplastes (Chen et Li, 1998).  
 
              2.2.4.1 - Biosynthèse du MGDG 
 

La synthèse du MGDG (Fig. 2) est catalysée par l’UDP galactose 1,2 diacyl-
glycérol 3 β-D galactosyl transférase ou MGDG synthétase (E.C 2.4.1.46). 
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Cette enzyme transfert le β galactose d’un donneur nucléotidique hydrosoluble 
l’UDPgalactose cytosolique vers un accepteur hydrophobe le 1,2 DAG en position 
sn-3 (Joyard et al., 1998). 
La MGDG synthétase a été étudiée par de nombreux groupes de chercheurs dont 
Douce et Joyard (1980), Heemskerk et al., (1986), Maréchal et al., (1994), Miège et 
al., (1999) ; elle a été solubilisée par Covés et al., (1986-1987). La localisation de la 
MGDG synthétase au niveau des membranes de l’enveloppe des plastes n’est pas 
encore bien définie et semble différente chez les plantes 16 :3 et les plantes 18 :3. 
Chez l’épinard l’activité MGDG synthétase est essentiellement retrouvée dans des 
fractions d’enveloppe enrichies en membrane interne (Block et al., 1983b ; Tietje et 
Heinz, 1998). Chez le pois, Cline et Keegstra (1983) ont localisé cette activité dans 
la membrane externe de l’enveloppe ; Néanmoins dans plusieurs autres analyses, 
aussi bien la membrane interne que la membrane externe semblent présenter une 
activité MGDG synthétase significative (Tietje et Heinz, 1998). Cette enzyme 
marqueur des membranes de l’enveloppe et responsable de la synthèse du lipide 
polaire le plus abondant sur terre est cependant un composant mineur (0,5µg.mg-1 
de protéines) des membranes de l’enveloppe (Joyard et Douce, 1987).   
L’affinité de la MGDG synthétase pour le DAG dépend de la longueur des chaînes 
acyl (16 carbones ou 18 carbones), de leur position (sn-1 ou sn-2) et de leur nombre 
de doubles liaisons (0 à 3). De ce fait la liaison du 1-2 DAG à la MGDG synthétase 
fait intervenir au moins partiellement la partie acyl. 
Le site actif de la MGDG synthétase comporte 3 parties : 2 sites indépendants pour 
la fixation des substrats un pour l’UDP galactose , l’autre pour le 1-2 DAG et un 
troisième site catalytique au sens strict où est réalisé le transfert du galactose. 
La MGDG synthétase montre une forte affinité pour le 1-oléoyl 2-palmitoyl 
glycérol (18 :1/16 :0) qui est produit en fortes proportions par la phosphatidate 
phosphatase dans l’enveloppe. 
Chez arabidopsis, le MGDG est synthétisé par une famille multigénique de MGDG 
synthétases correspondant à deux types d’enzymes le typeA (atMGD1) et le type B 
(atMGD2 et atMGD3) se distinguant par la longueur de la portion N terminal de 
leurs précurseurs présumés (Awai et al., 2001).  
La caractérisation d’un mutant mgd1 d’arabidopsis (Jarvis et al., 2000) présentant 
seulement 25% de l’activité MGDG synthétase indique que la MGDG synthétase de 
type A est codée par un gène MGD1 qui est abondamment exprimé dans les tissus 
verts et tout au long du développement du végétal. Son activité permet la production 
massive de MGDG requise pour la formation de la membrane interne de 
l’enveloppe et des membranes des thylakoides.  
Malgré la réduction de 75% de l’activité de la MGDG synthétase, le mutant ne 
présente que 42% de réduction du MGDG ce qui suggère la présence des autres 
MGDG synthétases (type B) codées par les gènes MGD2 et MGD3. 
Les MGDG synthétases de type B seraient localisées sur la membrane externe des 
chloroplastes (Froehlich et al., 2001) et auraient une plus grande spécificité pour les  
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       Modèle 1 
 
                        Membranes                             18 :2/18 :2   
                    Extraplastidiales                       Diacylglycérol   
 
              Enveloppe plastidiale                       18 :1/16 :0             •        18/18 et 18/16 
              Membrane interne                          Diacylglycérol                        MGDG   
 
       Modèle 2 
           
                         Membranes                           18 :2/18 :2             •           18/18    
                     Extraplastidiales                     Diacylglycérol                    MGDG     
 
 
              Enveloppe plastidiale                       18 :1/16 :0           •            18/16 
              Membrane interne                          Diacylglycérol                   MGDG   
 
 

           Figure 5 : Modèles hypothétiques de synthèse du MGDG de type eucaryote et  
                     procaryote (Miège et al., 1999). 
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espèces moléculaires 18 :2/18 :2 que pour les espèces 18 :1/16 :0. Elles contribueraient à 
l’expansion de la membrane externe. 
L’expression des gènes des enzymes de type B est plus importante dans les tissus 
non verts (inflorescences : atMGD2 et racines atMGD3). Cette expression est 
augmentée en cas de privation en phosphate (Hartel et al., 2000) et participerait en 
partie à la synthèse du DGDG résiduel chez les mutants dgd1 (Awai et al., 2001).  
 

Les gènes des MGDG synthétase de type A et B sont largement retrouvés chez les 
plantes supérieures et ne sont pas liées aux catégories des plantes 16 :3 ou 18 :3 et 
donc à une hypothétique spécialisation dans les voies procaryote ou eucaryote de 
synthèse des glycolipides (chez le soja, les deux types de MGDG synthétases sont 
retrouvées).  
Chez l’épinard, deux modèles hypothétiques de synthèse de MGDG de type 
procaryote et eucaryote (Fig. 5) sont proposés par Miège et al., (1999)  dans 
lesquels l’étape finale de la synthèse du MGDG aussi bien de type eucaryote que 
procaryote est réalisée par une seule MGDG synthétase (modèle 1) ou par des 
MGDG synthétases distinctes (modèle 2). 
 
              2.2.4.2 - Biosynthèse du DGDG 
 

La synthèse du DGDG (Fig. 2) se distingue de celle du MGDG mais semble 
associée à cette dernière. 
La galactolipide : galactolipide galactosyl transférase ou GGGT ou encore DGD1 
synthétase est la seule enzyme de formation du DGDG clairement décrite dans les 
plantes jusqu’à ce jour (Van Besouw et Wintermans, 1978 ; Heemskerk et al., 
1990). 
Cette enzyme susceptible d’être détruite par la thermolysine est localisée du côté 
cytosolique de la membrane externe de l’enveloppe (Dorne et al., 1982) ; elle 
catalyse l’échange interlipide de galactose entre deux molécules de MGDG formant 
ainsi du DGDG et libérant du DAG (Fig. 6). 
 
 
                               MGDG                                  DGDG 
 
                                  +                                                    + 
 
                                MGDG                                    DAG    
 
 
 Figure 6 :  Formation du DGDG catalysée par la galactolipide : galactolipide    
                   galactosyl transférase. 
 

Le DGDG et le MGDG ont des compositions en acides gras différentes, de ce fait la 
plupart des molécules de MGDG ne sont pas toujours à l’origine directe du DGDG. 
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    Réticulum endoplasmique 
 
                                                     18 (16)/18 P                             18(16)/18 Pch                                
                                                              PA                                             PC 
 
                    18 (16)/18 P                    18(16)/18 Pch                                  
                         PA                                        PC  
  
         
 
     Cytosol 
                                                             18(16)/18 OH                      18(16)/18 OH 
                                                                     DAG                                   DAG 
 
        
         Chloroplaste           18(16)/18 Gal-Gal     18(16)/18 Gal              
                                             DGDG                //       MGDG                    
18ACP                                                         dgd1                                 18 (16)/18 Gal 
16ACP        AGS                                                                                        MGDG 
 

 
                                                                          18/16 Gal                     18(16)/18 Gal-Gal 
                                                                         MGDG                              DGDG                
             18/16 PA          18/16 DAG                                                              
                                                                                                   dgd1    
 
                                                                                  18/16 Gal-Gal 
                                                                          DGDG 
 
 
 
 Figure 7 : Représentation schématique des voies de biosynthèse du DGDG d’après  
                 (Hartel et al., 2000). 
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Afin de comprendre le processus complexe impliqué dans la synthèse du DGDG, 
une approche génétique a été développée par Dörmann et al., (1995) qui ont isolé 
un mutant d’Arabidopsis dgd1 déficient en DGDG. Cette mutation qui entraîne une 
diminution de plus de 90% de la teneur en DGDG, engendre des changements 
structuraux de l’appareil photosynthétique et des altérations du fonctionnement du 
complexe d’oxydation de l’eau (Hartel et al.,1997) ainsi qu’une diminution dans 
l’importation des protéines (Chen et Li, 1998). 
 

Un certain nombre de faits militent en faveur de l’existence d’une voie de synthèse 
du DGDG autre que celle de la GGGT : 
9 La mutation du gène dgd1 suggère sa complète inactivation (Dörmann et al., 

1999), or chez le mutant dgd1, il subsiste une synthèse de DGDG résiduel. 
9 Par ailleurs, si la GGGT était la seule enzyme permettant la formation du 

DGDG, la mutation dgd1 devrait aboutir à l’accumulation de MGDG. Mais le 
niveau de MGDG est à peine augmenté dans le mutant. 

9 La synthèse du DGDG demeure active dans les chloroplastes isolés du mutant et 
la composition en acides gras de ces molécules de DGDG est différente de celles 
synthétisées dans les chloroplastes normaux.  

9 La synthèse du DGDG peut être augmentée chez le mutant en cas de privation 
en phosphate (Hartel et al., 2000).  

 

La synthèse du DGDG dans les chloroplastes semble donc plus complexe que ce 
l’on pensait initialement. Des travaux récents de Hartel et Benning, (2000), Kelly et 
Dörmann (2002) et Klaus et al., (2002) ont montré chez Arabidopsis deux gènes 
codant pour deux DGDG synthétase (DGD1 et DGD2). La DGD1 synthétase (Fig. 
7) serait responsable de la synthèse de la fraction prédominante de DGDG retrouvé 
dans les membranes des chloroplastes. La DGD2 synthétase permettrait la synthèse 
du DGDG résiduel chez le mutant dgd1 mais aussi serait impliquée dans la synthèse 
du DGDG dans des conditions spécifiques de croissance telles une privation en 
phosphate (Hartel et al., 2000, Dörmann et Benning, 2002). Klaus et al., (2002) ont 
démontré que le niveau additionnel de DGDG synthétisé durant la privation en 
phosphate est en partie localisé dans les membranes extraplastidiales. 
La synthèse du DGDG via la DGD2 synthétase ferait intervenir les MGDG 
synthétase de type B. En effet une augmentation de l’expression de atMGD2 et 
atMGD3 a été observée chez Arabidopsis thaliana privée de phosphate (Awai et al., 
2001). 
 

         2.2.5 - Biosynthèse du SQDG 
 

Le plus important sulfolipide retrouvé dans les plantes supérieures est le 
sulfoquinovosyl 1-2 diacylglycérol. 
Peu de choses sont connues sur l’enzyme UDP sulfoquinovosyl 1-2 diacyl glycérol 
sulfoquinovosyl transférase ou SQDG synthétase des plantes intervenant dans la 
biosynthèse du SQDG. Cette enzyme entre en compétition avec la MGDG 
synthétase pour les molécules de DAG (Joyard et al., 1986). 
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L’analyse de la distribution des acides gras dans le SQDG (Siebertz et al., 1979) ont 
montré chez les plantes supérieures, des proportions significatives de SQDG saturé 
ou dipalmitoyl SQDG. La présence ou l’absence de SQDG 16 :0/16 :0 dépend des 
espèces végétales. Cependant les espèces moléculaires majeures contiennent aussi 
bien du C16 :0 que du C18 :3. Deux structures distinctes peuvent donc être 
observées dans le SQDG des plantes supérieures : la structure eucaryote 16 :0/18 :3 
et la structure procaryote 16 :0/16 :0 ; 18 :3/16 :0 (Bishop et al., 1985). 
Le SQDG serait indispensable au fonctionnement des complexes PSII (Minoda et 
al., 2002) de même qu’il jouerait un rôle de molécule signal en cas de stress (Taran 
et al., 2000). 
 

    2.3 - Biosynthèse des glycérolipides par la voie eucaryote ou voie   
           coopérative 
 

Trémolières et al., (1980b et 1980c) ont été parmi les premiers à démontrer cette 
voie coopérative qui implique la coopération entre le réticulum endoplasmique et le 
chloroplaste pour la synthèse des glycolipides de type eucaryote. Cette voie 
fonctionne quasi exclusivement chez les plantes en 18 :3 telles le pois et existe aussi 
chez les plantes en 16 :3 telles l’épinard. 
Les proportions d’acides gras exportés en dehors des plastes pour être incorporés 
dans les lipides au niveau du réticulum endoplasmique par la voie eucaryote varient 
selon le type de plantes : chez les plantes de type C18:3, une grande partie des acides 
gras est exportée dans le cytosol contrairement aux plantes de type C16:3 qui utilisent 
une grande proportion des acides gras synthétisés au sein du plaste pour la synthèse 
des glycolipides de type procaryote (Browse et al., 1986). 
 

La première étape de l’exportation des acides gras hors du plaste consiste en 
l’hydrolyse des acyl-ACP par une acyl ACP thioesterase ou hydrolase soluble 
libérant les acides gras. Ces derniers traversent les deux membranes puis ils sont 
transformés au niveau de la membrane externe de l’enveloppe en acylsCoA par des 
acylCoA synthétases ou ACS (Roughan et Slack, 1982 ; Schnurr et al., 2002). 
Les acylCoAs sont alors utilisés au niveau du réticulum endoplasmique par des acyl 
transférases pour la synthèse des glycérolipides. 
Les mécanismes de transfert des acyl CoA ne sont pas connus, néanmoins des 
protéines spécifiques reliées aux acyl CoA pourraient être impliquées (Hills et al., 
1994). 
Les thioesters Acyl CoA peuvent rester dans le cytosol en tant que pool soluble et 
servir à la biosynthèse des DAG puis des TAG dans les tissus de réserves lipidiques 
(Browse et Somerville, 1991).  
 
         2.3.1 - Biosynthèse du PA eucaryote 
 

Les acylases du réticulum endoplasmique contrairement à celles du chloroplaste 
produisent des molécules d’acide phosphatidique avec des configurations de type 
eucaryote (Fig. 8) : ces molécules possèdent du C18 :1 en position sn-1 et sn-2  
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(18 :1/18 :1). Le C16 :0 quand il est présent est confiné à la position sn-1 (Frentzen 
et al., 1983). 
 
 
                                       18 :1                       16 :0                                   
  
                                       18 :1                       18 :1 
  
                                        P                             P 
                                  
 
         Figure  8 : Structure de l’acide phosphatidique ou PA de type eucaryote 
 
         2.3.2 - Biosynthèse des phospholipides extrachloroplastiques 
 
Le réticulum endoplasmique est le site majeur de la synthèse des phospholipides des 
plantes et plus précisément de la PC ou phosphatidylcholine (Fig. 9). 
L’acide phosphatidique est transformé soit en DAG sous l’action d’une 
phosphatidate phosphatase, servant ainsi à la synthèse du PC et du PE soit en 
cytidyl diphosphate diacylglycérol (CDP-DAG) grâce à une cytidyl triphosphate 
phosphatidate cytidyl transférase ; le CDP-DAG ainsi formé sert de précurseur à la 
synthèse du PI (phosphatidylinositol) et du PG (phosphatidylglycérol) de type 
eucaryote (Moore, 1982). 
 
La PC a une grande importance chez les plantes : c’est un constituant majeur des 
membranes extrachloroplastiques. Ce phospholipide joue un rôle clef dans le 
métabolisme des lipides : c’est le substrat de la désaturation de l’oléate au niveau du 
réticulum endoplasmique (Murphy et al., 1984) ; il est considéré chez la majorité 
des plantes comme site majeur de désaturation des acides gras à 18 carbones et 
comme précurseur d’un pool de DAG servant à la synthèse des lipides 
chloroplastiques de type eucaryote (MGDG, DGDG et SQDG) dans les feuilles.  
Par ailleurs, la PC est impliquée dans de nombreuses réponses physiologiques aux 
stress tel le stress hydrique (Thomas et al., 1982). 
Malgré ce rôle important dans la synthèse des lipides chloroplastiques, peu de 
détails sont connus quant au transfert de la PC vers le chloroplaste. 
 
         2.3.3 - Biosynthèse des glycolipides  
 
L’importation des lipides des membranes du réticulum vers le chloroplaste est un 
phénomène majeur dans le métabolisme lipidique des plantes. Il contribue en 
moyenne à environ 50% du total des galactolipides formés quand les deux voies 
procaryote et eucaryote sont opérationnelles et à 100% quand la voie procaryote ne 
fonctionne que pour la synthèse du PG. 
L’origine des DAG utilisés pour la biosynthèse des molécules de MGDG ayant la 
structure de type eucaryote n'est pas encore bien élucidée. 
Des cinétiques d’incorporation d’acétate radioactif dans les lipides chloroplastiques 
suggèrent que la PC fournirait les DAG pour la biosynthèse des glycérolipides  

 33



RETICULUM ENDOPLASMIQUE 
                                                                                                                                Inositol    CMP   PI 
                                                                                                                 PP    16 :0 (18)                  16 :0 (18)    
                                                                                                       CMP          18 :1                          18 :1 
                                                                                                                             CDP                   Pinos. 
                                                    Lyso PA                   PA                     CDPDAG          
                                                       16 :0 (18)                     16 :0 (18) 
                                                        OH                              18 :1                                      CDPEth   CMP  PE 
                                                  P                                   P                                    16 :0 (18)              16 :0 (18) 
                                                                                                                             18 :1                       18 :1 
                                                                                         CDPCh          CMP  OH                       PEth 
                                                                                                                             DAG                            
                                                                                                                                                                      
                                                                                                    16 :0 (18)             16 :0 (18)                16 :0(18)                 
                                                                                                    18 :1                     18 :2                       18 :3              
                                                                                                 PCh                        PCh                       PCh 
                                                                                                 PC                     PC                    PC 
 
        Glycérol 3P 
                                16 :0 CoA     18 :1 CoA                                                                              CYTOSOL 
 
                                                                                                                                            
    ENVELOPPE 
  
 
    
                                                   18 :1 ACP                                                                                      STROMA 
                                                                   
 
                                            18 :0 ACP                                          
 
                                           16 :0 ACP                   AGS  
                                                                                                   
 
 
Figure 9 : Biosynthèse des phospholipides chez les végétaux d’après Moore, (1982). 
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plastidiaux de type eucaryotes  (Roughan et Slack, 1982), et la MGDG synthétase a 
une forte affinité pour les DAG ayant une structure type eucaryotique C18 /C18. 
De ce fait il devrait exister des mécanismes de transfert de molécules de PC de leur 
site de synthèse (RE) vers la membrane externe des plastes. Kader et al., (1984) ont 
montré un transfert in vitro des phospholipides entre les membranes cellulaires par 
des protéines LTP ou lipid transport proteins ; cependant ce rôle est très discuté 
dans la mesure où ces PLTP seraient impliquées dans des processus d’excrétion et 
d’exportation de produits lipophiles (Madrid et Weittstein, 1991 ; Kader, 1996). 
 
Dans les chloroplastes, la PC qui est concentrée dans la face externe de la 
membrane externe de l’enveloppe (Dorne et al., 1985) contient des proportions 
significatives de 18 :2 en position sn-1 et sn-2 du glycérol (Siebertz et al.,1979), 
mais l’enzyme générant le DAG de la PC à savoir la phospholipase C n’a pas été 
retrouvée dans les membranes de l’enveloppe. Par ailleurs très peu de choses sont 
connues sur le transfert des DAG de la membrane externe vers la membrane interne.  
  
Un autre mécanisme de synthèse des lipides plastidiaux de type eucaryote a été 
récemment proposé par Bessoule et al., (1995) et Mongrand et al., (2000) 
impliquant l’importation de la lysoPC vers le chloroplaste. En effet en préincubant 
des membranes de microsomes avec de la lysoPC radioactive, ces équipes ont 
montré que la lysoPC peut être transférée vers le chloroplaste où elle est acylée par 
une lysoPC acylCoA acyltransférase (identifiée par Bessoule et al., (1995) au 
niveau des membranes des chloroplastes) pour donner de la PC. Au niveau de la 
membrane externe, la PC serait alors transformée en DAG.    
La nature des lipides importés du réticulum vers le chloroplaste demeure donc non 
claire : d’une part, les plastes contiennent de la PC sur la face cytosolique de la 
membrane externe (Dorne et al., 1985), ayant la même structure de son DAG  que 
le PC extraplastidial, mais ils sont dépourvus de l’activité CDP-choline DAG 
choline phospho transférase et de l’activité phospholipase C (Joyard et al., 1998), 
d’autre part de nombreuses expériences ont montré in vivo l’évidence de la relation 
PC précurseur/galactolipide produit chez les végétaux  (Browse et al., 1986 ; Oursel 
et al., 1987). 
 
    2.4 - Désaturation des acides gras chez les végétaux supérieurs 
 

Les acides gras insaturés sont des constituants importants des membranes cellulaires 
des végétaux. Les tissus photosynthétiques des plantes supérieures contiennent plus 
de 70% d’acide linolénique acide gras le plus abondant dans la nature (Gounaris et 
Barber, 1983).  
 
Les acides gras polyinsaturés conférent fluidité et perméabilité sélective aux 
membranes cellulaires (Wallis et al., 2002) ; ils sont déterminants dans la stabilité  
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thermique des membranes photosynthétiques (Routaboul et al., 2000) et jouent 
également un rôle crucial dans les processus de signalisation chez les organismes 
vivants (Gallis et al., 2002). 
Les acides gras polyinsaturés sont impliqués dans de nombreux processus 
physiologiques aussi bien chez les végétaux que chez les animaux tels l’adaptation 
au froid et à la survie ( Miquel et al., 1993 ; Sakamoto et Murata, 2002) le 
développement du chloroplaste (McConn et Browse, 1998), la formation du pollen 
(McConn et Browse, 1996) et la défense contre les pathogènes (Wallis et Browse, 
2002). 
Les recherches sur les désaturases par des approches de biochimie traditionnelle ont 
été limitées du fait des difficultés de la solubilisation et de la purification de ces 
proteines membranaires ( Schmidt et al., 1994). 
 

Une nouvelle approche a été adoptée dans l’étude du système de désaturation 
consistant en l’utilisation des herbicides tels le San 9785 de la famille des 
pyridazinones en tant qu’outil biochimique, ce qui a permis à Norman et St John, 
(1987) de confirmer l’existence de différents sites de biosynthèse du C18 :3. 
Ce n’est que depuis le début des années 1990 avec l’utilisation combinée 
d’organismes modèles (Arabidopsis thaliana) et d’outils de génétique moléculaire, 
que les connaissances sur les désaturases des acides gras se sont améliorées et que 
les gènes qui codent pour ces dernières ont été isolés (Browse et Somerville, 1991 ; 
Ohlrogge et Browse, 1995). 
 

La dernière étape de biosynthèse des lipides consiste en la désaturation des acides 
gras qui les composent. Dans les tissus végétaux, la majorité des glycérolipides sont 
synthétisés à partir des groupes acyls C16 :0 et C18 :1. La désaturation de ces 
lipides en lipides insaturés typiques des membranes des cellules végétales est 
réalisée par des désaturases membranaires liées au réticulum endoplasmique et aux 
chloroplastes. Dans les tissus non verts et les graines en formation, la voie 
microsomale (réticulum endoplasmique) est prédominante (Browse et Somerville, 
1991 ; Heinz, 1993). 
Deux systèmes de notation des désaturases sont généralement utilisés (Shanklin et 
Cahoon, 1998) : 
Le système de notation delta (∆), est utilisé pour définir le niveau de désaturation de 
l’acide gras en comptant les carbones à partir du carboxyl terminal, le système 
oméga (ω) définit le niveau de désaturation de l’acide gras à partir de la fin méthyl. 
Les désaturases des acides gras retrouvées chez les végétaux sont les acyls ACP et 
les acyls lipides. La plupart des acyls lipides désaturases membranaires 
comprennent 300 à 350 résidus acides aminés correspondant à des protéines 
hydrophobes traversant plusieurs fois (4 fois) la membrane (Murata et Wada, 1995). 
Toutes les désaturases connues sont caractérisées par la présence de 3 groupes 
d’histidine occupant des positions fortement conservées dans la séquence d’acides 
aminés de chaque protéine ; ces groupes histidine et des ions fer constituent le 
centre catalytique de l’enzyme (Fox et al., 1993). 
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         2.4.1 - Sites et substrats de désaturation 
 
Dans les tissus végétaux, les deux voies procaryote et eucaryote de biosynthèse des 
lipides sont associées à la production des acides gras polyinsaturés. 
Cependant l’origine des acides gras polyinsaturés des lipides chloroplastiques n’est 
pas tout à fait clarifiée selon qu’on s’adresse aux plantes de type C16 :3 ou C18 :3. 
En effet différentes expériences menées in vitro avec des chloroplastes isolés de 
plantes C18 :3 ont montré l’incapacité de ces organites à fabriquer du 18 :3/18 :3 
MGDG (Trémolières et al., 1980a). 
Cette absence de synthèse des acides gras polyinsaturés par les chloroplastes isolés 
et cette incapacité du chloroplaste à effectuer certaines réactions du métabolisme 
lipidique ont ouvert la voie à l’exploration de la coopération entre compartiments 
chloroplastique et extrachloroplastique pour la réalisation de la synthèse des lipides 
membranaires de la cellule végétale. 
 

Le site et les substrats de désaturation de l’oléate et du linoléate varient donc selon 
le type de plante considérée. 
 

L’utilisation de traceurs radioactifs (acétate, oléate et linoléate) ont permis de mettre 
en évidence des cinétiques de formation des acides gras différentes chez les deux 
groupes de plantes : chez les plantes en C16 :3 (épinard, colza) la radioactivité est 
incorporée dans des proportions similaires dans la PC et le MGDG , alors que dans 
les plantes en C18 :3, la PC est d’abord fortement marquée, puis cette radioactivité 
diminue alors qu’elle augmente de manière concomitante dans le MGDG. Cette 
différence de cinétique de marquage entre la PC et le MGDG, ajoutée à la 
différence de composition en espèces moléculaires des galactolipides a poussé 
plusieurs auteurs à supposer l’existence de deux voies majeures de synthèse des 
acides gras polyinsaturés du MGDG (Roughan et Slack, 1982 ; Heemskerk et 
Wintermann, 1987). Chez les plantes C18 :3, la voie eucaryote ou coopérative serait 
prédominante  et chez les plantes en C16 :3 les deux voies coexisteraient. 
 

Chez les plantes C16 :3, la synthèse de l’espèce moléculaire la plus insaturée du 
MGDG à savoir la 18 :3/16 :3 se déroulerait entièrement dans le chloroplaste : le 
18 :1/16 :0 serait désaturé en 18 :1/16 :1 puis en 18 :2/16 :2 lui même désaturé en 
18 :3/16 :3 respectivement par la ∆7 (n-9) désaturase et les ω6 ( n-6) et ω3 ( n-3) 
désaturases. 
 

Chez les plantes C18 :3 des études de cinétique d’incorporation de l’oléate radioactif 
dans la feuille entière suivies d’un fractionnement cellulaire (Trémolières et al., 
1980b) ont montré que la radioactivité s’accumule dans le 18 :2 PC de la fraction 
microsomale puis qu’elle diminue dans ce lipide alors qu’elle s’accumule dans le 
18 :3 lié aux galactolipides.  
Par ailleurs, les travaux de Jaworsky (1987), ont indirectement suggéré que le 
MGDG eucaryotique pouvait être le substrat de la désaturation du C18 :2. 
La PC participe ainsi non seulement à la synthèse des DAG précurseurs des 
MGDG, mais aussi au moins partiellement à la désaturation du C18 :2 en C18 :3 . 
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Il existe donc deux sites de biosynthèse des acides gras insaturés ; un au niveau du 
réticulum endoplasmique lié à la PC et un autre au niveau du chloroplaste lié au 
MGDG. 
 

La biosynthèse des acides gras polyinsaturés à 18 carbones fait intervenir des 
désaturations successives et chaque étape est catalysée par une enzyme différente.  
La première étape de désaturation a lieu dans le stroma , elle correspond à la 
désaturation du stéaroylACP en oléoylACP (C18 :1ACP) par la stéaroylACP 
désaturase ou ∆9 désaturase (Lindqvist et al., 1996), enzyme soluble dans le stroma 
des chloroplastes des feuilles et des graines en formation. Cette enzyme est unique 
dans le règne végétal dans lequel toutes les autres désaturases sont des protéines 
membranaires. 
Cette enzyme isolée et purifiée à partir de nombreuses espèces végétales (Heinz, 
1993 ; Harwood, 1996) est un homodimère (Ohlrogge et Browse, 1995) et requiert 
deux électrons et une molécule d’oxygène. La ferredoxine est le donneur 
d’électrons (Wada et al., 1993).  
En 1996, l’équipe de Lindqvist a cristallisé la ∆9 désaturase de ricin et a totalement 
élucidé sa structure tridimensionnelle ainsi que le mode de fonctionnement de son 
site actif.  
 

Le C18 :1ACP est soit utilisé in situ dans le chloroplaste où il est désaturé à son 
tour en C18 :2 puis en C18 :3 par des désaturases liées aux galactolipides, sulfolipides 
et PG, soit exporté vers le réticulum endoplasmique pour y être désaturé. 
L’acide oléique transféré dans le cytosol est estérifié à la PC qui agit en tant que 
substrat de la désaturation. L’insertion des résidus oléoyl se ferait dans les 
molécules de PC soit à la suite de l’acylation d’une molécule de lysoPC par action 
d’une acyl transférase donnant l’oléoylPC, soit après des mécanismes d’échange de 
reste acyl entre l’oléoylCoA et la PC (Demandre et al., 1986). Ainsi, ces derniers 
ont noté la formation d’oléoylPC parallélement à la disparition de l’oléylCoA à 
partir de microsomes auxquels de l’oléoylCoA marqué a été fourni. 
 

La technique de séparation par HPLC des espèces moléculaires de PC a permis à de 
nombreux auteurs dont Murphy et al., (1985) et Demandre et al., (1986), 
d’identifier les substrats et les produits de l’oléate désaturase. 
Pour Murphy et al., (1985), l’espèce 16 :0/18 :1PC serait le substrat de l’oléate  
désaturase microsomale dans les feuilles de pois ; celle ci s’attaquerait pré-
férentiellement aux résidus oléoyl situés en position sn-2 du glycérol de la PC. 
 

Dans le parenchyme de tubercule de pomme de terre en survie, Demandre et al., 
(1986) ont identifié trois espèces moléculaires majeures comme substrats possibles 
de la désaturation à savoir : 16 :0/18 :1PC, 18 :2/18 :1PC et 18 :1/18 :2PC. 
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• Localisation de la désaturation du C18 :2 en C18 :3 
 

La désaturation de l’acide linoléique en acide linolénique par la voie eucaryotique, 
le lieu de cette désaturation et les substrats utilisés font l’objet de recherches de 
nombreuses équipes. 
Les travaux  de Roughan et Slack, (1982) et Davies et Harwood, (1983) avaient 
identifié le MGDG comme seule source de 18 :3 dans les tissus photosynthétiques. 
De même que les travaux de Heinz et Roughan (1983) ont démontré que le 18 :2 
MGDG pouvait être converti en 18 :3 MGDG au niveau de l’enveloppe des 
chloroplastes grâce à des désaturases utilisant la ferredoxine comme source 
d’électrons. 
 

Des études effectuées in vivo et les analyses de DAG contenant des acides gras 
triinsaturés dans les plantes en C18 :3 ont suggéré que la désaturation du C18 :2 en 
C18 :3 a lieu dans la PC. 
Par ailleurs les travaux de Roughan et Slack (1982) ont démontré que dans les 
graines oléagineuses, le 18 :2 PC pouvait être converti en 18 :3 PC au niveau du 
réticulum endoplasmique. 
De leur côté, Lem et Williams (1981) avaient prouvé l’existence d’un site 
extrachloroplastique de synthèse du C18 :3 lié à la PC dans les tissus foliaires de 
Vicia faba et montré que ce site était relativement insensible au BASF13 338 
reconnu comme herbicide bloquant la désaturation du C18 :2 en C18 :3 liée au 
MGDG. 
Il existe donc deux types de linoléate désaturase l’une chloroplastique liée au 
MGDG et l’autre extrachloroplastique liée à la PC au niveau du réticulum 
endoplasmique. 
 

Les données actuelles sur les désaturases ont énormément bénéficié de la 
caractérisation des mutants d’Arabidopsis déficients en une étape spécifique de 
désaturation (Browse et Somerville, 1991 ; Ohlrogge et Browse, 1995). Ces mutants 
constituent un énorme potentiel pour la compréhension du métabolisme lipidique, la 
confirmation de l’existence de deux séries d’activité désaturases, leur site d’action 
subcellulaire et leur substrat spécifique 
Sept classes de gènes ont été identifiés (Fig. 10) : 
- Les gènes FAD2 et FAD3 codant pour les n-6 ou ∆12

 et n-3 ou ∆15 désaturases 
localisées dans les membranes du réticulum endoplasmique. 
 

- Quatre gènes FAD4, FAD5, FAD6 et FAD7 codant pour les désaturases des 
membranes chloroplastiques qui sont respectivement la  ∆3 trans désaturase, la ∆7 

désaturase, la n-6 ou ω6 désaturase et la n-3 ou ω3 désaturase. 
Un cinquième gène a été identifié il s’agit du gène FAD8 qui code pour une n-3 ou 
ω3 désaturase qui ne s’exprime que dans des conditions de basse température 
(Brockman et al., 1990).  
Les sept désaturases mentionnées se distinguent par la spécificité de leur substrat, 
leur localisation sub-cellulaire (Tab. I) et éventuellement leur mode de régulation. 
 

 39



 
 
 
 
 
 
 
Tableau  I : Principales désaturases d’Arabidopsis. GL : Galactolipides, SL : Sulfolipides. 
Dés : désaturase ; Fer. : ferrédoxine ; Ret. Endopl. : réticulum endoplasmique ; cyt b5 : 
cytochrome b5. ( Miquel et Browse ,1998). 
 
 

Gène Nom de 
l’Enzyme Substrat Localisation Précurseur Produit 

Donneur 
d’électrons

FAB2 ∆9 Dés. Acyl ACP Chloroplaste 18 :0 ACP ∆9 18 :1 ACP Fer. 

FAD2 
FAD3 

∆12 Dés. 
∆15 Dés. 

PC 
PC Rét.Endopl. ∆9 18 :1 PC 

∆9-12 18 :2 PC 
∆9-12 18 :2 PC 

∆9-12 -1518 :3 PC 

Cyt b5
Cyt b5

 
 

FAD4 
 

FAD5 
 

FAD6 
 
 

FAD7 
FAD8 

 
∆3t Dés. 

 
∆7 Dés. 

 
ω6 Dés. 

 
 

ω3 Dés. 
 

 
PG 

 
GL-SL 

 
GL-SL 

GL-SL-PG 
 

GL-SL 
GL-SL-PG 

 
Chloroplaste 

 
Chloroplaste 

 
Chloroplaste 

 
 

Chloroplaste 
 
 

 
16 :0 PG 

 
16 :0 

 
∆7 16 :1 
∆9 18 :1 

 
∆7-10 16 :2 
∆9-12 18 :2 

 
∆3 t 16 :1 PG 

 
∆7 16 :1 

 
∆7-10 16 :2 
∆9-12 18 :2 

 
∆7-10 –1216 :3 
∆9-12-15 18 :3 

 

 
Fer. 

 
Fer. 

 
Fer. 
Fer. 

 
Fer. 
Fer. 
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Les gènes FAD2 et FAD3 ont été isolés par « gène tagging »  qui consiste à 
inactiver ou « étiqueter » le gène par insertion au hasard d’un plasmide 
d’Agrobactérium tuméfaciens (ADNt) et /ou par la technique de la « marche sur le 
chromosome » ou « map based chromosome walking » qui consiste à progresser le 
long de l’ADN en clonant des séquences légèrement chevauchantes à partir d’une 
séquence initiale connue (Arondel et al., 1992). 
Ces gènes ont été ensuite utilisés comme sonde hétérologue pour faciliter le clonage 
des gènes des enzymes chloroplastiques FAD6 (Hitz et al.,1994), FAD7 (Iba et al., 
1993 ; Yadav et al., 1993) et FAD8 (Gibson et al., 1994) chez arabidopsis et chez 
d’autres plantes notamment les oléagineux comme le colza, le soja, le tournesol 
(Ohrlogge et Browse, 1995). 
 
              2.4.2 - Désaturases chloroplastiques  
 
Parmi les désaturases chloroplastiques deux sont hautement spécifiques de leur 
substrat . 
- Le produit du gène FAD4 est responsable de l’insertion de la double liaison ∆3 
trans dans le C16 :0 estérifié en position sn-2 du PG il s’agit de la PG ∆3 trans 
désaturase. 
 
                                                ∆3 trans désaturase 
 
                                  16 :0 PG                     16 :1tr PG 
 
 
Des mutants de Chlamydomonas reinhardtii déficients en PG 16 :1tr se sont révélés 
incapables de réaliser la trimérisation des monoméres LHCII et de former des 
empilements granaires (Dubertret et al., 1994 ; El Maani et al., 1998).  
 

- Le produit du gène FAD5 ou ∆7 désaturase ou encore n-9 désaturase permet la 
synthèse du ∆7

 16 :1 sur le MGDG (et éventuellement sur le DGDG).  
 

 
                                                  ∆7 désaturase 
 
                     16 :0  MGDG                           16 :1 MGDG  
 

 
La désaturation  du C16 :0 est généralement restreinte à la position sn-2 du MGDG. 
Cependant dans certains cas, le C16 :0 en position sn-1 du MGDG peut être 
désaturé (Heinz, 1993).  
 
Chez le mutant fad5 il y a accumulation du C16 :0 et une absence quasi totale 
d’acides gras insaturés à 16 carbones (Kunst et al., 1989a).  
La diminution de la désaturation du C16 :0 en position sn-2 du MGDG est 
accompagnée d’une réduction de la proportion de MGDG procaryote dans le mutant 
et d’une augmentation du MGDG eucaryote. En effet une proportion de C16 :0ACP 
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qui devrait entrer dans la voie procaryote est convertie en C18 :1ACP et dirigée vers 
le compartiment extrachloroplastique pour la synthèse des lipides de type eucaryote. 
Le mutant fad5 présente une légère réduction de la teneur en chlorophylles mais en 
apparence il ne se distingue pas du type sauvage du point de vue croissance dans les 
conditions standard de croissance. Cependant à des températures au dessus de 28°C 
le mutant croît plus rapidement que le type sauvage ce qui suggère que l’altération 
de la composition en acides gras augmente la tolérance thermale du mutant (Kunst 
et al., 1989b). 
 

- Le gène FAD6 code pour la n-6 désaturase ou ω6
 désaturase qui désature aussi 

bien le C16 :1 que le C18 :1. Cette désaturase n’est spécifique ni de la longueur de 
la chaîne acyl ni de sa position sur le squelette glycérol ni de la tête du lipide. 
 
 
                                                      ω6 désaturase 
 
                 18 :1/16 :1 MGDG                              18 :2/16 :2 MGDG 
                 18 :1/16 :1tr PG                                   18 :2/16 :1tr PG  
 
 
La mutation  fad6 entraîne une déficience à la fois des acides gras à 16 carbones et à 
18 carbones et une augmentation du C16 :1 ∆7 et du C18 :1 ∆9. 
Cette mutation n’affecte pas la composition en acides gras des graines et des racines 
ce qui montre que ce gène contrôle l’activité de la n-6 désaturase chloroplastique. 
L’analyse de la composition en acides gras de la majorité des lipides foliaires 
indique que aussi bien la position sn-1 que la position sn-2 de tous les lipides du 
chloroplaste (MGDG, DGDG, SQDG et PG) sont affectés et qu’il n’y a qu’un effet 
mineur sur le degrés d’insaturation des lipides des membranes extrachloroplastiques 
. 
Dans le mutant fad6, il y a diminution de la proportion des lipides chloro-plastiques 
synthétisés par la voie procaryote et augmentation des lipides chloroplastiques 
désaturés par la voie eucaryote ce qui suggère un mécanisme régulant le flux des 
acides gras à travers les deux voies.  
Le mutant fad6 n’est phénotypiquement pas différent du type sauvage quand la 
température de croissance est 22°C. Cependant quand la température de croissance 
est basse (5°C), les feuilles du mutant deviennent chlorotiques et la vitesse de 
croissance est très réduite. La mutation fad6 qui engendre des lipides 
chloroplastiques plus saturés rend les plantes sensibles à un abaissement de la 
température de croissance. 
 

- Les locus FAD7 et FAD8 contrôlent les activités des n-3 ou ω3 désaturases qui 
convertissent aussi bien les acides diénoiques à 16 carbones que ceux à 18 carbones 
en acides triénoiques. 
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                                                      ω3 désaturase  
 
                    18 :2/16 :2 MGDG                        18 :3/16 :3 MGDG 
                    18 :2 /16 :1tr PG                           18 :3/16 :1tr PG  
 
 
Le gène FAD7 s’exprime dans les conditions normales de croissance alors que le 
gène FAD8 ne le fait que dans des conditions particulières (basses températures). 
 

Les mutants fad7 montrent une augmentation des niveaux de 16 :2∆7-10 et de 18 :2∆9-

12 et une diminution du niveau de 16 :3∆7-10-13 et du 18 :3∆9-12-15 (Browse et al., 
1986). L’effet de la mutation fad7 est pleinement manifesté quand les plantes 
croissent à des températures supérieures à 28°C. A 18°C, la composition en acides 
gras des lipides du mutant et du type sauvage est la même ; cette suppression du 
phénotype mutant à basse température est due à l’induction ou à l’activation du 
gène FAD8  (Brockman et al., 1990). 
Le mutant fad7 présente une déficience en désaturation aussi bien des lipides 
chloroplastiques que des lipides des membranes extrachloroplastiques (Browse et 
al., 1986). Ceci serait dû à un blocage dans l’exportation des acides gras 
polyinsaturés des plastes vers le réticulum endoplasmique. 
 
Les désaturases chloroplastiques utilisent la ferrédoxine réduite comme donneur 
intermédiaire des électrons nécessaires à la réduction de l’oxygène en eau  et du 
NADPH+H+ (Heinz, 1993) tout comme celle des cyanobactéries (Wada et al., 
1993). Des proteines fer-soufre et divers transporteurs d’électrons ont été 
caractérisés dans l’enveloppe de chloroplastes d’épinard (Jäger-Vottero et al., 1997) 
ils constituent probablement les éléments d’une chaîne de transfert d’électrons tout 
à fait originale car dépourvue de cytochromes. Cependant la preuve sans ambiguités 
de la ferrédoxine réduite comme véritable donneur des électrons aux désaturases des 
acides gras dans les membranes de l’enveloppe fait défaut. 
 
         2.4.3 - Désaturases extrachloroplastiques  
 

Les désaturases FAD2 ou ∆12 désaturase et FAD3 ou ∆15 désaturase codées par les 
gènes FAD2 et FAD3, désaturent respectivement le C18 :1 et le C18 :2 au niveau du 
réticulum endoplasmique. Elles requièrent du NADH+ H+, du Cytochrome b5 
comme transporteur des électrons et de l’oxygène (Fig. 11). 
Ces enzymes sont caractérisées comme étant des PC désaturases (Browse et 
Somerville, 1991) ; il est cependant possible que ces désaturases utilisent d’autres 
phospholipides (Wallis et Browse 2002).  
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   Réticulum endoplasmique                                                Chloroplaste 
          
               NAD(P)H                                                           NADPH 
                                                                                            
                    FP                                                                    FNR 
                                                                                         
                                                                                      
               Cyt b5 (électrons)                                              Fd (électrons) 
 
 
     ∆12   18 :1 PC désaturase                                                                           stroma 
     ∆15   18 :2 PC désaturase                                                                             
     ∆6    18 :2 PC désaturase                                                         ∆9 18 :0 ACP désaturase 
 
 
                                                                Enveloppe  
                                                               
            O2                                             ∆3t16 :0 PG désaturase  
                                                             ∆7  16 :0 MGDG désaturase  
                                                            w6 18 :1/16 :1 MGDG désaturase 
           H2O                                          w3 18 :2/16 :2 MGDG désaturase 
   
 
                                                                                                                O2   
 
                                                                                                        

                                                                                                               H2O  
 

Figure 11 : Schéma hypothétique de désaturation des acides gras par des désaturases 
solubles ou membranaires. (FP : flavoprotéine, Fd: ferrédoxine, FNR : ferrédoxine NADP 
oxydo réductase). 
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                                                ∆12 désaturase 
 
                                C18 :1 PC                     C18 :2 PC 
 
                                                  ∆15 désaturase 
 
                                C18 :2 PC                     C18 :3 PC 
 
 
La ∆12 désaturase accepte le 18 :1 en position sn-1 et sn-2 de la PC avec cependant 
une légère affinité pour la position sn-2 (Murphy et al., 1985 ; Demandre et al., 
1986).  
 
Les mutants fad2 d’Arabidopsis sont déficients en 18 :1 désaturase liée au réticulum 
endoplasmique (Miquel et Browse, 1992). Cette mutation fad2 peut s’exprimer dans 
tous les tissus : graines, racines et feuilles. 
Les mutants fad2 poussant à 22°C sont semblables du point de vue croissance et 
apparence aux plantes sauvages. Quand ils sont transférés au froid (6°C), ces 
mutants finissent par mourir alors que les sauvages continuent à se développer 
normalement (Miquel et al., 1993). Ceci montre bien que les acides gras insaturés 
des membranes sont essentiels au maintien des fonctions cellulaires et à la viabilité 
des plantes à basses températures. 
Des études récentes menées par Caiveau et al., (2001), ont montré que la mutation 
fad2 compromet également la fonction mitochondriale. 
 
Le double mutant fad2-fad6 accumulant de fortes proportions d’acides gras 
monoinsaturés est fortement chlorosé et rend les plantes hétérotrophes vis à vis du 
carbone (McConn et Browse, 1998) d’où l’importance des lipides polyinsaturés 
dans le processus photosynthétique.  
 

- La FAD3 désaturase ou ∆15 désaturase est responsable de la synthèse du 18 :3 lié à 
la PC mais aussi aux autres phospholipides des cellules racinaires et foliaires et dans 
les TAG des graines (Browse et al., 1993). Cette enzyme agit sur les groupes acyls 
en position sn-1 et sn-2. 
 

La mutation fad3 entraîne une déficience en18 :3∆9,12,15 et une accumulation du 
18 :2∆9,12 . Le phénotype de la mutation fad3 est retrouvé dans les feuilles, les 
racines et les semences.  
 
 

Les lipides chloroplastiques sont peu affectés par les mutation fad2 et fad3 (Browse 
et al.,1993) du fait de la présence dans les chloroplastes des isoenzymes 18 :1/16 :1 
désaturases et 18 :2/16 :2 désaturases. 
Des triples mutants produits par combinaisons de mutations au niveau de trois loci 
fad3, fad7 et fad8 ne contiennent ni C18 :3 ni C16 :3. Les plantes ne se  
distinguent pas du type sauvage au stade végétatif et se développent normalement à 
22°C. Ces triples mutants ont cependant révélé que les acides triénoiques dans les 
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lipides membranaires sont indispensables à la tolérance de l’appareil 
photosynthétique aux basses températures (Routaboul et al., 2000 ; Orlova et al., 
2003) et au stress salin (Sakamoto et Murata, 2002).).  
 
         2.4.4 - Flux des acides gras entre les compartiments chloroplastique 
                     et extrachloroplastique 
 

Les plantes supérieures utilisent deux voies pour la synthèse de leur glycérolipides : 
la voie eucaryote et la voie procaryote. 
Chez les plantes en C16 :3 telles l’épinard, l’arabidopsis, le colza, le tabac…., les 
deux voies coexistent.  
Chez les plantes en C18 :3 telles l’orge, le pois, le soja, l’haricot, la voie procaryote 
ne contribue que faiblement à la synthèse des lipides chloroplastiques (synthèse du 
PG seulement) et tous les autres lipides chloroplastiques sont entièrement 
dépendants de la voie eucaryote. 
Un flux d’acides gras existe donc entre les deux voies. Ce flux varie entre 
différentes espèces et parfois au sein d’une même espèce il varie en fonction des 
conditions externes ou de l’environnement.  
 

Chez les mutants act1 déficients en glycérol 3P acyl transférase de la voie 
procaryote, le taux des lipides chloroplastiques est presque normal grâce à 
l’augmentation du flux d’acides gras provenant de la voie eucaryote (Kunst et al., 
1988) ; ce qui démontre des mécanismes de régulation de la biosynthèse des 
glycérolipides afin d’optimiser les fonctions membranaires. 
Chez le mutant fad6 d’arabidopsis qui présente une réduction des acides gras 
insaturés fabriqués par la voie procaryote, un flux des acides gras de la voie 
eucaryote vers le chloroplaste est également observé ce qui traduit un mécanisme 
régulant le flux des acides gras à travers les deux voies procaryote et eucaryote. 
 

