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R&urn&--Au tours du developpement des plantules de pois a l’obscurite, ou en regime de jours courts, la 
capacite de la biosynthese de l’acide linolenique dans les feuilles atteint un maximum environ 7 jours apres 
le debut de la germination. A tous les stades du d6veloppement la lumiere augmente considerablement et 
spt?cifiquement l’incorporation de Pa&ate l- r4C dans l’acide linolenique, la multipliant jusqu’a 20 fois par 
rapport a l’incorporation a I’obscurite. L’evolution de la capacite de biosynthese de l’acide linoltnique est 
tres parallele a l’evolution de la capacite de production de la chlorophylle. Les premieres analyses montrent 
que les biosyntheses de l’acide linol6nique observees se produisent specifiquement dans les galactolipides. 

Abstract-During the development of pea seedlings in complete darkness or under a short-day photoperiod, 
the capacity of linolenic acid biosynthesis reaches a maximum about 7 days after germination. At all stages 
of development the light markedly and specitically increases the incorporation of 1-“‘C-acetate into the lino- 
lenic acid, causing a 20-fold increase in the labelling at the maximum as compared with dark incubation. 
The evolution of the capacity of linolenic acid biosynthesis in leaves follows strictly the ability to produce 
chlorophyll under light. First analysis shows that the linolenic acid biosynthesis observed occurs specifically 
into the galactolipids. 

INTRODUCTION 

L’ACIDE a-linolenique integre dans des molecules de galactolipides est I’acide gras majeur 

de tous les tissus photosynthttiques des plantes sup6rieures.l Dans les algues vertes la 

quantitd d’acide linoltnique semble generalement en relation, quoique dune faeon encore 

controversee, avec la presence de chlorophylle et l’activite photosynthCtique.2-4 On doit, 

cependant, signaler la presence abondante dans des tissus non photosynthetiques de plantes 

superieures de cet acide linolenique: inflorescence de chou-fleur,5 racine de lupin6 graine de 

lin.7 

On posdde peu de don&es precises sur les voies et regulations de la biosynthese de cet 

acide. Dans la feuille adulte, il presente un renouvellement extrsmement lent qui contraste 

avec le renouvellement rapide des radicaux mono ou digalactosylglydrol qui lui sont 

associes.* On a bien observe, dans des feuilles ttiolees mises a verdir, une importante 

1 A. T. JAMES et B. W. NICHOLS, Nature, Land. 210, 372 (1966). 
2 B. W. NICHOLS, Biochem. Biophys. Acta 106, 274 (1965). 
3 A. ROSENBERG, Science 157, 1191 (1967). 
4 M. KATAMAYA et A. A. BENSON, Plant Physiol. 42, 308, (1967). 
5 P. MAZLIAK, communication personnelle. 
6 A. THIBALJDIN-OURSEL, communication personnelle. 
’ H. J. DUTTON et T. L. MOUNTS, J. Lipid Res. 7, 221 (1966). 
a A. TREMOLIERES, Compt. Rend. 272,2777 (1971). 

3453 



3454 A. TR~MOLI~RES 

augmentation en pourcentage et surtout en masse de I’acide IinolCnique des galacto- 
lipides. g-11 Mais une incorporation majeure et spkifique dans I’acide IinolCnique des 
galactolipides au moment du verdissement n’a pas &tC obtenue jusqu’ici, ti notre connais- 
sance;12 on n’a done pu ttudier jusqu’8 prCsent la rkgulation de la biosynthbe de cet acide 
de faGon satisfaisante. 

Nous avons obtenu des biosynthZses trbs importantes de l’acide linoltnique en dtposant 
directement des microgouttes d’ac&ate radioactif sur de jeunes feuilles de pois, ou en 
exposant les jeunes feuilles vertes & une atmosph&re contenant du CO, radioactif. 

Nous avons done pu, & l’aide de ces mkhodes, entreprendre I’Ctude de la rtgulation de 
la biosynth&e de I’acide linolknique au cows du dCveloppement de la feuille de pois. 
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FIG. 1. EVOLUTION DU POURCENTAGE DE L'ACIDE LINOL~NIQUE DANS LA FEUILLE DES PLANTULES 
CULTIVfiES SOIT:AL'OBSCURIT&SOIT EN ~GIME DE JOURS COURTS (LUMItiRE DU JOUR,pHoTOpfiRIoDE 

DE 9 hr). 

