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~ INTRODUCTION

L*'Algérie importe actuellement 220 000 tonnes par an de matiére
grasse d'origine végétale (végétaux autre que 1'huile d'Olive). La capacité de
production du pays en graines ou fruits oléagineux est d'environ 20 000 tonnes
par an soit 10% & peine des besoins nationaux. C'est pour cette raison qu'une
politique d'introduction de nouvelles plantes o?éagineuses est actuellement
développée en Algérie, | | | '

Les premiers‘essais ont débuté en 1966 avec le Tournesol (Bzi unthus
anmuus L.) suivis en 1971 par le Carthame (Carthamus|tinctorius L.), le Soja
(Glycine maz. L.) et le Colza (Brassica mapus L.).| Aprés plusieurs essais
infructueux, tous les efforts se sont portés sur la culture du Carthame.
L'introduction de cette p]anté présente en effet plusie@rs avantages :

1°) Cette Composée est trés répandue sur les hautés plaines algériennes
(surtout en Oranie) ol on la trouve a 1'état spontané. 'Cette bonne adaptation
de la plante & des conditions &daphiques ou climatiques difficiles la font
préférer aux autres plantes oléagineuses citées ci-dessus. De plus le Carthame
~est tolérant & plusieurs types de sols. Grdce & ses racine$_p{votanﬁes, la
plante peut se développer en milieu semi-aride, sur.sol,profénd; En revanche
dans des sols peu profonds, la surface radiculaire est peu dévéloppée et la

productivité baisse.

- 2°) Les besoins en eau des plantules de Carthame en développement sont assez
faibles. Des précipitations de 600 mm/an et méme de 400 mm/an peuvent suffire
pour .assurer une bonne production. = Le Carthame peut donc se développer

correctement sur de grandes &tendues & faibles pluviométries (zones semi-
arides). |

3°) La contribution des cultures de Carthame dans 1'assolement est

intéressénte; “Dans les régions semi-arides, les cultures de céréales doivent
toujours étre précédées d'une jachére pour permettre un bon rendement .
L'introduction des cultures de Carthame dans 1'assolement limite la place
improductive dés jachéres et accroft la productiv%té des terres. L?ésse}emént
céréales- jachére pratiqué paf les agriculteurs peut tre rempTécé par un
assolement céréales-Carthame. 11 s'avére cependant que dans le cas d'une
sécheresse automnale, les parcelles de BIé Venanﬁ aprés les cultures de
Carthame donnent un B1é &tiolé pendant les premiers'ﬁtades végétatifs (Station
'd‘Oym~E!-Bouaghi). Dans ce cas on pourrait alternerEcéréales»Carthame—jachére '

afin de maintenir la méme surface en céréales et réduire la place des

Jachéres.
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4°) La richesse en huile du Cérthame,est,remarquable. La teneur en huile des

~ akénes est comparéble»é'cé11es du fruit d'0livier, des graines de Tournesol ou
- d'Arachide (40% par rapport & la masse poids de la matiére séche). De plus,

1'huile de Carthame est tout & fait recommandable pour la consommation de
table : elle contient 75% d'acide linoléique, acide‘gras indispensab1e &
1'homme, et présente une trés faible teneur (1,8%) en acide,\incténique,'donc
1'autoxydation & 1'air est réduite (CHERIF et MAZLIAK, 1978).

Toutes ces raisons incitent & la culture du Carthame dans plusieurs
régions de 1'Algérie. Des ensemencements bien menés, eh*grandés surfaces, -
pourront réduire le déficit en huile du pays.

*

Une étude saientifiqné de la producticn des lipides au cours du
développement du Carthame, cultivé dans les conditions naturelles offertes par
1'Algérie, présente donc un grand intérét. Une telle étude pourra guider Tes
agriculteurs dans la détermination des moments optimum de récolte, dans la
mise en oeuyre des traitements divers (apports d'engrais, arrosages) pour
obtenir de meilleurs rendements. Par ailleurs, les sélettiOnheurs:pourrant

travailler & 1'obtention des variétés intéressantes, une fois bien connues la -

physiologie et la biochimie générale des vari&tés sauvages.

Sur un plan plus fondamental, _Tle Carthame s'est révélé un bon
matériel d'étude pour la biosynthése des acides gras polyinsaturés (SIMS er

‘al., 1961), (Mac MAHON et STUMPF, 1964, 1966), (VIJAY et STUMPF, 1971),

(STYMNE et APPELQVIST, 1978), (ICHIHARA et NODA, 1980, 1982), (STOBART et al.,

11983), (BROWSE et SLACK, 1983), (STOBART et STYMNE, 1985). C'&tait, pour nous,

une raison supplémentaire pour aborder, de facon approfondie, 1'é&tude du
métaboiisme'des'1ipides dans cette plante. S

Le présent travail porte donc d'une part, sur la formation des
réserves lipidiques au cours de la maturation des 'semences,he Carthame et -
d'autre part, sur 1'utilisation de ces réserves au cours de la germination.

Cette dernidre étude nous a permis de suivre au niveau du métabolisme Ta

transformation des cotylédons, organe de réserve, en feui]les,cétylédonhaires,
organes assimilateurs ; cette transformation s'accompagne-de la mise en place,
dans les chloroplastes qui apparaissent, de lipides membranaires riches en
acide 1inolénique. :



: Grace a T'utilisation de precurseurs rad1oact1fs, nous avons mis en
‘-ev1dence les categor1es lipidiques impliquées dans la biosynthése des acides
gras polyinsaturés des,chlcroplastes.n Dans la derniére &tape de notre travail
nous avons tenté de cerner, par des expériences de fractionnément~cellulaire,'\
la contribution de chaque organite dans la- bxesynthese des acxdes gras

poly1nsatures.

B
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A - FORMATION DES RESERVES. LIPIDIQUES DANS LES GRAINES OLEAGINEUSES

Au cours de Teur maturation, Tles graines des plantes oléagineuses
s'enrichissent considérablement en Tipides. L‘accumu]ation de ces lipides de
réserve dans les différentes espéces a fait 1'objet de plusieurs travaux
études sur le Carthame (SIMS et «i., 1961}, Tle Colza (APPELQVIST, 1975},
(CHERIF, 1975), le Lin (CHERIF et MAZLIAK, 1978}, le Tournesol (TRIKI, 1981 ;
MONGA et al., 1983).

L'accumulation des lipides suit la méme cinétique dans toutes les
espéces.1 On distingue en général trois phases dans cette accumulation. La
premiére phase est une période de Tatence oG la synthése des lipides est
faible. Les cotylédons des graines renferment alors trés peu de Tlipides.
Durant cette phase de latence, Tes tissus sont probablement dépourvus
d'enzymes intervenant dans la lipogénése.

La deuxiéme phase est caractérisée par une synthése active des
lipides neutres et plus particuliérement des triacylglycérols (TAG).

La phase finale est une période ol la synthése lipidique diminue 5
ce ralentissement des synthéses coincide avec la deshydratation des graines.
Bien des points demeurent obscurs cependant quant aux mécanismes de synthése
et aux organites cellulaires intervenant dans la formation des TAG.

Grace aux études au microscope électronique effectudes sur des
graines mires, on sait que les lipides sont contenus dans les“oléosomes” (GURR,
1980). Les oléosomes sont des amas, g&néralement sphériques, de TAG entourés
d'une enveloppe constituée de phoéphoIipides. Plusieurs hypothé&ses ont &té
émises concernant 1'origine des oléosomes. D'aprés les travaux de WANNER et
al. (1981), les oléosomes dérivent de l1a membrane du réticulum endoplasmique
ou de I‘enyeleppe du plaste,

Dans les akénes de Carthame en développement, plusieurs travaux
réalisés ”in. vitro" ont montré que les microsomes sont impliqués dans la
désaturation de 1'oléyl1-CoA. Le linoléate ‘predhit est incorporé dans 1la
phosphatidj!choiine servant de précurseur pour la synthése des TAG : STYMNE et
APPELQVIST, 1978 ; SLACK et a?., 1979 : BROWSE et SLACK, 1983 ; STYMNE
et al., 1983 ;  STOBART et al., 1983 ; STOBART et al. 1985 ; STYMNE et al.,
1984a). Ces résultats indiquent qu‘s T'origine 1'oléosome est 11 au réticulum
_ endoplasmique. La sé&paration a lieu quand 1'oléosome est surchargé en TAG.

Les mécanismes de biosynthése des TAG commencent & &tre élucidés.
Trois voies biochimiques ont &té proposées. '
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1°) La synthése des TAG dans 1e$ graines oléagineuses se réaliserait de 1la
méme fagon que chez les animaux, selon la voie décrite par KENNEDY (1961).
Cette voie est résumée par le schéma I :

1 Sn G-3-P e kRS lyso PA-W—W PA DAG sl TAG
r & ¥ &

acyl CoA acyl CoA - Pi ‘ acyl CoA

Schéma I - Synthése des triacylglycérols selon la voie classique.

2°) La deuxiéme voie de biosynthése a été proposde récemment par ROUGHAN et
SLACK (1982}, SLACK et al. (1979). En utilisant les cotylédons de Lin, Soja et
Carthame en présence de [2~3H}~g¥ycér07 et de §}-IQC}~aCétate, ces auteurs ont
montré que les précurseurs sont incorporés d'abord dans la PC, puis dans les
DAG et TAG. Teurs résultats suggérent que les DAG proviennent du PC plutdt que
de PA. Ces résuitats furent confirmés par les travaux de STYMNE et APPELQVIST
(1978), APPELQVIST (1980), aprés utilisation de [1-'%C]-oléate sur Tes
microsomes des cotylédons de Carthame. Le schéma II illustre la voie proposée
par les auteurs précédents :

i
“{j16 10 18:1, 2, 3 -%:
pC
i cMp - z
‘ COP choline | COP choline
‘{: 16:0 18:1, 2, 3 ] _4-
oK -

6:0 18:2, 3

6:0 18:2, 3

DAG

acyl CoA
PA Pt

+‘ -CoA
F::i::16:0,18:1 CoA

G-3-P . ' Tag

CoA

_ Schém§ IT - Synthése des triacylglycérols selon la voie proposée par ROUGHAN
| et SLACK (1982).
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. D'aprés les travaux trés récents de STYMNE et 7. (1983), STOBART
et al. (1983), STYMNE et STOBART (?984? 1985), la synthése des TAG dans les
cotylédons de Carthame se fait principalement selon 1a voie de KENNEDY. En

~mettant en incubation des microsomes de Carthame en présence de Sn

glycérol-3-P et de-

[1~T4Cj~oleate i1s ont montré que :

- 1'oléate de 1'0léoyl-CoA est sélectivement transféré en position 2 du PC

- 1'oléoyl-PC est désaturé en linoléoyl-PC

- le linoléate nouvellement formé est transformé en -acyl-CoA .

- finalement se produirait une acylation du Sn §1ycér0!—3-? avec formation

d'acide phosphatidique, puis on aurait la chaine finale de ﬁéacﬁians :
PA =jge DAG «@ TAG.

Le schéma proposé par STOBART et STYMNE (1985) est le suivant
(schéma III) : '

PA . DAG _ ,
18:2, 1, 0, 16:0 18:2, 1, 0, 16:0 ‘ !8:2: 0, 16:0
18:2, 1 18:2, 1 18:2 _u__wmmm_aw»TAG,
, | e
OH ' H f acyl -CoA

oléate

OH + | pool N ri8:2, 1, 0, 16:0
e B :
OH d'acyl-COAl ot 18: 2, 1
- Tinoléate
P cholipe
g!ycér0173~P | : pC

Schéma III - Voie de biosynthése des triacylglycérols selon STOBART at STYMNL
(1985) STYMNE et STOBART (1985)

Ces auteurs ont montré en outre que :

-

- 1'équilibre entre les DAG et le PC est di 3 la cytidiﬁe 5'diphosphate
diacylglycérol choline phosphotransférase (SLACK et al., 1983)
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- 1'8change entre Tles acyl-CoA et le - PC est ’catalysé par la
lysophosphatidylcholine dcyl transférase. Cette rdaction enzymatique est
également réversible (STYMNE et STOBART, 1984a).

B ~ UTILISATION DES RESERVES LIPIDIQUES DANS LES PLANTES OLEAGINEUSES

Les réserves lipidiques stockées dans les graines oléagineuses sont
activement hydrolysées au moment de la germination. Les produits d'hydrolyse
sont soit oxydés pour fournir 1'énergie nécessaire & la croissance de la

plantule,  soit transformés en g?ucides' au niveau de 1'embryon. - La
néoglucogénése nécessite 1'intervention de plusieurs organites cellulaires :
oléosomes, glyoxysomes, mitochondries et enzymes solubles cytoplasmiques.

1 - Hydrolyse des réserves

La majeure partie des réserves lipidiques est dégradée pendant les
cing premiers Jjours de la germination. Cette dégradation est I‘oe?vre des
Tipases présentes dans les cotylédons. Dans 1'albumen des graines de Ricin on
a pu mettre en évidence deux Tipases actives : une lipase acide associée aux
oléosomes hydrdlysant les tri- et diacylglycérols avec un maximum d'activité
au 2éme jour de Tla germination et une Tlipase alcaline hydrolysant les
monoacy1gﬁycéro!s. Cette enzyme serait liée aux glyoxysomes (MUTO et BEEVERS,
1974). D@ns te cas des autres espéces &tudiées, une seule lipase alcaline a
été détectée.

2 - Le cycle glyoxylique

Les produits de la lipolyse ne s'accumulent pas dans les graines.
Les travaux de BEEVERS (1980} dans 1'albumen de Ricin montrent qu'ils sont
transformés en succinate dans des organites spécialisés, les glyoxysomes, par
les enzymes de la 8 .oxydation puis celles du ch?e glyoxylique. Les
m-tochondries ihtervieﬁnent dans la transformation du succinate en malate, Une
partie du malate est repris dans le cycle de Krebs et sert de substrat pour
les oxydations'terminales. L'autre partie est convertieen glucose par les
enzymes solubles du cytoplasme. La transformation des lipides en sucres a donc
Tieu dans des compartiments différents ; elle est facilitée par la proximité
des organites cellulaires. La coopération entre organites implique Ile
transport des métabolites d'un compartiment & un autre. Jusqu'd présent les
mécanismes ?e ce transport ne sont pas connus. Les différentes étapesrsmnt

résumées dans le schéma IV :
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3 ~ METABOLISME DES LIPIDES DANS LES FEUILLES

Lors de la croissance des plantules de Carthame les cotylédons sont
pcrtés par 1'hypocotyle. Sous 1'effet de Ta lumiére 1ils verdissent et se
transforment en feuilles. Les é&tiochloroplastes se transforment en
chloroplates. ‘

Les lipides majeurs des tissus chlorophylliens sont les
galactolipides riches en acide gras tri-insaturés (1'acide fina?éniqueg
618:3}‘ Le mécanisme de‘biosynthésé des acides gras polyinsaturés commence a
étre assez bien connu. Deux voies de biosynthése ont &té proposées :

1°) HARRIS et JAMES (1965), TREMOLIERES et MAZLIAK (1974), MAZLIAK (1980} ont

&Z.J
7’ se forme aprés désaturation

montré que 1'acide « linolénique (C,
8:3 29,12
} et de 1'acide oléique

successives de 1'acide Tlinoléique (618"2
(g,
2°) d'aprés les travaux de JACOBSON et ales (1973 a, b}, KANNANGARA ¢t al.

(1972), 'MURPHY et STUMPF (1979 b) réalisés dans le chloroplaste d'Epinard, la
synthése de 1'acide linolénique pourrait aussi se faire par élongation de
1'acide hexadécatriénoTque (6}6:3C13A7’?0’T3) provenant d'un acide gras tri-
insaturé & courte chaine <C72:3)“ Cependant le mécanisme de la désaturation
n'est pas encore démontré et les auteurs de cette hypothése 1'ont pratiquement
retirée en 1980 (STUMPF€ﬁ§AWKE et STUMPF, 4930}

A la suite de nombreux travaux réalisés in vive et im vitro, 11 est
admis aujourd'hui que la synthése des acides gras commence dans le
chioroplaste (OHLROGGE et q7., 1979 ; MOORE, 1982).

Les acides gras saturés sont synthétisés grace a 1'acide gras
synthétase constitude de plusieurs enzymes solubles dans Tle stroma du
chloroplaste. A partif.de 1'acétyl1-ACP et de malonyl-ACP, le palmitoyl-ACP est
formé, A cette &tape, deux réactions peuvent se produire :

1) 1'acide palmitique (616 g! est libéré grice & une acyl-ACP hydroIase et
intégré aux lipides endogenes du chloroplaste.

2) le palmitoyl-ACP en présence d'un matonyl-ACP et d'une &longase donne le |
stéaroyl-ACP,

Tére étape de désaturation

Le stéaryl-ACP est désaturé en oléoyl-ACP {CIS .0 - CTS 1 q) grace
a la stéaroyl-ACP désaturase, enzyme soluble, présente dans le stroma du
chloroplaste des tissus photosynthétiques (NAGAI et BLOCH, 1968 ; JAWORSKI et
STUMPF, 1974}, ainsi que dans les plastes des tissus non photosynthétiques
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(WEAIRE et KEKWICK, 1975). Trois prot&ines participent en fonctionnement de ce
systéme de désaturation : la NADH-ferredoxine réductase, la ferredoxine et Ta
désaturase. Le NADPH et 1'oxygéne sont indispensables au fonctionnement du

systéme.

y ) o 49
28me étape de désaturation : <C18:}. - Cig:2

Qué? que soit le matériel végétal utilisé : Pomme de terre (BEN
ABDELKADER et ql., 1973}, Carthame (VIJAY et STUMPF, 1971) ou feuille de Pois
(DUBACQ et al., 1976), la désaturation de 1'acide oléique a lieu in vitro dans
les microsomes (culot de centrifugation rassemblant les membranes du réticulum
endoplasmique, des fragments de tonoplaste, golgi, plasmalemme, etc...}. Cette

e

désaturase est due 3 un systéme enzymatique membranaire T1ié principalement

AQJZL

sinon exclusivement au réticulum endoplasmique.

Ce systéme enzymatique est constituée d'au wmoins trois protéines :
la NADH oxydase, le cytochrome bs et la désaturase. Comme dans le cas de la
premiére désaturase, e NADH et 1'oxygéne sont nécessaires & son
fonctionnement (MAZLIAK, 1980). IT est admis aujourd'hui que le substrat réel
de la désaturase est la molécule d'oléoyl-phosphatidylcholine. Quand les
microsomes sont incubés en présence d'oléoyl-CoA, le précurseur est incorporé
dans la phosphatidylcholine et 1'oléoyi-PC est dé&saturé en linoléoyl-PC
(DUBACQ et al., 1976 ; STYMNE et APPELQVIST, 1978 ; SLACK et al., 1979).

L . 49,12 49,12 ,15
3éme étape de désaturation (Cyq., - C18:3 AR F

Cette derniére é&tape est la moins bien connue. La Tinpléoyl-
désaturase exige Tles mémes cofacteurs que les deux premiers systémes
enzymatigues mais son site cellulaire d'action est mal défini. Les études
effectuées +4n wivo avec du I4C02 et du [7-14¢]~01éate comme présurseurs
montrent que la désaturation du linoléate a lieu dans les microsomes, puis que
le linolénate formé est ensuite transferré dans les galactolipides du
chioroptaste (WILLIAMS et al., 1976 ; ROUGHAN et al., 1979b ; STUBART et al.,
1980 ; BROWSE et SLACK, 1981}). En revanche, les études <m vivo réalisées avec
du [1~14C}~acétate comme précurseur montrent que ta désaturation du lincléate
pourrait se faire directement dans les galactolipides (BOLTON et HARWOOD,

1978 ; OHNISHI et YAMADA, 1982).

