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PREFACE 

Le laboratoire de Physiologie Végétale de l'Université de Neuchâtel 
a su, au fil des ans, se forger une réputation internationale dans 
l'étude des relations entre les structures et les fonctions des membranes 
du chloroplaste. C'est donc tout naturellement que mon travail de licence 
porta déjà sur ce thème et qu'il constitua le "tremplin" de ce travail 
de doctorat. 

Le professeur P.-A. Siegenthaler, en n'accueillant dans son labo­
ratoire, m'a demandé d'examiner et de préciser le rôle que pouvaient 
jouer les lipides thylacoidaux en interaction avec les herbicides 
photosynthétiques. Je lui sa"is gré de la confiance qu'il m'a accordée en 
m'autorisant à laisser libre cours a mon imagination et en me donnant 
"carte blanche" dans l'organisation de ma recherche et de mon assistanat. 

Les cinq années qu'a duré ce travail me permettent d'évaluer à quel 
point la relation entre le doctorant et son directeur de thèse dépasse 
le cadre strictement professionnel. En effet, grâce à d'innombrables 
heures partagées, j'ai appris non seulement à rédiger un texte sciencifi-
que et à y prendre plaisir, mais encore à renforcer mon caractère à côté 
d'un patron amical mais minutieux et exigeant. Ainsi, autant pour 
l'attention qu'il aura portée à mon travail que pour la bienveillance 
qu'il me témoigne, ma gratitude et mon amitié lui sont acquises. 

Je désire exprimer ici mes remerciements au professeur P. Mazllak et 
au Dr. J1M. Ducruet, de Paris, pour avoir accepté de faire partie du jury 
de thèse. 

Fait également partie de ce jury, le Dr. E. Beuret, de Changins, 
qu'il trouve ici ma gratitude. C'est lui qui a jeté en moi la "graine 
malherbologique" maintenant germante. 

Je dois ma grande reconnaissance au Dr. A. Rawyler. de Neuchâtel, qui 
me fait l'amitié d'appartenir à ce jury de thèse. Tout au long de ce 
travail il a été le conseiller perspicace et rusé, présent dans les 
moments de joie intense que procure une nouvelle expérience réussie, mais 
aussi là dans l'Infortune de l'expérience qui échoue. Il m'a, en outre, 
montré qu'un chef de travaux "ne devait pas seulement tenir la main du 
doctorant nais également savoir la lui lâcher", pour reprendre ses mots. 

Je remercie le Dr. L. Vigh ainsi que sa femme, le Dr. I. Horwath, de 
Szeged, pour m'avoir initié à la technique de l'hydrogénation catalytique 
et de m'avoir accueilli dans leur laboratoire en Hongrie. 

Je désire exprimer ma gratitude 'au professeur P. Williams, de 
Londres, pour s'être penché sur les résultats de la première partie et 
pour avoir exécuté plusieurs microphotographies de mes liposomes. Je 
désire également remercier le professeur J.-M. Gobât, de Neuchâtel, pour 
s'être penché su les résultats de la deuxième partie. 



3 

Mes chaleureux remerciements vonc encore à 1'une de nos étudiantes, 
Mademoiselle C. van Erkom Schurink et à crois de nos apprentis, 
Mesdemoiselles M. Kûffner et N. Guignard ainsi que Monsieur D. Monney 
sans lesquels il m'eût été impossible de mener à bien cette recherche. 
En effet, malgré mes nombreuses absences prolongées, ils ont conduit des 
manipulations parfois délicates et souvent de longue haleine.- Tous, 
Myriam pour la première, Corine pour la seconde,. Dominique pour la 
troisième et une fraction de la quatrième et Nathalie pour la majorité 
de la dernière Partie, ont été à tour de rôle, les principaux acteurs des 
"expériences décrites dans ce travail. 

Je ne saurais oublier une amie et deux amis, Madame J. Smutny, qui 
accomplit avec grande précision plusieurs figures présentées dans ce 
manuscrit, ainsi que Messieurs G. Hagelstein et J.-P. Jeanneret qui 
furent "ma conscience informatique". Pour leur patience et pour leur 
amitié, mes remerciements reconnaissants leur sont destinés. 

Je tiens à formuler ici ma gratitude à toutes les personnes perma­
nentes ou de passage dans le laboratoire, pour avoir su créer et 
entretenir une atmosphère joviale et familiale tout au long de mes 
efforts. Dans cet état d'esprit, je tiens à remercier tout particulière­
ment Madame M. Mcylan qui fut la complice de chaque instant. 

Je ne saurais encore oublier mes parents, précieux confidents, qui 
par amour m'encouragèrent et me soutinrent tout au long de cette 
entreprise. Ils ont su développer en moi la passion de l'inconnu et 
l'ardeur au travail. A toi Jean-Jacques je dédie la Première Partie. 
systématique, synthétique, celle qui m'a d'abord fait douter, puis qui 
m'a aidé à mieux comprendre certains phénomènes. A toi Rose-Marie, je 
dédie la Deuxième Partie, la plus proche de la Nature, celle qui parait 
le plus accessible, mais qui en fait l'est le moins... 

Enfin, ma femme Béatrice et mes filles Lise-Cendrine et Ann-
Géraldine, qui toutes trois ont vécu (je devrais dire survécu) heure 
après heure les tribulations de leur époux et papa, entièrement absorbé. 
dans ses activités scientifiques. Merci de m'avoir soutenu par la 
spontanéité de vos éclats de rire et par la simplicité de vos besoins. 
A toi Béatrice, Je dédie la Troisième Partie, analytique, rigoureuse et 
indispensable. A vous Lise et Ann, je dédie la Quatrième Partie, la plus 
folle, la plus jeune et la plus insouciante. 

Pour terminer, je voudrais remercier chaleureusement la Station 
fédérale de recherches agronomiques de Cbangins et plus particulièrement 
sa direction qui a contribué, dans une très large mesure, à ménager un 
"biotope" favorable à la rédaction de cette thèse. En effet, il était 
.primordial de jeter un pont entre la recherche fondamentale et la 
recherche appliquée, puisque les herbicides sont auCant des outils de 
laboratoire que des produits phytosanitaires. La connaissance du 
comportement moléculaire de ces pesticides sur leur site d'action 
spécifique ainsi que les impacts économiques et écologiques considéra­
bles que représentent leur utilisation, sont autant de facettes qui 
permettent d'appréhender le "concept herbicide" dans sa globalité. 

A tous, encore une fois merci ! 



AVANT-PROPOS 

Parler de la fonction des lipides esc en soi ambigu puisqu'ils ne 
portent en eux-mêmes aucune fonction catalytique. Cependant, il a été 
suggéré que les lipides peuvent contrôler la perméabilité membranaire et 
le transport des ions, agir sur le transport, la fluidité, l'incorpora­
tion et l'assetoblage des protéines et en particulier moduler l'activité 
enzymatique d'une protéine donnée ou d'un système multienzyniatique 
complexe (pour une revue, voir Siegenthaler & Rawyler, 1986). 

Dans cette étude, nous avons tenté de mettre en évidence une 
interaction herbicides photosynthétiques - lipides thylacoïdaux et à en 
expliquer les mécanismes. Pour atteindre ces objectifs, de prime abord 
simples, nous avons élaboré la stratégie suivante: 

•1*/ Déterminer une interaction mesurable entre des membranes lipidiques 
artificielles (liposomes) et des herbicides photosynthétiques 
(atrazine et DCHU). 

2°/ Déterminer, avant de travailler avec des membranes biologiques, les 
meilleures conditions de culture des morelles noires (Solanum nigrum 
L.) et cerner les différences phéno-morphologiques entre plusieurs 
biotypes sensibles et résistants a l'atrazine. 

3"/ Analyser la composition -des thylacoïdes (lipides, pigments, proté­
ines, etc..) 3e deux biotypes de S. nigrum choisis, un sensible et 
l'autre résistant à l'atrazine et examiner la distribution transvers­
ale des lipides dans les thylacoïdes respectifs. 

W/ Finalement, étudier comment varie le pouvoir inhibiteur des herbi­
cides sur le transport d'électrons de la chaîne photosynthétique et 
comment est modulée leur liaison sur le thylacoïde soumis à divers 
stress qui visent à altérer la partie lipidique membranaire. 

Ce travail suit un plan quelque peu hybride entre celui présenté 
usuellement pour une thèse et celui rencontré dans une "revue", D'une 
part, chaque partie peut être considérée indépendemment, d'autre part, 
nous avons tiré quelques parallèles entre elles, qui obligeront le 
lecteur à "voyager" dans le manuscrit. Nous n'avons constitué qu'une 
seule bibliographie, placée en fin d'ouvrage, qui devrait permettre une 
recherche des références plus aisée. Pour terminer, le lecteur rencon­
trera tout au long de sa lecture, bon nombre de conclusions inter­
médiaires qui tentent de jalonner le texte. 
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ABREVIATIONS 

AB alcool benzylique 
ADP adenosine-diphosphate 
Asc ascorbate 
ATP adenosine-triphosphate 
atrazine 2-chloro-4-(éthylamino)-6-(isopropylamino)-s-triazine 

BSA albumine sérique de Boeuf 

carot 
ChI 
Cyt 

caroténoides 
chlorophylles 
cytochromes 

DBl 
DBMIB 
DCMU 
DCPIP 
DGDG 
DMQ 

double bond index 
dibromothymoquinone 
3-(3,4-dichlorophényl)-1,1-dimé thylurée 
2,5-dichlorphénol-indophénol 
digalactosyldiacylglycérol 
2,5-diméthyl-p-benzoquinone 

EDTA 
EtOH 

énergie d'activation 
acide ethylene-diamine-tétracétique 
éthanol 

FCCP 
Fd 
FeCn 

carhonyl cyanide A-trifluorométhoxyphénylhydrazone 
ferrédoxine 
ferricyanure 

GC Chromatographie en phase gazeuse 

i.d. f. 
demi-inhibition 
indice de découpure des feuilles 

Kd constante de dissociation 
coefficient de partition 

LHCP 
LRa 

light harvesting complex protein 
lipase de Rhizopus arrhizus 

MGDG 
MOPS 
MV 

monogalactosyldiacylglycérol 
morpholinopropane-sulfonate 
mé thyIv io1ogène 
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II 
NADP' 

nombre de sites de liaison 
nicotinamide-adenine-dinucléotide-phosphace 

PC phosphatidylcholine 
PD p-phénylène-diamine 
Pd(QS), palladium di(sodium alizarine raonosulphonate) 
PG phosphatidylglycérol 
PLA3 phospholipase de type Aj 
PS I, PS II photosystème I et II 
PQ plastoquinone 

premier accepteur stable du PS II 

R 

R/J/F 
R/n/CH 
R/n/F 

résistant (à l'atrazine) 
biotype résistant à fruits jaunes et d'origine française 
biotype résistant à fruits noires et d'origine suisse 
biotype résistant à fruits noires et d'origine française 

S 
S/j/F 
S/n/CH 
S/n/F 
SQDG 
SUV 

sensible (à l'atrazine) 
biotype sensible a fruits jaunes et d'origine française 
biotypé sensible à fruits noires et d'origine suisse 
biotype sensible à fruits noires et d'origine française 
sulfoquinovosyldiacylglycérol 
small unilamellar vesicles 

li/a 

Tricine 
TX-100 

demi-temps de montée de la fluorescence 
n-tris-(hydroxyméthyl)-méthylglycine 
Triton X-100 

X premier accepteur du PS I 



PREMIERE PARTIE: 

QUELQUES INTERACTIONS DE 

L'ATRAZINE ET DU DCMU AVEC DES 

MEMBRANES SYNTHETIQUES DE 

COMPOSITION LIPIDIQUE DIVERSE 

(LIPOSOME OU SUV) 



La question est bien assez embrouillée comme 
cela, sans que Je l'obscurcisse encore par de 
nouveaux éclairements. 

Victor Hugo 
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1 INTRODUCTION 

Lorsque l'on mélange à de l'eau des phospholipides en concentration 
suffisante, les chaînes acylées se regroupent spontanément, le plus loin 
possible de l'eau, tandis que les têtes polaires se placent au contact 
des molécules d'eau. Il se forme ainsi une double couche où les chaînes 
d'acides gras hydrophobes sont dirigées vers l'Intérieur de la membrane 
et les têtes hydrophiles vers l'extérieur. Il existe deux formes standard 
de vésicules: les liposomes "en pelure d'oignon", on vésicules pluri-
lamellaires, constitués de plusieurs bicouches lipidiques, séparées par 
des couches de liquide, et, les liposomes unilamellaires, constitués 
d'une seule bicouche de lipides, entourant un petit volume de liquide 
CFIg. 1). Parmi les liposomes à une seule bicouche lipidique, on 
distingue généralement les petites (SUV - "small unilamellar vesicles") 
et les grosses (LUV - "large unilamellar vesicles") vésicules; pour une 
revue sur les différents types de vésicules, leur préparation et leur 
nomenclature, voir Bangham (1982). 

Fig. I: Représentation schématique d'un petit liposome unilamellaire ou 
SUV (- Small Unilamellar Vesicle). 
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C'est en 1965 que Bangham et ses collaborateurs caractértsent pour la 
première fois les liposomes (Bangham et al.1965). Depuis, l'étude des 
membranes artificielles n'a cessé de croître. Deux raisons sont à 
l'origine de cet intérêt: La première est en relation avec la complexité 
des membranes biologiques. En effet, les liposomes permettent défini les 
propriétés et le rôle des composants membranaires considérés individuel­
lement, de sorte qu'en compliquant progressivement les systèmes de 
membranes, le rôle que certaines molécules pourraient jouer in vivo peut 
être appréhendé. La deuxième est en relation avec la propriété qu'ont les 
liposomes de pouvoir englober, au sein de leur membrane ou dans l'espace 
aqueux interne, des molécules de nature diverse (colorants, pesticides, 
drogues, etc...)- On pourra d'une part étudier les effets de ces divers 
composés sur les propriétés physico-chimiques des membranes et d'autre 
part utiliser les vésicules comme transporteurs de drogues dans des 
organismes vivants. 

La raison de la grande diversité des molécules de lipides dans les 
membranes n'est pas encore comprise. Cependant, elle est considérée pour 
satisfaire trois demandes membranaires: a) former une bicouche qui assure 
une barrière perméable à l'eau et à certaines molécules et imperméable 
à d'autres (Deamer & Bramhall, 1986); b) former des structures hexagon­
ales (H,) qui permettent l'association de certaines structures par des 
phénomènes de fusion (Wilschut & Hoekstra, 1986); c) laisser une certaine 
liberté aux chaînes acylées lorsqu'elles sont arrangées en bicouches 
(Cullis et al.1986). Ainsi, il a été proposé que chaque espèce lipidique 
est spécifique et par voie de conséquence nécessaire, voire indispensable 
au bon fonctionnement de la membrane (Lee et si.1986). Cependant, il est 
également possible de formuler un concept opposé à partir des mêmes 
données; c'est-à-dire que la grande diversité de lipides n'a pas 
d'importance et que n'importe quel mélange de lipides est aussi valable 
qu'un autre quant au bon fonctionnement de la membrane. Il en résulte que 
la cellule est libre de construire sa membrane en utilisant n'importe 
quelles chaînes d'acides gras et têtes polaires, généralement, celles que 
la cellule trouverait le plus aisément et en plus grande quantité (Lee 
et al.1986). Cette dernière hypothèse semble néanmoins improbable, 
puisque la composition et la distribution lipidique des différentes 
membranes biologiques sont très stables. Quoi qu'il en soit, la plupart 
des animaux poïkilothermes, des végétaux et des bactéries sont à même 
d'adapter la composition lipidique de leurs membranes en fonction des 
conditions extérieures (voir les 3e™ et 4*™ Parties). Cette dernière 
observation suggère que l'adaptation, qui vise à moduler d'abord la 
fluidité membranaire et par là même sa perméabilité, joue un rôle 
prépondérant dans le fonctionnement de certaines enzymes membranaires 
(Chapman, 1983). Dans cette Ie™ Partie, nous nous sommes intéressés h 
l'effet que peut avoir certains herbicides (atrazine et DCHU) sur la 
partie lipidique de la membrane. Il nous intéressait en premier lieu de 
déterminer si ces molécules influencent les propriétés thermotropiques 
des lipides organisés en structures bicouches (SUV) et, parallèlement, 
si la fluidité et la perméabilité membranaires s'en trouvent altérées. 
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2 BUT DE Lh PREMIERE PARTIE 

Les effets des herbicides PS-II sur les plantes ont été étudiés 
intensément et plusieurs aspects de leur mode d'action ont pu être 
clarifiés (pour une revue, voir Pfister & Urbach, 19B3). Des composés 
tels que les urées substituées et les triazines symétriques sont des 
inhibiteurs puissants du flux d'électrons photosynthétique et leur cible 
principale a été identifée sur le côté réducteur du PS-Il, plus précis­
ément sur le. polypeptide 32 kD. Ce dernier étant intrinsèque Â la 
membrane, il est en interaction avec d'autres polypeptides du PS-II et 
probablement aussi avec certains lipides. Une liaison efficace des 
herbicides sur le polypeptide 32 kD implique que celui-ci adopte une 
conformation particulière (Renger et al.1984; Vermaas et al.1984) et que 
les lipides membranaires participent à la stabilisation de cette 
conformation. Or, comme la plupart des herbicides sont des molécules 
lipophiles, ils doivent aisément pénétrer la partie- lipidique de la 
membrane et probablement altérer ses propriétés physiques. Il nous parait 
donc intéressant de chercher si 1'induction de telles altérations 
physiques de la partie lipidique membranaire peut, à son tour, changer 
la conformation du polypeptide 32 kD et modifier ainsi les propriétés de 
•liaison et d'Inhibition des herbicides sur leur site de liaison. Ce­
pendant, dans une première étape il nous parait indispensable de 
déterminer si les herbicides sont susceptibles d'altérer l'organisation 
moléculaire ainsi que les propriétés physiques de certains lipides ou de 
certains mélanges de lipides, en utilisant des systèmes simples de 
membranes artificielles. Il existe un bon nombre-de techniques permettant 
d'étudier la structure et la dynamique des lipides membranaires: la NMR 

- "nuclear magnetic resonance", l'ESR - "electron spin resonance", la DSC 
- "differential scanning calorlmetry", la diffraction des rayons X, 
l'anisotropie optique (turbidlmétrie, sondes fluorescentes, polarisation) 
'(Lenaz & Curatola, 1975; Stubbs, 1983). Pourtant, l'ambiguité majeure 
lorsque l'on étudie la fluidité membranaire réside dans le fait que les 
différentes techniques et les différentes sondes ne détectent pas néces­
sairement les mêmes changements physiques (Oldfield & Chapman, 1972; 
Demel & Kruijff de, 1976). Pour des raisons de facilité d'appareillage, 
nous étudierons les effets des herbicides sur le comportement thermo-
tropique de différents types de SUV par la méthode de l'anisotropie 
optique (fluorimetrie et turbidlmétrie) et nous tenterons de les 
expliquer par comparaison avec les effets bien connus de certaines 
molécules (sterols, alcools, e t c . ) . Nous déterminerons également l'effet 
des herbicides sur la perméabilité des SUV à l'ascorbate et nous 
terminerons en déterminant les coefficients de partition des deux 
herbicides dans différents systèmes membranaires. 

3 MATERIEL ET METHODES 

3.1 Matériel & Produits 

Les phosphatidylcholines dimyristlque (DMPC), dipalmitique (DPPC) et 
distéarique (DSPC) ainsi que le cholestérol sont de la plus grande pureté 
commerciale disponible sur le marché et proviennent de chez FLUKA. A 
partir de membranes thylacoldales fraîchement préparées, un extrait 
lipidique total, est obtenu [voir § 3.4.1, 3*™ Partie (Bligh & Dyer, 
1959)], ,qui est utilisé pour purifier la chlorophylle a (ChI a) et 
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obtenir un extrait de lipides thylacoïdaux dépigmentés. Les mono- ec 
digalactosyldiacylglycérols (MGDG et DGDG) sont purifiés, soit à partir 
de membranes thylacoïdales d'Epinard, soit à partir de farine de blé, en 
utilisant des techniques bien établies (Kates, 1972). Les deux galacto-
lipides et les lipides thylacoïdaux sont presque complètement hydrogénés 
avec le catalyseur d'Adams (Appelqvlst, 1972). Les lipides individuels 
de chaque classe sont purs à environ 99Z, jugé par Chromatographie sur 
couche mince (voir g 3,4.2 3*™ Partie). 

3.2 Préparation des liposomes 

3.2.1 Liposomes pour les mesures fluorimétriques 

Pour les mesures fluorimétriques, les vésicules sont préparées selon 
la méthode de l'injection éthanolique, modifiée par Kremer et al. 
(1977b). Des solutions stock de DMPC, DPPC, DSPC, MGDG et'DGDG (5 mH dans 
l'éthanol) sont mélangées avec la Chi a de façon è obtenir, dans les 
expériences de routine, un rapport molaire lipides/Chl a égal à 50. Ces 
mélanges sont injectés dans une solution M0PS/KOH 10 mM, pH 7.5-à 4 *C 
pour la DMPC et à température ambiante pour les autres lipides. La 
concentration finale en lipide est généralement de 33 /iM. Dans certains 
cas, du cholestérol est mélangé aux lipides (rapport molaire lipide/cho­
lestérol - 5) avant l'injection. De l'alcool benzylique (AB), de 
l'atrazine ou du DCMU sont ajoutés à la suspension de vésicules comme 
indiqué dans la légende des figures. 

3.2.2 Liposomes pour les mesures turbidimétriques .et de parti­
tion 

Pour les mesures de turbidimétrie et de partition, les vésicules sont 
préparées par injection rapide (Batzri & Korn, 1973) des lipides en 
solution dans l'éthanol (20 mM) dans un tampon MOPS/KOH, pH 7.5 à une 
température supérieure de 10DC à la température de transition respective 
des différents lipides. La suspension de vésicules est ensuite dialysée 
pendant une nuit, à température ambiante, contre la même solution tampon. 
Dans ce cas, la concentration finale de lipide est généralement de 0.5 
mM et celle des herbicides de 0.2 mM. 

3.2.3 Liposomes pour les mesures de perméabilité 

La technique reprend la précédente, mais on aura pris soin d'ajouter 
0.5 mM d'ascorbate de Na2 à la solution tampon (voir explication plus 
. loin). On soumettra les vésicules de DPPC pendant deux heures à une 
température supérieure de 100C à la température de transition de phase 
de ce lipide, soit env. 50 0C (- "annealing"). Une dialyse suivra pendant 
72 h à température ambiante. L'incubation des vésicules avec du cyto­
chrome c (cyt c — 0.1 mM), en excès par rapport à l'ascorbate dans les 
SUV, sera effectuée à 4 'C à l'obscurité pendant 24 h (voir explication 
plus loin). 

nb: Les trois méthodes produisent de petites vésicules unilameliaires 
(SUV) de taille homogène (diamètre - entre 20 et 40 nm). 
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Mesure de la perméabilité: 

La perméabilité membrana!re des liposomes à l'aseorbate est mesurée 
par réduction progressive du cyt c en solution dans la phase aqueuse 
contenant les liposomes. La réaction est mesurée avec un spectrophoto-
mètre Aminco DW-2a réglé eri mode "dual" dont la longueur d'analyse est 
de 550 nm et celle de référence de 540 nm (fente ±1.0 nm). Après un scan 
de chauffage et un de refroidissement de la suspension liposomale, on 
prendra soin d'ajouter 0.1X de Triton TX-100 à la solution pour contrôler 
le niveau de réduction maximal du cyn c. 

3.3 Comportement thermotropique des liposomes 

Les mesures de fluorescence sont effectuées dans un fluorimètre 
Bausch & Lomb modifié de manière artisanale. La technique reprend celle 
décrite par (Lee, 1975a). Les échantillons sont continuellement agités 
pendant la. période de chauffage (1 °C/min) et la température est 
directement mesurée dans la cuvette-par un thermomètre digital. La ChI 
a, contenue dans des liposomes en suspension, est excitée à 440 ±2.5 nm 
et l'intensité de la fluorescence émise par cette sonde est enregistrée 
à 680 ± 10 nm. Un obturateur mécanique empêche toute lumière d'exciter 
l'échantillon entre les lectures, de façon à minimiser la photodégra'da-
tion de la Chi a. 

La turbidité est mesurée avec un spectophotomètre Aminco DH-2a réglé 
en mode "split beam" à 436 ± 3 nm (Avraœovic-2ikic & Colbow, 1978). Le 
contenu de la cuvette, sous agitation constante, est chauffé <1 *C/min) 
ou refroidi (2"C/min). La température est enregistrée directement dans 
la cuvette à l'aide d'un thermomètre digital dont la sortie alimente le 
"jack X-axis" du spectrophotomètre à enregistrement X-Y. 

A partir des enregistrements fluorimétriques, la valeur de la tempér­
ature de transition de phase des lipides (Tc) est, dans la plupart des 
cas, déterminée à la fin de l'augmentation de fluorescence (Fig. 4). 
Pourtant, lorsque l'aplatissement des courbes rend la détermination de 
ce point de "rupture" difficile, la courbe est décomposée en deux 
portions linéaires, dont l'intersection permet la lecture de Tc. Pour les 
courbes turbidimétriques, les valeurs Tc sont déterminées au point 
d'inflexion des' courbes. 

3.4 Détermination des coefficients de partition des herbicides 

La pénétration des herbicides dans la phase lipidique des vésicules 
est déterminée de la manière suivante: Deux cellules de verre en forme 
de "L" sont munies à chaque extrémité d'un pas de vis qui permet de 
relier les deux cellules en disposant entre elles une membrane de dialyse 
(cut-off 6000-8000), voir Fig. 2. L'appareillage ainsi constitué comprend 
deux cellules (a et b). La surface de dialyse disponible est de 2.5 cmB. 
Après introduction de 10 ml du milieu désiré dans chacun des comparti­
ments (voir plus bas), l'orifice supérieur de chaque cellule est fermé 
et l'appareillage entier est immergé dans un bain agité et thermostaté 
à 50 "C pour les vésicules de DPPC et de DPPC/cholestérol et à 60 'C pour 
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les vésicules constituées des lipides thylacoidaux saturés. Le premier 
appareillage contient l'herbicide en (a) et une solution tampon en (b) 
seulement (Fig.2). Le second appareillage contient l'herbicide en (a) et 
des vésicules lipidiques en (b). Le troisième, contient l'herbicide et 
les vésicules lipidiques en (a) et la solution tampon en (b). La dialyse 
progressive de l'herbicide dans le compartiment en (b) est suivie, 
jusqu'à ce que l'équilibre soit atteint (env. 24 h ) , en mesurant 
L'absorbance d'aliquots prélevés dans les deux compartiments (0.1 ml 
prélevés et dilués dans 0.9 ml d'éthanol), à 220 et 250 run pour l'atra-
zine et le DCHU, respectivement. La concentration d'herbicide dans les 
deux compartiments, (a) et (b) est déterminée à partir de courbes de 
calibration. La quantité d'herbicide associée aux vésicules lipidiques 
est donnée par la moitié de la différence des quantités entre les deux 
compartiments. Les coefficients de partition sont exprimés en tant que 
K0 - [la concentration d'herbicide dans la phase lipidique / la con­
centration d'herbicide libre dans le milieu aqueux extérieur). Le volume 
de la phase lipidique des vésicules est calculé à partir des valeurs 
données par Batzri et Korn (1973). correspond à 0.7422 ml/mmol de lipide. 
Nous n'avons pas tenu compte de la faible différence de volume spécifique 
des lipides aux différentes températures (Quinn, 1984). 

Fig. 2: Appareillage permettant la mesure des coefficients de partage 
des herbicides dans des liposomes. Les appareillages sont 
plongés dans un bain agité et thermostaté à différentes 
températures selon la nature des lipides. Pour plus d'informa­
tion, voir 3.2.2 et 3.4. 
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U RESULTATS ET DISCUSSIONS 

4. 1 Quelques problèmes d'ordre méthodologique 

Les vésicules unilamellaires sont les systèmes membrana1res les mieux 
connus. Le compartimene aqueux bien délimité par une seule bicouche 
permet leur utilisation dans plusieurs donaines. On considère générale«-
ent les vésicules ayant un diamètre < 50 nu comme des SUV et > 50 rut 
comme des LUV. 

4.1.1 Les liposomes contenant une sonde 

En 1973, Colbow suggère que la Chi a est une sonde sensible capable 
de refléter les changements d'état de la DPPC en fonction de la températ­
ure, ce que Lee (1975a) associe au changement de fluidité moyen de 
l'ensemble de la bicouche membranaire. 

Nous avons incorporé de la Chi a dans des liposomes que nous avons 
chauffés à des températures plus ou moins élevées selon les lipides 
utilisés. Avant d'étudier le comportement therraotropique de divers 
liposomes avec ou sans agent pesticide, nous avons recherché .les 
conditions adéquates à notre étude: la qualité de la sonde, le rapport 
lipide/Chl s, la concentration du lipide dans l'éthanol et les conditions 
d'injection. 

100 500 600 700 
1.20 

0,92 

0.64 -

0.3G 

. 0.08 

-0.20 

100 500 600 700 

Fig. 3: Spectre d'absorption de la chlorophylle a en solution dans de 
l'acétone 8OX. Ce spectre a été obtenu avec un spectrophoto-
roètre Perkin-Elmer Lambda 5. 
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La Chi a est toujours extraite de feuilles fraîches d'Epinard (§ 
3.1). Afin d'éviter au maxirtura les processus d'allonérisation, de 
phéophytinisation (Colbow, 1973; Ntcholls et al., 1974), la Chi a est 
conservée dans l'acétone, à l'obscurité, à -20 0C et sous atmosphère 
d'azote. La Fig. 3 présente le spectre d'absorption de la Chi a en 
solution dans l'acétone 80Ï. On observe deux pics importants, un à 431 
et l'autre à 663 nm, ainsi qu'un troisième pic plus petit à 618 nra. A 460 
nm, l'absorbance de La Chi a est nulle et à 431 nm, le pic est environ 
10X plus élevé que celui situé à 663 nm. On observe aussi un "épaulement" 
autour de 410 nm. Lorsque la Chi a se détériore (vieillissement, 
photodestruction, etc...), nous observons plusieurs changements (résult­
ats non montrés) et notamment, une disparition quasi totale de 1'épaul­
ement à 410 nm, une augmentation du pic à 431 nm, un Aplatissement des 
pics à 618 et 663 nm et un déplacement de tous les pics vers les courtes 
longueurs d'ondes ("shift" d'env. 5 nra). En plus des précautions prises 
lors du stockage de la ChI a, nous n'avons jamais conservé celle-ci au-
delà de deux semaines, afin de toujours travailler avec un maximum de 
rendement de la fluorescence. A plusieurs reprises la Chi a a été 
utilisée comme sonde dans différents types de liposomes (Chapman & Fast, 
1968; Trosper et al.1970; Ntcholls et al.1974; Lee, 1975a et b; Murata 
& Sato, 1978; Katz, 1979; Fulford & Peel, 1980; Hoshina, 1981, 1983; 
Brasseur et al.1984;. Bialek-Bylka & Wrobel, 1986; Morgan et ai.1987). La 
préparation des liposomes par la méthode de l'injection a été utilisée 
maintes fois (Batzri S. Korn, 1973; Krenter et al.1977b; Genz & Holzwarth, 
1986a ; Genz et al.1986b) nais à notre connaissance, nous sommes les 
premiers a avoir combiné ces deux techniques. 

La Fig. 4 présente le changement d'intensité de la fluorescence à 680 
nm émise par la Chi a en fonction de l'augmentation de la température 
entre 20 et 45°C. La Chi a a été incorporée dans des liposomes de DPPC, 
dans un rapport molaire DPPC/Chl a - 50. On observe que la fluorescence 
s'accroit progressivement jusqu'à 32*C, puis tend à se stabiliser jusqu'à 
36°C pour augmenter à nouveau de manière plus marquée. Entre 38 et 41*C, 
la variation d'intensité de la fluorescence est maximale et c'est entre 
41 et 42 *C qu'elle atteint un plateau stable sur plusieurs degré. 
Cependant, si la température continue à monter ou si elle est maintenue 
plusieurs minutes au dessus de 42 'C, l'intensité de la fluorescence 
baisse légèrement, suite probablement, à une thermo- et/ou photodestruct­
ion. 

Ainsi, il est possible de décomposer le comportement thermotropique 
de la DPPC en quatre événements, qui correspondent au changement d'état 
de ce lipide: 

1) T < 20 "C 
2) env. 32 "C 
3) 41 - 42 °C 
4) T > 42 "C 

état cristallin ou gel (également nommée L1') 
prétransition (P1')" 
transition 
état liquide cristallin (L0)' 

Pour une autre nomenclature, voir Houslay & Stanley (1982); Tilcock, 
(1986); Janiak et al. (1976). 
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Fig. 4: Courbe de changement d'intensité de la fluorescence émise par 
la ChI a en fonction de l'augmentation de température. La ChI 
a est incluse dans des liposomes de DPPC (0.033 mM) en solution 
(MOPS 10 mM, pH 7.5), DPPC/Chl a - 50 mol/mol. T'e - 32*C, Te -
41.5°C. Pour plus d'informations, voir 3.2.1 et 3.3. 
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En effet, il est clairement établi que la DPPC se trouve dans un état 
gel aux températures inférieures à 20 *C (Hinz & Sturtevant, 1972; Lee, 
1977, 1963; Lee et al., 1986; Wiener et al., 1988), qu'elle passe par un 
changement de structure à la température de prétransition (T's) (Hinz & 
Sturtevant, 1972; Lee, 1977, 1983; Houslay & Stanley, 1982) et par un 
changement d'état à la température de transition (Tc). La T'e est très 
labile mais est généralement située 8 °C en dessous de la température de 
transition (Hinz & Sturtevant, 1972). Elle correspond à l'apparition de 
structure en vaguelettes à la surface des liposomes (Photo 1). Cette 
structure en vaguelettes est associé au passage des chaînes d'acides gras 
d'une position oblique (env. 30") à une position perpendiculaire par 
rapport à la surface de la bicouche (Lee, 1983; Houslay & Stanley, 1982; 
Quinn, 1984). Cette inclinaison de 30° peniet aux chaînes d'acides gras 
de remplir les espaces créés par les gros groupements des têtes polaires 
(Mclncosh, 1980). La Te correspond à un changement d'état associé à une 
augmentation de liberté conformationnelle des chaînes d'acides gras, ces 
dernières "fondent" en quelque sorte (Lee, 1983). Pour la DPPC, la T0 se 
situe entre 41 et 42 "C, selon les auteurs (Hinz & Sturtevant, 1972; Lee, 
1977, 1983; Lee et al., 1986; MacDonald, 1978; O'Leary et al-., 1986; 
Wiener et al., 1988). 
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Photo 1: Hicrophoto électronique d'un liposome suspendu dans du MOPS 10 
mM, pH 7.5 à 37 0C. Les liposomes ont été préparés par la 
méthode modifiée de Kremer et al.(1977). La suspension a été 
tenue 15 min à 37 "C avant d'être plongée dans l'azote. 
L'échantillon gelé est alors fracturé dans un appareil de 
cryodécapage "Polaron". L'ombrage est obtenu par dépôt de 
platine/carbone immédiatement après fracture de l'échantillon. 
L'empreinte est ensuite lavée avec du chloroforme/methanol 
(2:1, vol/vol) et est examinée dans un microscope électronique 
Philips EM 301 (les liposomes ont été préparés par nos soin et 
la micorphoto a été prise dans le laboratoire du Dr. U.P. 
Williams du King's College, London). 
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Nous venons de voir que les lipides passent d'un état cristallin à un 
état liquide cristallin lorsque la température dépasse la Te. En fait, la 
valeur de la" Tc dépend de plusieurs facteurs dont: la longueur des 
chaînes d'acides gras, la présence de doubles liaisons en position eis 
et de leur localisation dans la chaîne ainsi que de la nature des têtes 
polaires. 11 n'est pas étonnant que la Tc dépende du nombre de carbones 
des chaînes acylées, puisque plus ce nombre est grand, plus les forces 
d'attraction de van der Waals sont nombreuses, tendant à stabiliser la 
phase gel à haute densité (- phase "ordonnée") par rapport à la phase 
liquide cristalline à basse densité '(— phase "désordonnée"). Une double 
liaison empêche les interactions proches entre les chaînes d'acides gras, 
interactions normalement rencontrées dans l'état gel et une double 
liaison située au milieu de la chaîne est l'a plus efficace pour diminuer 
ces interactions. 

Le phénomène par lequel la Chi a est à même de rendre compte des 
changements d'état des lipides réside dans la propriété qu'a cette sonde 
de se répartir dans la bicouche lipidique sous deux, voir trots formes, 
grâce à son groupement phytol: formes monomérlque, dimérique et multi-
mérique. Or, il est reconnu que la Chi a ne peut fluorescer que lors­
qu'elle se trouve sous la forme monomérique (Lee, 1975a; Lee, 1975b). 
Cette dernière forme se rencontre lorsque les lipides sont à l'état gel 
et/ou h l'état liquide cristallin mais lorsque la température augmente, 
une plus grande proportion de Chi a monomérique apparaît au détriment des 
formes dimérique et polymérique (Hoshtna, 1983), stimulant ainsi 
l'intensité de fluorescence. 

Nous fondant sur le principe que la Chi a est parfaitement soluble 
dans un mélange de lipides et d'éthanol et qu'elle se répartit uniformé­
ment dans toute la partie membranaire des liposomes (Bialek-Bylka & 
Wrobel, 1986), nous avons déterminé le rapport lip/Chl a adéquat à notre 
étude. Nous avons procédé en deux temps: 

1) La concentration de DPPC est constante (33 /iM) et la concentra­
tion de Chi a varie (FIg. 5). 

2 ) La concentration de Chi a est constante (0.67 fM) et la con­
centration de DPPC varie (FIg. 6). 

La Fig. 5 présente l'augmentation d'intensité de la fluorescence en 
fonction de l'augmentation de la température (21-hh *C) pour quatre 
rapports DPPC/Chl a différents. Si', pour un rapport DPPC/Chl a peu élevé 
on observe difficilement une Tx' , on remarque néanmoins une T1 bien 
définie et à forte amplitude (^t,lv/FîiV" > 10) (Fig. 5A). 

"n.b. afin de pouvoir comparer les résultats entre eux, nous avons 
standardisé les variations de fluorescence en fonction de la température, 
par rapport au niveau de fluorescence à 21"C Ceci est valable pour les 
Figs 5-8. 
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En fait, la prétransition n'apparaît (Figs 5B-D) que si les chaînes 
d'acides gras ont adopté une position oblique par rapport au plan de la 
bicouche membranaire, leur permettant de remplir les espaces créés par 
les gros groupements des têtes polaires. Par contre, cela ne semble plus 
être le cas en présence d'une quantité Inportante de Chi a (rapport 
DPPC/Chl a bas), suggérant que cette molécule est à même de remplir ces 
espaces et par là-même d'abolir toute prétransition; Peut-être la nature 
de la sonde ne permet-elle pas de la mettre en évidence dans ces 
conditions. Cependant, si on diminue la quantité de ChI s, on constate 
une baisse progressive d'amplitude de la fluorescence et l'apparition 
d'une prétransition de plus en plus marquée (Figs SB-D), quand bien même 
le passage de 1 'état gel à l'état liquide criaLaIlin soit plus dif­
ficilement perceptible dans ces conditions et avec notre appareillage. 
Nous avons aussi travaillé avec des rapports liplde/Chl a plus élevés, 
jusqu'à 600 (résultats non montrés); cependant, il ^devient difficile, 
dans ces conditions, de détecter un signal de fluorescence dans l'Import­
ant bruit de fond de l'appareillage. Pour les quatre rapports llpide/Chl 
a de la Fig. 5, il est possible de déterminer une T1 située entre 40 et 
42 *C et une Te' labile située entre 27 et 32 *C. On observe que la Tc a 
tendance à baisser lorsque le rapport DPPC/Chl a diminue, ce qui suggère 
qu'une quantité élevée de Chi a abaisse la température à laquelle la DPPC 
opère sa transition de phase. 

La Fig. 6 présente la variation d'intensité de la fluorescence en 
fonction de l'augmentation de température (21-44°C) pour quatre rapports 
DPPC/Chl a différents. Dans les quatre cas, la concentration en Chi a est 
identique (0.67 fiH). On observe une disparition de la T4' lorsque le 
rapport lipide/sonde décroit (Fig. 6D --> A) et une Te de moins en moins 
marquée lorsque ce rapport croit. Le fait que le niveau final de la 
fluorescence relative ne varie pas significativement pour des rapports 
DPPC/Chl a situés entre 50 et 175 (Fig. 5B et 6B-D) , suggère que la 
quantité de ChI a qui passe sous forme monomer!que entre l'état gel et 
l'état liquide cristallin ne varie guère. Par contre, aux températures 
supérieures à la Tc, les liposomes aux rapports lipide/Chi a s 50 (Figs 
5A et 6A) présentent des fluorescences relatives environ deux fois plus 
grande que des liposomes aux rapports llpide/Chl a £ 100. Ceci suggère 
que des interactions s'établissent entre les molécules de lipide et 
celles de la sonde, lorsque la proportion de Chi a augmente. Il se peut 
que de telles interactions favorisent la présence de la forme monomérique 
de la Chi a lorsque les lipides sont à l'état liquide cristallin. On 
notera dans la Fig. 6, que la T0' se situe à 30-33 "C et que la Tc 
augmente lorsque le rapport llpide/Chl a augmente (comparer les Figs 6A 
à D). 
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Fig. 5: Courbes d'intensité de fluorescence en fonction de la tempér­
ature, voir la légende de la Fig. h mais pour des rapports 
DPPC/Chl a (mol/mol) différents: (A) 25, (B) 50. (C) 100 et (D) 
200. La concentration dé DPPC est la même pour les quatre 
courbes, soit 33.3 /iH, alors que celle de la Chi a varie. 
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Fig, 6: Courbes d'intensité de fluorescence en fonction de la tempér­
ature, voir la légende de la FIg. 4 mats pour des rapports 
DPPC/Chl a (mol/nol) différents: (A) 25, (B) 100, (C) 125 et 
(D) 175. La concentration de la Chi a est la nènie pour les 
quatre courbes, soit 0.67 (M, alors que celle de la DPPC varie. 
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Il ressort de ces 8 courbes de fluorescence (Figa 5 et 6) qu'il est 
possible, selon les conditions, d'amplifier soit le phénomène de la pré­
transition, soit celui de la transition. Cependant, nous devons nous res­
treindre à un domaine d'intensité de fluorescence qui est limité, aux 
faibles concentrations de Chi a par J.e pouvoir de détection de notre 
fluorimètre et, aux fortes concentrations de ChI a, par un "quenching" 
de la fluorescence (Lee, 1975a). De plus, on a constaté que la T"e est 
labile et fortement dépendante du rapport lipide/Chl a, contrairement à 
la T6. Nous avons donc choisi, pour les expériences de "screening", de 
mesurer le changement d'intensité de fluorescence de la Chi a dans 
différents lipides, le rapport lipide/Chl s étant le plus souvent de 50 
(Fig. 5B). 
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Fig. 7: Courbes d''intensité de la fluorescence en fonction de la 
température, voir la légende de la Fig. 4. (A) le rapport 
DPPC/Chl a est de 50 (mol/mol), la concentration de la DPPC 
dans l'éthanol (avant l'injection) est soit de 5 nM (*), soit 
de 10 mH (•)• (B) le rapport DPPC/Chl a est de 100 (mol/mol), 
la concentration de la DPPC dans l'éthanol (avant l'injection) 
est soit de 10 raM (*), soit de 20 mH (•)-
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Parati les paramètres qui déterminent le diamètre des vésicules lors 
de leur confection par la méthode de l'injection, on peut considérer: là 
vitesse d'injection, la vitesse d'agitation de la solution dans laquelle 
l'injection est effectuée, le volume de la phase aqueuse, la taille et 
la forme du récipient de "réaction", la concentration du lipide dans 
l'alcool (Kremer et al.1977b), etc. De tous ces paramètres, il semble que 
ce soit la concentration du lipide dans l'éthanol qui soit déterminante 
(Krener et al.1977b). 