RESULTATS 

Evolution du Pourcentage de l’dcide Linolthique dam les Feuilles Vertes et dans les Fe&es 
Etiolt!es 

Dans les plantules se dkveloppant normalement & la iumike (lumike du jour, photo- 
pCriode de 9 hr), les feuilles s’enrichissent simultanCment en acide IinolCnique et en chloro- 
phylle. Quand le dkveloppement des plantules a lieu & I’obscuritt, les feuilles restent totale- 
ment dkpourvues de chlorophylle, mais s’enrichissent ntanmoins en acide linol6nique 

' B. W. NICHOLS, J. M. STUBBS et A. T. JAMES, Biochemistry of Chloroplast, Vol. 1, p. 677, Academic Press, 
London (1966). 

lo A. TREMOLIERES et P. MAZLIAK, Physiol. Veg. 8, 135 (1970). 
‘I A. TREMOUERES et M. LEPAGE, Plant Physiol. 47, 329 (1971). 
I2 L. A. APPELQVIST,J. E. BOYNTON, P. K. STUMPF et D. VON WE-ITSTEIN,J. LipidRes. 9,425 (1968). 
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(Fig. 1). Dans ces deux conditions de developpement, le pourcentage de l’acide linolenique 
croit avec une vitesse maximum entre le septieme et le quatorzieme jour. Cependant, le 
pourcentage de l’acide linolenique croit de facon plus importante quand la feuille se 
developpe a la lumibre. La lumihe a done une action quantitative sur la biosynthbe de 
l’acide linoltnique dans les feuilles. 

Biosynth&e de l’dcide Linolknique durant le De’veloppement des Plan&es en ‘Jours Courts’ 
(Photopkriode de 9 hr, lklairement Nature11 

A differents stades du developpement des plantules en regime de jours courts, on les 
expose pendant 20 hr, soit a une lumiere blanche artificielle (environ 50 n Einstein cmV2 
set-l), soit a l’obscurite totale, en deposant de l’acCtate-l-14C sur les feuilles au debut de 
l’exposition; on observe: (a) Une accroissement de la capacitt de biosynthese de l’acide 
linolenique jusqu’a 7 jours, puis une diminution de cette capacite (Fig. 2 et Tableau 1). La 
masse d’acide linolenique apparue et le pourcentage de la radioactivite incorporee dans cet 
acide en vingt heures, presentent un maximum au mCme moment. (b) A tous les stades de 
developpement, une stimulation t&s importante de la biosynthese de l’acide linolenique se 
produit a la lumiere (Tableau 1). Cette stimulation touche specifiquement l’acide linolenique 
et aucunement les autres acides gras(Tableau 2). Cette specificit est absolue jusqu’au septieme 
jour; a partir du on&me jour, on observe, en plus, une stimulation gentrale de l’incorpora- 
tion dans tous les acides gras (ainsi, au onzieme jour, l’incorporation de l’adtate dans 
l’acide linolenique est suptrieure en valeur absolue mais inferieure en pourcentage a ce 
qu’elle Ctait au septibme jour). (c) L’tvolution de la capacite de production de la chloro- 
phylle (mesuree par la quantiti: de chlorophylle apparue dans dix feuilles pendant les 
20 hr d’eclairement), est trb parallele a celle de la capacite de biosynthese de l’acide linoleni- 
que, quoique, cependant, cette dernike demeure relativement importante au dix-huitieme 
jour, alors que la capacite de production de la chlorophylle a beaucoup regresde (Fig. 2). 

TABLEAU 1. STIMULATION DE L'INCORPORATION DE TABLEAU 2. STIMULATION DE L'INCORPORATION DE 

L'ACfrrATE-l-l% DANS L'ACIDE LINO&NIQUEz DE LA L’ACkTATE-l-‘*c DANS L’ACIDE LINOtiNIQUE DE LA 

FEUILLE VERTE EN Dlh’E?LOPPEMENT FEUILLE l%IOLfiE EN DlhELOPPEMENT (20 hr EN 

PRiSENCE DUPRIkURSEUR) 