D'un autre cdté, les &tudes in vitro sont en faveur d'une
coopération entre différentes fractions cellulaires pour la synthdse de
1'acide linolénique des plastes (TREMOLIERES et «l., 1980 OHNISHI et
YAMADA, 1980 ; DRAPIER et al., 1982 ; DUBACQ et al., 1984).
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‘Daﬁs 1'hypothése de Ta coopération nécessaire entre compartiments.
_ ce1?u1aires, les étapes de la biosynthése de 1' ac1de linolénique se resument
de la fagon suivante :

1. A partir de 1'acétate, le chloroplaste synthétise les acides gras saturés
tel que 1e-pa1mity1 -ACP et le stéaryl-ACP. La premiére désaturation se
fait également dans cet organite cel?u1a1re' ’

2. Lt oléoyl-ACP est hydrolysé et 1'acide oléique est transformé en oleoy1-CoA
par 1'enveloppe du chleroplaste (JOYARD et DOUCE, 1977}, puxs.exportg dans
te cytoplasme. ' - : :

3. L'oléoyl-CoA est désaturé dans. le réticulum endoplasmique et se trouve
- sous la forme de linoléoyl phosphatidylcholine. ' ’

4. lLa T1no?eoy1 phOSphat1dy1chol1ne est

| a) soit désaturée dans le réticulum endop?asmzque et la ¥1nolenoy1 -PC
produite est transférée au ch1orop1aste '
b) alternativement, la linoléoyl-PC serait transférée dans le ch]oroplasfe
et désaturée en Tinolénoyl-PC ; le reste “diacylglycérol” de cette
molécule est alors intégré dans une molécule de galactolipide (MGDG). On
peut- aussi supposer que la désaturation du Tinoléate en ¥1no¥enate se
produit dans une autre molécule que la PC : soit les DAG ou e MGDG. Les
sites cellulaires distincts de synthése et de. désaturation . qui
interviennent supposent 1'existence d'une prot@ine de transfert des
4ph0$phd]1p1des'faciTitant les mouvements de lipides entre organites et la
biosynthése des acides gras polyinsaturés (JULIENNE et al., 1981 ; YAMADA‘
et OHNISHI, 1982). | |

On constate donc un certain désaccord entre les conclusions tirées
des études in vivo d’'un c6té (BOLTON et HARWOOD, 1978) et celles tirées des
essais in vitro. Par ailleurs les auteurs ne s'accordent pas sur la nature des
molécules (phospho~ ou galactolipides) servant de support d la désatUratiqn du
. Tinoléate en Tinolénate. ' C'est pourquoi i1 nous a paru intéressant de
reprendre I'étudé‘des mécanismes de biosynthése des acides gras polyinsaturés
dans Tes feuilles cotylédonnaires de Carthame exposées & la Tumiére,
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FIGURE 1 - Diagramme illustrant la germination des graines et Ja croissance
| - des plantules de Carthame '

FIGURE 2 - Capitules de Cartheme
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 MATERIEL ET METHODES

A - UTILISATION DU MATERIEL VEGETAL

1 - Matériel végétal

Les akénes de Carthame (Carthamus tinctorius L., variété 5 400)
utilisées proviennent de la station agronomique d'E] Khemis (Algéﬁie).

2 - Conditions de germwnataon

Les semences sont mises & 1mb1ber pendant toute une nuit sous eau
courante puis & germer dans de la vermiculite a la température de 27°C 3
1'obscurité. Les bacs sont recouverts d'une feuille de papier d*aluminium afin
" de maintenir une humidité constante. Au 4éme jour, les bacs sont placés dans
" une piéce de culture réglée dans les conditions suivantes : &clairement : 10
heures en lumidre blanche (12 W x n %) 3 la température de 25°C, 14 heures

d'obscurité & la température de 20°C.

3 - Sélection des plantules

, Afin d'avoir le méme stade physiologique, 1es‘p1aﬁtu1es-fetenues
'pour les différentes analyses sont s&lectionndes suivant la longueur de la
radicule (aux premidres heures de la croissance) puis suivant la Tongueur de .
T'hypocotyle. Les stades suivants sont ainsi retenus : Jjour 2 :  radicule
7.mm ; jour 3 : hypocotyle 2 & 3 mm ; Jour 4 : 10 mn ; jour 5 : 14 & 16 mm ;
Jour 6 : 21 mm ; Jjour 7-: 27 mm ; Jour 8': 33 mm ; Jjour 9.: 40 3 42 mm 3 Jjour
10 : 43 & 45 mm (Fig. 1). ' '

4 - Culture en champ et floraison

‘Les graines de Carthame plantées en Janvier donnent leurs récoltes
au mois de Juin. Les plants adultes de Carthame portent 17" & 25 capitules. Le
prélévement des akénes est effectud toutes les semaines depuis le debut de la
floraison jusqu'a la maturation. compléte (Fig. 2).

5 ~ Préparation des organites ceilulaires

a - Chloroplastes

| Les chloroplastes sont préparés selon la technique de MILLS et JOY
(1980). La composition du milieu de broyage est la suivante : o
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~ Tricine (N-tris (hydroxyméthyl) méthylglycine) 50 mM, sorbitol 330 mM, EDTA
-disodiQue T mM, MgCl2 T mM, BSA 0,1%. Le pH est ajusté & 7,9 avec de la
potasse 6 N. Le chlorhydrate de cystéine 1 mM est dissous avant le broyage.
Les feuilles cotylédonnaires sont broyées & la température de 4°C a 1'aide
d'un mixer pendant 5 secondes & la vitesse maximale. Le volume du milieu de
broyage représente le double de la masse du matériel végétal. Le brpyat'est.
£iltré sur quatre &paisseurs de gaze qui sont fortement pressées, puis sur
deux couches de tissu miracloth (Chicopee Mills inc. USA).

Le broyat est -déposé avec -précaution dans des tubes de
centrifugation contenant 14 ml de milieu additionné de percoll (solution de
silice complexée & du polyvinylpyrrolidone). La composition de ce milieu est
?é suivante : Percoll 40 ml, tricine 50 mM, sorbitol 330 mM, BSA 0,1%; La
solution est ajusté & pH 7,9 & 1'aide de la potasse 6 N. On compléte & 100 ml
‘avec de 1'eau distillée. |

Aprés centrifugation & 2 500 x g pendant 2 mn 20 s, Tles chloro-
‘plastes intacts franchissent la barriére de percoll. Le surnageant contenant

. tes chloroplastes brisés, est jeté et 1les parois du tube essuyées

soigneusement. Le culot de chloroplastes intacts est remis en suspension dans
le milieu d’incubation de composition suivante : Hepes 25 mM, sorbitol 330 mM,
NaHCO; 10 mM, EDTA (disodique) 2 mM, MgCl, 1 mM, MnCl, 1 mM, DTT 0,5 mh,
'KH2P04 0,3 mM. Le pH est ajusté & 7,9 avec de la soude 6 N (ROUGHAN et al.,
197%a). ' ‘ o ' '

b - Microsomes

Les cotylédons sont broyés doucement au mortier avec du milieu de
broyage de compositioﬁ suivante : Tris 100 mM, saccharose 400 mM,:K01 10 mM,
MgC!z J mM, BSA 0,1%. Le pH est ajusté & 7,4 avec de 1'acide chlorhydrique. Le
chlorhydrate de cystéine (3 mM) est ajouté juste avant le broyage (DUBACQ et .
al., 1976). ' o

Le broyat est filtré & travers deux cou;hes de tissu miracloth}puis o
soumis & une centrifugation différentielle : '
- une lére centringation a 3000 x g pendant 5 mn, donnant le culot de p]aStgg
- une deuxiéme centrifugation du surnageant & 25 000 x g pendant 20 mn donnant
le culot mitochondrial
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- une troisiéme centrifugation du surnageant post-mitochondrial & 100 000 x ¢
_pendant 60 mn donnant le culot de microsomes. En fait, cette fraction est
composée de vésicules dérivant de plusieurs types de membranes : réticulum
endoplasmique,  plasmalemme, appareil de golgi, les enve?oppes‘ de
chloroplastes cassés ainsi que les thylakoldes. |

Le culot microsomal est vremis en suspension dans uh milieu

d'incubation 1d9ntique a celui du milieu d'incubation ées ch!orop?astes, puis

homogenelse & 1'aide d'un apparew? de potter,

6 - Ut111sat10n des precurseurs radicactifs

a - Choix des précurseurs

L‘[}~14C}-acétate de sodium (54 mCi/mM) (C.E.A., France), précurseur des
acides gras permet de suivre la formatwon de toutes les chawnes aliphatiques.
- L'acide [I- C] olé1que (56 ma/mM) et 1'acide [1~ C]-11n01e1que permet-
tent de suivre la biosynthése des acides gras poly1nsatures et 1'incorporation
de ces acides gras dans les différentes catégories lipidiques. Ces acides sont
fournis & la plante sous forme de sels d'ammonium synthétisés de la maniére
sujvante : & 1 mM de precurseur radicactif sont ajoutés 4 ml d'éther athylique
ammoniacal (obtenu par barbottage pendant 1 minute de gaz ammoniacal maintenu
dans la glace. Le mélange est asseche sous azote pu1s repris dans un volume
défini de tampon tris-HCI pH 8,0.

. L‘[I~14C]—oléoy} CoA - (6 mCi/mM) est fourni par Amersham, USA.
L'[!~}4C]~1in01éoyl~COA (10 mCi/mM) est préparé au laboratoire selon la
méthode de GOLDAM et VAGELOS (1961). Ces précurseurs sont utilisés comme
substratvde'i'oléoyT et linoléoyl désaturases dans les expériences in vitro.

b - Au niveau de la plante entiére

Avant d'étre transplantées dans des fioles ‘contenant de 1'eau
distil1ée, les pTantu?es sont trempées dans une solution de ge? de silice
(6 mg pour 10 ml d'eau distillée). FEn séchant, les cotylédons cireux sont
recouverts d'un léger film de silice permettant la rétention des precurseurs'
et 1eur incorporation dans les tissus. -

Les différents précurseurs [T» C]—acetate de Na* ’ [I~}4C]~oieate et
[l*Tad] linoléate de NH4) sont déposés en microgouttes (& 1'aide d'une
seringue} sur les cotylédons. ‘ ‘
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Deux expériences ont été réalisées.

1 - Aprés des temps différents de marquage (30 min, 1 heure,
1,6 héure, 2 heures, 3 heures et 24 heures), ‘les cotylédons sont rincés
abondamment & 1'eau distillée, dé&tachés de 1'hypocotyle et mis dans de Tteau
bouillante. L'@bullition est maintenue pendant 5 & .10 minutes afin de stopper
toute réaction enzymatique. '

Aprés refroidissement dans de la glace pilée, les tissus sont broyés )
a 1'aide d'un Ultra Turrax et 1'extraction des lipides est effectuge.

2 - Le [leQQ]-Tinoléate‘ d'ammonium est déposé dans }es ‘mémes
conditions que précédemment sur les cotylédons. Aprés 3 heures ée-marquage;
les cotylédons sont broyés dans un mortier, & 0°C, avec du milieu de broyage
utilisé pour la préparation des microsomes (voir paragraphe 5 b). Le broyat
est filtré & travers 2 couches de miracloth, puis soumis & quatre centri-
fugation : une centrifugation & 120 x g pendant 2 mn afin d'&liminer tous Tes
débris cellulaires ; une centrifugation & 3 000 x &jpendant 5 mn nous permet
de récupérer Ta fraction ‘chloroplastique ; . une centrifugation a 20000 x g
pendant 20 mn nous donne le culot mitochondrial et une dernidre centrifugatiun

a 100 000 x ¢ pendant 1 heure, le culot des microsomes.

Les culots obtenus sont remis en suspension dans 1 ml de milieu
d'incubation et T'extraction des lipides est réalisée aussitét.

¢ - Au niveau des microsomes

La suspension microsomale (400 & 600 ug de protéines) est mise &
~incuber en présence de a,b mg de BSA (1 g/1), de MgCl, (24 nM), de NADH (1 mM)
et de 3 2 nmoles de- [l~ (ﬂ -gléoyl CoA. Le volume final est de 250 ul.
L'incubation s'effectue & 25°C ‘avec agitation constante (100 cycles/minute).
La réaction est arétée par 1'extraction lipidique. L'incubation en présence de
[}—14C]~11n01é0y1~C0A se déroule de la méme maniére.

d - Au nivéau des chloroplastes

~ La suspension de ch]orcplastes (250-300 pg de ch?orophy?]es) est
mise a ?ncuber en présence de [1- QQ} -01éoyl CoA ou B« C] -Tinoléoyl-CoA,
d'ATP (1 mM), de CoA (1 mM), du G-3-P T mM, et dans certains essais d'UDP-gal
(1 mM}. Le yoTume final est ajusté & 0,25 ml avec le milieu d'incubation. Les
incubations ont lieu dans un bain marie agité etvéc1airé, température de 1'eau
25°C, vitesse d'agitation 100 cycles/minute, &clairement composé de 14 lampes
Ersa de 40 W. ;



- | A la fin de 1%incubation, le milieu est complété & 1 ml et
1'extraction des lipides est effectuée. '

B - METHODES DE DOSAGE

1~ Extraction des Iipides totaux

‘ L'extraction des 11p1des tataux 5 effectue selon 1a méthode de BLIGH
et DYER (1959).

a - A partir des tissus

o Le matériel veégétal (environ 1 g} est broyé rapidement dans 10 ml de
‘méthanol, 10 ml de chloroforme et 5 ml d'eau de fixation (ayant servi &
* &bouillanter les plantules}. Aprés centrifugation a 5 000 x g pendant 10 mn,
Ta couche inférieure ch)orofakmique est prélevée. Aprds évaporation totale du
solvant, le résidu sec est repris dans une quantité connue de chloroforme si
les analysés sont fTaites immédiatement ou conservé dans un mélange
benzéne/&thanol (4/1, V/V) & - 20°C dans un tube fermé sous azote.

b - A partir des suspensions d'organites

Les fractions cellulaires (chloroplastes, V'mitochondries ou
~microsomes) sont fixées & 1'aide de 2 ml de wéthano} froid. Aprés agitation,
sont ajoutés successivement 2 fois T mi de ch?dkofcrme'froid,et 1 ml d'eau
salée (1% NaCl : M/V)., Chaque addition est suivie d'une'homogénéisatiOn au
vortex. Aprés centrifugation & 2 000 x g pendant 10 mn, 1la phase infé?ieure
Chloroformique conténant les Tipides est prélevée, asséchée et reprise comme":
précédemment dans un volume conny de chloroforme, '

2 - Extraction et méthylation des. acides gras totaux

LeS'acideS gras totaux sont préparés et méthylés selon 1a méthode de
CARREAU et DUBACQ (1978). Une partie aliquote de 1'extrait Tipidique (50 ul}
est Jté?evée et asséchée sous azote en méme temps que le témoin interne :
1! acwhe heptadécanoique (u}? Q) On ajoute successivement 0,2 m} de~@éthy1ahe
de sod1un| et 0,2 ml de méthanol-HC1. Aprés chaque addition le tube est
homoqene1se et placé & 50°C p@ndant 3 minutes. Aprés refroidissement, Tles
esters méthyliques sont extraits par un meiange pentane-eau (10/1, V/V)’ La
phase pentanique est prélevée, séchée sous azote et le résidu sec est repris

dans un volume connu de methanol
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3 - Séparation.des catégories lipidiques

~a - Adsorption sur gel de silice

L'étude des lipides polaires, dans les premiers stades de la
germination,ks‘est‘révéiée difficile & cause de la richesse en lipides neutres
des cotyiédons IT nous a fallu séparer les catégories 11p1d1ques selon la
méthode de HORSTEIN et al. (1967).

La solution lipidique est asséch@e sous courant d' azote et reprise
avec 2 ml d' ether su?fur1que Aprés addition de 0,6 g de silice nrealablement
~activée d 110°C, on centrifuge & 20 000 x ¢ pendant 10 mn. Le surnageant'
contient les 11p1des neutres et au culot de silice sont fixés Jes 11p1des
polaires. Le culot est lavé plusieurs fois & 1'&ther de pétrole et les
surnageants récupérés aprés centrifugation.

Le. culot est repris avec 2 ml de methanoi 1ave trois fois et
centrifuge. ~Le surnageant final contient les lipides polaires. Aprés
évaporation, les deux fractions sont reprises dans un volume connu de
chloroforme ou dans un mélange toludne-éthanol (4/1, V/V). ‘ ’

b - Chromatographie sur couche mince

La séparation des catégories lipidiques et des 11p1des polaires
s'effectue par chromatographie sur couche mince (O 25 mm de gel de silice
étalé sur plaque de verre). L'extrait lipidique est déposé au bas de la plaque
sous courant d'azote afin de prévenir toutes réactions d’oxydation.

- Séparation des lipides non polaires

_ ~La séparation est réalisée selon la technique de MANGOLD (1961-1964)

(Fig. 3 A). La phase mobile est constituée par le mélange de soTvants sui-
- vant : @&ther de pétrole - éther &thylique - acide acdtigue (70/30/0,4, V/V).
En fin de migration, 1la p?aqué est séchée et les lipides sont relevésapar
pulvérisation de révélateurs (voir paragraphe suivant). La lecture se fait
sous ultra-violets (1 = 280 nm) et les spots identifiés selon le Rf des:v
témoins. ‘

- Separat1on des Tipides polaires

La techr1que utilisée est celle de LEPAGE. (1967) (Fig. 3 B). Le
développement est réalisé dans un mélange suivant : chloroforme, acétone,
~méthanol, acide acétique, eau : 50/20/10/10/5/, V/V}. Les différents lipides
sont identifiés par pulvérisations de révélateurs spécifiques. |
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- Révélation des lipides | .

- Vapeur d'iode : 1a plague est plongée dans une cuve hermétiquement
fermée dont 1'atmosphére est saturée de vapeurs .d'iode. Les lipides
rapparaissent sous forme de taches jaunes. -

- Primuline (WRIGHT, 1971). La solution (10 mg de primuline dissous dans 7
100 ml d'acétone/eau, 80/20) est pulvérisée sur la plaque. La lecture se fait -
sous U. V. Les 11p1des apparaissent en b?eu ' ‘

~ o naphtol : la pulvérisation de ta solution o naphtol (0,5 g o naphto}
dissous dans 100 ml de méthanol eau 50/50, V/V), suivie d'une pulvérisation de
mélange d'acide sulfurique/eau 50/50, V/V)} révéle }es galacto?1p1des qui
appara1ssent en v1o!et et 1e sulfo¥1p1de en rose.

- ninhydrine : 0,2 g de ninhydrine sont dissous dans 100 ml d'acétone.
Aprés séchage & 1'étuve & 110°C,  1la phosphatidyléthanolamine (groupement
' amine) apparait en rose. ’ »

- Réactif de Dragendorff le réactif est constitud de 2 solutxcns. |
Sotution I : 17 g de Bi (No3 3> SH0 sont d1ssous dans 100 rnl d ‘acide
acétique/eau (80/20, V/V).

Solution II : 40 g de KI sont dissous dans 100 ml d'eau.
-La Solution & pulvériser est constituée de 4 ml de solution I, de 1 ml de la
solution 1I et de 14 wl d'eau. La phosphatidylcholine apparait en orange.:

‘ - Réactif de zinzadze : le réactif est constitué de 2 solutions.
Solution I : 40,11 g de (NH,), Mo,0, sont ajoutés & 1 1 de H,S0, 25 N.
Solution II : 1,78 g de molybdate sont dissous dans 500 ml de la solution I.
La solution 3 pulvériser est constituée de 1 volume de la solution I et 1
volume de la solution II. Aprés ringage de la plaque (par pulvérwsat1on d' eau.
' d1st1?1ee) Tes phospholipides apparaissent en bieu

4 - Extraction et methy?atxon des acides gras des. categorves 11p1d1ques

Aprés reyelat1on des spots & 1'aide de la pr1mu11ne, les T1p1d6$
adsorbés sur la silice sont grattés et élués par 5 ml d'un mélange .
chloroforme-méthanol (2/1, V/V/). Aprés 1 heure d'&lution & la température de
4°C,. 1 ml d'eau est ajouté. Aprés homogénéisation, deux phases se forment. La
phase inférieure contenant les lipides est prélevée et évaporée sous azote
(SIEBERTS et HEINZ, 1977). Les esters 'méthyiique5‘ des acides gras sont
préparés selon la technique de CARREAU et DUBACQ (paragraphe 2). |



5 - Analyse des acides gras

a - chromatographie en phase gazeuse

L'analyse des esters méthyliques des acides gras est réalisée Sur un
chromatographe Girdel sur colonne capx?1a1re de 30 m de longueur et O, 33 mm de
dxametre La phase stat1onna1re est le polyéthyléne g?ycol Le gaz vecteur est
1'hélium fourni & Ta pression de 0,4 bar. La température du four est fixée &
180°C. La détection se fait par ionisation de flamme. La surface des pics
d' esters methyi1ques est donnée par un :ntegrateur relié au chrnmatographe La
 quantité de chaque acide gras est calculée par comparaison avec 1! etaion" 
interne (617:0). On admet que e détecteur presente le méme coeff1c1ent de
réponse pour toutes les chaines a¥1phat7ques en CI6 et C]8 S

b - Chromatographie’Sur»couchefmince (HULANICKA et atl., 1964)

Les plaques de silice sont plongées pendant 30 sec. dans use
solution de nitrate d'argent 8% (80 g d' AgNo3 dans 1 litre d'éthanol/eau (8/2;
V/¥/}). Aprés s8chage des plaques & la température de 100°C, les esters
méthyliques sont déposés sous azote. Le développement est réalisé dans le
mélange de solvants préconisé par MANGOLD (1961-1964) (&ther &thylique, &ther
de pétrole, acide acétique (30/70/0,4, V/V/}. Aprés migration et séchage, les
acides gras sont révélés par pulvérisation & la 1-2 dichlorofluorescéine (0,2%
dans de 1'é&thanol}. La lecture se fait sous U.V. !