Dans les mutants fad2-fad3 qui sont incapables de désaturer le 18 :1 en 18 :2 puis le 
18 :2 en 18 :3 dans le compartiment extrachloroplastique (réticulum 
endoplasmique), la proportion de C16 :3 dans les feuilles augmente avec le même 
pourcentage et l’analyse détaillée de MGDG fad2 révèle une diminution de 30% des 
espèces eucaryotes et une augmentation des espèces procaryotes alors que dans le 
cas des mutations fad5 (incapables de désaturer le 16 :0 MGDG) et fad6 (incapable 
de désaturer le 16 :1 MGDG ou 18 :1 MGDG), un remplacement des espèces 
procaryotes saturées par des espèces eucaryotes insaturées est observé. Les 
proportions de MGDG procaryotes ne sont donc pas fixées elles peuvent répondre 
avec souplesse aux signaux environnementaux. 
Les plantes en C16 :3 ont une plus grande flexibilité dans leur métabolisme lipidique : 
lorsque la désaturation microsomale (réticulum endoplasmique) est diminuée 
(mutation fad2- fad3) les espèces eucaryotes sont remplacées par les espèces 
procaryotes. 
 
 
 
 
Lorsque la désaturation est insuffisante dans le chloroplaste ( mutants fad5-fad6) les 
espèces procaryotes du MGDG sont remplacées par les espèces eucaryotes. 
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La cellule végétale révèle donc une capacité d’adaptation de son métabolisme 
lipidique d’une souplesse remarquable. 
Des mutants affectés dans leur métabolisme lipidique compensent la mutation tout 
en conservant une composition lipidique proche de la normale. Cet ajustement est 
permis par l’organisation coopérative réticulum/ chloroplaste. 
 
         2.4.5 - Autres désaturases  
 

La ∆6 désaturase permet la synthèse de l’acide γ linolénique (γ18 :3∆6,9,12 ) ou de 
l’acide octadécatétraenoique (18 :4∆6,9,12,15) en introduisant une double liaison  dans 
les acides linoléique ou linolénique en position sn-2 de la PC.  
La ∆5 désaturase catalyse la désaturation d’un acide gras à 20 carbones provenant de 
l’élongation de l’acide γlinolénique permettant ainsi la synthèse de l’acide 
arachidonique C20 :4∆5,6,9,12 (Fig. 12).  
La synthèse de l’acide γlinolénique et de l’acide arachidonique implique une sous 
classe de désaturases microsomales appelées « front end désaturases » faisant partie 
de la superfamille des cytochromes b5 fusion désaturases (Napier et al., 1999, 
2003 ; Sayanova et al., 2003) ; ces désaturases introduisent des doubles liaisons 
entre celles déjà existantes et le COOH terminal de la molécule d’acide gras, 
s’opposant ainsi à la séquence normale de désaturation vers le méthyl terminal. Le 
premier exemple de désaturase « front end » cloné chez les plantes est celui de la 
bourrache (Borrago officinalis) qui est l’une des rares plantes à fabriquer l’acide γ 
linolénique (Sayanova et al., 1997). Récemment, Whitney et al., (2003) ont identifié 
une ∆6 désaturase chez les renonculacées. 
 

Grâce à la combinaison d’approches génétiques et biochimiques, chez Arabidopsis 
des gènes codant pour un certain nombre de nouvelles activités enzymatiques ont 
été clonés (Miquel et Browse, 1998). Parmi ces enzymes qui sont proches de la ∆12 

désaturase microsomale, sont retrouvées celles qui introduisent une liaison 
acétylénique, des groupes hydroxy ou époxy en position 12 de l’acide oléique (Van 
de Loo et al., 1995). Ces rares modifications sont retrouvées chez quelques espèces 
de plantes seulement. Cependant les lipides formés qui contiennent ces acides gras 
peuvent être utiles à la chimie industrielle (production du nylon, des peintures, du 
vernis et du plastique).  
 
         2.4.6 - Rôles des acides gras Insaturés  
 

Chez les plantes, les acides gras insaturés 18 :2 et 18 :3 sont essentiels pour le 
fonctionnement des membranes (McConn et Browse, 1998). Ils constituent 
également les acides gras insaturés des graines oléagineuses sources de ces acides 
gras dans l’alimentation humaine, les mammifères ayant perdu les activités ∆12 et 
∆15 désaturases. 
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                        ∆9 désaturase                 ω6 désaturase             ω3désaturase 
         18 :0ACP                   18 :1∆9ACP               18 :2 MGDG              18 :3 MGDG     
       Stéaroyl ACP               Oléoyl ACP 
 
                                                         
                                              18 :1∆9CoA 
                                               Oléoyl CoA 
                              
                             ∆12 désaturase  
                                                                  ∆15 désaturase 
                                             18 :2∆9,12 PC                      18 :3∆9,12,15 PC            
                                            acide linoléique                  Acide α linolénique 
 
                              ∆6 désaturase                                                     ∆6 désaturase 
                                                                        
                                            18 :3 ∆6,9,12 PC                    18 :4∆6,9,12,15 PC 
                                         acide γ linolénique          acide octadécatétraénoique 
                                                                         
                                                         élongation  
 
                                              20 :3∆6,9,12 PC
                                         acide dihomoγ linolénique             
 

                                                                                       ∆5 désaturase  
 
                                               20 :4∆5,6,9,12  
                                          acide arachidonique  
 
 
 
 Figure 12 : voies de biosynthèse des acides gras polyinsaturés à 18 carbones chez les  
                    végétaux.   
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Chez les animaux, les acides linoléique et linolénique sont indispensables à 
l’organisme non seulement en tant qu’éléments structuraux dans les membranes 
cellulaires, mais aussi en tant que précurseurs d’acides gras polyinsaturés (tels 
l’acide arachidonique).  
L’acide γ linolénique intéresse les industries pharmaceutiques et cosmétiques mais 
aussi le monde médical car il est précurseur de l’acide arachidonique dont dérivent 
les prostaglandines, hormones qui interviennent chez les mammifères dans les 
processus inflammatoires, la régulation de la pression sanguine et la physiologie de 
la reproduction. Sa synthèse diminue avec l’âge et est réduite en cas de diabète d’où 
l’intérêt de son apport dans l’alimentation (Horrobin, 1992 ; Neuringer et al., 1988).  
Les acides gras insaturés sont commercialement très importants car la valeur 
nutritionnelle des huiles, leur qualité et leur stabilité oxydative sont affectées par le 
taux d’insaturation de ces acides gras.  
L’huile de soja contient 8% d’acide α linolénique (C18 :3) alors que les autres 
huiles contiennent moins de 2%. A cause de sa forte teneur en C18 :3, l’huile de 
soja n’est pas désirable en tant que huile de cuisson (instabilité car elle s’oxyde 
facilement et elle dégage une mauvaise odeur lors des fritures) ; elle est cependant 
très appréciée en tant que huile d’assaisonnement. 
 
    2.5 - Molécules signal dérivées des lipides 
 

         2.5.1 – Signalisation lipidique 
 

Le métabolisme lipidique peut déboucher sur la production de molécules signal 
spécifiques.  
Dans la cellule animale il est établi qu’une partie du phosphatidylinositol ou PI lié à 
la membrane cytoplasmique joue un rôle important dans le processus de 
transmission des signaux (par exemple de type hormonal). Le PIP2 ou 
phosphatidylinositol 4,5 biphosphate est le plus important des dérivés phosphorylés 
du phosphatidylinositol connu comme phosphoinositide. Lorsqu’un signal active un 
recepteur membranaire, une phospholipase C clive le PIP2 en inositol triphosphate 
IP3 et en DAG agissant tous les deux en tant que messagers secondaires 
intracellulaires.  
L’IP3 induit le relargage des ions Ca2+ du réticulum endoplasmique provoquant 
ainsi l’activation des kinases calcium dépendantes alors que les DAG activent les 
kinases de type C par des mécanismes plus complexes faisant intervenir d’autres 
phospholipides tels la phosphatidylsérine. 
L’action de l’IP3 sur la libération du Ca2+ à l’intérieur du cytosol et les processus de 
régulation cellulaire ont été démontrés dans de nombreux systèmes végétaux 
notamment les cellules de garde des stomates (Schroeder et al., 2001). 
 
         2.5.2 - Synthèse de l’acide jasmonique à partir du 18 :3 
 

L’une des voies actives impliquées dans le métabolisme lipidique des plantes au 
niveau des membranes de l’enveloppe des plastes est la voie des oxylipines (acide 
jasmonique) considérées comme des produits de dégradation des lipides  
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occasionnée par des conditions de stress. En effet, les acides gras poly-insaturés 
(C18 :2 et C18 :3) provenant des lipides polaires sous des conditions externes 
variées (lésion, attaque par un pathogéne..) sont convertis en hydroperoxydes 
d’acides gras polyinsaturés ou oxylipines (Blee et Joyard, 1996). 
La première étape de synthèse de l’acide jasmonique est la libération du 18 :3 à 
partir des glycérolipides membranaires par une phospholipase A2. Une 13 
lipoxygénase et une alléne oxyde synthétase agissent séquentiellement sur l’acide 
gras libre pour donner l’acide 12,13 époxyoctadécatriénoique.  
Ces oxylipines sont considérées comme une famille de régulateurs de croissance 
(acide jasmonique) et des composés de défense. L’acide jasmonique est impliqué 
dans la régulation d’une multitude de processus physiologiques tels la 
morphogénèse, la sénescence, la défense contre les herbivores et les pathogènes 
(Wallis et Browse, 2002). A très basse concentration l’acide jasmonique est capable 
d’induire des gènes spécifiques tels ceux des inhibiteurs des proteinases et des 
gènes de défense (Gundlach et al., 1992 ; Li et al., 2003).   
Les mécanismes régulant la biosynthèse des lipides ne sont pas encore tout à fait 
bien cernés ; cependant il est clair qu’il s’exerce un contrôle à des étapes variées de 
la biosynthèse des lipides (modulation des têtes polaires des lipides, du degrés de 
désaturation, de la longueur de la chaîne d’acides gras et du flux entre les deux 
voies de biosynthèse des lipides).  
L’utilisation de mutants permet d’affiner les connaissances sur l’échange mutuel 
des lipides entre les systèmes membranaires des plastes et ceux du cytoplasme et de 
comprendre les mécanismes de la flexibilité de cette coopération sub-cellulaire et sa 
régulation en réponse aux déficiences et aux conditions externes (Browse et al., 
1989 ; Browse et Somerville, 1991 ; Ohlrogge et al., 1991). 
 
3 - Les herbicides. 
 

La synthèse d’un grand nombre de molécules herbicides ou xénobiotiques 
susceptibles de bloquer le développement de certaines espèces de végétaux 
indésirables, a contribué à un accroissement spectaculaire du rendement des cultures 
utiles à l’économie humaine. 
Les végétaux traités par les herbicides manifestent un ensemble de transformations 
qui représentent soit les symptômes visibles d’une action pouvant atteindre toutes 
les cellules du végétal, soit les manifestations d’un dysfonctionnement concernant 
seulement certains ensembles cellulaires engendrant par la suite un dérèglement du 
fonctionnement de l’organisme végétal. 
Certains herbicides peuvent être toxiques par contact racinaire tels les 
dithiocarbamates (Tissut et Séverin, 1984) ou foliaire cas des composés phénoliques 
(Belbachir et al., 1982) ; ils sont peu ou pas transportés et n'agissent qu'au voisinage 
de leur point d'application y provoquant l’apparition des nécroses ; ce sont des 
herbicides de contact. 
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D'autres herbicides sont systémiques, ils pénètrent dans la plante et y circulent. Le 
transport est alors apoplastique quand il a lieu de la racine vers les feuilles par le 
xylème, il s'agit d'herbicides à application racinaire et à action foliaire (triazines, 
urées, pyridazinones…) ou symplastique quand le transport a lieu par le phloéme 
(amitrole, cyclohexanediones…) (Tissut et Séverin, 1984).  
Dans certains cas les herbicides peuvent être transportés par les deux voies c'est le 
cas des phytohormones de synthèse (Picloram, Dicamba, 2.4 D) (Scalla, 1991). 
 

Les réponses des plantes aux molécules chimiques dépendent de facteurs endogènes 
(caractères génétiques, anatomie et morphologie de la plante) et exogènes (dose de 
la  molécule herbicide et environnement). 
Un herbicide est efficace lorsqu'il détruit sélectivement les « mauvaises herbes » 
sans affecter la plante cultivée. La recherche de la sélectivité d'action des herbicides 
a été et demeure une préoccupation permanente des agronomes. 
La sélectivité qui résulte d’une sensibilité différentielle à l’herbicide des plantes 
traitées, peut avoir diverses causes dont la différence dans la pénétration de 
l’herbicide, la mobilité au sein du végétal, la différence dans les valeurs des 
concentrations ou doses conduisant à des réactions toxiques ou tératologiques ou 
encore la moindre affinité de l’herbicide pour les molécules ou protéines cibles. La 
sélectivité est aussi associée à des différences dans la capacité de telle ou telle 
espèce à métaboliser ou à détruire le produit absorbé.  
 

Une grande majorité des espèces possèdent un système de détoxification 
comportant des réactions de conjugaison, d’hydroxylation, de déalkylation ou 
encore d’oxydation de la molécule herbicide faisant intervenir des monoxygénases 
CytP450  pouvant selon le cas, entraver ou favoriser l’activité de la molécule 
étrangère (Thies et al., 1996). La sélectivité d’un herbicide est fondée sur cette 
propriété de détoxification par la plante qui n’atteint pas le même niveau 
d’efficacité chez toutes les espèces (si toutes les plantes répondaient de manière 
identique, la séléctivité herbicide n’existerait pas)  
 

Grâce à leur métabolisme toutes les plantes peuvent en principe transformer les 
herbicides organiques. Quand les transformations sont rapides et intenses, la plante 
résiste à l’herbicide. Cette résistance est très souvent obtenue par la mise en jeu de 
plusieurs mécanismes convergents tels l’intensité du métabolisme, la faible 
vulnérabilité de la cible et les systèmes limitant l’absorption et le transport vers la 
cible.  
Les plantes résistantes qui conservent leur intégrité cellulaire en présence de 
l’herbicide sont celles qui seront capables de développer de manière optimale leur 
aptitude à la métabolisation du produit. 
La résistance d’une plante à un herbicide est également fonction de son état 
physiologique : stade de développement au moment du traitement, de la nutrition 
minérale, de sa vigueur et de son état sanitaire. 
Le désherbage sélectif peut cependant engendrer des changements importants de la 
flore adventice des cultures, créant des problèmes écologiques et agricoles 
nouveaux. 
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    3.1 - Action des herbicides au niveau cellulaire 
 

L’étude des cibles cellulaires des herbicides représente un domaine de recherche 
familier aux physiologistes. La compréhension du mode d’action des herbicides a 
constitué et constitue un outil dans la recherche du métabolisme des plantes et a 
facilité leur application dans différentes pratiques agricoles. 
L’action des herbicides au niveau cellulaire est complexe et variable ; néanmoins il 
existe des sites primaires d’action qui représentent les maillons fragiles de l’activité 
cellulaire dont le blocage entraîne plus ou moins directement la mort de la plante. 
Ainsi : les phytohormones de synthèse induisent des troubles du dévelop-pement ou 
de la croissance (Scalla, 1991). Les dinitroanilines sont des antimitotiques bloquant 
les divisions cellulaires (Duke, 1990). Les urées substituées (DCMU) et les triazines 
inhibent la photosynthèse en bloquant le transfert des électrons au niveau du 
photosystème II en se liant au site de fixation de la quinone QB sur la proteine D1 
(Krieger-Liszkay et Rutherford, 1998) empêchant ainsi la réoxydation de la quinone 
QA. 
Le glyphosate (organophosphoré) qui bloque la biosynthèse des acides aminés 
aromatiques (Duke, 1990), et les sulfonylurées qui inhibent la biosynthèse des 
acides aminés à chaîne ramifiée (Mourad et King, 1992) perturbent les synthèses 
protéiques. 
L’aminotriazole et le norflurazon sont des inhibiteurs de la synthèse des 
caroténoides (Sandmann et Albrecht, 1990). 
Certains herbicides affectent le métabolisme des lipides foliaires: les cyclo-
hexanediones bloquent l’acétyl CoA carboxylase (Zagnitco et al., 2001), certains 
pyridazinones substitués tels le BASF 13 338 (St John, 1982) et le norflurazon 
(Abrous et al., 1998) inhibent la désaturation du C18 :2 en C18 :3 liée aux 
galactolipides et le San 6706 réduit la désaturation du C16 :0 en C16 :1t lié au PG 
(St John, 1982). 
L'enveloppe des chloroplastes assure non seulement l'intégrité physique de ces 
organites, mais elle permet aussi les échanges entre le stroma et le reste de la 
cellule. Elle est également le siège de la synthèse de nombreux composés 
chloroplastiques tels que les caroténoides, le protochlorophyllide, les quinones, les 
glycolipides ( MGDG, DGDG et SQDG) et le phosphatidyl glycérol ou PG (Joyard 
et al., 1998). Cette enveloppe est la cible de nombreux herbicides dont les 
pyridazinones (Duke, 1985). 
 
    3.2 - Les pyridazinones 
 

Les pyridazinones sont très utilisés dans les études de croissance des plantes à 
différentes températures (Dalla Vecchia et al., 2001), des désaturases intervenant 
dans la biosynthèse des caroténoides (Sandmann et Albrecht, 1990 ; Bramley, 
1994 ; Simkin et al., 2000) et des lipides (Di Baccio et al., 2002). 
Les pyridazinones (Fig.13) constituent une famille importante regroupant un certain 
nombre de représentants qui varient selon leur(s) substitution(s): 
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Les mécanismes phytotoxiques des pyridazinones dépendent du degré de 
méthylation de la fonction amine (R1) et de l'absence ou de la présence d'un 
groupement trifluorométhyl (R2) sur leur cycle aromatique.  
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                   Figure 13 :  Structure chimique de la famille des pyridazinones. 
 
         3.2.1 - Modes d’action des pyridazinones 
 

L'étude des propriétés phytotoxiques entreprise depuis longtemps sur une série de 
pyridazinones montre que ces molécules peuvent exercer des modes d'action divers 
: 
Une inhibition de la fixation du CO2 sur le ribulose 1,5 biphosphate et une 
photodestruction des ribosomes chloroplastiques (Duke, 1985). 
Une inhibition du transfert des électrons au niveau du PSII de la chaine 
photosynthétique effet analogue à celui de la DCMU, ou un blocage de la réaction 
de Hill sur les chloroplastes isolés ; les structures les plus actives étant le pyrazon et 
le metflurazon (Duke, 1985). 
Une inhibition de la synthèse des caroténoides (Sandman et Böger, 1989) et une 
altération de la structure et du fonctionnement du chloroplaste (Davies et Harwood, 
1983) entraînant le blanchiement des feuilles ou "photobleaching".  
Une perturbation de la structure des lipides polaires des chloroplastes, se 
manifestant au niveau de l'insaturation des acides gras liés aux galactolipides (St 
John, 1982). 
 
Rajasekharan et Sastry (1987) et Wilkinson (1991) utilisant diverses molécules de 
pyridazinones substituées ont montré que le mode d’action des pyridazinones 
dépend de la nature et du degré de substitution (Fig.14). Selon Wilkinson (1991), le 
groupe aminométhyl en position R1 du noyau pyridazinone semble indispensable à 
l'inhibition de la biosynthèse des pigments, mais d’après Scalla (1991), c’est la 
substitution trifluorométhyl (CF3) sur le noyau aromatique (R2) qui conférerait à la 
molécule chimique son effet inhibiteur sur la biosynthèse des pigments 
photosynthétiques. En effet, le San 9785 (ou BASF 13 338) et le San 133-410H qui 
présentent respectivement deux et un groupement méthyl sur la fonction amine mais 
qui sont dépourvus du groupement CF3 n'agissent pas sur la biosynthèse des 
pigments chloroplastiques ; alors que le norflurazon qui est un puissant inhibiteur de  
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  Tableau II : Modes d’action de certains pyridazinones selon leur degrés de   
                                 substitutions.  
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la biosynthèse des caroténoides présente ce radical trifluorométhyl (CF3) sur le 
noyau aromatique. 
Les pyridazinones agissent donc différemment selon la structure chimique et le 
degré de substitution de la molécule  herbicide : la présence de la fonction amine 
entraine l’inhibition de la réaction de Hill, celle de la fonction méthyl provoque le 
bloquage de la désaturation des acides gras et la substitution par le trifluorométhyl 
(CF3) permet à la molécule d’agir sur la biosynthèse des pigments. 
 

Néanmoins une même molécule peut agir simultanément et de façon indépendante 
suivant les divers types de substitution (Tab. II) et affecter divers mécanismes 
cellulaires à la fois. 
9 Ainsi le pyrazon dont la molécule ne présente que la fonction amine 

inhibe seulement la réaction de Hill et le transfert des électrons photosynthétiques 
(Duke, 1985). 
9 Le San 9785 ou BASF 13 338 doté de la fonction amine inhibe 

également la réaction de Hill et la présence de deux groupements méthyl sur la 
fonction amine fait qu'il perturbe le métabolisme lipidique en inhibant la 
désaturation du C18 :2 en C18 :3 liée au MGDG (St John, 1982 ; Wilkinson, 1991).  
9 Le norflurazon et le metflurazon exercent diverses actions du fait qu’ils 

présentent plusieurs substitutions : ils inhibent la réaction de Hill car ils comportent 
la fonction amine, ils inhibent la désaturation du C18:2 en C18:3 liée au MGDG du 
fait de la présence de un ou deux groupements méthyl, et ils inhibent la biosynthèse 
des caroténoides (Wilkinson, 1991 ; Scalla, 1991) car ils contiennent un groupement 
trifluorométhyl sur le noyau aromatique.   
9 Le San 9744 pyridazinone trifluoré et non méthylé inhibe fortement 

l’activité de l’acide gras synthétase et celle de la sn glycérol 3-P- acyl-transférase 
(Rajasekharan et Sastry, 1987). 
 

3.2.2 – Action des pyridazinones sur la biosynthèse des 
            caroténoides 

 
Les caroténoides sont des composés des membranes photosynthétiques impliqués 
dans l’organisation et le fonctionnement des plastes. Chez les plantes supérieures, 
les caroténoides sont synthétisés par des complexes multi-enzymatiques codés par 
le noyau et localisés en partie au niveau des membranes de l’enveloppe des plastes  
(Joyard et al., 1998). 
Les fonctions des caroténoides sont déterminés par leur voisinage avec les 
molécules protéiques et lipidiques. 
Dans les membranes des thylakoides, au niveau des antennes collectrices de lumière 
LHC (Light harvesting complex), les caroténoides contribuent avec les 
chlorophylles à la collecte de l’énergie lumineuse mais aussi à la stabilisation de la 
phase lipidique (Young et al., 1998). 
Cependant l’un des rôles les plus importants de ces pigments réside dans la 
protection de l’appareil photosynthétique de la photooxydation en éteignant  
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« quenching » la chlorophylle triplet évitant ainsi la formation de l’oxygène singulet 
une des formes de molécule réactive d’oxygène (Young, 1991) : la zéaxanthine qui 
se forme par déépoxydation de la violaxanthine agit en tant qu’antioxydant au 
niveau du photosystème II empêchant ainsi le stress oxydatif en dissipant l’excès 
d’énergie sous forme de chaleur (Demmig-Adams et Adams, 1992). 
Il est récemment proposé un rôle des caroténoides dans la réduction à l’obscurité de 
l’oxygène chloroplastique par une oxydase terminale via une voie de dissipation de 
l’oxygène appelée chlororespiration (Bennoun et al., 1998 ; Josse et al., 2000 ; 
Salguero et al., 2003) ; les électrons allant vers l’oxydase terminale (Fig. 15), 
proviendraient du PSII ou encore de la désaturation du phytoène tel que suggéré par 
Bennoun, (2001). 
 
 
                                               Caroténoides                  NADP+ 
                                                           e-                                     e- 
                                       
                     PSII             e-                  PQ             e-                 PSI        
                                          
                                                             e-                 Oxydase terminale 
           2H2O    4H+ + O2
 
  
                                            ½ O2 + 2H+        H2O 
 
  
Figure 15 :  Schéma montrant le processus de consommation de l’oxygène 
chloroplastique par la voie chlororespiratoire (Salguero et al., 2003). 
 
Des aspects variés de la toxicité du norflurazon ont été décrits dans de nombreux 
travaux (Agnolucci et al., 1994, La Rocca et al., 1998 ; Dalla Vecchia et al., 2001). 
La déficience en caroténoides engendre outre la dégradation des chlorophylles, un 
démantellement des thylakoides , une destruction des ribosomes 70s (Dalla Vecchia 
et al., 2001) mais aussi la formation de molécules réactives d’oxygène (oxygène 
singulet) au niveau de l’antenne collectrice provoquant ainsi un stress oxydatif 
(Jung et al.,2000 ; 2001). Par ailleurs, Dahlin et Franzen (1997) et Yurina et 
Kloppstech, (2001) ont montré que le norflurazon inhibe l’importation des protéines 
par les plastes. 
 
Les pyridazinones substitués (norflurazon et metflurazon) ont pour cible principale 
l'inhibition de la biosynthèse des caroténoïdes (Wilkinson, 1985 et Bramley, 1994). 
Le blocage de la formation des caroténoides par les pyridazinones a été observé sur 
des matériaux végétaux divers : cyano-bactéries, algues et plantes supérieures 
(Sandmann et Albrecht, 1990). 
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Ces herbicides sont très actifs sur les chloroplastes en formation dont la biosynthèse 
des pigments est très active . Par contre, les feuilles qui sont vertes au moment du 
traitement conservent leurs pigments (Scalla, 1991). 
 

Des études menées in vitro sur des chromoplastes de pétales de narcisses et des 
préparations enzymatiques de champignons auxquels des précurseurs marqués ont 
été fournis (Sandmann et al., 1980) ont montré que la chaîne de biosynthèse des 
caroténoides est bloquée par les pyridazinones après le phytoène (Fig. 16). La cible 
principale étant donc la phytoène désaturase (Bramley 1994) proteine de 
l'enveloppe du chloroplaste (Joyard et al., 1991) ; codée par le noyau. Le 
norflurazon étant une molécule lipophile, il agirait avec un domaine hydrophobique 
de cette enzyme (Chamovitz et al., 1991). 
Des études in vitro utilisant des membranes photosynthétiques de cyanobactéries 
Synechococcus PCC 7942 ont montré que le norflurazon se lie à la phytoène 
désaturase de façon non covalente et inhibe son activité catalytique de manière non 
compétitive avec le phytoène substrat de l’enzyme (Sandmann et al., 1989 ; Böger 
et Sandmann, 1998). 
Il est donc possible que ces deux composés (phytoène et norflurazon) aient des sites 
de fixation différents sur l’enzyme. Cependant selon Chamovitz et al., (1991) la 
mutation qui entraîne une résistance au norflurazon provoque aussi une réduction de 
l’efficience de la réaction de déshydrogénation chez la lignée mutante ce qui 
suggère que le site de liaison du norflurazon sur la phytoène désaturase et le site 
catalytique de déshydrogénation du phytoène sont, soit chevauchants, soit très 
voisins l’un de l’autre sur la phytoène désaturase. 
 
Les pyridazinones peuvent exercer deux types d’action  possibles sur la phytoène 
désaturase :  
- L’herbicide peut mimer l’une des molécules venant après le phytoène dans la voie 
de biosynthèse et agir en tant que régulateur allostérique. Des études in vitro 
menées sur des membranes d’une algue bleu vert Aphanocapsa ont montré que le 
lycopène est un puissant inhibiteur par feed back (Clarke et al., 1982).  
- La seconde possibilité est que l’herbicide se lie avec le ou les sites actifs de la 
phytoène désaturase. Des études récentes (Breitenbach et al., 2001) ont montré que 
le norflurazon agit en se liant au site de fixation des cofacteurs (NADP+, ou 
plastoquinone) de la phytoène désaturase. 
 
l'action inhibitrice du norflurazon sur la biosynthèse des caroténoides peut être 
partiellement réversée par le S. éthyl dipropylthiocarbamate ou EPTC (Wilkinson, 
1989) ou par l'anhydride naphtalique (Wilkinson 1993). L’anhydride naphtalique 
agirait en tant qu’antidote de nombreux herbicides en induisant une augmentation 
de CytP450 monooxygénase intervenant dans la dégradation des herbicides. 
 

Des études in vitro de résistance de la phytoéne désaturase à de nombreux 
herbicides et le séquençage des génes de la phytoéne désaturase (Martinez et 
Vioque, 1992) ont révélé que cette résistance se manifeste par des modifications du 
ou des sites d’accrochage de l’herbicide sur la phytoéne désaturase. 
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 Dans tous les cas de résistance, le même acide aminé à savoir l’arginine195 est 
remplacé soit par la cystéine, la proline ou la sérine, la substitution par la sérine 
conférant à l’enzyme un haut degré de résistance. 
 
Les caroténoides étant précurseurs de l’acide abscissique, le norflurazon en inhibant 
la biosynthèse des caroténoides, réduit également le taux intracellulaire de cette 
hormone (Scalla , 1991) ce qui suggère une perturbation généralisée de la synthèse 
des terpénes (Fig. 16). 
 
         3.2.3 - Action des pyridazinones sur le métabolisme lipidique.  
 
              - Effet sur les lipides membranaires 
 

L'un des effets marquants des pyridazinones est la modification du métabolisme 
lipidique en général (Di Baccio et al., 2002) et de la composition en acides gras des 
lipides membranaires en particulier (St John, 1982). Le norflurazon diminue les 
lipides totaux, les glycolipides et les phospholipides dans les étioplastes de feuilles 
d’orge (Di Baccio et al., 2002). 
Rajasekharan et Sastry (1987), ont signalé un effet inhibiteur de divers 
pyridazinones substitués sur la sn glycérol 3P acyl transférase et l'acide gras 
synthétase. 
 
              - Effet sur la désaturation des acides gras 
 

Les pyridazinones augmentent la proportion d'acide linoléique et réduisent celle de 
l'acide linolénique liée aux galactolipides (Willemot et al., 1982, Davies et 
Harwood, 1983, Norman et St John, 1987).  
L’action des pyridazinones dépend cependant des espèces : ainsi, chez les 
dicotylédones, les plantules de fèves (Vicia faba) traitées au metflurazon présentent 
une forte réduction de leur galactolipides, alors que leur composition en acides gras 
varie peu ; par contre chez les monocotylédones, dans les plantules d'orge Hordeum 
vulgarae, la teneur en galactolipides varie peu, mais le C18:2  lié aux galactolipides 
s'accumule au détriment du C18:3 (Davies et Harwood, 1983) suite à l’inhibition de 
la ω3 désaturase. 
Par ailleurs de nombreux travaux ont montré que le San 6706 en plus de son action 
inhibitrice sur la désaturation du linoléate chez certaines espèces, réduit également 
la conversion de l'acide hexadécanoique ou C16:0 en acide ∆3

 trans hexadécénoique 
ou C16:1t lié au PG (Khan et al., 1979, Davies et Harwood, 1983) ; cette action 
dépend en fait de l'espèce: ainsi chez l'orge (Hordeum vulgarea), le san 6706 inhibe 
à la fois la PG ∆3

 trans désaturase et la linoléate désaturase ou ω3 désaturase liée au 
MGDG alors que chez la fève (Vicia faba), seule la formation du C16:1t PG est 
significativement affectée (Khan et al., 1979). 
Le norflurazon bloque également la ∆6

 désaturase chez les algues (Cohen et al., 
1993). 
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De tous les pyridazinones substitués, le San 9785 appelé aussi BASF 13338 est 
celui qui affecte le plus la ω3 désaturase (Lem et Williams, 1981 ; St John et al., 
1984 ; Wang et Hildebrand, 1987). Des études menées en présence de précurseurs 
radioactifs et de faibles concentrations de l'herbicide précisent son site d'action à 
savoir la désaturation du C18:2 en C18:3 liée au MGDG ; ceci confirme le rôle joué 
par le MGDG dans la désaturation du C18:2 au sein du chloroplaste (Lem et 
Williams, 1981 et 1983, Murphy et al., 1985). 
 
D’après Lem et Williams (1983), les sites extrachloroplastiques de biosynthèse du 
C18:3 ne semblent pas influencés par les pyridazinones du moins chez Vicia faba. 
En effet, Norman et St John, (1987), analysant les espèces moléculaires de la PC 
dans les feuilles d’Arabidopsis après traitement au BASF 13338 ont montré que ce 
dernier n'affecte pas la composition en acides gras de ce phospholipide. 
Cependant il a été montré dans les racines de blé que le San 9785 induit une 
variation du rapport C18:2/C18:3 dans les PC et PE ce qui laisse suggérer que la 
voie de désaturation extraplastidiale du C18:2 peut être affectée (St John, 1982).  
 
Les mécanismes de l’inhibition de la désaturation du linoléate par les pyridazinones 
ne sont pas encore bien compris. Le San 9785 a peu d’effet sur la synthèse du 
linolénate dans les chloroplastes isolés (Willemot et al., 1982) ce qui suggère que 
soit l’herbicide agit sur les proteines avant leur intégration dans les membranes du 
chloroplaste, soit la protéine cible est déjà en place dans l’organite (d’où le non effet 
sur chloroplaste déjà formé) soit il doit être métabolisé dans le cytosol avant de 
devenir fonctionnel. 
 
D’après Brockman et al., (1990) l’inhibition de la désaturation du linoléate par le 
San 9785 ne se produit pas en présence de cycloheximide inhibiteur de la synthèse 
des proteines dans le cytosol. Ceci indique que la synthèse de ces protéines 
(désaturase) est requise pour l’action de l’herbicide. Selon ce même auteur, la 
diminution du C18 :3 sous l’effet du BASF 13 338 serait due à une réduction d’un 
polypeptide spécifique lequel polypeptide (ω3 désaturase) est également réduit chez 
un mutant d’arabidopsis fad7 qui présente une diminution génétique du niveau de 
C18 :3  
Par ailleurs Dahlin et Franzen (1997) ont montré que les pyridazinones entravent 
l’importation de proteines chloroplastiques synthétisées dans le cytosol. Ces 
observations suggèrent que l’herbicide agit sur des proteines précurseurs dont font 
partie les désaturases soit en bloquant leur importation soit en empêchant leur 
intégration dans les membranes. 
L’action des pyridazinones sur les désaturases des lipides peut donc avoir plusieurs 
origines : l’inhibition des activités désaturases et/ ou augmentation de la dégradation 
des désaturases par cet herbicide ou encore réduction de l’expression des gènes 
codant pour ces enzymes. 
 
Les pyridazinones (dont le norflurazon) semblent donc avoir une action spécifique 
sur la ω3 désaturase chloroplastique qui utilise aussi bien les espèces procaryotes 
que eucaryotes du MGDG en tant que substrat de désaturation (Ohlrogge et Browse, 
1995). 
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L'effet des pyridazinones sur les lipides est un effet direct et non pas un phénomène 
secondaire dû à l'inhibition de la biosynthèse des caroténoides ou à la 
photodestruction des plastes: les modifications lipidiques sont démontrables après 
seulement 15 minutes de traitement avec le San 9785. Elles sont également 
démontrables pendant l’endurcissement au froid , qui en principe s’accompagne 
d’un enrichissement des lipides polaires en acide linolénique : ces deux phénomènes 
sont simultanément inhibés par les pyridazinones (Scalla, 1991).  
 
Les enzymes impliquées dans la formation des acides gras polyinsaturés des plastes 
(n-6 et n-3 désaturases) ont été identifiées au niveau de l’enveloppe des plastes 
(Ferro et al., 2003).  
Or la désaturation des acides gras est dans son ensemble une réaction de 
déshydrogénation extrêmement similaire à la déshydrogénation du phytoéne inhibée 
par le norflurazon (Sandmann et al., 1989) au niveau de l’enveloppe 
chloroplastique. Donc tout porte à croire que les désaturases liées à l’enveloppe des 
plastes représentent le site d’action majeur des pyridazinones. 
 
Selon Harwood (1991a), l’inhibition de la synthèse de l’acide linolénique par les 
pyridazinones n’est pas en elle même toxique pour le végétal mais elle peut rendre 
le végétal traité sensible ou vulnérable aux autres facteurs de l’environnement en 
particulier le froid. 
 
La figure 16, résume les voies de biosynthèse des caroténoides et des acides gras et 
montre les sites d’action du norflurazon. 

 61



 
       Pyruvate         Glycéraldéhyde3P                                  Acétyl CoA           Malonyl CoA    
                                                                               
                                                      

                                                                                                                            
Malonyl ACP 
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                                      P~P 
              IPP                                                                                                       C16 :0 
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               IPP              Acide abscissique (C15)                                                  C18 :0                        
                                     P~P                                                                                   Acide stéarique 
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                                                                                                                             C18 :1 
     Phytol                     Plastoquinone 9 (C45)                                            Acide Oléique          
              GGPP                     
               Phytoène (C40)                                                                                                  2H+ 
 
                  2H+                                                                                                                                C18 :2 
                                                                                                                      Acide linoléique    
                    Phytofluène                                           NFZ                           
                                                                                                                                        2H+ 
  
                                                                                                                             C18 :3 
                    β Caroténe                                                                               Acide 
linolénique 
 
                 
                 Xanthophylles                             Acide abscissique 
 
 
 
 
 
Figure 16 : Schéma de biosynthèse des caroténoides (Lichtenthaler, 1999), des autres  
                   isoprénoides et des acides gras : Sites potentiels d’action du Norflurazon. 
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1 - Herbicide et matériel végétal utilisés  
 
    1.1- Herbicide utilisé  
 

Le norflurazon (San 9789) de nom commercial « zorial » est d’origine suisse 
Sandoz (Novartis Agro). Il appartient à la famille des pyridazinones. Sa formule 
chimique est le 4-chloro-5-méthyl-amino 2 α,α,α trifluoro-méthyl phényl 3-(2H) 
pyridazinone et sa masse moléculaire est de 303,7g. Il se présente sous forme d’un 
solide cristallin de couleur blanche ou d’une poudre marron ; sa solubilité dans l’eau 
est de 28 mg.l-1 à 23°C. 
Il est utilisé dans le désherbage de la vigne, du cotonnier, du soja, de l’arachide, de 
la canne à sucre, des céréales et d’un certain nombre d’arbres fruitiers (abricotier, 
pêcher, poirier, pommier et prunier; il est efficace sur les graminées et un certain 
nombre de dicotylédones annuelles et bisannuelles (Beste et Humberg, 1989). 
L’herbicide préparé en solution aqueuse est appliqué en pré-semis au niveau du sol 
avant la mise en terre des graines ou en pré-émergence  avant la levée des plantules. 
Il pénètre par les racines puis il est véhiculé par les vaisseaux du bois (herbicide 
systémique) jusqu’au niveau des feuilles où il agit ; c’est un herbicide d’application 
racinaire à action foliaire. Il est généralement utilisé à raison de 2000 g.ha-1 (Dossier 
d'homologation INPV 1991).  
 
   1.2 - Matériel végétal 
 
Le travail effectué a porté sur des plantules de soja Glycine max L. Le soja, est une 
légumineuse herbacée annuelle originaire du continent asiatique (Chine) dont la 
culture industrielle s’est beaucoup étendue aux USA et au Brésil. Elle fait partie de 
l’ordre des Fabales, de la famille des papillionacées ou Fabacées. C’est le végétal le 
plus cultivé en vue de la production de graines riches en protéines et assez riches en 
lipides. C’est aussi l’un des végétaux qui a donné lieu à des études scientifiques et 
techniques très étendues. 
En Algérie, la première expérimentation sur le soja fut réalisée en 1894 par le 
docteur L. Trabut à l’ancienne Ecole d’Agriculture de Rouiba. Les essais furent 
poursuivis par la suite à la Station Botanique de Maison-Carrée (El Harrach). De 
nombreux essais d’introduction du Soja furent entrepris dans différentes régions à 
l’Ouest d’Alger (Chlef et Khemis Miliana en conditions irriguées) et à l’Est (El 
khroub en conditions séches). Ces nombreux essais d’introduction ont été motivés 
par les nombreux avantages que présente la culture de cette plante pour 
l’alimentation de l’homme, du bétail, pour l’industrie, la pharmacie, le cosmétique. 
 
         1.2.1 – Origine des graines et mise en culture 
 
Les graines de soja Glycine max L. variété Weber nous ont été fournies par Rustica 
semences (Mondonville France). 
Les semences ont été calibrées et la classe de poids la plus représentative a été 
retenue. Les graines endommagées ou malformées ont été éliminées afin de réduire 
au maximum la variabilité du matériel végétal lors de son utilisation. 
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Après stérilisation à l’eau de Javel (hypochlorite de sodium) pendant 10 minutes 
puis plusieurs rinçages à l’eau distillée, les graines sont mises à imbiber pendant 3 
heures dans l’eau. 
 
         1.2.2 - Mode de traitement 
 
Le norflurazon étant un herbicide de pré-semis (ou de pré-émergence), les graines 
de soja imbibées sont mises à germer dans des bacs ou des terrines dont la terre a 
été arrosée avec de l’eau pour les témoins et avec la  solution de norflurazon à 
différentes concentrations (10-6M, 10-5M et 10-4M) pour les essais. Les bacs sont 
couverts par un plastique pour maintenir une humidité saturante. Au bout de trois à 
quatre jours, le plastique est enlevé et la croissance des plantules est suivie en serre 
jusqu’à l’apparition des feuilles dans les conditions contrôlées : photopériode 
16h/8h jour/ nuit, thermopériode 20°C/18°C jour/ nuit, humidité relative 60%/ 55% 
jour/ nuit ; une lumière artificielle additionnelle (Lampes Philips SON-7 AGRO 400 
W) est déclenchée lorsque la luminosité externe est inférieure à 7 Klux et un pare 
soleil protége les plantes lorsque la luminosité extérieure dépasse 40 Klux. 
L’expérimentation a été réalisée sur des plantules âgées de deux à trois semaines 
(stade premières et deuxièmes feuilles). 
 
2 – Techniques expérimentales 
 
   2.1- Obtention de la fraction microsomale 
 
Le terme microsomes très employé dans les expériences de fractionnement 
cellulaires désigne une fraction composite constituée de membranes qui tombent par 
centrifugation différentielle à 100 000xg. Cette fraction microsomale contient 
essentiellement les fragments du réticulum endo-plasmique et du plasmalemme.  
 
Les feuilles des plantules de soja témoins et celles des plantules traitées sont rincées 
puis broyées rapidement dans un broyeur à 4°C dans un milieu de broyage (le 
volume est le double de la masse de matière végétale utilisée) dont la composition 
est la suivante : saccharose (500 mM), KCl (10 mM), MgCl2 (1 mM), BSA (1%) 
(celle ci sert à complexer les acides gras libres activateurs des lipases susceptibles 
d’altérer les structures membranaires). Le tout est solubilisé dans du tampon 
Tris/HCl 100 mM à pH 8. Du chlorhydrate de cysteine (4 mM) (substance 
réductrice qui diminue la concentration en composés oxydants pouvant se former au 
moment de la rupture de la cellule) est ajouté au milieu d’extraction au dernier 
moment. 
Après filtration sur plusieurs épaisseurs de gaze et une double épaisseur de 
miracloth, le filtrat est centrifugé à 10 000xg pendant 20 min. Le surnageant est 
récupéré puis recentrifugé à 100 000xg pendant 60 min. 
Le culot contenant la fraction microsomale est repris dans du tampon Tris/HCl 
50mM, pH 8. La suspension microsomale est homogéneisée à l’aide d’un potter 
puis elle est répartie par petits volumes dans des tubes eppendorf. Les fractions 
microsomales sont congelées rapidement dans l’azote liquide puis sont conservées à 
-80°C. Elles serviront à l’étude in vitro de la CDP-choline phosphotransférase et de 
la lysoPC acyltransférase.  
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    2.2 - Utilisation des précurseurs radioactifs des lipides 
 

         2.2.1 - Choix des précurseurs  
 

L’acétate [1- 14C] de sodium (2.1 GBq.mmol-1) est fourni par le C.E.A. C’est le 
précurseur le plus souvent utilisé pour suivre la biosynthèse des lipides. Cependant 
en plus de sa participation à la biosynthèse de novo des acides gras, il peut 
s’engager dans d’autres voies métaboliques. 
 

L’acide [1-14C] oléique (2.04 GBq.mmol-1) est fourni par Amerscham (Angleterre). 
Il permet d’étudier des réactions plus spécifiques du métabolisme lipidique plus 
précisément la désaturation de l’acide oléique en acide linoléique et la 
transformation de ce dernier en acide linolénique. Il est fourni à la plante sous forme 
de sel d’ammonium préparé selon Citharel et al., (1983) : de l’ether éthylique 
ammoniacal est obtenu en faisant barbotter pendant une minute de l'ammoniac 
gazeux dans l’éther éthylique. A 4ml d’éther éthylique sont ajoutés 600µl d’acide 
[1- 14C] oléique ; après séchage sous azote, le mélange est repris dans un volume 
défini (0,5 ml) de tampon Tris-HCl pH 8. 
 

         2.2.2 - Marquage in vivo des lipides des feuilles de soja  
 

Les précurseurs radioactifs en solution sont déposés sur les feuilles des plantules 
témoins et des plantules stressées sous forme de microgouttes à l’aide d’une micro-
seringue (Hamilton). Après des temps différents de marquage (6 heures, 24 heures 
et 48 heures pour le [1-14C] acétate et 2 heures, 6 heures, 12 heures et 24 heures 
pour le [1-14C] oléate), les feuilles marquées sont prélevées, lavées abondamment à 
l’eau distillée puis utilisées pour l’extraction des lipides.  
 
    2.3 - Extraction des lipides 
 

         2.3.1 - A partir des feuilles 
 

L’extraction est réalisée selon la méthode de Bligh et Dyer (1959). Les feuilles (1g) 
sont fixées dans 10ml d’eau bouillante pendant 3 à 5 minutes ce qui permet de 
dénaturer les phospholipases. Après refroidissement, les tissus sont broyés dans 10 
ml de méthanol (rupture des liaisons lipoproteiques) puis dans 10ml de chloroforme 
(solvant dans lequel sont solubilisés les lipides). 
Après addition du reste d’eau ayant préalablement servi à la fixation, le mélange est 
soumis à une centrifugation pendant 15 minutes à 3000 rpm. Deux phases distinctes 
sont obtenues : une phase supérieure contenant l’eau et le méthanol qui sera 
éliminée et une phase inférieure chloroformique qui renferme les lipides ; celle ci 
est récupérée à l’aide d’une pipette pasteur puis évaporée à sec sous azote. Les 
lipides sont repris dans un volume défini de chloroforme (500 µl à 1 ml) ou dans un 
mélange toluéne/éthanol (4/1- v/v)  puis conservés au froid. 
 
         2.3.2 - A partir des espèces moléculaires 
 

Les lipides collectés à la sortie de la chaîne HPLC sont extraits selon la méthode de 
Bligh et Dyer (1959) ; 2 ml de chloroforme et 2 ml d’eau sont ajoutés à 2 ml 
d’échantillon lipidique récupéré. Après centrifugation pendant 10 min. à 2 000xg la 
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phase inférieure chloroformique contenant les lipides est récupérée et évaporée sous 
azote ; les lipides sont alors repris dans un volume défini de chloroforme (100 µl). 
 

    2.4 - Analyse des lipides 
 

         2.4.1 - Séparation des catégories lipidiques. 
 

              2.4.1.1 - Par chromatographie sur couche mince 
 

L’extrait lipidique est déposé au bas d’une plaque de gel de silice de 0,25 mm 
d’épaisseur (Merck) (à 2cm du bas ) et évaporé sous azote. 
La séparation des différents lipides est réalisée en les faisant migrer dans deux 
systèmes solvants migrant dans le même sens dans une cuve hermétiquement 
fermée saturée de vapeurs de solvants.  
La première migration a lieu dans le système solvants  Lepage (1967) composé de: 
chloroforme/acétone/acide acétique/méthanol/eau (50/20/10/10/5 v/v/v/v/v). Cette 
migration permet la séparation des lipides polaires et est arrêtée lorsque le système 
solvant arrive à 13 cm du dépôt de l’extrait lipidique. La plaque est bien séchée 
avant d’être plongée dans le second système de solvants qui correspond au système 
Mangold (1961-1964) composé de : éther de pétrole/ éther éthylique/ acide acétique 
(70/30/0,4 v/v/v) qui permet la séparation des lipides neutres.  
A la fin de la deuxième migration, la plaque est de nouveau séchée et les différents 
spots correspondant aux différents lipides sont révélés par une légère exposition à 
des vapeurs d’iode ou bien par pulvérisation à la primuline (0,1 g.l-1 dans un 
mélange acétone/ eau 80/20 v/v), puis observés sous lumière ultra-violette (UV) 
(Fig.17 A). 
 