Jours aprks 
,c%:ee % f”z%es cpm dans l’acide 

le d&but linolhique de 10 
de la gras tOta”x dans feuilles 

germina- I’acide linolhique Obscurit6 Lumih 

Jy-&y$ % de la radio- cpm dam l’acide 
activitk des acides linohique de 10 

tion Obscuritd Lumikre ( x 103) (X 10”) de la gras totaux dam feuilk 
gemlina- I’acide linolhique 

tion Obscurit6 Lumikre (x 103) x 
Obscurit6 :“?A$ 

: 15 13 z 80 ___. 

k 6 1 29 19 130 : : 5 1 2% 
9 6 :: 2: 400 

L’incorporation de Pa&ate-1-W est mesurke 
20 hr apr6.s le dCpBt du prkurseur sur la feuille. 

14 1 6 1 30 

BiosynthPse de l’dcide Linolknique au cows du Dkveloppement des Plantules d l’obscurite’ 

Si, a differents stades de dtveloppement on expose les plantules Ctiolees pendant vingt 
heures, soit a l’obscurite, soit a la lumiere, aprb avoir depose de l’acttate-lJ4C sur les 
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~Ch:orophylles 

: 

Fro. 2. SYNTH&SSE DE L’ACIDE LlNOLfiNlQUE ET DES CHLOROPHYLLES DURANT LE Dh’ELOPPEMENT DE LA 

FEUILLE DE POIS EN RtGIME DE JOUR.7 COURTS. 

(a) Evolution des teneurs en acide linolenique et en chlorophylles: variations des teneurs en acide 
linoknique et en chlorophylles provoqwks par un Mairement continu de 24 hr (L) k diffkrents 
stades de dkveloppement. (b) Evolution de la capacit6 de synthkse: des chlorophylks (mesurke par 
la masse de chlorophylles apparue en 20 hr d’kclairement); de I’acide linoknique (mesurke par la 

masse d’acide 1inolCnique apparue en 20 hr d%clairement). 

feuilles, de la mCme faGon que prkkdemment, on observe: (a) Une Cvolution bien parallble 
des capacitks de biosynth&e de l’acide IinolCnique et de la chlorophylle (Fig. 3). (b) Une 
stimulation t&s importante et spkifique de la biosynthbe de l’acide linolknique B la 
lumitre (Tableaux 2 et 4). Cet effet stimulant de la lumibe est plus important dans la plan- 
tule CtiolCe que dans la plantule verte (comparer les Tableaux 1 et 3), et sptcifique tout au 
long de dkveloppement. 

TABLEAU 3. SPECIFICITY DE LA STIMULATION PAR LA TABLEAU 4. SPECIFICITY DE LA STIMULATION PAR LA 

LUMIkRE DE L’INCORPORATION DE L'ACkTATE-I-'% 

DANS L’ACIDE LlNOLfiNlQUE DES FEUILLES VERTES DE 

7 JOURS (20 hr EN PRI%ENCE DU PR~URSEUR 

RADIOACTIF) 

Acide Acide Acide 
palmitique linol6ique linolhique 

(X 10”) (X 10”) (X 103) 

Obscurit6 140 180 
2% Lumihe 150 180 

Cpm incorporks pour 10 feuilles. 

LUMlkRE DE L'INCORPORATION DE L'ACfiTATE-l-'4C 

DANS L'ACIDE LINOLI~NIOUE DE LA FEUILLE BTI~LBE 

DE 9 JOURS (20 hr EN PRESENCE DU PR~CURSEUR) 

Acide Acide Acide 
palmitique Iinol&que 

(X 103) 
Ii yhkiy 

(XIOJ) x 

Obscurit6 220 350 
Lti&EJ 2.50 340 4% 

Cpm incorporks pour 10 feuilles. 

Catkgories Lipidiques Synthe’tisPes 

L’incorporation du 14C0, dans les feuilles vertes de quatorze jours (permettant un 
marquage plus important pour un plus grand nombre de feuilles), a montr6 que I’acide 
linoltnique synthktist B ce stade ttait incorpok avec une extreme spCcificit6 dans les molC- 
cules de galactolipides-principalement dans le monogalactosyldiglydride-(Tableau 5). 
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Nous avons d’autre part vkrifit que l’effet de la lumikre s’exerCait aussi sur l’incorporation 
du 14C02 dans l’acide linolknique (en exposant les feuilles pendant 3 hr A la lumitire, A une 
atmosphbe radioactive, puis en suivant le marquage soit Z+ l’obscuritt, soit A la lumi&e). 