La Fig. 7A et B présente pour deux rapports lipide/Chi a différents, 
les changements d'intensité de fluorescence en fonction de l'augmentation 
de température pour des liposomes préparés à partir de deux concentra­
tions différentes de lipide dans l'éthanol. 11 apparaît que l'amplitude 
de fluorescence est sensiblement plus petite lorsque la concentration de 
DPPC dans 1 Methanol est plus élevée (Fig. 7A et B). Or, selon Kremer et 
al. (1977b) le diamètre moyen des liposomes augmente proportionnellement 
avec la concentration des lipides dans l'éthanol. Ceci suggère que la 
quantité de ChI a qui passe sous forme monômerique entre la phase liquide 
cristalline et la phase gel est plus importante lorsque les liposomes 
sont petits, suite probablement à de fortes interactions entre les 
molécules de chi a et de lipide qui désagrègent les amas de chi a. Il se 
pourrait donc que les petits liposomes, qui sont soumis à de fortes con­
traintes dues à leur grande courbure (Tanford, 1979; White, 1980; Cornell 
et «2.1980; Eigenberg & Chan, 1980), privilégient la forme monomérique 
de la ChI a. Par ailleurs, pour une même concentration de lipide dans 
l'éthanol (10 mM), nais à des rapports lipide/Chi a différents (50 et 
100, Fig. 7A et B), on observe à nouveau une abolition de la prétransi­
tion lorsque le rapport lipide/Chi a diminue. Nous avons choisi une con­
centration de lipide dans l'éthanol de 5 mM lors de l'étude de l'effet 
des herbicides sur les liposomes. Cette concentration, relativement 
petite, présente les avantages de favoriser la dispersion des lipides 
dans le mélange alcool-eau lors de l'injection et d'obtenir une bonne 
homogénéité dans la taille des vésicules (Kremer et al.1977b). D'autre 
part, lorsque le lipide est en faible concentration dans l'alcool, il est 
possible d'adapter une vitesse d'injection lente sans qu'apparaissent des 
agrégats lipidiques (agrégats visibles à l'oeil nu lors de l'injection 
lente d'une solution éthanolique plus concentrée en lipide). Par 
ailleurs, il a été reconnu que l'alcool (dans ces conditions < 0,1X) ne 
perturbe en rien le comportement thermotropique des liposomes (Batzri & 
Korn, 1973; Kremer et al.1977b). 

Considérons maintenant la vitesse d'injection de la solution éthanol­
ique de lipide dans la phase aqueuse (Fig. 8): Chez les liposomes qui 
n'ont pas subi "d'annealing" (préchauffage), on observe une disparition 
de la prétransition lors d'une injection rapide (1-1.5 ml/min) et la Te 
est plus difficilement determinable. Ces deux observations sont probable­
ment attribuables à une cohésion non optimale entre les molécules de 
lipide. En effet, il est reconnu que le' changement d'état (gel --> 
liquide cristallin) sur une plage restreinte de tenpérature est associé 
à une coopération maximale entre les molécules de lipides (Hinz & 
Sturtevant. 1972; Van Dijck et al.1978). 
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Nous avons comparé, pour les deux vitesses d'injection, les changements 
d'intensité de fluorescence en fonction de la température pour des 
liposomes préparés par injection, i) à température ambiante et qui ont 
été chauffés lentement (1 *C/min) jusqu'à 50 "C (slow "annealing") et ii) 
injectés directement dans une solution à 50 *C (fast "annealing"). Dans 
les deux cas, nous avons travaillé à l'obscurité. Après une heure à 50 
*C, les suspensions liposomales sont refoidies à température ambiante 
avant d'effectuer les mesures de fluorescence (FIg. 8). On observe que 
les deux types d'"annealing" atténuent significativenent l'amplitude de 
fluorescence, abolissent la prétransition et abaissent la température de 
transition (Fig. 8A et B). En effet, dans le cas "normal" (sans préchauf­
fage) la Ts - 41 'C, dans le cas.d'un "annealing" lent Te - 40 *C et dans 
le cas d'un "annealing" rapide T1 < 39 °C (Fig. 8A). 
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Fig. 6: Courbes d'intensité de la fluorescence en fonction de la 
température, voir la légende de la Fig, 4. Le rapport DPPC/Chl 
a est de 50 (mol/mol), la concentration de la DPPC dans 
l'éthanol (avant l'injection) est de 5 mM. (A) Les liposomes 
sont obtenus par la méthode de l'injection lente suivie d'un 
préchauffage lent (*) ou rapide (•), ou encore sans préchauf­
fage (•)- (B) Les liposomes sont obtenus par la méthode de 
l'injection rapide suivie d'un préchauffage lent (*) ou rapide 
(•), ou encore sans préchauffage (•)• 
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Lorsque l'injection est effectuée rapidement et que les liposomes ont 
subi un "annealing" (lent ou rapide), la détermination de la Tc devient 
hasardeuse. De plus, un "annealing" abaisse la Tc et diminue considéra­
blement l'amplitude d'intensité de la fluorescence, un "annealing" rapide 
étant en ce sens plus efficace qu'un "annealing" lent. Selon Genz & 
Holzwarth (1986a), un abaissement de la Tc est associé, outre à la 
présence d'impuretés dans la bicouche, à la forte courbure de celle-ci 
chez les petites vésicules, ce qui suggère qu'un "annealing" peut 
provoquer une diminution de là taille des liposomes. Cependant, selon 
Lawaczeck et al. (1975), un "annealing" est nécessaire pour stabiliser 
les vésicules en suspension ainsi que pour les rendre imperméables aux 
ions. En fait, il semblerait qu'un préchauffage permette de chasser l'eau 
en excès et d'ordonner les molécules de lipide au sein de la bicouche 
membranaire (Avramovic-Zikic & Colbow, 1978). Or, nous devons constater 
qu'en présence de Chi a et en préparant les liposomes par la méthode de 
l'injection, cette procédure devient désavantageuse. 

Enfin, il nous parait indispensable de contrôler la réversibilité du 
phénomène de changement d'état des lipides. Nous avons donc préparé des 
liposomes (DPPC/Chl a - 75) que nous avons chauffé (1 'C/min) entre 22 
et 42*C, puis refroidis (1 *C/min) de 42 à 22 *C. Nous observons (Fig. 
9) une grande similitude entre les deux courbes. Toutefois, une légère 
hystérèse apparaît entre le signal fluorimétrique de chauffage et celui 
de refroidissement, mais de manière constante comme l'a souligné Lee 
(1975b). En effet, nous avons répété le cycle de chauffage-refroidis­
sement trois fois avec la même suspension de liposomes (résultats non 
montrés) -et avons remarqué, à chaque fois, un léger déplacement de la 
courbe de fluorescence- vers les hautes températures lors du refroidis­
sement par rapport à celle enregistrée lors du chauffage. De plus, il est 
apparu que l'intensité de fluorescence baisse légèrement à chaque cycle, 
vraisemblablement suite à une photo- et/ou thermodestruction de la ChI 
a. Cette réversibilité suggère que pratiquement toutes les molécules de 
Chi a restent intégrées à la bicouche membranaire lors du chauffage des 
liposomes à des températures supérieures à Tc, ce qui est en accord avec 
Lee (1975a). Il est reconnu que le phénomène d'hystérèse est en étroite 
relation avec la vitesse de passage de l'état gel à l'état liquide 
cristallin ou vice versa. Effectivement, si nous chauffons une suspen­
sion de liposomes relativement lentement (environ 1 *C/min), mais que 
nous la refroidissons rapidement, une hystérèse beaucoup plus marquée 
apparaît entre les deux courbes (résultats non montrés). 
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Fig. 9: Courbe de changement d'intensité de la fluorescence émise par 
la Chi a en fonction de l'augmentation de température. Les 
conditions sont les mêmes que celles décrites pour la Fig. U 
.mais le rapport DPPC/Chl a est de 75 (mol/mol). La solution 
liposomale a d'abord été chauffée (scan I), puis refroidie 
(scan 2). 
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4.1.2 Les liposomes dépourvus de sonde 

11 nous intéressait également de travailler avec des liposomes 
exempts de ChI a, afin de rechercher si la présence de cette sonde 
modifie le comportement thermotropique des liposomes. La technique de 
mesure de la turbidité permet ce genre d'étude, mais exige une concentra­
tion lipidique supérieure (0.25-0.5 «M) à celle utilisée dans les 
expériences fluorimétriques. Nous avons préparé des liposomes selon 
Kremer et al. (1977b), que nous avons chauffés entre 20 et 45 *C en 
mesurant le changement d'absorbance de la suspension à 436 nm (Chong & 
Colbow, 1976). La Fig. IO présente ces mesures pour deux cycles de 
chauffage-refroidissement. Il apparaît que le premier chauffage (1 
"C/min) provoque une forte baisse d'absorbance centrée à 26-27 "C et une 
augmentation d'absorbance centrée à environ 39 *C. Lorsque la suspension 
est refroidie (1 *C/min), l'amplitude du changement d'absorbance ne 
dépasse guère 0.015 et l'allure de la courbe diffère significativement 
de la courbe de chauffage aux températures inférieures à 39 *C. Si un 

deuxième cycle de chauffage-refroidissement est imposé à la suspension 
liposomale ("annealing"), on constate que la forte baisse d'absorbance 
( A - 0.15) enregistrée lors du premier chauffage est réduite à 0.01 et 
qu'elle est déplacée vers 25*C. Le changement d'absorbance de 39*C est 
déplacé vers 38.5"C sans que l'amplitude soit grandement modifiée (env. 
30X plus petite). Si on refroidit à nouveau la suspension, on constate 
que la courbe se rapproche grandement de celle du premier refroidis­
sement, Ainsi, dans les deux cycles chauffage-refroidissement, nous 
notons une hystérèse marquée de notre système. Plusieurs interprétations 
peuvent être émises quant aux origines de ce type de courbe et de cette 
hystérèse: 

1) Une diminution de turbidité peut être associée à la pénétration 
de l'eau entre les bicouches de lipide dans un état gel 
(Abramson, 1970), à une hydratation dans la région des têtes 
polaires (Abramson, 1970) ou encore à 1'événement de la 
prétransition. Dans tous les cas, elle est la conséquence d'une 
expansion latérale et d'un amincissement de la bicouche 
accompagné d'un changement de volume des liposomes 
(Antunes-Madeira et 42.1980). 

2) Une augmentation de la turbidité peut être associée à une 
fusion de petites vésicules avec des vésicules de plus grande 
taille (Chong &. Colbow, 1976; Kremer et al.1977a; 
Avramovlc-Zlkic & Colbow, 1978); elle peut être également 
associée au changement de l'état gel à l'état liquide cristal­
lin des lipides (Abramson, 1970). 

Il se peut que la première chute d'absorbance irréversible (FIg. 10, 
courbes de chauffage) corresponde effectivement à une hydratation des 
têtes polaires et à la pénétration de molécules d'eau entre les couches 
de lipide à l'état gel (Kluge, 1983) et non pas au phénomène de la 
prétransition, qui est un événement réversible et discret par rapport à 
celui de la transition. Par contre, l'augmentation d'absorbance ne 
correspond vraisemblablement pas ou alors que dans une mesure réduite, 
au phénomène de fusion des vésicules. En effet, il y a souvent fusion 
lorsque les liposomes ont des tailles hétérogènes ou lorsqu'ils sont 
soumis aux ultrasons. Dans ce dernier cas, les liposomes sont très 
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"tendus" de part la forte courbure des sphères (Avramovic-Zikie & Colbow, 
1978; Chong & Colbow, 1976; Kantor et al., 1977, Lawaczeck et al., 1975; 
van Dijck et al. , 1978). De plus, s' il devait y avoir phénomène de 
fusion, celui-ci prendrait place préférentiellenent à la T1 
(Papahadjopoulos et al.1976). Or, l'augmentation d'absorbance vers 39 
°C est réversible, ce qui ne saurait être le cas lors de la fusion des 
vésicules. Aussi, nous pensons que cette augmentation d'absorbance est 
associée à la transition entre l'état gel et l'état liquide cristallin 
des lipides. 

20 30 40 SO 

TEMPERATURE (0C) 

Fig, 10: Changenent de turbidité d'une suspention de liposomes de DPPC 
(0.5 mM) dans du MOPS IO mH, pH 7.5, en fonction de la temper-
ature. Les liposomes ont été préparés par la méthode de 
l'injection rapide. La suspension a été chauffée ( ) et 
refroidie ( ) une première fois (1), puis une seconde fois 
(2). La turbidité est mesurée dans un spectrophotoaetre Aminco 
DW-2d en mode "split béant" à 436 ± 3 ma. 
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Ainsi, les liposomes' exempts de' toute sonde et préparés par la 
méthode de l'injection ne semblent pas être stables. En effet, il existe 
une forte hystérèse du système entre les signaux de turbidité mesurés 
lors du chauffage des liposomes et ceux mesurés pendant leur refroidis­
sement (Antunes-Madeira et al.1980). De plus, le système n'est pas en­
tièrement réversible (Fig. 10). Ceci suggère que la Chi a joue un rôle 
stabilisateur dans des liposomes préparés par cette technique, puisque 
lorsque cette sonde est présente, seule une très faible hystérèse 
apparaît (Fig. 9). Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons fabriqués 
des vésicules selon le même protocole mais en présence de Chi a (DPPC/Chl 
a - 50) et à la concentration de 0.5 mM de lipide, ce qui assure une 
turbidité suffisante de la suspension liposomale. Pour éviter une inter­
férence entre les propriétés turbidimétriques des vésicules d'une part 
et d'absorbance de la Chi a d'autre part, nous avons choisi une longueur 
d'onde d'analyse à laquelle cette sonde n'absorbe pas, soit 680 nm (Fig. 
3). Quoi qu'il en soit, nous avons observé que des liposomes avec sonde 
et dont la turbidité est mesurée soit à 436 nu, soit à 480 nm, pré­
sentent des "scans" quasiment identiques (résultats non montrés). Or, on 
peut supposer que des liposomes sans sonde, enregistrés à 436 ou 480 nm, 
présentent également des "scans" turbidimétriques semblables. La Fig. Il 
montre que lors du chauffage de la suspension, une diminution rela­
tivement constante de turbidité apparaît entre 20 et 38 °C avec toutefois 
une légère baisse à partir de 32 0C. Par contre, entre 38 et 40 'C on 
assiste à une chute importante d'absorbance. Lors du refroidissement, 
entre 45 et 20 "C, on observe une variation d'absorbance qui suit assez 
fidèlement la trace turbidimétrique du "scan" précédent, confirmant ainsi 
une hystérèse de faible amplitude en présence de Chi a et par voie-de 
conséquence, le rôle stabilisateur de cette sonde incorporée au sein des 
liposomes préparés par la méthode de l'injection. Par ailleurs, il semble 
que que ce soit plutôt le groupement phytol de la Chi a qui stabilise la 
membrane car des liposomes de DPPC contenant 2 molï de phytol se 
comportent d'une manière très proche de ceux contenant les molécules 
entières de ChI; ils présentent notamment une hystérèse réduite 
(résultats non montrés), similaire à celle rencontrée lors des mesures 
en DSC (Antunes-Madeira et al.1980). La légère dépression d'absorbance 
centrée vers 32 'C peut être associée à la prétransition, tandis que le 
changement abrupt d'absorbance centré à 39 0C est attribué au change­
ment d'état des lipides (gel --> liquide cristallin) (Antunes-Madeira et 
al.1980). Si la technique turbidimétrique exige une plus grande con­
centration de lipide, elle implique également la présence d'une plus 
grande proportion d'alcool (3-5X). Or, il n'est pas exclu qu'autant 
d'éthanol perturbe le comportement thermotropique des lipides et 
déplacent les T'c et Te vers des températures plus basses, ce qui 
expliquerait, au moins partiellement, l'écart entre les Te déterminées 
par la méthode soit fluori-, soit turbidimétrique (comparer la Fig. 9 
avec les Figs 10 et 11). Il est intéressant de noter que les courbes dés 
Figs 9 et 11 sont pratiquement "stéréoisomériques", ce qui est vraisem­
blablement associé à une visualisation de phénomènes identiques par les 
deux techniques (fluorescence et turbidimétrie). 
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Fig. 11: Changement de turbidité d'une suspention de liposomes de DPPC 
(0.5 mH> contenant 2 molX de ChI a dans du HOPS 10 mH, pH 7.5, 
en fonction de l'a température. Les liposomes ont été préparés 
par la méthode de l'Injection, rapide. La suspension a été 
chauffée puis refroidie. La turbidité est mesurée dans un 
spectrophocomètre Aminco DW-2a en mode "split beam" à 480 ± 3 
tu»., afin d'éviter toute interférence avec l'absorbance de la 
chlorophylle. 
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Afin d étudier la transition de phase de lipides arrangés en 
.vésicules stables et exemptes de toute sonde, nous avons adopCé une 
méthode de préparation des liposomes quelque peu modifiée par rapport aux 
précédentes (3.2.2). U Fig.. 12 présente les variations d'absorbance lues 
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Fig. 12: Changement de turbidité d'une solution de liposomes de DPPC 
(0.25 mM) dans du MOPS IO mM, pH 7.5, en fonction de la 
température, Les liposomes ont été préparés par la méthode de 
l'injection rapide, puis dialyses pendant 72 h contre un milieu 
MOPS 10 mM, pH 7.5. Enfin, la suspension a été chauffée puis 
refroidie (annealing). La turbidité est mesurée dans un 
spectrophotomètre Aminco DW-2a en mode "split beam" à 436 ± 3 
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La faible baisse d'absorbance entre 24 et 44 'C est interrompue par deux 
diminutions abruptes de turbidité correspndant à la prétransition et à 
la transition (le point d'inflexion des courbes étant situé à 33 et 41 
*C, respectivement). L'amplitude de la baisse d'absorbance a la transi­
tton est plus grande d'environ, trois fois par rapport à la précransi-
tion. On remarque une légère hystérèse entre le "scan" de chauffage et 
celui de refroidissement, particulièrement aux basses températures. Il 
semble donc être possible de préparer des liposomes "purs" (sans sonde 
et exempts d'alcool) et stables. Trois conditions semblent toutefois être 
requises: i) un "annealing", Ü ) un temps de repos entre l'injection de 
la solution éthanolique de lipide et la mesure turbidimétrique, ili) une 
dialyse. En effet, on peut imaginer que le préchauffage favorise la 
cohésion entre les molécules de lipides, ce que suggèrent Lawaczeck et 
al. (1975), pour autant que la phase de refroidissement soit lente 
C>l"C/min). Le temps de repos permet aux molécules de lipides de 
s'hydrater complètement et de s'arranger dans un état d'énergie minimal 
(Janiak et al.1976; Quinn, 1984). Quant à la dialyse, elle permet 
l'élimination de l'alcool des structures membranaires. 

En conclusion, il apparaît que, chez les liposomes de DPPC, la Chi a 
agit comme un stabilisateur de la phase lipidique, probablement en 
favorisant 1'arrangement dea chaînes acylées au sein de la b!couche et 
en accélérant le processus d'hydratation des têtes polaires des molécules 
lipidiques. Ainsi, les changements de fluorescence de la Chi a traduisent 
assez fidèlement le comportement thermotropique des lipides. Cependant, 
la Chi a atténue le phénomène de la prétrsnsition, probablement suite au 
remplissage par les groupements phytol des espaces induits par les gros 
groupements des têtes polaires au sein de la bicouche. Elle a, en outre, 
un léger effet fluidifiant (Tc plus basse que normale). 

Un "annealing" des liposomes contenant de la Chi a rend difficile 
l'étude du comportement thermotropique par la mesure de l'émission de 
fluorescence, suite probablement à la destruction de la ChI a. Par 
contre, en absence de toute sonde, la méthode de préparation des lipo­
somes nécessite un préchauffage qui favorise un arrangement optimal des 
molécules de lipides au sein de la bicouche. 

4.2 Effets des herbicides sur le comportement thermotropiaue des 
liposomes 

Les effets de 1'strazine et du DCHU sur le comportement thermotro­
pique de vésicules constituées de DMPC, DPPC et DSPC (visualisés par les 
changements de fluorescence de la ChI a) sont présentés dans la FIg. 13. 
Les vésicules contrôle montrent les comportements habituels (Lee, 1975a 
et b, 1977) à partir desquels les valeurs Te de 23.3, 41.1, et 54.1 *C 
ont été déterminées pour DHPC. DPPC et DSPC, respectivement. Une 
prétransition est observée pour la DMPC (11-12"C) et pour la DPPC (32"C), 
mais n'a jamais été détectée chez la DSPC. Les Te et T"e rencontrées dans 
la littérature se situent entre 23-24"C et 11-12'C pour la DMPC et 54-
58°C et 49-51*C pour la DSPC, respectivement (Hinz & Sturtevant, 1972; 
Lee, 1977, 1983; Lee et al.1986; O'Leary et al.1986); pour la DPPC, voir 
§ 4.1.1. 
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Fig. L3: Changement d'intensité de fluorescence de la Chi a intégrée 

dans trois types de liposomes en fonction de la température. 
Les conditions sont identiques à celles décrites dans la Fig. 
4. (A) traitement des liposomes par le DCHU et (B) traitement 
des liposomes par l'atrazine. 

Légende: Liposomes contrôle (•) et traités par 0.033 mM de DCMU ( ) ou 
d'atrazine (*). DMPC - Dimyristoy!phosphatidylcholine, DPPC -
Dipalmitoylphosphatidylcholine et DSPC - Distéaroylphosphat-
idy!choline, a.u. - unités arbitraires. 
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Les niveaux de fluorescence à la Tc sont similaires pour les trois 
espèces de PC mais l'amplitude du changement de fluorescence est plus 
grande pour la DSPC que pour la DPPC. et que pour la DHPC. En fait, 
l'amplitude augmente avec le nombre de carbones dans les chaînes acylées, 
ce qui est associé à l'augmentation de la variation d'enthalpie de ces 
trois espèces de PC lors de la transition de la phase gel à la phase 
liquide cristalline (Quinn, 1984). 

La présence du DCMU (166 *iM) altère de manière différenciée le 
comportement thermotropique des vésicules de PC composée de chaînes 
d'acides gras de longueur différente (Fig. 13Â). En effet, plus le nombre 
de carbones est élevé, plus le DCMU atténue l'amplitude de fluorescence. 
D'une manière générale, l'intensité de fluorescence est plus élevée aux 
températures inférieures à la Tc, mais plus basse aux températures supér­
ieures , relativement aux contrôles correspondants. Les valeurs des Te 
sont légèrement diminuées (d'environ 2°C), mais de manière plus marquée 
pour la DPPC que pour les DM- et DSPC. De plus, la prétransition chez la 
DPPC est observable sur une plage de température plus large et plus 
basse. Il apparaît, en outre, une stabilisation de la fluorescence' 
centrée à 40*C chez la DSPC qui suggère l'apparition d'une prétransition. 

L'atrazine (166 fiM) par contre, n'altère que faiblement le comporte­
ment thermotropique de ces trois espèces lipidiques (Fig. 13B), quand 
bien même, a l'instar du DCMU, elle abaisse le niveau de la fluorescence 
aux températures situées au-delà de la Tc. 

0 2 4 6 8 10 
42- - - - -

O 

o 

39-

36' 
0 2 4 6 8 10 

DCMU/DPPC (mol/moU 

Fig. 14: Déplacement de la température' de transition de phase <Te) de 
liposomes de DPPC de l'état gel à l'état liquide cristallin en 
fonction du rapport herbicide/lipide. La concentration de la 
DPPC est de 0.033 mM. 
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Dans le cas du DCMU, la baisse de la Tc est proportionnelle à la 
quantité d'herbicide jusqu'à un rapport DCMU/DPPC (mol/mol) de 1 (Fig. 
14), ce qui suggère un phénomène de saturation de la phase membranaire 
par l'herbicide. Lorsque la valeur de ce rapport augmente au-delà de 
cette valeur, on assiste à une "rupture'; de la droite nais la Tc continue 
à diminuer en fonction de la concentration de DCMU quoique plus faible­
ment. Par contre, l'intensité de la fluorescence à 21*C augmente 
significativement avec très peu d'herbicide (0.03 mM) puis reste 
constante (Fig. 15), alors qu'elle diminue de manière proportionnelle à 
la concentration de DCMU à 44°C (Fig. 15). Cette dernière observation est 
probablement associée au fait que l'herbicide "quench'' la fluorescence 
émise par la Chi a aux températures élevées (Izawa, 1969). 

0.0 0.1 . 0.2 0.3 

[DCMU], mM 

0.4 

Fig. 15: Changement d'intensité de fluorescence de la Chi a dans des 
liposomes de DPPC (DPPC/Chl a - 50, mol/mol) après traitement 
de ces derniers par des concentrations croissantes de DCMU. Les 
mesures sont effectuées pour des liposomes à l'état gel à 2l°C 
(•«) ou à l'état liquide cristallin à W C (•). Pour plus d'in­
formation, voir la Fig. 4. 
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Nous avons contrôlé (à 25 et W C ) si le DCMU déplaçait le spectre 
d'émission de la fluorescence de la Chi a vers des longueurs d'onde plus 
courtes, ce qui expliquerait ces changements de niveau de fluorescence. 
Comme on peut le constater dans la Fig. 16, tel n'est pas le cas! On peut 
aussi envisager que l'herbicide chasse les nolécules de Chi a hors de la 
bicouche, ou encore que le DCKU induise la formation de domaines riches 
en Chi a dans lesquels on assisterait à un fort quenching de la fluores­
cence. Cependant, ces deux hypothèses n'expliquent pas l'augmentation 
d'intensité de fluorescence par le DCMU aux températures inférieures à 
la T . 

620 660 700 740 

Emission wavelength 

Flg. 16: Spectres d'émission de fluorescence de la Chi a imbriquée dans 
des liposomes de DPPC (0.033 nM), rapport DPPC/Chl a - 50. 

Liposomes contrôle ( ), liposomes traités avec 0,033 mM'de 
DCMU < ) lorsque les lipides sont dans un état gel à 25'C 
(*) ou dans un état liquide cristallin à 43°C (•)• 
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Nous avons confectionné des liposomes de deux galactollpldes afin de 
rechercher le rôle des téCes polaires dans l'altération du comportenent 
thermotropique des lipides•induit par les herbicides (Fig. 17). Les T1 
des 
DGDG et MGDG totalement saturés ont été déterminées à 48.5 et 66"C, 
respectivement. Ces valeurs sont difficilement comparables avec celles 
de la littérature, puisqu'elles varient en fonction de l'origine du 
matériel biologique, de la proportion des différents acide gras et de 
leur degré d'insaturation. Cependant nos valeurs se rapprochent de celles 
de Gounaris et al. (1983): 57-73°C pour le HGDG, Mansourian & Quinn 
(1986): 57*C pour le MGDG et Curatolo (1987): 79*C pour le HGDG saturé 
d'EpLnard et 55°C pour le DGDG distéarique. On observe ausai, que la 
plage de température sur laquelle la transition se déroule est plus 
étendue, comparée à celle rencontrée pour les phospholipides (Fig. 13), 
ce qui est associé au degré de cooperativité entre les chaînes acylées 
(MacDonald, 1978). 11 semble donc normal qu'elle soit plus large puis­
qu'il existe une hétérogénéité au sein des acides gras de nos DGDG (832 
Cir01 161 C1M) et MGDG (75X C,M, 25X C)M) . 

Le DCHU abaisse la Te d'environ 2'C et diminue l'intensité de fluores­
cence à 680 run, au-dessus et en-dessous de la Tc, chez des liposomes 
préparés à partir des deux galactolipides (Fig. 17A). L'atrazine (FIg. 
17B) ne semble pas altérer stgnificativement le comportement thermo­
tropique du DGDG (pas de déplacement de la Te et peu de changement 
d'intensité de fluorescence). Par contre, le MGDG transitionne un degré 
plus bas en présence de cet herbicide. De plus, l'intensité de fluores­
cence émise par la Chi a contenue dans les liposomes de MGDG est 
fortement atténuée aussi bien aux températures inférieures que supérieu­
res à la Tt. 

Il se peut que la tête polaire du MGDG, plus petite que celle du DGDG 
ou de la PC, affaiblisse la cohésion de la bicouche au niveau des têtes 
polaires, permettant ainsi à l'atrazine de mieux pénétrer la membrane. 
De plus, il serait tentant de considérer les deux herbicides comme jouant 
un rôle plutôt rigidifiant que fluidifiant dans des SUV de galacto­
lipides aux températures inférieures à la T1, puisque l'on assiste à une 
baisse (plutôt qu'à une stimulation) de l'intensité de fluorescence. 
Cependant, si un déplacement de la Tc semble bien exprimer un changement 
de viscosité de la membrane, une modification de l'intensité de la 
fluorescence semble être attribuée davantage à une interaction sonde-
herbicide encore mal comprise et pas nécessairement en relation avec la 
fluidité. 
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Fig. 17: Changement d'intensité de fluorescence de la Chi a imbriquée 
dans des liposomes de.DGDG (digalactosyldiacylglyérol) ou de 
MGDC (monogalactosyldiacylglycérol) d'Eplnard, après saturation 
totale des doubles liaisons avec le catalyseur d'Adans. CA) 
traitement avec 0.033 mM DCMU, (B) 'traitement avec 0.033 mM 
atrazine. Les conditions sont identiques à celles de la Fig. 
13. Courbes des contrôles {•> et des liposomes traités (*). 
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On peut supposer que les herbicides Interfèrent avec les molécules de 
Chi a et ainsi modulent l'émission de fluorescence, sans nécessairement 
agir directement sur la phase lipidique. De plus, le rapport ChI a/lipide 
utilisé dans les expériences fluorlmétriques étant relativement élevé, 
nous ne pouvons pas exclure une possible influence de la sonde elle-
même sur le comportement thermotropique des vésicules lipidiques (ce que 
nous avons déjà suggéré plus haut). Pour ces raisons, nous avons mesuré 
les changements d'absorbance d'une suspension de liposomes exempts de ChI 
a en fonction de la température (Fig. 18). On constate que la Te a été 
déplacée de 41.5 à 40.0*C par le DCMU, contrairement à l'atrazine qui ne 
modifie prâtiquemenet pas cette valeur. La prétransition n'est pas abolie 
par le DCHU, mais elle est déplacée d'environ 2"C vers les basses 
températures, ce que l'on n'observe pas avec l'atrazine. L'amplitude du 
changement d'absorbance après addition des deux herbicides ne varie que 
faiblement (4 et 82 plus petite que le contrôle entre 24 et 42*C pour le 
DCKU et 1'atrazine, respectivement). De plus, il existe une certaine 
hystérèse du système contrôle entre 24 et 34°C, qui tend à disparaître 
aux température plus élevées. Par contre, les herbicides amplifient 
l'hystérèse et suppriment la prétransition dans les courbes de refroid­
issement, l'atrazine étant a cet égard plus actif que le DCMU. Ainsi, le 
DCMU semble induire 'une certaine fluidification de la phase lipidique, 
puisque celle-ci subit sa prétransition et sa transition à des tempéra­
tures plus basses, relativement au contrôle. Par ailleurs, la pré­
transition n'est pas abolie irréversiblement par la présence des herbi­
cides, puisqu'elle réapparaît lors d'un deuxième chauffage (résultat non 
montré). Ces observations suggèrent: 1) que les herbicides interfèrent 
avec la Chi a et 2) que l'atrazine partitionne préférentiellement dans 
une phase lipidique à l'état liquide cristallin. En effet, le DCMU peut 
induire un rapprochement des molécules de Chi a au niveau des têtes 
polaires des lipides et favoriser ainsi la formation de dimères au 
détriment des multimères de la ChI, sans que ce changement soit néces­
sairement en relation avec la microviscosité membranaire. Quant à la 
deuxième suggestion, elle est basée sur l'observation que la plus grande 
hystérèse est observée aux températures Inférieures à la T6, mais après 
que l'atrazine ait pu pénétrer la phase lipidique ' à l'état liquide 
cristallin. 
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Fig. 18: Changement de turbidité d'une suspension de liposomes de DPPC 
(0.25 raM) dans du HOPS 10 mM, pH 7.5, en foncCion de la tempér­
ature. Les liposomes ont été préparés par la méthode de 
l'injection rapide, puis dialyses pendant 72 h contre un milieu 
milieu MOPS 10 mM, pH 7.5. La suspension a été chauffée, puis 
refroidie avec ou sans herbicide (0.033 mM). La turbidité est 
mesurée dans un spectrophotomètre Aminco DU-2a en mode "split 
beam" à 436 ± 3nra. 
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Comme l'atrazine et le DCMU inhibent le flux d'électrons du PS-ïI et 
que ce complexe protéinique est imbriqué dans la membrane thylacoïdale, 
nous avons recherché les effets de ces herbicides sur des vésicules de 
lipides thylacoldaux hydrogénés. Les mesures de fluorescence avec la ChI 
a donnent des résultats fantaisistes, suite, probablement, à une 
dégradation de la Chi a en présence des lipides fortement acides tels que 
le SQDG et le PG. Nous avons donc utilisé la méthode turbidimétrique 
(Fig. 19). Quatre observations sont à mentionner: 1) aucune prétransition 
n'apparait; 2) la plage de températures sur laquelle se déroule la 
transition principale est étendue (>7°C); 3) la T6 passe de 60.2 à 57'C 
après addition du DCKU et à 59.8°C après addition d'atrazine; 4) 
l'amplitude du changement d'absorbance entre 30 et 70°C est peu altérée 
par le DCHU (7X), mais diminue d'environ 251 en présence d'atrazine. 
Ainsi, un mélange hétérogène de lipides composés de plusieurs espèces 
moléculaires ne passe pas par un changement de structure (prétransition) 
aux températures inférieures à la T1, mais se trouve dans un état où les 
phases gel et liquide-cristalline coexistent sur une plage importante de 
températures. Le DCHU, bien qu'il montre un effet fluidifiant sur les 
liposomes de lipides thylacoïdaux, ne semble pas modifier grandement 
l'erithalpie de la transition, contrairement à l'atrazine (25X). Seule une 
très faible hystérèse apparaît entre les courbes de chauffage et de 
refroidissement (résultats non montrés). 

Dans une troisième série d'expériences turbidlmétriques, on mesure 
les changements d'absorbance à 480 rai d'une suspension de liposomes de 
DPPC contenant de la ChI a et traités avec du DCHU ou de l'atrazine (Fig. 
20). On observe que le DCMU déplace la Tc vers les basses températures, 
contrairement à l'atrazine et que l'amplitude du changement d'absorbance 
entre 20 et 45'C, diminue d'env 20 et SX en présence de DCMO et d'atra­
zine, respectivement. Le DCHU semble donc affecter plus grandement le 
changement d'enthalpie de ce système, comparé g l'atrazine. Bien que la 
prétransition soit discrète dans le contrôlé, il semble qu'elle dispa­
raisse en présence de DCMU mais pas en présence d'atrazine. On suggère 
ainsi que le DCHU fluidifie la phase lipidique de DPPC. 
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19: Changement de turbidité en fonction de la température d'une 
suspension de liposomes. Les liposomes sont composés d'un 
extrait lipidique dépigmenté de membranes thylacoïdales 
d'Epinard après hydrogénation des doubles liaisons avec le 
catalyseur d'Adams. HGDG - 51. 5X. DGDG - 29.9X, SQDG - 11.41 et 
PG - 7.2X. La concentration lip.idique est de 0.25 mM dans du 
HOPS IO mM, pH 7.5. Après hydrogénation, la composition en 
acide gras se résume à 20.5X C,M. 77.9X C u o et 1.6X de C1ia. Les 
liposomes ont été préparés par la méthode de l'injection 

• rapide, ils ont ensuite été dialyses pendant 72 h. La suspens­
ion a été chauffée puis refroidie avec ou sans herbicide (0.033 
mH) . La turbidité est mesurée dans un spectrophotomètre Aminco 
DW-2a en mode "split beam" à 436 ± 3 nm. 



43 

O 
OO 

< 

UJ 
O 
Z 
< m 
O 
(O 
m 
< 

TEMPERATURE 
(0C) 

Fig. 20: Changement de turbidité d'une suspension de liposomes de DPPC 
(0.5 mM) contenant 2 raolX de Chi a dans du MOPS 10 mM, pH 7.5, 
en fonction de la température-. Les liposomes ont été préparés 
par la méthode de l'injection rapide (3.4X éthanol). La 
suspension a été chauffée puis refroidie en présence ou non de 
DCMU ou d'acrazine (0.033 mM). La turbidité est mesurée dans un 
spectrophotonetre Aminco DH-2a en mode "split beam" à 480 ± 3 
nm, afin d'éviter toute interférence avec l'absorbanee de la 
chlorophylle. 
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Dans le but de mieux interpréter les effets des herbicides sur le 
comportement thermotropique des lipides, nous les avons comparés avec 
ceux, bien connus, du cholestérol et de l'alcool benzylique. Le cholesté­
rol est reconnu comme agent fluidifiant au-dessous de la Tc et rlgidifi-
ant au dessus (Colley & Metcalfe, 1972; Demel & de Kruyff, 1976; Oldfleld 
& Chapman, 1972). Par contre, l'alcool benzylique fluidifie la phase 
lipidique sur toute la gamme de température (Turner & Oldfield, 1979). 
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Fig. 21: Courbes de changement d'intensité de la fluorescence émise par 
la ChI a en fonction de l'augmentation de température. La ChI 
a est incluse dans des liposomes de DPPC (0.033 mM) en suspen­
sion dans MOPS 10 mM, pH 7.5, DPPC/Chl a - 50 (mol/mol). (A) 
Courbes contrôle (•), + alcool benzylique, 10 mM (•) et + 
cholestérol 20 moli (•). (B) Liposomes de DPPC contenant 20 
molï de cholestérol et traités par 0.033 mM de DCMU (*) ou 
d'atrazine (*). La lumière d'excitation est de 440 ± 2.5 nm et 
celle d'émission est enregistrée à 680 ± 10 nie. Pour plus 
d'information, voir 3.2.1 et 3.3. 
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La FIg. 21A présente les effets de ces deux molécules sur des liposomes 
de DPPC (visualisés par les changements d'intensité de fluorescence en 
fonction de la température). On constate qu'en présence de cholestérol, 
i) l'intensité de fluorescence est plus faible que celle du contrôle sur 
toute la plage de température mesurée, il) que la plage de température 
de la phase de transition est importante (env 200C) et iii) que la Tc est 
difficilement observable, en accord avec les observations classiques 
(Houslay & Stanley, 1982). Ainsi, une fluidification de la membrane à 
l'état gel par le cholestérol, n'est pas identifiable par une augmenta­
tion d'intensité de la fluorescence de la ChI a, contrairement à l'alcool 
benzylique qui induit une augmentation.d'intensité de fluorescence en-
dessous de la T1 et une diminution au dessus. Il se peut que le cholesté­
rol favorise l'apparition de domaine riches en Chi a et des domaines 
riches en lipides, voire en cholestérol (séparation de phase). Dans le 
cas d'une séparation de phase des composés, le cholestérol favoriserait 
les formes dimériques et/ou multimériques au détriment de la. forme raono-
mérique de la ChI a; une telle possibilité est suggérée par Lee (1976), 
mais pour un pourcentage de cholestérol plus élevé. En présence d'alcool 
benzylique, la Tc et la T"c sont déplacées vers des températures plus 
basses, alors que seule la T'c disparaît en présence de 20 moli de 
cholestérol. 

Fig. 22: Déplacement de la température de transition de phase (Tc) de 
liposomes de DGDG de farine, saturé par le catalyseur d'Adam 
(14.91 C180, 82. SX C1Met 1. 5Z C,a:3) . Le "Double Bond Index" (DBI) 

i est modulé par le remplacement progressif des lipides saturés 
par des lipides natifs (7Ï Clft0, 2. 8X C1ft0, 5.1ï C,fc1, 79,3X C1Ba 
et 5.8Ï C1Jj). Les mesures de Tc ont été effectuées par la 
méthode fluorimétrlque; DGDG/Chl a - 50, cone. de DGDG - 0.033 
mM. 



46 

Nous avons suggéré précédemment que le DCHU jouait un rôle fluidifi-
cateur des liposomes de DPPC aux températures inférieures à la T1. Cette 
suggestion repose sur le fait qu'en présence de DCMU, la Te est déplacée 
vers les basses températures. En effet, si nous mesurons la T1 de 
liposomes constitués d'un lipide saturé et de quantités croissantes d'un 
lipide insaturé (p.ex. du DGDG natif d'épinard, Fig. 22), on constate que 
la T1 est d'autant plus basse que la proportion d'espèces insaturées 
augmente. L'abaissement de la Te par l'alcool benzylique est, à l'instar 
du DCHU, proportionnel à la quantité de l'agent mis en présence (Fig. 
23). Cependant, le DCHU est beaucoup plus efficace que l'alcool benzy­
lique. En effet, une diminution de la Tc de 41 à 39*C est obtenue pour un 
rapport DCMU/DPPC (mol/mol) de 0.5 alors qu'elle est obtenue pour un 
rapport alcool benzylique/DPPC de 145 (comparer Figs 14 et 23). D'autre 
part, la courbe d'abaissement de la T1 en fonction du rapport alcool 
benzylique/DPPC (Fig. 23) ne présente aucune "rupture", ce qui suggère 
que l'AB ne sature pas la phase raenbranaire, ou n'induit pas de sépara­
tion de phase entre les molécules de lipide et celles de ChI a, dans le 
domaine de concentration étudié. 

BA/DPPC (mol/mol) 
Fig. 23: Déplacement de la température de transition de phase (Te) de 

liposomes de DPPC de l'état gel à l'état liquide cristallin en 
fonction du rapport alcool benzylique (BA)/lipide. La con­
centration de la DPPC est de 0.033 mM. 
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Nous avons observé un effet antagoniste entre les herbicides et le 
cholestérol sur le comportement thermotropique des lipides, visualisé par 
les changements d'intensité de fluorescence en fonction de la température 
(comparer Figs 13 et 21A). En traitant des liposones contenant 20 mol* 
de cholestérol avec des herbicides, on peut s'attendre à ce que ces der­
niers restaurent un comportement thermotropique proche de celui du 
contrôle (exempt de cholestérol). 

La Fig. 21B montre que l'augmentation de fluorescence en fonction de la 
température, fortement atténuée par la présence de cholestérol, est 
partiellement restaurée par l'addition d'herbicides, l'atrazîne étant à 
cet égard plus efficace que le DCMU. Le cholestérol augmente la mobilité 
des têtes polaires, jouant un rôle de "spacer" (Shepherd & Büldt, 1979), 
ce qui pourrait favoriser la pénétration de l'atrazine et restaurer le 
signal fluorimétrique dans une plus large mesure que le DCMU. La prétran-
sition, qui est supprimée' par l'inclusion de cholestérol dans les 
vésicules de DPPC (Fig. 21A) n'a pas pu être restaurée par les herbi­
cides . 