2.4.1.2  - Par chromatographie liquide à haute performance ou  
            HPLC 

 

La chaîne HPLC (Waters, Milford, Ma, USA), comprend un injecteur, deux pompes 
(modèle 510) commandées par un contrôleur de gradient (modèle 680). L’extrait 
lipidique, filtré à travers une membrane de 0,5 µm de dimension de pore est évaporé 
à sec sous azote puis repris dans un volume donné de chloroforme (100µl). La 
séparation des catégories lipidiques s’effectue sur une colonne de silice (10 µm 
porasil) semi préparative de 7,8 x 300 mm par un gradient linéaire de polarité. Le 
gradient est préparé à partir de deux solvants A et B. Le solvant A est composé d’un 
mélange d’isopropanol/ hexane (4/3 v/v) et le solvant B d’isopropanol/ hexane/ eau 
(8/6/1,5 v/v/v). Le débit est constant à 1,5 ml.mn-1 ( Demandre et al., 1985). 
L’extrait lipidique est d’abord élué pendant 2 minutes par le solvant A, puis pendant 
20 minutes selon un gradient linéaire qui débite en premier 100% de solvant A pour 
finir à 100% de solvant B. Les lipides séparés et détectés à 250 nm (Fig.17 B).sont 
collectés à la sortie de la chaîne HPLC. 

 67



  
 
 
 
 
 

LN 

MGDG 

DPG 
PA 

PE 
PG 

DGDG 
PC 
PI 

Spot 

Figure 17 : Séparation des classes lipidiques des feuilles de soja : 
A : Par chromatographie sur couche mince 
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         2.4.2 - Séparation des espèces moléculaires des catégories lipidiques 
 
Les classes lipidiques obtenues par HPLC sont filtrées puis injectées dans une 
colonne contenant une phase hydrophobe de silice (en phase reverse) 5 µm greffée 
de chaînes en C18 (3,9 x 300mm Waters). Elles sont éluées par un solvant polaire 
qui est un mélange de méthanol/acétonitrile/eau (90,5/7/2,5 v/v/v) auquel sont 
ajoutés 2.9 g.l-1 de chlorure de choline. Le débit du solvant est de 1,2 ml.min-1  . 
Les espèces moléculaires sont détectées en masse et collectées à la sortie de la 
chaîne HPLC (Fig.18). 
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Elles sont réextraites selon la méthode de Bligh et Dyer, (1959) ; cette nouvelle 
extraction permet d’éliminer le chlorure de choline qui perturbe la réaction de 
méthylation. 
L’identification et la quantification de ces espèces moléculaires se fait par analyse 
des esters méthyliques de leurs acides gras constitutifs par chromato-graphie en 
phase gazeuse sur colonne capillaire. 
La séparation des espèces moléculaires est fonction du degré d’insaturation et de la 
longueur de la chaîne carbonée des acides gras composant l’espèce moléculaire. 

ne espèce mol emier ; pour un même nombre 
de gras à 16 carbones sera éluée avant 

utée une quantité connue d’acide 
eptadécanoique (C17 :0). L’addition de 4 ml de soude méthanolique 0,5 N permet de 
aponifier les acides gras. Les tubes fermés hermétiquement sont agités puis placés 

a . Après refroidissement, les acides gras 
ont méthylés par addition 3 (trifluorure de Bore à 14% dans 

sont placés au Bain-Marie à 
l d’eau 

upérieure 
 et concentrée sous azote. Les esters 

U éculaire très insaturée sera éluée en pr
de doubles liaisons, l’espèce contenant un aci
celle contenant deux acides gras à 18 carbones. 
 
         2.4.3 - Méthylation des acides gras  
 
La méthylation des acides gras de l’extrait lipidique total, des catégories lipidiques 
et des espèces moléculaires se fait en présence d’un témoin interne le C17:0 ou acide 
heptadécanoïque qui permet d’effectuer une analyse quantitative des acides gras 
présents dans le mélange. 
 

9 Des lipides totaux   
 
Les lipides totaux sont méthylés selon la méthode de (Metcalfe et al., 1966). A une 
partie aliquote des lipides totaux  (50 µl) est ajo
h
s
au bain  m rie à 65°C pendant 15 minutes

de 3 ml de méthanol-BFs
le méthanol). Les tubes sont agités puis placés au bain marie à 65°C pendant 15 
minutes ; Après refroidissement, les esters méthyliques sont extraits par addition de 
3 ml de pentane et 1 ml d’eau distillée. 
La phase supérieure pentanique est prélevée et évaporée sous azote. Les esters 
méthyliques sont stockés dans un volume connu de méthanol (100µl). 
 

9 Des catégories lipidiques  
 
Les acides gras des catégories lipidiques sont méthylés selon la technique de 
Metcalfe et al., (1966). 
Les spots correspondants aux différentes catégories lipidiques séparées sur couche 
mince sont grattés et mis en présence d’une quantité connue de témoin interne 
(C17 :0) et de 3ml de méthanol-BF3 (trifluorure de Bore à 14% dans le méthanol) ; 
après agitation, les tubes bouchés hermétiquement 
55°C pendant 15 minutes. Après refroidissement, 3 ml de pentane et 0,5 m
distillée sont ajoutés. Après agitation puis décantation, la phase s
contenant les esters méthyliques est recueillie
méthyliques sont stockés dans une quantité connue de méthanol (100 µl) puis 
analysés par chromatographie en phase gazeuse. 
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9 Des espèces moléculaires  

 
Les acides gras des espèces moléculaires sont méthylés selon la technique de 
Carreau et Dubacq (1978). A une partie aliquote de la fraction lipidique évaporée à 
sec sous azote sont ajoutés une quantité connue de témoin interne et 0,2 ml de 
méthylate de sodium à 1%. Après agitation, les tubes bouchés sont placés pendant 5 
minutes au Bain-Marie à 55°C. Après refroidissement, le même volume (0,2 ml) de 
méthanol chlorhydrique 1,1N est ajouté. Les tubes sont de nouveau placés au Bain-
Marie à 55°C pendant 5 minutes. Le méthanol chlorydrique permet de méthyler les 
acides gras libres, les acides gras acylés étant méthylés dès l’addition du méthylate 
de sodium. 
L’extraction des esters méthyliques se fait après refroidissement par addition de 2 
ml de pentane et 1ml d’eau distillée. La phase supérieure pentanique est prélevée et 
évaporée sous azote. Les esters méthyliques sont stockés dans du méthanol (100 µl) 
puis analysés par chromatographie en phase gazeuse. 
 
     2.5 - Analyse des esters méthyliques des acides gras par chromato- 

        graphie en phase gazeuse  
 
Les esters méthyliques sont séparés dans un chromatographe en phase gazeuse 
(Varian 3300) muni d’un détecteur à ionisation de flamme et équipé d’une colonne 
capillaire de 50 m de long et 0,32 mm de diamètre dont la phase stationnaire est 
composée de carbowax et la phase mobile est représentée par de l’hélium. La 
température de la colonne est fixée à 180°C. La phase stationnaire polaire permet la 
séparation des esters méthyliques des acides gras selon la longueur de leur chaîne 
carbonée d’une part et selon leur degrés d’insaturation d’autre part. La surface des 
pics des esters méthyliques est donnée par un intégrateur relié au chromatographe. 
Le C17 :0 ajouté lors de la méthylation des acides gras permet de calculer les 
quantités des différents acides gras en admettant que le détecteur présente le même 
coéfficient de réponse pour toutes les chaînes aliphatiques en C16 et en C18  (Fig.19 
A). 
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Figure 19 : Séparation des esters méthyliques des acides gras par chromatographie en 
phase gazeuse (A) ou sur plaque de nitrate d’argent (B). 
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    2.6 - Mesure de la Radioactivité 
 
        2.6.1 - Au niveau de la fraction lipidique totale  
 

La radioactivité est déterminée par comptage d’une partie aliquote de l’extrait 
lipidique (10 à 20 µl ) en présence de 10 ml d’un mélange scintillant composé de 
PPO ( 2.5.diphényl oxazole et de diméthyl POPOP (paraphénylène 2,2’bis méthyl 
4, phényl 5 oxazole) dans du toluène (125 g.2.5g .L-1) ou de Permafluor dans du 
toluène (40 ml.L-1). La radioactivité des échantillons est comptée à l’aide d’un 
appareil à scintillation liquide (Intertechnique type SL 3000). 
 
         2.6.2 - Au niveau des classes lipidiques 
 

Après chromatographie sur couche mince, les plaques de gel de silice sont placées 
en contact avec des films sensibles (Kodak) à l’obscurité pendant des temps allant 
de 3 jours à une semaine. Après développement des films, des taches sombres 
apparaissent sur ces derniers ; ces taches permettent de situer les spots radioactifs 
des lipides de la plaque. 
La radioactivité des spots est déterminée soit à l’aide du compteur à scintillation 
liquide (après grattage des spots et mise en contact de la silice récupérée avec 10 ml 
de liquide scintillant), soit à l’aide d’un phosphor Imager. 
 

         2.6.3 - Au niveau des esters méthyliques des acides gras radioactifs  
 

9 Par radiochromatographie en phase gazeuse 
 

La radioactivité des esters méthyliques des lipides totaux ou des catégories 
lipidiques est mesurée par radiochromatographie en phase gazeuse. 
La radiochromatographie en phase gazeuse fournit d’une part l’analyse pondérale 
des acides gras contenu dans un extrait ou dans l’éluat d’un spot de lipides, d’autre 
part la répartition de la radioactivité entre les différents acides gras. A la sortie de la 
colonne du chromatographe le gaz vecteur des esters méthyliques d’acides gras est 
divisé en deux : un dixième du flux est dirigé vers un détecteur à ionisation de 
flamme ce qui permet l’analyse pondérale des acides gras, les neuf dixièmes 
restants du courant gazeux vont vers un four à combustion. Les vapeurs d’acides 
gras sont totalement oxydées et un compteur proportionnel mesure la radioactivité 
du gaz carbonique résultant de la combustion des acides gras. L’appareil fournit 
ainsi un double enregistrement : un chromatogramme de masse d’une part et un 
chromato-gramme de radioactivité d’autre part.  
L’appareil utilisé est un Girdel 300 couplé à un compteur de radioactivité. Il est 
équipé d’une colonne capillaire carbowax de 25 m de long et 0,5 mm de diamètre ; 
le four est chauffé à 170° ; le gaz vecteur est l’hélium.  
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9 Par chromatographie sur couche mince imprégnée de nitrate 
d’argent 

 

Lorsque la radioactivité est faible, les esters méthyliques sont séparés par 
chromatographie sur couche mince imprégnée de nitrate d’argent à 8% (80 g de 
nitrate d’argent dans 1 litre d’éthanol à 80%) et séchée pendant 1 heure à 100°C. Le 
solvant de migration est celui préconisé par Mangold (1964), composé de éther de 
pétrole/éther éthylique/acide acétique (70/30/0,4,v/v/v). Le nitrate d’argent se fixe 
sur les acides gras polyinsaturés et les empêche de migrer, les acides gras sont 
séparés suivant la longueur de la chaine et suivant le nombre de doubles liaisons ;  
l’acide linolénique est celui qui migre le moins (Fig.19 B) et les acides gras saturés 
palmitiques et stéarique ne sont généralement pas séparés. 
Les acides gras sont révélés par la 2-7 dichloro-fluoresceine (0,2% dans l’éthanol) 
sous rayons ultra violets. Le chromatogramme est mis en contact avec un film 
(Kodak). Après révélation du film, la radioactivité des taches d’acides gras est 
déterminée soit par comptage par scintillation liquide (après grattage des taches 
correspondant aux esters méthyliques) soit à l’aide du phosphorImager. 
 
    2.7 – Mesure d’activités enzymatiques « in vitro » 
 

Deux activités liées au métabolisme de la PC ont été mesurées : l’activité CDP-
Choline phosphotransférase et l’activité lysoPC acyltransférase. 
 
         2.7.1 – Activité CDP Choline Phosphotransférase 
 

La CDP Choline phosphotransférase ou CDP-choline :1,2 diacylglycérol choline 
phosphate transférase, E.C.2.7.8.2. est mesurée selon la méthode décrite par Jolliot 
et al., (1982). 
La CDP-[méthyl 1-14C] choline (1.92 GBq .mmol-1) utilisée est fournie par la 
société NEN. 
Une suspension microsomale (correspondant à une quantité de 300 µg de protéines 
microsomales) est incubée dans du tampon Tris/HCl 50 mM pH 8.0 contenant du 
DTT 100 mM et du MgCl2 25 mM et 10 µl de CDP-[méthyl 1-14C] choline diluée 
(30 000 cpm). Le volume d’incubation est de 100 µl. L’incubation est effectuée à 
30°C pendant 20 min. La réaction enzymatique est arrêtée par addition de 2 ml de 
méthanol bouillant. 
Les lipides sont extraits après refroidissement selon la méthode de Bligh et Dyer 
(1959) puis déposés sur une plaque de silice. Après migration dans le système 
Lepage (1967), la radioactivité associée à la PC est mesurée par scintillation liquide 
et l’activité de la CDPcholine phosphotransférase est déterminée par le nombre de 
nmoles de PC radioactives formées par unité de temps et par mg de protéines. 
 
         2.7.2 - Activité lysoPC acyl transférase 
 

La lysoPC acyltransférase ou acylCoA lysotransférase catlyse l’acylation d’un 
acylCoA sur la lysoPC pour donner de la PC. 
L’acylCoA utilisé est de l’oléoyl [1-14C] CoA (55mCi.mmol-1) fourni par 
Amersham.  
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Environ 300 µg de protéines de la fraction microsomale sont incubés en présence de 
5 nmoles d’oléoyl [1-14C] CoA dans du tampon phosphate 100 mM (pH 7.2) et du 
MgCl2 24 mM. L’incubation s’effectue à 25°C dans un volume final de 500µl. La 
réaction enzymatique est arrêtée par addition de 2 ml de méthanol bouillant. Les 
lipides sont extraits après refroidissement selon la méthode de Bligh et Dyer (1959). 
La PC est séparée par chromatographie sur couche mince dans le système Lepage 
(1967), le spot correspondant à la PC est gratté et la radioactivité est détectée par 
scintillation liquide.  
L’activité de la lysoPC acyltransférase est mesurée par le nombre de nmoles de PC 
radioactives formées par unité de temps et par mg de protéines. 
 

    2.8 - Extraction et dosage des pigments foliaires : caroténoides et 
            chlorophylles 
 

Les pigments des feuilles des plantules témoins et prétraitées au norflurazon sont 
extraits dans l’acétone à 80%. L’extrait pigmentaire est filtré et l’absorbance du 
filtrat est lue à 663 nm et 647 nm pour les chlorophylles et à 470 nm pour les 
caroténoides.  
Les teneurs en chlorophylles et en caroténoides sont déterminées selon les équations 
de Lichtenthaler (1987).  
 

                     Chla = 12,25. DO663 nm – 2,79. DO647 nm           µg.ml-1 
                     Chlb = 21,50. DO647 nm – 5,10. DO663 nm           µg.ml-1 
                     Chla + b = 7,15. DO663 nm + 18,71. DO647 nm       µg.ml-1 

 

                                           1000 DO470 nm - 1.82 Chla - 85,02 Chlb
          Caroténoides =                                                                           µg.ml-1      
                                                                       198 
 

    2.9 - Dosage des protéines 
 

Le dosage des protéines contenues dans les fractions microsomales est effectué 
selon la méthode de Bradford (1976). 
 
   2.10 - Expression des résultats  
 

Les résultats pondéraux traduisant les analyses quantitatives sont ramenés à une 
masse donnée de matière végétale fraîche (feuilles). 
 

- La quantité de chaque acide gras est calculée par comparaison de la surface de son 
pic avec celle du témoin interne (C17:0) selon la relation : 
 
                                                      Sa          Vt                  1 
                                             M =            x          x  V  x 
                                                       St         Vm                 P  
 

M : masse de l’acide gras.g-1 MVF 
Sa : surface du pic de l’acide gras 
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St : surface du pic de l’étalon interne 
V :  volume de chloroforme dans lequel ont été repris les lipides totaux 
Vm : volume d’extrait lipidique prélevé pour la méthylation 
Vt : volume de C17 ajouté 
P : masse de l’échantillon végétal (feuilles) utilisée pour l’extraction des lipides. 
 

- Les proportions relatives des acides gras ou des différentes catégories lipidiques 
sont exprimées en pourcentage du total. 
- Les activités de biosynthèse sont exprimées soit en nmoles de précurseur 
incorporé par g de matière végétale fraiche (in vivo) ou par mg de protéines 
microsomales (in vitro) soit en pourcentage de la radioactivité totale. 
 
- Quantification des espèces moléculaires 
La quantité de chaque espèce moléculaire est déterminée par la formule suivante : 
 

                                                                         S x Q 
         Espèce moléculaire en nmoles  =  
                                                                   SC17 :0

  x  M x  n   
 

S = surface du pic de l’acide gras x. 
Q = quantité en nanogrammes (ng) du témoin interne C17 :0 ajoutée. 
SC17 :0 = surface du pic du témoin interne. 
M = masse moléculaire de l’acide gras x. 
n  = nombre d’acides gras présents dans l’espèce moléculaire. 
 
Les résultats peuvent aussi être exprimés en pourcentage de la quantité globale des 
espèces moléculaires du lipide étudié. 
 
    2.11 – Etude de l’expression des gènes FAD7 et FAD3 des feuilles de 
               soja 
 

Le but de ce travail est d’étudier l’expression de deux gènes FAD3 et FAD7 codant 
pour les désaturases liées aux lipides respectivement au niveau des membranes du 
réticulum endoplasmique et des membranes chloroplastiques et permettant la 
désaturation de l’acide linoléique en acide linolénique dans les feuilles de plantules 
de soja. 
L’étude de l’expression d’un gène nécessite la disponibilité d’une sonde 
homologue. Il est procédé d’abord à la préparation de l’ADN (ou de l’ARN) de 
l’espèce considérée qui est ensuite utilisé comme matrice sur laquelle sont réalisées 
des amplifications par PCR (Polymerase Chain Reaction)  
L’amplification est réalisée grâce à des DNA polymérases thermostables isolées à 
partir de microorganismes se développant dans des milieux soumis à des hautes 
températures : la Taq polymérase isolée de Thermophilus aquaticus. 
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         2.11.1 - Extraction de l’ADN total de feuilles de soja  
 
De nombreux protocoles ont été mis au point pour l’extraction de l’ADN végétal. 
Un accent est mis sur la composition des tampons d’extraction qui permettent soit la 
complexation de l’ADN ce qui le soustrait rapidement à l’action des enzymes de 
dégradation, soit une précipitation en masse des protéines et des polysaccharides 
cellulaires, l’ADN restant alors dans le surnageant après centrifugation. 
L’ADN des feuilles de soja est extrait selon la méthode de Dellaporta et al., (1983) 
qui consiste à éliminer la plus grande partie des proteines et des polysaccharides 
lesquels forment un complexe insoluble en présence de SDS et de potassium (1.2 M 
final). 
Les feuilles de soja (environ 200 mg) sont broyées dans l’azote liquide jusqu’à 
obtention d’une poudre à laquelle sont ajoutés 400 µl de tampon d’extraction (Tris 
100 mM pH 8, EDTA 50 mM, NaCl 500 mM, β mercaptoéthanol 10 mM). Le 
mélange est placé dans des tubes Eppendorf de 2 ml. Après addition de 26 µl de 
SDS 20% et agitation vigoureuse, les tubes sont placés pendant 10 minutes à 65°C 
puis refroidis dans la glace. Les protéines et les polysaccharides sont précipités 
après addition de 133 µl d’acétate de potassium 5 M, homogénéisation et incubation 
pendant 20 minutes dans la glace. 
Après centrifugation pendant 15 minutes à 13 000 rpm à 4°C, le surnageant 
contenant l’ADN total est recueilli. L’ADN est précipité par addition de 270 µl 
d’isopropanol pendant 15 à 30 minutes à –20°C). 
Après centrifugation pendant 15 minutes à 15 000 rpm à 4°C puis décantation, le 
culot d’ADN est rincé avec 1 ml d’éthanol à 70% puis séché et enfin repris dans du 
tampon d’élution ( 50 µl de Tris 10 mM pH 8, Na4EDTA 1 mM) ou dans l’eau 
stérile. 
L’ADN est ensuite dosé au spectrophotométre UV-visible (1 unité DO260nm équivaut 
à 50µg d’ADN ml-1) et les échantillons sont stockés à – 20°C. 
 
         2.11.2 - Extraction des ARNs foliaires 
 

Les ARNs sont extraits selon la méthode Trizol (TRIzol® Reagent, GIBCO BRL-
Invitrogen) d’après le protocole fourni par le fabricant. 
Les feuilles de plantules de soja (environ 200 mg) témoins et traitées sont prélevées 
et conservées à –80°C. Elles sont ensuite broyées dans l’azote liquide dans un 
mortier. 1 ml de trizol (réactif contenant du phénol permettant de dissocier les 
complexes nucléopotéiques et de la guanidine hydrochloride qui protège les ARNs 
en inactivant les ribonucléases) est ajouté à la poudre obtenue. Le mélange liquide 
est transféré dans un tube Eppendorff de 2 ml à l’aide d’une spatule autoclavée. 
Après agitation, le mélange est laissé au repos pendant 10 minutes à température 
ambiante puis 300 µl de chloroforme sont ajoutés. Le tout est agité pendant 15 
secondes puis laissé au repos pendant 5 minutes. Après centrifugation pendant 15 
minutes à 15 000 rpm (centrifugeuse de paillasse) à 4°C, la phase supérieure 
aqueuse contenant les ARNs est récupérée dans un autre tube Eppendorf. et 
l’interphase et la phase organique contenant les protéines et les molécules d’ADN 
sont éliminées.  
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L’addition de 600 µl d’isopropanol précipite les ARNs. Après 10 minutes à 
température ambiante, le mélange est centrifugé pendant 10 minutes à 11000 rpm à 
4°C (centrifugeuse de paillasse). Les culots sont lavés avec 1 ml d’éthanol à 75%. 
Après agitation, ils sont centrifugés dans les mêmes conditions. Ils sont alors séchés 
puis repris dans 25 à 50 µl d’eau distillée stérile selon leur taille. 
Les ARNs sont dosés au spectrophotomètre à 260nm (1 unité D0260nm équivalant à 
une concentration de 40 µg d’ARN.ml-1) puis conservés à –20°C. 
 
              2.11.2.1- Analyse des ARNs totaux par Northern Blot  
 

A un volume d’ARNs correspondant à10 µg sont ajoutés 1volume de tampon de 
dénaturation réalisé dans du MOPS 2X et 0,5 volume de tampon de charge réalisé 
dans du MOPS 1X . Les ARNs sont dénaturés 5 à 7 minutes au Bain Marie à 65°C 
puis placés immédiatement dans la glace afin d’éviter toute renaturation. L’étape de 
dénaturation est importante car elle permet de séparer les éventuels appariements 
qui peuvent se produire entre les brins d’ARNs. 
Les ARNs sont ensuite séparés selon leur taille par électrophorèse dans un gel 
d’agarose dénaturant à 1.2% en présence de formaldéhyde : pour un gel de 100ml, 
1,2 g d’agarose sont mis dans  10 ml de tampon MOPS 10X autoclavé et 85 ml 
d’eau distillée stérile. 
L’agarose dans le tampon est fondue à 100°C au micro-ondes en évitant l’ébullition. 
Elle est ensuite refroidie jusqu’à environ 65°C. 1 µl de BEt (bromure d’éthidium 
stock à 10mg/ml) et 5 ml de formaldéhyde sont ajoutés juste avant de couler le gel.  
L’électrophorèse se déroule dans du tampon MOPS 1X pendant 1 h à 100 V. 
Après migration, le gel est rincé sous agitation dans plusieurs bains successifs d’eau 
distillée (afin d’éliminer l’excès de BEt et de formaldéhyde) et photographié sous 
UV grâce à la fluorescence du BEt complexé aux ARNs. 
 

Le transfert des ARNs sur membrane de nylon (membrane positive Appligène 
Oncor) est réalisé par capillarité à l’aide d’un pont de tampon 10 SSC selon la 
technique décrite par Thomas (1980). 
Le gel est déposé sur du papier Whatman 3MM placé en pont entre deux cuves 
contenant du tampon SSC 10X. La membrane de nylon est d’abord immergée dans 
l’eau distillée puis déposée sur le gel. L’ensemble est couvert par plusieurs couches 
de papier Whatman (4 à 5) et du papier mouchoir (un paquet). Un poids est posé sur 
l’ensemble pour optimiser l’absorption et le transfert des ARNs se fait par 
capillarité pendant une nuit grâce au flux du tampon SSC 10X. 
Le lendemain, la membrane est visualisée sous UV afin de s’assurer du transfert des 
ARNs et photographiée. Les ARNs sont fixés de manière irréversible sur cette 
dernière par cuisson pendant 1 à 2 heures à l’étuve à 80°C ou par « cross-linking » 
pendant 30 secondes à 1 minute sous UV.  
 
(appareil UV Stratalinker stratagène). Les ARNs fixés sur la membrane sont ensuite 
utilisés dans les réactions d’hybridation avec les sondes d’ADNc radiomarquées. 
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         2.11.3 - Amplification par PCR des gènes FAD3 et FAD7 de soja 
 

La PCR ou réaction de polymérisation en chaine est une technique enzymatique de 
synthèse in vitro d’acide nucléique par laquelle un segment d’ADN (ou d’ARN) 
peut être spécifiquement amplifié (Mullis et al., 1986). Cette technique implique 
l’utilisation de 2 amorces nucléotidiques spécifiques ou primers encadrant la région 
à amplifier. Ces deux amorces s’hybrident avec chacune des extrémités simple brin 
de la séquence à amplifier. L’une des séquence est directe elle correspond au brin 
codant, l’autre est réverse et correspond au brin non codant. 
Cette technique est mise en œuvre grâce à l’utilisation de la Taq polymérase (isolée 
à partir de Thermophilus aquaticus) thermostable résistant à des températures très 
élevées necessaires à la dénaturation de l’ADN double brin.  
Le cycle de PCR comporte trois étapes principales (Fig. 20) : une phase de 
dénaturation de l’ADN à 94°C, une phase d’hybridation ADN/oligo-nucléotides à 
une température définie pour chaque couple d’oligonucléotides et une phase 
d’élongation de la séquence à 72°C à partir des extrémités 3’OH des 
oligonucléotides catalysée par la Taq polymérase en présence des dNTP. 
 

Une région des gènes FAD3 et FAD7  de soja Glycine max codant respectivement 
pour les désaturases cytosolique et chloroplastique est amplifiée par PCR en 
utilisant des oligonucléotides choisis dans une zone conservée des mRNAs des deux 
désaturases. 
- FAD3 n° d’accession: L22964 (Yadav et al., 1993) Séquence directe : 
5’CATTGCTGGGTGAAGGAC 3’ (pourcentage de GC : 55%). 
- FAD7 n° d’accession : L22965 (Yadav et al., 1993) Séquence directe : 
5’CATTGYTGGGTCAAGAATCC 3’(pourcentage de GC : 47%). 
La séquence réverse 3’ATTCTCCATCCATGRTAWGG 5’ est commune aux deux 
désaturase (pourcentage de GC : 47%). 
La température d’hybridation utilisée est de 55°C 
 

Le milieu réactionnel (100µl) contient environ 500 ng d’ADN foliaire, 1µM de 
chaque amorce nucléotidique , 1mM d’un mélange de 4 dNTP, 1/10 de volume de 
tampon Taq polymérase (10X), 15 mM de MgCl2, 1 U d’enzyme Taq DNA 
polymérase (Taq et tampon Taq commercialisés par Appligène), le mélange 
réactionnel est complété à 100 µl par de l’eau stérile. Un contrôle négatif (volume 
réactionnel sans matrice) est réalisé. 
Lorsque plusieurs réactions doivent être réalisées avec différents couples d’oligo-
nucléotides et une matrice (ou un couple d’oligonucléotides et différentes matrices), 
un mix pour (n+1) réactions est réalisé avec les dNTPs , le tampon 10x, la matrice 
ou le couple d’oligo- nucléotides commun à toutes les réactions, la polymérase et 
l’eau. Le mix est réparti dans les (n+1) tubes à vis et complété soit avec les matrices 
ou le couple d’amorces. Une goutte d’huile minérale est déposée sur chaque 
mélange réactionnel afin d’éviter l’évaporation. 
Les différentes étapes de la PCR sont les suivantes : 
- 3 minutes à 92°C (dénaturation permettant la séparation des deux brins de l’ADN 
matrice et inhibition des DNAses éventuelles), 35 à 40 cycles comprenant 1 minute 
à 92°C (dénaturation thermique 1 minute 30 à la température d’hybridation des 
amorces Tm = [2 (A+ T) + 4 ( G+ C)] – 4°C pour des amorces de 15 à 20 
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nucléotides, 2 minutes à 72°C (élongation) et 8 minutes à 72°C (terminaison des 
synthèses). 
 
 

 
                                               5’                                       3’                 m1        brins  
                                               3’                                       5’                 m2       matrice

 - Dénaturation                 5’                                    3’               m1              
                                                        3’                                        5’                m2 

- Hybridation des amorces 
                                                            5’                                       3’              m1 

                                                                                                                         3’        5’ 
                                   01 
02                                 n cycles 

                                               5’           3’      
                                               3’                                           5’              m2 
 
- 1ière extension                                                                  
                                                  5’                                          3’            m1 

                                                                  3’                                                                 5’                m1’ 
                                                                                        01 
                                                     02                                                                   nouveaux 

                                             5’                                               3’         m2’              brins 
                                       3’                                              5’               m2  
 

- 2ième extension  
                                                                                            01             m1’            
                                                                                                             m1’’   

                                                      02 
                                                                                  01               m2’’ 
                                                                                                     m2’     
                                                     02 
 
 

 
Figure 20 : Schéma du principe d’amplification par PCR d’une partie d’un gène à partir  
                 d’amorces. 

 
Après amplification, une fraction aliquot de la réaction (10 µl) auxquels sont ajoutés 
3 µl de tampon de charge (Na4EDTA 0,1M, Ficoll 15%, bleu de bromophénol 
0,2%), est déposée sur gel d’agarose horizontal à 0.8% préparé dans du tampon 
Borate TBE en présence de bromure d’éthidium 0,1 µg.ml-1) puis soumis à une 
électrophorèse (100-120 volts) dans le même tampon. 
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Après migration, le produit de l’amplification est visualisé sous UV (Fig. 21), le 
complexe ADN-BEt présentant une hyperchromicité à 254-260nm.  
 
              1 kb Ladder                                         1 kb Ladder 
 

 

A B

 
Figure 21 : Electrophorèse sur gel d’agarose des fragments des gènes FAD7 (A) et FAD3 
(B) des feuilles de soja amplifiés par PCR. Les deux fragments ont sensiblement la même taille 
(environ 400pb). 
 
Les bandes d’ADN amplifié (dans la zone correspondant à la séquence recherchée) 
sont découpées rapidement à l’aide d’un scalpel. L’ADN est alors élué à partir de 
l’agarose après adsorption sur matrice de silice (kit QIAEX II) qui permet de 
récupérer des fragments d’ADN dont la taille est comprise entre 100 pb et 10 kb. Le 
fragment d’agarose subit une dépolymérisation en présence d’iodure de sodium. 
L’ADN libéré se fixe sur une matrice de silice en conditions de haute force ionique. 
Après plusieurs lavages/centrifugations (à basse vitesse) destinés à éliminer 
l’agarose, les billes de silice sont rincées avec un tampon de faible force ionique, ce 
qui permet de décrocher l’ADN qui est alors utilisé pour un clonage ou pour la 
réalisation d’une sonde. 
 
              2.11.3.1- Extraction de l’ADN du gel d’agarose : Kit QIAEXII  
                             Agarose Gel Extraction (Qiagen). 
 
Ce protocole permet d’extraire des fragments d’ADN à partir de gels d’agarose dans 
le tampon borate TBE. 
La bande agarose contenant l’ADN d’intérêt est découpée délicatement à l’aide 
d’un scalpel est placée dans des tubes de 2 ml puis pesée afin de déterminer le 
volume de QX1 à utiliser. (Pour 100 mg de gel il faut 300 µl de tampon QX1) puis 
10 µl de QIAEXII (résine) sont ajoutés dans les tubes. L’agarose est alors 
solubilisée pendant 10 minutes à 50°C (agitation toutes les 2 minutes pour garder le 
QIAEX II en suspension) , la coloration du mélange devient alors jaunâtre. 
L’échantillon est centrifugé pendant 30 secondes 10 000 rpm (centrifugeuse de 
paillasse). Le culot est lavé avec 500 µl de tampon QX1. Après une centrifugation 
de 30 secondes, le surnageant est éliminé à l’aide d’une pipette et toutes traces 
d’agarose sont enlevées. 
Le culot est lavé 2 fois avec 500 µl de tampon PE (tampon de lavage). Après 
agitation et centrifugation de 30 secondes, le surnageant est éliminé et avec lui sont 
éliminées toutes traces de sel. 
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Le culot de DNA est séché (10-15 minutes), il devient blanc. Le DNA est alors élué 
dans 20 µl de tampon d’élution (Tris HCl 10 mM) ou dans l’eau. Après agitation , 
repos de 5 minutes à température ambiante et centrifugation pendant 30 secondes, le 
surnageant est délicatement récupéré dans un tube et conservé à –20°C. 
La solution DNA est testée sur gel d’agarose afin de déterminer le volume de 
solution à utiliser pour le clonage (volume correspondant à 100ng environ). 
 
         2.11.4 – Clonage des fragments PCR 
 
Cloner une séquence d’ADN consiste à l’introduire dans un organisme hôte. La 
multiplication en un très grand nombre d’exemplaires de l’hôte permet 
l’amplification de la séquence introduite. 
La séquence d’ADN est d’abord insérée dans un « vecteur » (molécule circulaire en 
général de petite taille (plasmide) et se répliquant de manière autonome. 
Le clonage consiste donc à insérer un fragment d’ADN d’intérêt (insert) dans un 
vecteur de clonage comportant un marqueur de sélection (résistance à un 
antibiotique) puis à transformer des bactéries rendues « compétentes » (c’est à dire 
rendues aptes à recevoir ou à incorporer l’ADN exogène). 
 
              2.11.4 1 - Vecteur de clonage (Utilisation du kit Sure clone) 
 
Le vecteur utilisé est le pUC18. Il posséde un gène de résistance à l’ampicilline et 
un site de clonage polylinker multiple situé dans le gène lacZ permettant la sélection 
des bactéries transformées porteuses d’un plasmide recombinant. Le polylinker, 
hydrolysé par une des enzymes de restriction peut recevoir une séquence d’ADN 
liée par recombinaison. 
 
La technique «Sure Clone » consiste à insérer un fragment d’ADN ayant des 
extrémités « franches » (blunt ends) dans un vecteur linéarisé par SmaI et 
déphosphorylé à l’aide du kit « Sure Clone TM Ligation Kit (Pharmacia). Les 
plasmides obtenus sont ensuite transformés dans les bactéries compétentes puis 
après cultures des bactéries et extraction de l’ADN plasmidique, la séquence de 
l’ADN inséré est vérifiée par séquençage. 
 
Une quantité déterminée de produit PCR est mise en présence d’un fragment 
Klenow de la DNA polymérase I qui  rend les extrémités des fragments ADN 
franches. Ces fragments PCR sont phosphorylés par la T4 polynucléotide kinase. 
Le milieu de Blunting/Kinasing(20 µl) : comprend environ 100 ng de produit PCR, 
1µl de fragment Klenow, 1µl de polynucléotide kinase, 2µl de tampon 
blunting/kinasing 10X et de l’eau stérile (quantité suffisante pour 20µl). 
Après agitation puis brève centrifugation (30 secondes, centrifugeuse de paillasse), 
le mélange est incubé pendant 30 minutes à 37°C. 
Après addition de 20 µl de phénol/chloroforme (v/v), agitation et centrifugation 
pendant 1 minute, la phase aqueuse supérieure est récupérée puis purifiée sur 
colonne MicroSpin (sépharylR s-200). 
Une quantité déterminée du produit PCR (60 à 100ng) est alors introduite dans un 
vecteur aux extrémités franches. 
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              2.11.4 2 - Ligation 
 

L’ADN à cloner et le vecteur sont mis en présence dans un milieu contenant le 
milieu de ligation, du DTT (dithiotreitol, antioxydant maintenant l’enzyme sous 
forme réduite) et la ligase T4. 
Le milieu réactionnel comprend le produit blunting/kinasing (2µl), le vecteur (pUC 
18, 50 ng déphosphorylé), le tampon de ligation 2X (10µl), la solution DTT (1µl), 
la T4 DNA ligase (1µl) et de l’eau stérile (qsp 20µl). 
Le mélange est agité puis centrifugé brièvement. La ligation est réalisée pendant 1 à 
2 heures à 16°C. Les produits sont ensuite conservés à –20°C. 
 
              2.11.4.3 - Transformation des bactéries 
 

La technique utilisée est celle de Chung et al., (1989). Le principe consiste à rendre 
perméable la paroi bactérienne (mise en compétence) afin de permettre l’adsorption 
puis la pénétration de molécules d’ADN dans les cellules hôtes (en général une 
molécule/cellule). 
 

Les bactéries (souche E coli NM 522 conservées dans du glycérol à –20°C) sont 
mises en préculture dans des tubes contenant 2 ml de milieu LB (Luria Bertani). La 
croissance est effectuée à 37°C sous agitation continue pendant toute une nuit (la 
solution devient opaque). 
Les bactéries sont ensuite cultivées sous agitation dans un grand volume de milieu 
de culture (100 à 500 ml de milieu LB). Quand la densité bactérienne atteint environ 
2.5 108 bactéries/ml (0.6 DO600), les cellules sont récupérées par centrifugation à 
4000 rpm pendant 5mn à 4°C puis remises en suspension dans 1/10 du volume 
initial de tampon TSB froid et enfin incubées 10 mn dans la glace avant la 
transformation. 
Les cellules sont aliquotées par fractions de 100 µl à 200 µl dans des tubes 
Eppendorf stériles et additionnées au mélange de ligation (25 à 50 ng d’ADN dans 
5µl). 
L’adsorption de l’ADN sur les bactéries se fait pendant 15 à 20 mn dans la glace. 
Les bactéries transformées sont alors étalées stérilement sur boites de pétri 
contenant du milieu LB gélosé additionné d’ampicilline 100 µg.ml-1 . 
Juste avant l’étalement des bactéries, 40 µl d’X-Gal (5-bromo-4-chloro-3 β 
galactopyranoside 8mM substrat que la β galactosidase métabolise en un dérivé 
bleu) et 4 µl d’IPTG (isopropyl β–D thiogalacto-pyranoside 3mM inducteur non 
métabolisable de la β galactosidase) sont ajoutés ce qui permet ainsi une sélection 
dite « blanc-bleue » des bactéries transformées avec un plasmide contenant l’insert. 
Les bactéries sont alors mises à pousser toute une nuit à 37°C. 
 
              2.11.4.4 - Criblage des colonies bactériennes recombinantes :  
                               sélection des colonies blanches/bleues 
 

Le système blanc/bleu permet de repérer parmi les bactéries transformées celles 
comportant potentiellement l’insertion que l’on a cherché à cloner. 
Le principe de la sélection des bactéries blanc-bleu est basé sur la complémentation 
entre deux parties du gène LacZ de la β galactosidase, l’une appartenant à la 
bactérie hôte et l’autre au vecteur. Le plasmide possède le gène ampr qui permet la 
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sélection par la résistance à l’ampicilline, ainsi que le promoteur du gène lacZ suivi 
d’une séquence modifiée comprenant le polylinker ou site de clonages multiples et 
la région N terminale du gène lakZ codant pour les premiers acides aminés de la β 
galactosidase. Le polylinker hydrolysé par une des enzymes de restriction, peut 
recevoir une séquence d’ADN liée par recombinaison. Lorsque la séquence du gène 
lacZ n’est pas interrompue, la galactosidase est synthétisée et elle hydrolyse en 
présence d’IPTG le substrat (X –GAL) qui donne à la bactérie une couleur bleue. 
L’insertion d’un fragment en l’un quelconque des sites de clonage du polylinker 
interrompt la phase ouverte de lecture du gène lacZ ; l’expression du gène est 
interrompue et la bactérie ne peut plus hydrolyser le X-GAL en un dérivé bleu. 
Les bactéries porteuses d’un plasmide recombinant (comportant une insertion) 
forment alors sur milieu ampicilline additionné d’X-Gal et d’IPTG, des colonies 
blanches. Celles ci contenant potentiellement le fragment que l’on a cherché à 
cloner sont ensuite testées par PCR 
 
              2.11.4.5 - PCR sur colonies bactériennes 
 

Un mix pour (n +1) colonies à tester est préparé. Le milieu contient tous les 
composants de la réaction et dans ce cas l’ADN est remplacé par les colonies 
bactériennes (blanches). 
Les oligonucléotides sont spécifiques du fragment à cloner car la séquence est 
connue. (dans le cas contraire on peut utiliser les amorces T7 et réverse du vecteur 
qui permettent d’amplifier l’insert quelle que soit sa nature. 
Le mix est réparti dans les (n + 1) tubes, puis chaque tube est ensemencé par les 
bactéries à l’aide d’un cure dent piqué dans chaque colonie blanche. 
1/5 des produits PCR est analysé sur gel d’agarose à 0.8% (Fig. 22) en présence 
d’un marqueur de poids moléculaire (1 kb Ladder, BRL ou Smart Ladder).  
 
Les clones positifs contenant un insert de la taille attendue sont alors mis à pousser 
individuellement dans du milieu LB additionné d’ampicilline à une concentration 
finale de 100 µg/ml à 37°C pendant toute une nuit sous agitation énergique. Après 
dosage au spectrophotométre, les bactéries sont récupérées par centrifugation 10 
min à 4000 rpm à 4°C. 
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Figure 22 : Electrophorèse sur gel des produits PCR sur colo
et contenant l’insert du gène FAD7 (A) ou l’insert du gène F
 

2.11.4.6   - Extraction de l’ADN plasmidique
 

L’ADN plasmidique est extrait soit selon la métho
utilisant un kit QIAGEN. 

o Méthode de lyse alcaline 
 

Le principe de lyse alcaline (technique de Birnboim
éliminer l’ADN chromosomique et les protéines ba
alcaline suivie d’une brusque neutralisation. L’AD
proteines forment alors un complexe insoluble q
centrifugation. L’ADN plasmidique de petite taille e
superenroulée et il se renature instantanément lors de la
 

L’ADN est préparé à partir d’un petit volume de cultur
ml) ou à partir d’un grand volume de culture (maxiprép
Les bactéries sont mises en culture sous agitation d
additionné d’ampicilline pendant toute une nuit.  
Après centrifugation pendant 10 minutes à 3000 rpm 
remis en suspension dans 1 volume (5 ml) de tampon 
(4 mg.ml-1 lysant la paroi bactérienne) et incubé 5 minu
Les ADN chromosomique et plasmidique sont dénatur
(10 ml) de solution de lyse alcaline (NaOH 0,2N,
doucement renversés (plusieurs fois) et mis à incuber 5
Le milieu est neutralisé avec 1.5 volume (7,5 ml) d
(acétate de sodium 3 M pH 4.8)), mélangé doucemen
d’éviter la fragmentation de l’ADN chromosomique) 
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glace : l’ADN plasmidique se renature , l’ADN chromosomique précipite sous 
l’effet de la forte salinité sous forme d’un complexe nucléoprotéique insoluble). 
Après centrifugation 10 minutes à 10 000 rpm (4°C rotor JA20 Beckman), le 
surnageant qui contient les molécules d’ADN plasmidique est récupéré, les 
protéines et l’ADN chromosomique dénaturé se retrouvant dans le culot. 
L’ADN plasmidique est précipité par addition de 2.5 volumes d’isopropanol (22.5 
ml) et incubation pendant 15 minutes à température ambiante. 
Après centrifugation pendant 15 minutes, 15 000 rpm à 4°C, rotor JA20 Beckman, 
le culot est rincé à l’éthanol 70% (200 µl) et séché légèrement puis repris dans du 
tampon d’élution (1 ml additionnée de 10 µl de mélange RNAses A et T1) ou dans 
de l’eau distillée stérile. 
 

o Purification de l’ADN plasmidique 
 

Dans le cas de la maxipréparation, l’ADN plasmidique est purifié sur gradient de 
chlorure de césium (centrifugation isopycnique) suivant la technique de Sambrook 
et al., (1989) qui permet de préparer des stocks d’ADN très purs et très concentrés. 
Les méthodes de purification de L’ADN plasmidique exploitent la petite taille des 
plasmides et leur forme circulaire superenroulée. La séparation entre ADN 
plasmidique et fragments d’ADN chromosomiques se fait sur la base de la 
différence de leur densité apparente en présence d’un agent intercalant, le bromure 
d’éthidium. 
- A 1 ml d’ADN plasmidique (contenant les RNAses A et T1) sont ajoutés 50µl de 
sarcosinate de sodium à 2% qui précipite les protéines et 50 µl de BET. Le tube est 
doucement inversé à plusieurs reprises puis soumis pendant 5 minutes à une 
centrifugation (centrifugeuse de paillasse - vitesse maximum). Au surnageant sont 
ajoutés 1.75 g de chlorure de césium (CsCl). La solution ADN-CsCl-BET est 
transférée dans un tube Quick Seal et complétée à 2 ml avec du tampon d’élution ou 
de l’eau. 
Le tube est scellé et soumis à une centrifugation de 90 000 rpm (environ 300 000g) 
pendant 3 heures et 30 minutes à 18°C (rotor vertical TLV 100, Beckman TLV 
100). Après centrifugation, le haut du tube est percé avec une aiguille, et la bande 
fluorescente sous UV (contenant l’ADN- BET) est prélevée en perçant le tube avec 
une seringue (aiguille 18G).  
Le BET est éliminé par extraction à l’isopropanol saturé avec une solution de NaCl 
5M jusqu’à obtention d’une phase aqueuse incolore.  
La phase aqueuse est diluée par addition de 3 volumes d’eau auxquels sont ajoutés 
2.5 volumes d’éthanol pur. Après une centrifugation de 15 minutes à 11000g à 4°C, 
le culot d’ADN est repris dans 100 à 200 µl de tampon d’élution et conservé à –
20°C.     
 

o Utilisation d’un kit QIAGEN.  
 
Il s’agit de techniques de substitution plus simples utilisant les colonnes QIAGEN 
permettant de purifier l’ADN plasmidique en trois étapes : absorption du lysat 
cellulaire, élimination des impuretés par lavage et élution de l’ADN plasmidique. 
Une culture bactérienne (minipréparation) est réalisée sous agitation pendant une 
nuit à 37°C dans 2 ml de milieu LB additionné d’ampicilline (100 µg.ml-1). 
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Les bactéries sont soumises à une centrifugation pendant 5 minutes à 9500 rpm, 
4°C. Le culot bactérien est repris dans 250 µl de tampon P1 (tampon de 
resuspension). Après solubilisation, le mélange est transféré dans des tubes 
Eppendorf dans lesquels sont ajoutés 250 µl de tampon P2 (tampon de lyse 
contenant du NaOH/SDS, le sel dénature les ADN chromosomique et plasmidique 
ainsi que les protéines, et le SDS solubilise les lipides et les proteines des 
membranes cellulaires lysant ainsi les bactéries). Les tubes sont renversés 
doucement (4 à 6 fois). 
Après addition de 350 µl de tampon N3 (tampon de neutralisation) et agitation 
immédiate et douce par inversion des tubes (4 à 6 fois), le mélange est centrifugé  
10 minutes à 10 000 rpm, le surnageant est récupéré et déposé à l’aide d’une 
micropipette sur une colonne (QIAprep spin) placée sur un tube collecteur de 2 ml. 
Après une rapide centrifugation (30 à 60 secondes), le produit de filtration est jeté et 
la colonne est lavée avec 500 µl de tampon PB. Après une centrifugation de 30 à 60 
secondes, le contenu du tube est jeté. Le tube avec colonne à sec est centrifugé 
rapidement pour éliminer toute trace de tampon. La colonne est rincée avec 750 µl 
de tampon PE (tampon de rinçage) et après une centrifugation de 30 à 60 secondes, 
le liquide de rinçage est jeté. Après une centrifugation à sec, les colonnes sont 
placées dans des tubes Eppendorf propres et le DNA est élué en ajoutant 50 µl de 
tampon Tris-HCl 10 mM pH 8.5 (ou de l’eau) sur le centre de la colonne puis 
récupéré après une centrifugation pendant 1 minute. L’ADN QIAGEN est dosé au 
spectrophotométre UV-visible afin de déterminer le volume à utiliser pour le 
séquençage, mais aussi le volume nécessaire pour une amplification par PCR. 
 