6 - Détermination de la radioactivité

a ~ Des fractions lipidiques

‘Une partie aliquote de 1'extrait lipidique est prélevée pour un-
comptage de la radioactivité en scintillation liquide. Le mélange scintillant
a la composition suivante : 0,5% de 2,5 diméthylozazole (PP0), 0,5% de 1,4 bis
(2,4-(méthyl 5 phénylozazolyl) benzéne par litre de toluéne (POPOP). Les
@chantillons sont comptés dans un appareil intertechnique (série SL 3000)
possédant un standard axterne pour corriger automatiquement le "quenching" dii
& 1'échantillon. |

b - Des différentes. catégories Tipidiques

Apres % séparation des  différentes classes lipidiques ou
phospholipidiques par chromatographie sur couche mince, la plague est mise en
contact avec un film sensible (Kedak). Aprés un temps d'exposition vériant
entre 4 Jours et 10 jours, V'autoradiographie est révéiée. Les spots'sont



- repérés par superposition du film et de la plague de chromatographie, puis la
silice est grattée et Ta radmoactvthe est comptee par scintillation liquide
comme precedemment ’

¢ -.Des différents acides gras

, Aprés méthylation et extraction des esters - méthyliques,’ la
‘radioactivité est déterminée par scintillation liquide.

- Si les esters méthyliques d'acides gras sont faiblement radioactifs, ceux-ci
sont séparés par chromatographie sur' plaque de nitrate d'argént'vet 1a
radioactivité de chaque acide gras est comptee | |

- Si les esters méthyliques sont suffisamment marqués, 1' analyse est effectuée

- par nadtochromatographxe en phase gazeuse (chromatographe en phase gazeuse
Barber Co?man~nuc1ea5 Chicago). Les acides gras sont séparés sur une colonne
de 3 m de longueur et diamétre 1/4 de pouce. La phase stationnaire est le
butane-diol succinate (15%) sur un support - chromosorb  traité a
1'hexaméthylidisilezane (60 & 80 mesh}. La phase mobile est 1'argon et la
température du four est de 190°C. Les acides gras sont séparés en fcnct1on
de la longueur de leur chaine carbonée d'une part et en fonction du degré
d'insaturation de cette chaine d'autre part. A Ja sort1e de 1a co]onne se
trouve un diviseur. ? |

- 1/10&me du courant gazeux est dirigé vers un detecteur & 1on1sat1on de
flamme. L'enregistrement graphique permet d'identifier et de caleuler la
masse des acides gras. . | | _—

-~ 9/108me du courant gazeux passe dans un four 3 combustion contenant de .
1'oxyde de cuivre porté & 750°C. Les molécules de COZ radioactifs provenant
des acides gras sont détectés par un compteur proportionnel de
radioactivité. Le chromatogramme de radioactivité se superpose au
chromatogramme de masse . Par trianguTatioq,la surface des pics est
calculée et le pourcentage de radioactivité de chaque acide gras est
déterminée par rapport & la radicactivité totale. ‘

7 - Dosage de prot&ines

Les pratéinés sont dosées par la méthode de LOWRY et al. (1951).

8 - Dosage des chlorophylles

- La teneur. des chlorophylies des tissus est déterminée se?on Td
‘méthode d'ARNON (1949) '



9’« Expression des résultats

o

v Les résultats des dosages sont rapportés soit & une paire
cotylédons, soit & un akéne. - ‘
Les activités de biosynthése sont exprimées en nmoles de précurseur

incorporé par paire de coty]edons ou en nmoles de precurseur 1nc0rpore par mg
de. prote1nes ou par mg de chiorophylle.
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SYNTHESE DES LIPIDES AU COURS DE LA FORMATION DE L‘AKENE

A - EVOLUTION DES LIPIDES TOTAUX

La figure 4 représente 1'évolution de matiére fraiche a1ns1 que
1 accumulat1cn des lipides dans 1'akéne en formation. ’

Le poids de matiére fraiche augmente beaucoup & partir de la 2éme
semaine aprés la floraison pour se stabiliser & la 58me semaine. Passée la |
sixiéme semaine,‘ la perte de poids de 1'akéne est due probablement & la
deshydratation accompagnant la maturation. On peut distinguer deux phases
principales dans 1'accumulation des lipides : - '

T. Une phase d'accumulation lente jusqu'a la 28me semaine aprés la floraison.

2. Une phase d'accumulation trés rapide passée la 3&me semaine aprés la
floraison,

On remarque que cette courbe d‘accumulation des lipides n'est pas
tout &.fait identique & celles des autres semences oléagineuses telles que le
Lin, Tournesol, Colza (CHERIF, 1975 ; CHERIF et MAZLIAK, 1978). Elle ne se
termine pas par un plateau. Les essais ont portés sur les akénes provenant de
cultures faites sur deux années consécutiVes : 82/83, 83/84. Il est possible
que la récolte ait eu lieu avant Ta fin de Igaccumulation des matiéres
grasses, bien qu'ad la septiéme semaine aprés la floraison, 1e'p0i&sﬁde matiére
fra?the d'un akéne soit stabilisé depuis trois semaines. SIMS et al. (1961}
sur une variétd de Carthame cultivée en Inde, ont trouvé que 1'accumulation
des lipides cessait avant la septiéme semaine (30&me et 40éme jours aprés la
floraison}. On constate donc soit des différences variables dans le rythme de
formation des lipides chez le Carthame, soit des différences Tiées aux climats
différents des deux stations., En effet, comme 1'ont montré plusieurs travaux,
la lipogenése est sous la dépendance de plusieurs facteurs : température
(ICHIHARA et NODA, 17980), quantité d'eau recue pendant le développement
(SUKHIUA et ¢l., 1980)

Evolution des acides gras. totaux

- Les principaux acides gras présents dans 1'akéne de'Carthémersont :
T'acide palmitigue (616:0)’ 1'acide stéarique (CIB:O)’ 1'acide olé&ique.
(C}B:I)’/ 1'acide linoléique (638:2) et.1'acide Tinolénique (Cig.3) (Fig. ).
Ces acides gras ont &té& trouvés dés le début de la formation de 1'akéne
(tableau'I). A la premiére semaine, on remarque que les acides gras insaturés
représentent déja 68% de~!a masse des acides gras totaux et 1'acide gras
majeur est T'acide Tlinoléique (48%). Tous les acides gras commencent &
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s'accumuler & partir de la deuxiéme semaine aprés -1a floraison (fig; '6)., On
note une augmentation préférentielle des acides gras insaturés : 1'acide
~Tinoléique passe"de 0,84 mg/semence & 7,41 mg et 1'acide oléique de 0,12 mg & »
1,52 mg en fin de maturation de 1'akéne. L'acide Tinolénique accuse une ba1sse o
&,partir'de la troisiéme semaine : i1 passe de 0,052 mg & 0,026 mg/semence.
~ Les acides gras saturés augmentent également lors de 1la _formatichf~de la
~semence, L'augmentation de 1'acide palmitique est plus importante que celle de |
T'acide stéarique: ' - .
L'&tude des proportions relatives des acides:'gtasr ﬁbntre des
variations importantes (tableau I). ' o

~ TABLEAU I - Composition en acides gras totaux des -akénes de Carthame en

k formation
. semaines % de la masse des acides gras totaux S
aprés  la ' m—w«~~~—~~~«5—~~g~—~~»w«5~~~~—~»~4-;;——»-~f5-~-5~~+~~»~~»~f .
floraison Cve:0 ¢80 Cige1 C}g;zi, o “18:3
= 17,2 14,7 8,0 48,2 11,9
2 13,4 3,7 14,4 68,4 w-e-
3 10,2 2,8 10,3 72,1 4,5
4 9,2 32 1 14,3 73,3 e
5 8,4 2,9 15,60 72,4 0,4
6 9,3 3,4 15,5 71,2 0,1
7 2 3,0 15,3 74,2 0.3

Les acides gras saturés diminuent en pourcehtage i partir \de la
~ deuxiéme semaine aprés Ta floraison. L'acide palmitique passe de 17%-8 7% & la.
maturation de 'l‘akéne, tandis que 1'acide stéari@ue baisse de 14% :3.3%,
L'acide o?éique'doub?e presque ‘soh pourcentage au cours du développement de ?g,

semence : de 8% en début de formation & 15% ‘dans 1'akéne mir. L'acide
lino}éique, -déja présent en grande preportion une semaine aprés la floraison,
‘présente une augmentation de pourcewtaga; importante pendant les  trois
~ premiéres semaines du développement de la graine et forme finalement 74% des
acides gras totaux & la maturation. I SR



L acide linolénique, caractéristique du tissu vert, present en4‘
quantwte importante dans 1'akéne immature en début de formatxon subit une
‘baisse importante & partir de la troisiéme semaine et se retrouve a 1'état de
traces (0 3%) dans 1'akéne mir.

Conc¥us1on .

Dans 1'akéne de Carfhame en formation, l'accumulatign deS;acides
' gras est faible pendant les premiéres semaines aprés la floraison,” pUiSﬁ!eﬁr
masse augmente jusqu'd la maturation de la semence. Nous n'avons pas observé
de phase finale de. ralentissement de 1'accumulation des Iipxdes comme.. dans 1es
-autres plantes oléagineuses {MAZLIAK, 1968).

Dés la premiére semaine aprés la floraison, on remarque que 1'huile
de Carthame est riche en acides gras polyinsaturés (68%). Le taux
- d'insaturation au cours de la maturation de 1'akéne augmente et passe a 90%.
La synthése de T‘acide‘]inolé?que dans les graihes en formation est & peu prés
connue. L'acide oléique et linoléique apparait & partir du 10&me jour aprés la
fertilisation (MAC MAHON et STUMPF, 1966).. |

L'acide linoléique prOV1endra1t de deux desaturations success1ves de
1'acide gras saturé (CHERIF, 1975 ; CHERIF e# al., 7975) '

La premiére desaturatwon a lieu dans les plastes de 1a gra1ne et
requiert de 1' 02 et du NADPH. Le substrat est le stéaryl-ACP et‘le.produ1t de -
~désaturation 1'oléoyl-ACP., Ce dernier produit est hydrolysé avec libération
d'acide olewque Sous T'action de T‘acyTrCoA'synthétase, 1'acide olé&ique est
‘transformé en o?eyT~CoA : ‘ T

~ L'oléyl-CoA, ~exporté dans le cytoplasme, est ensuite incorporé dans

]d PC saus forme dé 8 oléoyl-PC et désaturé en g tinoléoyl-PC (STYMNE et
APPELQVIST 1978) Le schema V résume ces etapes



Stéaroy| ACP g _ palmitoyl-ACP
, i - acétyl —;\CP' m.alcnyl.’.;ACP '
2 |oléoylace | ACP |
e acétyl-CoA mafonyl-CcA
acide o leique | | '
oléoyl’ CoA
v
®1 tinolehyl- PC - . T AG“

Schéma V - C00pérat10n plaste - réticulum endoplasmique pour la b1osynthese de
1'acide linoléique

Ces systémes de désaturaticn et plus -particuliéfement 1’o1éy1
désaturase peuvent étre affectés par la température. On a remarqcé Que 1! hﬁi?é
provenant des. cuTtures SOUS climats -chauds est plus riche en acide olelque
Plus1eurs ‘travaux ont confirmé 1! effet inhibiteur des temperatures elevees sur
les désaturases (ICHIHARA et NODA, 1980 ; TREMOLIERES et al., 1982 BROWSE et
| SLACK, 1983) Deux hypotheses ont &té proposées. La temperaturg qgjra1ti
1nd1rectement soit sur la solubilité de T‘oxygéne dans le milieu (HARRIS et
JAMES, 1969), soit sur la fluidité membranaire (KASAI er «l., 1976). Nos
résultats montrent que les akénes de Carthame (Carthamus tinctorius L., var. S
400} ont un fort pourcentage en acide linoléique. Le développement de 1'akéne
se situe aux mois de Juin ~ Juillet of les températures moyennes de la rég1onf

d'E1 Khemis avoisinest 30°C. I1 semblerait donc que les désaturases soient trés

actives dans Ja variété de Carthame étudiée malgré les temperatures ambxantes
&levées. ‘
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B - EVOLUTION DES CATEGORIES LIPIDIQUES

-1 = Triacylglycérols
 La courbe représentant 1'accumulation des triacylglycérols montre
trois phases principales (fig. 7 A). Une premiére phase couvre les deux
premiéres semaines aprés la. floraison, pendant laquelle la synthése est

faible. : . |
Une deuxiéme phase va Jjusqu'd la 5éme semaine au cours de laguelle

T'accumulation des triacylglycérols est importante. Leur masse passe de
0,54 mg & 6,10 mg/akéne. - ‘

Pendant la troisiéme phase, Ta synthése des tr1acylglycerols nsﬁ
plus lente. Cette période coincide avec la maturation de la graine. '

La masse des acides gras des triacylglycérols augmente au cours de
la formation de 1'akéne. Tous les acides gras augmentent 3 partir de Tla

- deuxiéme semaine. On note cependant une augmentation plus importante des

acides gras insaturés (fig. 7 B).

Les variations des proportions relatives des acides gras dgs
triacyiglycérols sont représegtées dans le tableau II. On remarque, que
pendant les deux premiéres semaihes, la composition des triacylg?ycéro}s reste
stable. On note un pourcentage important de 1° acxde Tinoléigue (60%) et 1a
présence de 1'acide linolénique (7%) | '

A partir de Ta 3&me semaine le pourcehtage de 1'acide Iiﬁoiéique v
continue d'augmenter alors que'ceTui que 1'acide }inolénique baisse ; cet
acide n'est plus détecté 3 partir de la 4éme semaine. A partir de la 5Séme
~semaine la compesition en acides gras des triacylglycérols est & peu prés
fixée. ’ ' ' | :
TABLEAU IT - Evolution de Ia'composition {en %) en acide gras des TAG au cours

de 1a maturation de 1'akéne.

Semaines apres - — Composition (en %) en acides gras du TAG
fforatson 0 Ggp o Ggio Gigar Gisz C18 :3
1 19 2,4 m 60 7
2 19 2,3 12 60 6,3
3 13 1, 1 73 1,4
4 9,1 2,0 w74 0,1
5. 8 1,9 17 73 e
6 7.4 1,8 16 73 e
7

7 1,6 15 75 ---
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2 - Diacylglycéro?s ‘

Comparee aux triacylglycéraols, - cette catégorie 11pidique est
fa1b1ement représentée pendant tout le développement de K‘akene. ~

Les dzacylgiycerols sont synthétisés surtout pendant les premiéres
semaines aprés la floraison. Le taux maximal se situe & la tkoisiéme semaine
ol ils représentent 0,220 mg/akéne. Cette quantité diminue avec la maturation
de la semence (Fig. 8). Les &volutions en masse des différents écides gras.
sont péra@léles :  ces masses augmentent toutes au début de la formation de la
semence. L'acide ?1n¢?éique reste 1'acide gras majoritaire des DAG. Les acides
gras saturés augmentent &galement ; cependant 1'augmentation de 1'acide
~palmitique est plus importante que celle de 1'acide stéatique. Aprés 1a
~ troisiéme semaine, tous les acides gras diminuent en masse et les valeurs
finales se stabilisent entre la 5éme et 7éme semaine.

L'étude des proportions relatives des acides gras des DAG
représentée dans le tableau III montre que les acides stéarique et oléigue
varient trés peu. Le pourcentage de 1'acide palmitique diminue alors que celui
de 1'acide linol&ique augmente au fur et & mesure de la maturation. On note 1a
présence de 1'acide linolénique dans les DAG pendant tous les stades de
develﬂppement alors gue dans les TAG il n'est plus detecté d partir de la 4éme
semaine (tableau I1}. ' ' :

TABLEAU 111 - Evolution de la composition (en %) des acides gras des BAG au
cours de 1a maturation.

. , 'Composition en % des acides des DAG
semaines aprés  Cyg0 Cgio Ggr gz Disis
Ta floraison '

23 3,4 1Mo 56 5,3

1
2 19 7 14 57 2,7
3 19 7 15 57 1,1
4 17 4,2 15 60 9,7
5 12 5,2 16 64 1
6 13 . 5,2 6 . 63 0,8
7

A 3,9 18 62 - 0,4
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o _Bien que les &1&&y1g]ycérols soient faiblement représentés dans |

: Tﬁakéﬁe, ils jouent un rble important dans Iablipqgenése; La diminution de

leur masse & la  troisiéme semaine coincide avec la synthése des

 f:£riacy1g1ycéro1s; Ces résultats suggérent doﬁ¢ que'}es DAG particjpent i ta
‘format1on des TAG o - R S

3 - Les T1p1des pola1res

Le tableau v mantro ies pourcentages des d1frerents constituants
Vdes 11p1des po?a1res : : B

| TABLEAU v - Pourcentages des d1fferenteq classes de 11p1des polaxres au courq

de la maturat1on C o *

 semaines T - R o S o

aprés - PI. T PC - PG . PE "PA . MEDG  DGDG

floraison o , o - . : SR
B 6 4 15 . 1 6 5 5
-2 8 .3 W -1 B LR U
3 16 22 14 U I TR ¥
4 (VAR I WA ' RN - NSNS [-TNNERN & NSRS 3
5 1) N R £ - T |
6 12 2% 6 .. W3 W12
7

23 5 18 Mmoo 98

Au cours de la formatxon de la gra1ne les phosphol1pwdes sont

~majbrita%res. I's représentent 70 & 85% des Tipides polaires totaux. Les =

| _gaTactaTipxdes sont fa1b1ement representea

Parmi les phasph011p1des, 1a PC. est la categorxe 1a plus 1mportante
et pkésente des variations importantes.- De 46% au début de la format1on, e

. taux baisse A 19% 8 la quatriéme semaine puis s ‘&lave & 34% dans 1a gwa1ne_-q'

semence miire. Le taux du PG diminue au cours de la maturaticn,de_1a_semence:.
~ Dans 1'akéne néoformé i1 est de 15%, puis ce taux baisse et n'est que de 5%
~dans Ta graine mire. ‘ ' o '

La PE augmente'jusqu la quatriéme semaine (18%) pu1s dxminue entre
1a quatr1eme et sixiéme semaine et attewnt ¥a valeur de 18% a 1a sept1émwa
sema1ne ' .
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En ce qu1 concerne Ies galactolipides, les taux de MGDG et DGDG sont
3 peu pres 1dent1ques Au cours des quatre premiéres semaxﬁes, te taux du MGDG
~est un peu plus eleve que celui du DGDG. La présence constante de ces ¥1p1des
caracter1st1ques des plastes confirme 1' exxstenge de ces arganxtes tout au
:long du développement de 1'akéne,

~ Les phospholipides

- La phosphatidylcholine est le phospholipide majeur dans la semence en
formation. Le taux de ce lipide augmente régu?iérement»jusqu'&_la_trdisiém@'
semaine puis accuse une baisse avec la maturation de la gfaine (Fig. 9). Les
’pourcentagas des acides gras composant la PC est reprééenté sur le tableau V.

TABLEAU vV - Evo1utwon de la compeswtwcn {en %) eén acides gras deMPC éu cours
de Ta maturation

Compbsition en % des acides gras de PC

semaines aprés  Cye0 Cier Geo G Gisz s
floraison : : s o
1 20 6 6 17 3 6
2 24 3 4 14 46 9
3 23 5 6 18 453
4 6 . 8 88 -
5 4 - 8 20 68 -
6 4 - 11 24 59 . -
7 4 - 12 16 66 -

- On note deux,stades totalement différents dans Ta composition en .
acides gras de Ta PC. Pendant les trois premiéres semaines, on remarQuL‘que :
fes acides gras saturés (616 g &t 058 0) représentent 30% de la masse totale,
puis ces acides gras d1m1nuent brusquement et passent & la va%eur de 6%.
L'acide Tinoléique reste magnrrtawre pendant tout Te deveYoppemant de la
semence. L'acide 11n01en1qua n'est que fatblement représenté dans‘?a.PClda 2&
graine néoformée puis n'est plus détecté lors des derniéres semaines.

- La phosphatidy]éthancl&mine est synthétisée jusqu'd la quatriéme.semaine. A
partir de ce stade le taux diminue brusquement puis se stabilise entre la 6éme‘
et 7é&me semaine.