Temps, jours 

FIG. 3. SYNTHESE DE L'ACIDE LINOL~NIQUE ET DES CHL~ROPHYLLES DURANT LE DBVEU~PPEMENT DE 

LA FEUILLE J%TIOLl?.E DE POIS. 

(a) l%olution des teneurs en acide 1inolBnique et en chlorophylles; (b) Bvolution de la capacitk de 
synthbse (m&mes symboles et processus expkrimental que dans la Fig. 2). 

Si on fournit A des plantules de sept jours, ayant poussC en rkgime de jours courts, de 
l’acbtate-lJ4C pendant 20 hr, & la lumitire, on observe une incorporation encore plus 
importante du prkcurseur dans l’acide 1inolBnique des galactolipides (Tableau 5); apr&s ces 
20 hr, 80 % de la radioactivith des acides gras du monogalactosyldiglyc&-ide est situ6 dans 
l’acide linol6nique. 11 ne fait done pas de doute que la regulation d&rite ci-dessus concerne 
l’acide linol6nique des galactolipides et done le constituant lipidique majeur des lamelles 
chloroplastiques. 

TABLEAU 5. REPARTITION DE LA RADIOACTMTI? DANS LES PR~NCIPAUX AC~DES GRAS DES D~FF~RENTES 

CAT~ORIES L~PIDIQUES APRILS 20 hr D'EXPOSITION CONTINUE A LA LUMI$RE 

Feuilles de 14 jours Feuilles de 7 jours 
‘TO2 A&ate-l-W 

c16:O Grr:2 GE:3 clS:O %3:, cl,:, 

Lipide neutres 55 33 3 36 34 20 
Monogalactolipide 3 25 70 8 10 80 
Digaiactolipide 18 32 45 20 25 55 
Phospholipides 30 63 4 22 48 18 

% de la radioactivitk des Acides Gras totaux. 

PHYM 11/12-B 
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Cine’tique d’lncorporation de I’d&ate-1 -14C dans les Acides gras de la Feuille en Verdissement 

Au septitime jour de dkveloppement en rCgime de jours courts, on dCpose de I’adtate- 
1-14C sur des feuilles exposkes pendant vingt hem-es B la lumike [Fig. 4(a)]: La radioactivitt? 
est incorporke trbs rapidement dans les acides palmitique, oleique et linoleique; apr& 1 hr 
la radioactivitt est majeure dans l’acide oleique, puis la radioactivitk de cet acide dkcroit 
pendant les 19 hr suivantes; la radioactivitk augmente dans d’acide linoleique pendant 
10 hr, puis dkcroit ltgerement; l’incorporation dans I’acide palmitique est trts paralkle & 
l’incorporation dans l’acide linoleique; l’acide linolknique reste trQ peu marqud pendant 
les 4 premihes hr, puis la radioactivitk de cet acide croit jusqu’k 8 hr; les autres acides gras 
(palmitoleique et stkarique) demeurent toujours faiblement marquts. Ces cinktiques sug- 
gkrent une d&saturation progressive de l’acide oleique en acide linoleique, puis en acide 
linolinique. 

La Fig. 4(b) montre que la masse de l’acide linolbnique demeure stable pendant les 4 
premikres hr d’klairement, puis qu’elle croit trbs paralklement B la masse de chlorophylle. 

2 
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FIG. 4. CIN~TIQUE DE LA BIOSYNTHBSE DE L’ACIDE LINOL~NIQUE EN BCLA~REMEN~ CONTINU DANS DES 
FEUILLES DE PLANTWLES AYANT POUSSBES PENDANT SEPT J~URS EN RI&ME DE J~URS COURTS. 

(a) CinCtique d’incorporation de I’acCtate-l- 14C dans les acides palmitique, oleique, linoleique et 
linol8nique. (b) Croissance des masses de I’acide linol&nique et de la chlorophylle. 