         2.11.5 – Séquençage 
 

Les clones obtenus sont soumis à un séquençage automatique Applied Biosystems 
373 A (Kit Big Dye, primer Universel).  
Le séquençage est réalisé sur de l’ADN matrice à double brin dans un 
thermocycleur Perkin Elmer. 
Le séquençage consiste à analyser la séquence des bases azotées (A,G,C,T) dans un 
ADN. La méthode utilisée est celle décrite par Sanger et al., (1977), qui utilise les 4 
nucléotides modifiés les didésoxynucléotides (ddNTP) chacun marqué avec un 
groupement fluorescent de couleur différente ou fluorophore. 
Les ddNTPs agissent comme des terminateurs de chaîne pour produire un 
démaillage de molécules générées par l’extension polymérase d’une amorce ; ils 
sont dilués avec des dNTPs de façon à ce que la polymérisation puisse s’effectuer 
sur une certaine longueur, mais elle s’arrête lorsque un ddNTP est intégré (l’absence 
de OH en position 3’ du ddNTP empêche la liaison avec de nouveaux nucléotides). 
Une fois la réaction de polymérisation terminée, l’ensemble est séparé par 
électrophorése et chaque type de molécule est détectée grâce au marqueur 
fluorescent excité par un laser. 
La taille des molécules détectées et leur type de fluorescence permet alors de 
reconstituer l’ensemble de la séquence du fragment. 
La réaction est menée dans un tube contenant les didésoxynucléotides ou ddNTPs 
Le volume réactionnel qui est de 20 µl comporte 2µl de mélange ddNTPs et 
dNTPS, 3µl de tampon de dilution 5X (Tris/HCl 400 mM, MgCl2 10 mM, pH 9), 
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l’enzyme Taq, 3,2 pmol d’amorces (universal primer direct et reverse), et de l’ADN 
matrice dont la quantité dépend de la nature (simple brin : 50 à 100 ng, double 
brin :200 à 500 ng ou produit PCR : 30 à 90 ng) et de la taille de l’ADN à 
séquencer. 
La polymérisation est réalisée sur 25 cycles de 10 secondes à 96°C, 5 secondes à 
50°C et 4 minutes à 60°C. 
Lorsque la réaction de polymérisation est terminée, l’ADN est précipité par 3 
volumes d’éthanol à 95%. Après incubation 15 minutes à l’obscurité, le mélange est 
centrifugé 15 minutes à 15 000rpm à 4°C. Le culot est lavé dans 100µl d’éthanol à 
70% puis repris dans du formamide avant dépôt sur un gel de polyacrilamide 6% 
(dans de l’urée 8 M). 
Les séquences d’ADN déterminées sont insérées dans la base de données (EMBL 
ou GenBank). Les fragments clonés sont identifiés par le logiciel BLASTn. 
 
          2.11.6.- Préparation d’une sonde radio-marquée (marquage  

             aléatoire) 
 
Réaliser une sonde, consiste à introduire dans une molécule (ADN ou ARN), l’un 
de ses composants (nucléotide) chimiquement modifié de manière à rendre 
détectable la molécule dans laquelle il est incorporé. 
Dans le cas d’un produit PCR, un atome de phosphore radioactif (α-32P dCTP) est 
introduit par la technique de random priming (recopiage aléatoire). 
L’ADN double brin servant de matrice est dénaturé permettant ainsi l’hybridation 
d’amorces nucléotidiques sur les deux brins de la matrice. La synthèse des brins 
complémentaires est réalisée en présence du fragment de Klenow de l’ADN 
polymérase I, de α-32P dCTP (3000 Ci/mmol, 111 TBq/mmol) et des trois autres 
nucléotides froids (Nonaprimer kit Appligène). 
 
L’ADN à marquer (environ 50 ng-100ng) est dénaturé 10 minutes à 100°C. Après 
centrifugation pendant 20 secondes, sont ajoutés 3 µl de tampon de réaction 
contenant les amorces, 3 µl d’un mélange de nucléotides en proportions égales 
(dATP, dTTP et dGTP), 3 µl de α-32P dCTP (3 000Ci/mmole) et 1µl de fragment 
klenow de la DNA polymérase. 
Les brins d’ADN complémentaires sont synthétisés pendant 45 minutes à 37°C. La 
réaction est bloquée par ajout de 500 µl de tampon d’hybridation. La sonde peut 
ensuite être conservée à –20°C.  
 
         2.11.7 - Hybridation  
 
La membrane de nylon (contenant le transfert d’ARNs) est préhybridée pendant 3 
heures minimum avec du tampon d’hybridation dans le but de saturer les sites 
potentiels de fixation aspécifique de la sonde sur la membrane. La membrane est 
ensuite mise en contact de la sonde radioactive d’ADN dénaturée à 100°C pendant 
10 minutes) ; la réaction d’hybridation dure toute une nuit à 42°C sous agitation. 
Le lendemain, la membrane est rincée un certain nombre de fois sous agitation dans 
des solutions salines et à des températures croissantes (conditions de stringence 
décroissante) afin d’éliminer la sonde en excès fixée au niveau de sites 
aspécifiques : 15 minutes dans une solution SSC 1X, SDS 0.1% à 42°C, 15 minutes 
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dans la même solution à 60°C et15 minutes dans une solution SSC (0.2x), 0.1% 
SDS à 60°C. 
La membrane est ensuite légèrement séchée sur du papier Whatman 3M, placée 
entre deux films plastiques dans une cassette, puis mise en contact avec un film 
autoradiographique (Amersham, UK). La cassette est placée à –80°C pour une 
durée qui peut varier de quelques heures à quelques jours en fonction de l’intensité 
du signal. Les films sont ensuite développés de manière automatisée (appareil 
hyperprocessor, Amersham). 
La figure 23, résume les principales étapes de la démarche expérimentale suivie 
pour l’étude de l’expression des gènes FAD3 et FAD7 dans les feuilles de soja. 
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                     Tissu frais (feuilles de soja)                       Tissu frais (feuilles de soja  
                                                                                                  témoins et traitées)  
                                                                                    
                          
                      Extraction ADN génomique                       Extraction des ARNs totaux 
                     Dosage spectrophotométrique                      Dosage spectrophotométrique 
PCR avec primers spécifiques 
 (FAD3 ou FAD7 de soja) 

                  Amplification des fragments de DNA  
                         spécifiques des désaturases  
Vérification et séparation 
des produits PCR sur gel 
Isolement des bandes d’intérêt 
 
                Purification des amplifiats par kit QIAXII  
                        (fragments de taille attendue). 
 
                           Clonage                                                       Séparation sur gel d’agarose 
                                                                                                               dénaturant 
Ligation dans vecteur, transformation d’ E.coli compétentes 
sélection des colonies blanches sur milieu ampicillineX-Gal/IPTG,  
test des colonies recombinantes par PCR et sélection des clones ayant 
intégré l’insert d’intérêt 
                                                                                                        
          Culture liquide des clones positifs (contenant l’insert)                    
                      sur milieu LB additionné d’ampicilline  
 
Extraction de L’ADN  
plasmidique des clones sélectionnés                                                      Transfert sur membrane 
méthode classique ou Kit Qiagen                                                                Northern Blot 
Dosage de l’ADN plasmidique 
                                           
                                         Séquençage automatique  
                                         (kit Big Dyer Terminator) 
Vérification des séquences 
 par Blasting                                                                                       
                         Identification des fragments clonés                   Hybridation puis révélation  
                      et alignement des séquences correspondantes          par autoradiographie  
  
          
         Amplification et purification des produits PCR (QIAXII)  
                             Préparation des sondes FAD3, FAD7  
 
 
 
Figure 23 : Protocole suivi pour l’étude de l’expression de deux génes des désaturases 
lipidiques FAD3 et FAD7 dans les feuilles de plantules de soja témoins et traitées par le 
norflurazon.   
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Les Lipides des Feuilles de Soja : 
Composition, Biosynthèse et Désaturation 
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1 - Composition en lipides membranaires des feuilles de soja  
 

Pour pouvoir bien cerner l’impact du norflurazon sur le métabolisme lipidique des 
feuilles de soja Glycine max L., nous avons commencé par étudier la composition, 
la biosynthèse et la désaturation des lipides foliaires du soja. En plus de l’analyse 
des acides gras des lipides totaux et de ceux des catégories lipidiques, nous avons 
réalisé une analyse fine des espèces moléculaires des lipides polaires pour 
déterminer les espèces moléculaires substrats potentiels des désaturases des feuilles 
de soja. 
 
    1.1 - Composition en acides gras des lipides totaux 
 

L'analyse des acides gras des lipides des feuilles de plantules de soja (Fig. 24), 
montre l’absence de l'acide hexadécatriénoique (C16:3) du fait que le soja est une 
plante de type C18:3. L’acide gras prédominant est l’acide linolénique qui représente 
57,7% des acides gras totaux., les acides linoléique et oléique sont retrouvés à des 
proportions respectives de 10,6% et 5% des acides gras totaux. Les acides gras 
saturés, acide palmitique et acide stéarique sont respectivement de l'ordre de 15,4% 
et 9%.  
L’indice de doubles liaisons (IDL) correspondant au nombre de doubles liaisons 
pour 100 molécules d’acides gras est de 201.6.  
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     Figure 24 : Composition en acides gras totaux des feuilles de plantules de soja. 
 
    1.2 - Distribution des différentes classes lipidiques  
 

L’analyse par chromatographie sur couche mince a permis de mettre en évidence les 
différentes catégories lipidiques présentes dans les feuilles de soja. La figure 25, 
montre la distribution de ces diverses catégories lipidiques.  
Dans le compartiment chloroplastique, les galactolipides sont les lipides les plus 
importants, ils représentent 52% des lipides foliaires et 87% des lipides 
chloroplastiques. Le MGDG, qui est le lipide majoritaire, constitue 31% des lipides 
totaux. Il est suivi du DGDG qui représente 20% des lipides totaux. Le PG, seul 
phospholipide chloroplastique ne représente que 7% des lipides totaux. 

 92



Dans le compartiment extrachloroplastique, la catégorie lipidique la plus importante 
est la PC qui représente 14.5% des lipides totaux. PE, PI et PA sont en faibles 
proportions : 2.3%, 3.6% et 1.4% respectivement.  
Les lipides neutres représentent 19.9% des lipides totaux. Ils peuvent provenir des 
réserves lipidiques des cellules (formant des gouttelettes dispersées dans le 
cytoplasme ou le chloroplaste) ou des biomembranes.  
Cette composition en classes lipidiques témoigne de l’importance des galactolipides 
dans les tissus photosynthétiques. 
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     Figure 25 : Composition en classes lipidiques des feuilles de plantules de soja. 
 
    1.3 - Acides gras des différentes classes lipidiques  
         

         1.3.1 - Lipides des membranes chloroplastiques 
  

Dans les galactolipides (Tab. III), l'acide gras majoritaire est l'acide linolénique qui 
représente 91.3% des acides gras dans le MGDG et 81.1% dans le DGDG; l’acide 
palmitique est plus important dans le DGDG : 12.5% contre 3.2% seulement dans le 
MGDG. Les acides stéarique, oléique et linoléique ne sont que très faiblement 
représentés dans les deux classes lipidiques. 
Les indices de doubles liaisons dans le MGDG et le DGDG sont respectivement de 
279.9 et 248 ce qui témoigne d’une plus grande insaturation du MGDG.  
 

Dans le PG, l'acide gras le plus abondant (35.7%) est un acide gras unusuel : l'acide 
transhexadécénoique ou C16:1t estérifiant la position sn-2 de ce lipide ; il est suivi 
de près de l'acide palmitique (35%), puis viennent dans l'ordre décroissant les acides 
stéarique (10%), linolénique (8.2%), oléique (7%) et linoléique (4.5%). 
Des trois lipides chloroplastiques analysés, le PG est le lipide le plus saturé avec un 
indice de double liaison de 76.5. 
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Tableau III : Composition en acides gras des catégories lipidiques des feuilles 
                    de plantules de soja. ( Acides gras en % des acides gras totaux). 
 

 C16:0 C16:1t C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 IDL 

MGDG 03.2 ± 0.5  02.3 ± 0.6 00.2 ± 0.0 02.8 ± 0.6 91.3 ± 1.3 279.7
DGDG 12.5 ± 0.6  03.5 ± 0.3 00.7 ± 0.3 02.0 ± 0.1 81.1 ± 1.2 248.0

PG 34.6 ± 0.6 35.7 ± 2.1 09.9 ± 1.5 06.9 ± 0.9 04.5 ± 0.3 08.3 ± 1.0 76.5 
        
PC 22.4 ± 0.3  07.9 ± 0.9 02.8 ± 0.4 30.9 ± 1.4 35.9 ± 1.8 172.3

PE 33.3 ± 2.8  20.8 ± 1.1 02.8 ± 0.3 28.8 ± 3.9 14.0 ± 1.4 102.4

PI 39.1 ± 3.6  25.6 ± 1.4 02.5 ± 0.8 15.0 ± 1.0 16.6 ± 1.6 82.3 
 
         1.3.2 – Lipides des membranes extrachloroplastiques 
 

La composition en acides gras des lipides extrachloroplastiques est rapportée dans 
le tableau III. 
Dans la PC, les acides gras les plus abondants sont les acides linolénique (36%), 
linoléique (31%) et palmitique (22%); les acides stéarique et oléique ne sont 
représentés qu’en faibles proportions (7.9% et 2.8% respectivement). 
 

Au niveau de la PE, l'acide palmitique est l’acide gras majoritaire (33%), il est suivi 
des acides linoléique (29%), stéarique (21%) et linolénique (14%); l'acide oléique 
ne constitue que 3% des acides gras de la PE. 
 

Dans le PI, l'acide palmitique est prédominant (39%) ; viennent ensuite dans l'ordre 
les acides stéarique (25.6%), linolénique (16.6%), linoléique (15%) et oléique 
(2.5%). 
Le calcul des indices de doubles liaisons des phospholipides extrachloro-plastiques 
montre que la PC est le phospholipide le plus insaturé (172.3) elle est suivie de la 
PE (102.4) puis du PI (82.3). 
 

De tous les lipides des feuilles de soja, les galactolipides sont largement plus 
insaturés que les phospholipides, et parmi les phospholipides, les PI et PG sont les 
plus saturés.  
 
    1.4 -  Composition en espèces moléculaires des lipides polaires 
 

         1.4.1 – lipides des membranes chloroplastiques  
 

L’analyse par HPLC a permis la séparation et la collecte des lipides polaires des 
feuilles de soja.. 
Les espèces moléculaires des classes lipidiques MGDG, DGDG, PG, PC et PE ont 
été séparées par HPLC suivant la longueur de la chaîne et le nombre de doubles 
liaisons. 
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L'analyse par chromatographie en phase gaseuse des acides gras constitutifs des 
espèces moléculaires de ces classes lipidiques a révélé des différences dans leur 
composition. 
 

Dans les galactolipides (Tab. IV), l'espèce moléculaire18:3/18:3 (dilinolénoyl) se 
trouve en fortes proportions (91.8% pour le MGDG et 69% pour le DGDG); elle est 
suivie de l'espèce 16:0/18:3 (palmitoyl/linolénoyl) (4.4% dans le MGDG et 20% 
dans le DGDG); les autres espèces moléculaires ne sont que faiblement représentées 
il s’agit des espèces moléculaires 18 :2/18 :2 (dilinoléoyl) qui représente 3.2% dans 
le MGDG et 0.4% dans le DGDG, 18 :0/18 :3 (stéaroyl/linolénoyl) en proportion 
négligeable dans le MGDG et représentant 5.8% dans le DGDG. Les espèces 
moléculaires 18 :1/18 :3 (oléoyl/linolénoyl), 18 :1/18 :2 (oléoyl/linoléoyl) et 
16 :0/18 :2 (palmitoyl/linoléoyl) sont absentes dans le MGDG et présentes à des 
taux très faibles dans le DGDG (entre 0.1% et 0.9%). 
 

Tableau IV : Composition en espèces moléculaires des galactolipides des  
                     feuilles de plantules de soja. (nmoles %). 
 

Espèces 
Moléculaires MGDG DGDG 

 
18 :3/18 :3 
18 :2/18 :3 
18 :1/18 :3 
18 :0/18 :3 
16 :0/18 :3 
18 :2/18 :2 
18 :1/18 :2 
16 :0/18 :2 

 
91.8 
0.3 
- 

0.1 
4.4 
3.2 
- 
- 

 
69.1 
2.9 
0.7 
5.8 
19.8 
0.4 
0.1 
0.9 

 
Notons que le MGDG qui présente une plus forte proportion de l’espèce 
moléculaire 18 :3/18 :3 (92%) est plus insaturé que le DGDG (69%) qui par ailleurs 
affiche 20% de l’espèce moléculaire 16 :0/18 :3. 
 

Le PG, phospholipide chloroplastique de type procaryote comprend des espèces 
moléculaires différentes de celles des autres lipides chloroplastiques avec soit de 
l’acide palmitique (C16:0) en position sn-2 soit de l’acide trans hexadécénoique 
(C16:1t). 
Il présente six espèces moléculaires (Tab. V), correspondant aux 18 :3/16 :0 
(linolénoyl/palmitoyl), 18 :3/16 :1t (linolénoyl/transhexadécénoyl), 18 :2/16 :0 
(linoléoyl/palmitoyl), 18 :2/16 :1t (linoléoyl/trans hexadécénoyl), 18 :1/16 :0 
(oléoyl/palmitoyl) et 18 :1/16 :1t (oléoyl/trans hexadécénoyl). 
Les espèces moléculaires les plus représentées sont celles à résidu oléoyl qui 
représentent 60% des espèces moléculaires du PG, elles sont suivies des espèces 
moléculaires à résidu linolénoyl formant 30% du PG total. Viennent en dernière 
position les espèces moléculaires à résidu linoléoyl  qui représentent 10% des 
espèces moléculaires totales du PG.  
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Il est à remarquer un certain équilibre entre les proportions d'espèces moléculaires 
saturées avec du C16:0 en position sn2 du glycérol et les espèces moléculaires 
monoinsaturées avec du C16:1t. 
 
Tableau V: Composition en espèces moléculaires du PG des feuilles de 
                  plantules de soja. (nmoles %). 
 

Espèces Moléculaires 
 

PG 
 

 
18 :3/16 :0 
18 :3/16 :1t 
18 :2/16 :0 
18 :2/16 :1t 
18 :1/16 :0 
18 :1/16 :1t 

 
14.5 
15.2 
7.2 
3.5 
30.4 
29.1 

 
Les proportions élevées des espèces moléculaires à résidus oléoyl (18 :1/16 :0 et 
18 :1/16 :1t représentent 60% des espèces moléculaires totales du PG) font du PG 
un lipide relativement saturé.  
 
         1.4.2 – Lipides des membranes extrachloroplastiques 
 

Dans la PC (Tab. VI), huit espèces moléculaires ont été identifiées ; l'espèce 
moléculaire majeure est l’espèce 18:2/18:3 qui représente près de 91% des espèces 
moléculaires totales. 
L'espèce la plus insaturée 18 :3/18 :3 est en très faible proportion (0.6%). Les 
espèces moléculaires 16 :0/18 :3 et 16 :0/18 :2 contenant de l'acide palmitique en 
position sn-1du glycérol constituent 4% et les espèces moléculaires à résidu oléoyl 
(18 :1/18 :3 et 18 :1/18 :2) ne figurent qu'à un taux de 1% des espèces moléculaires 
de PC. Les produits initiaux de biosynthèse à savoir 18 :1/18 :1 ou 16 :0/18 :1 sont 
absents ce qui indique que la désaturation de ces derniers en espèces moléculaires 
plus insaturées a été précoce. 
 

Au niveau de la PE (Tab. VI), parmi les six espèces moléculaires identifiées, quatre 
sont largement représentées il s’agit des espèces moléculaires 16:0/18:3 (33,5%), 
18:2/18:2 (29%) 16:0/18:2 (14.5%) et 18:3/18:3 (13.6%). Les espèces moléculaires 
18 :2/18 :3 et 18 :1/18 :3 sont en faibles proportions (5,8% et 3,4%) respectivement. 
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Tableau VI : Composition en espèces moléculaires des PC et PE des feuilles  
                    de plantules de soja. (nmoles %). 
 

Espèces Moléculaires PC PE 
 

18 :3/18 :3 
18 :2/18 :3 
18 :1/18 :3 
18 :0/18 :3 
16 :0/18 :3 
18 :2/18 :2 
18 :1/18 :2 
16 :0/18 :2 

 
0.6 
91.2 
0.4 
0.3 
1.9 
3.0 
0.4 
1.9 

 
13.6 
5.8 
3.4 
- 

33.5 
29.0 

- 
14.5 

 

L’ensemble de nos résultats portant sur la composition en lipides, en acides gras et 
en espèces moléculaires des classes lipidiques des feuilles de soja montre que : 
- L’acide linolénique est très abondant dans les galactolipides (il représente 91% des 
acides gras du MGDG et 81% des acides gras du DGDG) alors qu’il est moins 
représenté dans les phospholipides.   
- L’acide linoléique est peu abondant dans les lipides chloroplastiques alors qu’il est 
en proportions relativement élevées dans les lipides extrachloro-plastiques. 
- Le taux d’acide oléique est faible dans toutes les classes lipidiques.  
- l’acide palmitique est moyennement représenté dans les différentes classes 
lipidiques à l’exception du MGDG où il ne figure qu’à un taux de 3,2% . 
- L’acide trans hexadécénoique n’est présent que dans le PG chloroplastique. 
- L’acide stéarique est en faibles proportions dans toutes les classes lipidiques sauf 
dans les PE et PI où il est à des taux respectifs de 20,5% et 25,6%. 
-L’indice de doubles liaisons est très élevé dans les galactolipides (279.7 et 248 
respectivement dans les MGDG et DGDG), ils sont suivis par la PC et la PE (172.3 
et 102.4) puis par le PI (82.3) et enfin le PG (76). De tous les lipides étudiés, les PG 
et PI sont les lipides les moins insaturés. 
Dans les feuilles de soja, seul le PG présente des espèces moléculaires de type 
procaryote. Les galactolipides à l’instar de la PC et du PE  sont constitués d’espèces 
moléculaires de type eucaryote. 
Dans les galactolipides, les espèces moléculaires les plus insaturées 18 :3/18 :3 sont 
largement  majoritaires (92% dans le MGDG et 69% dans le DGDG). Des deux 
galactolipides le DGDG est le plus saturé car non seulement la proportion de 
18 :3/18 :3 est plus faible que celle du MGDG mais en plus il présente 20 % de 
l’espèce moléculaire 16 :0/18 :3. Ces résultats sont en accord avec de nombreux 
travaux rapportés dans la littérature dont ceux de Serghini-Caïd et al., (1988) sur les 
feuilles de pois.  
La séparation des espèces moléculaires de la PC et du MGDG indique que la PC 
présente plus d’espèces moléculaires (huit espèces moléculaires contre cinq dans le 
MGDG), cette différence entre PC et MGDG est que dans la PC, la désaturation est 
incomplète d’où la diversité de ses espèces moléculaires. 
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2 - Biosynthèse de novo des lipides dans les feuilles de soja 
 

La biosynthèse de novo des lipides a été suivie en fournissant du [1-14C] acétate de 
sodium (déposé sous forme de microgouttes) à des feuilles de plantules de soja.  
L’acétate est le précurseur de tous les acides gras des cellules eucaryotes et 
procaryotes. Le [1-14C] acétate est de ce fait un précurseur de choix pour l’étude de 
la biosynthèse de novo des acides gras et donc des lipides. 
Nous avons suivi l’incorporation de la radioactivité dans les lipides des feuilles 
après 6 heures, 24 heures et 48 heures de marquage. 
 
    2.1 - Incorporation du  [1-14C] acétate dans les lipides foliaires. 
 

Dès les six (6) premières heures de marquage (Fig. 26 A), les lipides totaux 
incorporent 29% de radioactivité soit 5.9µmol.g-1MVF. L’incorporation est 
soutenue jusqu’à 24 heures de marquage avec un rythme légèrement ralenti pour 
atteindre un maximum (54% ) de radioactivité incorporée (soit 11.3µmol.g-1 MVF). 
Au delà la radioactivité des lipides décline et le taux de [1-14C] acétate incorporé 
n’est plus que de 42% après 48 heures de marquage (soit 8.9 µmol.g-1 MVF). 
La diminution du taux de radioactivité observée après 24 heures correspondrait 
probablement à une amorce de la dégradation des lipides marqués et à un 
renouvellement de leurs acides gras constitutifs (turn over).  
Nous constatons qu’après 24 heures de marquage, environ 54% du précurseur 
radioactif se sont intégrés dans les lipides totaux, le reste étant probablement engagé 
dans d’autres voies métaboliques. 
 
    2. 2 - Incorporation du [1-14C] acétate dans les classes lipidiques. 
 

Dès 6 heures de marquage, les lipides polaires incorporent 80% de la radioactivité 
totale (4.7 µmol.g-1MVF), le taux de radioactivité augmente après 24 heures de 
dépôt du précurseur radioactif atteignant 89% de radioactivité incorporée (10 
µmol.g-1MVF). 
Après 48 heures de marquage le pourcentage de radioactivité incorporé dans les 
lipides polaires diminue à 78% (7 µmol.g-1MVF) (Fig. 26 A).  
Les lipides neutres incorporent 20% de radioactivité après 6 heures de dépôt du 
précurseur radioactif. Ce taux de radioactivité incorporée est maintenu pendant 
toute la durée du marquage (Fig. 26 A).  
 

La cinétique d’incorporation du [1-14C] acétate dans les différentes classes 
lipidiques (Fig. 26B et C), montre que, dès 6 heures, la PC est la catégorie lipidique 
la plus marquée (2.6 µmol.g-1 MVF), sa radioactivité est presque doublée après 24 
heures de marquage puis elle décline après 48 heures tout en restant la plus élevée 
comparativement aux autres classes lipidiques. 
Elle est suivie du PG qui affiche une radioactivité maximale (1.66 µmol.g-1 MVF) 
après 24 heures de marquage. 
Le MGDG qui est relativement peu radioactif (0.42 µmol.g-1 MVF) après 6 heures 
de marquage voit sa radioactivité augmenter en fonction du temps de marquage 
devenant le lipide chloroplastique le plus radioactif (1.45µmol.g-1 MVF) après 48 
heures de marquage. 
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Les DGDG, PE et PI qui sont les lipides les moins radioactifs pour tous les temps 
de marquage ne montrent pas de grands changements dans leur niveau de 
radioactivité entre le début et la fin du temps de marquage. 
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Figure 26 : Cinétique d'incorporation du [1-14C] acétate da
lipidesfoliaires des plantules de soja. (Radioactivité en µmoles.g-1
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En valeur relative (Tab. VII), dans le compartiment chloroplastique, dès 6 heures de 
marquage, le PG est le lipide le plus marqué ( environ 12 % de la radioactivité 
totale), il est suivi du MGDG (8% de radioactivité incorporée) puis du DGDG  
(6.6%). Les PG et MGDG radioactifs sont à un taux maximal après 24 heures de 
marquage avec toujours le PG le plus marqué (15.3%) suivi du MGDG (14%) ; la 
proportion de DGDG radioactif diminue par contre. 
Entre 24 heures et 48 heures, la radioactivité augmente dans le MGDG qui devient 
le lipide radioactif le plus représenté des lipides du chloroplastes (16.6%), il est 
suivi du PG (12.8%) puis du DGDG dont le taux de radioactivité est le plus faible 
3.8% de la radioactivité des lipides totaux.  
Le SQDG est très faiblement marqué pour tous les temps de marquage (les résultats 
ne sont pas pris en compte). 
 

Tableau VII : Distribution de la radioactivité (en pourcentage de la radioactivité des 
                      lipides totaux) dans les classes lipidiques des feuilles de soja. 
 

  Lipides 
Chloroplastiques 

 

Lipides 
extrachloroplastiques 

Temps LP LN  MGDG DGDG PG PC PE PI 
 

6 h 
 

24 h 
 

48 h 

80.0 
 

88.7 
 

77.9 

20.0 
 

11.3 
 

22.1 

 7.7 
 

13.9 
 

16.6 

6.6 
 

3.7 
 

3.8 

11.8 
 

15.3 
 

12.8 

43.5 
 

39.9 
 

30.5 

4.6 
 

9.4 
 

9.5 

4.6 
 

5.2 
 

3.6 
 

 
Dans le compartiment extrachloroplastique (Tab.VII), la PC est la catégorie 
lipidique radioactive la plus importante et ceci pour tous les temps de marquage . En 
effet après 6 heures de marquage, elle incorpore près de la moitié de la radioactivité 
des lipides totaux (44%). L’incorporation de la radioactivité dans ce lipide diminue 
légèrement après 24 heures de marquage soit 39.9% de radioactivité incorporée. La 
diminution se poursuit jusqu’à 48 heures de marquage où le taux de radioactivité 
incorporée n’est plus que de 30.5% de la radioactivité des lipides totaux. 
PE qui est relativement faiblement marqué après 6 heures (4.6% de radioactivité), 
voit son pourcentage de radioactivité doubler après 48 heures de marquage. 
Dans le PI, il n’y a pas de grand changement dans le niveau de radioactivité 
incorporée entre le début et la fin du marquage. 
 

La cinétique de marquage des lipides polaires PC et MGDG ( Fig. 27), montre que 
quand la radioactivité dans la PC diminue, celle du MGDG augmente ce qui 
suggère un transfert de la radioactivité de la PC du compartiment 
extrachloroplastique vers le MGDG dans le compartiment chloroplastique. Ceci 
appuie l’hypothèse selon laquelle la PC intervient dans la synthèse des 
galactolipides de type eucaryotique (Trémolières et al., 1980 ; Roughan et Slack, 
1984, Norman et St John, 1986). 
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Figure 27 : Cinétique d'incorporation du [1-14C] acétate dans la PC et le MGDG 
des feuilles de soja. (Radioactivité en % de la radioactivité des lipides totaux). 
 
    2.3 - Incorporation du [1-14C] acétate dans les acides gras 
 

         2. 3.1 - des lipides totaux. 
 

Après 6 heures de marquage, l’acide palmitique, a incorporé 32% de radioactivité, 
au delà, le taux d’acide palmitique radioactif diminue, alors que celui de l’acide 
trans hexadécénoique augmente lentement. L’acide stéarique est peu marqué et ceci 
pour tous les temps de marquage étudiés (Tab. VIII) ; il est rapidement désaturé en 
acide oléique. 
Concernant les acides gras insaturés à 18 atomes de carbone, dans l’acide oléique, la 
radioactivité qui est relativement bien représentée après 6 heures de marquage 
(18,4%), décline jusqu’à atteindre près de 5% à 48 heures. La diminution de l’acide 
oléique radioactif est due à sa désaturation en acide linoléique puis en  acide 
linolénique. 
L’acide linoléique qui est fortement marqué après 6 heures de marquage (40%) 
présente une certaine réduction de son taux de radioactivité àprès 24 heures au delà 
il y a reprise de l’incorporation de la radioactivité. Dans l’acide linolénique, le taux 
de radioactivité augmente lentement avec cependant un léger déclin à 48 heures. 
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Tableau VIII : Cinétique d’incorporation (en %) du [1-14C] acétate dans les 
                       acides gras totaux des feuilles de plantules de soja. 
 

Acides Gras 6 h 24 h 48 h 

C16 :0 
 C16 :1t 
C18 :0 
C18 :1 
C18 :2 
C18 :3 

 
Σ C16 
Σ C18 

32.2 
4.8 
6.0 
18.4 
33.9 
4.7 

 
37.0 
63.0 

22.4 
6.2 
4.9 
11.7 
24.5 
29.9 

 
28.6 
71.4 

23.3 
6.0 
4.4 
4.7 
36.6 
25.0 

 
29.3 
70.7 

 
La somme des acides gras radioactifs à 16 carbones diminue légèrement après 6 
heures de dépôt du précurseur alors que celle des acides gras à 18 carbones 
augmente pendant toute la durée du marquage (Tab. VIII), ce qui traduit une 
activation de la synthèse des acides gras à 18 carbones et donc de la palmitoyl 
élongase. 
 
         2.3.2 - Des classes lipidiques 
 

Le précurseur radioactif fourni se retrouve dans les acides gras estérifiés aux 
différents lipides. Il est donc important de suivre la distribution de la radioactivité 
dans les acides gras des différentes classes lipidiques et de voir au sein de chaque 
catégorie lipidique la désaturation des acides gras mono ou di-insaturés en acides 
gras plus insaturés. 
 

              2.3.2.1 - MGDG 
 

Dans le MGDG (Fig. 28), l’acide palmitique est relativement bien marqué entre 6 
heures et 24 heures de marquage (14%) ; au delà, la radioactivité de cet acide gras 
diminue pour n’être plus que de 8% après 48 heures de marquage. 
L’acide stéarique est faiblement marqué à 6 heures (9.8% de la radioactivité du 
MGDG), son taux de radioactivité est réduit de moitié à 24 heures et 48 heures de 
marquage. Il en est de même pour l’acide oléique qui affiche 14% de radioactivité 
après 6 heures de marquage puis plus que 5.5% après 48 heures de dépôt du 
précurseur radioactif.  
L’acide linoléique qui présente un maximum de radioactivité après 6 heures de 
marquage (39%) voit sa radioactivité décliner : le taux de 18 :2 radioactif est réduit 
de plus de la moitié après 48 heures de marquage. En revanche, dans l’acide 
linolénique la radioactivité qui est relativement élevée après 6 heures (22%) ne 
cesse d’augmenter, atteignant 66% après 48 heures de marquage. 
 

La cinétique de marquage des acides gras insaturés à 18 carbones constitutifs du 
MGDG montre que dès les temps courts, l’acide oléique représente un taux de 
radioactivité non négligeable et que les acides linoléique et linolénique sont en 
proportions élevées. Par ailleurs l’évolution de ces acides gras radioactifs met en 
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évidence une relation claire de précurseur à produit entre le 18 :2 MGDG et le 18 :3 
MGDG. 
 
 
                          18 :2 MGDG                       18 :3 MGDG           
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Figure 28 : Cinétique d'incorporation du [1-14C] acétate dans les acides gras du 
MGDG et du DGDG des feuilles de soja. (Radioactivité incorporée en %). 
 
              2.3.2.2 - DGDG 
 

Dans le DGDG, l’acide palmitique est relativement bien marqué jusqu’à 24 heures 
de marquage (43%) par la suite la radioactivité dans cet acide gras est réduite 
presque de moitié. 
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L’acide oléique présente un maximum de radioactivité après 6 heures de marquage 
(18.6% de la radioactivité du DGDG), au delà sa radioactivité diminue et elle n’est 
plus que de 6.7% après 48 heures de marquage. 
Le taux d’acide linoléique radioactif est relativement élevé jusqu’à 24 heures (23.2 
%) mais par la suite sa radioactivité est réduite contrairement à l’acide linolénique 
dont la radioactivité qui est assez faible à 6 heures de marquage (16.4 %) est plus 
que triplée (53%) après 48 heures de marquage. 
Cette cinétique de marquage des acides gras à 18 carbones ((Fig. 28) montre une 
relation de précurseur à produit entre l’acide linoléique et l’acide linolénique liés au 
DGDG et suggère que le DGDG à l’instar du MGDG est un substrat de la 
désaturation de l’acide linoléique en acide linolénique.   
 
  
                    18 :2 DGDG                            18 :3 DGDG 
                       
 
Le profil d’évolution de la radioactivité dans les acides gras à 18 carbones du 
DGDG ressemble à celui des acides gras du MGDG. 
Le DGDG se forme à partir de la dismutation de deux molécules de MGDG (Joyard 
et al., 1998). Cependant certaines molécules de MGDG à l’origine du DGDG 
seraient faiblement insaturées et le DGDG constituerait alors le substrat de la 
désaturation du C18 :2 en C18 :3. 
 
              2.3.2.3 - PG 
 

Dans le PG (Fig. 29), l’acide palmitique acylé au PG affiche le plus fort taux de 
radioactivité pendant toute la durée du marquage (entre 41% et 47%). L’acide ∆3

  
transhexadécénoique qui est peu marqué après 6 heures (12% de radioactivité) voit 
sa radioactivité augmenter avec le temps de marquage atteignant 27.7% de 
radioactivité après 48 heures de marquage. 
Concernant les acides gras à 18 carbones, la radioactivité dans les acides stéarique, 
oléique et linoléique est assez élevée après 6 heures de marquage, au delà elle 
diminue en fonction du temps de marquage. Dans l’acide linolénique par contre le 
taux de radioactivité qui est faible après 6 heures de marquage augmente en 
fonction du temps.  
La cinétique de marquage des acides gras insaturés à 18 carbones montre une 
relation de précurseur à produit entre le C18 :2 et le C18 :3 liés au PG. 
 

L’indice de désaturation de l’acide palmitique en acide ∆3
 transhexadécé-noique 

peut être estimé par le rapport du taux de C16 :0 radioactif par rapport à celui du 
C16 :1t. L’indice de désaturation de l’oléate et du linoléate peut être estimé par les 
rapports des niveaux de radioactivité du C18 :2 et C18 :3 par rapport au C18 :1 et 
du C18 :3 par rapport au C18 :2 ( Williams et al., 1992). 
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Figure 29 : Cinétique d'incorporation du [1-14C] acétate dans les acides gras du PG 
chloroplastique des feuilles de soja. (Radioactivité  incorporée en %). 
 
L’indice de désaturation du C16 :0 lié au PG (Tab. IX) augmente en fonction du 
temps de marquage ce qui traduit une activité de désaturation du C16 :0 lié au PG 
en C16 :1tr catalysée par la ∆3

  trans désaturase. 
L’indice de désaturation des acides oléique et linoléique augmente en fonction du 
temps de marquage. Dans le PG, l’acide oléique semble désaturé en acide linoléique 
lui même désaturé en acide linolénique.  
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Tableau IX : Indice de désaturation des acides gras à16 carbones et à 18 carbones 
dans le PG après marquage au [1-14C] acétate. 
 

Indice de 
désaturation 6 h 24 h 48 h 

 
16 :1t
16 :0 

 
18 :2+18 :3 

18 :1 
 

18 :3 
18 :2 

 

 
28.5 

 
 

1.29 
 
 

0.59 

 
51.1 

 
 

1.54 
 
 

1.15 
 

 
58.4 

 
 

2.15 
 
 

1.39 
 

 
Le PG chloroplastique présente du C18 en position sn-1 et du C16 en position  
sn-2. La présence de C18 :2 et de C18 :3 au sein de ce phospholipide signifie qu’il 
est le siège des désaturations permettant la formation de ces derniers. 
Il est donc le substrat de deux types d’activités désaturases : une spécifique du PG et 
de la position sn-2 correspondant à la ∆3

 trans désaturase et l’autre correspondant 
aux n-6 et n-3 désaturases chloroplastiques permettant la synthèse du C18 :2 et du 
C18 :3 respectivement. 
 
 
                                         16 :0 PG                          16 :1t PG   
                    
                 18 :1 PG                        18 :2 PG                     18 :3 PG 
 
              2.3.2.4 - PC 
 

Dans PC (Fig. 30A), l’acide palmitique présente un pourcentage de radioactivité 
soutenu pour tous les temps de marquage soit en moyenne 23%. 
L’acide stéarique est faiblement radioactif pendant toute la durée du marquage. 
Concernant les acides gras insaturés à 18 carbones, en début de cinétique de 
marquage (6 heures) , l’acide oléique est l’acide gras qui contient le plus de 
radioactivité soit 44% ce qui signifie une rapide acylation de cet acide gras sur la 
molécule de PC. Par la suite le taux d’oléate radioactif décroît fortement atteignant 
5.3% après 48 heures de marquage accusant ainsi une baisse de 88% de son taux 
maximum de radioactivité. 
Le taux de radioactivité détecté dans l’acide linoléique est de 22 % dès 6 heures de 
marquage, il est plus que doublé entre 6 heures et 24 heures (en effet il passe à 
51.6%) puis il diminue légèrement à 48 heures (49.7%) tout en étant l’acide gras le 
plus radioactif.  
L’acide linolénique est très faiblement radioactif après 6 heures (4% de radioactivité 
seulement), il voit son taux de radioactivité tripler après 48 heures de marquage (il 
passe de 4% après 6 heures de marquage à 11.6 % après 48 heures) ; le niveau 
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d’acide linolénique dans la PC est cependant près de cinq fois plus faible que celui 
de l’acide linoléique. 
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Figure 30A : Cinétique d'incorporation du [1-14C] acétate dans les acides gras de la 
PC. (Radioactivité incorporée en %). 
 
Les résultats de la répartition de la radioactivité dans les acides gras insaturés liés à 
la PC en fonction du temps indiquent une désaturation séquentielle de l’acide 
oléique en acide linoléique lequel à son tour est désaturé en acide linolénique. 
Cependant la relation de précurseur à produit n’est vraiment nette qu’entre les 
acides oléique et linoléique . 
 
            18 :1 PC                              18 :2 PC                     18 :3 PC    
 
 
 
              2.3.2.5 - PE 
 

Dans PE (Fig. 30B), l’acide palmitique est relativement bien marqué après 6 heures 
(21%) et le taux de radioactivité dans cet acide gras augmente lentement jusqu’à 48 
heures atteignant 37.4%. Dans l’acide stéarique le taux de radioactivité ne varie 
pratiquement pas avec le temps (12% en moyenne). L’acide oléique présente le plus 
faible taux de radioactivité pour tous les temps de marquage (7%); l’acide 
linoléique est l’acide gras ayant incorporé le plus de radioactivité au niveau de PE ; 
en effet dès 6 heures de marquage, il affiche 42 % de radioactivité, son taux de 
radioactivité augmente légèrement à 24 heures puis décroît à 33.6% tout en étant 
l’acide gras le plus radioactif des acides gras à 18 carbones. 
Dans l’acide linolénique, le taux de radioactivité qui est de 16.6% après 6 heures de 
marquage diminue en fonction du temps. 
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Figure 30B : Cinétique d'incorporation du [1-14C] acétate dans les acides gras de la 
PE. (Radioactivité incorporée en %). 
 
Contrairement à la PC où la désaturation de l’acide oléique en acide linoléique est 
nette, dans la PE, il n’est constaté aucune relation de précurseurs à produits entre les 
acides gras à 18 carbones 
 
          2.3.3 - Indices de désaturation de l’oléate et du linoléate liés au 
                      MGDG et à PC 
 

L’indice de désaturation de l’oléate et du linoléate liés au MGDG (Tab. X), montre 
que l’activité de désaturation de l’oléate augmente en fonction du temps : elle passe 
de 4.42 après 6 heures de marquage à 20.4 après 24 heures. Au delà elle décline 
légèrement ; celle de la linoléoyl désaturase augmente également en fonction du 
temps de marquage, elle passe de 0.56 à 6 heures de marquage à 4.37 après 48 
heures de marquage. 
 

Tableau X : Indice de désaturation lié au MGDG et à PC après marquage au  
                    [1-14C] acétate. 
 

 MGDG PC 
Indice de 

désaturation 
6 h 24 h 48 h 6 h 24 h 48 h 

Oléoyl désaturase : 
18 :2+18 :3 

18 :1 

 
4.42 

 
20.4 

 
14.85

 
0.58 

 
8.0 

 
11.6 

Linoléoyl désaturase : 
18 :3 
18 :2 

 
0.56 

 
2.64 

 
4.37 

 
0.18 

 
0.18 

 
0.23 

 
Dans PC (Tab. X), l’indice de désaturation de l’oléate augmente de 0.58 à 11.6 
entre 6 heures et 24 heures de marquage, ce qui confirme que la PC est le substrat 
de l’oléate désaturase. L’indice de désaturation du linoléate est relativement faible 
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et stable pendant toute la durée du marquage (0.18, 0.18 et 0.23 respectivement 
après 6 heures, 24 heures et 48 heures de marquage) traduisant une très basse 
activité de désaturation du linoléate en linolénate liée à la PC. 
Il se pourrait donc qu’une partie du linolénate lié à la PC provienne du 
compartiment chloroplastique tel que suggéré par Browse et al., (1993) et 
Somerville et Browse, (1996). Dans ce cas le linoléate est désaturé en linolénate au 
niveau du MGDG qui affiche 22% d’acide linolénique radioactif dès 6 heures de 
marquage, contre seulement 3.9% au niveau de la PC ; le linolénate sortirait du 
chloroplaste et serait alors acylé à la PC. 
 

Ces résultats montrent que les deux compartiments chloroplastique et 
extrachloroplastique sont les sièges des désaturations de l’oléate et du linoléate 
respectivement au niveau du MGDG et de la PC en tant que molécules support de 
ces désaturations avec cependant un très faible niveau de désaturation du linoléate 
au niveau de la PC ce qui nous laisse supposer qu’une partie du linolénate lié à la 
PC puisse provenir du chloroplaste. 
De nombreux travaux dont ceux de Heinz et Roughan (1983), Norman et St John 
(1986) et Serghini-Caïd et al., (1988), stipulent que le MGDG eucaryote se forme à 
partir de DAG fortement insaturés provenant de la PC. Nos résultats montrent une 
activité de désaturation de l’oléate lié au MGDG ce qui signifie que les DAG à 
l’origine du MGDG ne sont pas toujours hautement insaturés. 
 

    2.4- Biosynthèse des espèces moléculaires du MGDG et de PC. 
 

Les espèces moléculaires des MGDG et PC marqués in vivo, ont été séparées et 
analysées par HPLC. Après collecte, les espèces moléculaires de ces deux 
catégories lipidiques sont séparées sur plaque imprégnée de nitrate d’argent et leur 
radioactivité est déterminée par phosphorImager. 
 

La PC constitue un carrefour pour la biosynthèse des lipides eucaryotes aussi bien 
dans les feuilles des plantes de type C18 :3 que des plantes de type C16 :3. En effet, 
il est généralement admis que la PC est formée à partir de DAG contenant du 18 :1 
sur les deux positions sn-1 et sn-2 (ou du 16 :0 en position sn1) et que les 
désaturations in situ produisent de la PC 18 :2 et PC 18 :3 (Browse et Somerville, 
1991). La PC ainsi formée est alors utilisée en tant que lipide structural des 
membranes cellulaires ou en tant que précurseur de DAG (Williams et al., 1988) 
servant à la production des lipides chloroplastiques de type eucaryotes MGDG, 
DGDG et SQDG ; la lysoPC pourrait également représenter le lipide qui retourne 
vers l’enveloppe du chloroplaste tel que suggéré par Bessoule et al., 1995 et 
Mongrand et al., 2000). 
 

         2.4.1 - Les espèces moléculaires du MGDG 
 

Dés 6 heures de marquage, l'espèce moléculaire la plus marquée (80% de 
radioactivité) est l'espèce la plus insaturée 18:3/18:3 , son pourcentage de 
radioactivité continue d'augmenter en fonction du temps.  
En revanche l'espèce moléculaire précurseur de la 18:3/18:3 à savoir la 18:2/18:3 
voit son pourcentage de radioactivité réduit de moitié après 24 heures et 48 heures 
de marquage, il en est de même pour la 18:2/18:2 dont le pourcentage de 
radioactivité tend à s'annuler après 48 heures de marquage (Fig. 31). 
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Figure 31 : Cinétique d'incorporation du [1-14C] acétate dans certaines espèces 
moléculaires du MGDG (A) et de la PC (B) des feuilles de soja. (Radioactivité 
incorporée en %). 
 
Les espèces 18:1/18:3 et 18 :1/18 :2 sont faiblement représentées après 6 heures de 
marquage (7.5% et 1.8% respectivement). Leur radioactivité est encore plus faible 
après 48 heures de marquage (3.4% et 0.7%) (Tab. XI). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 110



Tableau  XI : Distribution de la radioactivité (en %) dans les espèces 
                       moléculaires du MGDG 
 

Espèces 
moléculaires 6 h 24 h 48 h 

 
18 :3/18 :3 
18 :2/18 :3 
18 :2/18 :2 
18 :1/18 :3 
18 :1/18 :2 

 
78.2 
8.8 
3.4 
7.5 
1.8 

 

 
87.1 
6.3 
0.9 
4.4 
1.1 

 
89.2 
6.0 
0.6 
3.4 
0.7 

 
 
Le fort taux de radioactivité (78%) affiché dès les temps courts par l’espèce 
moléculaire la plus insaturée 18 :3/18 :3 et les faibles proportions des espèces 
moléculaires les moins insaturées suggèrent une désaturation précoce et rapide des 
acides oléique et linoléique liés au MGDG. Ces résultats confirment le fort indice 
de désaturation des oléoyl et linoléoyl désaturases observé au niveau du MGDG 
(Tab. X). 
La cinétique de marquage au [1-14C] acétate des espèces moléculaires liées au 
MGDG, montre une certaine relation entre les espèces les moins insaturées et les 
espèces les plus insaturées, en effet alors que l’espèce moléculaire 18 :3/18 :3 qui 
est largement radioactive dès 6 heures de marquage continue d’augmenter toutes les 
autres espèces moléculaires diminuent. 
 
                  
                           18:1/18:3 MGDG         18:2/18:3 MGDG 
         
             18:1/18:2                                     18:2/18:2 MGDG 
                                                                                  
                                                                                      18:3/18:3 MGDG 
           
 
Néanmoins, dans le MGDG, la désaturation des espèces moléculaires pentaènes 
18 :2/18 :3 et des espèces tétraènes 18 :2/18 :2 en espèces moléculaires hexaènes 
18 :3/18 :3 n’explique pas l’importance du MGDG 18 :3/18 :3. Ceci laisse supposer 
que les molécules de PC servant à la synthèse du MGDG très insaturé via les 
molécules de DAG peuvent être des tétraènes, des pentaènes tel que suggéré par 
Norman et St John, (1986,1987). 
 