La éompositien en acides gras est é&galement différente‘ dans” la
semence héoformée et dans 1'akéne mir (tableau VI). \

" TABLEAU VI - - Evolution de la ccmposztxon (en %) en acwdes gras de PE au couw&
de la maturat1on de 1! akene ‘ : :

Composition en % des acides gras de PE

semaines aprds - Crg  Crgep Ggio Cign Gisz o Cisis
floraison - : 4 KT
1 19 5 20 . 25 27 2
2 22 - 2 24 21 24 4
3 25 -2 20 i 5
4 25 S 13 1’ a2 -
5 15 - 15 18 50 -
6 5 - %6 18 49 . -
7 13- 1% 18 0 -

Dans 1& semence néoformée Tles acxdes paimxttque et stear1que sont
pweponderanfs et présentent 30% de la masse des acides gras. Passee Ta
troisiéme semaine, 1a semence- s'enrichit considérablement en aczde I1no1ezque

- LY acxde phosphat1d1que . .
L'évolution du PA est & peu prés identique & celle de la PE. Son
 taux augmente Jusqu'd la quatridme semaine, puis décroit et devient faible

“dans la semence mire (3 ug/organe}. La composition en acides -gras est

- caractérisée par un taux &levé en 616 .0 (35%) & la troisiéme semaine apres ?afu
floraison,’ puis cette proportion diminue rapidement (7% dans 1 akéne mur)
fur et a mesure de la maturation de la semence, le PA s'enrichit en acide
oléique et linoléique (tableau VII). | SR | -
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TABLEAU VII - Evalut1on de ta CompOSTtTOH (en %) en acides gras de PA au cours
de Ta maturat1on de 1'akéne

Composition en % d'acides gras de PA

semaines aprés  Crgo  Crgq Cigo Gag Cig L Cras
floraison - - :

1 30 4 6 16 30 7
2 29 - 9 17 30 5
3 35 - 9 4o 32
4 8 - 6 17 64 -

5 6 - 9 27 56 -
6 8 - 19 29 a2 -
7 7 - 23 26

43 -

Les teneurs en PG et en PI é&voluent parallélement. Ces teneurs
croissent Jjusqu'd ta troisiéme semaine aprés la floraison puis déCroissent_
brusquement. Cependant dans 1'akéne mir la teneur en PI (3,4 ug/akéne) est
double de celle en PG (1,6 ug) (fig. 9). Comme pour les autres
phospho11p1des, les premiers stades sont caractérisés bar une richesse de
616 .0° Aux stades de maturation, ce taux diminue alors que s accrowt ce1u1 des "

acides oléique et 11no!e1que (tableaux VIII et IX)

TABLEAU VIIT - Evolution de la composition (en %) en acides gras de PG au
cours de la maturat1on de 1'akéne '

'Composition en % des acides gras de PG

semaines aprés  Cyq. Ge:r Ggie 0 Grsn Cig:z Cig:3
floraison T o
1 24 6 13 19 33 4
2 23 4 14 oy 32 8
3 21 4 8 28 317
4 15 2 1 18 50 -
5 8 - 29 2 300 -
6 L - 29 2 30 -
7

8 ~ 29 3z 30 -
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- Le pou?centage en acides gras de PG est stable & partir de la
cinduiéme semaine. On note un taux identique en acides stéarique, 0léique et
linoléique. L'acide linolénique n'est plus détecté 3 partir de la troisiéme
semaine. | :

TABLEAU IX - Evolution de la composition (en %) en acides.gras;de_PI‘au»ceubs
de la maturation de 1*'akéne B

Composition en % d'acides gras de PI -

semaines aprés Crg Gy Ggg Gg Gigz o G
- floraison ‘L '
R 22 6 13 16 36 3
2 20 4 12 26 o3 2
3 22 4 15 23 32 3
4 18 - 18 23 0 -
5 8 - 23 26 a2z -
6 m - 22 22 43 -
7

Contrairement & Ta PE, le pourcentage en acide linoléique du PI dans
la semence mire est plus @levé que celui des acides stéarique et oléique.

L'acide linolénique se trouve a 1'état de trace au cours des premidres
semaines de développement. |

b ~‘Les galactolipides

‘ Dans 1'akéne en formation, les galactolipides se trouvent en trés
faible proportion. Les teneurs en MGHG augmentent pendant Tes quatre premiéras
semaines puis diminuent progressivement. La teneur en MGDG est. ¥egeremenﬁ plus
élevee que celle en DEDG (fig. 10). ‘

Le tableau X nous donne la composit%an en acides gras de‘MGDG et

DGDG. Durant les premidres semaines, le MGDG est 1égérement g?us'r%che;eﬂ

$6:0 (28%) que le DGDG (22%). L“acide,?inoléniqﬁe est'également pTus élevé
que dans ce galactolipide. o
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, Dans les tissus séminaux, '195 galactolipides sont synthétisés dans

les plastes non différenciés.  En général, dans les tissus non
‘ photosynthettques, la teneur de DGDG est plus élevé que celui de MGDG (DOUCE
et JOYARD, 1980). Nos résultats montrent que la teneur de MGDG est plus &levée
que celle du DGDG dans les akénes de Carthame. Des résultats identiques se
retrouvent dans 1es graines de Tournesol (TRIKI, ?981)

Les dlfferences re?evees au niveau des acxdes gras des deux
galactolipides Tlaissent présager que 1'origine metabol1que du DGDG est
différente de celle du MGDG. | ' '

TABLEAU X - Evolution des compositions en acides gras des gaiactolipides au
~ cours de la maturation des akénes ' S

% de la masse des AGT
MGDG ' ‘ } DGEDG

Cie:0 Crs:0 Cisnr Ciaz Yias Creio Cisio Cisr Grsiz Gisis

IS R E VR R T 1716 19 3 T
2 2 1r 16 30 14 15 17 22 31 10
3 28 § 17 23 15 22 15 8 2 10

4 7 15 22 46 8 5 16 28 4 4
5 11 18 - 25 48 8§ 21 25 3% 8 .
6 18 28 48 & 22 30 42 -

7 85 20 29 44 5

22 25 48

I1 est admis que la synthése du MGDG se fait par galactosylation du
1-2 diacylglycérol (MAZLIAK et al., 1982) . o
1,2 DAG + UDP gal wmpm- MGDG + UDP | o
La synthése de DGDG n'est pas tout & faxt e1uc1dee. Le DGDG se
ferait par galactosylation de MGDG, ' o
MGDG + UDP gal  wwwae DGDG
ou par transgalactosylatxon de 2 molécules de MGDG
2 MGDG ewuipn DGDG + DAG. ,
I1 est probable que les deux mécanismes = ont lieu dans les
cotylédons des akénes en début de formation.
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' ’au cours de la formation des akénes de Carthame ‘
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- Conclusion

Les akénes de Carthame sont trés riches en TAG. La synthése de cette

-

catégorie de lipides débute & partir de la troisiéme semaine aprés’ Ia}»,

floraison et se poursuit pendant toute la durée de la maturatioh de Ta
semence. La formation des TAG coincide avec la diminutionAdes.taux:de DAG et
de phospholipides (Fig. 11). Ces catégories lipidiques ont une composition en
acidas gras caractéristiques. Les TAG, DAG et PC sont riches en acides gras
polyinsaturés et plus particuliérement en acide linoléique : 75% pour Tles
TAG , 62% pour DAG et 66% pour le PC. e

Dans la semence néoformée on assiste principalement & la synthése
des phosphq1ipides. A tous les stades du développement, la PC est Te plus
important des phospholipides bien que sa teneur- diminue & partir de la
troisiéme semaine aprés la floraison. |

-

L'acide phosphatidique et la PE continuent & s'accumuler jusqu'd la
quatriéme semaine, puis leurs taux diminuent rapidement.

‘ Le PG et les galactolipides sont caractéristiques des feuilles ét_
entrent dans la constitution des membranes des chloroplastes ; Ces Tipides
sont synthétisés dans les cotylédons en formation. Leur taux relativement
faible d1m1nue au cours de la formation de 1'akéne. | '

Les phospholipides synthétisés en début de 13 formation de 1'akéne
Jouent deux rdles principaux : ' . :
1. Ils entrent dans la constitution des membranes biologiques et prwnc1pa-
‘lement dans la formation des "ol&osomes" ol se derou]era la synthése des TAG
(GURR, 1980).

2. 1Ils part1¢1pent & la synthése des TAG (ROUGHAN et SLACK, 1982).

Le mécanisme de synthése des TAG est actuellement activement &tudié
et le Carthame s'est révélé de ce point de vue un matériel biologique
intéressant. | |

D'aprés nos résultats, i1 semble que pendant les premiéreé semaines
les acides gras saturés soient synthétisés de fagon majoritaire. Passée la
troisiéme semaine, interviennent les désaturases avec une augmentat1on marquée
du taux d'acide linoléique.
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L'étude comparee ~des  acides gras des différentes catégories
11p1diques montre que les TAG, DAG et PC ont le plus fort pourcentage en acide
linoléique alors que le PA est p}us riche en acides gras saturés ‘durant tout
le déveioppement de 1'akéne (CXG:O en début de formation et_Cm:0 dans Ifakéne
mir) (tableau VII).

Dans 1'akdne de Carthame, trois semaines aprés la f?oraison, la
~ masse des chafnes oléoyl dans PC diminue alors que celle des chaines linoléoyl
augmente dans ce méme phospholipide, ce iqui suggére"une',désaturation de
1'oléate au sein de la molécule de PC (Fig. 12). I est actuellement bién
établi que la désaturation de I'acide'oléique en acide }inoléique a lieu dans:
le PC des microsomes (STYMNE et APPELQVIST, 1978 ; SLACK et al., 1979 ; BROWSE -
7 et SLACK, 1981), | |

L‘étude}comparéé de 1'évolution de la masse des acides oléique et
Tinolénique dans. la PC et les DAG montre une évolution trés Semb]aple‘pour 

1'acide 01e1que dans Tles deux catégor:es, ce qui suggére que la réaction . .

~ suivante pu1sse avoir T1eu :

| cOP &(iin’e

L'enzyme 1ntervenant dans cette réaction serait le cytidiné
5'diphosphate : diacylglycérol choline phosphotransférase {SLACK et dl.,
1985). ' ' ' '

En revanche, on constate que les évolutions de la CIB .2 -PC et des
_ C18 ‘o -DAG sont dissemblables : la 18:2-PC s'accumule tout au long de ia‘
maturation de 1'akéne tandis qu'd partir de la 3éme semaine, les 618:2 AG
diminuent en masse, sans doute parce qu'ils sont convertis en Cig:9 TAG. On a
pu également montrer que 1'ol&ate (STOBART et STYMNE, 1985) ou le stéarate
(STYMNE ¢t «l., 1983) acylés. au PA peuvent étre transférés 3 la PC par
1'intermédiaire des DAG. Nos résultats montrent que la masse du stéary1-PA
reste é’peu'prés stationnaire & partir de 1a 28me semaine apfés'la f1oraiscn-
tandis que celle de 1'oléoyl PA augmente avec la maturation de l'akene. \

| Nous pouvons.  regrouper »toutes ces évolutions ponderales pour

~construire la wiekbiosyrthése des TAG dans 1'akéne de Carthame. Cette
biosynthése se ferait probablement de la maniére suivante : ' :
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| Schema VI - Voie de blosynthese proposée pour la. formataon des TAG dans‘

1'akéne de Carthame :

Ajoutons que STYMNE et STOBART (1984% 1985) ont pu montrer avec des

microsomes de Lin et Tournesol qu'il se produisait zr vztro des echanges entre. o

les divers acyl-CoA et la PC sous 1'action de T enzyme lysophosphatwdyl—j =

~ choline-acyl transférase. Ces échanges supplémentaires compliquent encore p]us_'.
la voie de biosynthése de 1'acide phosphatidique aux triacylglycérols..
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ETUDE DE. LA GERMINATION DES. AKENES. DE CARTHAME

A - CROISSANCE DES PLANTULES

12 heures apres 1'imbibition, 1es coty]edcns sont portes par
T'hypocoty1e hors de la vermiculite, La croissance de 1' hypocotyle se poursu1t~'
Tes Jjours suivants (figure 13 A) tandis que Tles_ cotyledons perdent les
téguments qui les enveloppaient et verdassent d la 1um1ere._

.Leur poids augmente rapidement (fxgure 13 B) et 115 se transforment :
en feuilles cotylédonnaires., Leur croissance se ralentit au septieme Jour

aprés 1*imbibition. Lors de nos essais les plantules ne recevaient pas de

Tiquide nutritif, La croissance se faisait entiérement aux. dépens des- reserves_
cantenues dans les akenes, ‘

B - EVOLUTION DES RESERVES PROTEIQUES DANS LES COTYLEDONS

Les réserves prot@iques des cotylédons diminuent au cours de Ta
croissance de la plantule. La dégradation est rapide péndant les premiers
Jours de la croissance puis se ralentit aprés 1'exposition des plantules‘é ta
lumiére (Fig. 14 A). | '

- € -~ EVOLUTION DES RESERVES LIPIDIQUES DES COTYLEDONS

L evo?ut1on de la masse des acides gras totaux n'est pas comparable
" celle des prote1nes Aux premiers jours de la croissance, la degra¢at10n
n'est pas 1mportante,- Elle augmente considérablement aprés le quatrigme jour,
lors du passage & la lumiére (Fig: 14 B). Les acides gras principaux dans
1 akene de  Carthame sont 1'acide palmitique (616 0) 1'acide 'stéarique'
‘(-78~0) V'acide oléique (C18:1)’ Ttacide linoléique (618 2) et ' 1'acide
1inolénique 018:3' On ne note pas la présence de 1'acide hexadecatrieno;que

(c16;3)' .- _ . . :
L'évolytion de la masse des différents acides gras est‘représentée‘ 
sur la figure 15. Lors du passage & la lumiére, Ta masse de 1'acide gras

majeur (1'acide Tinolé&ique) diminue considérab1ement.' Les massés’ d'acide
oléique et stear1que diminuent egalement mais beaucoup plus faiblement En
revanche la teneur en acide linolénique augmente avec l'exp051t10n des

plantules & la tumiére. '
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Les variations des'prOportiohs reTatiVes représentées sur le tableau
XI soulignent la disparition préférentielle de 1'acide linoléique lors de
T'utilisation des réserves lipidiques. Ce fait est assez rare. La germination
des autres graines oléagineuses étudiées jusqu'd pré@sent ne s'accompagne pas
de Ta disparition préférentielle d'un acide gras particulier (MAZLIAK, 1968).

~ - On note une augmentation du pourcentage de ‘1a masse de 'l‘acide
linolénique. La biosynthése de cet acide gras est activée par la lumiére
(TREMOLIERES et LEPAGE, 1971). Cette augmentation est liée probablement'é Ta
photosynthése et plus particuliérement & la formation du chloroplaste. Cet
~acide gras semble provenir de la désaturation de 1'acide linoléique. A la
suite de 1'exposition 3 1la Tumiére, on assiste au passage des cotylédons
~servant d'organes de réserves, riches en acide linoléique, & la formation de
 feuilles cotylédonnaires, organes  photosynthétiques riches en acide
Tinolénique. | |

TABLEAU XI - Compos&t1on des acides gras totaux des cotylédons de Carthame au
‘cours de la croissance des plantules

Pour cent de 13 masse des acides gras totaux,,

Jours aprés i C18:0 Cra:1 CGigz 0 Gsi3
~ imbibitien . T
] 7,4 1,9 19,8 . 70,4 0,04
2 7,3 2,3 18 20,0
3 7,1 2,4 11 72,4 C0,7
4 7,6 2.4 13,8 73,9 2
Tumiére o : ’ '
- 5 8,0 2,6 10,9 67,8 10,2
6 8,2 2,5 7,9 57,4 23,7
7 7,1 2,7 7,2 57 25,4
8 7,4 , 1,9 5,7 45 . 29,5
9 8,7 1,9 3,3 . 33,9 47,9
10 11,3 - 2,3 4,2 - 3,2 4,2
Conclusion

» Au cours de la germination, la dégfadation des réserves lipidiques
est plus importante que celle des réserves protéiques. De plus, 1a Tumiére n'a
pas le méme effet sur 1'hydrolyse des deux types de réserves contenues dans
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les coty?édons._ Elle accélére la dégradation des lipides et freine celle des
protéines. On observe une dégradation préférentielle de 1'acide linol&ique
dans les cotylédons lors de la croissance des plantules.

D - EVOLUTION DES CATEGORIESvLIPIDiQUES

1 - Triacylglycérols

Les réserves des semences de Carthame contiennent principalement
des triacylglycérols. Ces réserves sont rapidement hydrolysées au cours de la
germination,

Cette hydrolyse débute avec 1'imbibition des akénes et est
accentuée par 1'exposition des plantules & la lumiére (Fig. 16). En effet
pendaht les gquatre jours & 1'obscurité, les réserves lipidiques passent de 7,9
mg/akéne & 5,3 mg alors qu'aprés 24 heures d'eXpositioﬁ.iumineuse ce taux
baisse rapidement & 1,3 mg. Le taux continue & diminuer et se stabilise autour
de 30 ug/akéne. Dans les feuilles formées, apparues au 12&me Jour apres
imbibition,Tes triacylglycérols ont une teneur de 20 ng/gde PF. ‘

‘ L'analyse de la composition en % des acides gras montre une
prédominance de 1'acide linoléique. C(ette valeug relativement stable au début
de la germination}tend & diminuer avec la croissance de la plantule. L'acide
linolénique absent dans les.cotylédons en formation commence & apparaftre au
4éme jour et augmente dans les cotylédons éclairés. Cependant ce pourcentage
diminue dans les derniers stades de la germination (tableau XII). Les acides

gras saturés sont présents en trés faibles proportions.

Les pourcentages pondéraux des acides gras contenus dans les
feuilles @otylédonnaires et dans les feuilles formées sont totalement
différéntak Dans les cotylédons en croissance 1'acide linoléique est
majoritaire alors que dans les feuilles lespourcentages des acides stéarique,
oléique et linoléique sont 8 peu prés identiques. |

| Dans les deux cas lés triacylglycérols renferment peu d'acide
linolénique. ‘ '

Cette différence résulterait du fait que les TAG des feuilles ne
proviennent pas des réserves contenues' dans Tes cotylédons, mais sont
resynthétisés par la feuille. Cette synthése emprunterait la voie acide
phosphatidique =p» DAG = TAG (ICHIHARA et NODA, 1981).
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cours de la croissance des plantules ‘
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TABLEAU XII - EVoTution de la composition en acides gras des TAG dans les
' cqtylédons de Carthame au cours de la croissance des plantules

Pour cent de la masse des acides gras des TAG

Jours aprés  Cieg Gy Cigig G181 Gisiz Gisis

imbibition
1 8,1 e 1,9 20 69 -
2 7,8 - 2,4 17,9 71 -
3 7 ——— 2,9 W 72 -
4 4,5 - 2,8 15 75 ]
Tumiére
5 4,8 0,5 3,3 14 74 2,3
6 6,4 0,5 3,2 12 73 3,7
7 5,1 - 3,3 20 59 3,7
8 5,3 -~ 6,2 15 67 6,2
9 6,5 - 8,7 . 12 . 64 7,1
10 4,6 0,9 6,8 15 66 5,8

feuilles 14,9 1,4 26,8 23 26 6,9

2 - Diacylglycérols

La teneur en diacylglycérols est relativement basse dans 1'akéne
imbibé. Elle augmente rapidement aprés 24 heures de germination. Cette
augmentation provient de 1'hydrolyse des triacylgiycérols et serait le
résultat d'une activité lipasique trés importante au moment de la germination.
Trés vite, 1le taux des DAG diminue et les cotylédons s'enrichissent en}acides
- gras Tibres (Fig. 17). Pendant les prémiers jours de la germination on assiste
graduellement au passage TAG =g DAG - acides gras libres.

Le taux faible des DAG dans les cotylédons s'explique par le fait
que cette catégorie lipidique est rapidement wmétabolisée. Elle sert
d'intermédiaire entre les TAG qui s'hydrolysent et les lipides polaires qui se
constituent. '

L'analyse de la composifion en écides gras des DAG montre un fort
pourcentage d'acide linoléique (60%) en début de germination. Ce pourcentage
diminue rapidement au cours de la croissance des cotylédons (20% aprés 10
Jours de germination {tableau XIII).



Le pourcentage de 1'acide linolénique varie beaucoup:s'il se trouve
d 1'état de traces en début de germination, ce taux s'&léve brusquement aprés
24 heures d'exposition & Ta lumiére puis diminue rapidement,

l.e passage & la lumiére modifie le pourcentage des acides gras
saturés qui deviennent prépondérants dans les cotylédons verts. Dans les
feuilles formées on note éga?ement un pourcentage important des acides gras
saturés (60%). | |

TABLEAU XIII - Evolution de la composition des acides gras des DAG dans les
cotylédons de Carthame en germination L

, Pour cent de la masse des acides gras totaux des
DAG

Jours aprés  Creg Cyear o Crgig G Gsiz Gras
imbibition
1 16,5 4,4 8 12,5 57 ———e
2 12,8 1,5 4 16,4 63 0,2
3 10 0,9 3,5 15,9 65 3,5
| 4 6 0,8 4,5 15,9 68 3,8
lumiére v
5 12 1,4 g 17 54 4,8
6 20 3,1 . 7 4 13
7 6. 1,9 16 13 45 6
8 W - 32 17 30 5
9 13 - 35 15 29 6
10 12 ——— 36 17 20 3
feuilles 21 - 2 B 4,4 24 11

3 - Lipides polaires

ggs Tipides polaires sont présents en trés faibles quantités en
début de germination & 1'obscurité ol ils représentent 0,2% de la masse
Tipidique. “ TR |

Dés que les plantules sont exposées & ﬁa Tumire ce pourcentage
augmenté rapidement : 11 passe de 0,9% & 13% aprés Zé heures. Ce taux continue
& croftre rapidement avec la croissance des coty1éddns. Aprés le 108 jour de
~ germination les lipides polaires représentent 84% des lipides totaux (tableau
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La masse des Tipides pd1aire$ atteint un maximum au 88 Jour puis
diminue légérement (Fig. 17). La diminution des phospholipides dans les
cotylédons en germination a été &galement observée par ICHIHARA et NODA dans
les cotylédons de Carthame (1981).