En mesurant la réduction du cyt c par l'ascorbate dans des conditions 
telles que le A mesuré reflète le passage (sortie) de l'ascorbate à 
travers la bicouche, nous avons estimé la perméabilité à l'ascorbate chez 
des liposomes traités au DCMU et à l'atrazine en fonction de la tempé­
rature (Fig. 24). Si les herbicides n'accroissent pas significativement 
la perméabilité, ils la favorisent en revanche à des températures plus 
basses, relativement aux liposomes non traités. Le DCMU est à cet égard 
beaucoup plus puissant que l'atrazine, puisqu'à 38*C, 85X d'ascorbate ont 
déjà été libérés en présence de DCMU, contre 55 seulement en présence 
d'atrazine et 50X chez le contrôle. La perméabilité de la bicouche 
lipidique a l'ascorbate dépend donc de la température ainsi que de l'état 
et de la structure de la membrane (Krainev & Vainer, 1989). D'une manière 
générale, la présence du DCMU permet de dimLnuer de 2*C la température 
à laquelle 1'efflux d'ascorbate a lieu chez les vésicules contrôle. De 
plus, on constate que la perméabilité des liposomes de DPPC à l'ascorb­
ate, qui augmente entre 20 et 42-43*C, est essentiellement nulle hors de 
ce domaine de température. 
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Fig: 24: Mesure de la perméabilité des membranes liposomales de DPPC (20 
mH) à l'ascorbate, en fonction de l'augmentation de tempé­
rature . Pour plus de détail sur la technique, voir 3.2.3. 

Courbe contrôle ( )', + DCMU à 0.033 mH ( ) et + 
atrazine à 0.033 mH ( ). Le niveau maximal de réduction du 
cytochrome c en présence de 0.1X TX-100 est indiqué en haut à 
gauche. 
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4.3 Coefficient de partape des herbicides 

Dans le but d'expliquer les effets perturbateurs des deux herbicides 
sur les vésicules de DPPC (DCKU > atrazine, Figs 13, 18, 20, 24), sur les 
vésicules de DPPC contenant du cholestérol (atrazine > DCMU, Fig. 21) et 
sur des vésicules composées de lipides thylacoïdaux (DCMU > atrazine, 
Figs 17, 19), nous avons estimé la capacité de pénétration de ces 
herbicides dans la phase lipidique au dessus de la Te en mesurant leur 
coefficient de partition (Kp). La Fig. 25 présente la dialyse progressive 
du DCMU (Fig. 25A) et de 1'atrazine (Fig. 25B) du compartiment (a) vers 
le (b). Environ 24 heures sont nécessaires afin d'atteindre l'équilibre. 
Comparés au contrôle (courbes 1), les deux herbicides diffusent plus 
rapidement et plus abondamment lorsque les vésicules de DPPC sont dans 
le compartiment (b) (courbes 2) mais plus lentement et en plus faible 
quantité lorsque Les liposomes sont présents dans le compartiment (a) 
(courbes 3). Avec le DCKU ces différences sont plus marquées qu'avec 
1'atrazine. Des expériences similaires ont été conduites avec des 
vésicules contenant 20 raolX de cholestérol et avec des vésicules 
préparées à partir de lipides thylacoïdaux hydrogénés (résultats 
détaillés non montrés). A partir de ces résultats, les coefficients de 
partition on été déterminés (Tab. I). On constate que le DCMU partitionne 
40 fois plus que l'atrazine dans des liposomes de DPPC (200/5). Chez les 
vésicules de DPPC contenant 20 mol* de cholestérol, la pénétration de 
l'atrazine est fortement favorisée, ce qui réduit l'écart à environ 6 
fois (220/35). Dans des liposomes de lipides thylacoïdaux, le DCMU 
partitionne mieux que dans des vésicules de DPPC (Kp-290 contre 200), 
alors que l'atrazine ne partitionne que très faiblement dans les deux cas 

La partition des herbicides dans le système lipides thyLacoildaux 
hydrogénés/eau n'est pas fondamentalement différente de celle observée 
dans le système DPPC/eau. Ceci suggère que la nature des têtes polaires 
n'a que peu d'influence sur la partition des herbicides. Par contre, il 
semblerait que la longueur des chaînes acylées joue un rôle prépondérant 
dans la partition des petites molécules. En effet, Antunes-Madeira & 
Madeira (1984, 1987) mesurèrent des K,, de 1950, 650 et 270 pour le 
parathion et de 225, 135 et 48 pour le malathion (deux insecticides) dans 
des membranes de DM-, DP- et DSPC, respectivement. Pour les trois types 
de vésicules étudiés, le coefficient de partition du DCMU a toujours été 
plus élevé que celui de l'atrazine. Comme la pénétration de l'atrazine 
est accrue par un facteur 7 lorsque du cholestérol est inclus (20 molï) 
dans les liposomes de DPPC, il est très probable que les deux herbicides 
interagissent principalement avec les chaînes acylées de la bicouche. 



50 

14 

IZ' 

10 15 20 25 0 

I 
Z 
3 

• 
OCMU 
DCMU 
DPPC-DCMU 

b 

DPPC 

25 0 

TIME (hours) 

20 ZS 

—— 12 

- 10 

0.8 a 

I 
Z 
3 

a 

ATHA 
ATRA 
DPPC'ATRA 

b 

DPPC 

14 

0.6 

0.4 cc 

0.2 

10 15 20 
0.0 

25 

TIME (hours) 

Fig. 25: Courbe de diffusion des herbicide des compartinents (a) vers 
les compartiments (b) en fonction du temps et à 50"C. Pour une 
meilleure compréhension, voir FIg. 2 et § 3.4. 

(A) Diffusion du DCMU; courbe L - DCMU en (a) seulement, 
courbe 1 ->. DCKU en (a) et DPPC en (b) et courbe 3 - DCMU 
et DPPC en (a). 

(B) Diffusion de l'atrazine; courbé 1 - atrazine en (a) 
seulement, courbe 2 - atrazine en (a) et DPPC en (b) et 
courbe 3 - atrazine et DPPC en (a). 
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A partir.des résultats de la Fig. 21, on pourrait conclure que les 
herbicides abolissent l'effet du cholestérol, l'atrazine étant à cet 
égard plus efficace que le DCMU. Par contre, à partir des résultats'du 
Tab. I1 on réalise que le DCMU partitionne dans la phase lipidique dans 
des proportions beaucoup plus importantes que l'atrazine, Ainsi, pour une 
même concentration d'herbicide (bulk)', l'atrazine apparaît comme un agent 
plus perturbateur que le DCHU, lorsque les conditions lui permettent de 
pénétrer les bicouches lipidiques (c-è-d quand les vésicules sont dans 
un état liquide cristallin ou fluide ou/et en présence d'un agent 
chimique tel que le cholestérol, qui induit dudésordre en espaçant les 
molécules de lipides à l'état gel). 

HERBICIDES 

PARTITION COEFFICIEHTS IH VESICLES MAOE OF : 

DPPC + 20 molt HYDROGENATED 
CHOLESTEROL TUYIAKOID LIPIDS 

DCHU 200 220 290 

ATRAZINE 5 35 5 

Tab. I: Les coefficients de partition (Kp) du DCHU et de l'atrazine dans 
divers liposomes correspondent aux rapports de la concentration 
d'herbicide dans la phase lipidique / la concentration d'herbi­
cide libre dans le milieu aqueux extérieur (HOPS 10 mH, pH 
7.5). Pour les liposomes de DPPC et de DPPC + 20 molX de 
cholestérol, les Kp ont été calculés à partir de mesures 
effectuées à 50°C et pour les liposomes de lipides thylacoïdaux 
hydrogénés, à 600C. 

5 RESUME 

Nous avons étudié les effets de deux herbicides PS-II importants 
(l'atrazine et le DCMU) sur le comporteinent therraotropique de plusieurs 
classes de lipides saturés différant soit par la longueur de leurs 
chaînes acylées, soit par le groupement de leur tête polaire. Nous avons 
'aussi déterminé la partition de ces deux herbicides entre un milieu 
aqueux et la partie lipidique de vésicules unilamellaires. Les résultats 
montrent que l'atrazine et le DCHU altèrent le comportement thermotro­
pique des lipides dans des proportions différentes, ce qui peut être 
expliqué, en partie, par leurs différents coefficients de partition. 
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6 CONCLUSIONS DE LA PREMIERE PARTIE 

Les herbicides DCHU et atrazlne suppriment la prétransition et abais­
sent la Te des membranes lipidiques en ayant une action fluidifiante. 
L'atrazine a cependant des effets plus limités dans des vésicules à 
l'état gel. De plus, ces deux molécules partitionnent à des degrés 
différents dans les bicouches lipidiques. On aura toutefois noté, dans 
cette première partie, que les concentrations des différents herbicides 
sont élevées (env. 1000 fois supérieures à celles utilisées pour 
atteindre une demi-inhibition sur des membranes thylacoïdales). 
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PHENOLOGIE ET MORPHOLOGIE DE 
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Suivant l'angle sous lequel on l'examine et 
la classification inéluctablement artificiel­
le que l'on adopte, l'adaptation spécifique 
comporte des aspects biochimiques, physio­
logiques, anatomiqucs, morphologiques, au 
point que l'ensemble des sciences de la vie 
pourrait être ramené à des problèmes adapta­
tifs. L'adaptation spécifique assure la 
pérennité de chaque espèce, tant que le 
milieu auquel celle-ci est adaptée restera 
lui-même permanent. Toute modification 
notable des conditions extérieures, sup­
primant l'équilibre préexistant, engendrera, 
au contraire, une inadaptation qui provoquera 
la disparition de l'espèce ou, dans le cas le 
plus favorable, son évolution. 

. Charles Bocquet 
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Depuis la découverte des premières populations présentant une rési­
stance chloroplastlque aux triazines (Ryan, 1970; Bandeen & Hc Laren, 
1976), ce mode de résistance a été observé chez plus d'une douzaine 
d'espèces végétales (Gressel et al., 1982) et décrit par Souza Hachado 
et al. (1977) et Pfister & Arntzen (1979). Toutefois, les relations 
existant entre biotypes sensibles sauvages et biotypes sélectionnés par 
des traitements herbicides répétés sont encore inconnues. 

En raison d'une croissance lente et d'une fructification tardive chez 
les individus résistants de Chenopodium album, Gressel (1979) postula que 
ces biotypes sont moins bien adaptés au milieu d'origine que les indivi­
dus sensibles. De fait, Conrad & Radosevich (1979) ont montré une 
meilleure compétitivité des individus sensibles par rapport aux résist­
ants chez Senecio vulgaris et Amaranthus retroflexus, comme l'ont montré, 
dans une moindre mesure. Marriage & Warwick (1980) chez Chenopodium 
album. 

Ces observations sont en accord avec l'hypothèse émise par Gressel & 
Segel (1978) selon laquelle ces populations résistantes se sont dévelop­
pées après désherbage chimique, à partir de types résistants, normalement 
contre-sélectionnés en l'absence de traitement herbicide mais existant 
néanmoins en faible fréquence dans les stations. 

Cependant, le manque de données sur les populations de ces individus 
résistants dans les populations originelles, ainsi que l'observation de 
l'extension de ces biotypes, même en l'absence de la pression de sélec­
tion due à l'herbicide (Gasquez et al. , 1981), nous ont amenés à 
préciser les différences de comportement qu'ils pourraient présenter par 
rapport aux sensibles. 

2 BUT DE LA DEUXIEME PARTIE 

Cette deuxième partie nous permettra de présenter le matériel qui est 
à la base d'un tel travail de doctorat. Afin de connaître le matériel 
biologique, nous avons entrepris plusieurs cultures successives de la 
morelle noire (Solanum nigrum L.) que nous avons échelonnées sur une 
période de dix mois. Nous disposions de six biotypes de cette mauvaise 
herbe, trois résistants et trois sensibles à 1'strazine. 

Cette approche devrait nous permettre, pour les six biotypes: 

• de déterminer le degré de germination. 
• de définir des conditions optimales de culture.-
- d'apprécier la phénologie dans les conditions culturales 
choisies. 

• de caractériser la morphologie. 
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Ainsi nous espérons maîtriser et résoudre un problème déterminant des 
sciences biologiques, qui est la "logistique" du matériel vivant. En 
effet, il est capital, lors d'une étude physiologique, d'optimaliser et 
de standardiser les Méthodes de culture afin que le matériel utilisé 
soit, dans les limites du monde vivant, aussi stable que possible. Au 
terme de cette étude, nous devrions être en mesure de choisir un biotype 
résistant et un biotype sensible bien distincts If'un de. l'autre qui nous 
permettront d'aborder le thème principal de notre travail, qui est 
l'interaction des herbicides avec les lipides acylés des membranes 
thylacoïdales. 

Dans cette deuxième partie, nous chercherons à obtenir: 

des conditions culturales permettant de suivre plusieurs cultures 
dans l'année. 

une production aussi faible que possible des éléments reproducteurs 
qui ralentissent la croissance et provoquent une augmentation des 
alcaloïdes dans les plantes (alpha, beta et gamma solanlnes, chaco-
nines, solanocapsine, solasidine, solasonine, etc..) qui perturbent 
l'extraction de membranes fonctionnelles, 

un grand nombre de feuilles, avec une surface foliaire la plus grande 
possible. 

3 MATERIEL 

Identification de la plante 

Une des espèces les plus répandues dans le genre Solanum (Solanaceae) 
est la plante connue sous le nom de morelle noire, .Solanum nigrum L. (E-
dmonds, 1979; Weller & Phipps, 1978/79; Ogg et ai., 1981). Elle est 
répertoriée dans 61 pays entre les latitudes 54e N et 45" S et dans 37 
types différents de culture (HoIm et al.1977). 

Benthan & Hooker, (1924) décrivent Solanum nigrum ainsi : 

annuelle ou bisannuelle, dressée a plusieurs ramifications et 
d'environ 30 cm de haut. En Angleterre généralement glabre ou 
presque et poilue ou rugueuse sur le Continent. Feuilles pècio-
lées, ovales à dents angulaires et irrégulières. Fleurs 
petites, blanches, disposées en cymes, voire même contractées 
en ombelles sur de courts pédoncules latéraux. Baies petites, 
noires, généralement globulaires, mais parfois, plus spéciale­
ment sur le Continent, vertes, jaunes ou légèrement allongées. 
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4 METHODES 

4.1 Comptage chromosomique 

Pour ce comptage , nous avons utilisé l'extrémité de racines de plan-
tules âgées de cinq jours et ayant germé au phytotron dans des boites de 
Petri. 

a) Pré-traitement dans une solution d'hydroqulnoline pendant deux 
heures. Le pré-traitement provoque un raccourcissement des chromo­
somes qui rend leur comptage plus aisé. 

b) Fixation dans une solution composée d'une part d'acide acétique 
glacial et de trois parts d'alcool absolu. 

c) Pré-coloration en ajoutant à 15 ml de.la solution précédente une 
goutte d'acétate de fer et dix gouttes de carmin acétique. Repos à 
l'obscurité et à température ambiante durant trois semaines. 

d) Coloration dans une solution de 5 ml de carmin acétique additionnée 
d'une goutte d'acétate de fer. Repos une heure, puis chauffage deux 
minutes sans ebullition. Adjonction de deux ml d'acide acétique è U5X 

e) Observation d'un mm d'extrémité radiculaire placé entre lame et 
lamelle dans une goutte de solution de coloration. Ecrasement de la 
préparation par pression (squash). Comptage au microscope à immers­
ion. 

4.2 Germination 

4.2.1 Extraction et stockage des graines 

Les fruits sont pressés et les graines nettoyées sous un courant 
continu d'eau froide (HoIm ec al., 1977) . Les graines sont soit directe­
ment semées, soit séchées sur papier buvard a température ambiante 
pendant 2-3 jours puis stockées au réfrigérateur (+4'C) dans des récipi­
ents fermés. 

4.2.2 Germination dans le phytotron en boite de Petri 

Nous avons utilisé des boites de Petri en plastique de 7 cm de 
diamètre au fond desquelles est disposé un papier buvard mouillé en 
permanence avec de l'eau distillée. Aucune solution nutritive n'est 
rajoutée. Cent graines par population et par boite constituent notre 

échantillon. 
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. 4.2.3 Germination en terre dans la serre 

Des bacs à semis en Eternit (23x13x6 cm) sont remplis avec un mélange 
complet de terre , composé de 6 parts de terre franche, 1-2 part(s) de 
sable grossier et d'un Kg/ms d'engrais complet (HATO). Chaque bac à semis 
a été séparé en son milieu par une planchette de bois permettant de semer 
deux populations par bac. Le jour de la mise en germination, les seats 
sont arrosés avec une solution contenant un fongicide (PREVICUR) con­
centré à O.lï Les semis sont recouverts d'une fine couche de terre 
tamisée. « 

4.3 Choi,x du "biotope" cultural 

Trois possibilités nous étaient offertes à l'Institut de Botanique de 
l'Université de Neuchâtel : 

- la culture en serre tempérée 
- la culture en phytotron 
- la culture en couche à l'extérieur 

4.3.1 La culture en serre tempérée 

Nous avons choisi, pour toutes nos cultures, le même mélange complet 
de terre décrit sous le point 4.2.3 . 

Lorsque les plantes ont atteint le stade de l'émission des cotylédons 
et/ou de la première feuille, ils sont transférés des bacs à semis dans 
des pots en terre cuite de 7 cm de diamètre, à raison d'une plante par 
pot. Les pots sont alors disposés sur des plateaux pour en faciliter le 
maniement. Il est à noter que si la transplantation est trop tardive, les 
plantuies subissent vraisemblablement un traumatisme et, de ce fait, 
développent rapidement leur appareil reproducteur (Penel et al., 1985). 

La température et l'humidité relative ont été mesurées tout au long 
de notre étude à l'aide d'un thermohygromètre (CIR-17). Le nombre 
d'heures d'éclairement diurne quotidien nous a été communiqué par les 
services de l'observatoire de Neuchâtel (Jornod, 1987). De novembre à 
début février, nous avons suppléé au faible éclairement diurne par un 
complément de lumière artificielle fourni par six ampoules de 75W 
entourées d'une corolle en aluminium qui permet d'augmenter l'irradiance 
au niveau des plantes. 

4.3.2 La culture en phytotron 

Nous n'avons cultivé qu'une population dans le phytotron avec le même 
matériel décrit précédemment, les conditions étant les suivantes : 
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• photopériode 14 h de lumière de 0700 à 2100 
10 h d'obscurité de 2100 à 0700 

- irradlance 2.5 mW/cm2 

lampes Osran-L-fluora 65U/77R, 
Sylvania grolux F65 TL/6R0, 
Philips (pope) FT 65W/34 de luxe 

- température et humidité température(°C) humidité(X) 

jour : 26 
nuit : 20 

70 
85 

4.3.3 La culture en couche à l'extérieur 

Les morelies ont été cultivées dans le jardin expérimental après que 
leurs germination et initiation de croissance se soient déroulées en 
serre. 

4.4 La phénologie 

Remarque: phénologie et morphologie sont basées sur un échantillonnage de 
50 Individus lors de chaque culture et pour chaque biotype. 

4.4.1 Détermination du nombre de feuilles émises jusqu'au 
premier pédoncule floral 

Elle se fait par simple dénombrement, la paire de cotylédons comptant 
pour un. 

4.4.2 Mesura de la hauteur 

Mesurée em cm, elle s'effectue au moyen d'une règle métallique 
graduée. La mesure porte sur la distance séparant le collet du méristème 
apical le plus élevé. 
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4.4.3 Détermination du nombre de fruits mûrs portés par le 
premier pédoncule floral 

Elle se fait également par simple comptage des fruits mûrs (violets 
ou jaunes) portés sur le premier pédoncule reproducteur. 

4.5 La morphologie 

Nous avons porté notre attention sur trois paramètres: 

- l'aspect général des plantes 
- les feuilles 
- les fruits 

6.5.1 L'aspect général des plants 

Il dépend, outre de la hauteur, du nombre de ramifications de la tige 
et du diamètre de cette dernière, qui peut déterminer un port plutôt 
érigé ou couché du végétal. Le diamètre est mesuré à l'aide d'un calibre 
et exprimé en cm. 

4.5.2 Les feuilles 

Six paramètres de la Sème ou 9ème feuille de chaque plante seront 
étudiés; 

- le poids sec 
- la longueur du pétiole 
- la pilosité 
- le nombre de dents 
- l'indice de découpure 
- la surface 

4.5.2.1 Le poids sec des feuilles 

est déterminé en mg, après séchage des feuilles à 35*C, pendant trois • 
semaines. 

4.5.2.2 La longueur des pétioles foliaires 

est mesurée à l'aide d'une règle et exprimée en cm. 
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4.5.2.3'La pilosité des feuilles 

est déterminée à l'aide d'une loupe binoculaire à faible grossissement 
(1Ox). Elle porte sur une portion d'un era* située arbitrairenent au 
centre de la face abaxiale de la feuille, à droite de la nervure princi­
pale. Cette portion est déterminée par un cache. 

4.5.2.4 Le nombre de dents foliaires 

est déterminé par simple comptage. 

4.5.2.5 L'indice de découpure des feuilles (I.d.f) 

tient compte de la profondeur des découpures et fait abstraction de la 
grandeur des feuilles, toujours très variable d'un individu à l'autre. 
Cet indice est le rapport entre la profondeur du sinus entre deux lobes 
foliaires et la largeur du lobe, mesurée de la nervure principale jusqu'à 
l'extrémité d'un lobe moyen d'une feuille caulinaire (Gremaud, 1981). 

b 
I.d.f - -

lorsque l'indice tend vers un, la feuille est entière,lorsqu'il tend 
vers zéro,la feuille est très découpée. 

4.5.2.6 La surface foliaire 

est déterminée à l'aide d'un appareillage digital "Automatic Area Meter" 
(AAM-S Hayaski Denka) qui permet une lecture directe de la surface en 
cm2. 

4.5.3.Les fruits et les graines 

Cette étude tient compte de 50 fruits .récoltés au hasard sur chaque 
plant. 
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Cinq paramètres sont considérés : 

- le diamètre 
- le poids frais 
- le nombre de graines par fruits 
- le poids des graines 
- le pourcentage de graines avortées 

4.5.3.1 Le diamètre des fruits 

dont la mesure s'effectue à l'aide d'un calibre et qui est exprimée en 
en. 

4.5.3.2 Le poids frais des fruits 

déterminé par pesée directe juste après la récolte des fruits et exprimé 
en mg. 

4.5.3.3 Le nombre de graines contenues dans les fruits 

est déterminé par simple comptage. 

4.5.3.4 Le poids des graines 

correspond à une pesée directe basée sur cent graines. 

4.5.3.5 Le pourcentage de graines avortées 

est estimé par comptage du nombre de graines dans des fruits immatures 
(n-25) et exprimé par rapport au nombre de graines contenues dans des 
fruits mûrs (n-25). 

5 TRAITEMENT MATHEMATIQUE DES DONNEES 

Face à la grande quantité de données traitées, nous avons opté pour 
un traitement statistique par l'informatique. Pour ce faire, nous avons 
utilisé les ordinateurs VAX / VMS du centre de calcul de l'Université de 
Neuchâtel et nous nous sommes appuyés sur les modes de langages et 

logitiels suivants : 
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- "EDT" pour l'entrée des données numériques 
- "FORTRAN" pour les programmes se rapportant aux données numér­

iques de l'éditeur EDT 
- "P-STAT" pour, le traitement purement statistique 

6 ORIGINE ET ABREVIATION DES SIX BIOTYPES 

6.1 Origine des six biotypes 

Quatre biotypes nous ont été offerts par M. le Dr J.. Gasquez de l'INRA 
{Dijon, France). 

Un biotype nous a été offert par H. le Dr E. Beuret de la Station de 
Recherches Agronomiques de Changins (Suisse). 

Un biotype a été récolté dans des cultures de vigne de la région neuchâ-
teloise (Suisse). 

6.2 Abréviation des six biotvpes 

Comportement des biotypes vis-à-vis de l'herbicide : 

R - résistants 
S - sensibles 

Couleur des baies : 
j - jaunes 
n - noires 

Provenance des biotypes : 
F — France 
CH - Suisse 

Avant de commencer cette étude, les six biotypes ont été mis en cul­
ture, les fruits récoltés et les graines extraites. Ainsi les graines des 
différents biotypes auront subi le même traitement et auront toutes le 
même âge lorsqu'elles seront mises en germination pour', cette étude 
phénologique et morphologique. 
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7 RESULTATS ET DISCUSSIONS 

7.1 Comptage chromosomique 

Chez Solanum nigrum, on a décrit de nombreuses sous-espèces et 
variétés fondées sur la couleur et la forme des baies et pourtant dans 
Flores europea, les plantes à baies jaunes et globuleuses ne peuvent être 
déterminées. En fait ce complexe est composé de trois niveaux de ploïdie: 
2n-24 et 2n-48 qui sont à l'origine de l'hexaploïde 2n-72 (Tandon & Rao, 
1966). Les plus- répandus'sont les tétraploïdes (S. luteum) qui ont des 
baies plutôt allongées, Jaunes, orangées ou rouges et surtout les 
hexaploïdes (S. nigrum) avec des baies globuleuses noires. La distinction 
de sous-espèces par la couleur des baies apparaît comme superflue, car 
les populations sont souvent mixtes avec des individus hétérozygotes pour 
ce caractère. Chez les hexaploïdes, le déterminisme est monogénique avec 
dominance du noir sur le jaune (Gasquez er al. , 1981). En fait, il 
n'existerait que deux sous-espèces de Solanum nigrum hexaploïde, qui sont 
la sous-espèce nigrum à poils non glanduleux et la" sous-espèce schulcesii 
à poils glanduleux (Weiler & Phipps, 1978). 

Nous avons entrepris un comptage chromosomique afin de vérifier que 
nos six biotypes appartiennent bien au même niveau de ploïdie. Ainsi, les 
six populations sont hexaploïdes à 72 chromosomes (FIg.1). 

Fig. I: Noyau cellulaire en division, vu au microscope (1500 X). Dessin 
obtenu par projection en chambre claire-prisme à miroir. 
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Les trois populations résistantes ainsi que les trois populations 
sensibles appartiennent au même degré de ploïdie. En outre, déjà Gasquez 
et Compoint (1981) relataient que les individus résistants aux triazines 
d'une population de Chenopodium album ne sont constituées que d'un seul 
phénotype. • . 

7.2 La germination 

7..2.1 Le stockage des graines 

Trois méthodes de conservation des graines sont communément utilisées 
(HoIm et al., 1977): 

conservation à température ambiante des graines sèches. 
envelopper les graines dans du papier et les mettre dans du sable 
humide maintenu à 17°C. 
conservation à 4DC des graines sèches dans un récipient fermé. 

Les deux premières méthodes présentent le désavantage de faire germer 
les graines uniquement sous l'influence d'une forte alternance de 
température (Lauer, 1953; Steinbauer e t a l . , 1955; Wakhloó, 1964), alors 
qu'un stockage à 4°C permet aux graines de germer sitôt celles-ci mises 
en germination en condition humide et a température ambiante. Nous avons 
donc choisi ce dernier mode de conservation, puisqu'il permet une 
germination au phytotron où la température est relativement constante. 
De plus, il présente un taux de germination supérieur a ceux résultant 
des autres modes de stockage (Rogers & Ogg, 1981). 

Les graines conservées sèches à température ambiante germent très 
bien après un mois de stockage (Bürget & Brunside, 1972), mais leur 
longévité n'est que de deux ou trois ans (Givelberg & Horowitz, 1984), 
alors qu'à basse température, nous pouvons compter sur un taux de 
germination satisfaisant (70-100X) sur une longue période (jusqu'à six 
ans). 
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7.2.2 Modes de mise en germination 

7.2.2.1 Germination en boite de Petri 

Ce node de germination a toujours été effectué au phytotron, en 
conditions stables mais avec des graines d'âge différent (Tab.I). 

CONDITIONS X DE GERMINATION AU 

AGE DES GtiAÌHES (HOIS) O* 3 

B 
I 
0 
T 
Y 
P 
E 
S 

R / J / F 
S / j / F 

R / n / F 
S / n / F 

R/n/CH 
S/n/CH 

1 0 0 . 0 9 0 . 0 
9 8 . 0 1 0 0 . 0 

1 0 0 . 0 1 0 0 . 0 
1 0 0 . 0 1 0 0 . 0 

8 6 . 0 1 0 0 . 0 
8 6 . 0 9 0 . 0 

4 

80 .9 . 
1 0 0 . 0 

1 0 0 . 0 
9 9 , 0 

9 4 . 3 
5 9 . 0 

PHYTOTRON DANS 

6 

8 6 . 5 
9 7 . 3 

9 9 . 7 
9 9 . 7 

8 1 . 2 
8 1 . 2 

10 

6 2 . 0 
1 0 0 . 0 

1 0 0 . 0 
1 0 0 . 0 

9 6 . 0 
9 0 . 0 

H20 

20 

7 
7 

? 
? 

1 0 0 . 0 
9 5 . 0 

* Germination des graines sitôt après leur extraction des fruits. 

Tab. I: Pourcentage de germination dans des boites de Petri au phyto­
tron de graines d'âge différent des six biotypes. 

Nous constatons, pour les graines de tous les biotypes et à tous les 
âges confondus, un taux élevé de germination (93 ± 10X) lorsque celle-
ci est effectuée dans des boites de Petri au phytotron et soumise à des 
conditions physico-chimiques constantes. Dans le laps de temps étudié, 
l'âge des graines ne semble pratiquement pas affecter le pourcentage de 
germination; des graines âgées de vingt mois ont encore un pourcentage 
maximal de germination pour le biotype R/n/CH. Par contre Ogg & Dawson 
(1984) ainsi que Givelberg & Horowitz (1984.) observent une baisse de la 
germination en fonction du temps chez les graines de Solanum nigrum âgées 
entre six et douze mois. Comme le montre le Tab.I., il n'est pas possible 
de différencier les biotypes entre eux sur la base de leur taux de 
germination en boite de Petri au phytotron, bien que les taux de germina­
tion du biotype R/j/F diminuent légèrement en fonction du temps de 
stockage. 

7.2.2.2 Germination en terre en serre tempérée 

Nous ne considérerons plus l'âge des graines puisqu'il ne semble pas 
Influencer le pourcentage de germination, pour des graines âgées de vingt 
mois ou moins, mais plutôt l'époque de l'année pendant laquelle c&s 
graines ont été mises à germer en conditions physico-chimiques variables 
(Tab.II). 
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CONDITIONS 

EPOQUE 

B 
I 
O 
T 
Y 
P 
E 
S 

R/J/F 
S/j/F 

R/n/F 
S/n/F 

R/n/CH 
S/n/CH 

• 

SERRE / 

DECEMBRE 

4.3 
15.7 

2.0 
0.0 

2.7 
1.7 

TERRE (X 

AVRIL 

32.1 
56.2 

28.3 
19.8 

7.7 
34.7 

de germination) 

MAI 

7 
? 

7 ' 
7 

26.0 
30.8 

JUILLET 

30.0 
41.0 

45.0 
79.0 

3.0 
23.0 

Tab. II: Germination des graines des six biotypes en terre et dans la 
serre à différentes époques de l'année. 

Dans ce 2ème tableau, nous observons, pour les graines de tous les 
biotypes et aux quatre époques de 1'année confondus, une moins bonne 
homogénéité entre les différents biotypes et surtout une forte baisse des 
pourcentages de germination (23.5 ± 20.9X) par rapport aux germinations 
effectuées .en phytotron (93.0 ± 10X), Il apparait également que les 
germinations effectuées en hiver présentent des taux très faibles, alors 
qu'au printemps ils tendent à augmenter. Ainsi, au mois de décembre alors 
que l'éclairement (<11 h) et la tenpérature (< 20 'C) sont faibles, le 
taux de germination est également faible, voire nul (0 - 15.7X), ce que 
Robert & Lockett (1978) mirent déjà en évidence chez la même mauvaise 
herbe. Par contre, des graines semées au printemps, quand la température 
et la durée d'éclairement s'accroissent (Fig.3), les pourcentages de 
germination augmentent sensiblement (7.7 - 56.2X), et en juillet, les 
taux de germination sont encores élevés (3 - 79X). 

Il apparait de fortes variations dans les pourcentages de germination 
entre les biotypes, nais pas de manière régulière aux différentes époques' 
de l'année prises en considération. Néanmoins, on constate, considéré 
globalement pour les mois d'avril, mai et juillet, un plus fort pourcent­
age de germination chez les biotypes sensibles que chez les résistants 
(Tab.III). 

BIOTYPES 

J/F 
n/F 
n/CH 

X de germination 

sensibles 

48.6 
49.4 
29.5 

résistants 

31.1 
36.7 
12.2 

Tab. Ill: Pourcentages de germination des différents biotypes considérés 
globalement pour les mois d'avril, mai et juillet. 
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Le facteur externe limitant la germination est la température 
(Courtenay, 1968), cependant il existe un lien étroit entre la tempé­
rature et l'éclalreraent (Toole eC al.,1955). Lorsque la température est 
constante, la germination optimale a lieu entre 20 et 30"C (Bürgert & 
Burnside, 1972; Givelberg & Horowitz, 1984) avec alternance de périodes 
lumineuses et obscures. Un faible taux de germination est obtenu seule­
ment sous lumière continue avec une température avoisinant 15*C, de mene 
qu'à l'obscurité totale et à "une température de 35°C (Singh, 1970). 

D'une manière générale, nous avons observé un meilleur pourcentage de 
germination en phytotron qu'en serre. Dans ce dernier cas, le taux de 
germination oscille entre 0 et 16% en décembre pour une température 
variant entre 15 et 21'C et passe en avril de 8 à 561 pour une tempé­
rature située entre 18 et 23*C, 11 atteint en juillet 79X aux tempé­
ratures variant entre 22 et 28*C (Tab.2). Notons a propos de ce dernier 
taux, que la serre joue un rôle tampon relativement à la température. En 
effet, l'amplitude de variation entre les températures diurnes et 
nocturnes est fortement atténuée, ce qui n'est pas le cas dans la nature 
où les. plantes doivent affronter une amplitude de température plus grande 
qui peut, ainsi, devenir un facteur limitant (Ogg & Dawson, 1981). En 
outre, les germinations en boite de Petri au phytotron sont plus homo­
gènes dans le temps que les germinations effectuées en terre en.serre 
tempérée (Fig.2). Les graines cessent de germer après environ 20 jours 
en boite de Petri au phytotron, alors qu'environ 40 jours sont néces­
saires en terre en serre tempérée. 

Sans étudier en détail le phénomène *de la dormance, 11 apparaît que 
celle-ci serait induite pat les chaleurs de l'été (Courtenay, 1968) et 
prolongée par les froids de l'hiver jusqu'en février (Givelberg et 
al.,1984), lorsque .les alternances de température provoquent sa levée 
(Koch, 1970; Feast & Roberts, 1970; Roberts 6. Boddrell, 1983). La levée 
de la dormanee est due à un changement dans l'équilibre stimulateurs -
inhibiteurs à l'intérieur de la graine, la germination survenant lorsque 

cet équilibre se déplace vers la stimulation (Carcia-Baudin & Aguirre, 
1983). La dormanee n'est pas uniquement thermolabile, mais également 
photolabile. En effet, lors de la germination en boite de Petri, les 
graines sont en contact direct avec la lumière et nous avons constaté que 
le pourcentage de germination est supérieur, comparé a celui des graines 
recouvertes d'une couche de terre. Ceci pourrait mettre en évidence une 
photosensibilité positive. La dormance serait alors de type tégumentaire: 
la lumière captée par un photorécepteur, le phytochrome, localisé dans 
l'embryon, déclenche un mécanisme qui permet de surmonter l'inhibition 
germinative due aux téguments (Heller, 1979). 
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Fig. 2: Pourcentage de germination du biotype S/j/F en fonction du 
temps de culture en phytotron et en serre tempérée à deux 
époques de 1'année. 

Des cas de donnance atteignant 39 ans ont été signalés chez des 
graines de Solanum nigrum profondément enfouies dans le sol (Toole & 
Brown, 1946), mais généralement, à la faveur des labours, les graines de 
morelle germent au printemps de l'année suivant les moissons. 

La dormance peut être évitée lorsque des graines sont semées mouil­
lées, après leur extraction des fruits mûrs (Uakhloo, 1964). Dans ce cas, 
le taux de germination est élevé (dans notre, cas 88 et 100%), mats les 
-semailles sont peu aisées. Dans le cas d'extraction dea graines de fruits 
immatures, le pourcentage de germination est faible, (entre 2 et 22X). 



70 

7.3 Choix du "biotope" cultural 

Les facteurs externes (température, humidité relative, photopériode) 
de même que le temps nécessaires à la maturation des cinq cultures sont 
représentés dans la Fig.3. 

Par souci de clarté, nous comparerons le biotype S/j/F cultivé soit 
au phytotron, soit en serre tempérée, et ceci à cinq époques de l'année 
(Figs 4, 5 et 6). Néanmoins, nous avons étudié et quantifié les différ­
entes conditions de culture pour les cinq autres biotypes, il nous est 
apparu superflu de les présenter car le comportement de ces biotypes est 
proche de celui de S/j/F, pris ici comme exemple. 

Concernant la culture en couche, nous n'avons pas fait de mesure, 
nous limitant à estimer la croissance et l'aspect général des différents 
biotypes. En effet, il nous est rapidement apparu que les cultures à 
l'extérieur n'offraient pas un matériel adéquat à notre étude (long temps 
de culture, surface foliaire petite, feuilles endommagées par les 
intempéries). 
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Fig. 3 : Paramètres et conditions de culture en serre tempérée. Pour 
plus d'information, voir le texte. 

Pendant dix mois, nous avons entrepris cinq cultures successives 
(Fig.3). Dans cette figure, nous avons représenté les époques de l'année 
pendant lesquelles les cultures ont été effectuées ainsi que les 
conditions extérieures principales. Le nombre d'heures de lumière diurne 
nous a été communiqué par les services de l'Observatoire de- Neuchâtel 
(Jornod, 1987). De novembre à début février, nous avons suppléé à la 
courte période lumineuse par un complément de lumière artificielle. 
L'humidité relative ainsi que la température ont été mesurés tout au long 
de notre étude à l'aide d'un thermohygromètre (GIR-17). Nous constatons 
que pour atteindre le' même état de croissance les cultures nécessitent 
moins de temps lorsque la période d'éclairement s'allonge (de novembre 
1985 à début septembre 1986). Par contre, le temps de culture s'allonge 
à nouveau lorsque les heures de lumière diminuent (septembre - décembre 
1986), résultats non montrés. Ainsi, il est possible d'augmenter' le 
nombre de cultures à six, voire sept par'année, de mars à septembre, en 
ne laissant qu'un mois d'intervalle entre chaque germination. Les 
facteurs limitants ne sont alors, plus que la place disponible dans la 
serre tempérée et le temps nécessaire pour effectuer les expériences 
physiologiques et biochimiques. 
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Le début de la croissance, estimé par le nombre de feuilles émises 
jusqu'à l'apparition du premier pédoncule floral du biotype S/j/F , varie 
sensiblement pour les différentes cultures considérées (Fig.4). Pour les 
cultures hivernales (cultures 1 et 2), le temps et le nombre de feuilles 
émises jusqu'à l'apparition du premier pédoncule floral sont grands. Pour 
les trois autres cultures (3, 4 et 5), le temps d'apparition du premier 
pédoncule floral varie relativement peu (28 à 42 jours); par contre, le 
nombre total des feuilles augmente (résultats non montrés). Cette 
observation est en étroite corrélation avec l'augmentation du temps 
d'exposition journalier à la lumière. Concernant la culture au phytotron, 
le temps nécessaire à l'apparition des premiers organes reproducteurs est 
court, ce qui parait normal puisque la période de lumière est maximale 
(16 heures); la plante va ainsi rapidement chercher à se reproduire. Il 
semble donc bien exister une relation de cause à effet entre le nombre 
d'heures de lumière et l'apparition des premiers organes reproducteurs. 
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La hauteur du biotype S/j/F varie sensiblement pour les différentes 
cultures en serre considérées (Fig.5). De l'automne à l'été, la taille 
des plantes s'accroit et le temps nécessaire Jusqu'à l'achèvement de la 
croissance de la plante diminue. Quant au phytotron, où la période 
d'éclairement est de IG h mais sans variation du photopériodisme, les 
plantes sont plus petites et poussent lentement. Ainsi, la morelle serait 
sensible à l'alternance des périodes lumineuse et obscure. Lorsque cette 
alternance est en faveur de la période lumineuse la croissance de la 
plante'tend à être optimale. 

PHYTOTTON 
120 

• '100 

TEMPS DE CULTURE ( jours) 
FIg.5 Hauteur des plantes {S/J/FÎ en fonction du tema de culture 

en phytotron et en serre temerée à 5 époques différentea 
de l'année 
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Par la mesure du nombre de fruits mûrs portés par le premier 
pédoncule floral du biotype S/j/F (Fig.6), il est possible de déterminer 
le moment où la plante cesse de grandir et entre dans la phase de 
sénescence. On observe que lorsque les jours sont courts, la plante ne 
développe que tardivement son appareil reproducteur (culture 1 et 2). Par 
contre on ne peut pas observer un lien entre la hauteur des plantes 
(Fig.5) et le nombre d'éléments reproducteurs portés par les pédoncules 
floraux: une plante vigoureuse (taille élevée) développe un nombre 
d'organes reproducteurs voisin de celui d'une plante chétive (taille 
petite). Ainsi, bien que certaines conditions ne semblent pas favorables 
pour une culture optimale de Solanum nigrum, cette mauvaise herbe est, 
dotée d'un haut pouvoir de reproduction dans diverses conditions 
culturales et pendant une longue période de l'année. 
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Fig.6 Nortre de fruits wùn portés per le 1er pédoncule floral en 
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Nous référant au but de cette troisième partie (recherche de 
conditions culturales afin d'obtenir: i) plusieurs cultures dans l'année, 
ii) une production faible et lente des organes reproducteurs et iii) un 
grand nombre de feuilles avec une surface foliaire la plus grande 
possible), nous constatons que les conditions optimales ne sont pas 
obtenues facilement. En effet, la culture en couche (résultats non 
montrés) ne présente que peu d'avantages. Quant à la culture en 
phytotron, elle offre 1'avantage d'être précoce "et de produire peu 
d'éléments reproducteurs. Par contre, la hauteur des plants est très 
faible et la croissance lente. Quant aux cultures en serre, nous 
observons que le culture "hivernale" est défavorable. Par contre, dès le 
mois de mars et jusqu'à septembre, plusieurs paramètres intéressants 
sont réunLs: 

initiation rapide de la culture 

hauteur et nombre de feuilles des plantes élevés . 

croissance rapide 

nombre de fruits portés par le premier pédoncule floral comparable 
aux autres cultures 

Ainsi, les conditions les plus favorables semblent être réunies lors de 
la culture en serre tempérée, entre mars-avril et septembre. 

Par ailleurs, Solanum nigrum est reconnue pour être une plante de 
jour court. Elle développe un appareil végétatif lorsque les jours sont 
longs, fleurit sitôt que ceux-ci diminuent et termine la maturation des 
fruits aux portes de l'hiver. Il est à noter qu'une grande variabilité 
existe, et que, bien souvent la floraison peut commencer en avril ou en 
juin-juillet pour des graines semées en mars (Keeley & Thullen, 1983). 

La morelle est une plante de pleine lumLère (Landolt, 1977) voire 
d'endroits modérément ensoleillés (Hëfliger & Brun-Hool, 1968) , et 
décrite par Singh (1971) comme héliophyte en hiver et sciaphyte pendant 
les mois chauds de l'été. Elle est également reconnue pour être une 
plante d'endroits modérément chauds (jusqu'à 30*C) et humides (Keeley & 
Thullen, 1983). 