        2.4.2 - Les espèces moléculaires de PC  
 

Dans la PC (Fig. 31), l'espèce moléculaire la moins marquée après 6 heures de 
dépôt du précurseur est la 18:3/18:3 (2.16%); la radioactivité de cette dernière 
augmente en fonction du temps: elle double après 24 heures de marquage et devient 
encore plus radioactive (6 fois plus ) après 48 heures de dépôt du précurseur 
radioactif. 
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La radioactivité de l'espèce moléculaire 18:2/18:3 qui est relativement plus marquée 
après 6 heures varie peu après 24 heures et 48 heures de marquage. 
L’espèce moléculaire 18:2/18:2 représente l’espèce la plus marquée dans les temps 
courts ce qui indique que le substrat de désaturation est bien la PC et que la 
désaturation du 18 :1PC se fait rapidement (l’espèce moléculaire 18 :1/18 :1 ne se 
retrouve pas dans la PC après 6 heures et 24 heures de marquage et elle est très 
faiblement marquée après 48 heures). Au delà de 6 heures de marquage, la 
radioactivité de l’espèce moléculaire 18 :2/18 :2 diminue alors que celle des espèces 
18 :2/18 :3 et 18 :3/18 :3 augmente. 
L’évolution de la radioactivité dans ces espèces moléculaires, montre une 
désaturation progressive de l’espèce 18 :2/18 :2 en 18 :2/18 :3 puis en 18 :3/18 :3.  
 

Néanmoins, l’augmentation de l’espèce moléculaire 18 :3/18 :3 PC pour les temps 
longs de marquage n’est que partiellement compensée par la diminution des espèces 
18 :2/18 :3 et 18 :2/18 :2 PC ce qui laisse supposer qu’une partie des espèces 
moléculaires hexaènes de la PC pourrait avoir une origine chloroplastique 
 

Deux groupes d'espèces moléculaires (Tab. XII) contiennent un mélange d'espèces 
moléculaires 18/18 et 16/18; le mélange insaturé 16:0/18:3 et 18:1/18:3 montre une 
légère variation de la radioactivité alors que le mélange plus saturé 16:0/18:2  et 
18:1/18:2 devient de plus en plus marqué. L'espèce 16 :0/18 :1 dont le taux de 
radioactivité est de 16% après 6 heures de marquage, est réduite de moitié après 48 
heures de marquage. 
 
Tableau  XII : Distribution de la radioactivité (en %) dans les espèces 
                         moléculaires de la PC.   
 

Espèces 
moléculaires 6 h 24 h 48 h 

18 :3/18 :3 
18 :2/18 :3 
18 :2/18 :2 

 
16 :0/18 :3 
18 :1/18 :3 

 
16 :0/18 :2 
18 :1/18 :2 

 
16 :0/18 :1 
18 :1/18 :1 

2.16 
15.24 
30.17 

 
14.06 

 
 

21.19 
 
 

16.11 
- 
 

5.45 
18.08 
20.27 

 
12.30 

 
 

30.41 
 
 

13.47 
- 

12.63 
16.48 
18.56 

 
10.71 

 
 

29.00 
 
 

8.71 
2.94 
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La cinétique de marquage des espèces moléculaires 18/18 de la PC montre une 
certaine désaturation séquentielle de certaines espèces moléculaires de la PC. 
 
 
                 18:1/18:1 PC              18 :2/18 :2 PC 
                                                               
                                                     18 :2/18 :3 PC 
                                                               
                                                                            18:3/18:3 PC 
 
 
3 - Acylation et désaturation in vivo du [1-14C] oléate dans les lipides 
     foliaires du soja 
 

Les résultats obtenus avec l’acétate radioactif comme précurseur montrent que la 
désaturation de l’oléate peut avoir lieu au niveau du MGDG et de PC. Nous avons 
donc utilisé du [1-14C] oléate (déposé sur les feuilles de plantules de soja en place 
sous forme de gouttelettes de solution de sel d’ammonium) ce qui permet de réduire 
le nombre de produits marqués (contrairement à l’acétate) et d’analyser des 
réactions spécifiques en particulier la désaturation de l’acide oléique en acide 
linoléique lequel se transforme en acide linolénique. 
 
    3.1 – Incorporation du [1-14C] oléate dans les lipides foliaires 
 

La cinétique d’incorporation du [1-14C] oléate dans les lipides totaux montre que le 
précurseur fourni est rapidement incorporé par les feuilles de plantules de soja. 
En effet dès 2 heures de marquage, 32% de la radioactivité est retrouvée dans les 
lipides totaux soit 6.48 µmol.g-1MVF. Le pourcentage de radioactivité augmente 
pour atteindre après 24 heures près de 90% de la radioactivité déposée soit 18 
µmol.g-1MVF (Fig. 32). 
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Figure 32 : Cinétique d'incorporation du [1-14 C] oléate dans les lipides  totaux des 
feuilles de soja. (Radioactivité en µmoles.g-1 MVF). 

 113



Des deux précurseurs radioactifs fournis ([1-14C] acétate et [1-14C] oléate), l’oléate 
semble le mieux incorporé dans les lipides des feuilles de soja, l’acétate étant 
impliqué dans des voies métaboliques autres que celle des lipides telles les terpénes, 
le cycle de Krebs, ……).   
La cinétique de l’incorporation du [1-14C] oléate dans les acides gras totaux des 
feuilles de soja (Tab. XIII), montre que 2 heures après le dépôt du précurseur, 
l’acide oléique est le principal acide gras marqué (89% de la radioactivité), par la 
suite, son taux de radioactivité diminue tandis qu’augmente progressivement celui 
des acides linoléique et linolénique. 
 

Tableau XIII : Cinétique d'incorporation du [1-14C] oléate dans les acides gras des 
lipides foliaires de soja (radioactivité en % des acides gras totaux). 
 

Acides Gras 2 h 6 h 12 h 24 h 
C18 :1 
C18 :2 
C18 :3 

 
IDL 

89.5 
8.9 
1.6 

 
112.1 

65.6 
25.0 
9.4 

 
143.8 

54.0 
31.3 
14.7 

 
160.7 

53.9 
25.8 
20.3 

 
166.4 

 

Cette cinétique d’incorporation de l’oléate dans les acides gras insaturés de la 
feuille de soja confirme la désaturation séquentielle de l’acide oléique en acides 
linoléique et linolénique ce qui est en accord avec l’augmentation de l’indice de 
doubles liaisons  en fonction du temps de marquage (Tab. XIII). 
 
    3.2- Acylation du [1-14C] oléate dans les lipides polaires 
 

Après 2 heures de marquage, 26% de la radioactivité est incorporée dans les lipides 
polaires. La radioactivité augmente de façon continue dans les lipides polaires 
atteignant 52% de la radioactivité des lipides totaux après 24 heures de marquage 
(Fig. 33). 
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Figure 33 : Cinétique d'incorporation du [1-14 C] oléate dans les lipides polaires des 
feuilles de soja. (Radioactivité en %). 
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Le tableau XIV, montre la répartition de la radioactivité dans les différentes classes 
de lipides polaires des feuilles de soja. 
Parmi les lipides polaires, après 2 heures de marquage, la PC est la catégorie 
lipidique qui montre le plus fort taux de radioactivité incorporée soit 80% de la 
radioactivité des lipides polaires ce qui montre que la PC est le substrat d’acylation 
de l’oléate. Par la suite, le pourcentage de radioactivité dans la PC décline pour ne 
représenter plus que la moitié (39%) après 24 heures de marquage. 
Les PE et PI sont faiblement marqués pendant toute la durée du marquage. 
 

Tableau XIV : Cinétique d'incorporation du [1-14C] oléate dans les lipides polaires 
des feuilles de soja. (Radioactivité en % des lipides polaires). 
 

Classes 
lipidiques 2 H 6 H 12 H 24 H 

PC 
PE 
PI 

 
MGDG 
DGDG 

PG 

80 
0.3 
3.3 

 
6.3 
0.6 
9.5 

64.6 
0.6 
4.0 

 
16.6 
2.3 

11.7 

48.6 
0.8 
3.8 

 
26.9 
5.6 

14.3 

38.8 
1.0 
3.4 

 
33.4 
7.8 

15.5 
 
Concernant les lipides chloroplastiques, les galactolipides affichent un faible 
pourcentage de radioactivité après 2 heures de marquage (6,3% pour le MGDG et 
0,6% pour le DGDG). Leur pourcentage de radioactivité augmente en fonction du 
temps de marquage : il atteint 33% pour le MGDG et près de 8% pour le DGDG 
après 24 heures de marquage. 
Dans le PG, 9.5% de radioactivité sont détectés dès 2 heures de marquage ; par la 
suite le taux de PG radioactif augmente doucement atteignant 15,5 % après 24 
heures de marquage.  
Le marquage du PG après fourniture du [1-14C] oléate signifie que ce précurseur 
pénètre dans le chloroplaste et qu’il est acylé à ce phospholipide. 
 

La cinétique d’incorporation du [1-14C] oléate dans PC et MGDG (Fig. 34), montre 
une évolution similaire à celle observée avec le [1-14C] acétate (Fig. 27) . 
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Figure 34 : Cinétique d'incorporation du [1-14C] oléate dans PC et MGDG des 
feuilles de soja. (Radioactivité incorporée en %). 

 115



La diminution du taux de radioactivité dans la PC concomitante à son augmentation 
dans les galactolipides (en particulier MGDG), suggère un transfert des acides gras 
acylés à la PC vers le chloroplaste pour la synthèse des galactolipides de type 
eucaryote. 
 
    3.3-Désaturation in vivo du [1-14C] oléate dans la PC 
 

Le [1-14C] oléate fourni se retrouve dans les acides gras estérifiés aux lipides. 
Etudier la distribution de la radioactivité au cours du temps parmi les acides gras de 
PC et du MGDG va permettre de suivre au sein de chacune de ces classes 
lipidiques, la transformation de l’acide gras (oléate) en acide gras diinsaturé 
(linoléate) puis en acide gras triinsaturé (linolénate). 
 

En début de cinétique de marquage (2 heures après le dépôt du précurseur 
radioactif), le plus fort pourcentage de radioactivité (64%) se retrouve dans le résidu 
C18:1 acylé à la PC; par la suite le pourcentage de radioactivité décline 
progressivement dans le résidu C18:1 alors que celui des résidus linoléoyl et 
linolénoyl estérifiés à la PC augmente en fonction du temps (Fig. 35).  
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Figure 35 : Cinétique de désaturation du [1-14C] oléate dans les acides gras de PC 
et MGDG des feuilles de soja. (Radioactivité incorporéé en %). 
 
Ces résultats confirment que PC est non seulement le substrat d’acylation de 
l’oléate mais également le substrat de désaturation du résidu oléoyl en acide 
linoléique et probablement linolénique.  
 
                        
                          18 :1 PC                 18 :2 PC                 18 :3 PC  
 
 
    3 4 - Désaturation in vivo du [1-14C] oléate dans le MGDG 
 

Nous constatons que le [1-14C] oléate fourni comme précurseur est rapidement 
incorporé et acylé au MGDG (Fig. 35).  
En effet après 2 heures de marquage au [1-14C] oléate, trois acides gras radioactifs 
sont retrouvés au niveau du MGDG : il s’agit des acide oléique, linoléique et 
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linolénique qui affichent respectivement 29 %, 24 % et 45% de la radioactivité du 
MGDG. Au delà la radioactivité décline dans les acides oléique et linoléique alors 
qu'elle s'accumule dans l'acide linolénique, en effet ce dernier présente 76% de 
radioactivité après 24 heures de marquage. 
Nous constatons donc que le [1-14C] oléate pénètre dans le chloroplaste où il est 
acylé aux molécules de MGDG et PG. 
Cet acide oléique est rapidement désaturé ce qui expliquerait le fort pourcentage de 
C18 :3 MGDG observé (45% dès 2 heures de marquage). 
Néanmoins une partie de l’oléate acylé au MGDG proviendrait des molécules de PC 
(cette affirmation s’appuie sur la courbe de cinétique d’incorporation du [1-14C] 
oléate dans la PC et le MGDG) fait que nous avons déjà signalé avec l’acétate 
comme précurseur ; ceci signifie par ailleurs que les molécules de DAG dérivant de 
la PC et servant à la synthèse des molécules de MGDG ne sont pas toujours très 
insaturées.  
 

Les molécules de PC et de MGDG sont donc des molécules substrat de la 
désaturation de l’oléte. Ce résultat est corroboré par le calcul des indices de 
désaturation dans la PC et le MGDG (Tab. XV) qui montre que l’activité de 
désaturation de l’oléate se déroule aussi bien dans le compartiment 
extrachloroplastique au niveau de la PC que dans le compartiment chloroplastique 
avec le MGDG comme substrat de désaturation. Cette activité de désaturation 
augmente en fonction du temps de marquage.  
L’activité de désaturation du linoléate est très faible au niveau de la PC pour tous 
les temps de marquage, alors qu’elle est nettement visible au niveau du MGDG dès 
2 heures de marquage (1.84) et ne cesse d’augmenter pendant toute la durée de 
l’expérience atteignant 4.7 après 24 heures de marquage.  
 
Tableau  XV : Indices de désaturation de l’oléate et du linoléate dans les molécules 
de PC et de MGDG après incorporation du [1-14C] oléate. 
 

  
PC 

 
MGDG 

 2 h       6 h     12 h    24 h 2 h        6 h      12 h     24 h 

 
18 :2+18 :3 

18 :1 
 

18 :3 
18 :2 

 
0.54   1.94    3.36    4.45 

 
 

0.07   0.08    0.08   0.18 
 

 
2.37     10.62    17.86   11.82 

 
 

1.8 4    3.25    4.73       4.69 
 

 
Ces résultats confirment ceux obtenus avec le [1-14C] acétate comme précurseur et 
montrent d’une part que la PC et le MGDG constituent des substrats de la 
désaturation de l’oléate d’autre part que la formation du 18 :3 débute très 
rapidement dans le MGDG (45% de linolénate radioactif dès 2 heures de 
marquage). 
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L’activité de désaturation du linoléate dans le MGDG augmente en fonction du 
temps alors qu’elle est très faible dans la PC (les pourcentages de C18 :3  
 
sont toujours nettement plus importants dans le MGDG que dans la PC) ce qui 
suggère que le linolénate retrouvé au niveau de la PC proviendrait pour une grande 
part du compartiment chloroplastique.   
 
 
                                      18 :1 PC                18 :2 PC                  18 :3 PC 
                   18 :1                                               
                   
 
           18 :1 
 
                        
            18 :1        18 :1 MGDG              18 :2 MGDG           18 :3 MGDG 
 
 
 
    3.5 - Incorporation du [1-14C] oléate dans les espèces moléculaires de  
            PC et MGDG 
 

         3.5.1 – Espèces moléculaires de PC 
 

Six espèces moléculaires radioactives sont présentes après 24 heures de marquage 
au [1-14C] oléate au niveau de la PC (Tab. XVI) ; l'espèce moléculaire la plus 
radioactive est représentée par l’espèce moléculaire 18:2/18:3 qui a accumulé près 
de 51% de la radioactivité totale de la PC, elle est suivie des espèces moléculaires 
18:1/18:3 et 18:1/18:2 qui ont incorporé respectivement 18 % et 15 % de 
radioactivité. L’espèce moléculaire la plus insaturée à savoir la 18:3/18:3 ne 
présente que 3% de radioactivité, il en est de même des espèces moléculaires 
18:2/18:2 et 18:1/18:1 qui sont relativement faiblement marquées (4.3% et 8% 
respectivement). La faible proportion de l’espèce moléculaire 18 :1/18 :1 PC 
indique que la majorité du C18 :1 radioactif a été désaturé au niveau de la PC. 
 

Tableau XVI : Incorporation du [1-14C] oléate dans les espèces moléculaires de la 
PC et du MGDG après 24 heures de marquage. (radioactivité en %).       
 

Espèces Moléculaires PC MGDG 
 

18 :3/18 :3 
18 :2/18 :3 
18 :1/18 :3 
18 :2/18 :2 
18 :1/18 :2 
18 :1/18 :1 

 

3.1 
50.8 
18.2 
4.3 
15.1 
8.0 

 

76.8 
14.7 
4.4 
3.8 
- 
- 
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       18 :1/18 :1 PC                18 :1/18 :2 PC                   18 :2/18 :2 PC 
                                                                                          18 :1/18 :3 PC 
 
                                                                               
                                                                                          18 :2/18 :3 PC 
 
 
         3.5.2 – Espèces moléculaires du MGDG 
 

Dans le MGDG  (Tab. XVI), quatre espèces moléculaires ont été mises en évidence 
après 24 heures de dépôt du précurseur radioactif. L'espèce moléculaire la plus 
insaturée 18:3/18:3 est prédominante avec 77% de radioactivité, elle est suivie de la 
18:2/18:3 avec 15% de radioactivité; Les espèces 18:1/18:3 et 18:2/18:2 ne sont que 
faiblement radioactives (4.4 % et 3.8% respectivement). Il est à constater l'absence 
des espèces plus saturées 18:1/18:2 et 18:1/18:1 du fait probablement de leur 
désaturation rapide. 
 

Nous constatons que aussi bien pour la PC que pour le MGDG, les espèces les plus 
radioactives 18 :2/18 :3 pour la PC et 18 :3/18 :3 pour le MGDG correspondent aux 
espèces les plus importantes en masse.  
 
Discussion : 
 

Dans les feuilles de soja, nous retrouvons une composition lipidique typique des 
tissus verts caractérisée par l’abondance des lipides chloroplastiques (MGDG, 
DGDG et PG) qui représentent respectivement 32%, 20% et 7% des lipides 
foliaires.  
Les phospholipides extrachloroplatiques représentent 21 % des lipides totaux et la 
PC est la plus abondante des phospholipides (près de 15% des lipides foliaires). 
 

La composition globale en acides gras de la feuille de soja est caractérisée par la 
présence d’un fort taux d’acide linolénique (57 %), celui ci étant majoritairement 
concentré dans le MGDG où il représente 91% des acides gras de ce lipide. 
Cette composition en acides gras est également caractérisée par l’absence d’acide 
hexadécatriénoique ou C16 :3 du fait que le soja fait partie du groupe des plantes de 
type C18 :3. En effet l’espèce moléculaire la plus représentée dans le MGDG est 
l’espèce moléculaire 18 :3/18 :3 (91.8 %). Ce résultat est en accord avec ceux 
rapportés par de nombreux chercheurs dont ceux de Serghini-Caïd et al., (1988) et 
ceux de Monteiro De Paula et al., (1990) sur les feuilles de plantes de la même 
famille (Fabacées). 
 

Le PG est le seul lipide à présenter des espèces moléculaires de type procaryote. Ce 
dernier contient en position sn-2 du glycérol des acides gras à 16 carbones 
correspondant soit à l’acide palmitique (C16 :0) ou à l’acide ∆3

 trans 
hexadécénoique (C16 :1t). Le PG 16 :1t qui est concentré dans les lamelles des 
thylakoides joue un rôle important dans l’organisation et le fonctionnement de 
l’antenne collectrice du PSII (Dubertret et al., 1994 ; El Maani et al., 1998 ; 
Trémolières et Siegenthaler, 1998). 
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La biosynthèse in vivo des lipides dans les feuilles de soja a été suivie en fournissant 
du [1-14C] acétate sous forme de microgouttes déposées sur les feuilles de plantules 
en place. 
Ce précurseur radioactif est rapidement incorporé dans les lipides des feuilles de 
soja principalement dans la PC. De nombreux travaux effectués in vivo sur des 
feuilles de pois (Serghini- Caïd et al., 1988), d’olivier (Zarrouk et al., 1990) et de 
colza (Aid et al., 1998) ont montré une incorporation importante de ce précurseur 
radioactif au niveau de la PC. 
Pour les temps de marquage longs, il est noté une diminution de la radioactivité 
dans la PC qui coïncide avec une augmentation de celle du MGDG ce qui suggère 
un transfert de la radioactivité du compartiment extrachloroplastique 
(principalement la PC) vers le compartiment chloroplastique pour la synthèse des 
galactolipides qui chez le soja ont une structure de type eucaryotique. Ceci appuie 
l’hypothèse selon laquelle la PC intervient dans le métabolisme des galactolipides 
(Roughan et Slack, 1984 ; Norman et St John, 1986, 1987 ; Browse et al., 1991). 
Ohnishi et Yamada (1980) ont montré par des expériences de double marquage avec 
du [1-14C] acétate et du [2-3H] glycérol sur des feuilles respectivement de maïs et 
d’avoine que le flux métabolique entre la PC et les galactolipides consiste en un 
transfert de DAG.  
Bessoule et al., (1995) et Mongrand et al., (2000) ont proposé de leur côté la lysoPC 
comme navette entre le réticulum endoplasmique et l’enveloppe des chloroplastes.  
 

La comparaison des cinétiques de marquage des acides gras et des espèces 
moléculaires de la PC et du MGDG montre que le MGDG est toujours plus insaturé 
que la PC ; en effet dès les temps courts de marquage (6 heures), les acides 
linoléique et linolénique de même que les espèces moléculaires contenant ces acides 
gras sont moins marqués dans la PC que dans le MGDG. 
Après 6 heures de marquage au [1-14C] acétate, le MGDG contient 39% de C18 :2 
radioactif contre 22% dans la PC et 22.3% de C18 :3 radioactif contre 3.9% 
seulement dans la PC. 
Par ailleurs, la comparaison des indices de désaturation de l’oléoyl désaturase et de 
la linoléoyl désaturase dans le MGDG et la PC montre que les niveaux de 
désaturation sont plus élevés dans le MGDG. Ces résultats suggèrent que dans les 
feuilles de soja, la PC et le MGDG représentent deux molécules support des 
désaturations successives menant à la synthèse des acides gras triinsaturés. 
Dans le PG, l’acide palmitique est désaturé en acide ∆3

 trans hexadécénoique par la 
PG ∆3

 trans désaturase spécifique du PG. Par ailleurs ce lipide de même que le 
DGDG semblent représenter des substrats de désaturation des acides gras à 18 
carbones. 
 

L’étude de la désaturation in vivo est réalisée en fournissant du [1-14C] oléate sous 
forme de sel d’ammonium aux feuilles de plantules de soja en place.  
Dès 2 heures de marquage, la PC est la catégorie lipidique la plus radioactive (80% 
de la radioactivité des lipides polaires) ce qui montre que la PC est le substrat 
d’acylation de l’oléate ; ce résultat est en accord avec de nombreux travaux conduits 
sur les feuilles de diverses plantes (Serghini Caid et al., 1986, Zerrouk et al., 1990 
Aid et al., 1998). Par la suite la radioactivité dans la PC décline alors qu’elle 
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augmente dans le MGDG (résultat analogue à celui observé avec l’acétate comme 
précurseur) ce qui suggère un transfert de la radioactivité de la PC vers le MGDG. 
De nombreux auteurs associent la désaturation de l’acide oléique en acide linoléique 
à la PC au niveau du réticulum endoplasmique (Roughan et Slack, 1982 ; Murphy et 
al., 1985 ; Demandre et al., 1986) puis un transfert de l’acide linoléique de la PC 
vers le MGDG via des DAG est envisagé et le 18 :2 MGDG formé servirait de 
substrat de désaturation du 18 :2 MGDG en 18 :3 MGDG (Norman et St John, 
1986 ; Williams et Khan, 1996 ; Maréchal et al., 1997). 
Nos résultats montrent que l’oléate radioactif pénètre dans le compartiment 
chloroplastique ; en effet dès 2 heures de marquage, il est retrouvé au niveau du PG 
mais également au niveau du MGDG qui par ailleurs montre des indices de 
désaturation de l’oléate assez élevés traduisant une incorporation et une désaturation 
précoce de ce résidu au niveau des molécules de MGDG. 
Par conséquent dans la feuille de soja, la PC ne contribue que partiellement à la 
synthèse du MGDG (résultat montré par l’évolution de la radioactivité qui diminue 
dans la PC alors qu’elle augmente dans le MGDG). Une partie du MGDG se 
formerait par acylation directe de l’oléate sur le MGDG. 
Les molécules de PC participant à la synthèse du MGDG ne sont donc pas toujours 
très insaturées contrairement à ce qui est généralement avancé Cependant, il n’est 
pas totalement exclu que le 18:3/18 :3 MGDG provienne de molécules de DAG 
dérivant d’espèces moléculaires de PC insaturées (18 :2/18 :2) comme l’ont montré 
Serguini-Caid et al., (1988) dans les feuilles de pois. 
L’acide oléique est donc incorporé au niveau de la PC, celle-ci fournirait le 18 :1 
DAG au chloroplaste où il est galactosylé pour former le MGDG qui sert alors de 
substrat à la désaturation du 18 :1 en 18 :2 puis en 18 :3.  
 

Il est probable aussi que les 18 :1 et 18 :2 retrouvés au niveau du MGDG 
proviennent de la LysoPC tel que suggéré par Bessoule et al., (1995) et Mongrand 
et al., (2000). La LysoPC se formerait grâce à une phospholipase C ; au niveau de la 
membrane externe du chloroplaste la LysoPC serait transformée par une LysoPC 
acylCoA transférase en PC qui donnerait alors les molécules de DAG.  
 

La comparaison des indices de désaturation du linoléate dans les molécules de PC et 
de MGDG montre que dans la PC ces derniers sont toujours nettement plus faibles 
que ceux du MGDG aussi bien après incorporation du [1-14C] acétate que du [1-14C] 
oléate. Ces résultats suggèrent un transfert d’une partie du linolénate synthétisé dans 
le compartiment chloroplastique au niveau des molécules de MGDG vers les 
molécules de PC dans le compartiment extrachloroplastique. Ce résultat appuie 
donc l’idée avancée par Ohlrogge et al., (1991) et Browse et al., (1993) quant à 
l’échange de résidus linolénoyls entre le chloroplaste et le réticulum endoplasmique.  
 

En conclusion de nos observations, nous constatons que chez le soja, comme chez 
toutes les plantes étudiées, la désaturation du 18 :1 en 18 :2 a lieu principalement 
dans la PC ; la désaturation du linoléate en linolénate au niveau de la PC est 
toutefois relativement faible. Cette séquence de désaturation ne s’effectuerait pas 
uniquement dans le compartiment extrachloroplastique mais également dans le 
chloroplaste au niveau du MGDG qui semble être le substrat de l’oléate désaturase 
et principalement de la linoléate désaturase.  
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La figure 36, résume les voies d’acylation et de désaturation du [1-14C] oléate et les 
échanges pouvant s ‘effectuer entre le chloroplaste et le compartiment extrachloro-
plastique dans les feuilles de soja. 
 
 
      Réticulum  Endoplasmique   
                             
                                  18 :1 PC                         18:2 PC                  18:3 PC   
 
   Cytosol 
    
       18:1 CoA  
                    
 
 
                                     18 :1 DAG                  18:2 DAG      
    Enveloppe du 
     chloroplaste 
                                                        UDP Gal. 
     
                                                           UDP 
                               18 :1 MGDG               18 :2 MGDG          18 :3 MGDG 
 
 
 
Figure 36 : Voies d’utilisation du [1-14C] oléate dans les compartiments 
chloroplastique et extrachloroplastique des feuilles de plantules de soja. 
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Effet du norflurazon sur les plantules de soja :    
  morphologie, pigments et lipides foliaires 
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      Le norflurazon, herbicide de pré-semis (ou de pré-émergence) a été appliqué 
avant la mise en terre des graines de soja. L’extraction des pigments foliaires et des 
lipides ainsi que leurs analyses ont été effectuées au stade premières et parfois 
deuxièmes feuilles.  
De nombreuses concentrations herbicides ont été testées, trois sont retenues suivant 
l’effet morphologique obtenu (effet sur la pigmentation des plantules et sur leur 
croissance en longueur) :10-6M : effet insignifiant, 10-5M : effet moyen et 10-4M : 
effet important (blanchiement des plantules). Dans un premier temps nous avons 
utilisé les trois concentrations de norflurazon. Par la suite nous n’avons maintenu 
que la dose 10-4M entraînant le photobleaching et un effet assez net sur le 
métabolisme lipidique.  
 
1– Effet sur la morphologie des plantules de soja 
 

Aux faibles concentrations 10-6 M et 10-5 M, le norflurazon ne semble pas avoir 
d'effets morphologiques apparents sur les plantules de soja ; ces dernières sont de 
taille sensiblement égale à celle des plantules témoins et les feuilles formées après 
le traitement sont vertes. Les plantules évoluent pratiquement normalement et 
forment de nouvelles feuilles. 
A la dose 10-4 M, plusieurs phénotypes se manifestent (Photo 1) : des plantules 
vertes, des plantules avec des feuilles panachées mi-vertes mi-blanches et des 
plantules entièrement dépigmentées ou albinos. Le blanchiement débute à la base de 
la feuille puis gagne toute la surface foliaire; ce phénomène est qualifié de 
« photobleaching ». 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           Photo : Plantules de soja témoins et traitées au norflurazon. 
 
De nombreux auteurs qualifient le norflurazon de photobleaching herbicide 
provoquant le blanchiment des plantes à la lumière. Des expériences que nous avons 
réalisées à l’obscurité ont montré le même effet sur les plantules (blanchissement) 
ce qui nous permet d’affirmer qu’il s’agit d’un  bleaching herbicide agissant aussi 
bien à la lumière qu’à l’obscurité. 
Les plantules à feuilles panachées et celles à feuilles blanchâtres présentent 
également une réduction de la taille comparativement aux plantules témoins.  
Les plantules dont la feuille I n'est que partiellement dépigmentée, bien que 
présentant un ralentissement dans leur croissance, évoluent et forment leurs 
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deuxièmes feuilles qui sont totalement blanchâtres. Les troisièmes feuilles ne sont 
que très rarement formées. 
Les plantules dont la feuille I est entièrement dépigmentée dépérissent souvent sans 
atteindre le stade deuxièmes feuilles. 
 

A la dose 10-4 M, le norflurazon appliqué en pré-semis engendre donc des 
symptômes apparents sur les plantules de soja. Les plantes affectées comparées aux 
plantules témoins sont de taille réduite et albinos. 
Un grand nombre d’herbicides appliqués à des doses convenables sur des plantules 
entraînent un ralentissement de la croissance et du développement par rapport au lot 
témoin cultivé dans les mêmes conditions. Les plantes exposées à différentes doses 
forment un moins grand nombre de feuilles, celles ci sont généralement plus petites 
et souvent dépigmentées (blanchâtres); les tiges et les racines sont également plus 
petites. 
La réduction de la taille est un phénomène courant observé chez de nombreuses 
plantes traitées par les herbicides ; dans le cas du traitement par le norflurazon elle 
est due à une réduction de la photosynthèse engendrant une réduction voire une 
absence de photosynthétats découlant du manque de tissus verts.  
 
2- Effet sur la teneur en pigments foliaires 
 

Le blanchiement observé au niveau des feuilles traduit une déficience en pigments 
foliaires (caroténoides et chlorophylles). 
 
    2.1 - Au niveau de la feuille I  
 

Les figures 37A et B, montrent les variations de la teneur en pigments engendrées 
par le norflurazon. Les plantules de soja traitées par les doses de norflurazon 10-6 M 
et 10-5 M sont vertes; cependant le dosage des pigments foliaires caroténoides et 
chlorophylles, révèle une réduction de ces derniers : les caroténoides diminuent de 
7% pour la dose 10-6 M et 23% pour la dose 10-5 M ; les chlorophylles chutent de 
16% et 27% respectivement pour les doses 10-6 M et 10-5 M comparativement au 
témoin. 
Sous l'effet de la dose 10-4 M, les feuilles sont plus ou moins blanchâtres, résultat 
d'une chute sévère des caroténoides et des chlorophylles qui sont respectivement 
réduits de 96% et 94% par rapport au témoin.  
 
    2.2- Au niveau de la feuille II  
 

Les feuilles II formées après le traitement sont vertes pour les doses 10-6 M et 10-5 
M de norflurazon et blanchâtres pour la dose 10-4 M ; ces observations sont 
similaires à celles notées au niveau des feuilles I ; il en est de même pour les teneurs 
en pigments foliaires. En effet pour les doses 10-6 M et 10-5 M, les teneurs en 
chlorophylles diminuent de 22% et 33%, les caroténoides sont réduits de 12% et 
27%. Pour la dose 10-4 M, les chlorophylles chutent de 88% et les caroténoides de 
92% comparativement aux feuilles témoins (Fig.37A et B). 
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Figure 37: Effet du norflurazon sur la teneur en caroténoides (A) et en chlorophylles 
totales (B), dans les feuilles de soja. (T= Témoin, S1= 10-6M, S2= 10-5M, S3= 
10-4M). 
 

Le rapport chlorophylles/caroténoides varie très peu pour les doses 10-6 M et 10-5 M 
et augmente pour la dose 10-4 M aussi bien dans les feuilles I que les feuilles 
II (Tab. XVII). 
 

Tableau XVII : rapport Chlorophylles/caroténoides dans les feuilles des plantules 
témoins et les feuilles des plantules soumises à différentes doses de norflurazon. 
 

 
 

Feuilles I 
 

Feuilles II 

Témoin 
NFZ 10-6 M 
NFZ 10-5 M 
NFZ 10-4 M 

 

4.3 
3.9 
4.1 
7.0 

5.0 
4.2 
3.6 
7.8 
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La chute des pigments occasionnée par le norflurazon est due à l'inhibition de la 
biosynthèse des caroténoides suite au blocage de la phytoène désaturase (Sandmann 
et Albrecht,1990). 
La diminution de la teneur en chlorophylles est un processus secondaire: 
l’interruption de la biosynthèse des caroténoides engendre un stress oxydatif sévère 
par la formation de molécules réactives d’oxygène (oxygène singulet 1O2

*) au 
niveau de l’antenne collectrice d’énergie (Thomas et al., 1998). Il s’ensuit un 
manque de protection des chlorophylles qui sont alors détruites par photooxydation 
( Wilkinson, 1983 ).  
Les complexes proteines/chlorophylles du PSII et les proteines D1 et D2 sont alors 
décomposées ou réduites par manque de stabilisation par les caroténoides et les 
chlorophylles (Markgraf et Oelmüller,1991 ; Yurina et Kloppstech, 2001).  
 

Le norflurazon est un herbicide de pré-émergence : il n'agit que sur les tissus 
chlorophylliens en formation. En effet lorsque les tissus foliaires sont développés le 
norflurazon n'a pas d'effet : des plantules qui ont reçu l'herbicide à la dose 10-4 M 
après la formation de leurs premières feuilles ou de leurs deuxièmes feuilles 
demeurent vertes et ne présentent pas de variations significatives de leurs pigments ; 
cependant les feuilles qui se développent ultérieurement sont blanchâtres. 
Le norflurazon affecte le contenu cellulaire en pigments mais également la structure 
cellulaire ; des coupes semi-fines que nous avons effectuées sur des feuilles de soja 
dépigmentées ont montré une déformation des cellules du parenchyme foliaire 
chlorophyllien et les chloroplastes sont en nombre réduit (résultat non montré).  
Ces résultats sont en accord avec ceux de Dalla Vecchia et al., (2001), qui ont 
montré que dans les feuilles de maïs traitées au norflurazon, les plastes sont 
sévèrement endommagés ; ils présentent juste quelques ribosomes dans un stroma 
vide pratiquement dépourvu de thylakoides. 
L’absence de caroténoides engendre donc non seulement une photooxydation des 
chlorophylles, mais également une destruction des thylakoides et des ribosomes 
plastidiaux. 
 

A l’échelle cellulaire, l’absence de caroténoides et de chlorophylles entraîne une 
perturbation dans la structure des membranes où la stabilité proteines/lipides et 
pigments serait compromise (Havaux, 1998). 
 

Les aspects toxiques du norflurazon ont été décrits dans de nombreuses études 
(Wilkinson, 1985; Dalla Vecchia et al., 2001 ; Yurina et Kloppstech, 2001). Parmi 
les nombreux effets, figure l’inhibition de l’importation des proteines plastidiales 
(Dahlin, 1993). 
Les précurseurs des proteines plastidiales codées par le noyau sont synthétisés dans 
le cytosol, puis transportés à travers les membranes de l’enveloppe vers le stroma 
où ils sont débarrassés de leur séquence transit par des processing peptidases. 
Dahlin, (1993) ; Dahlin et Franzen, (1997) ont montré que le norflurazon peut 
réduire l’importation des protéines précurseurs vers le chloroplaste. Il est donc 
possible que la déficience en caroténoides soit due à la réduction de l’importation 
des enzymes impliquées dans la biosynthèse de ces derniers ou à leur non 
intégration dans les membranes (manque de stabilisation du fait de l’absence des 
caroténoides). 
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Il se peut aussi que les proteines soient importées mais qu’elles ne soient pas 
processées par perte de l’activité des processing peptidases ou qu’elles soient 
inactives simplement par manque d’énergie (ATP). 
 
3- Effet sur la composition en lipides 
 

    3.1- Teneur en lipides totaux 
 

Aux doses 10-6 M et 10-5 M de norflurazon (Fig. 38), la masse des lipides totaux 
dans les feuilles I de plantules de soja varie très peu. La dose 10-4 M de norflurazon 
affecte par contre sévèrement les lipides totaux dont la masse accuse une baisse de 
43% par rapport au témoin. En effet, la teneur en lipides totaux qui est de 5.7 mg .g-

1MVF dans les feuilles des plantules témoins diminue à 3.2 mg. g-1MVF dans les 
feuilles des plantules traitées.  
Dans les feuilles II, des résultats sensiblement similaires sont observés (Fig. 38). 
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Figure 38 : Effet du norflurazon sur la teneur en lipides totaux dans les feuilles de 
soja. (Lipides en mg.g-1MVF. T= Témoin, S1= 10-6M, S2= 10-5M, S3= 10-4M). 
 

    3.2- Teneur et Composition en acides gras des lipides totaux 
 

La masse des acides gras des lipides totaux (Fig. 39), varie en fonction de la dose 
herbicide administrée. 
A la dose 10-6M, les teneurs en acides palmitique, stéarique et oléique varient peu 
(tout au plus une légère diminution est observée) alors que les teneurs en acides 
linoléique et linolénique augmentent respectivement de 40% et 17%. 
Pour la dose 10-5M, mis à part l’acide stéarique dont la quantité ne varie presque 
pas, la masse de tous les autres acides gras augmente par rapport au témoin.  
La composition en acides gras varie très peu de même que l’IDL ou indice de 
doubles liaisons (Tab. XVIII).  
La forte dose 10-4M, entraîne une diminution de la masse de tous les acides gras, 
plus particulièrement les acides trans hexadécénoique et linolénique qui sont 
respectivement réduits de 60% et 48% comparativement au témoin (Fig. 39). Cette 
réduction des différents acides gras résulte d’une diminution des enzymes 
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impliquées dans la synthèse des lipides (acide gras synthétase notamment) et 
explique la forte diminution des lipides totaux observée. 
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Figure 39 : Effet du norflurazon sur la teneur en acides gras totaux des feuilles de 
soja. (Acides gras en mg.g-1MVF. T= Témoin, S1= 10-6M, S2= 10-5M, S3= 10-4M). 
 

Cette dose est également celle qui modifie le plus la composition en acides gras des 
lipides totaux: les modifications concernent surtout les acides palmitique et 
linoléique qui augmentent respectivement de 45% et 15% par rapport au témoin et 
les acides trans hexadécénoique et linolénique qui sont respectivement réduits de 
32% et 9% comparativement au témoin. 
 

L’indice de doubles liaisons chute de 200.4 dans les feuilles des plantules témoins à 
186 dans les feuilles des plantules dépigmentées. 
La diminution de l’IDL observée sous l’effet de la forte dose trouve son origine 
dans la réduction du taux des acides linolénique et trans hexadécénoique.  
 
Tableau XVIII : Effet du norflurazon sur la composition en acides gras (en % des 
acides gras totaux) des lipides foliaires de plantules de soja. 
 

 C16 :0 C16 :1t C18 :0 C18 :1 C18 :2 C18 :3 IDL 

Témoin 
 

15,4±1,2 2,2 ± 0,5 9.0 ± 1.1 5.1 ± 1.5 10.6±1.7 57.3±7.2 200.4

NFZ 10-6M 
 

13.1±0.6 2.6 ± 0.2 6.5 ± 2.6 4.0 ± 0.2 13.4±0.6 60.3±3.7 214.3

NFZ 10-5M 
 

15.5±1.6 2.5 ± 0.1 1.7 ± 1.9 7.8 ± 2.4 13.2±0.4 53.0±2.0 195 

NFZ 10-4M 
 

22.3±0.8 1.5 ± 0.3 7.5 ± 4.3 4.0 ± 0.1 12.2±1.7 52.0±2.3 186 
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La variation dans la composition en acides gras des lipides totaux montre une 
perturbation des enzymes du métabolisme lipidique telles la palmitoyl élongase et 
les désaturases. 
 
    3. 3 - La teneur et la composition en classes lipidiques  
 

         3.3.1 – Lipides des membranes chloroplastiques  
 

Aux faibles doses 10-6M et 10-5M, les galactolipides tendent à augmenter en masse 
(Fig. 40) et en valeur relative (Tab. XIX). 
Sous l’effet de la forte dose 10-4M, les galactolipides diminuent sévèrement aussi 
bien en masse (Fig. 40) qu’en proportions (Tab. XIX). La quantité de MGDG passe 
de 2.3 mg.g-1MVF dans les feuilles des plantules témoins à 0.75 mg.g-1MVF dans 
les feuilles des plantules traitées soit une réduction de 67% ; la masse du DGDG 
chute de 1.3 mg.g-1MVF dans les feuilles témoins à 0.26 mg.g-1MVF dans les 
feuilles des plantules traitées soit 79% de diminution. 
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Figure 40 : Effet du norflurazon sur la teneur en classes lipidiques des feuilles de 
soja. (Lipides en mg.g-1MVF. T= Témoin, S1= 10-6M, S2= 10-5M, S3= 10-4M). 
 
Le rapport MGDG/DGDG passe de 1,52 chez les plantules témoins à 2,46 chez les 
plantules traitées ce qui traduit un effet plus important sur le DGDG et donc sur 
l’enveloppe du chloroplaste vu que ce galactolipide y est majoritairement 
représenté. 
 

En valeur relative (Tab. XVIII), le PG demeure pratiquement inchangé quelle que 
soit la dose administrée. En valeur absolue (Fig. 40), la teneur en PG varie peu dans 
les feuilles des plantules traitées par les doses 10-6M et 10-5M.  
Pour la dose 10-4M, la quantité de PG passe de 0.46 mg.g-1MVF dans les feuilles 
témoins à 0.26 mg.g-1MVF dans les feuilles des plantules traitées soit 43 % de 
réduction comparativement aux plantules témoins (Fig. 40). 
 

 130



Tableau XIX : Effet du norflurazon sur la composition en lipides chloroplastiques 
des feuilles de soja. (Lipides exprimés en pourcentage des classes lipidiques 
totales). 
 

 MGDG DGDG PG 
Témoin 

NFZ 10-6 M 
NFZ 10-5 M 
NFZ 10-4 M 

 

31.8 ± 2.8 
37.5 ± 2.0 
34.5 ± 0.9 
19.5 ± 0.6 

20.3 ± 2.5 
22.0 ± 0.9 
20.3 ± 2.1 
07.4 ± 1.4 

 

6.2 ± 1.0 
6.2 ± 1.1 
6.0 ± 1.1 
6.2 ± 0.8 

 
 
La réduction de la masse des lipides chloroplastiques et en particulier des 
galactolipides) engendrée par le norflurazon 10-4 M traduirait une inhibition de la 
biosynthèse de ces derniers par blocage des enzymes impliquées dans leur 
formation, et/ou une augmentation de leur dégradation entraînant une altération des 
structures membranaires. Il a été démontré que le stress diminue les activités de 
biosynthèse des galactolipides (Aid et al., 1998 et Benhassaine-Kesri et al., 2002). 
 
         3.3.2 - Lipides des membranes extrachloroplastiques. 
 

La composition en lipides extrachloroplastiques (Tab. XX) ainsi que leur quantité 
(Fig. 40), varient en fonction des doses administrées. 
Sous l’effet des doses 10-6M et 10-5M, les proportions et les quantités de PC, PE et 
PI ne changent que très légèrement.  
Dans les feuilles des plantules traitées par la dose 10-4M, le pourcentage de PC est 
pratiquement doublé et celui de PE quadruplé (Tab. XX), il en est de même de leur 
quantité (Fig. 40) : la masse de PC augmente de 43%, elle passe de 1.06 mg.g-1MVF 
dans les feuilles témoins à 1.53 mg.g-1MVF dans les feuilles traitées et celle de la 
PE est pratiquement doublée (0.19 mg.g-1MVF dans les feuilles témoins et 0.31 
mg.g-1MVF dans les feuilles traitées).  
Le PI demeure inchangé en valeur relative, mais il diminue en masse, en effet la 
quantité de PI passe de 0.26 mg.g-1MVF dans les feuilles des plantules témoins à 
0.14 mg.g-1MVF dans les feuilles traitées soit 46 % de réduction en présence de 
l’herbicide. 
 
Tableau XX : Effet du norflurazon sur la composition en lipides extra-
chloroplastiques des feuilles de soja. (Lipides exprimés en pourcentage des classes 
lipidiques totales). 
 

 PC PE PI 
Témoin 

NFZ 10-6 M 
NFZ 10-5 M 
NFZ 10-4 M 

 

14.6 ± 2.0 
16.0 ± 1.5 
15.0 ± 0.9 
27.9 ± 3.0 

2.3 ± 0.1 
1.5 ± 0.0 
1.6 ± 0.0 
8.4 ± 0.8 

3.4 ± 0.9 
2.3 ± 0.4 
2.3 ± 0.1 
3.4 ± 0.3 
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Les lipides neutres varient peu en présence des faibles doses de norflurazon mais ils 
augmentent en masse et en proportions en présence de la dose 10-4M; leur masse 
augmente de 23% ; en proportions ils passent de 21.4% dans les feuilles témoins à 
28% dans les feuilles traitées soit 27% d’augmentation. 
 

Le norflurazon affecte différemment la composition en  lipides dans les feuilles de 
soja. Aux faibles doses, le norflurazon induit de faibles variations dans la masse et 
la composition en classes lipidiques se traduisant surtout par de légères 
augmentations ce qui impliquerait une activation de la synthèse de nouvelles 
membranes et correspondrait à une réponse adaptative de la part des plantules vis à 
vis du stress chimique. En effet le stress étant modéré, les plantules ajustent  leur 
métabolisme lipidique pour maintenir leurs activités et fonctionner plus ou moins 
normalement. 
La dose 10-4M réduit les lipides chloroplastiques en masse et en pourcentage plus 
particulièrement les galactolipides. 
La diminution des lipides chloroplastiques (galactolipides et PG) résulte de leur 
dégradation et/ou de l’inhibition de leur synthèse. Cette réduction de la masse des 
lipides des chloroplastes implique une déstructuration des membranes de ces 
organites. 
Les phospholipides extrachloroplastiques PC et PE augmentent en masse et en 
proportion. L’augmentation en masse de la PC peut résulter d’un ralentissement ou 
d’une inhibition de son acheminement vers le chloroplaste auquel elle fournit des 
diacylglycérols. 
Le norflurazon augmente la teneur en lipides neutres dans les feuilles des plantules 
traitées. Une augmentation de la teneur en lipides neutres en réponse à des 
conditions stressantes a déjà été observée par Hubac et al., (1989), Monteiro et al., 
(1990) et Hamrouni et al., (2001). 
 
    3.4 - La teneur en acides gras des classes lipidiques 
 

         3.4.1 - Acides gras du MGDG  
 

La Figure 41, montre les variations engendrées par le norflurazon dans les teneurs 
en acide linolénique acide gras majeur du MGDG.  
Pour les doses 10-6M et 10-5M, la masse de l’acide linolénique passe de 2.08 mg.g-

1MVF dans les feuilles témoins à 3.05 mg.g-1MVF et 2.95 mg. g-1MVF 
respectivement dans les feuilles des plantes traitées par les doses 10-6M et 10-5M. 
L’augmentation de la masse de MGDG observée en présence de ces deux doses 
d’herbicide est due essentiellement à l’augmentation de cet acide gras. 
Sous l’effet de la dose 10-4 M, la masse de l’acide linolénique diminue de 2.08 mg.g-

1MVF à 0.67 mg.g-1MVF dans les feuilles traitées soit une baisse de 67% 
comparativement aux feuilles témoins.  
Cette diminution de la quantité d’acide linolénique sous l’effet de la forte dose 
traduit un blocage de la synthèse du 18 :3 MGDG et /ou une stimulation de sa 
dégradation. 
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Figure 41 : Effet du norflurazon sur la teneur en acides gras des lipides du chloroplaste. 
(Acides gras en mg.g-1MVF. T= Témoin, S1= 10-6M, S2= 10-5M, S3= 10-4M). 
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         3.4.2 - Acides gras du DGDG  
 

En valeur absolue (Fig. 41), les acides gras palmitique et linolénique acylés au 
DGDG augmentent pour les doses 10-6M et 10-5M ce qui explique l’augmentation 
de la teneur en DGDG observée en présence de ces doses d’herbicide. 
Sous l’effet de la dose 10-4M, les acides gras palmitique et linolénique diminuent : 
la teneur de l’acide palmitique passe de 157.5 µg.g-1MVF dans les feuilles des 
plantules témoins à 31 µg.g-1MVF dans les feuilles des plantules traitées et celle de 
l’acide linolénique chute de 1 mg.g-1MVF à 0.2 mg.g-1MVF soit une baisse de 80% 
par rapport au témoin.  
La réduction de l’ensemble des acides gras observée explique la forte baisse de la 
masse de DGDG et traduit une inhibition de la synthèse du DGDG et/ou une 
dégradation de ce dernier. 
 