La diminution des lipides neutres et 1'augmentation des lipides
polaires est un des caractéres marquants de la transformation physiologique
des cotylédons ; d'organes de réserves, 1ils se transforment en organes
assimilateurs., '

TABLEAU XIV - Evolution des différentes catégories de Tlipides dans Tles
cotylédons de Carthame au cours de Ta croissance des plantules

Pour cent du poids total de Tipides

Jours aprés TG DAG AGL LP
imbibition
1 98 0,7 - 0,2 0,2
| 2 96 2,6 0,4 0,6
j 3 97 0,9 0,4 0,7
4 94 1,5 2 0,9
lumiére .
5 &0 3,3 1,9 13
6 28 4,9 1.5 64
7 12 5 2 79
8 12 3,5 2 80
9 6,8 2,5 5,4 34

-
<O
(o]

5 1,6 84

L'analyse des différents Tlipides polaires montre des variations
importantes au cours de la germination. Pendant les premiers jours 1les

phospholipides sont prépondérants et représentent & peu prés 80% des lipides
polaires totaux.

Aprés passagei & Ta Tumiére, ce sont les galactolipides qui sont
synthétisés en abondance et leur pourcentage devient plus important que celui
des phospholipides. Au 8& jour, ils raprésehtent 58% de lipideS'polaires
(tableau XV}, Le pourcentage de MGDG est toujours plus important que celui de
DGDG. Aprés éclairement, nous notons une forte augmentation de MGDG alors que
le % de DGDG diminue. Ce n'est que 48 heures aprés que ce % augmente et
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raﬁtrape presque celui de MGDG (22% pour DGDG, 25 pour MGDG). En ce qui

concerne les phospholipides, le pourcentage de PC est toujours majoritaire et
varie trés peu. Les changements notables touchent la PE qui baisse fortement

les PA et Pl qui diminuent faiblement. Ce n'est qu'aprés le 828 jour que le %

de PG s'accro¥t @ i1 passe de 7% & 14%.

TABLEAU XV - Evolution des différents types de lipides polaires dans Tes
cotylédons de Carthame au cours de la croissance des plantules

, Pour cent du poids des Tipides polaires
jours aprés

 imbibition PIL PC PG PE PA PLT DGDG  MGDG  GL
1 18 25 7 20 9 80 8 10 19
2 13 22 12 2 8 77 10 12 21
3 15 25 10 23 7 79 10 11 20
e x 4 13 22 1 19 5 72 12 14 27
tumigre - g 8 2 8 16 4 63 9 26 36
6 0 18 6 11 a4 s 22 25 48
7 8 . 20 7 7 3 48 23 28 5
8 7 18 7 5 2 41 26 32 58
9 7 18 1 5 2 46 25 28 53
10 g8 . 20 14 5 2 51 23 24 48
GL : galactolipides totaux PLT : phospholipides totaux

a ~ Phospholipides

Les phospholipides évoluent différement au cours de la germination.

La PC est le phospholipide prédominant dans Tes cotylédons. Alors
qu'elle est faiblement représentde pendant les quatre premiers jours, 1'ex-
position & Ta Tumiére augmente fortement sa teneur. En 24 heures le taux passe

de 14 ug/cotylédon & 66 ug/cotylédon. Ce taux continue & augmenter juéqu‘au
7éme jour puis décroit et se stabilise entre les8& et 108 jours (Fig. 18).

L'étude des pourcentages des acides gras ‘de la PC montre que
1'acide linoléique est abondant tout au long de la germination. Aprés passage
des. plantules & la lumiére, 1la PC s'enrichit en acide VTinolénique aux dépens
des acides oléique et linoléique (tableau XVI). ‘
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TABLEAU  XVI - Evolution de la composition en acides gras. de 1la
phosphatidylcholine des cotylédons de Carthame au cours de la
croissance des plantules

Pour cent du poids des acides gras de PC

Jjours aprés C}G:O G Cia:0 C)g;} Cig:2 C1g:3

imbibition
1 9,9 3 9 30 45 0,65
2 13 2 23 25 33 1
3 11 0,3 17 28 35 5
4 15 1 12 9 49 11
Tumiére

5 10 0,9 8 9 50 19
6 9 8 48 23

7 16 1 7 50 15
8 16 4 7 51 17
9 20 2 5 42 23
10 15 0,8 4 12 45 21

Le PG est, faiblement synth8tisé au début de la croissance des
cotylédons. Son taux continue & s‘accroitre progressivement. Aprés dix jours
d'éclairement le PG est le phospholipide le plus important aprés la PC.

La composition en acide gras est caractérisée par une prépondérance
de 1'acide palmitique (016:8) et la présence de 1'acide 4j-trans-
héxadécénoTque (C16:?)’ Lfacide oléique (18:1) trés important les premiers
Jours diminue au profit de 1'acide Tlinoléique et de 1'acide linolénigue
(tableau XVII).

L'évolution de PI, PE et PA est identique. Les teneurs augmentent
Jusqu'au 6& jour de croissance, diminuent entre le 6éme et 8éme jburs puis se
stabilisent, alors que les valeurs de PI et PE sont avoisinantes, et celle du
PA est beaucoup plus faible.

La composition en acides gras de ces phésphoiipides montre une
prédominance de 1'acide palmitique pour le PI et le PA, 1'acide linolénique
pour la PE. Dans ces phospholipides 1'acide 1linolénique est faiblement
représenté et ne dépasse pas 10% (tableaux XVIII, XIX, XX}.
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TABLEAU XVII - Evolution de la composition en acides gras du phosphatidyigly-
cérol des cotylédons de Carthame au cours de la croissance

des plantules

» Pour cent du poids des acides gras de PG
Jours aprés  Cygiq Crgipntrans Gygig Gigor o Dz Cie3

imbibition
1 14 6 22 43 10
2 33 12 14 25 12 2
3 3 13 15 23 13 |
4 29 13 20 27 10 .-
Tumiére

| 5 30 3 16 15 23 11
6 30 3 13 17 25 N
7 33 5 10 16 24 11
8 29 3 10 16 28 11
9 3 8 8 15 21 15
10 g 8 15 22 15

29

[
1

TABLEAU XVIII - Evolution de 1la composition en acides gras du '
phosphati#y%inosito? des cotylédons de Carthame au cours de la
croissknce des plantules

( ' Pour cent du poids des acides gras de PI

Jours aprés  Lye0 Ligar Gigio Gisr Craiz Gyacs

imbitition
1 f27 . 14 20 37 -
2 20 - 15 23 37 4
3 28 2 14 12 39 2
4 27 2 16 13 34 5
tumiére _
5 26 1 16 10 43 2
6 19 4 14 23 34 4
7 23 4 23 . 23 22 2
8 25 3 12 13 40 5
9 25 4 12 18 37 4
10 4 3

26 14 19 33
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TABLEAU XIX - Evolution de la composition en acides gras de la phosphatidy?-
éthanolamine des cotylédons de Carthame au cours de la
croissance des plantules

Pour cent du poids des acides gras de PE
Jours aprés  Cypg Gy Cigi0 G Yz Gisis

imbibition _

] 16 /4 9 [ 48 2

2 20 5 9 20 43 3

3 20 2 8 . 13 50 5

4 20 1 10 12 52 4

Tumiére _

5 15 1 12 ) 55 6

6 12 1 10 15 52 7

7 19 3 7 12 49 6

8 20 3 8 11 50 7

9 21 3 8 13 46 g
4 9 7

ek
-

20 12 47

TABLEAU XX - Evolution de Ta composition en acides gras de 1'acide phospha-
tidique des cotylédons de Carthame au cours de la croissance des
plantules |

Pour cent du poids des acides gras de PA

jours aprés C16:0 Crg:1 Cia:0 C’S:} Ci8:2 C18:3

imbibition
1 19 4 23 33 18 2
2 19 3 20 35 20 2
3 23 4 21 28 20 3
4 19 4 25 27 19 4
lumiére. :
5 20 5 25 33 15 -
6 21 7 20 28 18 3
7 24 6 24 27 11 8
8 23 4 22 27 16 7
9 25 6 20 22 20 5
10 24 6 20 25 21 3




72w

MGDG

- Lod

i

=
oo
©
Tw DGDG
ez )
S S0
s

o
3 o
T
>

JOURS

{URE 19 - Evolution des galactolipides dans les cotylédons de Carthame au
cours de la croissance des plantules



]G

b -~ Galactolipides

Les galactolipides, constituants des membranes chloroplastiques,
sont trés activement synthétisés lors du verdissement des cotylédons. La
synthése du MGDG est constamment plus importante que celle de DGDG. Aprés 24
heures d'exposition & la Tumiére le taux de MGDG augmente de 6 fois alors que
ce]uikde DGDG n'augmente que de 2 fois. Nous notons la situation inverse aprés
48 heures : 1la teneur de DGDG a augmenté de 5 fois et celle de MGDG de deux
fois (fig. 19). Le rapport du taux MGDG/DGDG dans les cotylédons non éclairés -
‘est de 1,1. Aprés 24 heures de lumidre i1 s'éléve & 2,8 puis se stabilise &
1,1 jusqu'au 10@ jour de croissance.

La composition en acides gras de MGDG est différente de celle de
DGDG (tableaux XXI, XXII). Le DGDG est plus riche enCl16:0 alors que le % de
1'acide linolénique est plus important dans le MGDG.

La composition en acides gras des deux galactolipides accuse des
modifications importantes au cours de la germination., Dans ces deux catégories
lipidiques 1'acide oléique diminue avec 1'apparition de 1'acide linolénique.

Notons que 1'acide linolénique devient prédominant au 4& jour dans
les cotylédons non éclairés : 11 représente 40% dans le MGDG et 35% dans le
DGDG. L'éclairement stimule considérablement la synthése de cet acide : il
forme en fin de développement 80% dans le MGDG et 70% dans le DGDG.

TABLEAU XXI - Evolution de la composition en acides gras du MGDG dans les
' cotylédons de Carthame au cours de Ta croissance des plantules

Pour cent du poids des acides gras du MGDG
Jours aprés  Cigg Ger Gigie Y Gisiz s

imbibition _
1 15 1 18 30 27 6
2 15 1,5 15 24 40
3 4 1,5 18 20 31 14
4 7 1,4 12 10 27 40
Tumiére
5 3 0,6 4 4 8 80
6 2,5 0,5 2 4 '8 81
7 7 2,3 2 5 7 76
8 4 2 2 4 8 78
9 4 1 2 4 8 80
3 4 3 7

-
<)
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TABLEAU XXII1 - Evolution de 1la compos1t1on en acides gras de DGDG des
cotylédons de Carthame au cours de la croissance des plantules

¥

Pour cent du poids des acides gras du DGDG ,
Jours aprés  Cye.g Cipy Cygig Cignr G2 Gisiz

imbibition | -
1 14 2 29 20
2 14 2 19 - 30 -28 7
3 15 3 17 19 1M 16
4 12 3 13 - 19 2330
Tumiére - ‘ 3 -
5 8 0,8 12 5 10 61
6 10 L2 13 9 8 56
7 1 1 1 9 153
8 18 2 5 9 10 56
9 10 1 5 6 1 66
10 10 0,9 5 5 1 66
Conclusion

v Lors de 1la germination, la principale source de carbone et
d'énergie dans les cotylédons est formée par les triacylglycérols riches en
acide linoléique. Cette catégorie lipidique est rapidement dégradée avec
apparition des diacylglycérols et acides gras libres. C(ette activité
catabolique parait étre stimulée par la lumigre. '

Une  grande partwe des acides gras est transformée par
1'intermédiaire du cycle glyoxylique et du cycle de Krebs en  glucose
nécessaire & la croissance de la plantule. Une autre partie des acides gras
est sans doute directement réutilisée et sert & la synthése des lipides
polaires. En effet, & ce stade dans les cotylédons, la synthése des iipides
‘polaires n'est pas "une synth@se de nouvo" (ICHIHARA et NODA, 1981). L'acide
gras prédominant en début de germinatioh CIS:Z diminue-rapidement alors que le
taux de 1'acide linolénique (C]8:3),augmente. Ce phénoméne est accentué par la
Tumigre. Des résultats comparables ont é&té& trouvés lors du verdissement du
Pois (TREMOLIERES et LEPAGE, 1971), des feuilles d'Avoine (OHNISHI et YAMADA,
1983}, des feuilles de Mais (HAWKE et al., 1974), ou de feuilles de Concombre_
(MURPHY et STUMPF, 1979a}. L! hydro?yse des lipides neutres s'accompagne d'une

synthdse active des’ lipides pola1res const1tuants des membranes cellulaires,
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En début de germination, la teneur des phospholipides est plus
importante avec PC comme catégorie prédominante alors que celle des
galactolipides est trés faible. Avec 1'éclairement des plantules les
galactolipides et le PG deviennent prépondérants . Ces transformations des
catégories lipidiques sont en rapport avec la transformation des &tioplastes
en chloroplastes.

La synthé&se des phospholipides a fait 1'objet de p1hsieurs travaux.
Elle se fait selon le schéma rappelé par MAZLIAK et al. (1982). Le site
principal de biosynthése est le réticulum endoplasmique. Les phospholipides
sont ensuite transférés dans les mitochondries, glyoxysomes, plastesvou les
membranes cytoplasmiques. | ‘ R

_ Les galactolipides sont synthétisés dans 1'enveloppe du plaste &
partir des DAG et de 1'UDP-gatactose (DOUCE et JOYARD, 1980). L?origihe des
DAG est controversée. Ces molécules peuvent provenir soit du réticulum
endoplasmique et dérivér de la PC, soit du plaste et dériver du PA (ROUGHAN et
SLACK, 1982). Les galactolipides renferment un pourcentage trés élevé d'acide
linolénique (80% pour le MGDG). La biosynthése de cet acide gras tri insaturé
n'est encore pas bien comprise. o

La synthése de "novo" des acides gras saturés et mono-insaturés a
lieu dans les plastes (STUMPF, 1980). L'acide oléique synthétisé dans le |
chloroplaste est en grande partie exporte dans Te cytoplasme puis désaturé en
acide linolé&ique et linolénigue, Trois voies de desaturatxon ont été proposées
dans la littérature:

1 =« 1'acide oléique, exporté du chloroplaste est incorporé en position 2 de la
PC du réticulum endoplasmique puis désaturé en acides linoléique et
linolénique. C'est Ta voie "eucaryote” qui prédOmine largement dans les
plantes en 618:3 (ROUGHAN, 1970 ; SLACK et ROUGHAN, 1975 ; WILLIAMS et al.,
1976 ; GARDINER et al., 1982 ; HEINZ et ROUGHAN, 1983).

2 - Une variante de la "voie eucaryote" propose que 1'acide linoléique de la
PC pourrait &tre transporté par des prote1nes de transfert des phosphol1p1des
vers le chloroplaste pour étre désaturé en acide linolénique aprés formation
de DAG galactosylés en MGDG (TREMOLIERES e* al., 1979 ; DRAPIER et al., 1982 ;
OHNISHI et YAMADA, 1982). | |

3 - La fraction de 1'acide oléique qui n'est pas exportée dans le cytoplasme
serait estérifiée au glycérophosphate en position 1 & 1'intérieur du
chloroplaste pour donner successivement: '



PG
1yso PR wenie PA«—( ou
MGDG
et 1'on pourrait envxsager des désaturations internes au chloroplaste
PG- C]B ] T PG~ C}S o > PG~ Cl8 .3
par exemple. C'est la “voie procaryote” bien représentée dans les plantes en
Cyp:3 (ROUGHAN et al.,-1979).

7 On a proposé que les trioses phosphate synthétisés dans le
chloroplaste soient transformés en acétate dans les mitochondries. Cet acétate
serait transporté en retour vers le chloroplaste et servirait de substrat pour
Ta biosynthése des acides gras saturés et mono-insaturés (ROUGHA& et SLACK,
1977 ; MURPHY et STUMPF, 1981)., En fait ces transferts de carbone existent
peut étre dans les cellules foliaires d'Epinard, mais on ne les trouve sans
doute pas dans de nombreuses espéces.

Notre é&tude de la transformation des lipides au cours de la
germination nous a permis de suivre la biosynthése de 1'acide linolénique,
acide gras concentré dans les galactolipides. Cette synthése a lieu
principalement le 5& jour aprés la germination dans les cotylédons &clairés
depuis 24 heures. C('est pour cette raison que toutes 1es'études métaboliques
ultérieures ont &té réalisées d ce stade de développement des plantules.
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CHAPITRE IV
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 ETUDE DU METABOLISME LIPIDIQUE DANS LES PLANTULES EN CROISSANCE

Cette étude comprend en grande partie des eXper1ences réalisées in
vivo, & 1'aide de précurseurs radioactifs [1-'%C]-acétate, EL- 4¢]-oteate et
_ {1—14C]~11n01eate déposés - sur les cotylédons. Le fractionnement cellulaire.

aprés marguage avecWe[T—]4C]~1in01ééte nous permettra d'identifier les
~organites cellulaires —impligués’ dans la désaturation de linolate ou
“Vinolénate. Enfin, les expériences "in vitro" nous permettrons de vérifier les
résultats obtenus avec 1'étude "in pivo". |

A - ETUDE IN vIVO DES VOIES METABOLIQUES

1 - Incorporation de [}—146] acétate

Le précurseur déposé en m1crogoutte5 sur les coty]edons penetre
d1ff1c11ement dans les tissus ; 12% seulement sont incorporés dans la fraction
Tipidique. L'incorporation dans les lipides totaux ne se produit que pendant 3
heures. Des temps plus longs (24 h) ne 1 augmentent pas.

2 - Incorporation dans les acides gras totaux

Le tableau XXIII représente le pourcentage d'incorporat1on de -
- [ }40} acetate dans les acides gras totaux.

© TABLEAU XXIII - Cinétique d'incorporation du [1-'C]- acétate dans les acides
' gras totaux de cotylédons de Carthame. 20 nmoles del]—14Q~
acétate ont €té déposées sur des plantu?es de 5 Jours.

L Incorporation (%) dans les acides gras
Temps  Incorporation Incorporation »
totale (nmoles) dans les acides 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 '18:3
' gras totaux ' ‘

30 mn 3,65 2,2 70 - .- 23 5 --

1h - 8,70 4,6 61 == -= 27 8 -
1 h 30 10,41 | 4,8 59 - <= 23 13 -
2h 14,3 7,1 58 -- == 23 18 -
3h 16,8 8,0 5 14 2 15 10 --

24 h 15,2 9,1 4. 26 1 . 3 13 9,5
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) FIGURE 20 A - Autoradiog'raphies de I'incorporatiqn in vivo de [1- C] -acétate
| dans les catégories Tipidiques de cotylédons de Carthame
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FIGURE 20 B - Autoradiographies de 1'incorporation in :ivo de [-14q -acetate
dans les phospholipides de cotylédons de Carthame
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FIGURE 21 - Cindtique d'incorporation in wivo de [1-1%C]-acétate dans Tes
catégories lipidiques de cotyl&dons de Carthame
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Les acides gras saturés et surtout 1'acide palmitique (816'0) sont
fortement marqués aprés 30 wmn de dépdét du précurseur. Ils restent
majoritairement marqués pendant toute la durée de 1'expérience.

Au~deld d'une heure de marquagg,]e pourcentage de 1'acide ol&ique
diminue alors que celui de T'acide 1inoléique augmente.

L'acide linolénique reste faiblement marqué'(g%)-aprés 24 heures,

3 - Incorporation dans les catégories }ipidiques

Le [1-14C]-acétate est principalement incorporé - dans ‘les
phospholipides : 80% de la radioactivité se retrouve dans cette catégorie
lipidique{ Le pourcentage de radioactivit@ dans les DAG (10% aprés 30 mn)
 diminue au cours des heures suivantes (tableau XXIV). L'augmentation du
pourcentage dans les TAG aprés 24 heures montre qu'il y a une synthése légére
~ de ces lipides neutres dans les cotyledons.

Les categov1es de phosphelipides les plus marquées sont le PG et la
PC.. Le PI idncorpore 14% de radicactivité, alors que le PE et PA sont
faiblement marqués. La radioactivité détectée dans Tes galactolipides reste
faible, Cependant le pourcentage de radwoact1v1té du MGDG est plus 1mportant
que celui retrouvé dans le DGDG.