Comme nous le constatons, les avis divergent entre auteurs et les 
conditions optimales ne semblent pas être chose aisée à définir, l'inter­
action entre différents paramètres tels que: sol - température -
photopériode - humidité doit jouer un rôle important. Néanmoins, nous 
sommes en mesure d'effectuer un premier choix dans la culture de la 
morelle, qui se porte sur une culture en serre tempérée dans la période 
de mars-avril à septembre. 
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FIg.7 Nombre de feuilles émises jusqu'à l'apparition du premier 
pédoncule floral des différents biotypes cultivés lors de la 
cuture l* (avril à mi-Juillet). 
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7.4 La Phänologie 

Comparant maintenant les différents biotypes entre eux, nous nous 
sommes limités à ne présenter que la culture U (avril - juillet) puisque 
c'est durant cette époque de l'année et un peu au delà que nous utilisons 
les morelles pour notre étude physiologique portant sur l'interaction des 
herbicides avec les membranes thylacoïdales. 

Considérons les mêmes paramètres que sous le point 7.3 : 

nombre de feuilles émises jusqu'à l'apparition du premier pédoncule 
floral (Fig.7). 

hauteur des plantes (Fig.S). 

nombre de fruits portés par le 1er pédoncule floral. (Fig.9). 

Ces trois paramètres nous permettent de caractériser la plante lors. 
d'une, culture complète, depuis l'initiation de la croissance en passant 
par le stade de pleine croissance et jusqu'à la sénescence. 

Si l'on considère la vitesse d'apparition du premier pédoncule 
floral ainsi que le nombre de feuilles émises jusqu'à ce stade 
(Fig.7), on constate qu'ils diffèrent légèrement d'un biotype à 
l'autre, les biotypes sensibles sont un peu plus précoces et émettent 
un nombre de feuilles plus faible que les résistants correspondants. 
La différence la plus marquée apparaît chez les biotypes suisses où 
la population sensible a déjà émis le premier pédoncule floral après 
26 jours de culture, alors que la population résistante»n'a émis que 
59 X de feuilles avant d'atteindre ce stade. Hais -, si l'initiation de 
la croissance du biotype R/n/CH est lente, une fois celle-ci amorcée, 
elle est beaucoup plus rapide (0.62 f.euille/j) que celle du biotype 
S/n/CH ( 0.27 feuille/j). Le biotype S/n/CH a toujours été le plus 
précoce et R/n/CH le plus tardif comparés aux cinq autres biotypes. 

Ainsi, il ressort de cette première analyse que le dévelop­
pement du premier pédoncule floral apparaît un peu plus tardehez les 
biotypes résistants que chez les sensibles correspondants, que le 
nombre de feuilles émises jusqu'à l'apparition du premier pédoncule 
floral est plus important chez S/j/F et S/n/f" que chez les résistants 
correspondants, ce qui ne se vérifie pas chez les biotypes suisses. 
Et, finalement, que les plus grandes différences apparaissent entre 
ces mêmes biotypes suisses. 
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Si l'on considère la hauteur des différents biotypes (Fig.8), il 
apparaît que les biotypes résistants sont légèrement plus petits, 
jusqu'au 26ème jour de culture, que les sensibles correspondants. Par 
contre, les biotypes R/j/F et R/n/CH dépassent les biotypes sensibles 
correspondants, mais après un temps de culture différent (55 et 27 jours, 
respectivement). Ainsi, si les biotypes résistants sont plus tardifs, ils 
deviennent plus vigoureux en fin de culture. Ceci ne s'observe pas chez 
R/n/F qui reste tout au long de la culture plus petit que S/n/F. Il est 
à noter que les deux biotypes sensibles français ont un comportement très 
proche entre eux, et qu'il en va de même pour les trois biotypes 
résistants. Seul le biotype S/n/CH croit lentement et n'atteint pas la 
hauteur des .autres biotypes, des écarts de hauteur pouvant aller jusqu'à 
18 cm entre R/J/F et S/n/CH. Pourtant la différence de hauteur entre les 
trois biotypes résistants confondus et les trois biotypes sensibles 
également confondus n'est que de 4 cm, en faveur des résistants. 

Ainsi, il apparaît que les biotypes résistants sont plus tardifs que 
les sensibles bien que leur hauteur soit supérieure en fin de culture. 

En ce qui concerne le nombre, de fruits portés par le premier 
pédoncule floral (Fig.9), on constate que les deux biotypes sensibles 
français ont un comportement voisin. Par contre le biotype sensible 
suisse est plus précoce et moins productif que les cinq autres biotypes. 
Quant aux biotypes résistants, ils ont une phénologie décalée dans le 
temps, R/n/F étant le plus précoce et R/n/CH le plus tardif; leur 
productivité, ainsi que leur vitesse de production de baies sont 
comparables. D'une manière générale, les biotypes sensibles sont quelque 
peu plus productifs que les résistants (8.17 et 8.07 fruits portés sur 
le premier pédoncule floral, respectivement), la différence la plus 
marquée étant de 3.1 entre S/j/F et S/n/CH.. 

Ainsi, on constate que les biotypes français ont un comportement très 
voisin. Par contre les biotypes suisses sont, soit précoces et peu 
productifs (S/n/CH>, soit tardifs et productifs (R/n/CH), . 

Afin de pouvoir comparer tous les biotypes entre eux, nous avons 
donné des appréciations semi-quantitatives allant de un à six, six étant 
la meilleure, pour chacun des paramètres mesurés (Tab.IV). 

R/j/F 
S/j/F 
R/n/F 

S/n/F 

R/n/CH 

S/n/CH 

NB FEUILLES 

V 

6 
5 
2 
4 
3 
1 

P 

6 
5 
2 
4 
3 
1 

HAUTEUR 

V 

2 
3 
5 
4 
1 
6 

P 

2 
6 
3 
4 
5 
1 

NB DE FRUITS | 
I 

V 

3 
2 
5 
4 
1 
6 

P I 

3 I 

5 I 
2 I 
4 I 
6 I 
1 I 

I 

TOTAUX 

TV 

11 
10 
12 
12 
5 
13 

TP 

11 
16 
17 
12 
14 
3 

Tab. IV: Appréciation globale de la vitesse de croissance et de la 
productivité des différents biotypes. V est la vitesse et P la 
productivité. TV est le total des vitesses et TP le total des 
productivités. 
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Ainsi, S/n/CH est le plus précoce, mais le moins productif et R/n/CH 
le plus tardif, mats pas le plus productif, puisque S/j/F est quelque six 
cm plus grand. Au vu du TabiIV il est difficile de différencier les 
biotypes résistants français ainsi que S/n/F quant à leur précocité, tout 
comme il n'est pas aisé de faire la différence entre la productivité de 
R/j/F e t s/n/F. D'une manière générale, il n'y a pas de grosse différence 
entre les biotypes résistants et sensibles. Pourtant, si on additionne 
les différents totaux: 

TV biotypes résistants - 28 
TV biotypes sensibles' - 35 

TP biotypes résistants - 32 
TP biotypes sensibles - 31 

il apparaît tout de même que les biotypes sensibles sont plus précoces 
que les résistants, mais que leur productivité esc voisine. 

7.5 La morphologie 

Bien que la description donnée sous le point 3 soit satisfaisante 
pour l'identification de la plante, elle n'illustre pas de manière 
adéquate la grande plasticité morphologique de cette espèce. Ainsi, dans 
les régions chaudes, la variation morphologique permet de décrire plus 
de 40 types différents de plantes. Mais, selon Gasquez (1984), beaucoup 
d'espèces ou de sous-espèces sont distinguées par des caractères très 
restreints au déterminisme souvent très simple, sans relation avec la 
réalité génétique. Ceci tend à surcharger la sytématique et parfois à 
entraîner des erreurs. 

Pour illustrer ce polymorphisme, considérons les travaux de Weiler, 
(1978): à l'Institut National de Recherches Laitières de Schinfield (GB), 
toutes les plantes appartiennent a la sous-espèce nigrum, mais présentent 
un large éventail de formes. Les plantes sont soit étendues soit érigées 
jusqu'à 90 cm. Les poils multicellulaires de la tige sont appliqués ou 
dégagés. Les pétioles des feuilles et les pédoncules des fruités varient 
entre 18 et 30 ma et 4 et 8 mm respectivement. Le nombre de baies par 
plantes de 19 à 356 et celui des graines par baie de 33 à 54. 

Nous étudierons donc dans ce paragraphe 

l'aspect général des plantes 

les feuilles {le poids sec, la longueur des pétioles, la pilosité, le 
nombre de dents foliaires, l'indice de découpure et la surface) 

les fruits (le diamètre, le poids frais, le nombre de graines / 
fruit, le poids des graines et le pourcentage de graines avortées) 



82 

O . B 

DIAMETRE DES TIGES (cm) 
0.4 0 . 0 0 .4 0.8 

J/F 

n/F 

n/CH 

CULTURE 4 

3- , 

*K 

CULTURES 3 -

Fig.IO Diamètre dea tiges des différents Dlotypes cultivés 
a deux périodes de l'année. Cultures 3 et 4, 

mars a Juin et avril è ai-juillet, respectivement. 
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FIg.11 Noifcre de rauifications taises par les différents biotypes 
cultivés a deux perlacea de l'année. Cultures 3 et < 
•ars ì |uln et avril a nl-)ulllet. respectivement. 
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7.5.1 L'aspect général des plantes 

Le diamètre de la tige nous informe sur la droiture du port. En 
effet, une tige de fort diamètre procure à la plante un maintien érigé, 
alors qu'une tige à diamètre plus réduit supportera plus difficilement 
le poids de la plante et aura un aspect de type courbe voire rampant. 

On observe, dans la Fig.10, que le diamètre des tiges varie peu entre 
les différents biotypes: tous biotypes confondus, les variations standard 
n'excèdent pas 7.5 et 13. 5X pour les cultures 3 et A, respectivement. 
Ainsi, on ne peut pas vraiment parler d'une différence de port. Par 
contre, il existe un lien entre la hauteur des biotypes (Fig.8) et le 
diamètre de leur tige. En effet, une plante élevée aura également un 
diamètre de tige élevé. 

D'une manière générale,les biotypes résistants ont un diamètre de 
tige plus élevé que les sensibles; par exemple, culture 3: 0.540 et 0.517 
cm, culture 4: 0.603 et 0.537 cm, respectivement. L'écart le plus 
important se situe entre les deux biotypes suisses lors de la culture 4 
et est égal à 0.25 cm. 

Quant au nombre de ramifications (Fig.11), les écarts entre biotypes 
sont beaucoup plus importants-que pour le paramètre mesuré précédemment: 
tous biotypes confondus, les variations standard dépassent 19 et 15X pour 
les cultures 3 et 4, respectivement. Il apparaît que la culture en début 
de printemps (mars à juin) présente des plantes plus touffues que des 
plantes mises en culture un mois plus tard (9.10 et 5.08, ramifications 
par plante, pour les cultures 3 et 4, respectivement, tous biotypes par 
culture confondus). Il est intéressant de constater que si, d'une manière 
générale, la culture 3 présente des sections de tige plus petites que.la 
culture 4 (Fig.10), il en va inversement du nombre de ramifications. 
D'autre part, les biotypes sensibles sont plus touffus que les résistants 
lors de la culture 3 (9.5 et 8.7 ramifications par plante, respective­
ment) et inversement lors de la culture 4 (4.9 et 5.3 ramifications par 
plante, respectivement). Nous observons là une phéno-morphologie 
différente entre biotypes résistants et sensibles. 

Par les mesures de ces deux paramètres, il nous apparaît, une fois de 
plus, qu'il n'est pas aisé de tirer des lois autant en ce qui concerne 
la phénologie que la morphologie des biotypes résistants et sensibles. 
L'époque de l'année pendant laquelle les cultures sont entreprises joue 
un grand rôle. S/j/F apparaîtra plus touffu que le résistant correspon­
dant lors de la culture 3 et Inversement lors de la culture 4. 

En conclusion sur l'aspect général des plantes, nous constatons que 
les biotypes français ont un diamètre de tige voisin. Par contre, celui-
ci est toujours supérieur chez R/n/CH et inférieur chez S/n/CH par 
rapport aux autres biotypes. Concernant maintenant le nombre de 
ramifications, il n'est pas possible de mettre en évidence des différ­
ences entre biotypes résistants et sensibles, l'époque de mise en culture 
semblant influer sur la morphologie. 
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M T T N I 
Fig.12 Surface foliaire des différents blotypea cultivés lors 

de la culture 4 (avril è ni-Juillet) . 

W RESISTANTS 

M I 1 
40 SENSIBLES 

n/F 

K O T Y P H 
FIg.13 Poids sec des feuilles des différents biotypes cultivés 

lors de Is culture 4 (avril è ai-Juillet) 

I. OO 

I. BO 

1.40 

1.20 

OO 

0.80 

0.60 

0.40 

0.» 
O.OO ini i nil 

Iff tur HAM ' 
DOTTPU 

Fig.14 Rapporta du poids aec dea feuilles par la surface foliaire 
des différente biotypes cultivés lors de la culture 4 

(avril è ni-Julllet) 

FESTSTAND 

1.40 

1 . » 

1.00 

0 ' M SBCIBLES 

0.80 • • • 
0.40 

0.20 

0.00 



85 

7.5.2 Les feuilles 

- Surface foliaire 

La comparaison de la surface foliaire des différents biotypes 
(Fig.12) montre que les écarts entre biotypes -sont faibles, 
hormis le biotype R/n/CH qui possède des feuilles, en moyenne, 
beaucoup plus grandes que tous les autres biotypes (34 X plus 
grandes que celles des biotypes R/n/F et S/n/CH). 

- Poids sec des feuilles 

Quant au poids sec des feuilles (Fig.13), il. apparaît que les 
écarts entre les biotypes français sont faibles. Pour les deux 
biotypes suisses il n'en va pas de même puisque le poids sec 
des feuilles du biotype R/n/CH est 4OX plus élevé que celui du 
biotype S/n/CH. 

Il va de soi que la surface et le,poids foliaires sont interdépend­
ants . Pour cette raison, nous avons exprimé la masse de matière sèche par 
unité.de surface (Fig.14). Ainsi, on constate que les biotypes résistants 
développent une biomasse foliaire par cm2 plus importante que les biotypes 
sensibles, hormis pour le biotype S/j/F. Calculé globalement, les plantes 
résistantes présentent des feuilles 13 X plus lourdes que celles des. 
biotypes sensibles pour une même unité de surface. On observe également 
que le biotype R/n/F développe la plus grande biomasse par cm' et est, 
considéré sur l'a moyenne des cinq autres biotypes, 301 plus productif. 

- Le nombre de dents foliaires 

Ce paramètre montre, hormis la grandeur des feuilles, l'aspect 
général de ces dernières. Dans la Fig.l5t on constate que 
R/n/CH et S/j/F présentent des feuilles au nombre de dents plus 
élevé que les quatre autres biotypes. L'indentation n'est pas 
toujours facile à voir, surtout dans les stades très jeunes, 
cependant elle nous permet d'identifier facilement certains 
biotypes. 

Par contre, bien que le biotype R/n/CH présente le plus grand nombre 
de dents par feuilles, il n'est pas le biotype aux feuilles les plus 
dentées. En rapportant le nombre de dents foliaires à la surface des 
feuilles (FIg.16), 11 est aisé de faire apparaître les biotypes aux 
feuilles les plus découpées. En effet, le nombre de dents, comme le poids 
des feuilles sont interdépendants avec la surface foliaire et II apparait 
bien que le biotype S/j/F soit le plus denté. Génétiquement parlant, 
!'indentation est un caractère dominant sur. la forme ronde (Gasquez, 
communication personnelle). Au vu de la Fig.16, il apparait que seul le 
biotype S/j/F possède ce caractère dominant, alors que R/n/F et R/n/CH 
ont un comportement intermédiaire plutôt dominant et R/j/F et S/n/CH 
plutôt récessif, alors que R/n/F, lui, présente des feuilles pratiquement 
exemptes de dents et aurait donc un caractère essentiellement récessif 
quant à 1'indentation des feuilles. 
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Fig.15 Nombre de dents foliaires des différents biotypes 
cultivés lors de la cultura 4 (avril A mi-Juillet) 
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cultivés lors de la cultura 4 (avril A ui-Juillet) 
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• L'indice de découpure des feuilles (I.d.f) 

La mesure de ce paramètre nous permet d'apprécier !'indentation 
des feuilles, (Fig.17). Le biotype S/j/F comprend, outre le 
plus grand nombre de dents par surface foliaires, le plus 
faible l.d.f, alors que les autres biotypes ont un I.d.f qui 
tend d'avantage vers un, exprimant ainsi une marge foliaire 
simple ou peu échancrée. 

Par l'étude de la marge des feuilles, nous observons, d'une manière 
globale, que les biotypes résistants sont plus dentés que les sensibles, 
bien qu'il soit impossible de tirer des conclusions quant au phénomène. 
de la résistance chloroplastique. Par contre, elle permet de reconnaître 
aisément certains biotypes. 

- La longueur des pétioles 

Cette mesure (Fig.18) suit la même tendance que celle de la 
surface foliaire; une grande feuille ayant en général un long 
pétiole. Il peut être intéressant de rechercher une expression 
contenant à la fois les paramètres surface et poids foliaires 
et longueur des pétioles. Nous avons donc multiplié la longueur 
des pétioles LP (cm) par le rapport poids / aire foliaire P/A 
(mg/cm2), voir Tab.V. 

LP x P/A (mg / cm) 

R S 

J / F 
n / F 
n/CH 

3 . 4 
2 . 0 
3 . 6 

2 . 0 
3 . 4 
2 . 6 

Tab. V: Longueur du pétiole (LP) multipliée par le rapport 
poids et surface foliaires (P/A). 

Exprimé ainsi, il est possible de représenter d'une manière 
simple 1'ensemble, de ces paramètres et de constater que les 
pétioles des biotypes R/j/F, S/n/F et R/n/CH supportent plus de 
biomasse foliaire pour une même unité de longueur que les 
autres biotypes. Par contre, ceci ne semble pas être en 
relation avec le phénomène de la résistance chloroplastique. 
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BIOTYPES 
Fig.IS Longueur des pétioles des différents biotypes cultivés 

lors de la culture 4 (avril a •i-Juillet). 

PILOSITE FOLIAIRE (nombre de polit / cm2) 
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fig.19 Pilosité foliaire des différents biotypes cultivés lors 
de la culture 4 (avril i »i-]uilïet] . 
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- La pilosité foliaire 

La Fig.19 fait clairement apparaître que la plupart des 
biotypes ont une pilosité foliaire relativement faible (13.A ± 
2.04 poils par cm2) hormis le biotype .R/n/CH, qui lui, a une 
pilosité 68.52 plus élevée que les autres, considérés ici 
globalement. 

En conclusion sur la morphologie des feuilles, nous observons que les 
biotypes résistants développent une plus grande biomasse par cm2, que 
leurs feuilles sont en moyenne plus fortement dentées en nombre et en 
profondeur, et que leur pétiole porte plus de biomasse foliaire par unité 
de longueur. Quant à la pilosité, seul R/n/CH est beaucoup plus pubescent 
que les autres biotypes. 

L'étude de la morphologie des feuilles ne nous permet pas de tirer de 
conclusions quant au phénomène de la résistance chloroplastique, compte 
tenu qu'il y a toujours, pour chaque paramètre mesuré, un biotype qui ne 
suit pas la tendance des résistants ou celle des sensibles. 

7.5.3Les fruits et les graines 

Les fruits sont de petites baies globulaires vertes virant au noir ou 
au jaune en mûrissant (Bentham & Hooker, 1924) rattachées directement au 
réceptacle (Ogg et al.,1981) . 

Les graines ont une forme discoidale, elles ont un diamètre avoisin-
ant 1.6 mm (Wakloo, 1964). Leur couleur crème (biotypes R/j/F et S/j/F) 
peuvent virer légèrement sur le vert (biotypes S/n/F et S/n/CH) ou le 
violet (biotypes R/n/F et R/n/CH). 

- Le diamètre des fruits 

La Fig.20 montre que les fruits des biotypes sensibles sont 
légèrement plus gros que ceux des biotypes résistants (1.4 et 
2.6% plus gros pour les cultures 3 et 4, respectivement). Eton­
namment, c'est pour la culture 3, lorsque les plantes croissent 
moins bien (Fig.5), que les fruits sont les plus gros, comparés 
à ceux issus de la culture 4. Par ailleurs, nous avons 
également constaté que le nombre de 'fruits portés par le 
premier pédoncule floral est plus grand pour la culture 4 que 
pour la culture 3 (Fig.6). Ainsi les plantes "compenseraient" 
leur faible nombre de fruits par des baies plus volumineuses. 
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- Le poids frais des fruits 

Ce paramètre (Fig.21) corrobore les résultats décrits dans la 
FIg. 20. Les fruits issus de la culture 3 sont en moyenne 28X 
plus lourds que ceux Issus de la culture 4. D'autre part, les 
fruits des biotypes sensibles de la culture 3 sont 101 plus 
lourds que ceux des résistants, ce qui ne s'observe pas lors de 
la culture 4 où les fruits des sensibles ont un poids égal à 
ceux des résistants, considérés ici globalement ec compte tenu 
des écarts-types (a-87±24 mg). Au vu d'écarts-types aussi 
importants, on ne peut tirer de grandes conclusions compara­
tives , mais simplement montrer des tendances, surtout entre les 
différentes cultures. 

- Le nombre de graines par fruit 

Cette mesure (Fig.22) est intéressante à plusieurs titres.D'une 
part, les écarts entre les cultures 3 et 4 sont faibles (33.0 
et 32.0 graines par fruit, respectivement, tous biotypes 
confondus), compte tenu que les fruits de la culture 3 sont 
plus volumineux et plus lourds que ceux de la culture 4 (Fig.20 
et 21). Cette différence est donc probablement due essentiel­
lement à une teneur en eau supérieure lors de la culture 3. 
D'autre part, il apparaît, dans tous les cas, que les biotypes 
sensibles contiennent plus de graines que les résistants (24.9 
et 21.0 I de plus lors des cultures 3 et 4, respectivement). 

- Le poids sec des graines 

Si le nombre des graines par fruit est en faveur des biotypes 
sensibles, il en va de même pour le poids des graines (Fig.23). 
L'écart est faible entre les moyennes des biotypes résistants 
et sensibles (7.8 et 7.9 mg, respectivement), et le poids des 
graines des différents biotypes assez homogène (±12X). 
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- Le pourcentage de graines avortées 

Un point particulier a retenu notre attention. Il s'agit du 
développement des graines au cours de la maturation des fruits 
(Fig.24). Nous trouvons communement, dans le inonde végétal, 
deux stratégies de développement des graines. Certaines espèces 
ont des fruits immatures contenant un petit nombre de graines 
qui va augmenter au cours de la maturation. D'autres espèces 
ont des fruits immatures renfermant une grande quantité de 
graines dont une partie avortera au profit du développement de 
certaines graines seulement (Heller, 1979). Solanum nigrum 
semble faire partie de la deuxième catégorie. En effet, le 
nombre de graines dans un fruit immature est supérieur à 
celui d'un fruit mûr de même diamètre. Nous assistons donc à un 
phénomène abortif lié è la maturation. Ce phénomène abortif est 
très prononcé chez les-biotypes résistants R/n/CH et R/j/F, 
mais moins marqué chez le biotype R/n/F. Ainsi les biotypes 
résistants seraient plus soumis à ce phénomène (20X) que les 
biotypes sensibles (12.7X). Une étude plus détaillée serait 
nécessaire afin de pouvoir infirmer ou confirmer ce résultat, 
car II est pensable que cet avortement soit lié au phénomène de 
la résistance chloroplastique. 

Ainsi, entre juin et juillet, lorsque les jours raccourcissent: 

le diamètre des fruits diminue. 

le nombre de graines contenues dans les fruits peut varier entre 20 
et 45 (Salisbury, 1961), ce que nous observons également (33 ± 6). 
Gasquez et al. (1981) ne mentionnent pas de différence entre le 
nombre de graines trouvé dans des fruits provenant de biotypes 
résistants ou sensibles de Solanum nigrum (35), alors qu'en ce qui 
nous concerne, il apparaît que les biotypes sensibles présentent un 
nombre de graines par fruit sensiblement supérieur à celui rencontré 
chez les résistants (env 25 X supérieur). 

les graines des biotypes résistants avortent dans des proportions 
plus élevées que celles des sensibles (20 et 12.71, respectivement). 

8 RESUME 

Le degré de ploïdie est identique chez les six biotypes, ce sont des 
hexaploides à 2n - 72. 

Nous observons un taux élevé et homogène de germination au phytotron 
pour les différents biotypes et pour des graines âgées jusqu'à vingt 
mois (93±7I). 

La germination en terre est hétérogène entre biotypes et le taux de 
germination est faible (29.8±14.8X). 
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Les biotypes sensibles présentent un meilleur taux de germination en 
serre tempérée dans la terre que les résistants (47.7 et 26.0X, 
respectivement). 

La culture en serre tempérée semble être optimale au printemps et au 
début de l'été. La croissance des plantes est rapide, la biomasse 
foliaire importante et l'apparition des appareils reproducteurs n'en­
trave pas ou peu la croissance (Caspar et al.,1987) nt n'altère la 
qualité du matériel photosynthétique pour autant que les membranes 
thylacoïdales soient isolées à partir de matériel jeune (six à dix 
semaines depuis la mise en germination, variable selon les biotypes). 
Quant aux cultures au phytotron et en couche, les critères requis ne 
sont pas satisfaits. Il apparaît notamment que les plantes restent 
petites, qu'elles portent un grand nombre d'appareils reproducteurs, 
que leur croissance est lente et que leç feuilles sont souvent endom­
magées par les intempéries, ceci pour les cultures en couche. 

Les biotypes résistants sont plus tardifs que les sensibles, mais 
leur hauteur est supérieure en fin de culture. 

Pour tous les paramètres mesurés, les écarts les plus importants 
apparaissent entre les deux biotypes suisses, qui sont soit très 
précoces, mais produisent peu de phanes (sensible), soit tardifs et 
très productifs (résistant). 

L'époque de l'année de mise en culture influence l'aspect et la mor­
phologie des plantes. 

Le pouvoir reproducteur des différents biotypes intègre trois para­
mètres (Figs 9, 22 et 24) : 

* le nombre de fruits (F) 
* le nombre de graines par fruit (C) 
* le pourcentage de graines avortées (GA) 

Par l'expression PR - (F x G x GA)/100, il nous est possible 
d'estimer le pouvoir de reproduction (PR) des différents biotypes, 
cultivés dans nos conditions (Tab.VI). 

BIOTYPES 

J/F 
n/F 
n/CH 

moyennes 

PR 

R 

154.5 
225.9 
150.4 

176.9 

S 

286.2 

284.8 
181.6 

250.9 

Baisse du PR (X) 

des R par rapport aux S 

46 
21 
17 

29 

Tab. VI: Pouvoir reproducteur (PR) des différents biotypes cultivés lors 
de la culture 4 (avril à mi-juillet). 
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Ainsi, il ressort que le pouvoir reproducteur, ou pouvoir de 
dissémination des biotypes résistants est inférieur de 29 X à celui 
des sensibles. Nous pouvons alors parler d'une moins grande "fitness" 
des biotypes résistants par rapport aux sensibles. La "fitness" est 
estimée par l'expression contenant à la fois la mesure de survie d'un 
groupe de germination et la mesure des graines viables produites et 

_ dispersées (Putwain et s i . , 1982). Dans des conditions au champ où la 
compétition pour l'espace est un facteur limitant, la fréquence des 
biotypes résistants devrait être radicalement supprimée par les 

• biotypes sensibles. Lorsque la pression exercée sur une population 
sauvage est. suuLeuue afin de sélectionner un certain caractère, ces 
individus sélectionnés sont moins adaptables ou "fits", ce qui a été 
décrit par Haldane ¢1960) comme le prix de la sélection. Cependant, 
les explications génétiques de la "fitness" sont complexes. Néan­
moins, dans les cas classiques, lorsque le type sauvage et le type 
sélectionné sont cultivés séparément, il peut n'y avoir aucune 
différence de taux de biomasse par unité de surface entre eux. Les 
différences de "fitness" peuvent apparaître seulement lorsque les 
types sélectionné et sauvage sont en compétition dans des conditions 
non sélectionnantes (Gressel & Segel, 1982). 

Pour cette espèce, des décalages, tantôt en faveur des 
sensibles, tantôt en faveur des résistants, pour la germination, le 
développement et la précocité de floraison, nécessitent des études 
plus précises avec des populations d'autres origines, car il est 
possible que, selon les régions, les résistants puissent être 
décalés. Ainsi il existe des stations où les résistants arrivent a 
coloniser, en l'absence de la pression de sélection de l'herbicide, 
de nombreux espaces libres (bords de champs, chemins, cours de 
ferme), ce que n'avaient jamais fait les biotypes sensibles. En fait, 
ces comparaisons sont encore partielles et il ne semble pas possible 
d'en déduire systématiquement une meilleur adaptation des sensibles 
par rapport aux résistants (Gasquez et ai.,1981). 

L'étude morphologique n'a fait que confirmer les travaux de Weiler 
(1978) quant au grand polymorphisme de cette espèce, qui tient proba­
blement au fait que la morelle est une plante hautement autogame et 
qui tend, par ce fait, à isoler des formes particulières. Certains de 
ces caractères sont pratiques pour l'identification des différents 
biotypes (indentation des feuilles,- pilosité, couleur des baies 
etc.,,). Pour des comparaisons précises., il faudrait comparer soit 
des sensibles et des résistants qui auraient le même génotype et ne 
différeraient que par la résistance, soit mettre en place des essais 
portant sur de très nombreux génotypes sensibles et résistants (chose 
difficile, car on ne connaît encore que peu de génotypes résistants). 
En fait, il faudrait pouvoir comparer des individus résistants avec 
des génotypes sensibles, maintenant très rares, qui pré-existaient 
dans la station où est apparu le phénomène de la résistance chloro-
plastique. 
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9 CONCLUSIONS DE LA DEUXIEME PARTIE 

Au terme de cette étude phéno-morphologique dans plusieurs conditions 
et à différentes périodes de l'année, nous sommes en mesure de porter 
notre choix, premièrement, sur un "biotope cultural" et deuxièmement, sur 
deux biotypes de Solarium nigrum, un résistant et l'autre sensible à 
l'atrazine. Ainsi, nous obtiendrons le matériel nécessaire à l'étude de 
l'Interaction des herbicides avec les membranes thylacoïdales. 

Notre choix est le suivant: 

1" la culture en serre tempérée de mars à fin septembre (sept mois), 
offrant les avantages suivants; 

initiation rapide de la culture 

hauteur élevée des plantes et nombre de feuilles élevé 

croissance rapide 

2° les biotypes R- et S/n/CH, car leur phénologie est bien différenciée 
l'une par rapport à l'autre (Tab.7). Ce comportement nous est utile 
à plusieurs titres. Nous commencerons toujours à travailler avec le 
biocype précoce (S/n/CH) pour continuer avec le résistant, plus 
tardif, qui entre-temps, aura atteint un stade phénologique proche-de 
celui du sensible lorsque nous l'avons utilisé, bien que d'âge 
différent. D'autre part, leur morphologie très différente (Tab.VII) 
empêche toute confusion lors de la récolte des feuilles. Finalement, 
pour le renouvellement du stock grainier, nous diminuons le risque 
d'une fécondation inter-biotype puisque la floraison des deux 
biotypes est décalée dans le temps. 

CARACTERES 

croissance 

taille 

ramifications 
pilosité 

feuilles 

découpure foliaire 
floraison 

nb de graines/fruit 

' "fitness" 

BIOTYPES 

S/n/CH 

rapide 

petite 

nombreuses 

faible 

petites 

-
précoce 

élevée 

+ 

R/n/CH 

lente 

élevée 

peu nombreuses 
élevée 

grandes 

+ 
tardive 
faible 

Tab. VII: Résumé des différents caractères des deux biotypes suisses 
comparés deux à deux. 
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". . . et tout en sachant bien qu'on connaît un 
arbre que par l'étude minutieuse des racines 
et des branches, nous pensons qu'il est 
utile, quelquefois, de tracer des voies 
provisoires dans les confuses forêts." 

Paul Hazard 
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1 INTRODUCTION 

Les protéines correspondent à 6OX du poids sec des membranes thyla-
coïdales, les AOX restants consistent en lipides polaires et en pigments. 
La fraction protéinique est principalement constituée de trots types de 
complexes proteo-chlorophylliens. Outre les complexes chlorophylles a 
photochimiquement actifs qui constituent le photosystème I (PS I), et le 
photosystème II (PS II), on trouve le complexe protéine-chlorophylles a/b 
ou "light harvesting complex protein" (LHCP) photochimiquement non actif. 
La fraction lipidique consiste approximativement en 701 de lipides 
polaires et 30X de lipides neutres et pigments {Quinn & Williams, 1983). 
Les pigments comprennent les chlorophylles (a et b) et les caroténoïdes 
(^-carotène, lutéine, violaxanthine et néoxanthine). Les chlorophylles 
forment des antennes collectrices de photons au sein des PS I, PS II et 
LHCP. Les caroténoïdes, outre leur rôle de collecteur d'énergie lumineu­
se, forment un écran protecteur des cholorophylles contre une photooxyda­
tion par l'oxygène moléculaire et ceci, principalement au sein des LHCP 
(Thornber et al., 1987). Les lipides polaires, quant a eux, maintiennent 
la conformation et l'orientation appropriée des protéines ou compexes 
protéiniques qui ne peuvent exprimer leur fonction optimale que dans un 
environement lipidique étroitement défini du point de vue de sa composi­
tion et de sa distribution (Horvath et al., 1986; Thomas et al., 1986; 
Huner et al., 1987;- Caldwell, 1987; Caldwell & Whitman, 1987; Eckert et 
al., 1987; Hoshina & Itoh, 1987; Siegenthaler et al., 1987; Siefermann-
Harms et al., 1987; Rawyler & Siegenthaler, 1989a et Siegenthaler et al., 
1989). 

2 BUT DE LA TROISIEME PARTIE 

L'environnement contraint les plantes à s'adapter en permanence aux 
conditions du biotope. Aussi le processus de la croissance est-il 
directement lié a celui de l'adaptation. Pour ce faire, les plantes ont 
développé plusieurs propriétés, dont celle de moduler la composition 
ainsi que la structure de leurs diverses membranes (Harwood, 1984). Outre 
les deux conditions extérieures déterminantes que sont la lumière 
(quantité et qualité) (Lichltenthaler, 1981; Davies é t a l . , 1986; Pearcy 
et al. , 1986 et Jansen et al. , 1989) et la température (Chapman et 
al.,1982, Vigh et al., 1985a; Lynch et al., 1987; Norman 6< St. John, 
1987; Mäenpää et al., 1988 et Johnson & Williams; 1989), il y a d'autres 
conditions moins essentielles telles que le photopérlodlsme (Bervaes et 
al, 1987) l'alternance des températures (Ketchie et al., 1987), les 
caractères édaphiques et hydriques (Kulshreshta et al. , 1987; Reuveni et 
al. , 1987 et Ort & Baker, 1988). Une mutation peut également conférer au 
mutant une adaptation qui lui est spécifique (Browse et al. , 1986; 
HcCourt et al., 1987 et Kunst et al., 1989). 

Dans cette troisième partie, nous considérerons certains aspects 
physico-chimiques des membranes des biotype.s sensible et résistant à 
l'atrazine de S. nigrum des points de vue compositionnel et structural 
en les ayant délibérément séparés de l'aspect fonctionel, que nous 
traiterons dans la quatrième partie. Cette troisième partie devrait nous 
informer sur -la possible adaptation de la phase lipique du mutant 
résistant par rapport au biotype sensible. 
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3 MATERIEL ET METHODES 

3.1 Matériel biologique 

Toutes les expériences décrites dans cette troisième partie ont été 
réalisées sur des fractions cellulaires isolées de Solanum nigrum L. 
sensible et résistante à l'atrazlne (voir la deuxième partie du présent 
mémoire concernant les conditions de culture et l'âge du matériel 
biologique). Far souci de clarté nous ne mentionnerons plus ces deux 
biotypes par la nomenclature établie précédemment S/n/CH et R/n/CH mais 
plus simplement par S pour le biotype sensible et R pour le résistant 
puisque nous ne considérerons plus que ces 2 biotypes dans la suite de 
notre étude. 

3.2 Isolement des membranes thvlacotdales 

Bien que l'objectif de cette troisième partie soit de caractériser de 
manière qualitative et quantitative la phase lipidique des membranes 
thylacoïdales des morelles S et R, nous nous sommes efforcés de ne 
travailler qu'avec des membranes dont les activités du flux électronique 
sont préservées. En effet, des membranes dépourvues de telles activités 
n'intéressent que peu le physiologiste. Nous Isolerons donc les thyla-
eoïdes par centrifugotion différentielle, méthode qui combine les 
avantages de la rapidité, d'un rendement de l'activité photosynthétique 
élevé et moyennant au minimum deux lavages, d'un extrait de membranes 
thylacoïdales d'une bonne pureté. 

La technique : 

Les différentes étapes de la préparation des membranes thylacoïdales 
sont effectuées le plus rapidement possible et à basse température <4°C), 
afin d'éviter un vieillissement trop rapide du matériel biologique. 

Les feuilles (120 à 150 g), rincées à l'eau déionisée, ont passé une 
nuit à l'obscurité à 4*C, afin d'épuiser leurs réserves d'amidon. Elles 
sont empilées les unes sur les autres, coupées aux ciseaux en fines 
lamelles et immergées immédiatement dans le milieu de broyage (300 ml). 
On prendra soin de ne pas découper la nervure principale des feuilles, 
qui sera éliminée plus tard. La composition du milieu de broyage est la 
suivante: Sorbitol 400 mH; MOPS 50 mM, pH 7.5; MgCla 2 oM. Les tissus 
sont homogénéisés à l'aide d'un pilon dans un mortier. Ce broyage, rela­
tivement long (3 à 5 min) mais doux, semble être nécessaire pour l'obten­
tion de structures thylacoïdales fonctionnelles. L'homogénat est ensuite 
rapidement filtré à travers 6 couches de gaze puis deux couches de tissu 
à bluter. Le filtrat est centrifugé à 1500 x g (rotor SS-34, Sorvall RC-
5B) pendant 1 min, temps d'accélération et de décélération non compris 
(les centrifugations suivantes seront toujours effectuées avec le même 
rotor). Cette centrifugation permet d'obtenir un premier culot de 
chloroplastes bruts, le surnageant ayant été éliminé par aspiration. Le 
culot des différents tubes est resuspendu à l'aide d'une pipette en verre 
de 10 ml par aspiration et refoulenent de quelques ml de milieu de 
broyage. Les culots sont rassemblés dans deux tubes, complétés chacun à 
38 ml avec du milieu de broyage. La suspension de chloroplastes bruts est 
alors centrifugée (1500 x g, 2 min). Cette étape constitue un premier 
lavage des chloroplastes. Après aspiration des surnageants, les culots 
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sont resuspendus dans quelques ml de milieu d'éclatement: 1 vol de nilleu 
de broyage pour 9 vol d'eau déionisée. Les tubes sont complétés à 38 ml 
avec le même milieu et centrifugés (1500 x g, 3 min). Cette étape permet 

,d'obtenir un culot de membranes thylacoïdales, le choc osntotique ayant 
brisé l'enveloppe des chloroplastes. Après aspiration des surnageants, 
les culots sont resuspendus dans quelques ml de milieu de broyage et 
rassemblés dans un seul tube, complété à 38 ml avec le même milieu. Un 
dernier lavage par centrifugation (1500 x g, 2 min) permet d'obtenir des 
membranes thylacoïdales d'une bonne pureté. Après aspiration du surnage­
ant, le culot est resuspendu à 1 mg Chl/ml dans du milieu de broyage. 

3.3 posage des différents pigments et protéines des nembranes 
thylacoïdales 

3.3.1 Dosage des pigments 

Les chlorophylles (ChI) totales sont estimées par la méthode de 
Bruinsma (1961). 50 /il de suspension de thylacoïdes sont ajoutés à 10 ml 
d'acétone 80X . La solution est vigoureusement agitée puis filtrée sur 
papier Whatman. L'absorbance à 652 nm est lue contre une référence 
contenant de l'acétone 802 . La valeur mesurée est multipliée par un 
facteur de 5.55 pour donner la concentration en chlorophylles (mg/ml) 
dans la suspension. 

Les concentrations en chlorophylles a, b et des caroténoïdes (carot) 
dans la suspension sont estimées par la méthode de MacKinney (1941) et 
exprimées en mg/ml : 

1 . [ChI a ] - ( 2 . 5 4 3 x A1 n) - ( 0 . 5 1 7 x A818) 
2 . [ChI b ] - ( 4 . 5 7 6 x A94,) - ( 0 . 9 3 4 x A1183) 
3 . [ c a r o t ] - A480 - ( 2 . 9 7 3 x A615) + ( 0 . 5 6 8 x A91n) 
4. [ChI totales] - (1.609 x A985) + (4.059 x A845) 

3.3.2 Dosage des protéines 

La quantité de protéines totales est estimée par la méthode de Lowry, 
modifiée par Markwell et si. (1981). La BSA est utilisée comme protéine 
de référence : 

Un échantillon nembranaire contenant moins de 100 /ig de protéines est 
ajusté à 1 ml. Trois ml d'un réactif composé de 2 solutions en propor­
tions volumiques 100+1 sont ajoutés. La première solution contient TL de 
Na2CO3, 0.4X de NaOH, 0.16X de tartrate de Na, IX de SDS [p/v] et la 
seconde 4X de CuSO4 x 5H2O. Après une agitation et une incubation de 10 
min., 300 pi de réactif de Fol in dilué 2 fois avec H2O sont ajoutés. 
L'absorbance à 750 nm est lue après 45 min contre un "blanc" composé de 
l'ensemble des réactifs à l'exception des protéines. 
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Il est à noter qu'il existe plusieurs méthodes de dosage des 
protéines. La méthode de Lowry est relativement longue mais procure une 
haute reproductibilité et une bonne stabilite, contrairement à d'autres 
techniques (Eze & Dumbroff, 1982). 

3.4 Analyse des lipides acvlés des membranes thvlacojjdal,eg 

3.4.1 Extraction des lipides 

L'extraction des lipides fait appel à une modification de la méthode 
de Bligh & Dycr (1959). A une suspension aqueuse de fraction membranaire 
(1-2 ml), dont la- teneur en ChI est connue (pas plus de 2 mg Chl/ml), est 
ajouté entre 1.8 et 3.6 ml du mélange CHCl3ZCH3OH (53:37, v/v). On prendra 
garde de respecter un rapport entre la phase chloroforme-methanol et la 
phase aqueuse de 1.8 . Cette méthode permet une séparation de phase 
optimale des deux liquides. Après une agitation énergique, une centri-
fugation (2000 x g, 5 min) permet de séparer l'hypophase chloroformique, 
contenant lipides acylés et pigments, de l'épiphase hydroalcoolique 
parfaitement limpide, cette dernière étant aspirée avec une trompe à 
vide. Dès l'obtention de la phase chloroformique verte foncée, il est 
nécessaire de la protéger contre la lumière directe et l'oxygène afin 
d'éviter la photodestruction des pigments et l'oxydation des lipides. On 
conservera donc l'extrait lipidique à l'obscurité et sous atmosphère de 
N2. 