         3.4.3 - Acides gras du PG   
 

Les faibles doses de norflurazon (Fig. 41), élèvent les quantités de la majorité des 
acides gras estérifiés au PG. L’augmentation de la masse des différents acides gras 
provoquée par les doses 10-6M et 10-5M de norflurazon confirme l’augmentation de 
la masse de PG observée en présence de l’herbicide. 
Pour la dose 10-4M, mis à part l’acide linolénique qui ne varie pratiquement pas, 
tous les acides gras voient leur quantité diminuer plus particulièrement les acides 
palmitique, trans-hexadécénoique et linoléique dont la teneur chute respectivement 
de 26%, 64% et 68% par rapport aux feuilles témoins. 
 
         3.4.4 - Acides gras de PC  
 

Dans PC (Fig. 42), les masses des différents acides gras ont tendance à augmenter 
pour les doses 10-6M et 10-5M comparativement au témoin.  
Dans les feuilles des plantules traitées par la dose 10-4M, les quantités d’acides 
palmitique et stéarique restent inchangées, celles des acides oléique et linoléique 
diminuent, elles passent respectivement de 30 µg.g-1MVF et 325 µg.g-1MVF à 16 
µg.g-1MVF et 133 µg.g-1MVF soit une baisse de 47% et 59% respectivement. 
La teneur en acide linolénique augmente par contre, en effet, celle ci est de 377 
µg.g-1MVF dans les feuilles témoins, elle s’élève à 590.2 µg.g-1MVF dans les 
feuilles des plantules traitées soit une augmentation de 57%. 
 
         3.4.5 - Acides gras de PE  
 

Dans PE (Fig. 42), la teneur en acides gras saturés palmitique et stéarique diminuent 
en présence des doses 10-6M et 10-5M et celle de l’acide oléique demeure inchangée. 
Les quantités d’acides linoléique et linolénique augmentent légèrement. 
Sous l’effet de la forte dose de norflurazon, hormis l’acide linoléique qui ne varie 
presque pas, tous les autres acides gras augmentent en masse, ce qui explique 
l’élévation de la quantité de PE observée.  
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Figure 42 : Effet du norflurazon sur la teneur en acides gras des lipides extra- 
chloroplastiques des feuilles de soja. (Acides gras en µg.g-1MVF.  T= Témoin, S1= 
10-6M, S2= 10-5M et S3= 10-4M). 
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         3.4.6 - Acides gras du PI 
 

En valeur absolue (Fig. 42), l’acide palmitique diminue pour toutes les 
concentrations d’herbicide utilisées. L’acide stéarique est réduit sous l’effet des 
doses 10-6M et 10-5M mais il augmente en présence de la forte dose. 
La masse de l’acide oléique varie très peu sous l’effet de l’herbicide. L’acide 
linoléique voit sa teneur augmenter sous l’effet des faibles doses et diminuer sous 
l’effet de la forte dose. Quant à l’acide linolénique, sa masse augmente légèrement 
pour toutes les doses de norflurazon utilisées. 
 
    3.5- Composition en acides gras et en espèces moléculaires des  
           différentes classes lipidiques 
 

         3.5.1 – composition en acides gras des lipides des membranes  
                    chloroplastiques 
 

Le tableau XXI, montre les variations de la composition en acides gras ainsi que 
l’indice de doubles liaisons ou IDL dans les lipides des membranes du chloroplaste 
(MGDG, DGDG et PG) des feuilles de plantules de soja témoins et traitées par le 
norflurazon 10-4 M. 
Dans le MGDG, la proportion de l’acide palmitique augmente et celle des acides 
gras insaturés oléique et linoléique diminue sous l’effet du norflurazon ; Le taux 
d’acide linolénique ne change pas d’où la faible variation de l’IDL. 
Dans le DGDG, les taux d’acides stéarique et oléique augmentent et ceux des acides 
linoléique et linolénique diminuent ce qui explique la réduction de l’IDL. 
Dans le PG, le norflurazon ne modifie que légèrement l’IDL car la réduction des 
proportions des acides trans hexadécénoique, oléique et linoléique est 
contrebalancée par l’augmentation du taux de l’acide linolénique. 
 
Tableau XXI : Effet du norflurazon 10-4 M sur la composition (en %) en acides gras 
des lipides des membranes chloroplastiques. (T : témoins, E : traitées). 
 
 16 :0 

 
16 :1t 18 :0 18 :1 18 :2 18 :3 IDL 

            T 
MGDG 
            E 

3.2± 0.5 
 

5.04± 1.6 
 

- 
 
- 

2.3± 1.6 
 

1.6  ± 0.3

0.2± 0.0 
 

0.6 ± 0.3

2.8± 0.6 
 

5.0 ±  0.0

91.5 ±1.3 
 

91.6 ±3.8 

280.3 
 

278.3 

            T 
DGDG 
            E 

12.5±0.6
 

12.3 ±0.3 
 

- 
 
- 

3.5± 0.3 
 

6.0 ± 1.7

0.7± 0.3 
 

2.7 ± 0.3

2.0± 0.1 
 

1.1 ± 0.0

81.2 ±1.0 
 

77.9 ±2.3 

248.3 
 

238.6 

            T 
PG 
            E 

34.6± 0.8 
 

45.0 ±3.1 

35.7 ±2.1 
 

22.1 ±2.8 

9.9 ± 1.5
 

11.1 ±0.5

6.9 ± 0.9 
 

3.7 ± 0.3

4.5 ± 0.2
 

2.2 ± 0.1

8.3 ± 1.0 
 

15.8 ±2.6 

76.5 
 

77.6 
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         3.5.2 - Espèces moléculaires des lipides des membranes  
                    chloroplastiques 
 

                   - Espèces moléculaires du MGDG 
 

Dans le MGDG (Tab. XXII), l'espèce moléculaire 18 :3/18 :3, espèce majoritaire 
qui représente 92 % du total des espèces moléculaires du MGDG dans les feuilles 
témoins diminue à 71.9 % dans les feuilles des plantules traitées soit une réduction 
de 22% sous l'effet du norflurazon. 
Cette réduction découle de l’augmentation de l’espèce moléculaire 18 :2/18 :3 et 
plus particulièrement de l’espèce moléculaire 18:2/18:2 qui sont les précurseurs 
immédiats de la 18:3/18:3 MGDG. En effet, l’espèce moléculaire 18 :2/18 :2 est 6 
fois plus représentée dans les feuilles des plantules traitées ; ce résultat suggère une 
inhibition de l'ω3 désaturase liée au MGDG. Norman et al., (1987) ont également 
observé une diminution des espèces moléculaires les plus insaturées du MGDG 
dans les plantules d’arabidopsis soumise à un autre pyridazinone substitué le BASF 
13-338. Cette inhibition semble affecter les deux positions sn1 et sn2 du MGDG.  
 

Tableau XXII : Effet du norflurazon 10-4M sur la composition en espèces 
moléculaires du MGDG des feuilles de soja.(nmoles % ;T : témoins, E : traitées). 
 

Espèces 
Moléculaires 

MGDG 
 

       T               E 
18 :3/18 :3 
18 :2/18 :3 
18 :2/18 :2 
18 :1/18 :3 
18 :0/18 :3 
16 :0/18 :3 

92            71.9 
       0.3            2.7 

 3.2           18.5 
-               - 

0.1            1.0 
4.4           5.8 

 

 
La réduction du 18 :3/18 :3 MGDG peut provenir de la diminution de la 
désaturation des espèces moléculaires précurseurs 18 :2/18 :3 et 18 :2/18 :2 et/ou de 
la stimulation de la dégradation du dilinolényl MGDG par les galactolipases. Il a été 
montré que les activités des MGDG hydrolases pouvaient augmenter sous l’action 
du stress hydrique (El Hafid et al., 1989) et la dégradation du MGDG est 
susceptible d’engendrer une diminution de l’insaturation suite à la réduction de 
l’acide linolénique. 
 
                   - Espèces moléculaires du DGDG 
 

Dans le DGDG, le norflurazon modifie légèrement la composition en espèces 
moléculaires (Tab. XXIII). Il diminue l’espèce moléculaire la plus insaturée 
18 :3/18 :3 tout en augmentant les espèces moléculaires précurseurs les 18 :2/18 :3 
et 18 :2/18 :2. 
Les autres espèces moléculaires ne varient presque pas sous l’effet de l’herbicide. 
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Tableau XXIII : Effet du norflurazon 10-4 M sur la composition en espèces 
moléculaires du DGDG des feuilles de soja.(nmoles %). 
 

Espèces 
moléculaires 

DGDG 
 

T              E 
 

18 :3/18 :3 
18 :2/18 :3 
18 :2/18 :2 
18 :1/18 :3 
18 :0/18 :3 
16 :0/18 :3 
18 :1/18 :2 
16 :0/18 :2 

 
69.1          64.0 
2.9             3.9 
0.4            3.2 
0.7            1.0 
5.8            4.8 
19.8          21.8 
0.1            0.1 
0.9            1.0 

 
 

                   - Espèces moléculaires du PG 
 

Dans le PG, le norflurazon réduit toutes les espèces moléculaires ayant du C16:1t en 
position sn2 du PG plus particulièrement la 18 :3/16 :1t et 18 :2/16 :1t qui sont 
respectivement réduites de 38% et 91% dans le PG des feuilles traitées alors que les 
espèces moléculaires saturées ayant du C16:0 en position sn-2 en particulier les 
18 :3/16 :0 et 18 :2/16 :0 augmentent respectivement de 68% et 30% sous l'effet de 
l'herbicide (Tab. XXIV). 
 

Tableau XXIV : Effet du norflurazon 10-4M sur la composition en espèces 
moléculaires du PG des feuilles de soja (nmoles %). 
 

Espèces moléculaires PG 
T                E 

 
18:3/16:0 
18:3/16:1t 
18:2/16:0 
18:2/16:1t 
18:1/16:0 
18:1/16:1t 

 
14.5         24.5 
15.2           9.2 
7.2            9.4 
3.5            0.3 
30.4         29.0 
29.1         27.1 

 
La réduction des espèces moléculaires ayant du C16 :1t traduit une inhibition de la 
∆3 trans désaturase liée au PG. 
 

 
             18:3/16:0 PG   ∆3

 trans désaturase         18:3/16:1t PG 
             18:2/16:0 PG                                         18:2/16:1t PG 
                18:1/16:0 PG             Inhibée                 18:1/16:1t PG  
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Le PG 16 :1tr est impliqué dans la biogénèse du LHCII, dans son organisation 
oligomérique  et donc dans le fonctionnement du PSII (Dubertret et al., 1994). La 
forte chute du C16 :1tr lié au PG traduit une altération dans l’organisation 
supramoléculaire de l’antenne collectrice d’énergie du PSII de ce fait, la phase 
claire de la photosynthèse est perturbée ce qui se répercute négativement sur le 
fonctionnement et l'état général du végétal. 
 

Dans les trois principaux lipides des membranes du chloroplaste, le norflurazon 
entraine une augmentation de la saturation en favorisant l’accumulation des espèces 
moléculaires les moins insaturées suite probablement au blocage des enzymes 
impliquées dans les activités de désaturation. 
 
         3.5.3 – Composition en acides gras des lipides des membranes 
                     extrachloroplastiques 
 

Dans les phospholipides (PC, PE et PI) du compartiment extrchloroplastique, les 
changements dans la composition en acides gras concernent surtout les acides 
linoléique et linolénique. L’acide linoléique est en proportion réduite dans les 
plantules traitées alors que le taux d’acide linolénique est augmenté sous l’effet du 
norflurazon. Cet effet se reflète au niveau de l’IDL qui est augmenté en présence de 
l’herbicide (Tab. XXV). 
 

Tableau XXV : Effet du norflurazon 10-4 M sur la composition (en %) en acides 
gras des lipides des membranes extrachloroplastiques. 
 

Acides Gras 
 C16 :0 C18 :0 C18 :1 C18 :2 C18 :3 IDL 

 
PC          T 

 
              E 

 
22.4 ± 0.3

 
21.2 ± 0.6

 
07.9 ± 0.9

 
07.9 ± 0.8

 
02.8 ± 0.4

 
01.5 ± 0.3

 
30.9 ± 1.4 

 
12.7 ± 0.8 

 
35.9 ± 1.8 

 
56.6 ± 2.0 

 
172.3 

 
196.7 

PE          T 
 

              E 

30.5 ± 2.8
 

30.6 ± 1.6

19.1 ± 1.1
 

19.7 ± 1.5

2.6 ± 0.3 
 

2.3 ± 0.7 

26.4 ± 3.9 
 

15.3 ± 3.5 

12.8 ± 1.4 
 

27.8 ± 0.7 

93.8 
 

116.3 
PI           T 

 
              E 

37.5 ± 3.6
 

37.8 ± 2.1

29.3 ± 1.4
 

18.1 ± 2.1

2.5 ± 0.8 
 

2.7 ± 0.7 

15.0 ± 1.0 
 

8.2 ± 0.5 

16.1 ± 1.6 
 

31.6 ± 1.2 

80.8 
 

113.9 
 

Aussi bien dans la PC que dans la PE et le PI, il est observé une diminution du taux 
de 18 :2 concomitant à une augmentation du taux de 18 :3 sous l’effet du 
norflurazon. Cet herbicide semble donc favoriser la formation de l’acide linolénique 
dans le compartiment extrachloroplastique. 
 
         3.5.4 - Espèces moléculaires des lipides des membranes 
                    extrachloroplastiques 
 

                   - Espèces moléculaires de PC    
 

Dans la PC (Tab. XXVI), le norflurazon réduit l'espèce moléculaire majoritaire 
18:2/18:3 qui est de 91% dans les feuilles des plantules témoins et qui n'est que de 
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83% dans les feuilles des plantules prétraitées au norflurazon; L’espèce moléculaire 
18 :2/18 :2 est également diminuée sous l’effet de l’herbicide (30% de réduction) ; 
en revanche l'espèce la plus insaturée 18:3/18:3 qui est très réduite dans les feuilles 
témoins (0.6%) augmente sous l'effet du norflurazon (5.3%); ceci traduirait une 
stimulation de la ∆15

 désaturase liée à la PC. 
Les autres espèces moléculaires moins insaturées (18 :1/18 :3, 18 :0/18 :3 et 
18 :1/18 :2) varient peu dans les plantules traitées. Les espèces moléculaires 
16:0/18:3 et 16:0/18:2 sont en proportions presque doublées sous l'effet de 
l'herbicide. 
 

Tableau XXVI : Effet du norflurazon 10-4 M sur la composition en espèces 
                           moléculaires dans la PC des feuilles soja (nmoles %). 
 

Espèces moléculaires PC 
T                E 

 
18 :3/18 :3 
18 :2/18 :3 
18 :2/18 :2 
18 :1/18 :3 
18 :1/18 :2 
18 :0/18 :3 
16 :0/18 :3 
16 :0/18 :2 

 
Σ18/18 
Σ16/18 

 
   0.6              5.3 

91.2           83.6 
3.0              2.1 
 0.4              0.3 
0.4              0.3 
0.3              1.0 
1.9              3.5 
1.9              3.6 

 
95.9              92.6 
3.8                 7.1 

 
La somme des espèces moléculaires 18/18 diminue de 95.9% à 92.6% sous l’effet 
de l’herbicide alors que la somme des espèces moléculaires saturées 16/18 est 
pratiquement doublée en présence du norflurazon (Tab. XXVI). Le norflurazon 
semble modifier la distribution des espèces moléculaires liées à la PC et augmenter 
les espèces moléculaires 16/18 suite probablement à une exportation plus intense de 
l’acide palmitique à partir du chloroplaste.  
 

                   – Espèces moléculaires de PE 
 

Dans la PE (Tab. XXVII), l'espèce moléculaire la plus insaturée varie très peu, 
l’espèce moléculaire 18:2/18:3 augmente 4 fois plus sous l'effet du norflurazon 
alors que les espèces moléculaires 18:1/18:3 et 18:2/18:2 sont réduites dans les 
feuilles des plantules traitées. 
Le norflurazon semble favoriser la formation des espèces 18 :2/18 :3 et 18 :3/18 :3 
au détriment des espèces 18 :1/18 :3 et 18 :2/18 :2. 
Les espèces moléculaires contenant du C16 en position sn1de la PE évoluent 
différemment sous l'effet du norflurazon: la 16:0/18:3 varie très peu alors que 
l'espèce 16:0/18:2 augmente.  
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Tableau XXVII : Effet du norflurazon 10-4 M sur la composition en espèces 
                            moléculaires dans la PE des feuilles soja (nmoles %). 
 

Espèces moléculaires PE 
T              E 

18 :3/18 :3 
18 :2/18 :3 
18 :2/18 :2 
18 :1/18 :3 
16 :0/18 :3 
16 :0/18 :2 

13.6          15.8 
5.8            20.6 
29            10.9 
3.4            0.7 
33.5          31.3 
14.5          20.5 

 
Le norflurazon agit différemment sur la composition en acides gras des différentes 
classes lipidiques et leur niveau d’insaturation : dans le compartiment 
chloroplastique il a tendance à réduire le niveau d’acides gras insaturés alors que 
dans les phospholipides du compartiment extrachloroplastique il a plutôt tendance à 
élever le niveau d’insaturation en augmentant le taux d’acide linolénique. 
 

Discussion  
 

D’après nos résultats, le norflurazon semble exercer deux actions possibles qui 
varient en fonction de l’intensité de la dose : 
Les doses 10-6M et 10-5M qui peuvent être qualifiées de doses faibles à modérées, 
augmentent légèrement la masse des lipides totaux dans les plantules traitées, les 
classes lipidiques les plus concernées par cette augmentation étant les galactolipides 
et le PG. Cette action stimulante a été signalée dans de nombreuses situations de 
stress modéré : la cellule végétale réagit au stress en stimulant ses activités 
enzymatiques.   
 

La dose 10-4M qui peut être considérée comme forte car elle provoque le 
photobleaching des plantules traitées, réduit la masse des lipides totaux de 43% 
dans les feuilles des plantules traitées comparativement aux plantules témoins. La 
réduction des lipides totaux peut découler de l’inhibition de leur biosynthèse sous 
l’effet de l’herbicide et/ou de l’accélération de leur dégradation. 
Une réduction de la masse de lipides totaux a déjà été rapportée par Willemot et al., 
(1979) dans des racines de plantules de blé (Triticum aestivum) traitées par le BASF 
13 338 ou San 9785 et par Di Baccio et al., (2002) dans les étioplastes de feuilles de 
plantes d’orge (Hordeum vulgare) traitées par le norflurazon. 
Par ailleurs, Rajasekharan et Sastry, (1987) ont rapporté une inhibition de l’acide 
gras synthétase par cinq pyridazinones substitués dans les feuilles d’Arachis 
hypogea. 
L’effet exercé par le norflurazon sur les lipides n’est pas un phénomène secondaire 
résultant de son action sur les pigments donc « du bleaching », il s’agit d’une action 
directe car le même effet a été observé sur les lipides des tissus non 
photosynthétiques tels que les racines (St John, 1982). 
 

Dans les plantules de soja, les classes lipidiques les plus sensibles à l’herbicide et 
donc les plus affectées par cette diminution sont les lipides chloro-plastiques : les 
MGDG, DGDG et PG diminuent en masse respectivement de 67%, 79%  et 43 % 
par rapport aux plantules témoins.  
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Ces observations montrent que les chloroplastes sont les premiers à manifester les 
signes de stress, et suggèrent que ces changements affectent les membranes de 
l’enveloppe et des thylakoides. En effet, les galactolipides jouent un rôle essentiel 
dans la biogénèse des membranes chloroplastiques (Jarvis et al., 2000) : ils 
favorisent l’intégration des complexes proteiques dans les membranes des 
thylakoides (Dormann et Benning, 2002) intervenant ainsi dans la formation des 
empilements granaires (Lee, 2000). 
La forte réduction des galactolipides traduit donc une altération et une 
déstructuration sévère des membranes chloroplastiques. 
Une réduction de la teneur en galactolipides a déjà été signalée par Khan et al., 
(1979) chez les plantules de Vicia faba et de Hordeum vulgare traitées par les 
pyridazinones San 9785 et San 6706. 
La diminution des galactolipides peut être due à l’inactivation des enzymes 
intervenant dans leur biosynthèse (MGDG synthétase et DGDG synthétase) et/ou à 
l’activation des enzymes intervenant dans les processus de dégradation de ces 
lipides (galactolipases). 
 

Dans les feuilles de soja, les cellules sous l’effet du norflurazon, augmentent les 
phospholipides du compartiment extrachloroplastique PC et PE (probablement pour 
compenser la perte des lipides chloroplastiques). Une augmentation des 
phospholipides a été observée par Thomas et al., (1982) dans des feuilles de 
plantules d’orge soumises à un stress hydrique. Jouhet et al., (2003) ont également 
observé une augmentation de PC dans les cellules de végétaux en réponse à une 
carence en phosphate. 
L’augmentation des PC et PE dériverait du blocage de la synthèse des galactolipides 
(PC étant à l’origine des DAG précurseurs des galactolipides) et/ou d’une activation 
de leur biosynthèse. 
 

Il a été également observé une augmentation des lipides neutres en présence du 
norflurazon suite probablement à une dégradation partielle de certains lipides 
polaires. Ces lipides neutres qui se formeraient à partir des acides gras libérés 
contribueraient à éviter la péroxydation de ces acides gras par les formes réactives 
d’oxygène. 
L’augmentation de la teneur en lipides neutres a été observée dans des conditions de 
stress salin (Gharsalli et Cherif, 1984) et hydrique (Monteiro de Paula et al., 1990 ; 
Hamrouni et al., 2001). 
 

Le norflurazon modifie la composition en acides gras des différentes classes 
lipidiques. 
Dans le MGDG, l’espèce moléculaire la plus insaturée du MGDG à savoir la 
18 :3/18 :3 diminue sous l’effet du norflurazon alors que les espèces moléculaires 
précurseurs 18 :2/18 :3 et 18 :2/18 :2 augmentent ; ceci traduit une inhibition de la 
désaturation du linoléate en linolénate lié au MGDG. 
Il se pourrait que la réduction du 18 :3/18 :3 MGDG soit également due à une 
activité de dégradation sélective de ces espèces moléculaires par des MGDG 
hydrolases ou galactolipases stimulées par l’herbicide entraînant une réduction de 
l’insaturation . Ce phénomène a déjà été observé par El Hafidi et al., (1989) dans 
des feuilles de coton soumises à un stress hydrique. 
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De nombreux travaux dont ceux de St John, (1982), Khan et al., (1979), Davies et 
Harwood, (1983) et Norman et St John, (1987) ont rapporté une augmentation du 
rapport 18 :2/18 :3 des galactolipides sous l’effet des pyridazinones et ont montré 
que les pyridazinones (BASF 13 338, norflurazon et metflurazon) bloquent la 
désaturation du C18 :2 en C18 :3 lié au MGDG. 
Cependant, la réaction aux traitements par les pyridazinones peut varier selon 
l’espèce végétale étudiée : le traitement de Vicia faba par le metflurazon n’a qu’un 
très faible effet sur la composition en acides gras des galactolipides (Khan et al., 
1979), chez Hordeum vulgare cet herbicide réduit le niveau de 18 :3 et augmente 
celui de 18 :2 lié aux galactolipides (Khan et al., 1979 ; St John, 1982). 
 

Le norflurazon affecte la composition en acides gras et en espèces moléculaires du 
PG : le taux de C16 :1t diminue alors que celui du C16 :0 augmente, par ailleurs les 
espèces moléculaires ayant du C16 :1t sont réduites par le norflurazon alors que les 
espèces moléculaires plus saturées ayant du C16 :0 sont favorisées en présence de 
l’herbicide traduisant ainsi une inhibition de la ∆3 trans désaturase liée au PG. 
Davies et Harwood (1983), ont déjà signalé l’inhibition de la désaturation du C16 :0 
en C16 :1t liée au PG sous l’effet du metflurazon et du norflurazon chez diverses 
plantes.  
De nombreuses approches biochimiques et génétiques ont assigné au PG 16 :1t un 
rôle clef dans le processus de trimérisation des monomères LHCII et dans la 
formation des accolements granaires des thylakoides (Dubacq et Trémolières, 
1983 ; Trémolières et al ., 1991 ; Dubertret et al., 1994 ; El Maani et al., 1998) ; il 
est donc clair que l’inhibition occasionnée par le norflurazon doit perturber 
l’organisation fonctionnelle des membranes photosynthètiques. 
 

Il est suggéré tout au moins chez certaines plantes telles Vicia faba que le site 
extrachloroplastique de synthèse du 18 :3 n’est pas influencé par les pyridazinones 
(Lem et Williams, 1981-1983, Norman et St John, 1987). Cependant Ashworth et 
al., (1981) ont rapporté dans les tissus non photosynthétiques (racines) de blé une 
augmentation du rapport 18: 2/18 :3 dans la PC et la PE sous l’effet du BASF 13 
338 indiquant par là une inhibition de la désaturation du C18 :2. 
Dans notre cas, nous avons observé au niveau du compartiment 
extrachloroplastique, une augmentation du niveau de C18 :3 lié à la PC et à la PE et 
une augmentation des espèces moléculaires 18 :3/18 :3 au détriment des espèces 
18 :2/18 :3 et 18 :2/18 :2. Ces résultats suggèrent une éventuelle activation de la  ∆15 
désaturase extrachloroplastique par le norflurazon. 
Le norflurazon affecte négativement les désaturases chloroplastiques (∆3 trans 
désaturase liée au PG et ω3 désaturase liée au MGDG) et semble favoriser la 
désaturation du C18 :2 dans le compartiment extrachloroplastique. Ce résultat 
appuie l’idée rapportée dans plusieurs situations physiologiques ou génétiques selon 
laquelle les plantes du fait de l’organisation coopérative du métabolisme lipidique 
sont capables de compenser une déficience dans la désaturation dans un 
compartiment (ici le compartiment chloroplastique) par une augmentation de ce 
mécanisme dans le compartiment non affecté (ici le réticulum endoplasmique). 
 

L’effet du norflurazon sur les feuilles de soja et leur métabolisme lipidique peut être 
assimilé à une sénescence. Dans les feuilles d’orge, Gut et Matile (1989) et dans 
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celles de tabac, Koiwai et al., (1981) ont montré une réduction des galactolipides 
accompagnée d’une augmentation de PC enrichie en résidus 18 :3/18 :3 a été 
observée. Selon Wanner et al., (1991), le MGDG serait converti en DAG lui même 
converti en PC. 
Dans les feuilles de soja, le norflurazon induit donc une variation dans la 
composition en glycérolipides qui peut découler de la diminution ou de l’inhibition 
de la biosynthèse de différentes classes lipidiques et/ou de l’accélération de leur 
dégradation. Le norflurazon engendre une sérieuse altération des galactolipides et 
une augmentation des phospholipides extrachloroplastiques ainsi que des lipides 
neutres. 
De plus le norflurazon entraîne une diminution du degrés d’insaturation des lipides 
chloroplastiques suite à l’inhibition de la synthèse des acides gras insaturés et des 
activités désaturases ou à des activations des mécanismes de dégradation..  
La réduction des lipides membranaires et l’altération de leur composition avec une 
tendance vers la saturation peut bloquer l’habilité de la plante à optimiser la fluidité 
et le fonctionnement des membranes. Ce changement dans la composition en lipides 
peut intervenir dans la réponse des plantes aux températures extrêmes (Scalla, 
1991). 
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Effet du norflurazon sur la biosynthèse  
         des lipides foliaires du soja 
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   Les résultats précédents montrent que le norflurazon à la dose 10-4M diminue la 
masse des lipides totaux dans les feuilles de soja, réduit les acides gras insaturés 
dans les lipides du compartiment chloroplastique et augmente au contraire 
l’insaturation des phospholipides du compartiment extra-chloroplastique. Dans cette 
partie du travail, la fourniture du [1-14C] acétate qui permet de suivre la biosynthèse 
de novo des acides gras va permettre de mieux appréhender l’effet du norflurazon 
sur la biosynthèse des lipides foliaires du soja. 
 

1- Effet sur l’incorporation du [1-14C] acétate dans les lipides foliaires du  
      soja. 
 

Les courbes de cinétique d’incorporation du [1-14C] acétate, dans les lipides 
foliaires des plantules de soja témoins et traitées par le norflurazon 10-4M (Fig. 43), 
montrent une certaine ressemblance, avec cependant une réduction de la quantité de 
lipides radioactifs sous l’effet de l’herbicide et ceci pour tous les temps de 
marquage. 
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Figure 43 : Effet du norflurazon sur la cinétique d'incorporation du [1-14C] acétate 
dans les lipides foliaires du soja. (Radioactivité incorporée en µmoles.g-1MVF). 
 
En effet, la radioactivité augmente rapidement dans les lipides des feuilles des 
plantules témoins et traitées pendant les premières heures de marquage atteignant 
après 6 heures de marquage 5.93 µmol.g-1MVF dans les feuilles témoins et 4.95 
µmol.g-1MVF dans les feuilles traitées soit respectivement 29% et 24% de la 
radioactivité déposée. 
La radioactivité augmente lentement à 11.3 µmol.g-1MVF et 10 µmol.g-1MVF à 24 
heures ce qui correspond à des taux de 56% et 50% de lipides radioactifs 
respectivement dans les plantules témoins et traitées. Au delà de 24 heures, la 
radioactivité décline chutant à 9 µmol.g-1MVF et 5.6 µmol.g-1MVF soit 44% et 27% 
de la radioactivité déposée respectivement dans les plantules témoins et les 
plantules traitées par l’herbicide. 
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Le norflurazon dans une première phase (entre 0 heures et 24 heures) réduit de 14% 
la quantité de lipides radioactifs dans les feuilles de soja freinant ainsi l’acide gras 
synthétase enzyme clef de la biosynthèse des lipides. 
Dans une deuxième phase (au delà de 24 heures), le pourcentage de réduction des 
lipides foliaires radioactifs par le norflurazon est de 40% ; cette diminution résulte 
non seulement du ralentissement de leur biosynthèse mais plus particulièrement de 
l’accélération de leur dégradation. 
 

2 - Effet sur l’incorporation du [1-14C] acétate dans les acides gras des 
     lipides foliaires. 
 

La figure 44, représente l’évolution de l’incorporation du [1-14C] acétate dans les 
acides gras des lipides foliaires des plantules témoins et traitées.  
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Figure 44 : Effet du norflurazon sur la cinétique d'incorporation du [1-14C] acétate 
dans les acides gras totaux des feuilles de soja. (Radioactivité incorporée en %). 
 
Après 6 heures de marquage, le norflurazon semble favoriser la formation de l’acide 
palmitique dont le taux de radioactivité est plus important dans les feuilles de 
plantules traitées. Au delà la proportion de cet acide gras est plus réduite sous l’effet 
de l’herbicide.  
Le taux d’acide stéarique ne varie pratiquement pas sous l’effet du norflurazon (Fig. 
44A). 
 
Après 6 heures de marquage, les proportions d’acide ∆3

 trans-hexadécénoique sont 
les mêmes dans les plantules témoins et les plantules traitées ; par la suite le taux 
d’acide trans hexadécénoique radioactif est plus réduit dans les plantules traitées 
(Fig. 44B). 
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Le taux d’acide oléique radioactif est plus élevé dans les feuilles des plantules 
traitées pendant toute la durée du marquage (Fig. 44C). Cette augmentation peut 
provenir d’une stimulation de la synthèse de cet acide gras par la stéaroyl désaturase 
et/ou d’une réduction de la formation de l’acide linoléique.  
Pour les temps courts (6 heures), le taux d’acide linoléique radioactif est plus 
important dans les plantules témoins, par la suite, le norflurazon élève la proportion 
de cet acide gras dans les plantules traitées (Fig. 44C). 
L’acide linolénique est en proportions égales dans les plantules témoins et les 
plantules traitées en début de marquage, au bout de 24 heures sa formation semble 
réprimée par l’herbicide qui réduit son taux de 35% comparativement au témoin. Au 
delà, le taux d’acide linolénique est sensiblement le même dans les feuilles des 
plantules témoins et les feuilles des plantules traitées par le norflurazon (Fig. 44D). 
Dans les lipides foliaires des plantules traitées, les acides gras saturés radioactifs 
sont plus représentés que les acides gras insaturés après 6 heures de marquage (Fig. 
44’) contrairement à ce qui est observé dans les plantules témoins. Au delà, les 
proportions d’acides gras saturés sont légèrement plus faibles dans les feuilles des 
plantules traitées et celles des acides gras insaturés sont légèrement plus élevées 
dans les plantules traitées. 
La formation des acides gras insaturés semble donc freinée par le norflurazon 
pendant les 6 premières heures de marquage, elle devient légèrement stimulée par la 
suite (cette stimulation concernant surtout la formation des acides oléique et 
linoléique). 
 
3 - Effet sur l’incorporation du [1-14C] acétate dans les lipides polaires 
     les lipides neutres. 
 

La figure 45, montre la formation des lipides polaires et des lipides neutres 
radioactifs dans les feuilles de plantules de soja témoins et traitées par le 
norflurazon. 
Pendant toute la durée du marquage, la radioactivité dans les lipides polaires des 
plantules traitées est plus faible que celle retrouvée dans ceux des plantules témoins. 
Les pourcentages de réduction par rapport aux plantules témoins sont 17%, 24% et 
36% respectivement après 6 heures, 24 heures et 48 heures de marquage.  
La formation des lipides neutres radioactifs est pratiquement la même dans les 
feuilles des plantules témoins et les feuilles des plantules traitées après 6 heures de 
marquage. Après 24 heures, le norflurazon favorise la formation des lipides neutres 
dont la quantité est doublée dans les feuilles des plantules traitées. Au delà de 24 
heures, les lipides neutres radioactifs sont légèrement plus réduits dans les feuilles 
des plantules traitées.  
Entre 6 heures et 24 heures, le norflurazon réduit la synthèse des lipides polaires et 
favorise la synthèse des lipides neutres. Au delà de 24 heures, le norflurazon semble 
plutôt accélérer la dégradation de tous les lipides radioactifs (polaires et neutres), 
leur quantité étant plus faible dans les plantules traitées. 
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Figure 45 : Effet du norflurazon sur l'incorporation du [1-14C] acétate dans les 
lipides polaires (LP) et les lipides neutres (LN) des feuilles de soja. (Radioactivité 
incorporée en µmoles.g-1 MVF). 
 
4- Effet sur l’incorporation du [1-14C] acétate dans les lipides des  
    membranes chloroplastiques 
 

La figure 46, montre l’effet du norflurazon sur la biosynthèse des lipides des 
membranes du chloroplaste. 
Le norflurazon diminue la synthèse du MGDG dans les feuilles des plantules 
traitées dès les temps courts de marquage : la radioactivité dans le MGDG des 
plantules témoins est de 0.42 µmol.g-1 MVF contre 0.30 µmol.g-1 MVF dans le 
MGDG des plantules traitées soit 28% de réduction. L’effet retardant du 
norflurazon sur la biosynthèse du MGDG est maximum après 24 heures de 
marquage où l’on note une diminution du MGDG radioactif dans les feuilles des 
plantules traitées de 67% comparativement aux plantules témoins. Après 48 heures 
de marquage, l’effet de l’herbicide est atténué : le pourcentage de réduction du 
MGDG radioactif n’est plus que de 21% (Fig. 46A). 
 

La formation du DGDG radioactif est également entravée par le norflurazon et ceci 
pour tous les temps de marquage avec un effet maximum dès 6 heures de 
marquage : en effet, la radioactivité dans le DGDG des plantules témoins est de 
0.38 µmol.g-1MVF, 0.41 µmol.g-1MVF et 0.38 µmol.g-1 MVF respective-ment après 
6 heures, 24 heures et 48 heures de marquage ; elle est de 0.23 µmol.g-1 MVF, 0.33 
µmol.g-1 MVF et 0.34 µmol.g-1 MVF dans les plantules traitées soit une réduction 
du DGDG radioactif de 40%, 19% et 10% respectivement après 6 heures, 24 heures 
et 48 heures de marquage sous l’effet du norflurazon (Fig. 46B). 
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Figure 46 : Effet du norflurazon sur la cinétique d'incorporation du [1-14C] acétate 
dans les lipides chloroplastiques des feuilles de soja. 
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La cinétique de la formation du PG radioactif dans les plantules témoins et dans les 
plantules traitées (Fig. 46C), montre que le norflurazon diminue la formation du PG 
radioactif entre 0 heure et 24 heures de marquage avec des pourcentages de 
réduction de 16% et 20% comparativement aux plantules témoins. Au delà de 24 
heures, le norflurazon accélère plutôt la dégradation du PG radioactif qui est réduit 
de 54% dans les plantules traitées. 
 

Les proportions relatives des lipides polaires radioactifs du compartiment 
chloroplastique sont consignées dans le tableau XXVIII.   
 
Tableau XXVIII : Effet du norflurazon sur la répartition de la radioactivité dans les 
lipides chloroplastiques après marquage au [1-14C] acétate. (Radioactivité en % de 
la radioactivité des lipides polaires). 
 

Classes 
lipidiques 6 h 24 h 48 h 

 
MGDG        T 
                    E 

 
DGDG        T 
                    E 

 
PG               T 
                    E 

 
9.8 
7.8 

 
8.4 
6.0 

 
15.0 
15.5 

 
15.8 
6.7 

 
4.1 
4.6 

 
17.4 
19.4 

 
21.6 
21.6 

 
4.9 
6.4 

 
16.6 
12.2 

 
Le norflurazon réduit les proportions du MGDG pendant les premières 24 heures de 
marquage en effet après cette période, le taux de MGDG radioactif est réduit de 
64% (ce taux passe de 15.8% dans les feuilles des plantules témoins à 6.7% dans les 
feuilles des plantules traitées). Après 48 heures de marquage, la proportion de 
MGDG est sensiblement la même dans les deux types de plantules. 
 

Le niveau de DGDG radioactif est légèrement réduit dans les plantules traitées 
après 6 heures de marquage (il est à un taux de 8.4% dans les témoins contre 6% 
dans les plantules traitées). Au delà la proportion de DGDG radioactif est 
légèrement plus élevée dans les plantules traitées.  
 

Les proportions de PG radioactif sont presque les mêmes dans les plantules témoins 
et les plantules traitées jusqu’à 24 heures de marquage, par la suite le PG radioactif 
est à un taux légèrement plus réduit dans les plantules traitées. 
Les membranes plastidiales sont composées d’un ensemble de pigments et de 
protéines associées à la matrice lipidique. Il est donc clair que la perturbation dans 
la composition en lipides de ces membranes engendrée par le traitement herbicide 
va modifier non seulement leur structure mais également leur fonctionnement. 
 
5- Effet sur l’incorporation du [1-14C] acétate dans les lipides des 
    membranes extrachloroplastiques 
 

Dans les plantules traitées (Fig. 47A), le norflurazon réduit la synthèse de la PC 
radioactive pendant les premières 24 heures de marquage, les pourcentages de 
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réduction étant de 19% et 22.5% respectivement après 6 heures et 24 heures de 
dépôt du précurseur radioactif. Entre 24 heures et 48 heures de marquage, le 
norflurazon accentue la réduction de PC radioactif (51 % de réduction) en 
accélérant probablement les processus de turn over de ce phospholipide. 
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Figure 47 : Effet du norflurazon sur la cinétique d'incorporation du [1-14C] acétate  
dans les phospholipides extrachloroplastiques des feuilles de soja. (Radioactivité 
incorporée en µmol.g-1MVF). 
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La formation de la PE radioactive (Fig. 47B) ne semble pas influencée par 
l’herbicide en début de marquage (6 heures), au delà la PE radioactive est plus 
réduite dans les plantules traitées : les pourcentages de diminution sont de 15% et 
24% après 24 heures et 48 heures de marquage. 
 

Pour les temps courts de marquage (6 heures), la synthèse du PI paraît identique 
dans les plantules témoins et les plantules traitées. Après 24 heures de marquage, le 
norflurazon augmente la formation du PI radioactif (Fig. 47C) (30% d’augmentation 
par rapport au témoin) ; au delà, comme pour les autres phospholipides, le 
norflurazon accélère la dégradation du PI radioactif qui est réduit de 22% par 
rapport aux plantules témoins. 
 

Le tableau XXIX, comporte les proportions relatives des phospholipides radioactifs 
du compartiment extrachloroplastique.  
En valeur relative, la PC est la classe lipidique la plus radioactive aussi bien dans 
les plantules témoins que dans les plantules traitées. Les proportions de cette classe 
lipidique sont sensiblement les mêmes dans les deux types de plantules après 6 
heures de marquage ; au delà, le taux de PC radioactif est légèrement plus réduit 
dans les plantules traitées. 
Les taux de PE et de PI sont légèrement plus élevés dans les plantules traitées pour 
tous les temps de marquage. 
 
Tableau XXIX : Effet du norflurazon sur la répartition de la radioactivité dans les 
lipides extrachloroplastiques après marquage au [1-14C] acétate. (Radioactivité en % 
de la radioactivité des lipides polaires). 
 

Classes 
lipidiques 6 h 24 h 48 h 

 
PC               T 
                    E 

 
PE               T 
                    E 

 
PI                T 
                    E 

 
55.2 
55.3 

 
5.8 
8.4 

 
5.8 
6.0 

 
45.5 
47.0 

 
10.7 
11.8 

 
5.9 
10.4 

 
39.6 
36.9 

 
12.3 
16.6 

 
4.7 
5.6 

 
Les figures 46 et 47, montrent que le norflurazon diminue la biosynthèse de 
pratiquement tous les lipides polaires radioactifs pendant les premières 24 heures de 
marquage, avec un effet prononcé sur la formation du MGDG radioactif qui est 
réduit de 67% après 24 heures, les autres lipides polaires radioactifs étant réduits en 
moyenne de 20 à 30%. 
Au delà de 24 heures, le norflurazon réduit tous les lipides polaires radioactifs et 
plus particulièrement les phospholipides en accélérant probablement leur 
dégradation avec un effet plus prononcé sur le PG qui est réduit de moitié. 
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6- Effet sur l’incorporation du [1-14C] acétate dans les acides gras des 
    lipides des membranes chloroplastiques. 
 

    6.1 - Acides gras du MGDG 
 

La figure 48, représente l’effet du norflurazon sur l’incorporation du [1-14C] acétate 
dans les acides gras du MGDG. 
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Figure 48 : Effet du norflurazon sur la cinétique d'incorporation du [1-14C] acétate
dans les acides gras du MGDG des feuilles de soja. (Radioactivité incorporée en %).
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Les proportions des acides gras saturés radioactifs (acides palmitique et stéarique) 
varient très peu sous l’effet du norflurazon. 
Concernant les acides gras insaturés, l’acide oléique radioactif est en proportions 
quasi égales dans les plantules témoins et les plantules traitées. 
L’acide linoléique radioactif est plus représenté dans les plantules traitées et ceci 
pour tous les temps de marquage alors que le taux d’acide linolénique radioactif est 
plus réduit sous l’effet de l’herbicide après 24 heures et 48 heures de marquage.  
Les indices de désaturation de l’oléate et du linoléate (Tab. XXX), sont les mêmes 
après 6 heures de marquage pour les plantules témoins et celles soumises à 
l'herbicide. Les variations apparaissent après 24 heures et 48 heures de marquage. 
Ainsi l’indice de désaturation de l’oléate est réduit presque de moitié après 24 
heures puis il redevient identique à celui des témoins après 48 heures de marquage. 
L’indice de désaturation du linoléate est légèrement réduit après 24 heures et 48 
heures de marquage dans les plantules traitées. 
 
Tableau  XXX : Indice de désaturation des acides gras dans le MGDG après 
marquage au [1-14C] acétate : effet du norflurazon. 
 
 

Indice de désaturation 6 h 24 h 48 h 
 

18 :2+18 :3/18 :1         T 
                                       E 

 
4.42 
4.40 

 
20.4 
11.6 

 
14.85 
14.41 

 
18 :3/18 :2                    T 
                                       E 

0.56 
0.51 

3.58 
2.59 

4.37 
3.47 

 
 
 

Dans les temps courts (6 heures), le norflurazon ne semble pas affecter les 
désaturases liées au MGDG. Pour des temps plus longs de marquage, le norflurazon 
réduit les activités de désaturation de l’oléate (quoique à 48 heures, l’indice de 
désaturation de l’oléate est le même dans les deux types de plantules) et du linoléate 
liées au MGDG. 
 
    6.2 - Effet sur la biosynthèse des espèces moléculaires du MGDG 
 

Sous l'effet du norflurazon (Fig. 49), la biosynthèse de l'espèce moléculaire 
majoritaire 18:3/18:3 MGDG diminue pour tous les temps de marquage. Dès 6 
heures, cette espèce moléculaire qui représente 78.2% dans les plantules témoins 
n’est qu’à un taux de 59.6% dans les plantules traitées soit une réduction de 24% 
sous l’effet de l’herbicide. Cette réduction est maintenue jusqu’à 48 heures où l’on 
enregistre une réduction de 30% par rapport au témoin. 
 

La proportion de l’espèce moléculaire radioactive 18:2/18:3 précurseur immédiat de 
l'espèce 18:3/18:3 augmente sous l'effet de l'herbicide et cela dès 6 heures de 
marquage ce qui traduit une inhibition du passage de l’espèce 18 :2/18 :3 vers 
l’espèce moléculaire 18 :3/18 :3. 
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L’espèce moléculaire 18 :2/18 :2 est également accumulée sous l’effet de 
l’herbicide de même que l’espèce moléculaire 18 :1/18 :2  
La proportion de l’espèce moléculaire 18 :1/18 :3 n’est pratiquement pas modifiée 
sous l’effet du norflurazon. 
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Figure 49 :Effet du norflurazon sur l’incorporation du [1-14C] acétate dans les 
espèces moléculaires du MGDG des feuilles de soja. (Radioactivité incorporée en 
%). 
Ces résultats confirment les indices de désaturation des oléate et linoléate et 
montrent une inhibition de la désaturation des espèces moléculaires à résidu oléique 
et linoléique en espèces moléculaires à résidus linoléique et linolénique au niveau 
du MGDG. 
 

                      ω3
  inhibée       18:2/18:3       ω3

  inhibée 
    18:1/18:2                                                                         18:3/18:3     
                                              18:2/18:2    
 

 
 
 
 
 
    6.3 – Acides gras du DGDG 
 

Dans le DGDG (Fig. 50), le norflurazon modifie de façon variable les taux d’acides 
gras radioactifs. Ainsi, l’acide palmitique radioactif ne présente pas de grandes 
variations de son pourcentage de radioactivité entre les plantules témoins et les 
plantules stressées. 
Le taux d’acide oléique radioactif augmente légèrement chez les plantules stressées 
après 6 heures et 24 heures de marquage mais après 48 heures il est en proportions 
égales dans les plantules témoins et les plantules traitées. 
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L’acide linoléique radioactif diminue sous l’effet du norflurazon pendant les 
premières 24 heures de marquage, au delà, il semble s’accumuler sous l’effet du 
norflurazon suite probablement à sa non transformation en acide linolénique. 
En effet l’acide linolénique radioactif, dont le taux est presque égal à celui du 
DGDG des plantules témoins jusqu’à 24 heure de marquage, est moins bien 
représenté chez les plantules stressées après 48 heures de marquage, le pourcentage 
de réduction étant de 20% par rapport aux plantules témoins.  
 
Dans le DGDG, le norflurazon semble également diminuer la proportion de 
linolénate, l’action étant nette à 48 heures de marquage. 
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Figure 50 : Effet du norflurazon sur la cinétique d'incorporation du [1-14C] acétate 
dans les acides gras du DGDG des feuilles de soja. (Radioactivité incorporée en %). 
 
    6.4 – Acides gras du PG 
 

Après 6 heures de marquage (Fig. 51), une légère diminution est décelée dans le 
pourcentage d’acide palmitique radioactif des plantules traitées contre une 
augmentation du taux d’acide trans hexadécénoique radioactif ; entre 24 heures et 
48 heures, l’acide palmitique présente une augmentation de son pourcentage de 
radioactivité (+ 22 % et + 7 % respectivement) sous l’effet du norflurazon contre 
une diminution du pourcentage de radioactivité de l’acide transhexadécénoique (- 
45 % et - 18 % respectivement). 
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Figure 51 : Effet du norflurazon sur l'incorporation du [1-14C] acétate dans les 
acides gras du PG des feuilles de soja. (Radioactivité incorporée en %). 
 
L’indice de désaturation du C16 :0 en C16 :1t ( Tab. XXXI) diminue dans les 
plantules traitées ; cette diminution est très prononcée après 24 heures de marquage, 
ce qui traduit une inhibition de la ∆3

 trans désaturase liée à ce phospholipide 
chloroplastique. 
 