La cinétique de 1' 1ncorporati5n du [1-}46] acétate' montre que
}1‘1ncorporat10n n'est pas la méme pcur toutes les catégories 11p1d1ques (F1g
20 A, B et 21). ‘

TABLEAU XXIV - Cingtique de 1'incorporation de [1-'7C]-acétate dans Tles
catégories lipidiques des cotylédons de Carthame. 20 nmoles de
[1-14C]~acétate ont &té déposées sur les plantules.

Incorporation (en %) o
- Temps TAG DAG PL totaux Lyso PC PI PC PG PE PA MGDG' DGDG

30 mn 10 10 69

4 14 31 40 3 2 10,1

1h 9 8 78 3 N 34 4 4 2 10,0
1h3 9 58 79 1 12 37 40 3 1 LI
2h 10 4 80 1 12 32 4 3 09 2 2
3h 19 73 1 1127 51 3 05 2. 2
| 1 2 01 6 4

24 h 13 4 72 5 17 60
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_ | L*incorporation du [7~?4CJ~acétate dans le PG augmente rapidement
 Jusqu'd 3 heures de marquage. Des temps plus Tongs n'augmentent plus cette
incorporation,

Dans la PC, 1la radicactivité augmente pendant les deux premidres
heures puis ensuite la radiocactivité diminue. Aprés 24 heures, la
radioactivité dans la PC est environ le 1/4 de celle détectée 3 2 heures.

Le MGDG se marque trés lentement. Ce n'est qu'aprds 24 heures qu‘on
note une radioactivité significative. '

Par contre la radiocactivité dans les DAG est assez importante aprés
3 heures de marquage. Elle diminue cependant aprés des temps plus longs.

La cinétique d'incorporation de 1'acétate radioactif squere un
transfert de la radioactivité entre les catégories suivantes : PC-—~DAG--MGDG.
En effet quand la radicactivité de PC diminue, celle des DAG augmente ; quand
la radioactivité de ces molécules diminue, celle du MGDG augmente.

4 - Incorporation dans les acides gras des catégories lipidiques

Dans le PG, 1'acide palmitique (CIE:G) est 1'acide gras le plus
marqué (Fig. 22). A partir d'une heure d'incorporation la radioactivité dans
1'acide cis-hexadécénoique (616:1) commence 3 apparaitre et augmente jusqu'a 3
heures. La radicactivité dans 1'acide olé@ique ne représente que 10% de la
radioactivité du PG et & 24 heures, cet acide n'est plus marqué. L'acide
Tinoléique est trés faiblement marqué.

La cinétique d'incorporation de 1'acétate dans le PG s'accorde avec
1'hypothése selon laquelle 1'acide palmitique serait désaturé en acide cis
héxadécéno?qué. On note, .une faible radiocactivité de 1'acide trans 3-
hexadécénoique dans le PG, Cet acide gras est synthétisé dans les Tamelles du
ch?oroplastéﬂ”ét impliqué dans la structure oligomérique du complexe
chlorophylle-protéines de 1'appareil photosynthet1que (GUILLOT SALOMON et al.,
1980 ; DUBACQ et TREMOLIERES, 19831}.

Dans le PC, lfacide gras le plus marqué aprés des temps trés courts
(1/2 h et 1 h) est 1'acide oldique. A partir de 1 h 1/2 de marquage la .
radiocactivité de 1'acide oléique décroit alors que celle de 1'acide
Tinolénique augmente. Cette cinétique de marquage montre bien que dans cette
catégorie lipidique a lieu Ta désaturation du CIS:? — 618:2' La radio-
activité dans 1'acide linoléique décroit avec le temps (entre 2 h et 3 h de
marquage). L'acide linolénique n'est ‘pas du tout marqué méme pour des temps
trés longs (24 h) (Fig. 23).
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L'acétate est beaucoup moins fortement incorporé dans les
galactolipides que dans les phospholipides. Dans le MGDG les acides gras
saturés sont peu marqués. La radioactivité de 1'acide oléique diminue ators
que celles des acides linoléique et Tlinolénique augmentent avec le temps.
Cependant la faible diminution de la radicactivité de 1'acide oTéique ne
coincide pas avec 1'augmentation importante de ce?%e'de 1'acide linolénique
(63% aprés 24 h d'incorporation). Ceci indique sans doute que la formation des
acides 1ino}éique et tinolénique a lieu dans une autre catégorie lipidique que
Te MGDG (Fig. 24).

Dans Tes lipides neutres, les TAG renferment un pourcentage assez
important d'acides saturés et mono-insaturés marqués {(tableau XXV). La
radicactivité de 1'acide linoléique augmente Ilégérement aprés 2 heures
d‘incafporatien et celle de 1'acide linolénique diminue.

TABLEAU XXV - Cinétique d'incorporation de [1~T4C)-acétate dans les acides
gras des TAG. 20 nmoles de Li~]4c]~acétate ont été déposées sur
les plantules de 5 jours.

% de la radioactivité totale des acides gras des TAG
C

Temps Ci6:0 * C18:0 Cig: Crg:2 18:3
30 mm 56 21 10 12
1h 66 | 17 10 6
1 h 30 66 18 0 5
2h 59 21 15 3
3h 51 22 20 5

24 h 44 13 31 11

Comme dans ta PC, 1'acide gras le plus marqué des DAG est 1‘facide
oléique pour les temps d'incorporation courts. Lors des temps de marquage plus
Tongs (& partir de 2 heures) la radicactivité de 1'acide linoléique augmente.
C'est dans cette catégorie lipidique qu'appara®™t.l'acide Tinolénique marqué
(fig. 25). En effet,d partir de 2 heures d'incorporation,la radioactivité de
1*acide linolénique augmente, Jusqu'd 24 heUresjle marquage de 1'acide oléique
diminue alors que celui de 1'acide linolénique augmente (Fig. 26). Cette
cinétique d'incorporation suggere que la désatufation de 1'acide linolé&ique en
acide linolénique a lieu dans les DAG,
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Conclusion

Nos résultats montrent que 1'acétate radioactif est rapidement
incorporé dans les phospholipides des cotylédons (principalement dans le PG
et Ta PC). Dans la littérature, la plupart des travaux effectués in vivo sur
les feuiiles de Courge (ROUGHAN, 1970}, de Féve (WILLIAMS et al., 1976}, de
Carthame (ICHIHARA et NODA, 1981}, indiguent une incorporation p?us importante
dans la PC que dans le PG: - ’

La cinétique d'incorporation de 1'acétate dans ces deux
phospholipides montre que dans le Carthame, la PC est fortement mafquée fors
des temps courts de maﬁquage {jusqu'd 2 heures}, mais' le PG est déja
majoritairement radicactif et 1'écart de marquage avec la PC s'accentue aprés
24 heures. | ’

La diminution de la radioactivité dans la PC coincide avec
1'augmentation du marquage dans les DAG et 1e MGDG. Les DAG paraissent étre
impliqués dans la synthése des galactolipides. Dans la cellule, 1les DAG
pourraient se former & partir du PC {par action réverse de la CDP-choline
transférase) ; ils seraient ensuite galactosylés pour donner le MGDG (SLACK et
ROUGHAN, 1975 ; SLACK et al., 1977 ; ROUGHAN et SLACK, 1982). Le faible

marquage du DGDG pourrait indiquer que ce composé est_synthétisé & partir du
MGDG. La synthése des galactolipides se ferait donc de la facon suivante :

P DAG  ‘wmemmwet MGDG — wesmssmeewe DGDG
COP=choline Uop ga1 lop ga1

- L'étude de la radioactivité des acides gras montre que 1'oléate est
rapidement désaturé en linoléate dans la PC. Nous n'avons pas détecté de
linolénate radicactif dans la PC, wéme pour des temps de marquage trés longs
(fig. 27). Nos résultats indiquent que pour des temps de marquage courts
{3 h), Tle pourcentage de [1~}4Q]-}inoiénate_marqué 1e plus élevé se trouve
dans les diacylglycérols. Puis la radicactivité du linolénate diminue dans

cette catégorie alors qu'elle augmente dans le MGDG., La désaturation Cygq.,
Cw:3 semble donc se faire & 1'intérieur de la catégorie des DAG.

Nos résultats sont en accord avec ceux de SLACK et al. (1977),
WILLIAMS (1980}, LEM et WILLIAMS (1983). ces derniers auteurs proposent deux
molécules supports des désaturations pour expliquer la synthése de 1'acide
tinolénique. '
- Une premiére molécule serait le MGDG.

- Une deuxiéme molécule serait représentée par les diaéy?g!ycéro?s.



La cinétique d'incorporation de 1‘acétate montre que le PG pourrait
également étre impliqué dans la synthése des galactolipides. La formation de
1'acide cis-hexadécénoique est réalisée & partir de 1'acide palmitique. La
baisse de la radiocactivité de 1'acide oléique aprés 24 heures de marquage
indique que cet acide gras est transféré dans une autre catégorie lipidique
peut étre le MGDG. Les travaux de WILLIAMS et al. (1976), WILLIAMS (1980}
suggérent que les acides gras saturés du MGDG proviennent de PG, '

En conclusion, @ la suite des résultats obtenus avec T'acétate
radioactif, la voie de synthése des galactolipides peut &tre schématisée de la
fagon suivante :

C16:0 ey C18:1 PC | ey U812 PC ey C18:2 DAG

l

C18:3 DAG

i

Crg:3 MGDG,

Schéma VII - Voie de synthése de galactolipides & partir de 1-14C -acétate
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B - ETUDE DES MECANISMES DE DESATURATION 1nv vIvo

Les résultats obtenus avec 1'acétate montrent que la désaturation de
1'acide linol&ique en acide linolénique pourrait avoir lieu dans les DAG. Il
nous a paru intéressant de confirmer cette proposition originale en utilisant
des précurseurs directs de 1'acide linolénique & saveir le ﬁ-}4c]—o]éate et
le [1—146]~1inoléate. Les deux précurseurs utilfsés sont fournis aux coty-
1édons de 5 jours sous forme de gouttelettes de solutions de sels d'‘ammonium.

1 - Etude du marquage des lipides & partir de {}-‘46]-01éate :

a - Incorporation dans la fraction lipidique

L'oléate marqué est trés bien incorporé dans les cellules.
L*incorporation dans la fraction lipidique est de 50% de la radiocactivité
fournie aprés 3 heures de marquage. A 24 heures, toute la radioactivite
- déposée sur les coty?édons se retrouve dans les lipides (tableau XXVI).

TABLEAU XXVI - Incorporation et désaturation de [I-1'CJ-oléate-NH, par des
cotylédons de Carthame

Incorporation jlncorporation Pourcentage de désaturation dans
- Temps dans la frac- @ans les acides les acides gras totaux
tion lipidique | gras totaux
. |
nmoles/plantule  nmoles/plantule CIS-T C]S'Z C18g3
30 mn - 11,8 _ 11,5 97 2,7 -
1h 14,2 14 94 5,7 -
1 h 30 36,7 -3 ' 93 6,7 -
2 h 42,6 38 92,8 7.2 -
3h 46 \ 41 87 12 -

24 h 95,7% 77,6 78 20 2

* 100 nmoles d‘[?-}4c]-o3éate NH, ont &té déposés sur les plantules de § jours

b - Incorporation dans les acides gras totaux

L'incorporation de 1'oléate dans les acides gras totaux suit celle
de la fraction lipidique. On note cependant que 1'on retrouve toujours un peu
moins de radioactivité dans les acides gras totaux que dans les Tipides
extraits des cotylédons surtout pour les longs temps d'incorporation., On peut
dimaginer qu'une certaine 8-oxydation du précurseur peut se produire dans les
~cotylédons et que>1'acétate radiocactif qui en résulte a servi & la synthése
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des parties polaires (glycérol, choline, éthanolamine, etc...) des lipides. La
‘radicactivité dans les acides gras augmente avec le temps de marquage. Si on
exprime la désaturation du précurseur en pourcentage de la radioactivité
totale des acides gras retrouvés dans’kﬁacidestino1éique et linolénique, 1la
désaturation est trés lente. Aprés 3 heures de marquage on retrouve 12% de'
radicactivité dans 1'acide linoléique. Ce n'est qu'aprés 24 heures qu'on
détecte 1'acide linolénique radioactif et en trés faible pourcentage (2%).

¢ - Incorporation dans les catégories lipidiques

- La plus grande partie de la radioactivité fournie se trouve sous
forme d'acides gras libres. A peu prés 80% du précurseur n'est pas métabolisé.
Parmi les catégories lipidiques, les phospholipides et Tes DAG sont Tes plus
marqués (tableau XXVII). La cinétique d'incorporation montre une augmentation
de la radioactivité dans les phosphb!ipides avec le temps et une diminution de
celle des DAG. Aprés 24 h d'incorporation, on remarque une incorporation de la
. radioactivité dans les TAG. ‘

TABLEAU XXVII - Cinétigue d'incorporation de {}~ C] -pléate NH4 dans les
catégories Tipidigues (nmole/plantule) de . cotylédons de
Carthame

Temps AGL  DAG TAG LP PI PC PG PE  PA MGDG DGDG

30 mn 9,6 0,7 0,2 0,8 0,05 0,5 0,02 0,03 0,01 0,08 0,02
1 h n 09 0,2 1,7 0,06 1,3 0,1 0,04 0,03 0,12 0,03
- 1h30 2 1,4 05 27 0,0 21 0,2 0,03 0,05 0,13 0,03
2 h % 1,7 0,6 3,2 0,13 2,3 0,35 0,03 0,08 0,2 0,1
3h 3B 1,4 0,7 3,9 0,7 2,5 0,4 0,03 0,2 0,25 0,15

24 h 5] 2,2 4§4 19,2 0.4 3,7 0,9 .0,7 0,5 1,2 0,%

;00 nmoles de [ﬁ«%4C} oléate d' NH4 ont &té déposées sur les plantules de
Jours

LP = Tipides polaires

Parmi les phospholipides, 1la PC est la plus marquée ; trés
rapidement le 0—1463~0?eate est incorporé, COntrairement au marquage avec
1tacétate, e PG est trés peu marque (fig. 28).

L7incorporation dans les galactolipides se fait trés lentement. Ce
n'est qu'aprés 24 heures de marquage que la radioactivité dans le MGDG atteint
des valeurs significatives.
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Les cinétiqdes d'incorporation représentées sur la figure 28
montrent que pour des temps de marquage courts la radiocactivité augmente tras
rapidement dans ta PC, cependan;)aprés 1 h 30 d'incubation, 1'incorporation
se ralentit beaucoup et tend & plafonner dans la PC. Les DAG sont la catégorie
ta plus marquée aprés PC pour des temps longs. Le précurseur est incorporé
trés rapidement dans ces lipides neutres (aussi rapidement que dans la PC).
Cependant 2 heures aprés le dépdt, 1la radicactivité des DAG diminue. Cette
étude du marquage des lipides & partir du [1-§4C] oléate suggere que PC et DAG
sont impliqués dans la synthése des autres catégories 11p1d1quesvcomme les
gatactolipides et les TAG. En effet, quand la radioactivité de PC ou des DAG
plafonne ou diminue, celle des galactolipides et des TAG commence & augmenter.

d - Bésaturation dé[f-}di}o1éate

Le fbjacj oléate acylé dans PC est désaturé, La désaturation est
faible dans la premiére heure de margquage (fwg. 29). La radicactivité dans le
D-]4C}I1no¥ey1 augmente lentement. Aprdés 3 heures & compter du dépdt du
précurseur on retrouve 30% de radicactivité totale du PC dans Tle D-]4d
Jinoléyl1-PC. On note un pourcentage &levé de désaturation aprés 24 heures de
-marquage (47%). “

| La désaturation du [1-'%]-1inoléyl-PC en ﬁ~}4C]-lin01énoy1~FC
- n'est détecté qu'aprés 3 heures de marquage et le pourcentage de désaturation
est trés faible (2,5% & 24 heures).

Dans Tes DAG, Ta radicactivité présente est due essentiellement &
D~14C]«01éate Aprés 1 h 30 de marquage la radicactivité d'oléate diminue
alors que celle de linoléate et linolénate augmente (Fig. 30). La désaturation
du reste Tinolgoyl en reste linolénoyl est maximum aprés 2 heures. La
radioactivité du reste linolénoyl diminue par la suite au cours du temps.

Dans les galactolipides, - la radiocactivitdé du reste 'Iino1énoy1
augmente dans le MGDG ; 2 heures aprés le dépSt du précurseur, le CTS:S
radicactif commence 3 s'accumuler (Fig. 31). Cette augmentation coincide avec
la diminution de linolénoyl des DAG.

Les résuyltats de ‘marquage cbtenus i part1r de [1—14C]~01eate
confirment ceux obtenus & partir du [1~ C] -acétate. Ces résultats suggérent
un transfert d'acides gras radicactifs de PC vers les DAG puis vers le MGDG.
L'oléate est rapidement acylé dans la PC puis désaturé :

[1«14C]—o¥éate i  0l80Y1-PC wegpe-  1in01é0Yy1~PC
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~ La désaturation du linoléoyl PC en linolenoyl PC est tré&s faible et
se fait trés lentement. Notre &bude montre que la désaturation de C18:2 en
£ﬁ8:3 a lieu d'abord dans les DAG. ce qui est.un résultat trés nouveau. Le
reste linolénoyl serait ensuite transféré dans le MGDG (sans doute en méme
temps que se produit la galactosylation de 1a moTécu?e‘suppoft de DAG). Les
résultats exprimés en pourcentage de la radioactivité retrouvée dans les
acides oléique, linoléique et linolénique acylés des PC, DAG et MGDG montrent
que la désaturation débute trés rapidement dans PC. Mais trés vite 1le
pourcentage des acides gras polyinsaturés augmente dans le DAG (2 heures aprés
Te dépot du précurseuc,on retrouve 31% dans PC, 57% dans DAG et 28% dans MGDG,
alors que le pourcentage de ces acides gras diminue dans le DAG, i1 augmente

dans le MGDG (tableau XXVIII).

TABLEAU XXVIII - Pourcentage de la radioactivité totale retrouvée dans les
acides gras de la PC, des DAG et MGDG de Carthame.

Pourcentages de la radiocactivité totale
retrouvée dans les acides gras

Acides gras 30 mn 1h 1 h 30 2 h 3n 24 h
Cig:1 81 76 . 73 68 66 50
Cig:2 18 23 26 31 34 45

' 26 31 35,4 47
C‘18:3 - - .- hadhd - ],4‘ 2,5
DAG
Cyg:1 - 83 80 70 41 49 - 52
Cigig | 16 17 19 31 39 36
| | 29 57 50 46
C1g:3 - - 10 26 12 - 10
MGDG |
Cig:1 97 93 93 71 63 31
Cig:2 2,6 6,8 2,8 10 10 20
6 28 37 69
Cig:3 -- - 3. 18 27 | 49

;0? nmoles de ELJQCJ~o1éate de NH4 ont &té déposées sur les plantules de
ours ,
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En conclusion les résultats de marquage & partir de [}«}4C}~oléate,
exprimés soit en nmoles d'acides gras marqués au cours du temps, soit en
pourcentage de la radioactivité totale incorporée au cdurs du temps, montrent
que la désaturation du 618:1 en c18:2 a lieu trés vite dans la PC et que la
désaturation du| Ciq., en Cyg.5 se fait dans les DAG. Les DAG contenant les

acides gras. tri insaturés.sont galactosylés pour donner le MGDG (fig. 32)

2 - Etude du margquage des lipides @ partir de [1~ ]~11noleate

a - Incorporation dans la fraction lipidique

Le [l~}4c] linoléate d'ammonium est bien moins 1ncorp0re dans les
tissus cotylédonnaires que 1'acétate ou 1'oléate. Seulement 60% de [1- 140]
linoléate déposé .sont retrouvés dans la fraction lipidique (tableau XXIX).

TABLEAU XXIX - Incorporation et désaturation de {1#34C}~Iina1éate dans les
acides gras totaux des cotylédons de Carthame

Incorporation dans Incorporation déns % de la radicactivité
Ta fraction - les acides gra§
Temps lipidique totaux 18:2 18:3
nmoles/plantule nmoles/plantule
1 h 6,3 4.4 100 --
1 h 30 16,5 | 13 100 ---
2 h 30 18 100 L -
3h 32 22 | 100 -
5 h 33 25 | 96 3,2
24 h 30 21 | 93 7

48 h 26* 15 | 90 10

~* 50 nmoles de [1 14(}“fmo¥éate d' ammonium ont été déposés sur 1es cotylédons
de plantules de 5 jours.

b - Incorporation dans les acides gras totaux

La cinétique d'incorporation de [1-146}-1ino]éate dans les acides
gras totaux montre une augmentation de marquage Jjusqu'@ 5 heures. Puis il
apparaTt une diminution progressive de la radioactivité. Ceci suggére que pour
des temps lTongs (24 h - 48 h) le précurseur se dégrade par 8-oxydation ou par
autookydatian (tableau XXIX).
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TEMPS

A
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FIGURE 33 - Autoradiographie de 1'incorporation in vivo de [1-14C]-linoléate

dans les phospholipides de cotylédons de Carthame
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Pendant les trois premiéres heures suivant le dépdt du précurseur,
la déSaturation.de [1—T4C]-]inoiéate an 1}-y4C]-1inolénate est trés faible. On
~ ne retrouve que 10% de la radioactivité incorporée dans le Tinolénate formé
aprés 48 heures.