DISCUSSION 

Notre travail montre que la synth&se de l’acide 1inolCnique en quantitt importante se 
produit B un stade tr& p&is du dCveloppement de la feuille et ceci rejoint une sCrie d’obser- 
vations montrant que la synthkse des acides gras poly-insaturts ne se produit pas durant 
toute la vie des tissus vkgttaux, mais est l’objet d’une rkgulation prkise. En premi&e 
approximation, il semble que ces acides gras se synthCtisent quand des membranes se for- 
ment ou se modifient (dklenchement d’une synthbe d’acide linoltique par agitation de 
rondelles de pommes de terre dans l’eau,‘3,‘4 d’une synthkse d’acide linoltique dans les 
racines de luzerne sous l’influence du froid,15 synthbe d’acides insaturks durant la matura- 
tion des graines.16 

I3 C. WILLEMOT et P. K. STUMPF, Gun. J. Bot. 45, 579 (1967). 
I4 A. BEN ABDELKADER,P/Z~~O~. Veg. 6,417 (1968). 
I5 G. GRENIER, communication personnelle. 
I6 A. THIBAUDIN et P. MAZLIAK, Fruits 22, 3 (1967). 
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L’Cvolution de la capacit6 de biosynthbe de I’acide IinolBnique dans le temps et sa 
dkpendance quantitative de la lumitre expliquent bien 1’Cvolution de la teneur en acide 
linolknique dans les plantules &ioltes et dans les plantules vertes, teneur augmentant avec 
une vitesse maximum entre le septihme et le neuvi&me jour; cette augmentation est seule- 
ment t&s favoriske par la lumi&e. I1 est done bien net que la lumike exerce un effet quanti- 
tatif et spkifique sur la biosynthbse de l’acide linolCnique, mais que la dCpendance de 
cette biosynth&se vis B vis de la lumi2re n’est pas absolue. 

La capacitk de production de la chlorophylle A la lumike est, elle aussi, r6gulCe en fonc- 
tion de 1’2ge de la feuille, avec un maximum aux alentours du huitieme jour; cette regulation 
a Ctk bien d6montrCe sur les feuilles ttiolkes d’Orge ;l’ nos propres rksultats sur !a feuille 
verte montrent que cette diminution de la capacitk de production de la chlorophylle n’est 
pas due 9 un dtstquilibre mhtabolique se produisant dans la plantule Ctiolke &gee, mais a 
lieu aussi dans une feuille se dkveloppant normalement 9 la lumi&re. 11 est tentant de penser 
que la lumibre module indirectement la biosynthese de l’acide linokique en fonction de la 
quantitk de molkules chlorophylliennes produites pour rtaliser une association de ces deux 
constituants au sein des lamelles chloroplastiques adultes; un couplage de la production de 
ces deux constituants avait dkj% tt6 suggCr6 par Rosenberg3 qui pensait que les molkules 
de galactolipides pourraient servir de ‘Template’ pour la synthbse des molkcules de chloro- 
phylles; on pouvait alors penser que dans des feuilles en formation soumises brusquement 
& une forte intensitk lumineuse la stimulation de la biosynthgse de la chlorophylle est telle 
que les mokules ‘Template’ supportant cette synthbe viennent 2 manquer et qu’une 
production accrue de moltcules d’acide 1inolCnique devient nkessaire. Cependant l’exis- 
tence g I’obscuritC d’une synthbe d’acide linolknique sans synth&se de chlorophylle montre 
que la production de ces molkules n’est pas couplCe de fagon absolue; peut btre la synthtse 
de l’acide linolknique est-elle strictement couplke non pas exactement & la production des 
molkules de chlorophylle mais plut& & celle de prtcurseur comme protochlorophylle qui, 
lentement apparaissent aussi B l’obscuritt; cette hypoth&se est actuellement B l’Ctude au 
laboratoire. Rosenberg avait aussi d&montrk une r&ulation stricte du rapport acide lino- 
lCnique/chlorophylle chez l’Eugl&ne; ce fait peut avoir de profondes implications dans le 
mkanisme de la photosynthbe; cependant les modalit& de cette rtgulation restent en 
grande partie z?t dCmontrer. 