 
                  ∆3 trans désaturase Inhibée 
            C16 :0 PG                        C16 :1t PG 
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Tableau XXXI : Indice de désaturation des acides gras dans le PG des feuilles de 
soja après marquage au [1-14C] acétate : effet du norflurazon. 
 

Indice de désaturation 6 h 24 h 48 h 
 

16 :1t/16 :0                  T 
                                       E 

 
18 :2+18 :3/18 :1        T 
                                      E 

 
18 :3/18 :2                   T 

                                       E 

 
28.60 
37.05 

 
1.29 
0.81 

 
0.59 
0.68 

 
51.00 
18.77 

 
1.54 
1.25 

 
1.15 
0.72 

 
58.40 
41.08 

 
2.15 
1.41 

 
1.39 
0.81 

 
Le PG est un lipide entièrement synthétisé dans le chloroplaste par la voie 
procaryote. Il présente des acides gras à 18 carbones en position sn-1 et des acides 
gras à 16 carbones en position sn-2. La présence des acides linoléique et linolénique 
au sein de ce phospholipide signifie qu’il est le siège des désaturations des acides 
oléique et linoléique. 
Le taux d’acide oléique radioactif lié au PG augmente légèrement après 6 heures de 
marquage dans les plantules traitées, puis il est réduit de 40% après 24 heures de 
marquage et se retrouve à des proportions quasi identiques dans les deux types de 
plantules après 48 heures de marquage. 
La proportion d’acide linoléique est diminuée dans les plantules traitées pendant les 
premières 24 heures de marquage puis son taux devient plus élevé sous l’effet du 
norflurazon. 
L’acide linolénique radioactif est plus réduit dans les plantules traitées et ceci 
pendant toute la durée du marquage (Fig. 51).   
 

L’indice de désaturation de l’acide oléique est plus réduit en présence de l’herbicide 
pour tous les temps de marquage. Celui de l’acide linoléique est légèrement plus 
élevé après 6 heures de marquage puis il devient nettement plus réduit dans le PG 
des plantules traitées après 24 heures et 48 heures de marquage (Tab. XXXI).   
 

Le norflurazon semble donc bloquer les oléate et linoléate désaturases (ω6 et ω3 

désaturases) liées au PG chloroplastique. 
 

 
         ω6 désaturase inhibée          ω3 désaturase inhibée 
 C18 :1 PG 

 
   C18 :2 PG  C18 :3 PG    

          
 
 

Le norflurazon, outre son action inhibitrice sur les désaturases intervenant dans la 
biosynthèse des caroténoides, affecte également les désaturases liées au lipides des 
membranes chloroplastiques. 
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7 - Effet sur l’incorporation du [1-14C] acétate dans les acides gras des  
     lipides des membranes extra-chloroplastiques. 
 

    7.1 – Acides gras de PC   
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Figure 52 : Effet du norflurazon sur la cinétique d'incorporation du [1-14C] 
acétatedans les acides gras de PC des feuilles de soja. (Radioactivité incorporée en 
%). 
 
Dans PC (Fig. 52), les acides gras saturés radioactifs (acides palmitique et 
stéarique) varient légèrement entre les plantules témoins et les stressées et ceci pour 
tous les temps de marquage. 
Le taux d’acide oléique radioactif est presque le même dans les plantules témoins et 
traitées. 
L’acide linoléique, acide gras le plus marqué diminue en proportions chez les 
plantules traitées. Les pourcentages de réduction sont de 13% ,19% et 12% 
comparativement aux plantules témoins. 
Le taux d’acide linolénique radioactif est augmenté dans les plantules traitées 
pendant toute la durée du marquage, les pourcentages d’augmentation étant de 
66.6%, 47% et 58.6% respectivement après 6 heures, 24 heures et 48 heures de 
marquage.  

 160



Le norflurazon en augmentant la proportion d’acide linolénique lié à la PC 
stimulerait l’activité linoléate désaturase liée à la PC. L’augmentation du linolénate 
lié à la PC pourrait provenir aussi du non transfert des groupements acyls de la PC 
vers le chloroplaste. 
 
    7.2 - Effet sur la biosynthèse des espèces moléculaires de PC 
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Figure 53 : Effet du norflurazon sur l'incorporation du [1-14C] acétate dans 
lesespèces moléculaires de PC des feuilles de soja. (Radioactivité incorporée en %). 
 
Dans PC des plantules traitées (Fig. 53), le norflurazon favorise la formation de 
l’espèce moléculaire 18 :3/18 :3 radioactive pendant toute la durée du marquage. 
Après 48 heures de dépôt du précurseur radioactif, la proportion de cette espèce 
moléculaire dépasse le double de celle retrouvée dans la PC des plantules témoins. 
En revanche, les proportions des espèces moléculaires radioactives précurseurs à 
savoir 18 :2/18 :3 et 18 :2/18 :2 sont réduites dans les plantules traitées.  
Un effet similaire est observé dans les mélanges d’espèces moléculaires 
radioactives 16 :0/18 :3, 18 :1/18 :3 dont les proportions sont plus élevées dans les 
plantules traitées alors que leurs précurseurs 16 :0/18 :2 et 18 :1/18 :2 présentent un 
pourcentage de radioactivité plus réduit sous l’effet de l’herbicide.  
Ces résultats qui montrent que les espèces moléculaires les plus insaturées sont plus 
importantes en présence du norflurazon, suggèrent une activation par cet herbicide 
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de la désaturation des espèces moléculaires à résidus linoléate en espèces 
moléculaires à résidus linolénate. 
 

L’espèce moléculaire radioactive 16 :0/18 :1 est en proportions égales dans les 
plantules témoins et les plantules traitées après 6 heures de marquage. Pour les 
temps plus longs, elle est à des taux plus élevés dans les plantules traitées ce qui 
traduirait un ralentissement de la désaturation de cette espèce moléculaire en produit 
plus insaturé.  
Au niveau de PC le norflurazon agirait donc essentiellement en activant la linoléate 
désaturase résultat que nous avons déjà observé avec l’étude de la composition en 
acides gras et celle de la biosynthèse des acides gras liés à PC.     
 
    7.3 – Acides gras de PE 
 

Dans PE (Fig. 54), l’acide palmitique radioactif augmente en pourcentage chez les 
plantules traitées après 24 heures et 48 heures de marquage ; l’acide stéarique 
radioactif est moins représenté dans PE des feuilles des plantules traitées pendant 
les 24 premières heures de marquage. Il est en proportions égales dans les plantules 
témoins et traitées après 48 heures de marquage. 
L’acide oléique radioactif présente un plus fort pourcentage de radioactivité chez les 
traitées après 6 heures de marquage mais au delà il ne présente pas de différence 
notable. 
L’acide linoléique radioactif diminue sous l’effet du norflurazon pour tous les temps 
de marquage. Quant à l’acide linolénique radioactif, il est en proportions égales 
dans les deux types de plantules pour les temps courts de marquage (6 heures), pour 
des temps plus longs, il est à des taux plus élevés dans les plantules traitées. 
Ce résultat est similaire à celui observé au niveau de PC. Le norflurazon semble 
donc diminuer le taux d’acide linoléique radioactif et augmenter celui de l’acide 
linolénique radioactif au niveau du PE. 
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Figure 54 : Effet du norflurazon sur la cinétique d' incorporation du [1-14C] 
acétatedans les acides gras de PE des feuilles de soja. (Radioactivité incorporée en 
%). 
 
L’augmentation de l’acide linolénique lié au PE doit provenir du pool de linolénoyl 
CoA dérivant de la PC (le taux d’acide linolénique radioactif lié à la PC étant 
rehaussé sous l’effet du norflurazon) suite à un échange d’acyls CoA (Williams et 
al., 2000).  
 
Discussion 
 

Les expériences de marquage au [1-14C] acétate montrent que dès les temps courts 
de marquage (6 heures), le norflurazon réduit la radioactivité retrouvée dans la 
fraction lipidique totale dans les plantules traitées et cette réduction est accentuée 
pour les temps longs de marquage (24 heures). Le norflurazon réduit donc la 
synthèse de novo des acides gras dans le stroma des chloroplastes en inhibant les 
enzymes impliquées dans cette synthèse notamment l’acide gras synthétase. 
Rajasekharan et Sastry, (1987) ont montré que le norflurazon freine l’incorporation 
du [1-14C] acétate dans les lipides des disques de feuilles d’arachide et inhibe 
l’acide gras synthétase dans les chloroplastes isolés de ces feuilles. 
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Une diminution des lipides totaux des étioplastes de feuilles d’orge traitées par le 
norflurazon a été également rapportée par Di Baccio et al., (2002). 
Au delà de 24 heures de marquage, l’incorporation de la radioactivité diminue plus 
rapidement dans les plantules traitées indiquant que le turn over des lipides est 
accéléré par l’herbicide. Le norflurazon semble agir aussi bien sur les enzymes de 
biosynthèse des lipides des feuilles de soja (synthèse de novo des acides gras) que 
sur celles du catabolisme des lipides (galactolipases, et phospholipases). 
 

La biosynthèse des classes lipidiques chloroplastiques et extrachloroplastiques est 
entravée par l’herbicide dès 6 heures de marquage.  
Le MGDG est la classe lipidique la plus affectée : après 24 heures de marquage la 
synthèse du MGDG radioactif est réduite de 67% dans les plantules traitées.  
La réduction du niveau de MGDG radioactif peut découler de l’inhibition des 
enzymes impliquées dans sa biosynthèse : Il a été démontré que des stress divers 
pouvaient diminuer les activités de biosynthèse des galactolipides notamment le 
stress thermique (Aid et al., 1998) et le stress hydrique (Benhassaine-Kesri et al., 
2002). 
Des travaux récents (Miège et al., 1999) ont rapporté que le MGDG peut être 
synthétisé par une famille multigénique de MGDG synthétases. La forte réduction 
de la biosynthèse du MGDG observée en présence du norflurazon présume de 
l’inhibition des différentes enzymes impliquées dans sa biosynthèse. 
Dans le compartiment chloroplastique, outre l’inhibition de la synthèse du MGDG 
par le norflurazon, la synthèse des DGDG et PG est également réduite par 
l’herbicide. La biosynthèse du MGDG est plus affectée par l’herbicide que celle du 
DGDG ; après 24 heures de marquage, le rapport MGDG/DGDG est réduit de 
presque de moitié dans les plantules traitées par l’herbicide suite à la forte réduction 
de la synthèse du MGDG. 
La diminution du niveau de biosynthèse du MGDG dans les plantes traitées par le 
norflurazon n’est pas suivie d’une augmentation du niveau de biosynthèse de 
DGDG la formation de ce dernier étant également entravée par l’herbicide bien que 
à un degré moindre que celle du MGDG. 
Si la synthèse du DGDG dérivait exclusivement de celle du MGDG grâce à la 
galactolipide : galactolipide galactosyl transférase ou GGGT, le taux de DGDG 
aurait dû s’effondrer avec la même intensité que celui du MGDG. 
Dormann, (2001) et Klaus et al., (2002) ont montré chez Arabidopsis deux gènes 
codant pour deux DGDG synthétases DGD1 et DGD2 la première correspondant à 
la GGGT étant responsable de la synthèse de la fraction prédominante du DGDG 
retrouvé dans les membranes des chloroplastes ; La deuxième serait responsable de 
la synthèse du DGDG chez le mutant dgd1 ou dans des conditions spécifiques de 
croissance (privation en phosphate). Le niveau de DGDG retrouvé dans les 
plantules traitées par le norflurazon proviendrait de cette dernière voie.    
 

Le MGDG et le PG sont des lipides constitutifs des membranes des thylakoides, et 
le DGDG est surtout retrouvé dans les membranes de l’enveloppe des chloroplastes. 
Leur réduction témoigne de la déstructuration de ces membranes en général et des 
thylakoides en particulier. 
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Les membranes extrachloroplastiques sont également affectées par le norflurazon 
dans la mesure où la biosynthèse des phospholipides PC, PE et PI est également 
diminuée dans les plantules traitées.  
 

A partir de 24 heures de marquage, le norflurazon accélère la dégradation des 
lipides foliaires en particulier PG dont le pourcentage de réduction dans les 
plantules traitées est supérieur à 50%. 
La diminution des différentes classes lipidiques polaires radioactives dans les 
plantules traitées peut résulter de plusieurs mécanismes : il peut s’agir d’une 
inhibition par l’herbicide des diverses enzymes impliquées dans leur biosynthèse 
(acide gras synthétase, acylases, UDP galactose diacylglycérol transférase ou 
MGDG synthétase, CDP-DAG 3phosphate phosphatidyl transférase, 
phosphatidylglycérol phosphate phosphatase….) ou d’une réduction de l’expression 
des gènes codant pour les enzymes impliquées dans la biosynthèse des lipides. 
Cette diminution peut trouver aussi une explication dans une éventuelle activation 
des enzymes de dégradation (galactolipases, phospholipases, péroxydases et 
lipoxygénases) et/ou de l’expression des gènes codant pour ces dernières. 
La diminution des lipides peut provenir aussi d’un manque d’énergie (ATP) 
résultant de la perturbation de la phase claire de la photosynthèse suite à la chute 
sévère des pigments photosynthétiques (caroténoides et chlorophylles). 
 

Le norflurazon augmente la quantité de lipides neutres radioactifs après 24 heures 
de marquage coïncidant avec la réduction du niveau des lipides polaires radioactifs 
et plus spécialement du MGDG radioactif sous l’effet de l’herbicide.  
Agnolucci et al., (1994) ont signalé des inclusions inhabituelles observées en 
conditions de stress et correspondant à des corps non osmiophiles. Ces inclusions 
analogues aux plastoglobules extra thylakoidaux peuvent être interprétées comme 
des inclusions lipidiques contenant des triacylglycérols et des prényls quinones 
lipophyles (Steinmüller et Tevini, 1985 ; Rascio et al., 1993 ; Quartacci et al., 1997) 
dans lesquels les produits de dégradation tels les acides gras libres et les 
diacylglycérols résultant d’un traitement stressant sont accumulés (Navari-Izzo et 
al., 1989). 
 

De nombreux auteurs ( Hubac et al., 1989 ; Monteiro et al., 1990 ; Hamrouni et al., 
2001) ont déjà rapporté une augmentation des lipides neutres dans des conditions de 
stress, ce qui leur a fait suggérer que ces derniers peuvent constituer un mécanisme 
de défense des plantes face aux contraintes qui leur sont imposées. 
 

Concernant les espèces moléculaires, dans le MGDG, le norflurazon réduit la 
biosynthèse de l’espèce moléculaire hexaène ou 18 :3/18 :3 MGDG de 30% et 
augmente les espèces moléculaires pentaène ou 18 :3/18 :2 MGDG et tétraène ou 
18 :2/18 :2 MGDG ; ceci montre que ces deux dernières espèces moléculaires sont 
bien les précurseurs de l’espèce moléculaire 18 :3/18 :3 MGDG et que le 
norflurazon bloque la désaturation du C18 :2 en C18 :3 liée au MGDG catalysée par 
la ω3 désaturase. 
Le norflurazon diminue également la formation du C16 :1t lié au PG en inhibant la 
∆3 trans désaturase. La diminution du niveau de C16 :1t dans le PG indique que 
l’herbicide induit une certaine désorganisation des membranes photosynthétiques du 

 165



fait que ce lipide est impliqué dans la stabilisation de l’antenne collectrice d’energie 
ou LHCII (Dubertret et al., 1994 ; El Maani et al., 1998). 
Le norflurazon outre son effet sur la phytoène désaturase (cible primaire de 
l’herbicide) qui est une enzyme membranaire de l’enveloppe des chloroplastes 
intervenant dans la biosynthèse des caroténoides, agit également sur d’autres 
désaturases membranaires du chloroplaste dont celles intervenant dans le 
métabolisme des lipides. 
La diminution des niveaux de C18 :3 lié au MGDG provient certainement du 
blocage par le norflurazon de l’enzyme ω3 impliquée dans le mécanisme de 
désaturation. 
La déficience en acides gras polyinsaturés des lipides des membranes des 
thylakoides rend le photosystème II extrêmement sensible à la photoinhibition 
(Kanervo et al., 1995), et engendre une réduction importante de la protéine D1 suite 
probablement à un problème de synthèse de cette protéine. 
 

Dans le compartiment extrachloroplastique, le norflurazon augmente le niveau de 
C18 :3 lié à la PC et le niveau de l’espèce moléculaire hexaène 18 :3/18 :3 liée à la 
PC et réduit les niveaux des espèces moléculaires moins insaturées 18 :2/18 :3 PC et 
18 :2/18 :2 PC. 
L’augmentation de la proportion de l’espèce moléculaire 18 :3/18 :3 PC peut 
résulter d’une activation de la ∆15 désaturase responsable de la désaturation du 
C18 :2 en C18 :3 au niveau de la PC 
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  Afin de mieux appréhender l’effet inhibiteur du norflurazon sur les activités de 
désaturation du compartiment chloroplastique (en particulier celles liées au MGDG) 
et afin de confirmer son effet stimulateur sur l’activité linoléate désaturase liée à la 
PC dans le compartiment extrachloroplastique, nous avons procédé à un marquage 
des plantules de soja au [1-14C] oléate d’ammonium précurseur direct du linoléate et 
du linolénate. 
 
1 - Effet sur l’acylation du [1-14C] oléate dans les lipides foliaires du soja 
 

La cinétique d’incorporation du [1-14C] oléate dans les lipides foliaires des plantules 
de soja (Fig. 55) montre que le précurseur est rapidement incorporé et acylé dans les 
lipides foliaires des plantules de soja témoins et traitées avec cependant une légère 
réduction de l’incorporation dans les plantules traitées.  
En effet la quantité de radioactivité incorporée dans les lipides foliaires des 
plantules témoins est de 6.48 µmol.g-1 MVF après 2 heures de marquage, celle ci 
augmente de façon continue atteignant 18 µmol.g-1 MVF après 24 heure de dépôt du 
précurseur radioactif. 
Dans les feuilles des plantules traitées, la quantité de radioactivité incorporée après 
2 heures de marquage est de 5 µmol.g-1 MVF, elle augmente tout en restant 
inférieure à celle des plantules témoins mais après 24 heures de marquage, la 
quantité de radioactivité incorporée dans les plantules traitées (17.6 µmol.g-1 MVF) 
est presque égale à celle des plantules témoins.  
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Figure 55 : Effet du norflurazon sur l'incorporation du [1-14C] oléate dans les lipides 
foliaires du soja. (Radioactivité incorporée en µmol.g-1MVF). 
 
En valeur relative, dès 2 heures de marquage, 32 % du précurseur radioactif sont 
incorporés dans les lipides totaux des feuilles des plantules témoins contre 25 % 
chez les plantules traitées. Après 24 heures de marquage, le taux de radioactivité 
retrouvé dans les lipides foliaires des plantules témoins et traitées est sensiblement 
le même en effet, presque toute la radioactivité déposée est retrouvée au niveau des 
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lipides totaux des plantules témoins et traitées à savoir 90 % et 88 % respectivement 
de la radioactivité totale déposée. 
 
2 - Effet sur l'incorporation du [1-14C] oléate dans les acides gras des 
      lipides foliaires du soja. 
 

Le taux d’acide oléique radioactif retrouvé dans les lipides foliaires des plantules 
témoins et traitées par le norflurazon diminue en fonction du temps de marquage ce 
qui traduit la désaturation rapide de l’oléate en acides gras plus insaturés (Tab. 
XXXII). 
L’activité de désaturation de l’oléate est légèrement plus importante dans les 
plantules traitées vu que le taux d’acide oléique radioactif retrouvé dans les lipides 
totaux des feuilles des plantules traitées est plus bas que celui retrouvé dans les 
feuilles des plantules témoins et que le taux d’acide linoléique est plus élevé dans 
les lipides des feuilles des plantules traitées.  
L’acide linolénique représente à peu près le même pourcentage de radioactivité dans 
les plantules témoins et les plantules traitées jusqu’à 12 heures après le dépôt du 
précurseur radioactif. Par la suite, l’activité de désaturation du linoléate en 
linolénate est légèrement plus élevée dans les feuilles des plantules traitées : après 
24 heures de dépôt du précurseur radioactif, le taux d’acide linolénique est 
augmenté de 14% comparativement aux plantules témoins. 
Pour tous les temps de marquage, l’indice de double liaison (IDL) est légèrement 
plus élevé dans les plantules traitées. 
 

Tableau XXXII : Effet du norflurazon sur l’incorporation du [1-14C] oléate dans les 
acides gras des lipides foliaires de soja. (Radioactivité incorporée en %). 
 

Acides gras 2 h 6 h 12 h 24 h 
 

C18 :1        T 
                    E 

 
C18 :2        T 
                    E 

 
C18 :3        T 
                    E 

 
IDL            T 
                    E 

 
89.5 
84.5 

 
08.9 
14.3 

 
01.5 
01.1 

 
111.8 
116.4 

 
65.6 
60.3 

 
25.0 
31.5 

 
09.3 
07.4 

 
143.5 
145.5 

 
54.0 
50.6 

 
31.3 
38.2 

 
14.6 
13.1 

 
160.4 
166.3 

 
53.9 
42.6 

 
25.8 
35.1 

 
19.8 
22.5 

 
164.9 
180.3 

 
3 - Effet sur l'incorporation du [1-14C] oléate dans les lipides  polaires des 
     feuilles de soja. 
 

La figure 56A, montre l’acylation du précurseur radioactif dans les lipides polaires.  
Les lipides polaires radioactifs sont en proportions légèrement plus élevées dans les 
plantules traitées jusqu’à 12 heures de marquage ; au delà, la radioactivité 
incorporée est presque en proportions égales dans les plantules témoins et les 
plantules traitées (environ 50%). 
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Figure 56A : Effet du norflurazon sur l'incorporation du [1-14C] oléate dans les 
lipides polaires (Lip.Pol.) des feuilles de soja. (Radioactivité incorporée en %). 
 
Pour les temps courts de marquage, le norflurazon semble augmenter 
l’incorporation de l’oléate radioactif dans les lipides polaires et pour les temps 
longs, l’incorporation est la même dans les plantules témoins et les plantules 
traitées.  
 

Le tableau XXXIII, montre l’effet du norflurazon sur la répartition des lipides 
polaires radioactifs dans les feuilles de soja après incorporation du [1-14C] oléate. 
La PC est la catégorie lipidique la plus radioactive de toutes les classes lipidiques 
pour tous les temps de marquage aussi bien dans les plantules témoins que dans les 
plantules traitées avec cependant un niveau de radioactivité plus élevé chez les 
plantules traitées. 
Dès 2 heures de marquage, elle affiche 85% de la radioactivité des lipides polaires 
dans les plantules stressées contre 80% chez les plantules témoins. 
La radioactivité liée à PC décroît en fonction du temps aussi bien chez les témoins 
que chez les stressées tout en demeurant plus élevée dans les plantules traitées. Le 
norflurazon augmente donc l’acylation du [1-14C] oléate dans les molécules de PC. 
PE et PI sont très faiblement marqués aussi bien dans les plantules témoins que dans 
les plantules traitées. 
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Tableau XXXIII : Effet du norflurazon sur l’incorporation du [1-14C] oléate dans les 
classes lipidiques polaires des feuilles de soja. (Radioactivité en % de la 
radioactivité des lipides polaires). 
 

Classes 
lipidiques 2 h 6 h 12 h 24 h 

 
 

PC 
PE 
PI 
 

MGDG 
DGDG 

PG 

T              E 
 

80.0        85.7 
00.3        00.5 
03.3        02.4 

 
06.3     01.0 
00.6     00.2 
09.5      10.2 

T                 E
 

64.6      74.9 
00.6        00.9 
04.0        02.8 

 
16.6       02.5 
02.3       00.5 
11.9         18.4

T                E 
 

48.6          61.2 
00.8          01.1 
03.8          02.9 

 
26.9       12.9 
05.6       02.5 
14.3         19.4 

T           E 
 

38.8       63.9 
01.0      02.0 
03.4       03.0 

 
33.5      05.7 
07.8     01.0 
15.5      24.4 

 
Dans le compartiment chloroplastique (Tab. XXXIII), le MGDG affiche une 
importante réduction du pourcentage de radioactivité dans les plantules traitées pour 
tous les temps de marquage : après 24 heures de dépôt du précurseur radioactif, le 
MGDG radioactif est environ 7 fois plus réduit dans les feuilles de plantules traitées 
ce qui présume d’une réduction de la synthèse de ce glycolipide : le taux de PC 
radioactif est presque doublé dans les plantules traitées après 24 heures de 
marquage ce qui laisse supposer qu’il n’est pas utilisé pour la synthèse des 
glycolipides (Fig. 56B). 
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Figure 56B : Effet du norflurazon sur la cinétique d'incorporation du [1-14C] oléate 
dans PC et MGDG des feuilles de soja. (Radioactivité incorporée en %). 
 
Le DGDG radioactif qui est en faibles proportions pour tous les temps de marquage, 
est également réduit sous l’effet de l’herbicide : après 24 heures de dépôt du 
précurseur radioactif, il est 8 fois moins présent dans les plantules traitées. 
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Le PG est le lipide chloroplastique le plus radioactif après 2 heures de marquage 
aussi bien dans les plantules témoins que dans les plantules traitées. Le taux de PG 
radioactif augmente en fonction du temps de marquage chez les deux types de 
plantules (témoins et traitées) avec toutefois une élévation du pourcentage de 
radioactivité chez les plantules traitées. L’acylation du [1-14C] oléate sur le PG 
semble donc facilitée par le norflurazon. 
 

La cinétique de marquage des catégories lipidiques montre que le norflurazon 
provoque une forte chute de la radioactivité liée aux galactolipides dans les feuilles 
traitées alors que PC y est plus radioactive. 
La diminution des proportions de galactolipides radioactifs observée dans les 
plantules traitées résulterait du blocage par le norflurazon du transfert des radicaux 
acyls de PC vers les galactolipides et/ ou de la dégradation plus importante de ces 
derniers (galactolipides) en présence de l’herbicide . 
 
4 - Effet sur la désaturation du [1-14C] oléate dans PC et MGDG 
 

L’étude de la désaturation du [1-14C] oléate dans PC et MGDG (Fig. 57) montre que 
après 24 heures de dépôt du précurseur radioactif, 81% d'acide oléique ont été 
désaturés en acide linoléique et linolénique dans la PC des feuilles des plantules 
témoins contre 86% dans la PC des feuilles des plantules traitées.  
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Figure 57 : Effet du norflurazon sur la désaturation du [1-14C] oléate dans PC et  
MGDG des feuilles de soja après 24 heures de marquage. 
 
Dans le MGDG des feuilles des plantules témoins, 92% d'acide oléique sont 
désaturés en acides linoléique et linolénique contre 83% seulement dans le MGDG 
des feuilles des plantules traitées au norflurazon. 
 
    4.1 - Acides gras de PC  
 

Aussi bien chez les plantules témoins que chez les plantules traitées par l’herbicide 
(Fig. 58), dès 2 heures de marquage le plus fort pourcentage de radioactivité se 
retrouve dans l’oléate (64.6% et 67.6% respectivement dans les plantules témoins et 
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les plantules traitées). Par la suite le pourcentage de radioactivité décline 
progressivement dans le résidu oléate atteignant après 24 heures de marquage 18.9 
% dans les plantules témoins et 13.3% dans les plantules traitées. 
Les proportions de linoléate radioactif sont légèrement plus faibles dans les 
plantules traitées. 
Après 2 heures de marquage, le niveau de linolénate radioactif est sensiblement le 
même dans les plantules témoins et traitées ; au delà, le taux de linolénate radioactif 
est pratiquement doublé dans les plantules traitées. 
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Figure 58 : Effet du norflurazon sur l'incorporation du [1-14C] oléate dans les acides 
gras de PC des feuilles de soja. (Radioactivité incorporée en %). 
 
L’indice de désaturation de l’oléate (Tab. XXXIV), est sensiblement le même chez 
les plantules témoins et les plantules traitées pour les temps courts de marquage (2 
heures et 6 heures ), pour les temps longs, l’indice de désaturation est plus élevé 
chez les plantules traitées. 
L’indice de désaturation du linoléate (Tab. XXXIV), est plus élevé chez les 
plantules traitées et ceci pour tous les temps de marquage : après 24 heures de dépôt 
du précurseur radioactif, l’indice de désaturation du linoléate est multiplié par deux 
sous l’effet de l’herbicide, ce qui dénote une activation de la désaturation du 
linoléate lié à la PC. 
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Tableau XXXIV : Indice de désaturation de l’oléate et du linoléate dans PC des 
feuilles de plantules de soja après marquage au [1-14C] oléate: Effet du norflurazon. 
 

 

Indice de 
désaturation 

 

2 h 
 

6 h 
 

12 h 
 

24 h 
 

 
18 :2+18 :3/18 :1        T 
                                      E 

 
0.54 
0.47 

 
1.93 
1.99 

 
3.47 
4.62 

 
4.28 
6.48 

 
18 :3/18 :2                   T 
                                      E 

 
0.07 
0.09 

 
0.08 
0.12 

 

 
0.08 
0.23 

 
0.18 
0.35 

 
    4.2 - Espèces moléculaires de PC 
 

La proportion de l’espèce moléculaire 18:3/18:3 radioactive est quatre fois plus 
élevée dans les feuilles des plantules traitées que dans les témoins alors que le taux 
de l'espèce moléculaire 18:2/18:3 radioactive est réduit de moitié dans les feuilles 
des plantules traitées.  
Une légère augmentation du niveau des espèces moléculaires 18:1/18:3 et 18:2/18:2 
est également observée en présence du norflurazon parallèlement à une réduction du 
niveau de l'espèce moléculaire 18:1/18:2 radioactive. La proportion de l’espèce 
moléculaire 18:1/18:1 radioactive ne varie presque pas sous l'effet de l'herbicide 
(Fig. 59) 
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Figure 59 : Effet du norflurazon sur l'incorporation du [1-14C] oléate dans les 
espèces moléculaires de PC des feuilles de soja 24 heures après le dépôt du 
précurseur. (Radioactivitéincorporée en %). 
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                       ∆12 désaturase                                        ∆15 désaturase 
 
                                 +                                                                + 
                                           18:2/18:2                                
   18:1/18:2 PC                                                18:2/18:3 PC          18:3/18:3PC 
                                           18:1/18:3                                         
 
 
 
L’ensemble de ces résultats suggèrent une stimulation par le norflurazon de l'oléate 
désaturase (∆12

 ) et de la linoléate désaturase (∆15) liées à la PC avec cependant un 
effet plus prononcé sur l’activité linoléate désaturase. 
 

    4.3 - Acides gras du MGDG 
 

La figure 60, représente le suivi des acides oléique, linoléique et linolénique 
radioactifs liés au MGDG dans les feuilles de soja témoins et traitées au 
norflurazon. 
Le taux d’oléate radioactif lié au MGDG est plus important dans les plantules 
traitées que dans les plantules témoins pour tous les temps de marquage. 
Dés 2 heures de marquage, le MGDG présente un taux d’oléate radioactif de 29% 
chez les plantules témoins contre 33% chez les plantules traitées). Au delà, le 
pourcentage d’oléate radioactif diminue dans les deux types de plantules tout en 
étant plus élevé chez les plantules traitées. En effet après 24 heures de marquage le 
pourcentage d’oléate radioactif lié au MGDG est le double de celui du MGDG des 
plantules témoins suite probablement à une diminution de l’activité de désaturation 
de cet acide gras. 
Dans les plantules traitées, l’oléate est acylé plus rapidement à la molécule de 
MGDG mais il y est moins désaturé  
La proportion de linoléate radioactif est presque la même dans les plantules témoins 
et les plantules traitées après 2 heures de marquage. Pour les temps de marquage 
plus longs, le taux de linoléate radioactif est plus élevé dans les plantules traitées. 
Le taux d’acide linolénique radioactif augmente en fonction du temps de marquage 
chez les deux types de plantules mais les niveaux de cet acide gras triinsaturé sont 
plus réduits dans les plantules traitées : ainsi après 24 heures de marquage, la 
radioactivité de l’acide linolénique liée au MGDG est réduite de 22% sous l'effet du 
norflurazon. 
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Figure 60 : Effet du norflurazon sur l'incorporation du [1-14C] oléate dans les acides 
gras du MGDG des feuilles de soja. (Radioactivité incorporée en %). 
 
Les indices de désaturation de l’oléate sont réduits sous l’effet du norflurazon pour 
tous les temps étudiés (Tab. XXXV). L’indice de désaturation du linoléate dans les 
plantules témoins augmente en fonction du temps ; dans les plantules traitées, il est 
pratiquement stable pendant toute la durée du marquage tout en étant réduit sous 
l’effet du norflurazon.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 176



Tableau XXXV : Indices de désaturation de l’oléate et du linoléate dans le MGDG 
des feuilles de plantules de soja après marquage au [1-14C] oléate: Effet du 
norflurazon. 
 

 
Indice de 

désaturation 

 
2 h 

 
6 h 

 
12 h 

 
24 h 

 
 

18 :2+18 :3/18 :1         T 
                                      E 

 
2.37 
2.00 

 
10.60 
  3.29 

 
17.84 
7.05 

 
11.80 
  4.87 

 
18 :3/18 :2                    T 
                                      E 

 
1.84 
2.04 

 
3.26 
2.25 

 

 
4.73 
2.60 

 
4.68 
2.42 

 
La diminution des indices de désaturation des résidus oléate et linoléate dans le 
MGDG des plantules traitées dénote une inhibition des activités oléate et linoléate 
désaturase chloroplastiques. 
 
    4.4 - Espèces moléculaires du MGDG 
 

Après 24 heures de marquage (Fig. 61), la proportion de l'espèce moléculaire la plus 
insaturée 18:3/18:3 est plus réduite en présence de l’herbicide : elle passe de 77 % 
dans les plantules témoins à 43 % dans les plantules traitées soit 44 % de réduction 
sous l’effet de l’herbicide.  
En revanche, le niveau des espèces moléculaires précurseurs 18:2/18:3 et 18:1/18:3 
est respectivement doublé et quadruplé dans les plantules traitées. 
 

                

0

20

40

60

80

100

18:3/18:3

18:2/18:3

18:1/18:3

18:2/18:2

R
ad

io
ac

tiv
ité

 in
co

rp
or

ée
 e

n 
% T E

 
 
Figure 61 : Effet du norflurazon sur l'incorporation du [1-14C] oléate dans les 
espèces moléculaires du MGDG des feuilles de soja 24 heures après le dépôt du 
précurseur. (Radioactivité incorporée en % ). 
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Le calcul des indices de désaturation et les variations des niveaux des espèces 
moléculaires du MGDG en présence du norflurazon montrent que ce dernier inhibe 
les ω6 et ω3 désaturases liées au MGDG. 
 

Le norflurazon semble donc agir différemment sur les désaturases des 
lipides foliaires du soja : dans le compartiment chloroplastique il inhibe les ω6

 

désaturase et ω3 désaturase liées au MGDG, dans le compartiment 
extrachloroplastique, il stimule les ∆12 désaturase et ∆15 désaturase liées à la PC. 
 

Discussion 
 

Plusieurs travaux ont montré que les modifications du métabolisme lipidique 
provoquées par les pyridazinones substitués dépendent des espèces végétales 
étudiées (Willemot et al., 1982 ; Murphy et al., 1985). 
De tous les pyridazinones étudiés , le BASF 13-338 ou San 9785 est celui qui est le 
plus utilisé pour l’étude des désaturases liées aux lipides (Lem et Williams 1981 ; 
Norman et al., 1987).  
Cette molécule n’interférant pas avec la biosynthèse des caroténoides son action sur 
la désaturation du linoléate en linolénate liée au MGDG est donc indéniable. 
 

Concernant le norflurazon, d'aucuns rapportent qu'il n'a pas d'effets significatifs sur 
les désaturases liées aux lipides (Sandelius et Dahlin 1990); certains ont montré 
qu'il inhibe à la fois les désaturases chloroplastiques et extrachloroplastiques (St 
John, 1982) ; d'autres ont observé une inhibition des désaturases chloroplastiques 
seulement ∆3

 trans désaturase liée au PG et linoléate désaturase liée au MGDG 
(Davies et Harwood, 1983).
 

Les résultats obtenus après utilisation du [1-14C] oléate complètent ceux obtenus 
suite à la fourniture du [1-14C] acétate sur les activités de désaturation des acides 
gras liés à la PC et au MGDG. 
 

L'étude de la cinétique d'incorporation du [1-14C] oléate dans la PC et le MGDG 
montre que le norflurazon augmente le pourcentage de radioactivité dans la PC en 
favorisant l’acylation de l’oléate radioactif dans cette molécule lipidique alors qu'il 
le réduit au niveau du MGDG entravant ainsi le transfert des radicaux acyls de la 
PC vers le MGDG. 
 

Le norflurazon augmente le taux de PG chloroplastique radioactif après fourniture 
du [1-14C] oléate suite soit à une augmentation de l’acylation du résidu oléate sur 
cette classe lipidique soit à une inhibition de la désaturation de l’oléate. le PG  étant 
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entièrement synthétisé dans le chloroplaste par la voie procaryote, la détection de la 
radioactivité dans ce lipide après marquage au [1-14C] oléate signifie que ce résidu 
est introduit dans le compartiment chloroplastique. 
Le norflurazon favorise l’acylation ou l’accumulation de l’oléate dans la molécule 
de MGDG (dès 2 heures de marquage il est constaté 33.5% d’oléate radioactif 
estérifié au MGDG des plantules traités contre 29 % dans les plantules témoins mais 
il freine la désaturation de ce dernier en linoléate. 
 

A notre connaissance, seuls les travaux de Norman et ST John (1987) ont étudié la 
formation des espèces moléculaires très insaturées en présence du BASF 13 338 ou 
san 9785 herbicide appartenant à la même famille que le norflurazon. Le travail que 
nous avons effectué grâce à la séparation des espèces moléculaires par HPLC et 
grâce à la comparaison des cinétiques de marquage des lipides in vivo par le [1-14C] 
oléate précurseur direct des acides plus insaturés linoléate et linolénate, constitue 
donc un complément dans la compréhension du mode d’action du norflurazon sur le 
métabolisme lipidique.  
 

Le norflurazon réduit le degré d’insaturation du MGDG en baissant les proportions 
de linolénate lié au MGDG et de l’espèce moléculaire 18 :3/18 :3 MGDG ; cette 
diminution est conséquente à une augmentation du linoléate mais aussi des espèces 
moléculaires pentaènes et tétraènes 18 :2/18 :3 et 18 :1/18 :3 suite à l'inhibition de 
la ω3 désaturase. 
L’effet inverse est observé dans le compartiment extrachloroplastique où il est 
constaté une élévation de la proportion de 18:3 PC et de l’espèce moléculaire 
18 :3/18 :3PC suite à une stimulation de la ∆15

 désaturase et/ou à une réduction du 
turn over de la PC. 
 

Ces résultats sont bien corroborés par les calculs des indices de désaturation du 
linoléate qui est réduit dans le chloroplaste alors qu’il est augmenté dans le 
compartiment extrachloroplastique au niveau de la PC. 
 

L’élévation de l’espèce moléculaire 18 :3/18 :3 PC induirait une plus forte fluidité 
des membranes du réticulum endoplasmique et une augmentation de l’intégrité des 
proteines membranaires compatible avec des activités biochimiques normales. 
Nos résultats montrent une certaine flexibilité du métabolisme lipidique : la 
déficience du compartiment chloroplastique fragilisé par l'herbicide semble 
compensée par le compartiment extrachloroplastique, réaction identique à celle 
observée dans des cas de mutation (Kurst et al.,1988) ou de stress (Aïd et al.,1998). 
 

L’augmentation de PC radioactive peut également découler de l’augmentation de sa 
biosynthèse par le norflurazon suite à l’activation de la CDP-choline 
phosphotransférase ou de la LysoPC acyltransférase. Aussi, nous avons étudié 
l’activité in vitro de ces deux enzymes impliquées dans la biosynthèse de la PC sur 
des microsomes extraits de feuilles de plantules témoins et des feuilles de plantules 
traitées par le norflurazon. 
Nous avons également procédé à l’étude de l’expression des gènes FAD3 et FAD7 
codant respectivement pour les ∆15

 désaturase et ω3 désaturase. 
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Effet du norflurazon sur l’activité in vitro de   
  deux enzymes liées à la synthèse de PC 
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   Lors de l’étude de la composition en lipides des feuilles de soja, nous avons 
observé une augmentation de la PC aussi bien en masse qu’en proportion dans les 
feuilles des plantules de soja traitées par le norflurazon 10-4M.  
Par la suite, l’étude de la biosynthèse des lipides après fourniture du [1-14C] acétate 
a montré une réduction de la biosynthèse de la PC en présence de norflurazon 10-

4M. 
Par ailleurs l’étude de l’acylation et de la désaturation in vivo du résidu oléate après 
fourniture du [1-14C] oléate a montré une augmentation de l’acylation et des 
activités de désaturation liées à la PC en présence du norflurazon. 
Nous avons voulu vérifier ces résultats par une étude des activités in vitro de deux 
enzymes liées au métabolisme de la PC : activité CDP-choline phospho-transférase 
et activité lysoPC acyltransférase. Ces deux activités ont été étudiées sur des 
fractions de microsomes extraits de feuilles de plantules de soja témoins et traitées.   
 
1 – Activité in vitro de la CDP-choline phosphotransférase 
 

La CDP-Choline : 1,2 DAG choline phosphate transférase (EC 2.7.8.2) catalyse la 
synthèse de la PC en déplaçant le CMP de la CDP-choline et en transférant le 
phosphocholine sur le DAG. 
Nous avons observé une réduction de synthèse de la PC radioactive après fourniture 
du [1-14C] acétate dans les feuilles des plantules de soja traitées par le norflurazon 
dès 6 heures de marquage (Fig 47 A). 
La figure 62, montre l’activité de synthèse in vitro de la PC via la CDPcholine 
phospho-transférase dans les microsomes provenant de feuilles de plantules témoins 
et dans ceux provenant des feuilles de plantules traitées par le norflurazon en 
fonction de la quantité de protéines microsomales ; le temps d’incubation est de 20 
min et la quantité de CDP choline [1-14C] méthyl est la même (265 pmoles). 
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Figure 62 : Variation en fonction de la quantité de protéines microsomales de 
l'activitéin vitro de la CDP-choline phosphotransférase des microsomes de feuilles 
de plantulesde soja témoins (T) et traitées (E) par le norflurazon. (Activité en 
pmoles de choline radioactiv  incorporée dans la PC.min-1). Le milieu d'incubation 
contient du tampon Tris 50 mM, pH 8, 265 pmoles de CDP-[méthyl 1-14C] choline. L'incubation 
est réalisée à 30°C pendant 20 min. (Chaque valeur est la moyenne de troisexpériences). 
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Jusqu’à 150 µg de protéines microsomales, l’activité CDP-choline phospho-
transférase est pratiquement la même dans les plantules témoins et les plantules 
traitées. Pour des quantités de protéines microsomales plus élevées (allant de 200 à 
300 µg), l’activité CDPcholine phosphotransférase est réduite d’environ 20% dans 
les plantules traitées.  
Ce résultat est en accord avec celui obtenu sur la biosynthèse in vivo de la PC après 
fourniture du [1-14C] acétate et qui a montré une réduction de la biosynthèse de PC 
dans les plantules traitées. 
L’augmentation en masse de la PC que nous avons observée dans les plantules 
traitées résulte vraisemblablement du blocage par le norflurazon du transfert des 
molécules de PC vers le chloroplaste. 
 
2- Activité in vitro de la lysoPC acyl transférase 
 

La lysoPC acyl transférase ou acylCoA : lysoPC acyltransférase (EC 2.3.1.23) 
permet l’acylation des résidus oléoylCoA sur la lysoPC formant ainsi des molécules 
de PC. 
En présence de norflurazon, l’acylation de l’oléate dans la lysoPC des plantules 
traitées est légèrement plus importante quelle que soit la quantité en protéines 
microsomales utilisées (Fig. 63). Le pourcentage d’augmentation sous l’effet du 
norflurazon est en moyenne de 20% comparativement au témoin. 
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Figure 63 : Variation en fonction de la quantité de protéines microsomales de l'activité 
in vitro de la Lyso-PC acyl transférase des microsomes de feuilles de plantules de soja  
témoins (T) et traitées (E) par le norflurazon. (Activité en pmoles d'oléoyl radioactif incorporé dans   
la PC. min-1). Le milieu d'incubation contient du tampon phosphate 0.1M, pH 7.2, 630 pmoles de [1-14C]  
oléoyl CoA. L'incubation est réalisée à 30°C pendant 6 min. (Chaque valeur est la moyenne de trois expériences). 
 
Ce résultat rejoint celui obtenu in vivo après fourniture du [1-14C] oléate 
d’ammonium et qui a montré une acylation plus importante du résidu oléate dans les 
plantules traitées. 
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La lysoPC acyltransférase catalysant le transfert du reste oléoyl à partir de 
l’oléoylCoA sur la lysoPC fait partie du système oléate désaturase chez les végétaux 
(Frentzen, 1986). 
L’augmentation de cette activité sous l’effet du norflurazon expliquerait donc en 
partie l’augmentation de l’insaturation de la PC dans les plantules traitées. 
 

Le norflurazon exerce donc un effet différent sur les enzymes impliquées dans le 
métabolisme de la PC : il inhibe l’activité in vitro de la CDPcholine 
phosphotransférase et active par contre celle de la lysoPC acyltransférase.  
 
 
                                CDP-Choline phosphotransférase 
                                                Inhibée 
         CDP-Choline + DAG                                  PC 
                                          
                                                    CMP  
                                                                                    LysoPC acyltransférase  
                                                                     CoA                 Activée 
                                                                         
                                                                 LysoPC + OléoylCoA 
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Effet du norflurazon sur l’expression des  
gènes FAD7 et FAD3 des feuilles de soja 
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      Les études de biosynthèse et de désaturation des lipides foliaires de soja après 
fourniture de [1-14C] acétate et du [1-14C] oléate ont montré une inhibition de la 
formation du linolénate lié au MGDG et une activation de la formation du linolénate 
lié à la PC.  
Il nous a donc paru intéressant d’étudier l’expression des gènes des désaturases 
codant pour la ω3 désaturase impliquée dans la formation du linolénate lié au 
MGDG dans le compartiment chloroplastique et la ∆15 désaturase catalysant la 
formation du linolénate lié à la PC dans le compartiment extrachloroplastique. 
L’augmentation du linolénate lié à la PC dans le compartiment extrachloro-
plastique serait elle due à une augmentation de l’activité de la ∆15 désaturase et/ou à 
une augmentation du taux de transcrits du gène codant pour cette enzyme? 
Les séquences des gènes codant pour la ∆15 désaturase du réticulum endoplasmique 
ont été déterminées chez Glycine max L. et Brassica napus (Yadav et al., 1993), 
chez Nicotiana tabacum (Hamada et al., 1996), chez Arabidopsis thaliana (Arondel 
et al., 1992) et chez Oryza sativa (Kodama et al., 1997). Celles des gènes FAD7 et 
FAD8 codant pour les ω3 désaturases plastidiales ont été déterminées chez Glycine 
max L. (Van de Loo et Somerville, 1994), Arabidopsis thaliana (Iba et al., 1993 ; 
Gibson et al., 1994 ) et zea maïs (Berberich et al., 1998). 
La protéine FAD7 de soja (n° d’accession AAA61776.1) est constituée de 453 
acides aminés et la protéine FAD3 (n° d’accession AAA61777.1) de 380 acides 
aminés. 
Le produit du gène FAD7 contient un peptide transit dans la région N terminale (Iba 
et al., 1993), ce que nous avons confirmé en utilisant le logiciel d’adressage 
Predotar (http://www.mra.fr/Internet). Mise à part cette région, la séquence amino 
acides produite par le gène FAD7 présente de fortes homologies avec le produit 
FAD3 ce qui indique que les deux gènes dérivent d’un ancêtre commun (Yadav et 
al., 1993). 
L’expression des gènes n-3 désaturases (FAD7 et FAD3) est fortement régulée par 
une série de stimuli liés au développement et à l’environnement. Pour exemple, il 
existe généralement une relation inverse entre la température de croissance et la 
teneur en acides gras polyinsaturés des membranes (Brockman 
et al., 1990 ; Berberich et al., 1998). 
De telles réponses à différents stress (thermique, salin ou hydrique) constituent une 
adaptation de la fluidité membranaire requise pour le maintien d’une activité 
biologique optimale (Murphy et Piffanelli, 1998)  
Le gène FAD7 est le facteur majeur régulant la formation du α linolénate dans les 
tissus photosynthétiques à température normale. Le rôle biologique de ce gène est 
l’approvisionnement en acide α linolénique pour la production des molécules signal 
ou oxylipines. L’importance des ω3 désaturases plastidiales dans la résistance des 
plantes aux pathogènes et aux pesticides a été montrée par l’extrême sensibilité du 
triple mutant fad3-fad7-fad8 d’arabidopsis à l’attaque par les insectes (McConn et 
al., 1997). 
1-Séquençage et alignement des fragments amplifiés des gènes FAD3 et FAD7 
des feuilles de soja 
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Une région des deux gènes FAD3 et FAD7 de soja Glycine max L. codant 
respectivement pour les désaturases cytosolique et chloroplastique est amplifiée par 
PCR en utilisant des oligonucléotides spécifiques déterminés à partir de séquences 
de mRNAs de soja Glycine max L. alignées avec une séquence génomique 
d’arabidopsis (n° accession L22931). 
 Les oligonucléotides ont été choisis dans une zone conservée pour les deux 
désaturases et la séquence réverse leur est commune (cf. matériel et méthodes). 
Après séquençage des fragments PCR, les séquences obtenues ont été comparées 
avec les séquences de la base de données EMBL/ GenBank. 
La taille du fragment FAD7 amplifié est de 420 pb et celui du fragment FAD3 est de 
459 pb. Alignés selon Myers et Miller, (1989), sur une séquence génomique de la 
FAD7 d’arabidopsis (n° d’accession L22931), les deux fragments amplifiés 
présentent chacun un intron de 184 pb pour le fragment FAD3 et 145 pb pour le 
fragment FAD7 (Fig. 64). 
 