¢ - Incorporation dans les catégories lipidiques

La cinétique d'incorporatioh montre que 83 a 90% de la radioactivité
du précurseur se retrouve dans les acides gras libres. ‘Une faible partie (10%
a 17%) se trouve acylée au niveau des catégories Tipidiques. Les catégories
les plus marqués sont la PC, la PE, le PI pour les temps courts et le MGDG
pour les temps plus longs (fig. 33).

Les lipides neutres DAG et TAG incorporent égaiement le {]~14C}-
linoléate. L'incorporation dans les DAG est la plus importante lors des temps
de marquage courts {tableau XXX},

“TABLEAU XXX - InCorporation de {1-14C]~Iinoléate dans les catégories lipidi-
' ques de cotylédons de Carthame. 50 nmoles de {}-}461-1inoléate
de NH, ont &té déposés sur les cotylédons de plantules de

5 jours.
} ~ Incorporation (nmoles/plantule)

Temps  DAG TAG LP Pl PC PG PE PA MGDG DGDG

1 - 0,2 0,06 0,2 0,02 0,7 0,01 0,03 0,01 0,02 0,004

1 h 30 0,2 0,07 6,5 06,05 0,3 0,00 0,06 0,02 0,07 0,008
2 h 0,17 0,1 0,68 0,06 0,4 0,01 0,08 0,02 0,08 0,01
3 h 0,2 0,1 0,9 0,07 0,6 0,02 0,1 0,04 0,08 0,01
5 h 0,3 0,4 1.3 0,1 0,8 0,06 Q.1 0,06 0,1 0,02
24 h 0,7 0,2 ,8 0,09 0,5 0,07 0,2 0,1 0,5 0,09
48 h 0,4 O,G 2,1 0,1 0,5 0,07 0,2 0.1 0,7 0,1

La cinétique d'acylation du [ﬁ~14§} -1inoléate dans le PC moﬁtre que
la. rad1oactivite augmente réguliérement jusqu'@ 5 heures aprés le depot
- Ensuite il apparait une diminution Jusqu'a 24 heures.

Comme pour 1'[1-'%C]-o1cate, 1a diminution de la radioactivité du PC
coincide avec 1'augmentation dans les DAG. Ensuite la diminution de la
radioactivité des DAG correspond & 1'augmentation de celle du MGDG, & 48
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heures. La synthése des galactolipides se fait trés lentement. La
radioaétivité & partir de linolédate appara?t beaucoup plus tardivement que
Tors du marquage & 1'oléate (Fig. 34).

d - Désaturation de [1-'%C]-tinolcate

La cinétique de dééaturation de E—}acl-lino?éate dans la PC, fes
DAG et le MGDG est représentde sur la fig. 35 (A,B,C). Elle montre que la
désaturation de [1- 14C} linoléate se fait trés peu dans la PC (7%) alors que
dans les DAG aprés 3h de marquage, elle représente 25% de Ia radxoact1v1te. La
radicactivité du Iwnoleate diminue ensuite dans les DAG jusqu'ad i 1a 5%heure.
Cette diminution de 618;3 correspond & la légére augmentation enregistrée dans
1e MGDG (tableau XXXI). -

TABLEAU XXXT - Pourcentage de la radioact1v1te totale retrouvée dans les
acides gras de la PC, les DAG et le MGDG

Pourcentage de la radiocactivité dans les acides gras de

Temps 1 h T h 30 2 h 3h  5h 24 h 48 h
Cig:2 00 100 94 96 93 94 94
C-£8:3 —— - o e 5 4 - 7 . 5 5
| DAG
Temps 1h 1h 30 2h .3 5 h 24 h 48 h
C15:0 89 86 86 73 89 79 70
Crg:3 10 13 13 26 10 20 29
| MGDG
Temps Th 1h30 2h 3 h 5 h 24 h 48 h
Cig:2 93 96 95 95 92 53 55
Cia.3 3 3 4 4 8 46 44

Les rad1ochr0matogrammes représentés sur la fig., 36 montrent que 1a
désaturation de D~14Q] tinol@ate n'a pas lieu dans la PC mais dans les DAG
{5 h aprés marquage), La radioactivité du MGDG étant trés faible & ce moment.
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Conclusion

Les résultats de marquage des lipides & partir du fi- 146] -acétate,
{1 14@] oléate et [1- G] Tinoléate montrent que la PC est donneuse des
radicaux acyls pour la synthése de galactolipides et des TAG. Dans les
cotylédons en croi'ssance) les TAG présents sont resynthétisés & partir des
acides gras. Une synth@se des TAG 3 partir de 1'acétate (ICHIHARA et NODA,
1981}, de 1'oléate et ou du linolBate (HAWKE et STUMPF, 1980) a &té observée
dans des jeunes feuilles de Carthame et Mais.

La cinétique d'incorporation montre qu'avec 1‘acétate et 1'oléate,
1'acylation des nouveaux acides formés se fait rapidement dans PC alors que
dans le cas du linoléate les temps d'acylation sont plus longs.

Les DAG sont Ta deuxiéme catégorie marquée aprés la PC. La
radioactivité des DAG augmente quand celle de PC diminue. Donc quel que soit
le précurseur utilisé les DAG se forment 2 partir de PC, Ils sont par la suite
galactosylés pour donner MGDG. Nos résultats montrent clairement que la PC-
18:1 est désaturée en PC-18:2, ce qui est en parfait accord avec les résultats
de la Tittérature. En effgt, quel que soit le précurseur ut111se }4C0 (SLACK
et al., 1975 ; WILLIAMS et al., 1976}, acétate, oléate (STOBART eﬁ al., 1980 ;
TREMOLIERES et MAZLIAK, 1974), linoléate (MURPHY et STUMPF, 1980 HAWKE et
«l., 1980), la désaturation des restes oldyl en restes linoléoyl a toujours
1ieu dans la PC.

Nos cinétiques de désaturation montrent par ai?leuré que les DAG
renferment trés rapidement des acides polyinsaturés. La désaturation de C18 .2
en C18 3 pourrait, d'aprés nos courbes de marquage, se faire au niveau de cette
categcrme tipidique.

Cependant pour des temps de marquage longs 24 h et 48 heures, la.
forte synthése de C18:3 dans MGDG ne correspond pas & une diminution de la
quantité de cet acide gras dans Tes DAG. I1 est probable que le renouvellement
des DAG soit trop rapide pour étre saisi dans nos expériences ; on peut aussi
penser & deux molécules supports des désaturations.

Un premier type de mo?écu?e~support de la désaturation du C18:2 en
C18:3 correspondrait aux DAG et jouerait,en cas de désaturation rapide, avant
galactosylation. Une seconde\moTécuTe support ol la désaturation serait plus
tente pourrait étre représentée par'le MGDG. .

Les voies de synthése de 1‘acvde o Tinolénigue proposées sont donc
les suivantes :
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acetate
i
Cig:1-PC
: UDPgal O2,.Hy
Oz, - “2/ Ci8:2 DAG C18:2 MGDGL' Cig:3MGDG
| v
CDP choline

Ci18:2-PC

01832 DA G- Ci8:3 DAG "'""""'"K C18:3MGDG

o b ~  UDP gal
C18:3-PC  —n ' > 0183{)AG >-+0|83MGDG

CDPcholine

Schéma VIII - Voies de synthése de 1'acide o linolénique
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€ - SITES CELLULAIRES DES DESATURATIONS 1N VIVO

Afin d'élucider les sites possibles de désaturation du Tinoléate,
les plantules entiéres sont marquées in vive. Les feuilles cotylédonnaires
sont broyées et les fractxons subcellulaires sont obtenues par centr1fugat1on
d1fferent1e11e.

La plus grande partie des chloroplastes se trouve dans la fract10n
sédimentant 513 000 x g. La fraction sédimentant 3700 000 x g comprend le
culot de "microsomes”. En fait le culot de microsomes: rassemble  des
vésicules dérivant de plusieurs types de membranes : plasmalemme, réticulum
endoplasmique, appareil de Golgi, enveloppes de chloroplastes. R

1 - Incorporation de [1-74C]~11n01éate dans les différentes fractions
cellulaires | | ‘ |
Le tableau XXXII représente 1'incorporation du [l~‘4¢]~linoléate
(donné sous forme de sel d ammonium) dans les différentes fractions
cellulaires. L'incorporation du. précurseur est trés importante dans les culots
de mitochondries et de microsomes aprés 3 h de marquage. L' evolut1on du
marquage au cours du temps est trés différentekpour les deux culots. Alors que
Ta radioactivité diminue dans la fraction microsomale, celle de la fraction
mitochondriale demeure stationnaire et ce11e des chloroplastes augmente La
‘diminution de la radioactivité de la fraction microsomale co1nc1de avec
1'augmentation enregistrée dans la fraction ch?orop?ast1que.

TABLEAU XXXII - Incarporat1on de [}-14C] linoléate dans les différentes
fractions cellulaires (10 3nmo1es/mg de | | protéine) de
cotylédons de Carthame. 50 nmoles de [1-1%C]- T1noleate de NH,
ont &té déposées sur les cotylédons de plantules de 5 j.

Fractions  Temps Incbrporation AG totaux (% de la  mg de chiorophylie

‘totale - radioactivité totale)
‘3 h 416 . 317 (18%) 0,7
5000 x ¢ i '

24 h 674 544 (34%) , 1,25

3h 849 742 (42%) 0,177
20 000 X g o S

24 h 838 628 (40%) : 0,285
c 3 h 863 673 (38%) - 0,087
100 000 x g - | | :

24 h 573 | 397 (25%) 0,110
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Le dosage de la chlorophylle montre gque toutes les fractions sont
contaminées par les débris de chloroplastes. La quantité de ch1orophylle
retrouvée dans le culot microsomal représente & peu prés 1/10& de la valeur
trouvée dans le culot chloroplastique.

2 - Incorporation de {1*?4C]~Tino1éate dans. les acides gras totaux

L'étude de la rad1oact1v1te dans les acides gras totaux montre que
- la fraction sédimentant & 20 000 x g est plus marquée : environ 40% de la
radioactivité totale des ac1des gras se retrouve dans cette fraction. Cette

valeur reste identique 24 hehres aprés le dépdt du précurseur.

Pendant les trois premiéres heures, la radiocactivité s'accumule
aussi dans les acides gras de la fraction microsomale. La radioactivité
retrouvée dans les acides gras de la fraction microsomale représente 38% de la
radioactivité totale des acides gras alors qu'elle ne représente que 18% dans
ta fraction chloroplastique. Au cours du temps on note un accroissement de la
radioactivité dans la fraction chloroplastique et une diminution de 1la
radicactivité dans la fraction microsomale. ‘

Donc lorsque du linoléate est fourni aux cellules, 11 sfaccumule
d'abord dans les microsomes, puis 1'acide gras radioactif ou son produit de
désaturation est transféré dans le chigroplaste pour la synthése des
galactolipides. )

3 ~ Incorporation de [?~14C]-Iinoléate dans les»catégoriésv1ip%d1ques

~ La distribution de la radioactivité dans les catégories lipidiques
montre que les phospholipides sont les molécules des plus marquées. Pendant
les trois premiéres heures, Tle précurseur fourni s‘accumule surtout dans la
phosphatidyicholine de la fraction sédimentant & 20 000 x g et 100 000 x ¢ et
d& un moindre degré dans la phosphatidyléthanolamine des mémes fractions
(tableau XXXIII). Alors que la radioactivité s'accroit dans la PC de 1la
fraction chloroplastique lorsque les temps de marquage passent de 3 & 24 h, la
radioactivité diminue dans la PC de la fracticn microsomale (fig. 37).
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TABLEAU XXXIIT - Distribution de 1la radicactivité incorporée dans les

phospholipides des différentes fractions cellulaires Ade
cotylédons de Carthame, 50 nmoles de [}~T4C3»1inoiéate d'NH4
ont &té déposées sur les cotylédons de plantules de 5 J.

Incorporation 107 nmole/mg de protéines

Fractions Temps . PI PC PG . ,_PE PA
3 h 1,5 18,9 1,0 3 0,6
3000 X g |
24 h 7.4 48,2 3,7 1,7 1.1
- 3h 10 113 0,6 15,7 0,3
20 000 x ¢ | -
24 h 15 97 3,5 35 0,2
3 h 15 189 —— 41,7 9,4
100 000 x ¢ -

24 h 14 (R 4,0 27,6 10,1

Les lipides neutres sont également fortement marqués. On note une
synth&se importante des triacylglycérols dans la fraction sédimentant &
20 000 x ¢ (tableau XXXIV).

TABLEAU XXXIV - Distribution de la radioactivité incorpcréé dans les lipides

2y 3

neutres” différentes fractiens celiulaires (lG" nmole/mg de
protéines)de cotylédons de Carthame. 50 nmoles de D»‘“c]«
Tinoléate d'NH‘1 ont été déposées sur les cotylédons de
plantules de 5 jours.

Incorporation 10—3 nmole/mg de protéines

Fractions Temps TAG DAG
‘ ' 3 h 6,8 9,0
3000 xg .
: 24 h 18,5 - 12,3
: -3 h 27 23
20 000.x ¢
' 28 I 41 ,‘ _ 19
3h 7,5 : 27,5
100 000 x ¢

24 h 6,7 14,8
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Les diacylglycérols sont également marqués surtout dans la fraction
microsomale. On note une diminution de la radioactivité au cours du temps dans
la fraction microsomale et une 1égéfe augmentation de la radioactivité dans la
fraction chloroplastique (fig. 38).

Les galactolipides sont la catégorie la moins marquée dans les temps
courts. Cependant;24 heures aprés marquage, la masse de MGDG synthétisée est
multiplié par le facteur 10 dans la fraction chloroplastique. La synthése de
DGDG est beaucoup moins importante (fig. 39}.

Cette &tude met donc en évidence la coopération existant entre les
différents organites cellulaires pour la synthése des galactolipides des
chloroplastes. Le linoléate radioactif fourni est d'abord incorporé dans ta PC
-~ des microsomes. Quand la radiocactivité de la PC diminue, elle augmente dans
les galactolipides des cthrop?astes.

4 - Désaturation de [ﬁ»ldc]wlinoléate dans les différentes fractions

Les pourcentages de radicactivité trouvés dans 1'acide linclénique
des catégories lipidiques les plus marquées dans les différentes fractions
cellulaires sont indiqués dans le tahleau XXXV.
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TABLEAU XXXV - Distribution de la radicactivité dans les acides gras des
catégories lipidiques des différentes fractions cellulaires,
aprés fourniture de [1-'%c]-linoléate d'NH, in vivo

Fractions PC DAG MGDG
3 heures v
Cog. 95 85 70
3000 x g 18:2 | | "
C18:3 4,5 v 14 e e
| C Cyg. 100 90 70
20 000 x ¢ 18:2 | SR
Gig:3 ) 3
' € 100 86 70
100 000 x ¢ 18:2 | .
| C18:3 - 14
24 heures
Crans 94 72 | 22
3000 x g 18:2
“18:3 58 s o n
Cqa. 93 83 39
20 000 x g 18:2 :
C1a. 97 83 39
100 000 x g 18:2 : ,
“18:3 G e 8

La désaturation {exprimée en pourcentage)’est trés faible dans la PC
des différentes fractions cellulaires. Ce pourcentage de désaturation aprés 3
heures de marquage ne dépasse jamais 5%. Le pourcentage n'est pas plus élevé
aprés 24 heures.

- Les DAG contiennent un pourcentage élevé (14%) d'acides gras
triinsaturés radioactifs, Aprés 3 heures, 1les pourcentages sont identiques
dans Tles fractions chloroplastique et wmicrosomale. Avec le témps, ce
pourcentage double dans la fraction chloroplastique.
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Si on exprime la dé&saturation par la quantité d'acide linolénique
formé en nmoles/mg de proteines, les DAG de la fraction microsomale forment un
site cellulaire oi la désaturation est plus active que dans la fraction
chloroplastique (fig. 40). Deux possibilités sont alors envisagées :

~ soit la désaturation de linoléate a lieu dans la PC de la fraction
microsomale et il y a rapidement libération des DAG contenant un fort
pourcentage d'acides gras triinsaturés. Ce serait la raison pour laquelle on
détecte un faible pourcentage de linolénoyl-PC.

- s0it Ta désaturation se fait dans les DAG de la fraction microsomale. Les
DAG-Cg.4 seraient transférés dans les ch]orcp?astgs puis galactosylés.
C'est en effet au niveau des galactolipides que 1'on retrouve (dés 3 heures

- de marquage) les pourcentages les plus élevés de 618:3'

Conclusion

Les résultats obtenus grace au fract1onnement cellulaire indiquent
que 1° 1ncorperat1on de [3-146] linoléate (fourni sous forme de sel d' ammonium)
se fait principalement dans la P{ des fractions microsomale et mttochondr1ale.
L'évolution de la radiocactivité en fonction du temps indique que la fraction
microsomale est seule impliquée dans l1a synthése des acides gras polyinsaturés
qui s'accumulent finalement dans les galactolipides des plantes. Ces résultats
mettent en évidence : | '

1} la coopération des microsomes et des chloroplastes dans la synthése des
galactolipides. Quand du linoléate est fourni & la cellule, i1 se retrouve
“principalement sous la forme de linoléoyl-PC. '

2) le faible pourcentage de désaturation trouvé au niveau du PC de la fraction
microsomale ne nous permet pas de conclure comme STYMNE et APPELQVIST
(1978) ou BROWSE et SLACK (1981) que la désaturation de linoléate en
tinglénate a T1eu dans 1a PC des microsomes.

3) le taux élevé de désaturation dans les DAG dérivant de PC, laisse penser
que probablement la désaturation pourra1t avoir lieu dans cette catégorie
lipidique, Cependant on ne peut égarter-ﬁ'hypdthése d'une -désaturation de
C18:2 - 618:3 dans Ta PC du réticulum endoplasmique. 0n pourréi; alors
expliquer le faible pourcentage de dé&saturation retrouvé dans PC par la
libération immédiate des DAG contenant des acﬁdes gras triinsaturés. La
forme sous Tlaquelle se ferait Jle transfert des DAG, du réticulum
endopiasmTque vers le chlioroplaste, reste & e?uc1der

i
i
H



Plusieurs hypothéses ont &té envisagées quand & la format1on du MGDG
r1che en linolénate.

1 - Le Tlinoléoyl-PC pourrait étre transféré du réticulum endoplasmique vers le
chloroplaste  par 1'intermédiaire des protéines de ~ transfert des
phospholipides, Tles “PLTP* {JULIENNE et al., 1981 ; KADER et al., 1982 ;
DRAPIER et al., 1982 ; VYAMADA et OHNISHI, 1982). Dans le chloroplaste, le
CIS o -PC serait utilisé pour la formation des galactolipides. La désaturation
de linoléate en linolénate aurait lieu dans les galactolipides (SLACK et
ROUGHAN, 1975 ; TREMOLIERES et 1., 1979 ; OHNISHI et YAMADA, 1980, 1982).

2 =~ Le 1linoléoyl-PC serait désaturé en linolénoy1-PC dans le réticulum
endoplasmique puis transporté vers le chloroplaste pour la synthése des
galactolipides. La troisiéme désaturation serait donc liée au réticulum
end0p1asm1que (WILLIAMS et al., 1979 ; SIMPSON et al., 1979 ; WILLIAMS, 1980).

~

3 - Le 11n01éoy1 -PC donnerait naissance dans le cytoplasme & un linoléoyl-DAG
qui serait transféré vers le chloroplaste et galactosylé pour la formation de
C13:2~MGDG. La 3@me désaturation aurait 1ieu sur le galactolipide (SIMPSON et
al., 1979 ; ROUGHAN et SLACK, 1982 ; SLACK et al., 1977). Les résultats
obtenus nous permettent de proposer une quatriéme hypothése pour la synthése

de 1'acide linolénique {Schéma IX).
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Schéma IX - Nouvelle hypothése pour la biosynthése de 1'acide linolénique

‘Le linoléoyl-PC des microsomes fournirait §es linoléoy1-DAG (par la
_voie 1inverse de Ta biosynthése, avec du CMP comme cofacteur - et 1la
désaturation du réﬁﬁdu Tinoléoyi (618:2) en résidu linolénoyl (C18:3) se
ferait dans ces molécules de DAG, au niveau du réticulum endoplasmique.