L'analyse de routine des lipides thylacoldaux est effectuée de la 
façon suivante : 

Une partie aliquote (100 /il) de l'extrait lipidique total est 
destinée, après transmethylation des acyl-lipides, a l'étude des 
acides gras méthylés par Chromatographie en phase gazeuse (GC). Une 
seconde partie aliquote (400 ^I), prélevée avec une microseringue 
Hamilton (type 700),' est destinée à une analyse par chromatographic 
sur couche mince. 

3.4,2 Chromatographie en couche mince 

Des allquots de l'extrait lipidique total sont déposés sur des 
plaques de verre (20 x 5 cm) recouvertes d'une couche mince de gel de 
silice (silicagel type 60 sans indicateur fluorescent, MERCK). L'applica­
tion de ces échantillons se fait sous forme d'une mince bande (30 x 2 mm) 
déposée par une microseringue Hamilton grâce à un appareil conçu pour le 
dépôt automatique, le Linoraat III (CAMAG, Mutenz, Suisse). Les volumes 
suivants seront déposés sur les plaques lors des,analyses de routine: 

100 /il destinés à un "charring" (voir ci-dessous). 
100 /il destinés à l'analyse des acides gras des galactollpides. 
200 jil destinés à l'analyse des acides gras des phospholipides 

et du sulfolipide. 
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Lesdltes plaques sont ensuite placées dans une cuve de Chromatogra­
phie et développées dans le mélange acétone / benzène / eau (91:30:8), 
qui permet la séparation de tous les lipides polaires, bien que le SQDG 
reste très proche du DGDG et que le "spot" du PG soit étalé. Après le 
développement, les plaques sont séchées et les lipides sont identifiés 
après pulvérisation de réactifs, soit: 

une solution de primuline (0.1X dans acétone/eau, 80:20, v/v; Wright, 
1971), qui permet d'identifier les lipides sous rayons UV (323 nu). 

une solution destructrice (H,S0,, 351 dans CH3CH1OIVHjO, 1:1, v/v) est 
utilisée lorsque la récupération ultérieure des lipides n'est pas 
nécessaire. Tous les_ composés organiques sont mis en évidence après 
chauffage avec un séchoir jusqu'à carbonisation totale de la matière 
organique (-"charring"). 

3.4.3 Transestérification des lipides 

Les zones de silice contenant les lipides sont grattées à l'aide 
d'une lame de rasoir sur du papier calque, et récupérées dans des tubes 
SVL (10 ml). Une quantité connue d'acide béhénique (C2^0), qui sert de 
standard interne, est ajouté à chaque tube. La quantité de C2270 à ajouter 
est approximativement de un tiers de la quantité de lipides à analyser 
(env. 15-60 nmoles par tube). Du methanol déoxygénê (1.1 ml) par 
barbotage d'azote et contenant 51 (v/v) d'acide sulfurlque est ajouté. 
Le tube est fermé sous azote et placé dans un bloc chauffant A 85-95 *C, 
pendant 1 h. Après refroidissement, 2 ml de pentane et 2 ml d'eau sont 
ajoutés. Le tube est vigoureusement agité (emulsion) puis centrifugé pour 
séparer les 2 phases. L'épiphase contenant les méthylesters est prélevée 
puis séchée sous azote. Ceux-ci sont repris dans un minimum d'hexane 
(100-200 pi). 

3.A.A Chromatographie en phase gazeuse 

Perkin Einer (modèle 900) équipé de détecteurs à 
ionisation de flamme (FID). 

180 cm de longueur, 1,5mm de diamètre, renfermant 
3X de diéthylèneglycol-succinate sur Chromosorb G 
(AW-DMCS). 

1) Isothermie à 160 8C 

2) Programme 3 min à 160 °C puis la température 
est portée, à raison de 24'C/min, jusqu'à 
180'C, température qui est maintenue jusqu'à 
la sortie complète du C1370. 

Les méthylesters sont élues par un flux d'azote (30 ml/min), mesuré à la 
sortie à 160 °C. 

Appareil : 

Colonne ; 

Température : 
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L'identité des méthylesters est obtenue par couparaison de leur temps de 
rétention avec ceux de substances de référence. 

La quantification se fait par comparaison de la surface des pics avec 
celle du standard interne. 

3.4.5 Dosage des phospholipides par le phosphate 

La méthode utilisée dérive de celle ,de Rous er et al. ¢1970). !.es 
zones de silice contenant les phospholipides à doser sont grattées à la 
lame de rasoir dans des tubes à essai préalablement lavés à l'acide 
chronique. 200 ßl de HClO1 70X sont ajoutés et les tubes sont couverts 
par une bille de verre. Après chauffage a 200 "C pendant Ih et refroidis­
sement, 670 /il d'HjO sont ajoutés et les tubes sont agités! 270 fil 
d'amonium de molybdate 1.25X sont ajoutés, avant d'agiter une nouvelle 
fois les tubes. 270 pi d'acide ascorbique 5X, préparé fraîchement, sont 
ajoutés ec tous les tubes, après agitation, sont plongés simultanément 
dans un bain-marie à 1000C pendant 5 min. Après une centrifugation (200 
x g, 5 min) permettant de sédtmenter la silice, l'absorbance à 820 nm est 
déterminée contre un "blanc" (tous les réactifs et la silice, mais sans 
les lipides). La quantité en nmoles de phosphate, donc de phospholipides 
est donnée par la formule : 

nmoles de Pi - 49.8 x Ag50 

Cette formule est obtenue à l'aide d'une courbe de calibration qui donne 
l'absorbance à 820 nm en fonction de la quantité de KH8PO4 (nmoles). 

3.4.6 Dosage des galactolipides par le galactose 

Cette méthode est essentiellement basée sur celle de Dubois et al. 
(1956): La silice contenant les glycolipides est déposée dans des tubes 
à essai. 600 fil de phénol 1.67X aqueux, puis 2 ml de HjSO- concentré 
(injectés brusquement pour produire une forte élévation de la tempé­
rature) sont ajoutés et l'ensemble est agité. Une fois la température 
dans les tubes redescendue, ceux-ci sont centrifugés (2000 x g, 5 min) 
et l'absorbance du surnageant est déterminée à 465 nm. La quantité en 
nmoles de galactose est donnée par la formule : 

nmoles de galactose - 224 x htM 

Cette valeur est ensuite divisée par 2 pour obtenir les nnoles de 
digalactolipide et multipliée par 0.74 pour obtenir les nmoles de 
sulfolipides tenant compte ainsi de la différence de réactivité du 
sulfoquinose. La .courbe étalon est obtenue par régression linéaire de 
l'absorbance à 485 nu exprimée en fonction de la quantité de galactose 
(nmoles). 

n.b. La silice donne un signal à 485 nm proportionnel à la surface 
grattée. Il est ainsi conseillé de retrancher à la valeur des 
échantillons celle correspondant à une surface équivalente de 
silice. 
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3.5 Détermination de la densité superficielle de charge et calculs 
des potentiels et des pH de surface des membranes thylacoïdales 

La charge négative des membranes thylacoïdales, à pH physiologique, 
est essentiellement due aux protéines, les lipides anioniques ne jouant 
qu'un rôle mineur. L'analyse d'une surface portant des charges uniformé­
ment réparties est possible grâce à la théorie de Couy.-Chapman. L'exist­
ence d'une charge négative nette à la surface des thylacoïdes engendre 
un potentiel électrique dans la couche aqueuse immédiatement adjacente 
à cette surface. <f>ol est défini comme étant le potentiel électrique à la 
surface membranaire. La relation entre la densité superficielle de charge 
a et le potentiel électrique ^n s'établit ainsi (Barber, 1980) : 

a - 2RT«0e,(CiB)"
2 sinh (ZiF^^RT) (l) 

: o en C/m2 et ^0 en mV 
- constante des gaz parfaits 
- température (°K) 
- permittivité absolue du vide 
- permittivité relative de l'eau 
- concentration molaire de l'ion à l'infini 
- charge de l'ion i 
- constante de Faraday 

Principe : 

Expérimentalement, la détermination de la charge de surface est 
réalisée au moyen de la sonde inétachromatique safranine (chlorure de 3,7-
diamino-2,8-diméthyl-5-phénylphénazinium). Ses propriétés étant décrites 
ailleurs (Rawyler & Siegenthaler, 1989b), nous ne ferons ici qu'un bref 
rappel de son mode d'action. Ce composé porte à pH neutre une charge 
nette positive et sera par conséquent attiré electrostatiquement par la 
charge nette négative des thylacoïdes. Lorsque la safranine est con­
centrée à l'interface membranaire, formant ainsi des di- ou multimères, 
son absorbance diminue (phénomène de "stacking"). Si des ions sont 
ajoutés dans le milieu où baignent les membranes, ceux-ci déplacent la 
safranine de la couche diffuse vers le milieu ambiant, provoquant une 
réaugmentation de l'absorbance à 520 nm. Il est à noter que d'autres 
sondes sont couramment employées, p.ex. la sonde fluorescente 9-amlno-
acridine (Chow et Barber, 1980) dont le comportement électrostatique est 
tout-à-fait comparable à celui de la safranine. 

Pratique : 

Des membranes thylacoïdales (50 ̂ g) sont suspendues dans un milieu (3 
ml) pauvre en cations (0.3 H sorbitol, 5 ^H.DCMU, 1 mM M0PS/K0H pH 7.6 
et 25 fili safranine). Les cations divalents du milieu sont chelates par 
de l'EDTA et l'absorbance maximale A11141 (520-552 nm) est obtenue en 
ajoutant une concentration saturante de cations divalents (65 mM de 
MgCIj) qui déplacent la.totalité de la safranine dans le milieu ambiant. 

avec 
R 
T 

Cin 

Zi 
F 
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La différence d'absorbance 520-552 nm est mesurée, 552 nra étant le point 
isosbestique de la safranine dans ces conditions, avec un spectrophoto-
mètre de type Amineo DW-2a, réglé en mode "dual". Les membranes thyla-
coïdales sont titrées par des concentrations variables de cations mono-
ou dlvalents (K* ou MV2*). Les concentrations de cations monovalent et 

divalent qui donnent un même rapport d'absorbance A1ZAn̂ 11 permettent 
d'estimer a (Fig. 4). En effet, on peut considérer que pour des rapport 
A/Am« identiques, -les potentiels ^0 sont égaux. La relation (1) permet, 
en éliminant ^0, d'établir l'équation suivante (Chow & Barber, 1980): 

a - - [3.444 x 10* (C V-4C'C)/C" ] "= (2) 

les concentrations réelles des cations mono- ( C ) et divalent (C") dans 
la solution sont exprimées en mM et a est exprimée en C/m2 

Selon ces mêmes auteurs, on peut également calculer $0 de la manière 
suivante: 

-C'±J[C" + 16C"S + 8CC" + (4C"<r7A*)l 
^0 - RT/F argcosh 

4C" 

Par définition, pour u a 1, on a : argcosh u - In (u + 7uz-l) 

- pH de surface (Barber, 1982) 

Si un potentiel'de surface existe à la surface d'une membrane, alors 
le pH de surface ost différent du pH du milieu ambiant. Le PHn de surface 
est calculé à partir de 0O et pH. . 

PH0 - pH. + (F^0 / 2.3RT) 

A 20 'C :pHe - plL, + 0.0168*o 

- Concentration des ions à la surface membranaIre {Barber, 1962) 

La probabilité de trouver un ion i en un point particulier, éloigné 
d'une distance x de la surface membranalre, est donnée par le formule 
suivante : 

. Ci, - Ci("ZF*0/FT) 

A 20 "C e t à l a surface de la membrane, c e t t e formule devient : 

Ci 0 - C i . H**2"=! 
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3.6 Localisation transversale des lipides acvlés des membranes 
thvlacoïdales 

Afin d'obtenir des informations sur la localisation des lipides dans 
la membranes thvlacoïdales, nous avons utilisé la'méthode de la lipolyse 
enzymatique. Lorsque les thylacoïdes sont intacts, la dégradation des 
lipides sous l'action des lipases (LRa, PLA2) est limitée aux lipides 
localisés dans le feuillet externe.de la membranes thylacoïdales, pour 
autant que la température soit maintenue relativement basse (2-4"C). Dans 
ce cas, aucune lyse des thylacoïdes et aucun mouvement transmembranaire 
des molécules lipidiques ne devrait apparaître (Siegenthaler, 1982). 
Ainsi, connaissant la quantité totale de lipides membrana!res, il est 
possible par dégradation soit des phospho-, soit des galactolipides de 
la monocouche externe de la membrane thylacoïdale, de ' calculer la 
répartition transmembranaire des lipides. 

3.6.1 Localisation transversale du phosphatidylglycérol et de 
la phosphatidylcholine 

Nous utiliserons la phospholipase A3 de pancréas de porc (PLA5), EC 
3.1.1.4, (SIGMA) sans autre purification. Cette enzyme hydrolyse la 
liaison ester des phospholipides en position Sn2, engendrant ainsi un 2-
lysolipide et un acide gras. Cette étude a été inspirée directement des 
travaux de Siegenthaler et al. (1989). ' 

L'incubation des membranes thylacoïdales (1 mg/Chl) avec la phospho­
lipase Aj est effectuée à l'obscurité à 20*C dans le nilieu suivant : 
Sorbitol 300 mM; Tricine/KOH (pH 7.8) 50 mM; NaCl 35 mM; CaCl2 1 mH et 
PLA2 7 U/mg Chi. Après prélèvement d'un échantillon contrôle au temps 
zéro, la lipase est ajoutée à la suspension qui est agitée pendant toute 
la période d'incubation. Des aliquots (576 /il) de l'incubation sont 
prélevés aux intervalles de temps désirés et ajoutés à 1 ml CHCl1ZCH3OH 
(53:37, v/v) et 10 fil EGTA 250 mM, pH 7.8, servant à garantir une 
inhibition total de la PLAj. La concentration en ChI est déterminée pour 
chaque extrait lipidique total et sert de standard interne. Un aliquot 
(90 jil) de chaque extrait lipidique est soumis à une Chromatographie en 
couche mince. Les plaques sont développées dans le solvant acétone/tolu­
ène /méthanol/eau (90:25:7:12), séchées, puis révélées par "charring" 
(voir 3.4.2). Les différents spots des PG et PC de chaque extrait 
lipidique sont grattés' dans des tubes à essai et leur contenu en 
phosphate déterminé (voir 3.4.5). 

3.6.2 Localisation transversale du aonogalactosyldiacyglycérol 
et du digalactosyldiacylglycérol 

Nous utiliserons la lipase de Rhizopus arrhlzus (LRa), EC 3.1.1.3, 
(BOEHRINGER, Mannheim, FRG) sans autre purification. Cette lipase 
hydrolyse la liaison ester des galactolipides en position sn,, engendrant 
ainsi un 1-lysolipide et un acide gras. Cette étude a été inspirée 
directement des travaux de Rawyler & Siegenthaler (1985). L'enzyme est 
diluée dans le milieu d'incubation désiré, de façon à obtenir une 
solution stock contenant 1.5 U/pl. 

externe.de
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La solution de membranes thylacoïdales (0.5 mg/nl) est préincubée 
pendane 15 min à 20*C dans le milieu choisi afin que le degré d'accote­
ment des thylacoldes soit stabilisé avec la force ionique choisie (voir 
Tab. IX).. La suspension est soit nain tenue a 20*C, soit amenée à 2"C. 
Après prélèvement d'un échantillon contrôle au temps zéro, la lipase est 
ajoutée (30 U/mg Chi) à la suspension qui est constamment agitée et 
maintenue à l'obscurité. Des aliquots (560 /»1) de la suspension sont 
prélevés aux intervalles de temps désirés ec les lipides extraits avec 
1 ml do CHClj/CHjOH (53:37, v/v). La concentration en ChI est déterminée 
pour chaque extrait lipidique total et sert de standard interne. Un 
aliquot (90 /il) de chaque extrait lipidique est sounis à une Chromato­
graphie en couche mince. Les plaques sont développées dans le solvant 
chloroforme/méthanol/acide acétique/eau (85:15:10:3), séchées brièvement, 
puis révélées à l'iode. Les différents spots des MGDC et DGDC de chaque 
extrait lipidique sont grattés dans des tubes à essai et leur contenu 
en galactose est déterminé (voir 3.4.6). 

3.7 Stimulation de la fluorescence par les cations 

Principe : 

La forme sigmoidale des courbes d'induction de la fluorescence par la 
lumière est associée à un certain degré de connection entre les unités 
PS II, qui peuvent ainsi échanger leur énergie. En. l'absence de cations, 
la fluorescence variable et par conséquent la fluorescence maximale, sont 
toutes deux fortement réduites. Murata (1969) a suggéré que cet effet est 
associé à une augmentation de la probabilité de transfert d'énergie du 
PS II vers le PS I. Plus précisément, ce transfert se ferait du complexe 
PS II/LHCP vers le PS I. Le Mg2* contrôlerait l'étroitesse du couplage 
entre les unités PS II et les LHCP et la taille des domaines occupés par 
les unités PS II interconnectées, Ainsi, à faible concentration ionique, 
les unités PS II seraient faiblement connectées et groupées en larges 
domaines alors qu'en présence de Mg**, il se formerait des unités 
fortement connectées mais de taille restreinte (pour une revue, Krause 
& Weis, 1984). 

Technique ; 

Nous avons isolé les membranes thylacoïdales à partir de feuilles de 
Morelles S et R (voir 3*™ partie § 3.2). Les thylacoldes sont ajustés è 
la concentration de 10 /jg Chl/ml dans un milieu pauvre en cations (MS), 
composé de: Sorbitol 300 mM; MOPS 50 mM, pH 7.6; NaCl 5 mM; 2 /iM DCMU et 
maintenues à l'obscurité. La température est fixée à 20'C. Après 1 min 
d'illumination, 10 mM MgClz sont ajoutés. La fluorescence augmente puis 
se stabilise après 0.5 à 1 min (voir la courbe ci-après). La présence de 
DCMU est indispensable afin de supprimer toute variation de la fluores­
cence associée à la photochimie du flux d'électrons. Cet herbicide bloque 
le flux électronique entre C^ et Q8. En présence de lumière, il maintient 
QA sous forme réduite. Il en résulte, dans une condition ionique donnée, 
une émission de fluorescence qui se maintient à un niveau élevé et que 
nous appelerons fluorescence de base (Fb). 
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MgCI2 

TEMPS 

Stimulation de la fluorescence par les cations 

La fluorescence est enregistrée à l'aide d'un spectrofluorimètre 
Baush & Lomb. Celui-ci est équipé d'un amplificateur nlock-in" traitant 
uniquement les signaux du photomultiplicateur arrivant en phase avec ceux 
de la fréquence de référence issue du "chopper". 

Réglage standard de l'appareil: 

lumière d'excitation 
lumière d'émission 
amplificateur 
enregistreur 
power supply 

490 ± 10 nm 
680 ± 5 nm 
100 mV 
200 mV 

1100 V 

Le demi temps de montée (T1/2) de la fluorescence induite par les 
cations est associé à la vitesse de réassociation des complexes PS 
II/LHCP en unités fortement connectées. Tt/Î est donc dépendant de la 
fluidité membranaire (Yamamoto et al., 1981). T1/a peut être modulé par 
l'adjonction d'agents chimiques au milieu de suspension des membranes 
thylacoidales p.ex. du cholestérol ou de l'alcool benzylique {Yamamoto 
et al., 1981; Pederson & Cox, 1984). L'augmentation de fluorescence due 
aux ions divalents est réversible si de l'EDTA est ajouté pour chélater 
le Mgs\ 
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3.8 Fluidité relative des membrane? thylacoïdales. déterminée par 
la mesure du "steady-state" de la polarisation de fluorescence 
de la sonde DPH. 

La fluidité relative des membranes thylacoïdales est déterminée par 
la technique de mesure du "steady-state" de la polarisation de la 
fluorescence de la sonde l,6-diphenyl-l,3,5-hexatriene (DPH), incorporée 
dans les thylacoïdes isolés de Morelles S et R. La méthode de polarisa­
tion de fluorescence du DPH a été adaptée aux membranes chloroplastiques 
par Ford & Barber (1980 ec 1983) et Ford et al. (1982 et 1984). 

Une solution stock de DPH (3 mM) dans du tetrahydrofurane est ajoutée 
directement à une suspension de membranes thylacoïdales (50 £>g/ml) 
jusqu'à une concentration finale de 5 (M. Après une incubation à 
l'obscurité et à température ambiante pendant 40. min, les membranes 
marquées sont centrifugées. Le surnageant est éliminé et le culot est 
resuspendu dans du milieu de broyage (voir 3.2) à une concentration 
finale de Ì0 pg Chl/ml. La polarisation de la fluorescence est mesurée 
par un spectrofluorimètre Hitachi MPF-2A équipé de polarisateurs pour la 
lumière d'excitation {360 ± 20 nm) et d'émission (430 ± 20 nm). Un filtre 
(430 nm "cut-off") est ajouté à la lumière d'émission afin de réduire la 
contribution de la lumière diffusée. La température dans la cuvette est 
maintenue constante par un thermostat muni d'un dipositif de Peltier et 
contrôlé par un programme informatique. Les intensités de bruit de fond 
de la fluorescence et de la diffusion de la lumière des échantillons non 
marqués ont été soustraites de l'intensité de la fluorescence totale des 
échantillons marqués par le DPH. Le degré de polarisation (P) a été 
calculé selon l'expression: 

P - ( I w - C IVM) / (Iw + G Iw) G - 1„ / Im 

I w et 1^, sont les intensités de fluorescence déterminées aux orienta­
tions verticale et horizontale, respectivement, du polarisateur de la 
lumière d'émission, lorsque le polarisateur de la lumière d'excitation 
est ajusté dans la position verticale. 1^, et I,„ sont les intensités de 
fluorescence déterminées aux positions verticale et horizontale, 
respectivement, du polarisateur de la lumière d'émission, lorsque le 
polarisateur de la lumière d'excitation est ajusté horizontalement. G est 
•un facteur de correction en fonction des différentes réponses des 
monochromateurs de la lumière polarisée verticalement et horizontalement. 

4 RESULTATS ET DISCUSSIONS 

L'altération de la phase lipidique peut affecter les propriétés 
physiques des membranes ainsi que les caractéristiques biochimiques des 
protéines fonctionnelles liées aux systèmes membranaires des organites 
cellulaires. Nous avons donc cherché s'il apparaissait, à côté de la 
mutation .sur le polypeptide 32 kDa des thylacoïdes R, des changements 
plus généraux des propriétés'physico-chimiques de ces thylacoïdes (p.ex. 
composition en pigments, en glycérolipldes et/ou en acides gras, etc. . ..) 
et ceci par comparaison avec des thylacoïdes S. 



I l l 

4.1 Composition en pigments des membranes thylacoïdales 

Les tables I et II présentent la composition en pigments des deux 
biotypes. Peu de différences apparaissent dans la table I. Par contre, 
la table II met en évidence' des rapports. ChI a/b et Chl/caroténoïdes 
environ 10X plus élevés chez le biotype S que chez le R. 

Chi a 
Chi b 

• Carotinoides totaux 

ChI totales 
pigments totaux 

serre 

S 

114 ± 4 

45 ± 4 
21 ± 3 

159 ± 5' 

180 ± 4 

R 

108 ± 9 
47 ± 5 
22 ± 2 

154 ± 4 

176 ± 5 

extérieur 

S 

109 
50 
'23 

159 

182 

R 

92 

50 
23 

142 

165 

Tab. I : Quantités des différents pigments des membranes thylacoïdales 
de S. nigrum sensible (S) et résistant (R) à l'atrazine 
exprimées par rapport aux protéines totales (umoles pigment / 
g protéine). Pour les plantes cultivées en serre (n — 5). Les 
plantes cultivées à l'extérieur ont fait l'objet d'une mesure 
<n - 1). 

I ChI a/b 
I Chi tot / carot tot 
I 

serre 

S 

2.5 ± 0.1 
7.5 ± 0.3 

R 

2.2 ± 0.1 
6.9 ± 0.3 

extérieur 

S 

2.2 
6.9 

R 

1.8 

6.2 

Tab. II : Rapport pondéraux entre pigments. Le traitement statistique est 
le même que dans la table I. 

Lors de la culture des plantes, l'irradiance affecte à la fois la 
structure du chloroplaste et la concentration en chlorophylles. 
Lichtenthaler (1981), Davies et' al. (1984 et 1986) et Pearcy et al. 
(1986), quantifièrent de telles différences chez plusieurs espèces 
cultivées sous différentes irradiances. Les plantes croissant à faible 
intensité lumineuse développent-une densité thylacoïdale pair chloroplaste 
plus importante, des amas granaires de plus grande taille, une plus 
grande antenne pigmentaire, une plus forte proportion de LHCP et un 
rapport ChI a/b plus faible que les plantes poussant aux fortes irradi­
ances. Lichtenthaler et al.. (1982) observèrent que cette dernière 
propriété est corrélée à la quantité supérieure en LHCP1 car ces 
complexes sont caractérisés par un faible rapport ChI a/b. En ce qui nous 
concerne, les biotypes S et R ont été cultivés aux mêmes irradiances 
(voir 2*™ partie); Il est intéressant de noter que certains des phéno­
mènes cités ci-dessus apparaissent également entre les biotypes S et R 
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et notamment, un rapport ChI a/b plus bas chez le mutant. Déjà en 1982, 
Burke et al. observèrent un rapport ChI a/b plus faible, un accroissement 
de l'accolement granaire, ainsi qu'une plus grande concentration de LHCP 
associés au PS II chez le biotype R de Brassica campescrls. De même, 
Lemolne et al. (1983), observèrent les mêmes tendances, ainsi qu'un plus 
grand nombre de saccules par granua également chez B. cantpesCris 
résistant à l'atrazine. Ceci les amena à rapprocher les biotypes R aux 
plantes d'ombre. En 1984,' Vaughn & Duke, observèrent également ces 
différences chez 3 mauvaises herbes résistantes à l'atrazine (fi. 
campescrls, A. hybridus et C. album). Selon ces auteurs, ces altérations 
semblent être des effets secondaires dûs au phénomène de la résistance 
chloroplastique, plutôt que la cause même de cette résistance. Les diffé­
rences dans le contenu pigmentaire et dans la structure chloroplastique 
des feuilles du biotype R semblent plutôt être dues à une adaptation du 
développement de cette plante et ne peuvent être rapportées qu'indirecte­
ment à la modification du PS II (Holt & Goffner, 1985). Au sujet des 
différences du Tab. II, que Vàughn (1986) a également observées, il 
mentionne qu'elles sont le reflet du "facteur résistance", plutôt que des 
caractères qui confèrent la propriété de la résistance vis-à-vis de 
l'atrazine. 

On constate dans les Tab. I et II que les écarts mentionnés ci-
dessus entre les biotypes S et R cultivés sous serre, apparaissent 
également chez des plantes cultivées à l'extérieur. De plus, le rapport 
ChI a/b des plantes "d'extérieur" est plus bas que celui des plantes de 
serre. Selon Aro ec al. (1987), la diminution du rapport ChI a/b est 
associé à une teneur élevée de LHCP et selon Bervaes et al. (1987), cette 
diminution apparaît de manière inversement proportionnelle à l'intensité 
lumineuse. Le rapport Chi tot/carot tot est également plus petit pour 
les plantes cultivées à l'extérieur, mettant en évidence, non seulement, 
une diminution du nombre des chlorophylles (biotype R) mais aussi une 
augmentation des caroténoïdes (biotypes S et R) dont le rôle principal 
est de protéger les pigments et les autres espèces telles que les lipides 
polyinsaturés de la photooxidation (Quinn & Williams, 1983). Ainsi, sous 
forte Intensité lumineuse, la concentration des chlorophylles diminue et 
celle des caroténoïdes augmente (Lichtenthaler et al. 1982). Par 
ailleurs, la présence de doses sublétales d'atrazine dans le milieu de 
culture provoque une adaptation des membranes thylacoïdales semblable à 
celle que l'on rencontre chez les plantes d'ombre et/ou chez les biotypes 
R cultivés sans atrazine. (Beaumont et al., 1980; Hattoo et'al., 1984; 
Grenier et al.,1987 et Laroche et al., 1989). Par contre, la présence de 
doses sublétales d'urées substituées (linuron, monolinuron), qui bloquent 
également le transport des électrons au niveau du PS II, ne modifie pas 
le rapport ChI a/b mais induit une déficience en fl-carotène et diminue 
le nombre de saccules par granum (Milivojevic & Markovic, 1989). 

En rapport avec la 2*™ partie, il existe une relation entre la 
quantité de chlorophylles et la biomasse foliaire, c'est-à-dire qu'une 
quantité importante de ChI est, corrélée à une importante biomasse 
foliaire (Gratani & Fiorentino, 1986). Ainsi, 11 se pourrait que la 
petite différence de concentration des chlorophylles totales entre S et 
R (Tab. II) soit le reflet du faible écart du rapport: poids sec des 
feuilles / surface foliaire (2*™ partie, Fig. U , biotypes S/n/CH et 
R/n/CH). 
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4.2 Composition en lipides acvlés des membranes thylacoïdales 

L'étude des lipides thylacoïdaux montre la présence de cinq classes 
de glycérollpides (Tab. Ill et IV et Figs I et 2). Deux classes sont, du 
point de vue quantitatif, majeures: 11 s'agit des monogalactosyldiacyl-
glycérol (MGDG) et digalactosyldlacylglycérol (DGDG), qui constituent 
ensemble env. SOX des lipides totaux des membranes. Les trois classes de 
lipides restantes constituent les lipides ioniques: le sulfollplde ou 
sulfoquinovosyldiacylglycérol (SQDG), qui est également un glycolipide, 
et les phosphoHpides, phosphatidylglycérol (PG) et phosphatidylcholine 
(PC). Les SQDG et PG portent une charge négative et constituent env. 20X 
des lipides totaux des membranes. La PC, zwltterlonlque, n'est présente 
qu'en faible concentration (au max 2X), et sa présence Intrinsèque dans 
les menbranes thylacoïdales a du reste été nise en doute' (Dorne et al., 
1990). Le phosphatidylinositol peut également apparaître mais, dans ce 
cas, il semble que ce soit les conséquences réelles de contaminations 
dues aux enveloppes (Rawyler, communications personnelles). 

Sur la base des chlorophylles totales et pour tous les lipides (Tab. 
Ill et Fig. I), les membranes thylacoïdales du biotype R contiennent 
davantage de lipides (entre 10 et 4OX selon les classes de lipides) que 
celles du biotype S. Ainsi, la teneur en lipides totaux des membranes 
thylacoïdales du blotype R est de 17X supérieure à celle des membranes 
du biotype S. Burke et al-(1982) constatent également une différence de 
même ordre de grandeur chez la navette (Brassica campestris) résistante 
à 1'strazine. Cette observation renforce les études dé Vaughn & Duke 
(1984) qui mirent en évidence un plus grand nombre de thylacoïdes par 
granum chez le biotype R de Brassica campes tri s, Chenopodium album et 
Amaranthus hybridus. Par contre, chez Conyza canadensis résistant à 
l'atrazine, Lehoczki et al. (1984) observèrent une réduction marquée du 
contenu en galactolipides et plus particulièrement en DGDG- ce qui permit 
à ces- auteurs de conclure que les altérations du contenu lipidique 
peuvent contribuer au phénomène de la résistance chloroplastlque chez C. 
canadensis. 

Bien que plus de lipides soient nécessaires pour construire une plus 
grande masse de membranes thylacoïdales chez le bIotype R, les propor­
tions des différentes classes de lipides (en molX) des 2 biotypes est 
similaire (Tab. IV et FIg. 2). Ces résultats sont en accord avec les 
travaux de Pillai et al. (1981); Burke et al. (1982); de Lenoine ec al. 
(1983) et Chapman et al. (1985), parmi eux, quelques auteurs (Pillai & 
St.John, 1981 et Chapman et al., 1985) mirent en évidence un rapport 
HGDC/DCDG supérieur chez les biotypes R. A l'Instar de Burke et al. 
(1982), nous n'avons pas observé de différence dans les valeurs de ce 
rapport (2.3 chez S et R). Par contre", on observe un enrichissement des 
membranes R en SQDG, la différence de concentration du sulfolipide entre 
les biotypes S et R étant significativement plus marquée que dans les 
autres classes lipidiques. D'une manière plus globale, les membranes 
résistantes sont enrichies en lipides ioniques, les rapports (HGDG+DCDG) 
/ (SQDG+PG+P'C) étant de 3.8 et 3.0 pour S et R, respectivement. Cette 
observation est en accord avec Burke et al. (1982), Lemolne et al. 
(1983), Vaughn & Duke (1984) et Vaughn (1986) qui proposent un enrichis­
sement membranaire des grana des chloroplastes R. Elle est aussi en 
accord avec Murphy (1986a), Li et al. (1989a) et Sigrist et al. (1988) 
qui proposent que les phospholipides et le sulfolipide sont 
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MORELLE SENSIBLE ( B o l t ) 

1 6 : 0 1 6 : 1 l e a p t ) 16:2 1 6 : 3 1 8 : 1 1 8 : 3 1 8 : 3 DBI 

HCDG 

DCDG 

'PG 

SQDG 

HGDC 

DGDG 

3 . 2 1 0 . 1 0 . 7 1 0 . 1 

1 4 . 1 * 1 . 0 1 . B 1 0 . 6 

1 4 . 3 1 0 . 6 2 . 5 1 : 1 . 0 

4 4 . B 1 Ï . 0 4 . 9 1 1 . 6 

1 . 6 = 0 . 1 2 3 . 9 * 0 . 5 

5 . 0 1 0 . 2 

T 4 . 1 1 1 . 9 

5 . 0 ± 0 . 5 

2 . 2 1 0 . 3 6 . 3 1 0 . 6 6 2 . 1 : 0 . 9 Z . 7 7 + 0 . 0 1 

3 . 2 * 0 . 2 6 . 2 1 0 . 4 6 9 . 9 * 1 . 8 2 . 4 Z Ì O . 0 4 

9 . 3 1 1 . 0 2 0 . 1 + 0 . 5 1 4 . 4 + 0 . 9 1 . 0 8 1 0 . 0 5 

7 . 0 1 1 . 6 B . 7 1 0 . 4 3 0 . 5 1 1 . 6 1 . 3 f l 0 . O 4 

TOTAL B.:+0.Z 

16:0 

0.3*0.1 

16:1 

Z.7+0.3 1.3+0.Z 17.9+0.4 

MORELLE RESISTANTE ( 

16:l(3t) 16rz 16:3 

2.510.1 

noi*) 

ie:i 

S.2+0.4 

18:2 

59.110.5 

18:3 

2.53+0.A4 

DBI 

2 . 1 1 0 . 2 0 . 5 1 0 . 1 

1 3 . 3 1 0 . 9 1 . 0 + 0 . 2 

1 0 . 9 1 0 . 6 1 . 3 * 0 . 2 

4 8 . 2 1 1 . 8 3 . 6 1 0 . 6 

1 . 0 1 0 . 1 3 1 - 2 + 0 . 9 

5 . 3 1 0 . B 

T . 2 . 6 1 0 . 2 

4 . 4 1 0 . 5 

1 .5+0 .Z 3 . 5 1 0 . Z 6 0 . 2 1 0 . 9 2 .BSiO.Ol 

2 . 0 1 0 . 3 4 . 3 1 0 . 1 7 4 . 1 + 0 . 8 Z . 5 4 1 0 . 0 9 

6 . 7 1 0 . 1 2 1 . 2 1 0 . 1 1 7 . 1 1 0 . Z 1 . 1 0 1 0 . 0 1 

4 . Z l O . 3 7 . 2 1 0 . 4 3 2 . 4 Ï Z . 5 1 . 3 3 1 0 . 0 7 

TOTAL 8 . 4 + 0 . 3 0 . 5 1 0 . 3 2 . 9 1 0 . 3 0 . 9 1 0 . 1 1 9 . 6 + 3 . 6 2 . 3 1 0 . 3 6 . 2 + 0 . 2 5 9 . 0 1 3 . Z 2 . 5 3 1 0 . 0 4 

Tab. V : C o m p a t i t i on an a c i d « ! gram daa d i f f é r e n t e s . c l a a a a i da l i p i d * ! da« H i b r m i i t h y l a c o i d a l a a 

d a i « o r a l l a ! a a n s i b l a (S) a t r e i i a t a n t a (R) i l ' e t r a i i n e . L u é c a r t a - t y p a a a i p r l x a n t l a 

» ! r i a b i l i t a c a l c u l a « à p a r t i r da 4 « x p « c i a n e a a . T • t r a c a r DBI » 'Doub la Bond I n d a x ' ( c o n * 

dea | i c . g r a a an n i l K noobra da doublaa l l a i a o n » ) x a . O i . 

U:l USiI 16:( 11:1 11:1 Hit- 11;] 

It ;0 UH liti] lltf 16:3 

-JJW' 
F i g . 3 

[Il Util uà li!} HiI Htf if;] 

R e p r é s e n t a t i o n g raph ique des v a l e u r s du Tab. V. 
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préférentiellement associés aux complexes protéiniques du photosystème 
II, localisés dans les grana. 

La table V et la FIg. 3 présentent la composition en acides gras des 
différentes classes de lipides. Nous remarquons la présence de l'acide 
hexadecatriénoïque qui classe la morelle noire dans le groupe des plantes 
dites en "16:3". (Harwood, 1980; Whltaker, 1966), 

Le Tab. V et la Fig. 3 mettent en évidence aucune différence notoire 
dans'la composition en acide gras des HGDG des biotypes S et R. Par 
contre, les teneurs en acide linolénique et en acide palmitique des DGDG 
et SQDG du R sont quelque 10X supérieures à celles du S. La teneur en 
acide hexadéca-(3 trans)-énoïque du PG du biotype R est quelque 1OX 
supérieure et celle en acide palmitlque, environ 1OX inférieure à celles 
du biotype S. Nos observations quant aux teneurs en acides gras sont en 
accord avec d'autres auteurs (Lemoine et al., 1983 et Chapman et al., 
1985). Pillai & St. John, (1981) et Burke et al.(1982) rapportent une 
augmentation de l'acide linolénique au détriment des acides linoléique 
et oléique dans le HCDG de plusieurs mauvaises herbes résistantes aux 
triazines. Ils observent également une insaturation supérieure des acides 
gras (s.iato) des thylacoïdes R qui leur suggère une plus grande fluidité 
des membranes thylacoïdales de ces biotypes. Ceci leur permet d'émettre 
l'hypothèse qu'une aodlfication lipidique se produit avec l'apparition 
du phénomène de la résistance chloroplastique. Pour notre part, nous 
avons également observé de pareils écarts dans la composition des acides 
gras è 18 carbones et plus particulièrement dans le DGDG. Chez le biotype 

* R, l'insaturation des acides gras (Tab. V) des HGDC, DGDG et PG est 
toujours supérieure mais légèretient inférieure chez le SQDG. Lorsque le 
DBI est calculé pour un extrait lipidique total, on ne note plus de dif­
férence entre les deux biotypes. Restall et al. (1979), par des expéri­
ence d'hydrogénation, en présence du catalyseur hydrophobe de Uilkinson 
(Rh(PPha),Cl), réussirent à saturer 4OX des doubles liaisons présentes 
dans les Lipides membranaires du chloroplaste sans altérer le rendement 
du transport d'électrons de la chaîne photosynthétique. Ceci les amena 
à mettre en doute le rôle que certains auteurs prêtent aux doubles 
liaisons des acides gras. Cependant, öquist (1982) démontra une corréla­
tion entre l'activité du flux électronique H3O > NADP* et le niveau 

d'insaturation du HGDG dans les thylacoïdes de Pinus sylvestris. En 
effet, une réduction de la mobilité des plastoqulnones dans les membranes 
thylacoïdales en hiver, alors que le degré d'Insaturation du HGDG 
s'abaisse, Inhiberait l'activité du transport des électrons. Egalement 
par des méthodes d'hydrogénation mais avec un catalyseur hydrosoluble 
(Pd(QS)j - palladium di (sodium alizarine nonosulphonate)), Vlgh et al., 
(1985b) concluèrent que la saturation progressive des acides gras des 
lipides des membranes thylacoïdales inhibe, premièrement le transport des 
électrons entre les deux photosystèmes et ensuite autour du PS II. 
L'activité du PS I, elle, n'est pas affecté même lorsque 50X des doubles 
liaisons sont hydrogénées. Gombos et al. (1988), par des expériences avec 
le même catalyseur, démontrèrent que la diffusion des plastoqulnones 
réduites n'est pas ralentie bien que le catalyseur ait sensiblement 
diminué la fluidité membranaire. ' ' 
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S 

R 

iimol lip/g ChI 

2584 ± 336 .. 

3104 ± 285 

g prot/g ChI 

7.0 ± 0.2 

7.2 ± 0.2 

pmol lip/g prot 

370 ± 48 

431 ± 40 

Tab.VI : Comparaison des rapports (lipides/chlorophylles; 
protéines/chlorophylles et lipides/protéines) pour des 

• membranes thylacoïdales de morelles sensible (S) et 
résistante (R) à l'atrazine cultivées en serre. 

GLVCEROLIPIDES 

MGDG 
DGDG 
PG 
SQDG 
PC -

TOTAL 

nmol/mg ChI 

S 

1082 
577 
92 
174 
17 

1942 

R 

1291 
787 

. 144 
203 
25 

2450 

mol % 

S 

53 
32 
6 
8 
1 

100 

R 

55 
30 
5 
9 
1 

100 

DBI 

S 

2.95 
2.82 
1.23 
1.45 
1.57 

2.54 

R 

2.92 
2.79 
1. 18 
1.73 
1.40 

2.57 

Tab. VII: Composition lipidique des membranes thylacoïdales de 
S. nigrum sensible (S) et résistant (R) à l'atrazine. 
Les plantes ont été cultivées à l'extérieur. 

S 

R 

fjmol lip/g ChI 

1942 

2450 

g prot/g ChI 

7.0 

7.9 

)imol lip/g prot 

277 

310 

Tab.VIII: Comparaison des rapports (lipides/chlorophylles; 
protéines/chlorophylles et lipides/protéines) pour des 
membranes thylacoïdales de morelles sensible (S) et 
résistante (R) à 1'atrazine cultivées en couche à 
l'extérieur. 
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Sur la base de l'étude des contenus en acides gras, peu de différ­
ences entre S et R existent. Pourtant, le DBl qui reflète l'augmentation, 
de l'acide llnolénique au détriment d'espèces d'acides gras moins 
insaturées pourrait contribuer à une légère augmentation de la fluidité 
des membranes résistantes (Burke et al. , 1982). L'analyse de la composi­
tion en acides gras, comparée avec celle trouvée dans la • littérature 
(voir p. précédentes), montre que les différences observées entre les 
biotypes S et R varient d'une espèce à l'autre et entre auteurs. Par 
conséquent, la composition en acides gras ne semble pas être nécessaire­
ment liée à l'acquisition de la résistance chloroplastique. Néanmoins, 
la seule différence de nature lipidique susceptible de modifier la 
fluidité des membranes R est la quantité plus élevée d'acide hexadéca-
(3 trans)-énoïquo dans le PG ainsi que la diminution du C,ftl des DGDG, 
SQDG et PG. (pour ces deux derniers lipides, voir Murata "et al., 1982). 
Cette liaison en position crans confère à la molécule de PG une rigidité 
accrue (Murata et al., 1982). Par ailleurs, ce lipide, que l'on trouve 
préférentiellement dans les parties accolées des membranes thylacoïd-
ales (Li et al. , 1989a), c'est-à-dire, proche ou en étroite relation avec 
le PS II porteur de la protéine 32 kDa fixatrice d'herbicides, pourrait 
jouer un rôle dans la fonction de capture de la lumière du IJiCP associé 
au PS II (Rémy et al., 1982 et Dubacq & Trémolières, 1983). 