Les premi&es analyses montrent que l’acide linolknique synthCtisC est incorpork tr& 
sptcifiquement dans les molkules de galactolipides, alors que l’acide linolkique se concentre 
dans les phospholipides; il existe done dans la feuille des systCmes de rkgulation t&s fins 
des d&saturations. Cette rkgulation peut simplement rCsulter d’une diff6rence de la localisa- 
tion cellulaire des dksaturases conduisant & la synth&se des phospholipides riches en acide 
linolkique d’une part et des galactolipides riches en acide linolkique d’autre part. Cependant 
rkemment Kannangara et Stumpf l* ont montrt que dans les plastes de jeunes feuilles 
d’Epinard la formation de l’acide linolkique 6tait inhibke par le cyanure alors que la forma- 
tion de l’acide 1inolCnique ne 1’8tait pas. On peut done penser que en un m&me site cellulaire 
il existe deux systbmes enzymatiques de dksaturation distincts pour la formation des 
galactolipides et des phospholipides. 

I7 A K. STOBART. P. R. SHEWRY et D. R. THOMAS, Phytochem. 11, 571 (1972). 
I8 C: G. KANNANGARA et P. K. STUMPF, Arch. Biochem. Biophys. 148,414 (1972). 
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A partir des resultats obtenus dans nos experiences, il 
de biosynthbe hypothttique suivant: 

--w C1*:2 --___t 
3 

-+ C,,:, 

I ----_, cl,:2 ___3 

est possible de propose le schema 

PL C,,:, 

Gs:, _-- GL C,,:, 

De tres nombreux points demeurent inconnus: (a) comment se forme I’acide oleique? (les 
cinetiques semblent exclure une desaturation directe de l’acide stearique); et (b) dans quelle 
molecule cet acide oltique se trouve-t-i1 integre? les desaturations successives se produisent 
elles avant, pendant ou apres l’integration de l’acide gras dans les molecules de phospho- 
lipides et de galactolipides? 

Des etudes ulterieures au niveau des differentes categories lipidiques devraient permettre 
d’eclaircir ces points. 

EXPERIMENTALE 

M&rid &g&l. Les pois (Pisum sativum L.) de la variett Alaska, sont mis a germer et cultives sur 
terreau a 22”, soit a l’obscurite totale, soit a la lumike ordinaire (photoptriode de 9 hr). 

Fourniture des pre’curseurs radioactifs. 5 ~1 d’une solution d’acetate-l- 14C a 100 &i/ml sont deposes sur 
chaque feuille. Apres 20 hr d’incubation (soit a I’obscurite, soit a la lumiere), Ies feuilles sont prelevees et 
plong& dans MeOH bouillant. Le “TO2 est lib&e dans une enceinte fermee par action HzS04 concentrt 
sur du ‘T-Na,CO,; la radioactivite specifique de I’atmosphbre est de 100 &i par litre; on arrete la reaction 
en fixant le CO2 restant par l’hyamine. 

Dosage des chlorophylles. Les chlorophylles totales sont do&es selon McKinney.” 
PrPparation et una/yse des acides grus. Les lipides sont extraits par le CHCla-MeOH (1: 1).20 On saponifie 

et methyle les acides gras en presence de BF3-MeOH. z1 La radioactivite totale des esters methyliques est 
determinCe par comptage en scintillationliquide. L’acide linolenique est dosdenajoutant une quantite connue 
d’heptadecanoate de methyl comme temoin interne. Ces esters methyliques sont ensuites analyses par radio- 
chromatographie en phase gazeuse (radiochromatographie Barber-Colman, serie 5000); La separation est 
effect&e a une temperature constante de 210” sur colonne de butane-dial-succinate (longueur 3 m, largeur 
0,25 de pouce; 20% d’impregnation sur chromosorb W). Pour etudier la repartition du linolenate dans les 
categories lipidiques, on fractionne les lipides totaux par chromatographie sur couche mince de gel de silice: 
premier developpement jusqu’a mi-hauteur de la plaque dans I’acetone-HOAc-Hz0 (100:2: 1); puis apres 
stchage sous azote on effectue un deuxieme developpement dans I’EtOAc-HOAc-Hz0 (70:30:0,5); les 
bandes visualisees a la rhodamine 6 6, sont grattees et on en analyse les acides gras. 

I9 C. MCKINNEY, J. Biol. Chem. 132,90 (1940). 
” E. G. BLIGH et W. S. DYER, Can. J. Biochem. Biophys. 37,911 (1959). 
*’ L. D. METCALFE, A. A. SCHM~TZ et J. P. PELKA, Analyr. Chem. 38, 514 (1966). 