Séquence du fragment FAD3 amplifié 
 
CATTGTTGGGTCAAGAATCCATGGAGATCCCTCAGTTATGTTCTCAGGGATGTGCTTGTAATTGCTGCATTGGTGGCTGCAGCAATT 
CACTTCGACAACTGGCTTCTCTGGCCAATCTATTGCCCCATTCAAGGCACAATGTTCTGGGCTCTCCTTGTTCTTGGACATGATTGG 
TAATAATTTTTGTGTTTCTTACTCTTTTTCTTTTTGTTTATGATATGAATCTCACACATTGTTCTGTTATGTCATTTCTTCTTCATT 
TGGCTTTAGACAACTTAAATTTGAGATCTTTATTATGTTTTTGCTTATATGGTAAAGTGATTCTTCATTATTTCATTCTTCATTGAT 
TGAATTGAACAGTGGCCATGGAAGCTTTTCAGATAGCCCTTTGCTGAATAGCCTGGTGGGACACATCTTGCATTCCTCAATTCTTGT 
GCCATACCATGGATGGAGAAT 
 

Intron du fragment FAD3 amplifié 
 
GTAATAATTTTTGTGTTTCTTACTCTTTTTCTTTTTGTTTATGATATGAATCTCACACATTGTTCTGTTATGTCATTTCTTCTTCAT 
TTGGCTTTAGACAACTTAAATTTGAGATCTTTATTATGTTTTTGCTTATATGGTAAAGTGATTCTTCATTATTTCATTCTTCATTGA 
TTGAATTGAACAGTGGCCATGGAAGCTTTTCAGATAGCCCTTTGCTGAATAGCCTGGTGGGACACATCTTGCATTCCTCAATTCTTG 
TGCCATACCATGGATGGAGAAT 
 

Séquence du fragment FAD3 sans intron (cDNA) 
 
CATTGTTGGGTCAAGAATCCATGGAGATCCCTCAGTTATGTTCTCAGGGATGTGCTTGTAATTGCTGCATTGGTGGCTGCAGCAATT 
CACTTCGACAACTGGCTTCTCTGGCCAATCTATTGCCCCATTCAAGGCACAATGTTCTGGGCTCTCCTTGTTCTTGGACATGATTGT 
GGCCATGGAAGCTTTTCAGATAGCCCTTTGCTGAATAGCCTGGTGGGACACATCTTGCATTCCTCAATTCTTGTGCCATACCATGGA 
TGGAGAAT 
 

Séquence du fragment FAD7 amplifié 
 
CATTGCTGGGTGAAGGACCCTTTGAAGTCCATGAGTTATGTTGTTAGAGATGTCATTGTGGTTTTTGGGTTGGCTGTTGCTGCAGCT 
TATCTCAACAATTGGGTTGTTTGGCCTCTCTATTGGGCTGCTCAGGGAACCATGTTCTGGGCCCTCTTTGTTCTTGGACATGATTGG 
TAATAGTCAATTTCATATTGATTACTCCATCTTTTTTACTAATGTAGATCTAGATTCAATTGTATAGATTGGCTTTTTGGGGTGGTA 
AAGTTGGATTTCAAAAGTTTGTTATGATGATAACCATGGTTGGTGTTTTGGATGTTTCAGTGGTCATGGGAGCTTTTCAAACAACCC 
CAAATTGAACAGTGTTGTTGGGCATCTGCTGCATTCTTCAATTCTAGTGCCATATCATGGATGGAGAAT 
 

Intron du fragment FAD7 amplifié 
 
AATAGTCAATTTCATATTGATTACTCCATCTTTTTTACTAATGTAGATCTAGATTCAATTGTATAGATTGGCTTTTTGGGGTGGTAA 
AGTTGGATTTCAAAAGTTTGTTATGATGATAACCATGGTTGGTGTTTTGGATGTTTCAGTGGTCATGGGAGCTTTTCAAACAACCCC 
AAATTGAACAGTGTTGTTGGGCATCTGCTGCATTCTTCAATTCTAGTGCCATATCATGGATGGAGAAT 
 

Séquence FAD7 sans intron (cDNA)  
 
CATTGCTGGGTGAAGGACCCTTTGAAGTCCATGAGTTATGTTGTTAGAGATGTCATTGTGGTTTTTGGGTTGGCTGTTGCTGCAGCT 
TATCTCAACAATTGGGTTGTTTGGCCTCTCTATTGGGCTGCTCAGGGAACCATGTTCTGGGCCCTCTTTGTTCTTGGACATGATTGG 
TGTGGTCATGGGAGCTTTTCAAACAACCCCAAATTGAACAGTGTTGTTGGGCATCTGCTGCATTCTTCAATTCTAGTGCCATATCAT 
GGATGGAGAAT 
 
                     Figure 64 : Séquences des fragments FAD3 et FAD7 amplifiés 
Les deux régions amplifiées des deux gènes se sont révélées homologues des 
séquences L22965 correspondant à la séquence mRNA de la FAD7 de soja (89% 
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d’homologie) et L22964 correspondant à la séquence mRNA de la FAD3 de soja 
(98% d’homologie) (Fig. 65). 

Blast du fragment FAD3 sans intron 
 

>gi|27902574|gb L22964 Glycine max microsomal omega-3-fatty aciddesaturase (FAD3B)  
mRNA,complete cds; nuclear gene for microsomal product, Length = 1180, Identities = 
266/269 (98%). (Query = fragment FAD3 sans intron ; Sbjct= séquence mRNA).  
 

Query= 1   CATTGTTGGGTCAAGAATCCATGGAGATCCCTCAGTTATGTTCTCAGGGATGTGCTTGTA 60 
    ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 136 CATTGCTGGGTCAAGAATCCATGGAGATCCCTCAGTTATGTTCTCAGGGATGTGCTTGTA 195 
                                                                       
Query: 61  ATTGCTGCATTGGTGGCTGCAGCAATTCACTTCGACAACTGGCTTCTCTGGCCAATCTAT 120 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||| 
Sbjct: 196 ATTGCTGCATTGGTGGCTGCAGCAATTCACTTCGACAACTGGCTTCTCTGGCTAATCTAT 255 
                                                                      
Query: 121 TGCCCCATTCAAGGCACAATGTTCTCGGCTCTCCTTGTTCTTGGACATGATTGTGGCCAT 180 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 256 TGCCCCATTCAAGGCACAATGTTCTCGGCTCTCTTTGTTCTTGGACATGATTGTGGCCAT 315 
                                                                       
Query: 181 GGAAGCTTTTCAGATAGCCCTTTGCTGAATAGCCTGGTGGGACACATCTTGCATTCCTCA 240 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 316 GGAAGCTTTTCAGATAGCCCTTTGCTGAATAGCCTGGTGGGACACATCTTGCATTCCTCA 375 
                                         
Query: 241 ATTCTTGTGCCATACCATGGATGGAGAAT 269 
           ||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 376 ATTCTTGTGCCATACCATGGATGGAGAAT 404 
 
Blast du fragment FAD7 sans intron 
 
Gi|408791|gb L22965 soya FADD Glycine soja chloroplast omega-3 fatty acid desaturase (FADD) 
mRNA, complete cds, Lenght = 1675, Identities = 243/272 (89%). 
(Query = fragment FAD7 sans intron ; Sbjct= séquence mRNA). 
 
QUERY: 1   CATTGCTGGGTGAAGGACCCTTTGAAGTCCATGAGTTATGTTGTTAGAGATGTCATTGTG 60 
           |||||||||||||||||||||| || ||||||||| ||||| || || ||||| ||||   
SBJCT: 514 CATTGCTGGGTGAAGGACCCTTGGAGGTCCATGAGCTATGTGGTGAGGGATGTGATTGCT 573 
                                                                       
QUERY: 61  GTTTTTGGGTTGGCTGTTGCTGCAGCTTATCTCAACAATTGGGTTGTTTGGCCTCTCTAT 120 
           || ||||| ||||||| |||||| || |||||||| |||||| | ||||||||||||||| 
SBJCT: 574 GTCTTTGGTTTGGCTGCTGCTGCTGCGTATCTCAATAATTGGTTGGTTTGGCCTCTCTAT 633 
                                                                        
QUERY: 121 TGGGCTGCTCAGGGAACCATGTTCTGGGCCCTCTTTGTTCTTGGACATGATTGGTGTGGT 180 
           ||||||||||| || || ||||||||||| || ||||||||||| ||||||||   |||| 
SBJCT: 634 TGGGCTGCTCAAGGCACTATGTTCTGGGCTCTGTTTGTTCTTGGTCATGATTG---TGGT 690 
                                                                        
QUERY: 181 CATGGGAGCTTTTCAAACAACCCCAAATTGAACAGTGTTGTTGGGCATCTGCTGCATTCT 240 
           ||||| ||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
SBJCT: 691 CATGGAAGCTTTTCAAACAACTCCAAATTGAACAGTGTTGTTGGACATCTGCTGCATTCT 750 
                                            
QUERY: 241 TCAATTCTAGTGCCATATCATGGATGGAGAAT 272 
           |||||||||||||||||||||||||||||||| 
SBJCT: 751 TCAATTCTAGTGCCATATCATGGATGGAGAAT 782 
 
Figure : 65 : Alignement (Blast) des séquences des fragments exoniques FAD3 et  
FAD7 avec les séquences mRNA de soja. (n° accession L22964 pour la séquence mRNA de 
la FAD3 et L22965 pour la séquence mRNA de la FAD7).  
 
Le pourcentage d’homologie entre les deux fragments amplifiés FAD7/FAD3 en ne 
tenant compte que des exons est de 72,8 % (Fig. 66). 
 

 187



 
               10        20        30        40        50        60 
FAD3   CATTGTTGGGTCAAGAATCCATGGAGATCCCTCAGTTATGTTCTCAGGGATGTGCTTGTA 
       ::::: ::::: ::: : :: : ::  ::: : ::::::::: : :: :::::  ::::  
FAD7   CATTGCTGGGTGAAGGACCCTTTGAAGTCCATGAGTTATGTTGTTAGAGATGTCATTGTG 
               10        20        30        40        50        60 
 
               70        80        90       100       110       120 
FAD3   ATTGCTGCATTGGTGGCTGCAGCAATTCACTTCGACAACTGGCTTCTCTGGCCAATCTAT 
        ::  ::  ::::  : ::: :::  : :  :: :::: ::: :: : :::::  ::::: 
FAD7   GTTTTTGGGTTGGCTGTTGCTGCAGCTTATCTCAACAATTGGGTTGTTTGGCCTCTCTAT 
               70        80        90       100       110       120 
 
              130       140       150       160       170           
FAD3   TGCCCCATTCAAGGCACAATGTTCTGGGCTCTCCTTGTTCTTGGACATGATTG---TGGC 
       ::  :   ::: :: :: ::::::::::: ::: :::::::::::::::::::   :::  
FAD7   TGGGCTGCTCAGGGAACCATGTTCTGGGCCCTCTTTGTTCTTGGACATGATTGGTGTGGT 
              130       140       150       160       170       180 
 
       180       190       200       210       220       230        
FAD3   CATGGAAGCTTTTCAGATAGCCCTTTGCTGAATAGCCTGGTGGGACACATCTTGCATTCC 
       ::::: ::::::::: : : :::     :::: ::  : :: :: ::  :  :::::::  
FAD7   CATGGGAGCTTTTCAAACAACCCCAAATTGAACAGTGTTGTTGGGCATCTGCTGCATTCT 
              190       200       210       220       230       240 
 
       240       250       260          
FAD3   TCAATTCTTGTGCCATACCATGGATGGAGAA- 
       :::::::: :::::::: :::::::::::::  
FAD7   TCAATTCTAGTGCCATATCATGGATGGAGAAT 
              250       260       270   
 
 Figure  66 : Alignement des deux séquences nucléiques FAD3/FAD7 (sans intron). 
Sequence 1 :readline() on unopened filehandle at ./Exec_html.pm line 626. Sequence personnelle :  
FAD3 (Query 268 nt)  
Sequence 2 :readline() on unopened filehandle at ./Exec_html.pm line 626.Sequence personnelle :  
FAD7 (Query 272 nt 
72.8% identity 
 
Ce résultat est en accord avec celui avancé par Yadav et al., (1993) et suggère un 
mécanisme conservé de l’enzyme et une zone structurale commune aux deux 
désaturases permettant de reconnaître le substrat commun à savoir l’acide 
linoléique. 
 
2- Effet du Norflurazon sur les ARNs des feuilles de soja 
 

La figure 67 , montre la séparation des différents types d’ARNs foliaires des 
plantules de soja témoins et traitées par le norflurazon. 
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Figure 67 : Photographie sous UV d’un gel d’ARNs de feuilles de soja (témoins et traitées) 
coloré au bromure d’éthidium. (Un volume d’échantillon correspondant à 10 µg d’ARNs 
totaux est déposé par puit). T = témoin, V = verte, I = intermédiaire et B= blanche. 
Il a été réalisé une cinétique d’extraction des ARNs (plantules âgées de 12 jours et 
15 jours) à partir de feuilles de plantules témoins (T) et de feuilles de plantules 
traitées présentant divers phénotypes : plantules vertes (V), plantules panachées ou 
intermédiaires (I) ayant des feuilles à la fois vertes (ou jaunes) et blanches et des 
plantules blanches (B) avec des feuilles pratiquement albinos. 
Il est observé dans les feuilles entièrement dépigmentées une disparition des ARNs 
ribosomaux chloroplastiques ; ce résultat est en accord avec ceux de Dalla Vecchia 
et al., (2001) qui ont également observé une dégradation des ARNs ribosomiques 
chloroplastiques dans les feuilles de plantules de maïs traitées par le norflurazon.  
Le norflurazon semble donc altérer fortement les chloroplastes agissant sur leur 
structure, leur composition et leur fonctionnement. En effet Reiss et al., (1983) ont 
montré que les chloroplastes suite à une photooxydation sévère engendrée par le 
norflurazon, perdent leur activité photosynthétique et la plupart de leur structures 
internes tels les thylakoides et les ribosomes.  
 
3 - Effet du norflurazon sur l’expression des gènes FAD7 et FAD3 dans 
     les feuilles de soja 
 

L’expression temporelle des deux gènes FAD7 et FAD3 dans les feuilles de 
plantules de soja témoins et traitées par le norflurazon est déterminée par le suivi 
des transcrits de ces deux gènes.  
La figure 68, montre l’analyse par Northern blot du niveau de transcrits des gènes 
FAD7 et FAD3 dans les feuilles de plantules de soja témoins et traitées par le 
norflurazon. 
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Figure 68 : Effet du norflurazon sur l’évolution du taux de transcrits des gènes FAD3 et 
FAD7 dans les feuilles de plantules de soja. (La charge relative des puits est montrée 
par la photographie sous UV du gel coloré au bromure d’éthidium).  
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   3.1- Expression du gène FAD7 
 

L’hybridation de la sonde radioactive FAD7 révèle deux signaux l’un de 1.6 kb 
correspondant à la taille attendue et l’autre situé à un niveau plus élevé 
correspondant à environ 2.8 kb. 
Dans les feuilles des plantules traitées mais demeurées vertes (V) ou partiellement 
dépigmentées mi blanches mi vertes (Intermédiaires ou I), le niveau de transcrits du 
gène Fad7 est maintenu presque identique à celui des feuilles des plantules témoins 
(ou légèrement plus faible pour les plantules intermédiaires) et ceci aussi bien après 
12 jours de croissance que 15 jours de croissance. Dans ces feuilles la protéine 
désaturase est donc toujours susceptible d’être synthétisée. 
Dans les feuilles des plantules complètement dépigmentées par l’herbicide ou 
blanches (B) âgées de 12 et 15 jours, les transcrits FAD7 sont fortement diminués 
voire même non détectables ce qui suggère une forte chute de la biosynthèse de la 
désaturase. 
 
    3.2- Expression du gène FAD3 
 

L’hybridation de la sonde radioactive FAD3 révèle également deux signaux  (Fig. 
68A) dont l’un de 2.18 kb correspondant à la taille attendue et un autre d’environ 1 
kb. 
 

Dans les feuilles vertes (V) et les feuilles mi vertes - mi blanches (I) des plantules 
âgées de 12 à 15 jours traitées par le norflurazon, il est constaté un certain maintien 
du niveau de transcrits du gène FAD3 voire même une augmentation 
comparativement aux plantules témoins (Fig. 68A). Ceci suggère un maintien de la 
biosynthèse de la protéine (∆15 désaturase).  
Dans les feuilles totalement dépigmentées par l’herbicide ou blanches (B), les 
transcrits FAD3 sont très diminués voire même absents comparativement aux 
plantules témoins. Dans ces feuilles il n’y a plus de biosynthèse et il est fort 
probable que la protéine (∆15 désaturase) est très diminuée ou même carrément 
absente en fonction de sa demi vie.  
Cependant dans une autre expérimentation (Fig. 68B), il est observé un maintien du 
niveau de transcrits dans les différents types de feuilles apparues après le traitement 
(vertes, mi-vertes mi-blanches et blanches).  
 

Dans les feuilles mi-vertes mi-blanches (I), l’augmentation du niveau de transcrits 
autorisant une surexpression de la synthèse de l’enzyme pourrait représenter une 
réaction préventive avant la phase finale d’extinction dans la feuille appelée à 
devenir blanchâtre. 
 
Discussion 
 

La diminution du niveau de C18 :3 lié au MGDG dans le chloroplaste sous l’effet 
du norflurazon serait dû non seulement à une inhibition de l’activité de la FAD7 
désaturase comme il est proposé dans la littérature mais aussi en partie à une 
répression de l’expression du gène codant pour cette désaturase et donc à la 
réduction de la quantité de l’enzyme. 
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Cependant dans certaines expérimentations (Fig. 68B), il est observé un certain 
maintien du niveau de transcrits dans les différents types de feuilles ce qui suggère 
que la proteine ω3 désaturase continue d’être synthétisée dans les chloroplastes 
rudimentaires et que l’effet du norflurazon se manifeste à un niveau post 
transcriptionnel et post traductionnel. (Néanmoins l’extraction des lipides ayant été 
réalisée sur un mélange de feuilles moitié vertes ou intermédiaires et des feuilles 
entièrement blanches, l’extrapolation transcrits/activités s’avère difficile ; il se peut 
qu’en moyenne l’effet du norflurazon se manifeste aux différents niveaux, 
transcriptionnel et activité de l’enzyme). 
La Rocca et al., (1998) et Tamada et al., (2003), travaillant respectivement sur des 
plantules d’orge et de maïs traitées par le norflurazon, ont montré que la destruction 
photooxydative des plantes entraîne une perte de l’expression de la plupart des 
gènes nucléaires codant pour les protéines des plastes ce qui appuie l’idée de 
Oelmuller et Mohr 1986 ; Susek et al., 1993, Rodermel et al., 2001 et Gray et al., 
(2003), selon laquelle des facteurs plastidiaux libérés par les plastes intacts seraient 
nécessaires à la transcription des gènes nucléaires codant pour des proteines 
plastidiales. 
La cible principale du norflurazon est la phytoène désaturase enzyme de la 
membrane interne de l’enveloppe du chloroplaste catalysant la désaturation du 
phytoène en phytofluène. La réaction de désaturation du linoléate en linolénate liée 
au MGDG catalysée par la ω3 désaturase est dans son ensemble une réaction de 
désaturation semblable à celle exercée par la phytoène désaturase. Nous essayons 
donc de faire un parallèle entre l’effet du norflurazon sur l’expression du gène PDS 
(phytoène désaturase) et celle du gène FAD7. 
 

L’inhibition de la synthèse des caroténoides dans les plantules de tomate par des 
bleaching herbicides dont le norflurazon est accompagnée par une augmentation du 
niveau de mRNAs de la phytoène désaturase dans les feuilles blanches (Bartley et 
al., 1992) ; Des observations similaires ont montré une accumulation de hauts 
niveaux de transcrits dans les tissus blancs de plantules de tomates traitées par le 
norflurazon (Giuliano et al., 1993). Cette sur-accumulation de transcrits (up-
regulation) n’est pas retrouvée lors des expériences menées par (Wetzel et 
Rodermel, 1998) sur les feuilles blanches de plantules d’arabidopsis traitées par le 
norflurazon. 
 

De leur côté, Simkin et al., (2000) n’ont pas observé de grande différence du niveau 
de transcrits des gènes codant pour la phytoène synthétase (PSY), la phytoène 
désaturase (PDS) et la zeta caroténe désaturase (ZDS) entre les feuilles des 
plantules de poivron témoins et celles devenues blanches après un traitement par le 
norflurazon. Ces données indiquent que la régulation de l’expression des principaux 
gènes codant pour les enzymes de biosynthèse des caroténoides n’est pas affectée 
par une diminution des caroténoides ou par une augmentation de leurs précurseurs 
dans les tissus. 
La teneur en caroténoides et en chlorophylles ne parait donc pas constituer des 
facteurs déterminants pour l’expression du gène PDS chez arabidopsis vu qu’il n’y 
a pas de corrélation entre la pigmentation et le niveau de transcrits de certains gènes 
intervenant dans la biosynthèse des caroténoides. 
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Cependant Giuliano et al., (1993) ont rapporté une augmentation d’un facteur 2 et 
10 les niveaux de mRNAs de la phytoène synthétase et de la phytoène désaturase 
respectivement dans les plantules dépigmentées de tomates traitées par le 
norflurazon ; Simkin et al.,( 2003) ont également observé une induction des gènes 
PDS, ZDS et PTOX (plastidial terminal oxidase) dans les plantules de tomates 
blanchies par un traitement au norflurazon. 
Ces observations suggèrent un contrôle de l’expression des gènes PDS et PSY et 
ZDS régulé par le stress photooxydatif et/ou par les produits finaux de la 
caroténogénèse.  
 

En définitive, la réduction du niveau d’acide linolénique lié au MGDG observé dans 
les feuilles des plantules traitées par le norflurazon a pour cause, donc à la fois la 
réduction du taux de transcrits du gène FAD7 que nous avons observée dans les 
feuilles entièrement dépigmentées par l’herbicide donc à une perte de la protéine 
(ω3 désaturase) mais aussi l’inhibition par l’herbicide de l’activité de cette enzyme 
(lorsqu’elle est présente), expérience faite avec l’oléate radioactif.  
 

Dans certaines expérimentations, le taux de transcrits du gène FAD7 ne varie pas de 
manière significative comparativement aux feuilles des plantules témoins. Dans ce 
cas, la diminution du C18 :3 lié au MGDG observée sous l’effet de l’herbicide serait 
plutôt due à la liaison de l’herbicide en des sites précis de cette enzyme l’empêchant 
de fonctionner ou encore au fait que l’enzyme ne trouve plus un environnement 
favorable à son activité : membranes chloroplastiques déstructurées (très forte chute 
des lipides galactolipides et PG et des caroténoides), ou encore à une diminution de 
l’activité photosynthètique et au manque d’énergie (feuilles albinos). 
 

En ce qui concerne l’augmentation du taux de linolénate lié à la PC , nous avons 
émis l’hypothèse que cela pouvait provenir en partie de l’augmentation de 
l’expression du gène FAD3 vu que nos résultats vont partiellement dans ce sens. En 
effet nous avons observé une accumulation des transcrits dans certaines feuilles 
avant le blanchiement total ce qui entraînerait une accumulation transitoire de la 
désaturase. Néanmoins l’extraction des lipides ayant été réalisée sur un mélange  
des feuilles à moitié blanches ou intermédiaires et des feuilles entièrement blanches, 
il est fort probable que l’effet du norflurazon se manifeste à différents niveaux.     
L’augmentation sous l’effet du norflurazon, du C18 :3 lié à la PC et formé par 
l’action de la ∆15 désaturase codée par le gène FAD3 que nous avons observée serait 
liée en partie à une accumulation des transcrits du gène FAD3 sous l’effet du 
norflurazon, à une augmentation du niveau de la protéine et/ou à une stimulation de 
l’activité de l’enzyme. 
Shah et al., (1997) ont observé une surexpression du gène FAD3 désaturase chez un 
mutant d’arabidopsis ela1 (enhanced linolenate accumulation) contenant de hauts 
niveau de linolénate et une réduction du niveau de linoléate (augmentation de 80% 
du niveau de transcrits par rapport au type sauvage). La majorité des mutants acides 
gras d’arabidopsis isolés jusqu’à présent montrent une perte de la fonction du gène 
et une accumulation des produits intermédiaires aux dépends des lipides plus 
insaturés. L’exception du mutant ela1 (Lemieux et al., 1990) serait due à un linkage 
entre la mutation et le locus FAD3 ce qui causerait une altération du promoteur ou 
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d’une autre région régulatrice du gène FAD3 entraînant une augmentation de la 
transcription. 
 

Chez les mutants FAD7, le compartiment extrachloroplastique présente également 
une déficience en acides gras insaturés liés aux phospholipides (Browse et al., 
1986) suite probablement à un blocage dans l’exportation des acides gras insaturés 
des plastes vers le réticulum endoplasmique. 
Nos résultats par contre ont montré une augmentation du linolénate liée aux 
phospholipides dans le compartiment extrachloroplastique. 
 
Il se peut donc que l’augmentation de PC 18 :3 sous l’effet du norflurazon découle 
de la forte détérioration du chloroplaste qui de ce fait ne sollicite plus les acides gras 
insaturés provenant de la PC et qui s’accumulent donc au niveau de ce 
phospholipide. 
 

D’après nos résultats, nous proposons le schéma récapitulatif (Fig. 69), résumant les 
divers effets du norflurazon sur les activités de désaturation des lipides des feuilles 
de plantules de soja. Ces effets concernent l’aspect transcriptionnel des gènes FAD7 
et FAD3 codant pour les deux désaturases, la quantité supposée de la protéine 
(désaturase) et le taux de C18 :3 MGDG et C18 :3 PC représentant les activités de 
désaturation.  
 

La diminution du niveau de C18 :3 MGDG est due à une réduction du taux de 
transcrits du gène FAD7 et donc probablement à la perte de la protéine ; il se peut 
aussi (dans les feuilles où la protéine est synthétisée) que cette diminution découle 
de l’inhibition de l’enzyme (ω3 désaturase) par l’herbicide. 
 

La présence d’un faible taux de transcrits du gène FAD3 dans certaines feuilles 
dépigmentées indique que l’effet du norflurazon sur l’augmentation de C18 :3 PC se 
manifeste à un niveau post transcriptionnel et post traductionnel  
Dans certaines feuilles dépigmentées où le niveau de transcrits du gène FAD3 est 
relativement maintenu en présence de l’herbicide, l’augmentation du C18 :3 PC 
résulterait aussi de l’accumulation de la protéine par augmentation de son activité 
de synthèse. 
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Discussion générale 
 
 

 
Les feuilles de plantules de soja, à l’instar des feuilles des autres espèces végétales 
sont riches en galactolipides (52% des lipides foliaires). Ces lipides et plus 
particulièrement le MGDG, sont riches en acides gras insaturés : l’acide linolénique 
représente à lui seul 91% des acides gras du MGDG. 
Dans les feuilles de soja, hormis le PG qui a une structure de type procaryote avec 
du C16 :1t en position sn-2 du glycérol, tous les autres lipides ont une structure de 
type eucaryote. 
Les études de cinétique de marquage des molécules de PC et de MGDG après 
fourniture de précurseurs radioactifs [1-14C] acétate de sodium et [1-14C] oléate 
d’ammonium ont montré que PC est toujours le lipide le plus radioactif et que 
lorsque PC radioactive diminue dans le temps, le MGDG radioactif augmente, ce 
qui confirme l’idée avancée par de nombreux auteurs (Trémolières et al., 1980 ; 
Drapier et al., 1982 ; Roughan et Slack, 1982) du transfert de la PC via les DAG ou 
de la lysoPC (Bessoule et al., 1995) vers le chloroplaste pour la synthèse du 
MGDG. 
 

Le [1-14C] oléate d’ammonium fourni comme précurseur est acylé puis désaturé 
dans la molécule de PC qui représente bien le substrat préférentiel de l’oléoyl 
désaturase.; ce résultat est en accord avec plusieurs travaux menés sur les feuilles de 
diverses plantes : feuilles de pois (Trémolières et Mazliak, 1974 ; Serguini-Caid et 
al., 1988), feuilles de fèves (Williams et al., 1976), feuilles d’avoine (Ohnischi et 
Yamada, 1982) et feuilles d’olivier (Zarrouk et al., 1990). 
 

PG et MGDG sont également marqués après fourniture du [1-14C] oléate 
d’ammonium (dès 2 heures de marquage) ce qui suggère que l’acide oléique pénètre 
dans le chloroplaste et est acylé à ces deux molécules lipidiques. Pour le MGDG 
cependant, une partie de l’oléate proviendrait de la PC tel que montré par les 
courbes de cinétique d’incorporation du [1-14C] oléate dans PC et MGDG. 
 

MGDG serait aussi substrat de l’oléoyl désaturase et linoléoyl désaturase vu que ce 
lipide présente de fortes proportions de C18 :2 et C18 :3 dès 2 heures après la 
fourniture du précurseur radioactif (résultats confirmés également par les calculs 
des indices de désaturations). A notre connaissance, seuls Zarrouk et ses 
collaborateurs (1990) ont évoqué le même mécanisme dans les feuilles d’olivier 
(plante également en C18 :3)  
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Alors, que de nombreux travaux stipulent que les acides linoléique et linolénique 
des galactolipides de type eucaryote proviennent de PC, nos résultats montrent donc 
que ces derniers sont largement synthétisés dans le chloroplaste ; les espèces 
moléculaires de PC à l’origine des DAG servant à la synthèse du MGDG ne sont 
donc pas toujours très insaturées comme c’est généralement rapporté dans la 
littérature ; les espèces moléculaires faiblement insaturées peuvent contribuer à la 
synthèse du MGDG.  

Par ailleurs la comparaison des indices de désaturation dans les molécules de 
MGDG et PC montrent que ces derniers sont plus élevés dans le chloroplaste (en 
particulier l’indice de la linoléate désaturase) ce qui nous incite à avancer que le 
MGDG est le substrat préférentiel de la linoléate désaturase mais aussi qu’une part 
de 18 :3 acylé à la PC proviendrait du chloroplaste. L’exportation du linolénate à 
partir du chloroplaste a déjà été signalée par Browse et al., (1993) dans des cas de 
mutation Fad3. 
 

Les lipides constituent avec les protéines les éléments structuraux des membranes 
biologiques. Dans les membranes chloroplastiques, des pigments s’ajoutent à ces 
constituants structuraux. L’intégrité de ces membranes doit être maintenue pour 
qu’elles puissent assurer leurs fonctions. Des changements excessifs dans la 
composition en pigments, en lipides ou en leur acides gras constitutifs peuvent donc 
être néfastes pour la cellule. 
 

Le traitement par le norflurazon (appliqué en présemis ou en préémergence) a 
montré que les faibles doses même si elles n’entraînent pas de modifications 
morphologiques apparentes peuvent diminuer les quantités de pigments 
caroténoides et chlorophylles. 
La dose 10-4M (dose proche de celle utilisée en champs) fait apparaître divers 
phénotypes dont les plantules albinos. Ces plantules sont de taille réduite et sont 
pratiquement dépourvues de chlorophylles et de caroténoides. 
Le norflurazon réduit donc drastiquement la synthèse des caroténoides en bloquant 
l’activité de la phytoène désaturase (Sandmann et Albrecht, 1990 ; Bramley, 1994). 
L’inhibition de cette biosynthèse entraîne un bleaching (albinisme) des feuilles 
nouvellement développées. Suite à cela, les proteines LHC des antennes collectrices 
d’énergie sont décomposées du fait de l’absence des pigments stabilisateurs 
(caroténoides et chlorophylles) (Yurina et Kloppstech 2001) ; la perte des 
caroténoides causant un stress photooxydatif important qui engendre la destruction 
des chlorophylles.  
L’effet de cet herbicide est attribué non seulement à la perte de la photoprotection 
mais aussi au fait que l’accumulation massive du phytoène accélère la mort des 
cellules (Bramley, 1994 ; Jung et al., 2000). 
Outre son effet sur la biosynthèse des caroténoides, le norflurazon réduit les 
quantités des lipides des membranes chloroplastiques des feuilles de soja ce qui 
indique une atteinte des chloroplastes. Il augmente par contre les quantités des 
phospholipides PC et PE.  
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Les résultats obtenus suite à l’incorporation du [1-14C] acétate ont montré que entre 
6 heures et 24 heures de marquage, le norflurazon réduit la quantité de lipides 
totaux radioactifs suite probablement à une diminution de la synthèse de novo de 
l’ensemble des acides gras dans les chloroplastes par freinage de l’acide gras 
synthétase. Pour des temps longs de marquage, le norflurazon semble plutôt 
accélérer la dégradation des lipides foliaires. 
L’étude de la cinétique de marquage des classes lipidiques montre un effet identique 
du norflurazon sur les phospholipides PC, PE et PG : dans un premier temps 
(jusqu’à 24 heures de marquage) la synthèse de ces lipides est freinée par 
l’herbicide ; par la suite l’herbicide a tendance à accélérer la dégradation de ces 
lipides plus particulièrement celle du PG. 
 

La radioactivité incorporée dans le MGDG continue d’augmenter jusqu’à 48 heures 
dans les feuilles des plantules traitées tout en étant freinée par l’herbicide 
particulièrement après 24 heures où il est noté une réduction de la biosynthèse du 
MGDG de 67%. 
 

La réduction de la biosynthèse de l’ensemble des lipides polaires observée après 
marquage au [1-14C] acétate, peut découler du freinage de l’activité acide gras 
synthétase : de ce fait, il n’y a plus suffisamment d’acides gras disponibles pour 
estérifier les lipides polaires comme elle peut avoir pour cause un effet direct du 
norflurazon sur les enzymes impliquées dans leur biosynthèse (MGDG synthétase 
ou UDP galactose galactosyldiacylglycérol transférase, DGDG synthétase, 
CDPcholine phosphotransférase ect…..).  
L’étude in vitro de la CDP-choline phosphotransférase sur des microsomes de 
feuilles de plantules témoins et de plantules traitées par le norflurazon confirme que 
ce dernier réduit la formation de la PC puisque l’activité CDP-choline 
phosphotransférase est réduite dans les plantules traitées. 
L’augmentation en masse de PC que nous avons observée dans les plantules traitées 
serait donc due à un ralentissement de son acheminement vers le chloroplaste pour 
la fourniture des molécules de diacylglycérol. 
 

Le norflurazon modifie également le degré d’insaturation des lipides membranaires 
des feuilles de soja. Il réduit le taux de 18 :3 MGDG ainsi que celui des espèces 
moléculaires 18 :3/18 :3 MGDG et élève les proportions des espèces moléculaires 
précurseurs 18 :2/18 :3 MGDG et 18 :2/18 :3 MGDG.  
Le norflurazon réduit également les espèces moléculaires du PG ayant du C16 :1t. 
Au niveau des phospholipides extrachloroplastiques, notamment au niveau de PC, 
le norflurazon augmente le niveau d’insaturation par augmentation du taux de 18 :3 
et de la biosynthèse des espèces moléculaires 18 :3/18 :3 alors qu'il diminue le 
niveau des espèces moléculaires précurseurs 18:2/18:3, 18:2/18:2.  
 
Ces résultats ont été clairement confirmés par l’utilisation du [1-14C] oléate 
d’ammonium qui montre une réduction du 18 :3 MGDG et des espèces moléculaires 
18 :3/18 :3 MGDG ainsi qu’une augmentation du 18 :3 PC et des espèces 
moléculaires 18 :3/18 :3 PC.  
Par ailleurs le norflurazon semble activer le système d’acylation et de déacylation 
au niveau de la PC. En effet il augmente l’activité in vitro de la lysoPC 
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acyltransférase dans les microsomes de feuilles des plantules traitées. Cette enzyme 
qui est liée au métabolisme de la PC dans le réticulum endoplasmique et qui fait 
partie du système de désaturation de l’oléate lié à la PC expliquerait en partie 
l’augmentation de l’insaturation de la PC dans les plantules traitées. 
 

L’effet dépressif du norflurazon sur la désaturation du 18 :2 MGDG en 18 :3 
MGDG est en accord avec celui de Norman et St John (1987); cependant alors que 
ces mêmes auteurs n’ont pas observé de modifications dans le niveau d’insaturation 
de la PC en présence de l’herbicide, nous avons obtenu une augmentation du 18 :3 
PC sous l’effet du norflurazon. 
 

Notre étude du métabolisme lipidique a été complétée par une approche de biologie 
moléculaire portant sur l’expression des gènes FAD7 et FAD3 codant 
respectivement pour la ω3 désaturase liée au MGDG et la ∆15 désaturase liée à la PC 
intervenant dans la biosynthèse de l’acide linolénique. 
L’analyse par northern blot a montré que les taux des transcrits des gènes FAD7 et 
FAD3 diminuent sous l’effet du norflurazon alors que l’effet du norflurazon sur les 
activités de désaturation est différent selon qu’il s’agisse du MGDG (inhibition) ou 
de la PC (activation). Cependant cet effet sur l’expression des gènes ne doit pas 
représenter le site de régulation majeure qui se situe probablement voire 
essentiellement à un niveau post transcriptionnel et/ou post traductionnel.  
L’absence de travaux se rapportant à l’expression des gènes FAD3 et FAD7 en 
présence d’herbicide, nous a incités à discuter les résultats obtenus en comparaison 
avec ceux découlant de l’étude de l’expression du gène PDS codant pour la 
phytoène désaturase, cible principale du norflurazon. 
 

Les nombreux travaux qui ont porté sur l’expression du gène PDS ont abouti à des 
résultats variables : certains menés sur les feuilles d’arabidopsis ont montré que le 
norflurazon ne varie pas le niveau de transcrits du gène codant pour la phytoène 
désaturase (Wetzel et Rodermel, 1998), d’autres effectués sur des plantules de 
tomates ont montré une augmentation du niveau d’expression du gène PDS 
(Giuliano et al., 1993) alors que l’enzyme est fortement inhibée par l’herbicide. 
Par ailleurs comme le norflurazon agit sur les plantules en provoquant une 
destruction photooxydative des chloroplastes, l’expression de plusieurs gènes 
nucléaires codant pour des proteines destinées au chloroplastes (tels le gène Rbcs 
codant pour la petite sous unité ribulose 1,5 biphosphate carboxylase-/oxygénase ou 
le gène Cab codant pour le complexe chlorophylles a-b/proteines) est supprimée 
dans les plantules albinos suite à une interruption de signaux venant du chloroplaste 
en direction du noyau (Tamada et al., 2003 ; Gray et al., 2003). 
Cependant comme le bleaching total n’est pas un événement courant dans la nature, 
l’induction ou la répression des gènes sous de telles conditions sévères ne doit pas 
refléter une situation physiologique significative. 
Toutes les études menées in vivo et in vitro ont montré que le norflurazon agit de 
façon non compétitive sur l’activité de l’enzyme phytoène désaturase (Simkin et al., 
2000 ; Breitenbach et al., 2001). 
 

Concernant les désaturases liées au métabolisme lipidique, nous pensons que même 
si le norflurazon agit au niveau de l’expression des gènes, son action prédominante 
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se situerait au niveau des enzymes elles mêmes : les expériences avec l’oléate 
radioactif comme précurseur montrent bien cet impact au niveau de l’activité des 
désaturases chloroplastiques (du moins pour la ω3 désaturase si nous faisons 
l’analogie avec la phytoène désaturase cible primaire du norflurazon).  
 

Nous serions tentés de penser que cet effet sur les désaturases puisse être 
indirectement la conséquence de l’action de l’herbicide sur la voie de biosynthèse 
des caroténoides ; mais l’utilisation d’un pyridazinone substitué en l’occurrence le 
BASF 13 338 qui inhibe la ω3 désaturase ( St John et al., 1984 ; Norman et St John 
1987) alors qu’il n’a pas du tout d’influence sur la biosynthèse des caroténoides 
élimine toute équivoque quant à l’action directe du norflurazon sur les désaturases 
chloroplastiques. 
Le fait que l’ensemble de ces désaturases (phytoène désaturase et n-3 désaturases) 
qui sont codées par le génome nucléaire soient localisées dans l’enveloppe du 
chloroplaste (Ferro et al., 2003) milite en faveur d’un effet direct et probablement 
semblable du norflurazon sur ces enzymes (les mécanismes de désaturation des 
acides gras sont dans leur ensemble identiques à ceux intervenant dans la 
désaturation du phytoène en phytofluène catalysée par la phytoène désaturase).  
 

Les résultats obtenus sur les désaturases chloroplastiques (inhibition) et 
extrachloroplastique (activation) appuient l’idée rapportée dans plusieurs situations 
physiologiques (stress) ou génétiques (mutation) selon laquelle les plantes, du fait 
de l’organisation coopérative du métabolisme lipidique, sont capables de compenser 
une déficience dans la désaturation dans un compartiment (ici le compartiment 
chloroplastique) par une augmentation de ce mécanisme dans le compartiment non 
affecté (ici le réticulum endoplasmique) et donc de réguler la composition en acides 
gras. 
L’augmentation du niveau de C18 :3 dans PC des plantes traitées peut résulter d’une 
augmentation des activités de désaturation dans le cytosol induite par l’inhibition de 
la voie de désaturation intrachloroplastique. 
PC représente un pool lipidique actif distribuant les acides gras à différents autres 
lipides notamment les lipides chloroplastiques de type eucaryotes et en particulier le 
MGDG.  
Il est probable également que l’augmentation de 18 :3PC sous l’effet du norflurazon 
découle de la forte détérioration du chloroplaste qui de ce fait ne sollicite plus les 
acides gras insaturés provenant de PC et qui s’accumulent donc au niveau de ce 
lipide. 
 

La diminution de l’acide linolénique lié au MGDG peut découler aussi d’une 
accélération de la dégradation de cet acide gras suite au stress oxydatif engendré par 
l’herbicide : le MGDG « cracherait » le linolénate sous l’action de lipases actives ; 
ce dernier serait alors soumis à l’action de lipoxigénases activées également par le 
stress oxydatif. 
 

D’une façon générale, les lipides membranaires et leur degré d’insaturation sont le 
plus souvent modifiés par un changement des conditions externes de croissance des 
végétaux telles le stress thermique (Aid et al., 1998), hydrique (Benhassaine-Kesri 
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et al., 2002) salin (Sakamoto et Murata, 2002) ou encore chimique (Norman et St 
John., 1987). 
Notre travail montre les répercussions du norflurazon sur un certain nombre 
d’enzymes impliquées dans les processus de biosynthèse des acides gras et des 
lipides (acide gras synthétase, MGDG synthétase, CDPcholine acyl transférase…), 
d’acylation du résidu oléate (acyl thiokinase et acyltransférase) et de sa désaturation 
ultérieure en acides linoléique et linolénique (oléoyl désaturase et linoléoyl 
désaturase). 
 

La diminution des lipides chloroplastiques et de leur insaturation provoque un 
dérèglement de l’organisation et du fonctionnement des membranes plastidiales : la 
fluidité membranaire étant régulée par les proportions relatives des lipides et des 
protéines mais aussi par la longueur et l’insaturation des chaînes d’acides gras 
composant ces lipides (Siegenthaller et Trémolières, 1998), toute modification dans 
l’insaturation peut réduire la fluidité membranaire ce qui à terme peut modifier 
certaines propriétés des membranes telles la perméabilité ou les activités 
enzymatiques. 
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Conclusion générale 
 
 
Le travail que nous avons effectué sur les plantules de soja, plante en C18 :3, se veut 
une contribution à une meilleure compréhension du métabolisme lipidique de cette 
plante d’une part et d’autre part, du mode d’action du norflurazon sur ce 
métabolisme lipidique.  
 

En définitive, le norflurazon induit un stress chimique qui entraîne l’inhibition des 
désaturases plastidiales phytoène désaturase (cible principale), ∆3 PG trans 
désaturase et ω3 désaturases. Le norflurazon semble intervenir sur les processus post 
transcriptionnels même si l’expression du gène codant pour la ω3

 désaturase est 
réduite dans les feuilles des plantules traitées. 
L’ensemble des effets du norflurazon sur les enzymes chloroplastiques semblent 
surtout résulter d’un effet direct sur ces enzymes elles mêmes mais aussi du fait que 
ces dernières ne trouvent plus leur environnement naturel (déstructuration des 
membranes) ; il se peut qu’à ces mécanismes s’ajoute un manque d’énergie (ATP) 
du fait de la disparition quasi totale des pigments.  
 

La diminution du linolénate dans le compartiment chloroplastique peut également 
provenir de l’accélération de son oxydation. Aussi, il serait intéressant 
d’approfondir la voie des oxylipines en présence du norflurazon.  
De même qu’il serait intéressant d’étudier les mécanismes de détoxification mis en 
jeu par la plante pour faire face au stress oxydatif engendré par le norflurazon ainsi 
que l’expression des gènes codant pour des protéines impliquées dans des 
mécanismes de résistance au stress et de protection des plastes telles que la fibrilline 
(Chen et al., 1998 ; Manach et Kuntz, 1999) et l’oxydase terminale plastidiale 
(Josse et al., 2000). 
 

Les grandes lignes du métabolisme lipidique des végétaux sont actuellement bien 
tracées ; cependant, les connaissances au niveau biochimique demeurent 
imprécises : de nombreuses enzymes (dont les désaturases membranaires) sont 
encore à isoler et le mécanisme final de leur régulation reste encore imparfaitement 
compris. 
Les avancées dans le clonage et les manipulations des gènes des désaturases des 
acides gras ont été très importants ces dernières années.  
L’utilisation d’herbicides inhibiteurs de la synthèse des acides gras insaturés tels les 
pyridazinones représente une autre approche dans l’étude du système de 
désaturation des acides gras.  
 

Les herbicides représentent donc un outil de travail intéressant permettant une 
certaine approche des mécanismes physiologiques et biochimiques. 
Ils sont également devenus incontournables dans la gestion de l’agriculture moderne 
mais leur utilisation doit impérativement tenir compte de leurs potentiels effets nuisibles. 
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Les enzymes de désaturation sont très importantes du point de vue biotechnologique 
car elles offrent des perspectives de production d’acides gras unusuels dans des 
graines oléagineuses transgéniques (l’un des principaux buts de la biotechnologie 
est de produire des plantes accumulant de grandes quantités d’acides γ linolénique 
et arachidonique). La production d’une « huile designer » dans des plantes 
transgéniques peut devenir une réalité permettant de satisfaire la demande des 
industries chimiques et pharmaceutiques. 
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                                      ANNEXES 
 

Tampon TBE 10 X 

acide borique        90 mM 

DMSO        5% 

 

Formaldéhyde       12% 

 

Bleu de bromophénol      0.2% 

 

 
 
 
Tampon TEG 
Tris HCl pH 8.0       25 mM 
Na4EDTA        10 mM 
Glucose        50 mM  
 

Tris-borate pH 8.0       90 mM 

Na2EDTA        50 mM 
 
Tampon TSB 
PEG         10% 

MgCl2         10 mM 
MgSO4        10 mM 

Tampon MOPS 10X 
MOPS pH 7,0       0,2 M 
acétate de sodium       50 mM 
Na4EDTA        5 mM 
 

Tampon de dénaturation des ARNs (dans du tampon MOPS 2X) 
Formamide        50% 

Na4EDTA        5 mM 

Tampon de charge des ARNs (dans du tampon MOPS 1X) 
Glycérol        50% 

 
Tampon de préhybridation/hybridation 
Formamide        500 ml.l-1 
Denhardt 50X       100 ml.l-1 
Tampon SSC 20X       300 ml.l-1 
SDS         0.1% 
ADN de sperme de saumon soniqué dénaturé   0.1g.l-1 
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Denhardt 50 X 
PVP         1% 
SBA         1% 
Ficoll-400        1% 
Tampon SSC 20X (pH 7.0 ajusté avec NaOH 10N) 
NaCl         3 M 
citrate trisodique       0,3 M 
 
Milieu de culture bactérienne LB (Luria et Bertani) 
 
Bacto-tryptone       10g.l-1 
Bacto-yeast extract       5g.l-1 

NaCl         10g.l-1 
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