Comme nous 1'avons mentionné plus haut, plusieurs paramètres sont 
susceptibles de moduler la fluidité membranaire: le degré d'insaturation 
des acides gras (McHahon, 1979; 1OqUiSt, 1982; Gounaris et al., 1983d et 
Vigh et al. , 1985b), le degré d'hydratation du système membranaire (Quinn 
& Williams, 1983), la température et la présence de sterols (Yamamoto at 
al., 1981; Chapman et al., 1982 et Rawyler & Siegenthaler, 1989b), le pH, 
le type et la concentration de cations (Gounaris et ai., 1983a) et la 
présence de protéines dans la bicouche (Chapman et al., 1983 a et b; 
Millner et al., 1984a et b). Le Tab. VI présente quelques rapports entre 
les protéines thylacoïdales et les lipides de ces mêmes membranes: sur 
la base des chlorophylles, les membranes R ne sont que légèrement plus 
riches en protéines par rapport aux S. Par contre, sur la base du contenu 
protéinique, les membranes du biotype R sont sensiblement enrichies en 
lipides (141) comparé aux S. Les études de Millner et al. (1984a) ont 
démontré que la quantité de protéines dans une membrane modifie la 
dynamique des chaînes acylées des lipides, c'est-à-dire qu'une valeur 
élevée du rapport liptde/protéine est associé à une fluidité accrue de 
la membrane. Or, la valeur de ce rapport, qui est plus grande chez les 
membranes R, suggère que ces membranes sont plus fluides que les 
membranes S. Selon Murphy & Uoodrov (1983 a et b), la valeur du rapport 
lipide/protéine des membranes granalres est le double de celle mesurée 
pour des membranes thylacoïdales stromatiques et granaires ensemble. 
Cette répartition différenciée entre membranes accolées et non-accolées, 
suggère que le rapport lipide /protéine, qui est plus élevé dans les 
membranes thylacoïdales R (Tab. VI et VIII), peut refléter davantage une 
augmentation des saccules par grana (Burkc et al. , 1982; Lemoine et al., 
1983; Mattoo et al., 1984; Vaughn & Duke, 1984 et Vaughn; 1986) plutôt 
qu'une fluidité accrue des thylacoïdes R par rapport aux S. 
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O.Ol 0.1 1 10 

SALT CONCENTRATION, mM 

Valeur du rapport des absòrbances A/A^ de Ia safranine 
en fonction des concentrations de cations ajoutés. La 
densité superficielle de charge est déterminée à l'aide 
de 4 couples de concentrations en méthylviologène (MV) 
et KCl donnant un même rapport A/A11-1. 
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Les différences observées entre les plantes sensibles et résistantes 
cultivées sous serre sont toujours visibles chez les plantes cultivées 
à l'extérieur. Lorsque l'on conpare la composition lipidique des biotypes 
S et R cultivés en serre avec celle des biotypes cultivés en couche à 
l'extérieur (comparer.les Tab. Ill et IV avec le Tab VIl), on observe 
pour les plantes S et R cultivées en couche à l'extérieur: 1) des 
membranes appauvries en lipides; 2) un rapport lipide/protéine des 
thylacoides diminué de 25 à 30X1 3) des contenus en PG et SQDG diminués 
au profit de celui du DGDG et 4) des DBI des différentes classes de 
lipides toujours supérieurs. On observe donc une adaptation des membranes 
aux conditions de culture et deux tendances semblent s'opposer: l'une 
cherchant à augmenter la fluidité des membranes (augmentation des valeurs 
du DBI) et l'autre, cherchant à la diminuer (diminution des valeurs du 
rapport lipide/protéine). Cette observation est probablement liée au fait 
que les plantes d'extérieur ont dû s'adapter aux fortes luminosités et 
aux importantes variations thermiques entre le jour et la nuit, alors que 
les cultures sous serre ont été protégées contre le soleil par un ombrage 
artificiel (peinture blanche et lattes de bois) et contre l'amplitude 
thermique entre le jour et la nuit par l'effet tampon de la serre. 

4.3 Détermination de la densité superficielle de charge des 
membranes thylacoïdales 

La densité superficielle de charge des membranes thylacoïdales 
module, par l'intermédiaire du potentiel de surface, de nombreuse 
propriétés membrsnaires (Barber, 1980, 1982). Elle contrôle, en parti­
culier, la concentration des ions à l'interface des membranes, la force 
d'attraction entre les protéines périphériques (p.ex. plastocyanine et 
ferédoxine), l'accessibilité des donneurs et accepteurs d'électrons à la 
surface membranaire, ainsi que les propriétés biophysiques de la 
membrane, notannant sa fluidité. La densité superficielle de charge agit 
également sur l'accolement des thyacoïdes (Barber, 1980 et Davies et ai., 
1986) et la- formation des grana. La Fig. 4 présente les résultats d'une 
expérience typique réalisée dans le but de déterminer la densité 
superficielle de charge a. 

Lorsqu' une suspension de membranes thylacoïdales est ajoutée à une 
solution de safranine, l'absorbance, à 520 nm de cette dernière, diminue. 
Le niveau minimal de l'absorbance est atteint lorsque les thylacoides et 
la safranine sont seuls en présence et que toute trace d'ions divalents 
résiduels a été neutralisée par chelation avec de l'EDTA. Les thylacoides 
sont ensuite traités par des concentrations croissantes de KCl et/ou de 
méthylviologène (MV) qui induisent à chaque fois de nouvelles différences 
d'absorbance (520-552 nm). Quatre concentrations de KCl, respectivement 
de MV, donnant la même valeur du rapport A/A^ permettent de calculer 
quatre valeurs de o proches et de tirer un a moyen. Les valeurs trouvées 
sont de -0.016 ± 0.001 et -0.017 ± 0.003 C/m* pour les membranes 
thylacoïdales S et R, respectivement (n-3 pour chacun des biotypes). Ces 
valeurs sont inférieures à celles trouvées pour les membranes thyla­
coïdales de l'Epinard ou du Pois qui ont un a de -0.025 C/mz (Barber, 
1980; Chow & Barber, 1980). La charge de surface étant- associée aux 
protéines membranaires plutôt qu'à la matrice lipidique (Berg et al., 
1974), la valeur du rapport lipide/protéine devient un paramètre 
important qui Influence la valeur de a. Pourtant, ces rapports 
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lipide/protéine chez les thylacoïdes des Morelles S et R (Tab. VI et 
VIII) sont assez proches de celui des membranes de l'Eplnard (Rawyler et 
al, 1987). Ainsi, il faut admettre que d'autes paramètres influent 
également sur la charge de surface, par exemple la composition en 
protéines, la séquence des acides aminés de ces protéines ou la valeur 
du rapport PS I/PS II (Davies et al., 1986). En considérant les charges 
de surface des membranes thylacoïdales au sein de 1'espèce Solanum 
nigrum, la légère augmentation de a des membranes thylacoïdales du 
biotype R pourrait refléter leur faible enrichissement protéinique 
relativement aux S (Tab. VI). D'autre part, nous avons vu précédemment 
que la diminution de la valeur ChI a/h est accompagnée d'une augmentation 
en LHCP du PS II (Leong & Anderson, 1983). Or, la présence du LHCP a été 
reconnue pour jouer un rôle important dans le phénomène de l'accolement 
des membranes thylacoïdales ou "stacking" (Anderson, 1984). En 1986, 
Davies et al. démontrèrent qu'un pourcentage d'accolement élevé était 
en relation directe avec une faible irradiance lors de la culture des 
plantes, une faible charge de surface et une proportion élevée de LHCP. 

4.4 Organisation transmembranaire des lipides des membranes 
thy1aco ïdale s 

Les trois complexes protéiniques responsables du flux d'électrons 
possèdent un arrangement interne fortement asymétrique lié à leur 
fonction vectorielle (voir Ort, 1986 pour une revue). Une hétérogénéité 
latérale des complexes protéiniques est aussi largement reconnue et par 
voie de conséquence, les pigments, associés spécifiquement à certains 
complexes polypeptidiques, le sont également (Murphy & Woodrow, 1983 a 
et b). En plus de l'arrangement hétérogène des protéines,- plusieurs 
auteurs ont montré que les lipides sont distribués de manière hétérogène 
dans le plan de la membrane (Gounaris et al., 1983c; Murphy & Woodrow, 
1983 a et b et Murphy, 1986 a et b) et entre les deux feuillets membran-
aires du thylacoïde (Rawyler & Siegenthaler, 1981a; Giroud & 
Siegenthaler, 1984; Unitt & Harwood, 1985; Sundby & Larsson, 1985; 
Rawyler & Siegenthaler, 1985; Rawyler et al, 1987; Siegenthaler et al., 
1987; Giroud & Siegenthaler, 1988 et Siegenthaler et al., 1989). Par 
ailleurs, certains lipides peuvent aussi interagir spécifiquement avec 
certains complexes protéiniques (Dubacq & Trémolières, 1983; Gounaris & 
Barber, 1985; Pick et al., 1985; Sigrist et al., 1988; Horvath et al., 
1989 et Li et al., 1989a et b ) . 

Au vu de ces résultats, il parait légitime d'envisager qu'un 
changement de la distribution transversale des phospho- et/ou des 
galactolipides puisse influer sur le caractère de la résistance chloro-
plastI^ue. Nous procéderons de la manière suivante et nous discuterons 
de: 

la méthodologie enzymatique 
quelques propriétés des sondes et des membranes 
1'analyse de la distribution des phospholipides dans les 
thylacoïdes des biotypes S et R 
1'analyse de la distribution des galactolipides dans les 
thylacoïdes des biotypes S et R 

et nous concluerons sur quelques implications de nos résultats. 
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Méthodologie : 

Celle-ci a déjà-fait l'objet de nombreuses revues (Op den Kantp, 1979; 
van Deenen, 1980; Siegenthaler, 1982 et Siegenthaler & Rawyler, 1986). 
Le principe est basé sur l'utilisation d'une enzyme lipolytique (*) qui 
modifie uniquement les lipides acylés localisés dans le feuillet externe 
de la bicouche membranaire pour autant que l'on travaille à basse 
température. Pour estimer valablement la localisation des lipides, la 
méthode enzymatique ne peut être utilisée que dans certaines conditions: 

1*/ Les membranes étudiées doivent former des structures fermées et 
de même orientation. 

2*/ L'action de l'enzyme lipolytique ne doit pas modifier l'archi­
tecture de la membrane, ni son intégrité structurale (et si 
possible fonctionnelle). 

3'/ La lipase ne doit pas induire des séparations ou des transi­
tions de phase des lipides. 

<** / La modification des lipides situés uniquement dans le feuillet 
externe peut engendrer un déséquilibre transversal que la 
membrane tend à conpenser par une redistribution des lipides 
entre les deux feuillets. Ce mouvement des lipides du feuillet 
interne vers le feuillet externe et vice versa, naturel ou 
provoqué par la lipase, doit être négligeable par rapport à la 
vitesse de travail de cette enzyme. 

5*/ Tous les lipides doivent être accessibles à la lipase lors­
qu'elle a accès aux deux feuillets membranaires. Pour rendre 
les deux faces de la membrane accessibles à la lipase, il faut 
provoquer l'ouverture des vésicules sans pour autant disloquer 
-l'organisation moléculaire de la membrane. 

6*/ L'enzyme lipolytique ne doit en aucun cas lyser les structures 
membranaires. Si les membranes sont lysées, la lipase pénétrera 
à l'intérieur des vésicules et hydrolysera les lipides du 
feuillet interne, disloquant ainsi complètement la structure 
membranaire. 

(*) Remarque: Dans notre étude de l'asymétrie lipidique par la méthode 
enzymatique; nous avons eu recours uniquement à des 
lipases, aussi nous parlerons de ces dernières également 
dans le sens large d'enzyme lipolytique, tout en sachant 
que la méthode enzymatique fait appel à plusieurs types 
différents d'enzymes (p.ex. acyl-hydrolase, galactose 
oxidase etc...). 
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Ces six points résument la problématique de la détermination de la 
distribution transversale des différentes classes de lipides par 
l'approche enzymatique (voir Siegenthaler, 1982 et Siegenthaler & 
Rawyler, 1986 pour des revues). Dès 1988, Siegenthaler et al. démon­
trèrent que l'asymétrie, feuillet externe/feuillet interne, des galacto-
lipides des membranes thylacoïdales inversées ("inside-out vesicles"^ 
d'Epinard était d'env. 40/60 et de 20/80 pour les HGDG et DGDG, respect­
ivement . Ces valeurs sont inverses de celles observées (soit ̂ env 60/40 
et 80/20) dans des membranes thylacoïdales "natives" de la même plante. 
Cette réciprocité démontre la fiabilité de la méthode. 

Notre intérêt s1est porté, dans cette deuxième partie, sur la 
distribution transmembranaire des lipides thylacoïdaux des deux biotypes. 
Nous nous sommes basés- sur des techniques qui respectent, complètement 
ou partiellement, les six conditions citées ci-dessus et qui ont été 
développées dans ce laboratoire (voir également les thèses de Rawyler, 
1980 et .Giroud, 1986).. 

Propriétés des deux lipases (LRa et FLA1) : 

Les deux lipases utilisées dans cette étude de l'asymétrie transvers­
ale des lipides thylacoïdaux sont deux lipases, la phospholipase A2 de 
pancréas de porc (PLA2) et la lipase A1 de RhLzopus arrhizus (LRa) à 
spécificité plus large. 

L'analyse des cinétiques d'hydrolyse enzymatique des phospholipides 
disposés en films monomoléculaires a été décrite par Dawson (1969). La 
réaction suit une cinétique de type: 

- dc/dt - k x c x [HjO] 

où c est la concentration du. substrat à la surface de la monocouche 
après un temps t et k est une constante de vitesse. 

En intégrant, on trouve: 

log c - K x t + constante 

où K - k x [H2O] 

ainsi en exprimant le log de c en fonction de t, on obtient une 
droite. 

Les caractéristiques des deux enzymes sont les suivantes : 

* Phospholipase A. (PLA.) (E.C. 3.1.1.4) 

Origine 
Substrat 
Poids moléculaire 
Cofacteur 
Inhibiteur 
pH optimum 
pi-
Produits d'hydrolyse 

pancréas de porc 
PG > PC 
14'000 
Ca2+ (1-10 mM) 
EDTA 
7.9 - 8.4 
7.4 
acides gras libres + 2-lyso-lipides 
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* Lipase A. fLRaV fE.C. 3.1.1.3) 

Origine 
Substrat 
Poids moléculaire 
Activateur 
Cofacteur 
Inhibiteur 
pH optimum 

Pl 
Produits d'hydrolyse 

Rhizopus arrhlzus (Mucorale) 
* SQDG > PG et PC 

Fe**) 

1-lyso-lipides 

MGDG > 
4 0 ' 0 0 0 
Na* 
(Ca Ï J , 
(EDTA, 
7 . 0 
6 . 3 
a c i d e s 

DGDG « S 

Mg?* > 
Zn8 + , Co 

g r a s + ! 

Les enzymes PLA2 et LRa sont dépendantes de plusieurs paramètres physico­
chimiques (Rawyler & Siegenthaler, 1985), dont: 

la pression latérale membranaire ou pression de "packing". Les 
enzymes peuvent travailler tant que cette pression n'excède pas 
une valeur limite (Roelofsen, 1982). Il est à noter que, dans 
notre cas (PLA2 et LRa), l'hydrolyse des substrats (un 
lysolipide et un acide gras) s'accompagne d'une augmentation de 
la pression. 

le potentiel de surface ^8. Une modification de la valeure de 
ce paramètre s'accompagne d'un changement des propriétés 
biophysiques de la membrane, que ce soit la fluidité, le 
"packing", le pH de surface, ou la concentration des ions à 
l'interface menbranaire (Barber, 1980 et 1982; Rawyler & 
Siegenthaler, 1985). La charge de surface native des membranes 
peut être augmentée par les produits d'hydrolyse (acides gras 
• libres). 

la température. Elle contrôle la vitesse d'hydrolyse des 
lipides, en accord avec la loi d'Arrhenius qui lie vitesse et 
température et par l'effet même que cette dernière exerce sur 
la fluidité et la pression latérale membranalre (Rawyler & 
Siegenthaler, 1985; Roelofsen, 1982). 

les protéines qui peuvent masquer certains sites de reconnais­
sance et gêner ou mène bloquer ainsi l'hydrolyse des substrats. 

les produits d'hydrolyse. En effet, les dérivés "lyso" et les 
acides gras libres, par leur pouvoir détersif, peuvent modifier 
la perméabilité membranalre (Shier, 1982). Des transitions de 
phase peuvent également apparaître suite à .la présence de ces 
produits dans la bicouche (Thomas et al., 1985). 
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Fig. 5 : Pourcentage d'hydrolyse (A) de la PC des biotypes S (•) 
et R (0) et (B) du PG des biotypes s (|) et R (D) des 
membranes thylacoidales traitées avec la phospholipase 
A2 de pancréas de porc. 
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4.6.1 Asymétrie transversale des phospholipides 

Les Figures 5 A et B présentent les courbes semi-logarithmiques 
d'hydrolyse de la PC (A) et du PG (B), c'est-à-dire, le pourcentage de 
lipide hydrolyse versus le temps d'incubation en présence de la phospho-
lipase A3 de pancréas de porc. Ce sont les courbes d'une expérience 
typique d'hydrolyse dans les conditions mentionnées sous "Matériel et 
Méthodes". 

Les cinétiques d'hydrolyse de la phosphatidylcholine sont biphasiques 
(Fig. 5A). L'extrapolation au temps zéro de la deuxième phase permet de 
définir une valeur qui indique la quantité de PC localisée dans le 
feuillet interne du thylacoïde. On constate: (i) que la deuxième phase, 
correspondant au "pool topologique" (Rawyler & Slegenthaler, 1985), est 
atteinte plus rapidement chez le biotype S . que chez le R; (ii) que 
l'hydrolyse des lipides du dernier pool est significativement plus rapide 
chez les membranes R que chez les S; (lii) que l'extrapolation au temps 
zéro de la dernière phase indique une distribution de 45 ± 1OX de la PC 
dans le feuillet externe et de 55 ± 1OX dans le feuillet interne des 
membranes thylacoïdales des biotypes S et R (n — 4 et 3 pour S et R, 
respectivement). Ainsi, bien que la distribution transmembranalre de la 
PC soit similaire dans les deux biotypes, les cinétiques d'hydrolyse sont 
quelque peu différentes. Ces différences indiquent que le pool de PC du 
feuillet externe est plus rapidement accessible à la PLAj dans les 
thylacoïdes S que dans les R. Cela peut être dû à un état plus fluide du 
pool externe de PC. 

La pente de la droite correspondant à l'hydrolyse du dernier pool est 
associée au mouvement des lipides du feuillet Interne vers le feuillet 
externe (mouvement transmembranaire ou "transbilayer movement"). Or, la 
•pente de cette droite est plus grande chez le biotype R que chez le S, 
ce qui suggère que le mouvement transmembranalre des molécules de PC est 
accru dans les membranes R par rapport aux S à la température de 
l'expérience (20*C). Ceci nous permet d'émettre l'hypothèse que la PC 
peut être plus fortement associée à certains complexes protéiniques 
situés dans la monocouche interne des thylacoides S, qu'à des complexes 
protéiniques situés dans la ntonocouche interne des R. La mutation peut 
avoir affaibli ce type d'association (protéines-PC) chez le R. 

Les cinétiques d'hydrolyse du phosphatidylglycérol sont triphasiques 
(Fig. 5B). L'extrapolation au temps zéro de chacune des phases permet de 
déterminer l'existence et la taille de trois pools de lipides de 
réactivtté décroissante (Demant et al., 1979). Le deuxième pool ou pool 
intermédiaire, serait la conséquence d'une augmentation de la pression 
latérale membranaire induite par la libération des produits d'hydrolyse 
dans la membrane (Rawyler & Siegenthaler, 1985). Comme dans le cas de 
l'hydrolyse de la PC, le dernier pool est le pool topologique. Il indique 
un contenu en PG du feuillet externe de' 63 ± 5X et 65 ± 5% chez S et R 
respectivement et un contenu du feuillet interne de 37 ± 5X et 35 ± 5X 
chez S et R, respectivement (n - 4 et 3 pour S et R, respectivement). 
Ainsi, on constate là aussi que la distribution du PG est similaire chez 
les deux biotypes. Pourtant, le pool topologique est atteint plus 
rapidement chez le biotype R. D'autre part, le mouvement transmembranalre 
du PG, est légèrement plus prononcé chez le biotype S à la température 
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de l'expérience (20*C). Ainsi, dans le cas du PG, il semble que ce soit 
les membranes R qui soient plus fluides que les S, puisque plus rapide­
ment attaquées. 

La vitesse d'hydrolyse ainsi que le mouvement transmembranaire des 
phospholipides peuvent également être associés, outre au phénomène de la 
fluidité, à celui de l'accessibilité de l'enzyme pour son substrat. 
Certaines molécules de PC chez le biotype S et certaines molécules de PG 
chez le biotype R étant plus difficilement hydrolysable que chez le 
biotype opposé. Suite à la mutation chez le btotype R, deux possibilités 
sont envisageables: 1) la membrane présente des irrégularités au sein des 
phospholipides; 2) certaines liaisons spécifiques phospholipides-1 

protéines sont affaiblies. L'une ou l'autre, voir les deux possibilités 
peuvent contribuer à ralentir (cas de la PC) ou accélérer (cas du PG) la 
vitesse d'hydrolyse des phospholipides des thylacoïdes R. On peut 
également envisager que l'amplification du mouvement transmerabranaire 
(cas de la PC) ou son atténuation (cas du PG), relève du nènie phénomène. 

La distribution transmembranaire des phospholipides et principalement 
celle du PG, est en accord avec les travaux de Rawyler & Siegenthaler 
(1981a) et de Siegenthaler ec al. (1987 et 1989) dans le cas de l'Epin-
ard, de Unitt & Harwood (1985) dans le cas de l'Orge, de la Laitue et du 
Pois et de Siegenthaler & Giroud (1986) dans le cas de l'Avoine. Tous 
constatèrent un enrichissement du feuillet externe en PG (environ 70/30, 
feuillets ext/int). Unitt & Harwood (1985), démontrèrent même que 
l'espèce moléculaire de PG contenant l'acide hexadéca-(3 trans.)-énoïque 
était exclusivement localisée dans le feuillet externe. Pour la PC, les 
résultats varient davantage selon ces auteurs. A ce propos, il faut 
rappeler que la PC constitue, chez la Morelle, environ lï du contenu 
lipidique total des membranes thylacoïdales, contre environ 10Ï pour Ie-
PG. La PC est donc un lipide mineur dans le thylacoïde. Elle est 
principalement concentrée dans les enveloppes et dans les structures 
membranaires étrangères aux chloroplastes (Dorne et al., 1990). Si les 
membranes thylacoïdales ne sont qu'imparfaitement purifiées, la localisa­
tion de la PC s'en trouvera faussée. D'autre part, la faible quantité 
de PC rend la méthode de dosage difficile et parfois à la limite de 
résolution de cette technique dans nos conditions, ce qui explique, en 
tout cas partiellement, l'écart-type plus important lors de l'hydrolyse 
de ce lipide comparé a celui du PG. Néanmoins, on peut proposer une 
distribution transmembranaire de la PC proche de 50/50 (feuillets 
ext/int) (voir aussi Siegenthaler et al., 1989). 

Les conditions choisies lors de l'hydrolyse des phospholipides nous 
ont permis de déterminer la distribution transmembranaire des phospho­
lipides. Nous avons observé qu'elle était similaire autant pour la PC que 
pour le PG dans les membranes thylacoïdales des deux biotypes. Quelques 
légères différences apparaissent dans les cinétiques d'hydrolyse: Le pool 
topologique de PC est plus rapidement atteint chez le biotype S que chez 
le R d'une part et d'autre part, le pool topologique de PG est, quant à 
lui, plus rapidement atteint chez le R que chez le S. Il est difficile 
d'interpréter ces deux observations, pourtant, vu la faible concentration 
des thylacoïdes en PC, il est pensable que cette dernière soit localisée 
de manière très spécifique, peut-être dans certaines régions du PS II 
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(Horvath et al., 1989). Dans ce cas, la conformation de la protéine, 
probablement altérée chez le mutant, peut avoir, engendré un affaiblis­
sent nt de cohésion entre les polypeptides et les molécules de PC d'une 
part, et d'autre part, avoir masqué ces dernières contre l'attaque de la 
lipase. La concentration plus importante de PG permet d'interpréter de 
manière plus fiable les courbes de la Fig. 5B: l'hydrolyse du PG, plus 
rapide dans les membranes thylacoîdales R, suggère une fluidité accrue 
de ces dernières. Cette interprétation est confirmée par. un rapport 
lipide/protéine et des DBI supérieurs, comparés à ceux du biotype S (Tab. 
V, Vl et VIII). 

4.4.2 Asymétrie transversale des galactollpides 

La lipase de Rhizopus srrhizus a largement contribué à la détermina­
tion de la distribution transmenbranaire des galactollpides. A l'heure 
actuelle, il est généralement accepté que le MGDG est localisé préfèrent-
iellement dans le feuillet externe et le DGDG dans le feuillet interne 
du thylacoïde et ceci dans plusieurs genres de plantes des régions 
tempérées (Rawyler et al., 1987) 

La figure 6 montre les cinétiques d'hydrolyse des galactollpides par 
la lipase de Rhizopus errhïzus. Nous avons utilisé trois conditions 
d'hydrolyse (Tab. IX). 

MILIEUX 

1 

2 

3 

COMPOSANTS 

sorbitol 
MOPS/NaOH 

sorbitol 

MOPS/KOH 
NaCl 

KCl 

sorbitol 

MOPS/KOH 
NaCl 
KCl 

(mM) 

300 
1 

300 

5 
10 

85 

300 
5 

10 
85 

T (*C) 

20 

20 

2 

* 0 <mV) • 

•111 

- 22 

- 20 

Tab.IX : Composition chimique des milieux d'incubation, ajustés à pH 7.6 
et le potentiel de surface qu'ils engendrent chez les membranes 
thylacoîdales des bio.types S et R. 
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La vitesse de dégradation va, pour chacune des phases successives, en 
décroissant (Figs 6 A, B et C), ce que nous observons dans les trois 
conditions qui furent les nôtres (Tab. IX). Une dislocation de la 
membrane pouvant être visualisée par une brusque accélération de la 
vitesse d'hydrolyse, nous constatons que les "pools topologiques" des 
MGDG et DGDG sont atteints sans que l'architecture membranaire soit 
fondamentalement modifiée, et ceci même après 50 à 60 minutes d'incuba­
tion des membranes thylacoïdales en présence d'une concentration élevée 
d'enzyme (30 U/mg Chi). 

Dans les trois conditions étudiées, l'hydrolyse du DGDG est biphasi-
que. L'amplitude des deux pools de DGDG est constante et sans rapport, 
ni avec les conditions ioniques, ni avec la température. Ce comportement, 
dans des conditions où la lipase et le Na* sont en excès, est propre au 
pool topologique. Par conséquent, ce premier pool de DGDG (12X ± 2 pour 
S et 16X ± 3 pour R) peut être attribué à la monocouche extérieure alors 
que la seconde (88X ± 2 pour S et 84X ± 3 pour R) à la monocouche 
intérieure. 

L'augmentation de la concentration ionique dans le milieu d'incuba­
tion a pour effet de masquer la charge de surface, donc de diminuer la 
valeur absolue dii potentiel de surface. L'augmentation de la température, 
quant à elle, tend à fluidifier la structure membranaire. On assiste, 
dans les conditions où la concentration ionique est forte, à une 
augmentation de la vitesse et de l'amplitude de l'hydrolyse du MGDG, 
d'une part (comparer les Figs 6À et B) et d'autre part, lors de l'abais­
sement de la température pendant 1'incubation, à une légère diminution 
à la fois de la vitesse et de l'anplitude d'hydrolyse du MGDG (comparer 
les Figs 6B et C). Ainsi,la pression latérale membranaire des thylacoïdes 
peut être modulée par la concentration ionique du milieu de suspension 
(si la concentration ionique augmente, la pression de packing diminue) 
et/ou par la température (si la température augmente, la pression de 
packing diminue également). 

Les cinétiques d'hydrolyse du HGDG sont difficiles à interpréter. 
Trois pools de réactivité décroissante peuvent être discernés, chacun 
caractérisé par sa propre vitesse d'hydrolyse. Les valeurs extrapolées 
au temps zéro pour la phase intermédiaire et la phase finale sont 
respectivement 75 et UIt pour les deux biotypes. Si nous appliquons à ces 
cinétiques la même interprétation que celle que nous avons utilisée lors 
du traitement par la PLA3, le pool de plus faible réactivité représente 
la quantité de lipides localisés dans le feuillet interne et l'existence 
d'un pool intermédiaire serait la conséquence d'une augmentation de la 
pression latérale membranaire induite par la libération des produits 
d'hydrolyse dans la membrane (Rawyler & Siegenthaler, 1985). 

La concentration ionique dans le milieu influence le potentiel de 
surface, mécanisme-clé qui agit sur la fluidité et la pression latérale 
membranaire et par-là même sur l'activité enzymatique. On note que 
lorsque la valeur négative de <f>B est faible et que le fonctionnement de 
l'enzyme est favorisé, les thylacoïdes sont accolés.'Or, l'accolement des 
membranes .thylacoïdales ne semble pas restreindre l'accessibilité de la 
lipase pour son substrat (Rawyler & Siegenthaler, 1985). 
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Nous n'avons noté aucune hydrolyse significative du SQDG. Ceci peut 
être attribué: 1) à la spécificité de la LRa, la pression de packing 
étant supérieure entre les molécules de SQDG qu'entre les molécules de 
DGDG ou de MGDG, la LRa hydrolysera d'abord ces derniers; 2) au SQDG qui 
pourrait être entièrement localisé dans le feuillet interne, puisque nous 
avons démontré que, dans nos conditions, l'hydrolyse des galactolipides 
se limitait à la monocouche externe; 3) au sulfolipide qui pourrait être 
inaccessible à l'activité de la LRa parce que protégé de l'hydrolyse par 
une forte interaction avec des protéines, cette interaction étant 
associée à une pression de packing supérieure à la pression de packing 
limite pour laquelle la lipase pourrait hydrolyser les molécules de SQDG. 

Au terme de cette partie, nos résultats (Tab. X) nous permettent de 
conclure que la distibution du MGDG dans le feuillet externe et dans le 
feuillet interne est de 53 et 47 (mol%) pour S comme pour R. Par contre, 
la distribution du DGDG, feuillets ext/int est de 12/88 pour S ec de 
16/84 pour R. En d'autres termes et au vu des valeurs du Tab. X, les 
galactolipides ne sont pas répartis également de part et d'autre de la 
membrane, avec des rapports ext/int de 0,73 pour R et 0.68 pour S. Cette 
dernière observation est associée à un enrichissement des galactolipides 
dans la couche intérieure des membranes thylacoïdales de S par rapport 
à celles de R. Plus particulièrement, c'est le DGDG qui contribue à cet 
enrichissement lipidique. Ce lipide, à l'état natif, est reconnu pour 
former des doubles couches lamellaires en milieu acqueux, contrairement 
au MGDG, qui dans les mêmes conditions, forme des structures non-
bicouches pu hexagonales inverses (Quinn & Williams, 1983). 

Le rapport molaire MGDG/DGDG (Tab. X) est élevé dans le feuillet 
excerne (>7.0) et beaucoup plus petit dans le feuillet interne (<1.5). 
Etant donné que le MGDG est un lipide non-bicouche, on peut se demander 
quelle est la signification d'un rapport si élevé dans le feuillet 
externe d'une membrane, qui pourtant, adopte la structure bicouche. Si 
on considère un rapport MGDG/DGDG de 2.5 comme étant critique dans la 
formation de phases non-lamellaires (Sprague & Staehelin, 1984), alors, 
un mélange de galactolipides dont la composition serait similaire à celle 
du feuillet externe devrait contenir exclusivement des structures non-
lamellaires, alors qu'un mélange de galactolipides dont la composition 
serait similaire à celle du feuillet interne devrait contenir seulement 
des structures lamellaires. Ainsi, une configuration lamellaire du 
feuillet interne serait due aux galactolipides seulement, en faisant 
abstraction de la contribution des autres lipides bicouches (SQDG et PG-) . 
Ceci n'est vraisemblablement pas le cas pour le feuillet externe, 
Cependant, il est bien connu que la membrane thylacoïdale est une 
structure bicouche en conditions physiologiques (Arntzen & Briantais, 
1975). 11 est donc évident que d1autres composants contribuent à là 
stabilisation de la configuration lamellaire du feuillet externe et les 
premiers candidats capables de stabiliser la membrane sont les protéines 
(Cullis & de. Kruijff, 1979). La présence des autres lipides peut 
également être importante. 
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MGDG (moli des lipides acylés totaux) 
DGDG (molt des lipides acylés totaux) 

MGDG (moli) extérieur : intérieur 
DGDG (molt ) extérieur : intérieur 

Rapport molaire des galactolipid.es 
nonocoucne ext / »onocouche int 

MGDG /DGDG 
- monocouche extérieure 
- monocouche intérieure 

Quantité des lipides non-bicouches * 
- »onocouche extérieure 

- »onocouche intérieure 

S 

55 
24 

53:47 
)2:B8 

0.68 

9.67 
1.24 

14.1/29 
(0.49) 
30.9/26 
(1-19) 

R 

53 
23 

53:47 
16:84 

0.73 

7.00 
1.32 

16.7/28 . 
(0.60) 
30.3/25 
(1.21) 

Tab. X r Asymétrie des g a l a c t o l i p i d e s des membranes 
t h y l a c o ï d a l e s de Morel les s ens ib l e (S) e t r é s i s t a n t e 
(R) à 1 ' a t r a z i ne . Les va l eu r s sont l a moyenne de 5 
expé r i ences . 

* Quant i té de l i p i d e s non-bicouches dans l e s deux 
f e u i l l e t s thy laco ïdaux . Les q u a n t i t é s sont c a l c u l é e s 
en supposant que t o u t l e MGDG e s t un l i p i d e 
po t en t i e l l emen t non-bicouche e t que tous l e s a u t r e s 
l i p i d e s (DGDG, SQDG, PG, e t c . ] sont des l i p i d e s 
b icouches . La d i s t r i b u t i o n t r a n s v e r s a l e du PG e s t de 
70/30 ( n o l i ) dans l e s raonocouches e x t é r i e u r e e t 
i n t é r i e u r e du thy laco ïde (vo i r point 4 . 4 . 1 ) e t c e l l e 
du SQDG, supposée, de 40/60 (mol i ) . 

Bien que l a conf igura t ion la plus probable du f e u i l l e t externe s o i t 
une conf igura t ion l a m e l l a i r e , i l n ' e s t pas impossible que l e s deux 
s t r u c t u r e s , hexagonale e t l a m e l l a i r e , puissent coex i s t e r , cec i ayant é té 
démontré dans des condi t ions p a r t i c u l i è r e s , c ' e s t - à - d i r e , s o i t à pH bas 
(=4), s o i t en présence de ca t ions méta l l iques <<10 mM) (Gounaris e t a i . , 
1983a) . La s i g n i f i c a t i o n des grandes quan t i t é s de l i p i d e s non-bicouches 
dans l a membrane chylacoïdale n ' e s t pas connue. Pour tant , l a propor t ion 
de MGDG dans . le f e u i l l e t externe e s t s i importante que l ' o n peut 
envisager que des s t r u c t u r e s non- lamel la i res so ien t i ndu i t e s par des 
changements s u b t i l s de: i ) température (Giroud & Siegentha le r , 1984); ü ) 
ca t ions p a r t i c u l i e r s <Unitt & Harwood, 1985); i i i ) p ro té ines membranaires 
(Cu l l t s & de Krui j f f , 1979; Hi l lne r et al., 1984 e t Pick e t al., 1984). 
Par a i l l e u r s l a présence de s t r u c t u r e s hexagonales peut jouer un rô le 
dans l e s phénomènes de fusion l o r s de la biogenèse du ch lo rop las te 
(Cu l l i s & de Kruijff , 1979), dans l ' a d a p t a t i o n morphologique l o r s de l a 
croissance à l a lumière e t à l 'ombre (Boardman, 1977) ou dans une 
adapta t ion rapide l o r s des t r a n s i t i o n s " s t a t e 1 / s t a t e 2". (S taehe l ln & 
Arntzen, 1983). Quoi q u ' i l en s o i t , Giroud e t S iegentha ler (1988) 
démontrèrent que l e passage du prothylacoïde au thylacoïde l o r s du 
verdissement tie modifie pas l ' a symé t r i e transmembranaire des ga lac to­
l i p i d e s mais que c ' e s t l ' i n c o r p o r a t i o n des complexes chlorophyl les -
p ro t é ines dans la membrane thy laco ïda le na i s san te qui semble p rése rver 
l a conf igura t ion bicouche à l a membrane ve rd i s san t e , sans quoi e l l e 
adop te ra i t des s t r u c t u r e s non l a m e l l a i r e s . 

galactolipid.es
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Finalement, nous devons mentionner que les asymétries décrites sous 
les points 4.4.1 et 2, n'excluent pas la possibilité que les phospho-
lipides et/ou les galactoiipides puissent adopter une distribution 
transraerabranaire différente dans les grana et dans les thylacoïdes 

stromatiques. 

4.5 Fluidité relative des membranes thvlacoïdales 

Le masquage des charges négatives de surface des complexes protéini-
ques du thylacoïde par les cations provoque leur diffusion dans le plan 
de la membrane et décroit les échanges d'énergie entre les deux photo­
systèmes (spillover). La fluorescence du PS II augmente au détriment de 
celle du PS-I. Les complexes PS II se regroupent en unités fortement 
connectées dans des régions à basse densité de charge de surface 
permettant ainsi l'accolement des thylacoïdes et la formation de grana 
(Barber et s i . , 1980). Les unités PS I restent localisées dans des 
domaines à densité de charge élevée (Barber, 1980). La vitesse à laquelle 
se produit l'augmentation de fluorescence du PS II est directement liée 
à la fluidité membranaire. La-Fig. 7. présente les effets d'une addition 
de Hg** sur la fluorescence émises par les PS II des membranes thyla-
coïdales suspendues en présence de DCMU à 20*C. En mesurant le demi-
temps de montée de la fluorescence (T1/z) pour les deux types de membranes 
thylacoïdales, il apparaît que ce dernier est plus élevé chez le biotype 
R que chez le S (12 et 8 sec, respectivement). De plus, le fait que 
l'amplitude du maximum de la fluorescence soit réduite chez le biotype 
S montre qu'à un effet sur la fluidité membranaire s'ajoute un effet sur 
les complexes eux-mêmes (Yamamoto eC al., 1981), comme si la connection 
entre les unités PS II du biotype R était plus forte que celle du S, ou 
encore, qu'un plus grand nombre de grana se formait, ce que nous avons 
déjà suggéré précédemment (§ 4.1). 

Quand les thylacoïdes sont traités avec du cholestérol, un agent 
rigidifiant qui augmente la viscosité de la partie lipidique, le T1/2 
s'accroît significativement (Pederson & Cox, 1984). La Flg. 8A présente 
effectivement une augmentation de la valeur Tt/Î lorsque 33 fiH de 
cholestérol sont ajoutés à la suspension thylacoïdales. De plus, aux 
concentrations supérieures a 33 jiM de cholestérol, on assiste non 
seulement à un ralentissement de l'induction de la fluorescence mais 
également à une diminution de l'amplitude de cette dernière. Par contre, 
une addition d'atrazine (0.4 mH) sur des membranes thylacoïdales traitées 
au cholestérol (83 jiM), rétablit partiellement la baisse de fluorescence 
induite par le stérol(Flg. 8B), comme si 1'strazine avait un effet 
inverse à ce dernier et qu'il fluidifiait la membrane dans ces condi­
tions (voir 1*™ Partie). Il est à noter que la modulation de l'induction 
de la fluorescence (T,„ et amplitude) n'est observable que sur des 
membranes thylacoïdales S. Sur des membranes thylacoïdales R, une 
adjonction de sterol ou d'herbicide n'a pas modifié le signal d'induction 
de la fluorescence par le HgE* (résultats non montrés). Deux causes 
peuvent être invoquées, l'une d'elle est un endommageaient des complexes 
chlorophylle-protéine suite à la mutation survenue chez le biotype R, 
d'une manière telle que la formation de grana soit ralentie par l'augmen­
tation de viscosité dans l'environnement immédiat des PS II du mutant 
comparées à celles du sauvage. L'autre possibilité est que la migration 
des complexes 
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nécessite un rapport lipides non-bicouche/lipides bicouche élevé. Or, 
la valeur de ce rapport est significativement plus bas dans la monocouche 
extérieure des membranes thylacoïdales S que dans celles du R. 

Une autre manière' de rendre compte de la fluidité relative des 
membranes tbylacoïdales consiste à mesurer le "steady-state" de la 
polarisation de la fluorescence de la DPH incorporée dans les thylacoïdes 
(Fig. 9. Ces données ont été obtenues par l'équipe du Dr. Vigh à Szeged 
(Hongrie) lors d'une de nos collaborations. On constate qu'aucune dif­
férence de fluidité entre Les deux types de membrane ne semble apparaître 
entre 5 et 50°C. 

Ainsi, nous avons d'-abord suggéré une fluidité accrue des membranes 
thylacoïdales R par rapport aux S, par la technique hydrolytique des 
lipides de la monocouche externe des thylacoïdes. Nous avons, par la 
méthode de l'induction de la fluorescence par le Hg", suggéré le 
contraire et par la méthode de la mesure du "steady-state" de la 
polarisation de la DFH, il semble que nous ayons atteint un "statu-quo" 
entre les deux biotypes. Cependant, il se peut, comme nous l'avons déjà 
évoqué dans la première partie, que les différentes techniques reflètent 
des niveaux de fluidité à différents endroits de la membrane. En effet, 
la technique hydrolytique dans nos conditions expérimentales ne touche 
que le feuillet externe; la technique d'induction de la fluorescence par 
les cations est le reflet de modifications localisées principalement dans 
le voisinage des•unités PS II et la technique faisant appel au DPH, 
réparti ce dernier dans toute la membrane sans distinction d'asymétrie 
transversale ou latérale des lipides thylacoïdaux (Barber et al., 1984). 
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Fig. 9: Degré de polarisation de la sonde l,6-diphényl-l,3,5-hexatriène 
incorporée dans des membranes thylacoïdales des biotypes de la 
morelles noire sensible (S,-) et résistant (R, «J ) à l'atrazine 
entre 5 et 50"C. Résultats obtenus dans le laboratoire du Dr. 
L. Vigh (Szeged, Hongrie). 
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5 RESUME 

Nous avons, dans cette troisième partie, caractérisé les phases 
lipidiques de Solanum nigrum L. sensible et résistante à l'atraztne dans 
le but de chercher si des différences de nature structurale et composi-
tionnelle étaient apparues suite à la mutation. Nous résumons ces 
principales différences dans le Tab. Xl. 

Pigments 

Chi a/b 

GlvcéroltDldes 
• Totaux (nnol/mg ChI) 
SQDG (molï) 

Acides çras 

18:3 du DGDG <molX) 

tl6:l du PG (molX) 

DBI du HGDG 

LIDides/orotéines 

Asymétrie ÜDidioue 
ext/int du DGDG (molX) 
rapport molaire ext/int 
des galactolipides 

S 

2.5 

2584 

11 

69.9 
35.4 
2.77 

370 

12:B8 

0.68 

R 

2.2 

3104 

15 

74.1 

40.2 

2.85 

431 

16:84 

0.73 

Tab. Xl: Résumé des différents paramètres étudiés dans cette troisième 
partie pour les biotypes sensible (S) et résistant (R) à 
l'atrazine de Solanum nigrum. Seuls les caractères dont les 
écarts-types ne.se chevauchent pas ont été pris en considéra­
tion. 