I k_este & comprendre comment les molécules de linolénoyl-DAG sont |
transférées vers le chloroplaste pour y &tre galactosylées. '
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D - ETUDE DES DESATURATIONS IW VITRO

Afin de confirmer les résultats obtenus par les expériences
conduites "in wivo", des expériences ont &té réalisées "in vitro", avec des
chloroplastes isolés, purifiés sur gradient de Percoll, et avec des
' microsomes. Les études effectuées & 1'aide de [1-]4C]e1inoléoy1-CoA utilisé
comme précurseur n'ont fourni aucun résultat exploitable, soit que le

précurseur ait été immédiatement dégradé au contact des organites, soit qu'il
ait &té trés mal utilisé sous Ta forme d'un thioester du Coenzyme A. I1 nous a
donc fallu conduire cette expérimentation “in vitro" avec de 1 1-14 -
oléoy1-CoA. | | o |

1 - Etude avec les wicrosomes

a - Incorporation de [}w‘ﬁc}~o1éoy1-CoA

L*incorporation de [1~14C]~oléoy1-CoA dans les microsomes augmente
en fonction de temps. Cependant plus de 70% du précurseur fourni n'est pas
métabolisé et se retrouve sous la forme d'acides gras libres (tableau XXXVI).

TABLEAU XXXVI ~'Incorporation de [1-14C]~oléoy1-CoA dans les microsomes.

Incorporation nmoles/mg de proté&ines

Temps (mn) Incorporation totale ' AGT : _ AGL
15 . 9.5 ' ' - 8 _ 7
30 . 15 12 8,9
45 a © 18 14 9,2

60 22 v 21 , 10

b - Incorporation de D«JQC}~o1éoy1~CoA§ dans les catégories
Tipidiques : '

La figure 41 illustre 1'incorporation d‘{?-]4d]-oleoyl CoA dans les
catégories lipidiques des microsomes, Le précurseur s'accumule trés rapidement
dans les phospholipides. La PC est le phosgholipide le plus ‘marqué La
radioactivité dans la PE et PA représente 1/10 de ce}1e détectée dans la PC
apres 1 heure d'incubation (fig. 42).

Les DAG sont beaucoup plus faiblement marqués. L'autoradiographie
des acides gras des DAG séparés sur nitrate d'argent a montré que les produits
_d'oxydation de [§~]4¢]-o§éoy1-CoA migrent au méme niveau que les DAG. Le
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pourcentage de produits d'oxydation trouvé est de 14%. I1 nous a fallu alors
corriger la valeur de la radioactivité trouvé dans les DAG. Les valeurs
données sur les graphiques sont corrigées. La distribution de la radioactivité
des résidus dans les différentes catégories de lipides montre une augmentation
de la radicactivitd dans PC et une diminution dans Jes DAG en fonction du
temps (tableau XXXVII}. ‘

TABLEAU XXXVII - Distribution de la radioactivité incorporée dans 1es dif-
férentes catégories lipidiques des microsomes

% de la radioactivité incorporée

Temep (mn) DAG  Lyso-PC PC PE PA
15 18 4 . 63 8 4
30 16 4 68 8 4
45 16 6 70 6 3
60 14 5 71 5 . 2,8

c - Désaturation;des résidus [l~]4d]~oléoy1

Les résidus d'[j-T4C]~01écy1 incorporés dans la PC sont'désaturés
rapidement en linoléoyl-PC. Le pourcentage de désaturation augmente en
fonction de temps et atteint 25% aprés une heure d'incqbation~ (tableau
XXXVIII). Il est intéress?nt de noter que la désaturation de linoléoyl-PC en
Tinolénoyl-PC a lieu ’dani_ies microsomes. Cependant le pourcentage de la
troisiéme désaturation reste faible (5%) (fig. 43).

La composition des acides gras de PE montre un fort pourcentége de
résidus [}—14Q]:1ino1éoyli Il est peu probable que [1—]4C]~oléoyl soit’
désaturé dans ce phospholipide car 1'incorporation -du precurseur> est trés
faible. On doit donc envisager la conversion , de [¥~l C]-Tinoléoyl-PC
en [I- C] 11noleoy1 ~PE suivant le schéma :

D“]4CPO1§y1-C0A s 0TEQYT~PC  wnmgpe 1iN01E0Y1-PC wamape- 1in018noyl-PC

oléoy1-PE linoléoy1-PE
| ‘ | |

Le pourcentage de désaturation trouvé dans les DAG s'est révélé trés

important. Aprés 15 mn d'incubation, on obtient 40% de linoléate et 12% de

» ;
linolénate.
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TABLEAU XXXVIII - Désaturation des résidus d'[-'%CJ-oléoyl dans 1les
catégories lipidiques des microsoies (en %)

Désaturation en %

PC PE ' DAG
Temps . o . . A .
(mn) 18:1  18:2 18:3  18:1 18:2 18:3 18:1 18:2 -18:3
15 82 14 3 69 30 -- 26 40 12
30 79 17 3 60 40 - 20 50 12
45 75 21 3 - 54 45 -- 21 50 15
60 69 25 5 54 45 e 16 50 19

Cependant la désaturation exprimée en nmoles de linoléate et
linolénate synthétisés en fonction du temps dans les différentes catégories
lipidiques 1indique que T1'oléoyl désaturase et la Tlinoléoyl désaturase
utilisent préférentiellement la PC comme substrat (fig. 44). En effet, la
valeur trouvée pour le [1-'%]-1inoléoyl-PC est 3 fois plus importante que
celle trouvée pour Tle D-J4C]:1inoléoyT~DAG ; de méme Ja radioactivité du
Tinolénoyl-PC est 2 fois plus importante que celle du linolénoyl-DAG.

§onc1usion

Les résultats <n viiro nous ont permis de mettre en é&vidence la
désaturation de 1'oléate en linoléate et linolénate dans Tles microsomes. Ils
montrent donc que 1'oléoyl désaturase et la Tinolénoyl désaturase sont toutes
les deux 1liées aux microsomes. Les cinétiques d'incorporation et de
désaturation montrent que les substrats de ces enzymes sont 1'oléoy!
phosphatidylcholine et la linoléoyl-phosphatidylcholine, en bon accord avec
SLACK et al. (1979). - '

La dEsaturation de linoléate en linolénate a donc lieu avant la
formation des galactolipides., D'aprés les résultats obtenus, il semblerait que
dés que Te linolénoyl-PC est formé, 11 serait rapidement converti en 18:3-DAG
et CDP-choline selon 1a réaction :

18:3-PC + CMP  wmapm  18:3-DAG + CDP-choline

Les 18:3-DAG seraient alors transferrés vers le chloroplaste et galactosylés
avec formation de MGDG. Les ré&sultats obtenus ¢n vit¢ro peuvent finalement étre
schématisés de la facon suivante :
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Cigit PE=~ = == === + Ci8:2 PE

C18:1 COA sy C18:1 PC  sumemnnipe C18:2 PC - C18:3 P C

CDPcholine CDPcholine

v |
C18:2 DAG Ci18:3DAG

lyso PC

Schéma X - Désaturation "in wvitro” de [1—14C]~0Jéoyl—CoA dans les microsomes
de Carthame )

2 - Etude avec les chloroplastes

300 ug de chloroplastes ont é&té mis en incubation dans un milieu
contenant divers cofacteurs et du [15‘46]»01éoy1-CoA. Une série a été étudiée
sans UDP-galactose dans le milieu, une autre série en présence d'UDP-
galactose. ‘

‘a - Incorporation de [}-lac]—oiéoy1~CoA dans les chloroplastes

| L'incorporation de [1-1%C]-oléoyi-Coh dans les chloroplastes est.
faible. En effet plus de 80% de la radioactivité se retrouve sous la forme
d'acides gras libres, vraisemblablement & cause de la” présence dans les
organites d'une thicestérase trés active. L'incorporation du précurseur est &

pdu prés identique en présence ou en absence de UDP-galactose (tableau XXXIX).

| |
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TABLEAU XXXIX - Incorpordtion de [1-' (] -0léoy1-CoA dans les chloroplastes

nmoles/mg de chlorophylle

- UDP gal . + UDP gal
Temps LT AGT AGL LT AGT AGL
30 mn 4,7 4 3 5,3 4,3 3
1h 6,7 5,5 4 6,8 5,9 4
1 h 30 8,9 6,7 5 8,9 7,7 5
2 h 10 9 7 10,7 8,9 7

b - Incorporation de [1-146]~01é0y1-CoA dans les catégories
Tipidiques
Le tableau XXXX montre la fépartition de la radicactivité incorporée
dans les catégories lipidiques. L'acide phosphatidique est le phospholipide le
plus marqué. Aprés 2 héure§ d'incubation, & peu prés 60% de la radiocactivité
‘se retrouve dans ce phospholipide, alors que la PC|/ne renferme que 20% de la
radioactivité.‘ '
TABLEAU XXXX - Répartition de la radioactivité incorporée dans les cjtégories
Tipidiques des chloroplastes

% de la radioactivité incorporée

Temps DAG X - PC PG PA MGDG DGDG

en absence d'UDP gal
30 mn 20 42 16 2 30 2,4 6
1h , 25 14 21 2 52 2,8 5
1h30 32 8 21 3 58 3 4
2h 35 7 20 3 58 4 3
en présence d'UDP gal
30 mn 23 38 20 '3 27 4 6
1 h 28 8 23 4 48 10 5
1h 30 30 10 19 2 53 10 3
3 53 14 3

2 h 30 4 21
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Aprés 30 mm d'incubation, 1a plus grande partie de la radioactivitd
est retrouvée dans un composé migrant sur les plaques au niveau du PI (40%).
Cette valeur diminue considérablement et aprés 2 heures d'incubation elle
n‘est que de 4%. Nous n'avons donc pas poussé plus loin 1'identification de ce
composé (fig. 45)‘

La radioactivité dans les DAG est &galement importante. On note un
pourcentage légérement moins important en présence d'UDP-galactose.

L'évolution du marquage dans les galactolipides montre une
augmentation de la radioactivité dans Te ‘MGDG en présence d'UDP-galactose.
Dans le DGDG, 1la radioactivité reste faible : aprés 2 heures d'incubation, le
pourcentage de radioactivité atteint est de 14% pour MGDG et uniquement 3%
pour Te DGDG. . | |

fL'incorporation exprimée en nmoles montre que le PA est activement
synthétisé en présence de Sn~G3P et de deux acyltransférases localisées dans
1'enveloppe du chloroplaste. La premiére acyl-transférase catalyse la réaction
suivante :

0180y1-COA + Sn-GP g 1y50-PA + CoA-SH
et la deuxiémé intervient dans la transformation du lyso-PA en PA
618:]~C0A + 1ys0-PA waniie-PA + CoA-SH

La figure 4 montre é&galement que les DAG sont activement
synthétisés. La cinétique d'incorporation met en évidence 1'augmentation de la
radioactivité en absence d'UDP~-gal. Ces DAG proviennent probablement d'une
déphosphoryliation de PA par une phosphatase alcaline (JOYARD et DOUCE, 1976,
1977) présente dans 1'enveloppe du chloroplaste. Les DAG peuvent provenir
d'une hydrolyse de PC mais jusqu'ad présent on n'a pas détecté de phospholipase
de type C hydrolysant 1a PC en DAG.

En présence d'UDP-gal, 1la radicactivité des DAG plafonne aprés 1
heure d'incubation. Les DAG sont galactosylés en présence d'une diacylglycérol
galactosyltransférase présente @&galement dans 1'enveloppe du chlioroplaste
(CLINE et KEEGSTRA, 1983 ; DORNE e# al., 1982 ; SANDELIUS et al., 1984)

1-2 DAG + UDP~galmmspme MGDG + UDP

La synthése du DGDG est beaucoup plus lente et'moins§importante,
Elle peut se faire par 1'intermédiaire de deux enzymes :
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1 - MGDG galactosyltransférase (DOUCE et JOYARD, 1980)
o UDP-gal + MGDG s~ DGDG + UDP
2 - galactolipide galactosyltransférase (VAN BESOW et WINTERMANS, 1978)

MGDG + MGDG sefpme-DGDE+ DAG

¢ - Désaturation des résidus [1i14C}~o¥éoy1

La cinétique de marquage des acides des phosphqlip%des'ne montre
aucune activité de désaturation. L'Qléoyl»CQA'n‘est pas désaturé ni au niveau
de PA ni au niveau de PC. -

Cependant on observe une desaturat1on au niveau des DAG du
chlaraplaste I1 est intéressant de noter 1'apparition du [1-}4C] 11no]eate et
{}~T4q} 11noienate aprés 30 mn d'incubation.

Les pourcentages de désaturation représentés dans le tableauXXXYI
indiquent une désaturation de [1- MC] -0léoyl-CoA dans les DAG. Cependant la
diminution du pourcentage du résidu Tinolénoyl s'explique par 1'augmentation
des produits d'oxydation au cours de 1'incubation. -

Les résultats d' 1ncorporat1on ﬁ~ C] cléoyl-CoA données dans les
DAG ont été corr1ges '

TABLEAU XXXXI - Désaturation de ﬂ-}gc]~oléoy1~CoA dans les DAG du chloro-

plaste
% de désaturation
- UDP-gal + UDP-gal
- Temps Produits 18:1 18:2 18:3 Produits 18:1 18:2 18:3
d'oxydation d'oxydation

30w 20 28 27 20 21 31 28 18

1h 21 25 28 25 21 37 21 20

1 h 30 27 34 22 8 . 26 40 18 15

2 h 28 32 25 15 28 38 22 12

La désaturation exprimée en nmoles de [1-]4C]-11n01é0y1 et [1-14Q}~
1inolénoyl synthétisés montre que les désaturases ne sont pas liges aux
galactolipides, La figure 47 met en évidence la diminution des résidus
linolénoyl dans les DAG aprés une heure d'incubation en présence d'UDP-gal.
Cette diminution est accompagné de 1'apparition de [1~]4é]-1inolénoy1 dans la
‘molécule de MGDG.
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/Sans UDP-gal la quantité de»[!~]4C}11n01énoyi dans les DAG reste

stationnaire aprés une heure d'incubation.

. . |
Conclusion

Les chloroplastes isolés en présence d'[1~}46]~oléoyT¥CoA
synthétisent une grande quantité de PA et de DAG. Cette synthése semble avoir
1ieu dans 1'enveloppe du chloropTaste En présence d'UDP-gal, il se forme du
MGDG & partir des DAG. '

1 est intéressant de noter que les DAG du chloroplaste contiennent
des acides gras di et triinsaturés. La desaturatxon sembie avoir 11eu avant 1a
formation des galactolipides.

La voie de synthése probable de 1'acide o linolénique, dans les
chloroplastes isolés se résumerait donc de la fagon suivante :

snG3P _CoA P

<+ ..uiaig.(Zi a1 ....i::._gj .4 ‘éA .
C18:1CoA ° 8:1 PA il 18:1 DAG: ~ —wpp-Cig: 2 DIAG.-:._«»Cte:SIDAu
T

, |

UDP-gai‘é UDP.gaL‘é

Ci8: 1 MGDG Gig:a2mepe  Cisi3mepg

Schéma XI - Voie de synthése de 1'acide o linolénique dans les chloroplastes
isolés

Les travaux effectuds sur les chloroplastes isolés en présence
d'acétate et oléoyl-CoA montrent que la désaturation a lieu dans la molécule
de MGDG (OHNISHI.et YAMADA, 1980, 1982 ; TREMOLIERES et al., 1978, 1980},

Nos résultats montrent une désaturation des molécules de DAG.

Cependant la radiocactivité étant faible dans ces catégories 1ipidique§,cn n‘a
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pu identifier de fagon certaine les produits de désaturation soit par
hydrogénation, soit par radiochromatographie. Des expérienées compliémentaires
devront étre réalisées & 1'avenir pauh confirmer ce point importént, qui
remettait partiellement en éause 1'hypothése d'une coopération nécessaire
entre chloroplastes et microsomes peur la synthése de 1'acide linolénique des
galactolipides.

-
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CONCLUSIONS GENERALES
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~ Outre son intérét &conomique pour la production d'huile consommable,
le Carthame est un bon matériel biologique pour une recherche fondamentale sur
le fonctionnement des désaturases végétales.

Dans ce travail nous avons abordé 1a formation des lipides lors de
la maturation de 1'akéne. L'accumulation des Tipides se fait de fagon assez
semblable & ce qui se produit dans les autres semences oléagineuses (CHERIF,
1975 ; MAZLIAK, 1968). La synthése active des lipides semble avoir lieu &
partir de la troisiéme semaine aprés la floraison. Dans la semence néoformée
on assistelprincipaiement & une synthé&se des lipides polaires entrant dans la
constitution des structures membranaires, puis ces premiéres synthéses cédent

-~

rapidement la place & une accumulation des lipides de réserves.

L'étude du métabolisme lipidique dans les feuilles cotylédonnaires
 des plantules de Carthame nous a permis d'aboutir aux résultats suivants :

1 - Les &tudes d'incorporations effectuées “in wvivo" & 1'aide du n-'4q:
acétate montre que‘l'éléate et le linol&ate apparaissent rapidement dans
la PC. Les acides palmitique et pameto%e?que apparaissent eux ftreés
rapidement dans le PG.

2 - L'étude du fonctionnement des désaturases effectué & 1'aide del}~}4CF
oléate et [1~?4f] linoléate montre que 1'0léyl phosphatidylcholine est le
substrat de 1a premiére désaturase et que 1a Tinoléoyl-PC est le substrat
de Ta deuxiéme. Le fort pourcentage d'acide Tinolénique trouvé dans les
DAG indique une implication de ces molécules dans le metabolzsme ultérieur
de cet acide gras triinsaturé.

3 - Les expériences de marquage "in vivo" effectues avec du v[1~14c]~
Tinoléate, suivies d'un fractionnement cellulaire, montrent une apparition
rapide du Tinolénate radioactif dans les DAG du réticulum endoplasmique,
suggérant également une participation de ces molécules au métabolisme de
1'acide Tinolénique. On note aussi la présence de linolénate radioactif
dans les molécules de PC des différentes fractions cellulaires. Ces
résultats ne permettent donc pas de préciser le site ce]iuigire de la
désaturation de linoldate. De plus, la réaction de désaturation peut
utiliser comme substrat, soit la PC, ol Tle 11no1eate est fortement
incorporé, soit les DAG dérivant de la PC. '

4 - Les expériences effectués "in vitra“ sur les microsomes et chloroplastes
isolés ont permis . de mettre en évidence 1'apparition de linolénate
radicactif dans 1a PC des microsomes.
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Une activité Tinoléoyl désaturase a été trouvé dans les microsomes
de Lin (BROWSE et SLACK, 1981) et les microsomes .d'Epinard (DUBACQ e al.,
1983). ©»° apres les résultats obtenus, on peut penser que dés que  ia
désaturation a eu lieu, i1 y @ libération des DAG contenant un fort
pourcentage d'acides gras triinsaturés. Ces DAG seraient aiors transférés vers
Te chloroplaste ol 1'acide linolénique serait incorporé aux galactolipides. 58

restera 3 étudier sous quelle forme se fait le transfert des DAG.

- Par 1‘intermédiaire des protéines d'échanges, comme les phospholipides
(MAZLIAK et KADER, 1980 ) 9

-~ Par flux membranaire (MORRE, 1975} ¢ .
- Par diffusion entre le réticulum et 1eichioroplaste ?

- ~La formation de 1'acide linolénique dans le Carthame se ferait donc
selfon la voie "eucaryote" définie par ROUGHAN (1970). Cette voie présente dans
les plantes en 678 .3 2 été beaucoup é&tudiée. A partir de 1'acétate le
chloroplaste synthétise les acides gras saturés avec formation du pa1m1ty1 ACP
et stéaryl-ACP. La formation de 1'oléoyl-ACP se fait également dans le
chloroplaste. ’

2 - L'oléoy1-CoA est exporté lors du chloropliaste (DRAPIER, 1984) et désaturé
dans Te réticulum endop!asmzque I1 se trouve alors sous la forme de
Tinotéoyl-pPC.

3 - Le Tlinoléoyl-PC est soit désaturé dans le réticulum endoplasmique
(TREMOLIERES et al., 1983 ; BROWSE et SLACK, 1981} et transféré par
1'intermédiaire de “protéines d'échanges de phospholipides” vers Te
chTorOpiasﬁe, soit transféré vers le chloroplaste puis désaturé apres'
formation des galactolipides (YAMADA et OHNISHI, 1982).

Nos résultats nous permettent de proposer une nduvelle voie de
synthese de galacto?1p?des riches en acide o linolénique {schéma XII).
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Cependant les résultats obtenus avec le chloroplaste isdlé ne. nous
permetfent pas d'exclure totalement 1'hypothése d'une série de désaturationsse
produisant dans cet organite'ce11ulaire. Ces désaturations pourraient é&tre
complémentaires de la voie principale impliquant 1la c00pération: p1aste~
microsomes. Par exemple il pourrait y avoir désaturation dans 1'enveloppe
du chloroplaste ; 11 nous resterajt dans ce cas & déterminer les conditions
requises pour 1'activité des désaturases du chloroplaste.
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