Nous présenterons les résultats sans mentionner de références, que vous 
trouverez dans le texte ci-dessus, puis nous formulerons quelques con­
sidérations générales. On constate que : 

la valeur du rapport ChI a/b est plus grande chez le biotype S que 
chez le R, ce qui permet à certains auteurs de rapprocher le biotype 
R des plantes d'ombre. Ce caractère est associé à une augmentation 
des LHCP du PS II. 

la quantité de lipides totaux, exprimée en fonction des chlorophyl­
les, est supérieure chez le biotype R. Ce caractère est corrélé avec 
une plus grande masse membranaire par grana. 

ne.se
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Le biotype R contient une plus grande proportion de SQDG que le S, ce 
paramètre peut être en rapport avec l'augmentation des LHCP du PS 
II. . 

le biotype S contient un DGDG- relativement plus pauvre en acide 
linolénique, un PG appauvri en acide héxadéca-(3 trans)-énoïque et un 
MGDG moins insaturé que le biotype R. Le phénomène de la résistance 
chloroplastique ne semble pas dépendre de ces trois différences mais 
elles reflètent, .probablement, davantage une adaptation du biotype R 
suite à la mutation. 

Le rapport lipide/protéine des membranes thylacoïdales du biotype S 
est inférieur à celui des membranes thylacoïdales du biotype R. Cette 
différence pourrait contribuer à rendre la phase membranaire de ce 
dernier plus fluide. 

Les galactolipides (MGDG et DGDG) ne sont pas répartis également de 
part et d'autre des membranes des biotypes S et R. On assiste à une 
augmentation des galactolipides dans la monocouche intérieure des 
membranes thylacoïdales du biotype S. Cet enrichissement est prin­
cipalement dû au DGDG. 

Considérations générales 

Nous avons noté quelques différences entre la phase lipidique 
du biotypes S et celle du biotype R. Les changements observés 
touchent à la fois la composition et la structure des membranes 
thylacoïdales. Ainsi, plusieurs caractéristiques que l'on 
rencontre chez les plantes résistantes à 1'strazine se 
retrouvent- également chez des plantes cultivées dans des con­
ditions particulières de lumière, de température, ou en 
présence de pesticides etc.. On a, par exemple, souvent 
rapproché les plantes R aux plantes d'ombre, suite à une basse 
valeur du rapport ChI a/h, à un plus grand nombre de membranes 
,thylacoïdales par grana, à l'absence de substances de réserve 
dans le chloro'plaste etc.. (Burke et al., 1982; Lemoine et 
al., 1983; Vaughn & Stephen, 1984; Holt & Goffner, 1985 et 
Vaughn, 1986). On a également rapproché les plantes R des 
plantes cultivées à basse température, suite à l'augmentation 
de la quantité des lipides (rapport lipide/Chl) ou à la 
diminution de la valeur du rapport lipide/protéine (Chapman et 
al., 1982 et Chapman et al., 1983 a et b) , et à une augmenta­
tion de 1'insaturation des acides gras des lipides thylac-
oïdaux (Oquist, 1982; Raison et al., 1982; Chapman et al., 1983 
a; Aro étal., 1987; Orr & Raison, 1987 et Kunst et al., 1989). 
S'il est vrai que les mutants résistants à l'atrazine présen­
tent des modifications membranaires, Il .n'est toutefois pas 
aisé de saisir la finesse de chacune d'elles. Turner et al. 
(1987), par exemple, démontrèrent qu'il n'y a pas de différence 
de capacité photosynthétique entre le type sauvage et un mutant 
d'Hordeum vulgare, déficient en chlorophylle b. Il-n'apparaît 
pas non plus clairement qu'une différence de DBI soit a 
l'origine d'une augmentation de fluidité (McCourt et al., 1987; 
Miller et al., 1988 et Kunst et al., 1989). Quant à l'origine 
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de ces modifications, certains auteurs ont observé qu'en 
conditions de croissance ralentie des plantes, par exemple a 
des faibles irradiances (BJorkman, 1981) ou lors de la présence 
d'herbicide dans le milieu de culture (Mattoo et al. , 1984), le 
turnover du polypeptide 32 kDa était significativenent diminué. 
Il est donc pensable que ce polypeptide agisse comme un 
détecteur des changements de l'environnement et qu'il force la 
membrane a modifier son organisation autour,des photosystèmes 
II afin de maintenir une efficience optimale de ces derniers. 
Dans le cas de la résistance chloroplastique, la nutation a 
échangé un acide aminé (serine --> glycine) du polypeptide 32 
kDa fixateur d'herbicide, et empêche ainsi toute molécule 
d'atrazine de s'y fixer (Hirschberg et s i . , 1983). Or, c'est 
précisément sur ce polypeptide que s'effectue la reoxydation du 
premier accepteur réduit du photosystème II (Q) par une 
plastoquinone (B) située entre Q et le pool des plastoquinones 
(PQ) (pour une revue, voir Fedtke, 1982). Pour que cette 
réduction ait lieu, on peut envisager qu'un rapprochement de Q 
et de B doive s'opérer. Chez le mutant, ce rapprochement 
pourrait être empêché par la perte du site de liaison de 
l'-atrazlne. Il est donc envisageable que les modifications ou 
que des effets allostériques de ces modifications lipidiques 
soient à même de compenser la "défectuosité" du polypeptide 
résistant et de faciliter ainsi la réaction de transfert des 
électrons entre Q et B. Il est aussi envisageable que des 
changements subtils, soie dans les proportions relatives entre 
certains groupements procéiniques liés plus ou moins fortement 
aux lipides, soit dans la distribution' transversale des 
lipides, conduisent à des modifications de la conformation des 
complexes polypeptidiques du thylaeolde. 

6 CONCLUSIONS DE LA TROISIEME PARTIE 

Nous avons comparé quelques paramètres physico'Chimiques des 
membranes thylacoïdales des Moralles S et R. Il apparaît que la phase 
lipidique des thylacoïdes du biotype R a subi, outre la mutation sur la 
protéine 32 kDa, un certain nombre de modifications ou d'adaptations. Il 
est également pensable que les • espèces moléculaires des classes de 
lipides soient différentes selon leur emplacement (en interaction avec 
des protéines ou en interaction avec d'autres lipides seulement). La 
convergence de nos résultats, résumés dans le Tab. XI, suggère que les 
membranes thylacoïdales du biotype R sont plus fluides que celles du 
biotype S. Mais, la fluidité est-elle impliquée d.ans le phénomène de la 
résistance chloroplastique ?... Après avoir tenté d'estimer la portée et 
les conséquences des diverses modifications de la phase lipidique des 
thylacoïdes du biotype R par rapport au S, il nous semble du plus grand 
intérêt de mieux connaître la nature des interactions entre les herbi­
cides de type-DCMU et la phase lipidique des membranes thylacoïdales. 
Pour ce faire, nous nous proposons, dans la quatrième partie de ce 
travail, de traiter quelques aspects des interactions possibles de deux 
herbicides photosynthétiques (strazine et DCHU) avec des membranes 
thylacoldales dé Morelle S et R, placées en conditions de stress. 
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I INTRODUCTION 

La plupart des herbicides qui inhibent les activités photosynthéti­
ques interagissent avec le polypeptide 32 kD appartenant au photosystème 
II (Pfister & Urbach, 1983). Les 5 chaînes a constituant ce polypeptide 
traversent la membrane (Trebst, 1987). Ce polypeptide expose son 
groupement carboxyle et peut-être également son groupement amino-
terminal à la surface externe de la membrane thylacoïdale. Les parties 
lipophiles du polypeptide sont, selon toute vraisemblance, imbriquées 
dans les deux monocouches du thylacoïde. Récemment, Trebst (1987) a 
proposé un modèle dans lequel la niche fixatrice des herbicides, Q* - Q8, 
est localisée proche et/ou à l'Intérieur de la monocouche externe de la 
membrane thylacoïdale. La région de cette membrane est donc d'un intérêt 
particulier, puisque la conformation du polypeptide 32 kD, altérée par 
la mutation (dans le cas de S. nigrum R une serine est substituée par une 
glycine [Hirshberg et al., 1984]) prend place préférentiellement dans 
cette partie de la membrane. Il est intéressant de mentionner, d'autre 
part, que la niche fixatrice des herbicides est entourée d'une partie 
lipidique, dont la nature précise est encore inconnue. .En effet, 
plusieurs études, bien qu'indirectes, ont »onté l'importance possible de 
cette dernière dans un maintien adéquat de la conformation du polypeptide 
32 kD ce qui lui confère une fonction physiologique optimale (Rivera & 
Penner, 1979; Jursinic. & Stemler, 1983; Lehoczki et al., 1985; Wettern, 
1986; Adir & Ohad, 1986; Horvath at al., 1987; Giardi et al., 1988). 

2 BUT DE LA QUATRIEME PARTIE 

Afin de mieux Comprendre le rôle que peut jouer la partie lipidique 
des membranes'thylacoïdales dans les phénomènes de liaison et d'inhibi­
tion des herbicides photosynthétiques de type urées/triazines, nous avons 
recherché, dans un premier temps, les différents paramètres susceptibles 
de modifier les interactions herbicides-membranes, comme par exemple: la 
qualité des membranes, le type de flux d'électrons étudié, le fait de 
travailler en conditions couplée, basale ou découplée, en présence ou 
absence de lumière, etc... Dans un deuxième temps, nous avons soumis des 
membranes thylacoïdales à- divers "stress" qui affectent de plus en plus 
spécifiquement les lipides déjà existants des thylacoïdes, comme les 
"stress": osmotique, thermique, chimique (cholestérol, alcool benzyli-
que), induit par une hydrogénation des acides gras des lipides in situ 
ou encore par dégradation de certains lipides localisés dans le feuillet 
externe uniquement des membranes thylacoïdales. 

Cette approche diffère quelque peu de celle qui consiste à moduler 
les voies métaboliques associées à la synthèse des lipides: I) en 
ajoutant des inhibiteurs ou des herbicides dans le milieu de culture des 
plantes (voir Lichtenthaler, 1989, pour une revue récente); il) en 
cultivant les plantes à différentes températures, et/ou intensités 
lumineuses (Bervaes et al., 1987; Huner et al., 1987; Ketchie et al., 
1987; Miller et al., 1988), iii) en sélectionnant des mutants déficients 
en certains constituants (Norman & St, John, 1986; Browse et al., 1986; 
HcCourt et al., 1987; Kunst et al., 1989). 
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3 MATERIEL ET METHODES 

3.1 Matériel biologique et Isolement des membranes thylacoidales 

Hatériel biologique 

Toutes les expériences décrites dans cette quatrième partie ont été 
réalisées sur des fractions subcellulaires isolées, soit de Morelle noire 
(Solanum nigrum L.) sensible (S) ou résistante (R) à l'atrazine (voir la 
deuxième partie du-présent mémoire concernant les conditions de culture 
et l'âge du matériel biologique), soit d'Epinard (Spinacia oleracea) 
provenant du marché local. 

Bien que le principal matériel biologique dans ce travail soit la 
Morelle noire, nous avons eu recours à l'Epinard pour plusieurs raisons 
pratiques: (i) Les Horelles (plantes de jour court) fleurissent précocem-
ment entre septembre et mai (bien que cultivées en serre et sous 
éclairage artificiel) et produisent donc peu de phanes. A pareille 
époque, on trouve sur le marché local des feuilles d'Epinard (plante de 
jour long) de belle qualité, (ii) L'Epinard est une plante bien connue 
dans notre laboratoire et la plupart des techniques adaptées aux Morelles 
sont originellement issues des techniques développées pour l'Epinard. 

Il est intéressant de noter que la Morelle et l'Epinard sont toutes 
deux des plantes en "16:3". Par contre, la Morelle est sensible au froid 
("chilling sensitive"), alors que l'Epinard y est résistant ("chilling 
resistant") (voir Murata et al., 1982). 

L'Epinard nous a servi de référence dans la mise au point des techni­
ques, surtout pendant la mauvaise saison. En outre, 11 a répondu 
différemment de la Morelle face à certains stress, notamment face aux 
stress thermiques. 

Isolement des membranes thylacoïdales 

* MORELLES 

Les membranes thylacoïdales de Morelles ont été isolées selon la 
méthode déjà décrite (voir 3*™* partie § 3.2).. La dernière étape de la 
technique consiste alors à resuspendre les membranes dans le milieu 
adéquat et variable selon les expériences. 
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* EPINARD 

Les différentes étapes de la préparation des membranes thylacoïdales 
d'Epinard sont effectuées le plus rapidement possible et à basse 
température (4*C), afin d'éviter une dégradation trop rapide du matériel 
biologique. 

Les feuilles (120 à 150 g) sont rincées à l'eau déionisée et sont 
entreposées une nuit à l'obscurité à 4"C, afin d'épuiser leurs réserves 
d'amidon. Les feuilles, dénervées et déchirées de façon grossière, sont 
broyées dans un Waring Blender 2 x 2 sec, directement dans 300 ml de 
milieu de broyage (Sorbitol 330 mM; Tricine 20 mM, pH 8.0; MgCl2 20 mM}. 
L'homogénat est ensuite rapidement filtré à travers 6 couches de gaze 
puis deux couches de tissu à bluter. Le filtrat est centrifugé à 2200 x 
g (rotor SS-34, Sorvall RC-5B) pendant 30 sec, temps d'accélération et 
de- décélération non compris (les centrifugations suivantes seront 
toujours effectuées avec le même rotor). Cette centrifugation permet 
d'obtenir un premier culot de chloroplastes bruts, le surnageant ayant 
été éliminé par aspiration. Le culot des différents tubes est resuspendu 
à l'aide d'une pipette en verre de 10 ml par aspiration et refoulement 
de quelques ml de milieu de lavage (Sorbitol 330 mM; Tricine 10 mM, pH 
8.0). Les culots sont rassemblés dans deux tubes, complétés chacun à 38 
ml avec du milieu de lavage. La suspension de chloroplastes bruts est 
alors centrifugée (1500 x g, 1 ain). Cette étape constitue un premier 
lavage des chloroplastes. Après aspiration des surnageants, les culots 
sont resuspendus dans quelques ml de milieu d'éclatement; 1 vol de milieu 
de suspension (MS) de composition variable selon les expériences pour 9 
vol d'eau déionisée. Les tubes sont complétés à 38 ml avec le même milieu 
puis centrifugés (4300 x g, 3 min). Cette étape permet d'obtenir un culot 
de membranes thylacoïdales, le choc osmotique ayant brisé l'enveloppe des 
chloroplastes. Après aspiration des surnageants, les culots sont 
resuspendus dans quelques ml de MS et rassemblés dans un seul tube, 
complété a 38 ml avec le même milieu. Un dernier lavage par centrifuga­
tion (1500 x g , 2 min) permet d'obtenir des membranes thylacoïdales 
fonctionnelles pendant plusieurs heures. Après aspiration du surnageant, 
le culot est resuspendu à 1 mg Chl/ml dans du milieu de suspension. 

3.2 Préparation de particules du PS II 

Nous avons préparé, à partir de feuilles d'Epinard, des particules 
enrichies en photosystème II (PS II) et dégageant de l'oxygène. Nous 
avons utilisé la méthode de Berthold et al. (1981) que nous avons 
légèrement modifiée. Ces particules sont communément abrégées "par­
ticules BBY" . 

Les membranes thylacoïdales sont préparées comme décrit ci-dessus 
(voir 3.1) et resuspendues à 4 mg Chl/ml dans le milieu de suspension 
MSl: MgCl, 5 mH; NaCl 15 mM; MOPS 20 mM, pH 7.8. Un aliquot de cette 
suspension est dilué à 1 mg Chl/ml dans le milieu de suspension MS2: 



UU 

Sorbitol 100 mM; Tricine 25 DIM, pH 7.8; KCl 100 mM, MgCl2 2 mM, il sera 
conservé dans la glace ec à l'obscurité et nous servira de contrôle. On 
ajoute lentement au reste de la suspension, placée a l'obscurité et dans 
la glace, un volume égal d'une solution de Triton X-100 (50 rag/ml dans 
MSl). Le tout est incubé 30 min A l'obscurité et dans.la glace. Nous 
transférons ensuite la suspension dans des tubes plastique avec capsule 
et nous les centrifugeons 30 min, a 30 000 x g, avec le rotor Ti-50, dans 
une centrifugeuse Beckman, type "L8-55 ultracentrifuge". Les surnageants 
sont éliminés par aspiration et le culot (enrichi en particules BBY) est 
resuspendu, soït dans un petit volume de milieu MS2, soit dans un milieu 
composé de Sorbitol 400 mM; MES 25 raH, pH 6.5; KCl 100 mM; MgCl, 2 mM; 
glycérine 50X final (v/v), permettant la conservation des particules BBY 
dans l'azote liquide .. 

3. 3 Dégraissage de l'albumine sérioue de boeuf. 

L'albumine sérique de boeuf (BSA) est•dégraissée par la méthode 
décrite par Siegenthaler et ai. (1987). La BSA provient'de FLUKA A.G. et 
10g sont lavés comme suit: (a) dans 100 ml d'acétone sous agitation pour 
15min, suivie d'une filtration sur Büchner; (b) l'étape (a) est répétée; 
(c) dans 100 ml d'éthanol suivie d'une filtation et d'un rinçage avec de 
l'acétone. Le cycle complet est répété trois fois puis la BSA est séchée 
sous vide. Ce n'est que dans ces conditions de lavage qu'un extrait de 
la BSA dans le mélange hexane/acétone (3:2, v/v) est exempt de tout 
lysolipide, 

3.A Dosaee du cholestérol 

Ce dosage s'inspire'en grande partie de la méthode décrite par Smith 
& Stein (1982). Nous rappelons brièvement les quatre étapes de cette 
technique : 

1. Saponification : On ajoute aux échantillons, contenant au 
maximum 10 jig de cholestérol, 300 /il KOH 33X 
et 300 /il d'éthanol. Le mélange est agité et 
chauffé 15 nin à 60'C 

2. Extraction et 
concentration Après refroidissement, on ajoute 2 ml 1H2O et 

2 ml de pentane, on agite et centrifuge. La 
phase supérieure pentanique est récupérée 
dans un grand tube conique SVL. L'opération 
est répétée et on rassemble les phases 
pentaniques. Ces dernières sont évaporées à 
sec sous courant d'azote. 
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3. Réaction 

colorimétrique : Après avoir ajouté 500 pi de FeCl3 (840 m g / 1 ) , 

on agite et laisse le mélange reposer LO min. 

On ajoute ensuite 300 pi H3StV Cette dernière 

addition est suivie d'une agitation puis de 

45 min de repos à l'obscurité. 

4. Mesure L'abso.rbance des échantillons est lue à 560 

nm et reportée sur une droite étalon, qui 

permet de déterminer la quantité de cholesté­

rol -dans !'aliquot. 

3.5 Mesure des activités de transport d' électrons 

3.5.1 Activités du PS II 

Pratique : 

L'activité PS II des membranes thylacoïdales est déterminée dans un 

mélange réactlonnel préalablement dégazé. Nous avons utilisé les accep­

teurs d'électrons suivants en présence de dibromothymoquinone (DBMIB): 

potentiel redox 

le 2,5 diméthyl-p-benzoquinone (DMQ) + ISO mV 

le 2,6-dichlorophénolindophénol (DCPIP) + 217 mV 

le p-phénylène-diamine (PD) + 360 mV 

Le dégagement d'0z associé aux activités HjO --> Accepteur --> 

K 3Fe(CN) 9 est mesuré (électrode à oxygène, type Clark) dans un volume de 

4 ml (20 pg Chl/ml) avec les mélanges réactionnels suivants: 

Sorbitol 100 mM; Tricine 25 mM, pH 7.8; KCl 100 mM; MgCl 2 2 mM; 

K 3Fe(CN) 8 1 mM; DBMIB IpM; ± FCCP 2 pM; DMQ 0.5 mM 

Sorbitol 100 mM; Tricine 25 mM, pH 7.8; KCl 100 mM; MgCl 2 2 mM; 

K 3Fe(CN) 6 1 mM; DBMIB IpM; PD„ 0.4 mM 

La photoréduction du DCPIP par les membranes thylacoïdales (10 pg 

Chl/ml) est mesurée, de préférence, par spectrophotométrle à 590 nm 

(filtre interférentlel 5B9 nm, Balzers). La réaction a lieu dans une 

cuvette de 2 mm de trajet optique contenant dans un volume final de 0.5 

ml: 

. Sorbitol 100 mM;- MOPS 50 mM, pH 7.6; KCl 100 mM; MgCl 2 2 mM; 

DBMIB IpM; ± FCCP 2 pM; DCPIP 50 pM 
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3.5.2 Activités du flux d'électrons non-cyclique 

L'activité PS II + PS I des membranes thylacoïdales est déterminée 
dans un mélange réactionnel préalablement dégazé. Nous avons utilisé 
trois accepteurs d'électrons: 

potentiel redox 

le ferricyanure (K3Fe(CN)8) +430 mV 
le méthylvlologène (MV) - 440 mV 
le nicotinamide adenine dinucléotide-
phosphate (NADP*) - 320 mV 

La photo réduction du K3Fe(CN)8 par les membranes thylacoSldales (10 ^g 
Chl/ral) est mesurée par spectrophotométrie (Aminco DW-2a) à 421 ± 3 nm 
(filtre interférentiel 421 nm, Balzers). La réaction a lieu dans une 
cuvette de 1 cm de trajet optique contenant dans un volume final de 3 ml: 

Sorbitol 300 mM; HOPS 50 mH, pH 7.2; MgCl2 5 mM; K3Fe(CN)8 0.5 
mM ± NH4Cl 5 mM; et/ou ± FCCP 2 /JM; 

L'autooxydation du MV photoréduit est mesurée dans un volume de 4 ml 
par la mesure de consommation d'oxygène (électrode à oxygène, type Clark) 
des thylacoïdes (25 ftg Chl/ml) dans le mélange réactionnel suivant : 

Sorbitol 100 mM; Tricine 25 mM, pH 7.6;' KCl 100 mM; MgCl, 1 mM; 
NaN3 2mM; MV 0.3 mM; ± NH,C1 2 mM 

La photoréduction du HADP* par les membranes thylscoïdales (100 ftg 
Chl/ml) est mesurée par spectrophotométrie (Zeiss PMQ II) à 340 nm 
(filtre interférentiel 339 nm, Balzers) dans une cuvette de verre de 2 
mm de trajet optique (Siegenthaler & Horakova, 1974) et qui contient, 
dans un volume final de 0.5 ml : 

Sorbitol 100 mM; Tricine 50 mM, pH 8.4;' NaCl 35 mM; MgCl3 2 raM; • 
Fd 72 /ig/ml; RH-Cl 2 mM; NADP

+ 2 mM 

HB - L'irradiance est fixée h 2.5 x 10" ergs x cm"2 x sec"1 (250 
mW/cn1) dans les expériences qui nécessitent l'emploi soit de 
l'électrode à oxygène (type Clark), soit du spectrophotomètre 
Zeiss PMQ II. -Lors de la mesure de la photoréduction du 
ferricyanure, Virradiance à la sortie du filtre Klett n* 6 
(610-700 nm) est de 0.6 x 10B ergs x cm'2 x sec;1 (60 mU/cm2). Ces 
valeurs sont saturantes pour les différents transports 
d'électrons. La température est fixée à 20*C. 

Lorsque nous avons mesuré la photoréduction du ferricyanure par 
les membranes thylacoïdales en fonction de la température, nous 
avons usé de quelques artifices pratiques afin d'éviter la 
formation de buée sur les parois de la cuvette, ce qui aurait 
faussé les mesures d'absorbance: 
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Calculs : 

antibuée incolore sur les parois de la cuvette 
bloc réfrigérant dans le compartiment de la cuvette 
jet d'air comprimé sur les parois de- la cuvette 

* ^moles O3 dégagé ou consommé x mg Chi"'" h'
1 -

Nn x V x KO2 x 60 min x 1000 

P x t x Q 

v 
KO, 

nombre de carreaux parcourus pendant un temps t (min) 
volume du milieu réactionnel (ml) 
concentration Oj dans l'eau, p.ex. à 200C à Neuchâtel (720 
mm Hg) - 250 ^M 
nombre de carreaux correspondant à 100X O2 (calibration 
KO2) 
temps (min) 
quantité de ChI dans la cuvette (/ig) 

* ;imol DCPIP ou K3Fe(CN)8 ou NADP
+ réduit x mg ChI-1X h"' -

N,, x V x 60 min x 1000 ^g ChI 

e x 100 carreaux x t x Q 

pour une calibration sur 100 carreaux (de 0 à 1 Abs.) 

nombre de carreaux parcourus pendant un temps t 
volume du milieu réactionnel (ml) 
coefficient d'extinction de la molécule pour un trajet 
optique de 1 cm (mtf1) 
temps (min) 
quantité de ChI dans la cuvette (̂ g) 

-DCPlP 

£ F f C n 

£ NADP* 

- 21 mH1 à 590 nm 
- 1 mM1 à 421 nm 
- 6.22 mW1 à 340 nm 
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3.5.3 Mesure de la demi-inhibition 

Nous avons déterminé la concentration d'strazine et de DCMU néces­
saire pour inhiber de 5OX (I80) l'une ou l'autre des activités du flux 
électronique (voir 3.5.1 et 2). Des quantités croissantes d'herbicides 
dans l'éthanol sont ajoutées dans le milieu réactionnel après avoir 
illuminé les membranes thylacoïdales. Nous avons veillé à ce que la con­
centration finale d'éthanol ne dépasse en aucun cas Ut. 

L'inhibition de l'activité du flux d'électrons par l'herbicide (par 
rapport au contrôle) est exprimée en fonction de la concentration finale 
d'herbicide dans le mélange réactionnel, ce qui nous pemet de déterminer 
graphiquement la valeur I50. Pour faciliter la détermination de I50, la 
concentration en herbicide est reportée sur une échelle logarithmique 
(Fig.l). 

0.01 0.10 1.00 10.00 

°- o.oi o.io • î.oo îo.oo 
ATRAZINE CONCENTRATION (JJM) 

Fig. I: Courbe d'inhibition d'une activité par un inhibiteur. Ce type 
de courbe sigmoide permet de déterminer la valeur I80. Cette 
Figure particulière représente l'inhibition du flux non-
cyclique d'électrons (H1O > KjFe(CN)0) découplé par NH1Cl de 

thylacoïdes d'Epinard traités par l'atrazine à 21°C. L'activité 
avant l'inhibition est de 190 /iraol FeCn réd. x mg Chi'1 x h"'. 
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3.6 Mesure des paramètres'de liaison ("binding") entre l'atrazine 
ou le DCHTJ et les membranes thylacoïdales 

3.6.1 Aspect théorique 

Il est possible de symboliser la liaison d'une petite molécule -par 
exemple un herbicide (H)- avec une membrane (M) par l'équilibre.: 

M + H <= -> MH 

Une telle association est généralement caractérisée par deux paramètres 
qui sont: 

la constante intrinsèque .d'association (Ka) de l'herbicide 

le nombre n de sites.de fixation de l'herbicide par unité de 
"support" (dans notre cas, la membrane) 

Ces deux paramètres sont liés entre eux selon l'expression (Scatchard et 
al., 1950): 

MH ./ H - -Ka x MH + Ka x n 

qui n'est autre que l'équation d'une droite-(Fig. 2): 

.0.0 0.5 i.O 1.5 2.0 2.5 
300 

£250-

z 
S1SOO+ 
i-H 

5 
" 1 5 0 + 

• o 

I 100 

50 

Ka x n 

/ 

. " . 

Kd - 10 riM 
n - 2.8 nmol/mg ChI 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 

nnrcal DCMU bound / mg Chi . 

n 

• - •J 

3.Q, 
300 

250 

200 

•150 

•100 

•50 

3.0 

Fig. 2: Représentation graphique de la liaison d'un herbicide sur des 
membranes thylacoïdales selon Scatchard. 

Ka — constante d'association 
n — nombre de sites de liaison 

sites.de
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où: MH 

H 
Ka 

Q 

là quantité d'herbictde lié par unité de membranes (nmol 
herbicide lié / mg Chi) 
la concentration d'herbicide libre (pM) 
la constante d'association (̂ H'1) 
nombre de sites de liaison par unité de membranes (nmol 
herbicide / mg Chi) 

Une représentation courante du "binding" est celle de Lineweaver et 
Burk ou représentation en double-inverse ("double reciprocal plot"), voir 
Fig. 3. A partir de cette représentation, la constante d'association (Ka) 
et le nombre de sites de liaison (n) peuvent être déterminés. Le 
processus de liaison est décrit par l'équation: 

MH - {n x H) / (Ka + H) 

Cette représentation a le désavantage de comprimer les valeurs cor­
respondant aux fortes concentrations d'herbicide sur une plage graphique 
restreinte. En revanche, les valeurs correspondant aux faibles concentra­
tions d'herbicide sont amplifiées. Le traitement mathématique de 
Scatchard (Fig. 2), quant à lui, ne présente pas ces désavantages, mais 
la lecture de Ka et n est moins aisée. 

HB Nous exprimerons le phénomène de la liaison par la constante de 
dissociation (Kd, unité molaire), plutôt que par la constante 
d'association (Ka) car cette dernière est exprimée en unité 

, molaire"' mais attention! lorsque Kd augmente, l'affinité diminue ! .. . 

-150 
.61— 

-50 50 150 250 350 450 550 650 750 
H ! 1 » t ' I •—I 1 H — 1 •——\ •——I f6 

CJ 
•5 
T3 
C 

°4t 
E 
C 
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5 If 
O) 

-150 

- K o 

i 

Kd - 10 nM 
n - a.B nmol/mg ChI 

. V 

5 

•4 

•3 

2 

• 1 

-50 50 150 250 350 450 550 650 750 

1 / J J M free DCMU 

Fig. 3: Liaison d'un herbicide sur des membranes thylacoïdales selon la 
représentation graphique des doubles inverses. 

Ka - constante d'association 
n - nombre de sites de liaison 
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3.6:2 Méthode expérimentale 

Partie pratique 

Les membranes thylacoïdales (50 pg Chl/ml) de Morelle (S et R) ou 
d'Eplnard sont incubées dans le milieu de suspension composé de: Sorbitol 
400 mM; Tricine-NaOH 25 mM, pH 7.8; HgCla 10 mM et des concentrations 
croissantes d'herbicide radioactif (soit du [1*C]-atrazine (16 Ci/mol), 
soit du [14C] -diuron (57 Cl/niol) ; Amersham International). La concentra­
tion finale en herbicide n'a jamais dépassé 0.5 ^H. Dans les expériences 
où. ni les effets de la lumière ni ceux de la température sont étudiés, 
les incubations sont; conduites à l'obscurité, dans la glace (env. 4 0C-). 
Elles sont effectuées pendant 10-15 min. Ce temps est largement suffisant 
pour que l'herbicide puisse atteindre son équilibre de partition entre 
la phase membranaire et la phase aqueuse (Laasch et al., 1981). Les 
échantillons sont ensuite centrifugés (Beckman,- Microfuge B) à 8700 x g 
pendant 5 min. Des aliquots (250 /il) des surnageants sont mélangés à 1.5 
ml de scintillant (OptlPhase "HiSafe" II, LKB wallac) et comptés dans un 
compteur à scintillation liquide (Kontron-Betamatic). Les mesures de 
radioactivité permettent de déterminer, la concentration d'herbicide 
libre. 

Traitement mathématique 

La quantité d'herbicide lié aux membranes est obtenue en soustrayant 
la quantité d'herbicide libre à la quantité d'herbicide totale. Cette 
dernière a été préalablement déterminée à partir d'une calibration 
effectuée comme ci-dessus mais en l'absence de membranes. 

Nous avons développé un programme en Turbo Pascal (voir annexe 1) qui 
nous a permis de gagner un temps précieux dans le calcul des différents 
paramètres des représentations graphiques (Figs 2 et 3). 

3.7 Depletions lipidiques de ^a monocouche externe des membranes 
thvlacoldales 

Phospholipldes 

Nous utiliserons la phospholipase Aj (PLA2) de Vipera russelli, 
(SIGMA) sans autre purification. Tout comme la PLA2 de pancréas de porc 
(voir 3*™ partie § 4.4), la' PLA9 de V. russelli hydrolyse la liaison 
ester des phospholipldes en position Sn2, engendrant ainsi un 2-lyso-
phospholipide et un acide gras. Par contre, elle hydrolyse préférentiel-
lement la PC, contrairement à l'enzyme pancréatique qui dégrade préféren-
tiellement le PG. La PLA2 de serpent présente en outre l'avantage 
d'hydrolyser les phospholipldes en présence d'une forte concentration de 
BSA. La technique utilisée dans cette 4*™* partie est basée sur les 
récents-travaux de Siegenthaler et al. (1989a). 
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* Phospholipase A3 (PIA,) (E.C. 3.1.1.4) 

Origine 
Substrat 
Poids, moléculaire 
Cofacteur 
Inhibiteur 
pH optimum 

PT 
Produits d'hydrolyse 

venin de Vipera russelll 
PC > PC 
30'0OO 
Caa* (1-10 mM) 
EDTA 
7 - 8 
4 0 
acides gras libres + 2-lysophospho-
lipides 

L'incubation des membranes thylaeoïdales (1 mg/Chl) avec la phospho­
lipase Aj est effectuée à l'obscurité et à 4*C.dans le milieu suivant : 
Sorbitol 300 mM; Tricine/KOH (pH 8.0) 20 mM; MgCl, 2.5 mM; CaCl, 1 mM, BSA 
40 mg/ml et PLA2 0.1 U/mg Chi. Après prélèvement d'un échantillon 
contrôle au temps zéro, la lipase est ajoutée à la suspension qui est 
agitée pendant toute la période d'incubation. Après Ih, 10 /il EGTA 250 
mM, pH 7.8, sont ajoutés. L'ECTA chelate le Ca** et garantit ainsi une 
inhibition de l'activité de la PLA2. Les membranes sont ensuite lavées 
une première fois dans le milieu suivant: Sorbitol 300 mM; Tricine 15 mM, 
pH 8.0; BSA 5 mg/ml et une deuxième fois dans le même milieu exempt de 
BSA (centrifugation 2 min à 1000 x g, rotor SS-34, Sorvall RC-5B). Les 
pourcentages d'hydrolyse des PC et PG sont déterminés (voir 3*™ partie 
§ 3.6.1). 

Galactolipides 

La procédure d'hydrolyse des galactolipides reprend exactement celle 
des phosphollpides et lès nilleux sont les mènes. La lipase utilisée est 
celle de Rhizopus arrhizus (3*™ partie § 4.4) à raison de 30 U/mg Chi. 
Les pourcentages d'hydrolyse des MGDG et DGDG sont déterminés (voir 3*™ 
partie § 3,6,2). . 

NB II n'est pas possible d'inhiber l'activité de la lipase de Rhizopus 
arrhizus par l'addition d'EGTA car son activité est peu dépendante du 
Ca". Par contre, les deux lavages successifs des membranes thylaeoï­
dales et les basses températures (<4 *C) auxquelles les différentes 
expériences sont conduites, permettent d'éviter une dégradation 
ultérieure des galactolipides (Rawyler & Slegenthaler, 1985.; 
Siegenthaler et al., 1989). 
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3.8 Hydrogénation catalytique des membranes thylacoïdales 

Cette technique est basée sur les travaux de Vigh et al. <1985a). Le 
catalyseur employé dans ces expériences est le Pd(QS)2 ou palladium 
di(sodiüra alizarine monosulphonate), que le Dr Vigh L. nous-a aimablement 
offert. Ce catalyseur présente le .grand avantage d'être hydrosoluble et 
peut donc être facilement séparé de la phase membranaire par lavage. Les 
membranes restent fonctionnelles (Vigh et al., 1985a, b; Horvâth, .G. et 
al.. 1986; Vigh, 1987) 

Les thylacoïdes de S. nigrum S et/ou R sont resuspendus à 0.06 rag 
Chl/ral dans le milieu suivant:- Sorbitol 400 mM; MOPS-KOH 50 mH, pH 7.5; 
MgCl., 2 inM(-MS). Ce mélange est contenu dans des "réacteurs" en verre 
capables de supporter de fortes pressions. L'atmosphère d'air des 
réacteurs est progressivement remplacée par de l'hydrogène- (1 atm). Le 
catalyseur est injecté à l'aide d'une seringue dans chaque réacteur ¢0.1 
nig Pd(QS)2 / ml) à travers un septum en caoutchouc. Le catalyseur est 
préactivé avant son emploi par une conversion en sa forrae-B hydride, qui 
lui permet d'hydrogéner les doubles liaisons sans période d'induction 
(Pak et al., 1990). Les réacteurs sont immédiatement agités par rotation 
(45 tours/min) à l'obscurité à 2 0C pendant le temps désiré. A la fin de 
l'incubation, la pression dans les réacteurs est lentement relâchée et 
la suspension est agitée' sous atmosphère d'air, ce qui a pour effet de 
stopper la réaction d'hydrogénation. Les membranes sont lavées dans le 
même milieu (voir ci-dessus) contenant en plus 0,IX BSA (v/w), 2 min à 
1500 x g (rotor HB-4, Sorvall RC-5B). L'appareillage (développé par Vigh 
& Joó, 1983) permet de prélever des aliquots (5 ml) des réacteurs et de 
déterminer le pourcentage d'hydrogénation des acides gras en fonction du 
temps d'hydrogénation. Dans cette série d'expériences, le degré d'hydro­
génation des différents acides gras a été déterminé après séparation des 
raéthylesters par GC (voir 3*™ partie § 3.4) et quantifié par un intégrat­
eur . 

4 RESULTATS ET DISCUSSIONS 

L'atrazine et le DCMU sont reconnus (avec d'autres herbicides 
photosynthétiques, cf revue de Pfister & Urbach, 1983) pour inhiber le 
transfert des électrons de la chaîne photosynthétique dans les chloro-
plastes en se liant au polypeptide 32 kD (- Q8, B, R, A2, pour la 
terminologie, voir Haehnel, 1984 et KyIe, 1985). Ces herbicides bloquent 
le transfert des électrons au-delà de QA qui se trouve maintenu à l'état 
réduit QÄ'. Dans la réaction de réduction qui met en jeu cette quinone Q„, 
fixée au polypeptide 32 kD (¾) et la quinone Q8: 

CVPQ + hv — > QAQa < > Oj1Q,,- + hv <—-> 0/¾"- < — > Q^Q8
2" < > Q11IPQH2 

il semble que seule la semiquinone QB' soit, fermement liée à l'apopro-
téine, alors que les formes quinone et quinol le soient beaucoup moins 
(Velthuys, 1982; Farineaü, 1986). 
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Trois différents modes d'action des herbicides du PS II ont été 
envisagés pour expliquer le bloquage du transport des électrons de Q4 

vers Q6: 1) Le changement du potentiel redox de Q4 vers des valeurs.plus 
négatives, le rendant thermodynamiquement inaccessible à PQ (Velthuys & 
Amesz, 1974; Pfister & Arntzen, 1979; Trebst, 1980). 2) Le déplacement 
de PQ de son site de liaison Q4, soit directement par le remplacement 
d'une molécule d'herbicide (Velthuys, 1981), soit 3) via des modifica­
tions allostériques qui induisent un changement conformational du 
complexe protéinique et qui limitent la liaison des PQ ou d'autres 
molécules herbicides (Vermaas et al., 1984; Renger, 1986). 

Sur la base des expériences de Jursinic & Stemler (1983) pour l'atra-
zine et de Laasch et al. (1983) pour le DCMU, le mécanisme de remplace­
ment des PQ liées au polypeptide*2 kD par ces herbicides est assez 
largement accepté. Pourtant, sur une base expérimentale, on ne peut pas 
exclure les deux autres mécanismes, il est même envisageable que deux, 
voir les trois mécanismes agissent de concert. 

4.1 Mode d'action de l'atrazine et du DCMU 

Remarque préliminaire : 

Nous avons observé que la valeur Ij0 ainsi que la qualité de la courbe 
d'inhibition obtenue, dépendaient du nombre de lavages des membranes 
thylacoïdales (Tab. I). En effet, lorsque le nombre de lavages augmente, 

il apparaît que a) l'activité du flux électronique HjO > FeCn (NH1Cl) 
à 20 "C diminue; b) la valeur I50 augmente; c) la détermination de la 
valeur I90 est facilitée, c'est-à-dire que La qualité de la courbe du 
pourcentage d'inhibition versus la concentration en atrazine est bonne 
(faible dispersion des points, voir Fig. 3); d) le troisième lavage ne 
semble pas être nécessaire. Ainsi, on constate que la valeur I50 dépend 
grandement de la qualité des membranes: une fraction thylaçoïdale 
contenant certains contaminants extra-thylacoïdaux (alcaloïdes, phénols, 
lipases, proteases, etc...) vieillit rapidement suite a l'action des. 
enzymes lytiques libérés dans le milieu de suspension lors de la rupture 
des structures subcellulaires. Cette altération raembranaire permet aux 
herbicides d'augmenter leur pouvoir d'inhibition (diminution de la valeur 
I50) mats les résultats, dans ces conditions, sont peu reproductibles. La 
détermination de la valeur I50 permet donc, de tester la qualité (fonction 
et structure) des membranes thylacoïdales. Schreiber & Pfister (1982) 
constatèrent également que l'intégrité des structures chloroplastiques 
pouvait être estimée via l'action du DCHU. ^ 
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4,1.1 Le pouvoir inhibiteur 

Tout au long de cette quatrième partie, nous parlerons de la valeur 
I M pour les différents herbicides. En fait cette valeur exprime le 
pouvoir inhibiteur d'une molécule (inhibitory potency) sur une activité. 
Ainsi, une valeur I50 élevée est associée à un pouvoir inhibiteur faible". 

"' Cartalra iutiuri ont agalanant «!print ca paramatra par la vaLaur lnvazia du I n ou par 1* pI M, 
p I M - -Log I M : Iu [H] (Fadtie, ISBZ). Pour notra part, noua na faxona pai uaaga da c«a 
axpraaiiona car, alla« «primant moina directamant la notion da concentration pratiqua 
d'harblclda nacaaaaira pour inhiber da 50X una qualconqua activité. 

Le Tab. II présente quelques valeurs I80 que nous avons déterminées 
pour des membranes thylacoïdales d'Epinard et de Morelles S et R: on 
observe dans ce tableau que les valeurs I M sont plus élevées 1) pour 
l'atrazine que pour le DCMU; 2) pour un flux d'électrons en condition 
basale qu'en condition découplée (comparer également les Figs 4A et B). 
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PS II 
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DMQ ( b a s a l ) 
DHQ (FCCP) 

PD0, (NH.C1) 

DCPIP ( b a s a l ) 
DCPIP- (FCCP) 

FeCn ( b a s a l ) 
FeCn - (FCCP) 
FeCn (NH.C1) 
FeCn (NH.C1) 
FeCn (N(LCl) 

MV (NH4Cl ) 

NADF (NH.C1) 
NADF (NH.C1) 

E 
E 

E. 

E 
E 

E 
E 
E 
S 
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0.12 

0 .95 
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r é d u i t / a g C h l / h ; c ) g n ô l e s de Eorr icyamir« rédut t / rog C h l / h : d) 
pmoles 0, consomné/mg Ch l /h e t e ) f i o l e s de NADP* r é d u i t / n g C h l / h . 
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faibles concentrations d'herbicide stimulent l'activité du flux 
d'électrons photosynthétique. 
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Acrazine - DCtIU 

1) En effet, le pouvoir inhibiteur de l'atrazine est moins puissant que 
celui du DCHU. CeCCe différence peut être attribuée à: i) une 
lipophilicité différente, celle du DCKU étant supérieure à celle de 
l'atrazine (voir 1*™ partie de ce travail et Neumann et al., 1987); 
ii) une stéréochimie différente, le DCMU mimant une molécule de PQ 
plus fidèlement que ne le fait l'atrazine (Cardner, 1989); iii) des 
changements conformationnels allostériques du polypeptide 32 kD 
différents, le DCKU induisant un changement plus important que ne le 
fait l'atrazine, ce qui limiterait davantage la liaison des PQ dans 
la réaction d'oxydoréduction (Vermaas et al., 1984; Renger et al., 
1984). 

Basai - découplé 

2) Le pouvoir inhibiteur d'un herbicide sur une activité du flux d'élec­
trons en conditions basale est environ 2 à 4 fois plus faible qu'en 

•condition découplée. Ceci peut être associé au gradient protonique à 
travers la membrane- thylacoïdale (Barber, 1985). En effet, la con­
centration de protons dans le lumen contrôle le taux de transfert des 
électrons, celui-ci étant plus élevé dans les centres PS II encore 
actifs, permet que - l'inhibition' due aux. herbicides soit contre­
balancée par le ralentissement des électrons (Siggel et al., 1972) . 
Par contre, en conditions découplées ceci n'apparaît pas car la 
concentration en protons dans le lumen du thylacoïde reste basse 
suite à leur sortie facilitée. Uhitmarsh (1986) propose qu'un fort 
gradient protonique (condition basale) à travers la membrane 
thylacoïdale, favorise un équilibre de dissociation des PQ vers la 
forme anionique (Q8'), fermement liée au polypeptide 32 kD, qui 
entraverait ainsi la liaison- des herbicides sur leur site d'action. 

Le Tab. II présente également une variation des valeurs I60 suivant: 3) 
l'accepteur final d'électrons et 4) le matériel biologique. 

Accepteurs d'électrons (PS II) 

3) Nous considérerons d'abord les accepteurs finals d'électrons 
situés "en aval" du PS II CFLg. 5), donc en présence de DBMIE (le 
DBMIB est reconnu pour ne pas découpler, ni interférer avec le site 
diuron, pour une revue, voirTrebst, 1980). Le I M de l'atrazine 
augmente de plus de six fois lorsque le DCPIP est utilisé plutôt que 
le DHQ et ceci aussi bien en conditions basale que découplée par le 
FCCP, Ort et al. (1983) proposent que le DCPIP interagit directement 
avec le site Qa et influence significativement le mode d'action des 
herbicides. De plus, l'utilisation de cette molécule comme accepteur 
final d'électrons a été remise en question lors d'expériences de 
stress des membranes thylacoïdales (,Thomas et al., 1986a). De telles 
différences ne s'observent pas pour le DCMU. Lorsque le PD01 est' 
l'accepteur final des électrons en condition découplée par le NH4Cl, 
on observe une valeur 1̂ 0 de 0,12 iiH, proche des valeurs rencontrées 
lorsque le FeCn est photoréduit en condition découplée. 
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Ftg. 5: Schéma en "Z" de la photosynthèse adapté de Hall & Rao (1989). 
Chaque composant: de la chaîne de transport d'électrons est 
placé à la valeur de son potentiel normal à pH 7.0. 

M, système de dégagement de l'oxygène; Z, donneur du PS II; 
P860, centre réact lonnel du PS II; Pheo, phéophytine, 1" 
accepteur du PS II; Q*, qutnone fixée; Q8, quinone semi-libre; 
PQ, plastoquinone; PQHj, plastoquinol; Fe-SR, protéine FeS de 
Rieske; Cyt f et Cyt ba, cytochromes; PC, plastocyanine; P700, 
centre réactionnel du PS I; A0 et A1, premiers accepteurs du PS 
I ; x, FeS8 et. FeSA, protéines FeS, acceptrices du PS I; Fd, 
ferrédoxlne; FNR1 ferrédoxine-NADP reductase. 

Trait continu, flux non cyclique; trait discontinu, flux 
cyclique des électrons; LHC II et LHC I, conplexes polypeptidi-
ques collecteurs de lumière des PS II et PS I, respectivement. 
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Accepteurs d'électrons (PS II + PS I) 

En considérant les accepteurs finals d'électrons situés en 
"aval" du PS !.(flux d'électrons non-cyclique), on constate que la 
plage des valeurs I50 est beaucoup plus restreinte que dans le cas 
précédent. Pour 1'strazine comme pour le DCMU, on n'observe que peu 
ou pas de différences en conditions découplées soit par le NH-Cl, soit 
par le FCCP lorsque le FeCn est l'accepteur final d'électrons. Le 
pouvoir inhibiteur de l'atrazine est légèrement augmenté (25X) 
lorsque le MV remplace le FeCn. Ceci peut être attribué à la 
propriété du FeCn d'oxyder chimiquement soit le Cyt b66e (Drechsler & 
Neumann, 1982), soit QB", fixant la se'mi-quinone à la membrane et 
rendant ainsi plus difficile la liaison des herbicides (Farineau, 
1986), ou encore à la propriété du FeCn d'affaiblir la liaison des 
herbicides dans des membranes thylacoïdales légèrement endommagées 
(Renger et al. , 1988). 

On constate également que l'atrazine et le DCMt), en faible con­
centration, stimulent le flux total d'électrons non-cyclique en 
cpnditions basales (Figs 4A et B), ce qui n'a jamais été observé'pour 
les réactions partielles du PS II. Ceci peut être attribué soit à un 
effet découplant des herbicides qui élimine toute compétition entre 
les flux d'électrons cyclique et non-cyclique (Nishimura et al., 
1975) , soit à des modifications de certains composants de la membrane 
thylacoïdale situés après le PS II. 

Matériel biologique 

4) Le pouvoir inhibiteur des herbicides dépend aussi du matériel biolo­
gique (espèces ou biotypes). En effet, on observe dans le Tab II, que 
l'atrazine et le DCMU ont un pouvoir Inhibiteur plus fort sur la 
Morelle S que sur l'Epinard. Par contre l'atrazine n'a d'effet qu'en 
concentration élevée sur le flux d'électrons du biotype R (rapport I50 
de R/IJO de S - 250 lorsque le FeCn est l'accepteur final d'électrons 
et 700 lorsque c'est le NADP+). Le DCKO également est moins efficace. 
sur le biotype R que sur le S (rapport I50 de 11/I50 de S — 2.9), mais 
on ne peut pas parler dans ce cas de résistance au DCMU (Oettmeier et-
al., 1982; Pfister et al., 1979; îhiel & Böger, 1984) mais plutôt 
d'une "pseudotolérance". 

Le Tab. II montre enfin que les thylacoïdes R ont une activité de 
transport d'électrons non-cyclique d'environ 20X plus petite que celle 
des S (pour un explication, voir le § suivant). Entre les espèces 
également on observe une différence du taux d'activité photosynthétique, 

l'Epinard montrant un flux. H2O > FeCn (NH-Cl) plus élevé que celui de 
la Morelle S. Cette dernière observation est probablement associée à 
l'intégrité des membranes thylacoïdales, celles de Morelies étant plus 
fragiles, donc plus facilement endommagées que celles de l'Epinard. 
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Lumière 

Nous avons constaté que l'origine et la qualité des.chylacoidés, le 
type d'accepteur final d'électrons et la présence d'un agent découplant 
influencent le pouvoir inhibiteur des herbicides. Dans un deuxième temps, 
nous nous sommes intéressés à mesurer une activité photosynthétique en 

conditions d'éclairement liaitant. Nous avons nesure l'activité H2O > 
NADP* (NH4Cl) en fonction de l'irradiance chez des membranes thylacoidales 
de'Horelles S et R (Fig. 6). Ces courbes de saturation suggèrent que 
l'efficience photosynthétique du biotype R est plus faible que celle du 
biotype S, ce qui peut être associé, selon Ireland et al. (1988), au fait 
qu'un "pool" de Cj1 n'est plus oxydé rapidenent par l'activité du PS I 
chez le mutant. Ce résultat confirme ceux de Holt et al. (1981), Burke 
et al. (1982), Ort et al., (1983), Ahrens & Stoller (1983) et Ireland et 
al. (1988),.qui observent que le rendement quantlque relatif des biotypes 
R de plusieurs espèces (S. vulgaris, B. campestris ou A. hybridus) est 
environ 20% inférieur à celui des biotypes S respectifs. Le comporte­
ment des mutants vis-à-vis des conditions d'éclairement les rapproche 
donc des espèces d'ombre, ce que corrobore les résultats relatifs à 
l'étude structurale des thylacoïdes R par rapport aux S (voir 3*™ 
Partie). 
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Fig. 6: Courbes de saturation des biotypes sensible (*) et résistant 
(«) exprimées en jimoles NADP* réduit x mg Chi"1 x h'' en fonction 
de l'intensité lumineuse". 
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Le pouvoir inhibiteur des herbicides diminue proportionnellement a 
l'intensité lumineuse, tant que celle-ci est -limitante (Fig. 7). En 
conditions de lumière saturante, les valeurs I M de l'atrazine tendent 
vers un plateau, tant qu'aucune photoinhibition n'apparait (Chow et al., 
1989), (résultats non montrés). Après extrapolation des droites de la 
Fig. 6 pour une irradiance nulle, nous constatons un I50 égal à 0 /iH pour 
S et -20 ßH d'atrazine pour R. Ceci nous suggère que l'atrazine affecte 
le flux d'électrons des membranes thylacoïdales S déjà aux faibles 
irradiances, ce qui peut .être associé à l'action très spécifique de cet 
herbicide sur le polypeptide 32 kD (Tischer & Strotmann, 1977). Par 
contre, chez R, il semble qu'il existe une sorte de "réservoir" dans 
lequel l'herbicide n'aurait qu'un effet latent sur l'activité du flux 
électronique. Il pourrait donc s'agir d'une inhibition des activités 
photosynthétiques via une action aspécifique de l'atrazine qui n'exerce­
rait son action tnhibitrice que lorsqu'elle se trouve en grande quantité 
dans toutes les structures chloroplastiques (-inhibition par un effet de 
concentration). 

0.4 

0.3 

w 0. 

3 * 
o 

-0.1 

-0.2 

50 100 150 200 250 300 

SUSCEPTIBLE 

/ 

/ / 
•60 

RESISTAKT 

- t - -»-

eo 

•40 

• 2 0 ce 

8 
-20 

50 100 150 200 250 300 
-40 

IRRADIANCE (K x m2) 
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Conclusions 

II apparaît que plusieurs facteurs extrinsèques (1JIntensité 
lumineuse, le type d'accepteur final d'électrons, la présence d'un agent 
découplant, etc..) et intrinsèques aux membranes thylacoïdales (l'ori­
gine spécifique, l'intégrité, etc..) modulent le pouvoir inhibiteur de 
l'atrazine et du DCHU. Cela nous parait être une bonne raison pour expli­
quer, en ne considérant l'action des herbicides que sur des membranes 
thylacoïdales de plantes supérieures, les plages étendues de valeurs I60 
que l'on trouve dans la littérature: pour l'atrazine, de 0.05 a 0.8 fM 
et pour le DCMU, de 0.03 à 0.2 /iM (Pfister et al., 1979; Fedtke, 1982; 
Laasch et e l . , 1982; Oettmeier et al., 1982; Thiel & Böger, 1984). 

Les électrons sont transportés entre le PS II et le complexe cyt bf 
via des plastoquinones qui se déplacent dans la partie lipidique (Ftg. 
8) en proche interaction avec le site de liaison des herbicides sur le 
polypeptide, 32 kD. Comme nous sommes intéressés par le rôle que pour­
raient jouer les lipides diacylés des membranes thylacoïdales en 
interaction avec les herbicides de type diuron, nous avons mesuré un flux 
électronique total non-cyclique (PS II + PS I). Or, le flux d'électrons 

H3O > K3Fe(CN)9 comprend l'étape de déplacement des PQ à travers la 
phase lipidique. De plus, les activités du flux électronique mesurées en 
condition découplée sont significativement plus élevées qu'en condition 
basale (s 2X) ce qui rend la détermination des valeurs I50 plus précise. 
Pour cette raison, chaque fois que les conditions expérimentales le 
permettront, nous mesurerons la réduction du FeCn en présence de NH4Cl. 
Ce flux électronique présente l'avantage d'être rapide (Tab. II) et peu 
coûteux comparé à celui qui fait intervenir le NADP* comme oxydant de 
Hill. D'autre part, de faibles quantités de membranes thylacoïdales 
permettent de travailler dans des domaines de sensibilité satisfaisants, 
contrairement à la mesure de la consommation â'0t en présence de HV, qui 
nécessite des échantillons en quantité plus élevée. 

NONiffflESSED 

Fig.. 8: Sehe« d'aprti Gounarla at »1, (1886) rapf*iantant 1 'intaraction dai prot*lna» 
intrlnaèquaa at aitriniaquas di la nacfccan* thylacoIdaL* permttant 1) la tranafart da* 
•lactrons da I"Rp au KADF* at liniLtaoanant, i l ) la pcnpaga dai protoni da La aurfaca 
•ztatna vari 1* lurfaca int ima du th^LacoIda, angandrant la potanti*! 4 La etra eh ini qua 
dont dapandra La aynthti* d'ATP dam 1* conplaxa CF1-CF,. 
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4.1.2 La liaison herbicide-membrane <"binding") 

La constante de dissociation (Kd) et le nombre de sites de liaison 
(ji) de l'atrazine et du DCMU appliqués à des membranes thylacoïdales ont 
écé calculés à partir de la représentation de Scatchard (FIg. 2). Dans 
tous.les cas étudiés, la quantité d'atrazine liée aux membranes thyla­
coïdales du bIotype S Cfig. 9A) ou la quantité de DCMU liée aux thyla-
coïdes des deux biotypes (Fig. 9B) augmente progressivement avec la 
concentration d'herbicide. Des résultats similaires (non montrés) sont 
obtenus avec des thylacoïdes d'Epinard. Par contre, les membranes 
thylacoïdales de Morelles R n'ont, aux concentrations d'atrazine testées, 
jamais incorporé cet herbicide (Fig. 9A), phénomène égalenent observé 
chez Senecio vulgaris R par Pfister et al. (1979). 
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Fig. 9: Incorporation des herbicides (A) ["C] -atrazine et (B) ["C]-
DCMU (nmol/mg ChI) dans des membranes thylacoïdales. de S. 
nigrum sensible (S) et résistante (R) à l'atrazine en fonction 
de la concentration d'herbicide (^M). 
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Coopérât ivi. té 

Les représentations de Scatchard concernant l'atrazine (résultats non 
montrés) et le DCMU (FIg. 10) présentent deux parties distinctes: une 
partie linéaire (lorsque la concentration d'herbicide dans le milieu 
d'incubation est supérieure à 0.04 ^H, ce qui correspond à env. 0.7 nmol 
d'herbicide lié/mg ChI) et une partie' non-linéaire (aux concentrations 
inférieures). La forme de • cette dernière phase suggère qu'aux con­
centrations d'herbicide inférieures à 0.04 ^H, les deux herbicides se 
lient aux menbranes de manière coopérative. A notre connaissance, cette 
phase de coopérativité positive n'a jamais été mise en évidence aupar­
avant. Pourtant un tel comportement de liaison aurait dû être observé par 
la représentation graphique de Hill (Pfister et al., 1979; van Rensen, 
1984) mais, cette dernière méthode considère une plage de concentrations 
d'herbicide trop étendue, qui masque le phénomène de coopérativité. Or, 
ce phénomène n'est observable qu'aux faibles concentrations d'herbicide 
(0-0.04 ^M). 

nmol DCMU bound / mg Chi 

Fig. 10: Constantes de dissociation (Kd) et nombres de sites de liaison 
<n) du DCMU pour des membranes thylacoïdales de biotypes 
sensible (S) et résistant (R) de S. nigrum. Kd et n sont 

' déterminés à partir de la représentation de Scatchard. Les 
coefficients de corrélation sont de 0.997 et 0.999 pour les 
biotypes S et R, respectivement. 
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Spécificité de la liaison des herbicides 

L'amplitude de la phase de coopérativltë positive a toujours été plus 
marquée (env.-2X) chez le biotype S de la Morelle que chez le R (Fig. 
10). Cette dernière observation pourrait indiquer que la substitution 
d'une serine par une glycine du polypeptide 32 kD du biotype R (Hischberg 
et al., 1964), a eu pour effet, non seulement- d'empêcher toute fixation 
de l'atrazine, mais encore d'altérer le phénomène de coopérativité 
positive dans la liaison du DCMU, probablement suite a un changement 
conformattonne1 du polypeptide (voir plus loin). La phase linéaire (Fig. 
10) observée aux concentrations d'herbicide > 0.04 /iM, correspond 
vraisemblablement à la liaison spécifique de l'herbicide sur le poly­
peptide 32 kD (Pfister et al., 1981). La Fig. IO montre également que le 
DCHU a une moins forte affinité pour des membranes thylacoïdales du 
biotype R que pour celles du biotype S (voir aussi Tab. Ill, Kd du DCMU 
est 2 è 3 fols plus élevée chez R que chez S). Cette dernière observation 
suggère que non seulement le site atrazine est modifié chez le biotype 
R suite à la mutation nais aussi le site DCMU, quoique dans des propor­
tions nettement plus faible. Ainsi, apparaît le concept de deux sites 
de liaison différents sur le polypeptide 32 kD, l'un pour les urées 
substituées et l'autre pour les triazines symétriques. Plusieurs modèles, 
faisant tous intervenir des subrécepteurs soit communs soit spécifiques 
pour les différents herbicides, ont été proposés (P.fister & Arntzen, 
1979; Pfister et al., 1979; Trebst, 1960; Thiel & Böger, 1984). Ces 
subrécepteurs impliquent l'existence d'un domaine au sein du polypeptide 
32 kD où les sites de liaison des herbicides se chevauchent. Nos 
résultats corroborent ces modèles, plus particulièrement le modèle de 
Trebst (1980) (Fig. 11). 

oviriepping 
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Fig. 11: D'après Trebst (1980): Représentation schématique d'un site de 
liaison du DCMU sur la membrane thylacoïdale, situé du côté 
accepteur du photosystème II (PS-II). L'image que nous avons du 
PS II a quelque peu évolué ces dix dernières années, mais celle 
d'un domaine où les sites de liaison des différents types 
d'herbicides se chevauchent, est encore actuelle. 
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Compétition 

Il a été observé que tous les herbicides du PS II se déplacent 
mutuellement (Pfister & Urbach, 1983). Ceci indique que tous ces 
herbicides: 

1) entrent en competition pour un site commun de la membrane thyla-
coïdale (Tischer & Strotmann, 1977; Pfister & Arntzen, 1979; Laasch 
et ai., 1982; Allen et al., 1983; Tellenbach et al.. 1984; Thiel & 
Böger. 1984) 

2) Interfèrent avec le site de réduction des PQ (Velthuys. 19*1, 1982; 
Vermaas et al. , 1983; Trebst, 1985; Soll & Oettmeier. 1984; Farineau 
& Hathis, 1985; Satoh et al., 1986; Farineau, 1986; Wydrzynski & 
Inoue, 1987; Trebst et al., 1988; Drechsler & Neumann, 1989; Gardner, 
1989) 

3) interfèrent avec le site de fixation du C0a (van Rensen & Vermaas, 
1981; Khanna et al., 1981; Vermaas et al., 1982, 1984; van Rensen, 
1984; Nugent et al., 1988; Eaton-Rye & Govindjee, 1988). 

L'analyse du mécanisme de compétition entre herbicides pour un même 
site de liaison est possible par la représentation en double-Inverse des 
valeurs de la liaison d'un herbicide "chaud" en présence d'un herbicide 
compétiteur différent "froid". Sous cette forme de représentation (FIg. 
12), la compétition entre deux molécules est indiquée par une intersec­
tion commune des droites sur l'ordonnée (nombre de sites de liaison con­
stant), alors que l'intersection sur l'abscisse tend vers zéro (diminu­
tion de l'affinité) lorsque la concentration de l'herbicide "com­
pétiteur" augmente. 
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Liaison du DCMU sut des membranes thylacoïdales d'Epinard 
contrôle (•) et en présence de 0.2 pM d'atrazlnc <«). Ce type 
de représentation en double-inverse, permet de déterminer 
aisément le type d'interaction entre les deux herbicides 
("competitive", "uncompetitive", "noncompetitive"), voir Fersht 
(1977). Dans ce cas, Il s'agit d'une interaction de type 
exclusivement compétitif. 
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En effet, lorsque des thylacoïdes sont Incubés avec 0.04 pH de DCMU 
"froid" en présence d1strazine radioactive (Fig. 13A), on,constate que 
la valeur Kd de l'atrazine passe de 21 à 46. nM, l'affinité étant alors 
diminuée de plus de moitié. 

Si les membranes sont incubées avec 0.04 /iM d'atrazine "froid" en 
présence de DCHU radioactif (Fig. 13B)1 on constate que la Kd du DCWU 
passe de 4.5 à 8 nM, l'affinité étant alors diminuée de moins de 1.5 
fois. Ainsi, l'affinité du DCMU est quelque 6 fois plus forte que celle 
de l'atrazine dans ces conditions. 

Le nombre de sites de liaison, quant à lui, se situe toujours entre 
2 et 3 nmol/rag Chi pour les deux herbicides. 

En présence de 0.2 /iM d'atrazine "froid" la valeur Kd du DCMU 
augmente à 22 nM (Figs 12 et 13B) et la phase de coopérativité positive 
est complètement éliminée (Fig. 12). Par contre, .lorsque les membranes 
sont incubées en présence de 0.2 fiM de DCMU "froid", l'atrazine perd. 
toute son affinité spécifique (sur le polypeptide 32 kD) et il n'est plus 
possible d'estimer l'affinité de cet herbicide. 

La diminution d'affinité des herbicides en conditions compétitives 
par rapport à des conditions non compétitives est associée à la présence 
d'un (des) site(s) commun(s). On constate que lors de ces déplacements 
mutuels, le DCMU est plus compétitif que l'atrazine. 
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Fig. 13: Constant« da d issocia t ion (Kd. blanc) e t nombre de s i t e s de l i a i s o n In. no i r ) de 
l ' a t r a z i n e (AJ et du DCKU (B) en conditions de compétition mutuelle, Qb: l ' a t r a z i n e 
n ' e a t plus a même de se l i e r lorsque les membranes tiiylacoidaLea d'Epinard sont incubées 
•n presence de 0.2 nM de DCWlI (Fig. 13A). 
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Valeurs Kd et Q 

On constatera que les valeurs Kd ec n. trouvées tout au long de cette 
quatrième partie (pour un résumé, voir le Tab. Ill) sont 1.5 à '4 fois 
plus faibles que celles reportées pour S. vulgaris (Pfister er al., 
1979), S. oleracea (Tischer & Strotmann, 1977, Laasch et al., 1982), A. 
recroflexus (Oettmeier et al., 1982) et P. sativum (Jursinic & Stealer, 
1983; Vermaas et al., 1983). Ces différences pourraient être attribuées, 
outre la variation triviale entre les espèces, aux conditions particul­
ières que nous avons choisies et qui sont: 1) l'adaptation des feuilles 
à l'obscurité avant l'isolement des membranes thylacoidales, 2) l'incuba­
tion des thylacoïdes en présence d'herbicide radioactif effectuée à basse 
température (4 *C) et 3) les herbicides radioactifs dont l'activité 
spécifique dépasse 15 Ci/mol. Ces conditions expérimentales semblent 
influencer signiflcativement les valeurs Kd et Q (Paterson & Arntzen, 
1982; Jursinic & Steraler, 1983; Laasch et al., 1984; Neunann et al., 
1987; Jursinic & Dennenberg, 1989). 

Les thylacoïdes sont saturés en herbicide lorsque la concentration du 
pesticide est comprise entre 2 et 3 nmol/ng ChI ( Fig. IO et Tab III). 
Cette valeur correspond à une nolécule d'herbicide liée pour 350-550 
molécules de ChI. Cette stoèchlométrle entre chlorophylles et herbicides 
suggère qu'une molécule d'herbicide est liée par unité photosynthétique 
(Tischer & Strotmann, 1977; Pfister et al., 1979; Laasch et al., 1982; 
Oettmeier & Hasson, 1980; Chow et al., 1989), Dans certains cas, de 
faibles affinités (Kd élevés) ont été observées pour des concentrations 
d'herbicide bien supérieures à celles qui inhibent totalement un flux 
d'électrons photosynthétique (Tischer & Strotmann, 1977; Laasch et al., 
1981, 1982; Oettmeier et al., 1982). Ils sont associés a des liaisons 
aspéclflques et représentent la liaison des herbicides sur différents 
sites pas toujours clairement identifiés (lipides, pigments, diverses 
protéines, etc...). 
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Corrélation encre "inhibition et affinité" 

Le Tab. Ill montre les valeurs moyennes de I30, Kd et a de l'atrazine 
et du DCHU, pour l'Epinard et les Horelles S et R. Ce tableau est une 
moyenne de tous les contrôles lors de l'étude des différents stress que 
nous avons analysés (voir plus loin). Bien que ces valeurs aient été 
obtenues à différents moments de l'année et avec un matériel d'âge 
chronologique et/ou physiologique différent, elles présentent une 
fourchette réaliste de la variabilité a) de la valeur I50 pour un flux non 

cyclique découplé à 20 "C (HjO > FeCn, NH4Cl), b) des valeurs Kd et 
Q obtenues a l'obscurité et à basse température (4 "C). Nous constatons 
que le pouvoir inhibiteur de l'atrazine est 3 à 7 fois plus faible qu 
celui du DCMU et que son affinité est réduite de 3 à 9 fois par rapport 
à la phénylurée (voir aussi 4.1.1). Par contre, le nombre de sites de 
liaison est semblable pour les deux herbicides, et se situe entre 2 et 
3 sites/mg ChI. Ainsi, on observe une bonne corrélation relative entre 
le pouvoir inhibiteur et l'affinité des deux herbicides. 

Lumière et obscurité 

Nous avons vu précédemment que le pouvoir inhibiteur de l'atrazine 
est plus fort sous éclairement limitant que sous éclairement saturant 
(Fig. 7). Pour cette raison, nous avons recherché si les propriétés de 
liaison des herbicides étaient également modifiées lorsque les membranes 
thylacoïdales étaient éclairées par rapport à des thylacoïdes restés à 
l'obscurité (Fig. 14). 

Dans ce type d'expérience, nous avons utilisé des thylacoïdes 
d'Epinard et les incubations ont été conduites à 20 "C en conditions 
couplées (sorbitol 30OmM, NaCl 10 mM, Tricine 20 mM pH 8.0, MgCl2 5mM, 
KH2PO4 ImM, méthylviologène 0.15 mM, ADP 1 mM) et découplées (même milieu 
d'incubation + NH1Cl). Les thylacoïdes, en absence de tout herbicide, ont 
été préalablement illuminés pendant 10 sec par une lumière blanche 
saturante afin d'initialiser le flux d'électrons photosynthétique, après 
lesquelles, les thylacoïdes ont été incubés (6 tiin) dans un agitateur 
theraostaté "home made" permettant un éclairage saturant des membranes 
et une agitation continue à température constante. Lorsqu'en conditions 
couplées ou découplées (voir les milieux ci-dessus) les membranes ont été 
Incubées à l'obscurité, nous avons pris garde à ce qu'elles soient à 
l'abri de toute lumière directe. 

NB: Par rapport aux valeurs des Kd déterminées précédemment à basse 
température, les Kd mesurés en conditions obscures à 20 "C sont 
signifiçativement plus élevées (voir plus loin pour le stress 
thermique, § 4.2.2). 

La Fig. 14A montre que l'affinité des herbicides pour des thyla­
coïdes éclairés est plus faible que pour ceux restés a l'obscurité, aussi 
bien en condition couplée que découplée. Cet« observation est à mettre 
en relation avec les résultats de Renger (1979), Jursinic &. Stemler 
(1983), Laasch et al. (1983, 1984), Millner & Barber (1984), Farineau. & 
Math'is (1985), Farineau (1986) et Graan & Ort (1986), qui indiquent, que 
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l e s he rb ic ides ne peuvent se l i e r que lorsque l e s i t e de l i a i s o n e s t 
vacant , c ' e s t - à - d i r e exempt de quinones fortement l i é e s au polypeptide 
32 kD. Cet é t a t e s t maximal à l ' o b s c u r i t é , pu isqu 'envi ron 25X seulement 
des cen t r e s PS I I cont iennent Q8" (Mathis & Haveman, 19877; Rutherford e t 
s i . , 1982). De p l u s , i l appara î t que l ' a f f i n i t é du DCMU diminue de p lus 
de 2 fo i s à la lumière par rapport à l ' o b s c u r i t é , a lo r s que c e l l e de 
l ' a t r a z i n e ne ba i s se que de 1.3 f o i s , ceci en condi t ion découplée e t de 
1.5 e t 1.3 f o i s , respectivement, en condi t ion couplée (Fig . 14) . 
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Fig. 14: (A) constante de dissociation (Kd) et (B) nombre de sites'de 
liaison (o) de l'atrazine et du DCMU pour des membranes thyla-
coïdales d'Eplnard. Les paramètres de liaison ont été détermin­
és en conditions couplée et découplée, à la lumière et/ou à 
l'obscurité à 20 *C. 
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La lumière, l'affinité des herbicides diminue lorsque le flux 
d'électrons est découplé par rapport à un flux couplé (12X pour 1'stra­
zine et 3OX pout le DCMU). La Fig. 14B montre que le nombre de sites de 
liaison est plus élevé en condition couplée qu'en condition découplée, 
ce qui suggère qu'en condition découplée, une plus faible quantité 
d'herbicide suffit pour atteindre la demi-inhibition puisque le nombre 
de sites est plus faible qu'en condition couplée. 

Nous avons vu que le pouvoir inhibiteur de l'atrazine est diminué en 
condition de lumière saturante par rapport à des conditions de lumière 
limitante (4.1.1). Cette observation est corroborée par une diminution 
du nombre de sites de liaison de cet herbicide à la lumière par rapport 
à l'obscurité (Fig.14B). Le nombre de sites de liaison de l'atrazine est 
plus faible à la lumière qu'à.l'obscurité, alors que celui du DCMU ne 
varie pas (Fig. IhR). Cette dernière observation peut être associée au 
fait que la membrane change d'état (packing, fluidité, etc...) à la 
lumière par rapport à l'obscurité (voir Rawyler & Siegenthaler, 1989 et 
publications citées dans cet article) et que les sites de liaison 
spécifiques à l'atrazine et au DCMU peuvent être modifiés différemment. 

Ainsi, les propriétés de liaison des deux herbicides sont altérées 
différemment par la lumière: i) l'affinité du DCMU est diminuée plus 
fortement que celle de l'atrazine; ii) le nombre de sites de liaison de 
l'atrazine est diminué alors que celui du DCMU reste constant. 

Résumé et considérations générales 

Nous avons résume sous la forme d'un tableau (Tab. IV), les différ­
ents paramètres observés dans les § 4.1.1 et 2. On constate dans la Table 
IV, qu'une bonne corrélation existe entre le pouvoir inhibiteur- des 
herbicides et leurs propriétés de liaison; une augmentation du pouvoir 
inhibiteur d'un herbicide est généralement associée à une augmentation 
de l'affinité de cet herbicide pour son site de liaison, quant à n, il 
peut augmenter mais pas nécessairement. 

CONDITIONS POUVOIR IKHlBiTE(II AFFIKITE KB OE SITES DE LMISO* 

Herbicide» (51 DCHU • strazine OCMJ > at ranne DCWJ > a t ra ;me 
OCHlJ (S S. R) S > R S > R S - R 
l i » i * r e (S 1 R) l imitante » saturante obscurité » lumiere »18 : obsc » l u - i t ' t 

DCHU: obsc • luoière 
f l u . d'électrons (S t. Rl découplé • basai découplé < couple Découplé • couplé 

Tab. \1: Résumé des différentes observations reportées dans les j a.1.1 et ? Pour plus d ' in forna i ion. voir 
le texte. 
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11 est plus difficile d'établir une correspondance stricte entre 
l'affinité, le nombre de sites et le I80 pour les différents types de flux 
d'électrons, ainsi que l'ont déjà constaté Jursinic & Stemler (1983) et 
Thiel & Böger (198A). Ceci peut être associé aux conditions expériment­
ales légèrement différentes selon que l'on mesure des Kd, des n ou des 
I50. Cela peut encore être dû à la façon de formuler les phénomènes de 
liaison et d'inhibition. Le pouvoir inhibiteur d'un herbicide est souvent 
exprimé par une valeur "I50 mais il est également possible d'exprimer ce 
paramètre par la constante d'Inhibition (Ki). Cette valeur présente 
l'avantage d'être indépendante de la concentration en chlorophylle dans 
l'échantillon (Tischer & Strotman, 1977). 

La relation entre le I50 d'un herbicide et .la concentration en chloro­
phylle est linéaire (Fig. 15; voir aussi Tischer & Strotman, 1977). La 
Fig. 15 présente une valeur de Ki égale à 0.15 îM pour l'atrazine et 0.03 

;iM pour le DCMU, pour un flux d'électron H1O > FeCn (NH4Cl) à 20"C. Ces 
valeurs sont à mettre en relation avec celles présentées dans la FIg. 14: 
En effet, les constantes de dissociation de 0.07 et 0.03 JJM pour 
l'atrazine et le DCHU, respectivement, pour le flux d'électrons HjO > 
FeCn (NH4Cl) à 20 "C sont très proches des précédentes. Ainsi, pour des 
conditions comparables, les valeurs des constantes d'inhibition se 
situent dans un même ordre de grandeur que celles des constantes de 
dissociation. 

0 5 10 15 20 25 30 35 

i. 30 

1.24 

'.96 

'.12 

1.06 

0 5 10 15 20 23 30 3 5 " " 

CHL. CONC. (jjg/m)} 

Fig. 15: Valeurs de demi-lnhlbition (I50) du flux d'électrons HjO >' 
FeCn (NH1Cl) à 20 'C chez l'Eplnard, par l'atrazine (*) et le 
DCHU (•), en fonction de la concentration en chlorophylle. Ki 
- constante d'inhibition (*iM)'. 

0.» 

0.1S 

DCHU 

Ki-0.03 
I i I • H —t-



173 

4.2 " Inhibition du flux non-cvcliaue et liaison de l'atrazine et du 
DCHU sur des membranes thvlacoïdales s w a l e s à divers stress 

La stratégie de recherche dans cette partie 4.2, consiste à évaluer 
les propriétés d'inhibition et de liaison de l'atrazine et du DCKU sur 
des membranes thylacoïdales d'Epinard et de Morelles S et R, soumises à 
différents stress. Nous tenterons donc de modifier la structure de la 
membrane en cherchant à altérer le plus spécifiquement possible sa partie 
lipidique. Dans un premier temps, les stress agiront sur l'ensemble de 
la membrane (stress osmotique, thermique et chimique). Dans un deuxième 
temps la partie lipidique sera visée plus directement (stress par 
hydrogénation catalytique) et dans un troisième temps, seule la partie 
lipidique de la monocouche externe, sera altérée (stress lipolytique). 

4.2.1 Stress osmotique 

Principe 

La méthode consiste à incuber des membranes thylacoïdales d'Epinard 
et de Horelles S et R dans des milieux dont la concentration en sorbitol 
augmente. Composition du milieu: Sorbitol, variable de 25 à 600 mH, HOPS 
10 mH, pH 7.5 (KOH); MgCL,, 5 mM; NH4Cl, 5 mM. Lors de la détermination 
des I80 dans ces différentes conditions, le milieu réactionnel contient 
en plus 0.5 mM FeCn. 

Les vésicules sont d'abord turgescentes aux basses osmolarités 
(Lockau, 1979), passent par un stade d'isoosmolarité (env 300-400 mOsm), 
puis se contractent aux fortes osmolarités (Tolberg & Macey, 1965 ; 
Hongladarom & Honda, 1966). Par ailleurs, il a été observé, que des 
thylacoïdes éclairés gonflent (Packer et al., 1965; Dilley & Rothstein, 
1967; Siegenthaler, 1968), ce qui induit un "rétrécissement" de l'épais­
seur de la membrane (Dilley et al., 1967). 

Inhiblciçn et liaison 

La Fig. 16 présente pour des membranes thylacoïdales d'Epinard et 
pour l'atrazine, (A) les valeurs des Kd et n. et (B) les valeurs I50 versus 
les mOsm du milieu de suspension. On constate qu'aux basses osmolarités, 
l'affinité et le pouvoir inhibiteur de l'atrazine sont plus élevés qu'en 
conditions isoosmolatres. Par contre, le nonbre de sites de liaison de 
cet herbicide ne semble pas être modifié significativement (2.8 ± 0.2). 
Pour les Horelles S et R, nous avons trouvé les mêmes tendances (résult­
ats non montrés) mais le pouvoir inhibiteur de l'atrazine est minimal à 
une osmolarité voisine de 400 mOsm. Cette dernière valeur' semble cor­
respondre aux conditions d'isotonie pour les membranes thylacoïdales des 
Solanacées (Blumenthal-Goldschmidt & Poljakoff-Hayber, 1966), voir 
également le § 3.2 de la 3*™ Partie. 
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Fig. L&: (A.) Valeurs des constantes de dissociation (Kd [•] , nH 

atrazine) et du nombre de sites de liaison (n [-], nmol 
atrazine/mg ChI) dans la glace et à l'obscurité. 

(B) Valeurs de la demi-inhibition (I50 [4 ] , /JM atrazine) de 

l'activi,te H8O — > FeCn (NH4Cl) à 20 *C. 

(A) et (B) sont estimés pour différentes osmolarités (mOsnt) du 
milieu de suspension des membranes thylacoïdales d'Epinard. 
L'osmolarité du milieu est augmentée par des concentrations 
croissantes de sorbitol, alors que la force ionique du milieu 
reste constante. 
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La Fig. 17 présente pour des membranes thylacoîdales d'Epinard et 
pour le DCKU, (A) les valeurs des Kd et n. et (B) les valeurs T50 versus 
les mOsm du milieu de suspension. On-constate que ni l'affinité, ni le 
nombre de sites de liaison ni le pouvoir inhibiteur du DCHU sont signi-
ficativement modifiés. Des résultats comparables ont été observés pour 
les Morelles S et R (résultats non montrés). 

DCHU 
0 100 200 300 -SOO 500 500 . 

100 200 300 400 500 600 

• mOsm 

200 300 
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Fig. 17: (A) Valeurs des constantes de dissociation (Kd [•], nM DCMU) 
et du nombre de sites de liaison (n (•], nmol DCMU/mg 
ChI) dans la glace et à l'obscurité. 

(B) Valeurs de la demi-inhibition (I50 H ] 1 >iM DCHU) de 
l'activité H?0 — - > FeCn (NH4Cl) à 20 "C. 

(A) et (B) sont estimés pour différentes osmolarités (mOsm) du 
milieu de suspension des membranes thylacoîdales d'Epinard.. 
L'osmolarité du milieu esc augmentée par des concentrations 
croissantes de sorbitol, alors que sa concentration ionique 
reste constante. 
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Nous avons travaillé dans des conditions ioniques qui favorisent un 
état accole des membranes thylacoïdales (> 2 mM MgCl2; Barber, 1980), car 
cet état se rapproche de l'état in vivo des thylacoïdes. Cependant, il 
a été observé que le pouvoir Inhibiteur de certains herbicides est plus 
faible dans des thylacoïdes à l'état désaccolé qu'à l'état accolé (Olsen, 
1986). Lors de la détermination des valeurs I80 (Figs 16B et 17B), 
l'activité contrôle (sans herbicide) du flux des élections .photosyn­
thétique n'a pas varié significativement en fonction de l'osmolarlté du 
milieu réactionnel: Epinard, 165 ± 25 (Fig 18), Morelle S, 95 ± 15 et 
Morelle R 80 ± 25 ftmol FeCn réduit x mg"' Chi x h"1). 

100 500 300 400 500 600 

mOsm 

FIg. 18: Activité du flux d'électrons photosynthétique H2O > FeCn 
(NH1Cl) à 20 *C chez des membranes thylacoïdales d'Epinard 
versus l'osmolarlté du milieu réactionnel. Cette dernière est 
augmentée par des concentrations croissantes de sorbitol, alors 
que la concentration ionique reste constante, (n - 11). 
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Cas particulier des Solanacées. 

Les changements d'affinité et de pouvoir inhibiteur de l'atrazine ne 
semblent donc pas être en relation avec une éventuelle augmentation ou 
diminution de l'activité du flux électronique. Par contre, le flux 
d'électrons est réduit à zéro aux osmolarités inférieures à 100 mOsm chez 
les Horelles S et R, ce qui corrobore les travaux de Blumenthal-
Goldschmidt & Poljakoff-Mayber (1966), qui observèrent une plus grande 
fragilité des membranes thylacoïdales de la Tomate (Solanacéë) en milieu 
très hypotonique. Ainsi, une dislocation complète (Dilley et ai., 19R7; 
Laasch, 1987) des membranes de Horelles, trop fragiles pour supporter une 
turgescence élevée, n'est pas à exclure; des basses osmolarités pouvant 
alors, Inhiber la réaction de Hill (Shavit & Avron, 1967) et l'activité 
du PS I (Lockau, 1979). 

Contraction ou gonflement des thylacoldes 

Nous avons observé par la technique du "light scattering" (LS) à 436 
ran, des changements dynamiques de volume des thylacoïdés d1Epinard 
(résultats non montrés). Le LS augmente de 45 et de 15Z pour des 
thylacoïdés dans un milieu de 35 et de 335 mOsm, respectivement, par 
rapport à des thylacoïdés en suspension dans un milieu de 635 mOsm. 
Pourtant, le sens de ces changements de volume ne peut être interprété 
de manière stricte par cette méthode, car des augmentations de diffusion 
du LS peuvent apparaître soit quand les thylacoïdés gonflent, soit quand 
ils se contractent (Packer & Murakami, 1972). Pourtant, l'augmentation 
du LS lorsque la concentration en sorbitol diminue, suggère, à l'instar 
de Tolberg & Macey (1965) et Hongladarom & Honda (1966), que les 
thylacoïdés gonflent en milieu hypotonique et se contractent en milieu 
hypertonique. Selon Blumenthal-Goldschmidt & Poljakoff-Mayber (1966) les 
thylacoïdés gonflent aussi bien en milieu hypo- qu' hypertonique. 

Atrazine et DCMU 

On observe que l'affinité (Fig. 16A) et le pouvoir inhibiteur (Fig. 
16B) de l'atrazine sont plus élevés chez des membranes en conditions 
hypo- et hypertonique que chez des membranes en milieu isotonique. Ceci 
suggère que l'accès de l'atrazine à son site d'action est facilité 
lorsque les membranes sont soumises à un stress osmotique. Selon Dilley 
et al. (1967) et Dilley & Rothstein (1967), on assiste à un amincissement 
de la bicouche membranaire lorsque les vésicules thylacoïdales sont 
gonflées ou contractées! Il se pourrait que lés augmentations d'affinité 
et de pouvoir Inhibiteur de l'atrazine soient âttribuables à une 
élévation de la pression latérale membranaire suite à cet amincissement 
de la bicouche membranaire. Un packing membranaire augmenté pouvant 
induire une compression et pousser hors de la membrane certains poly­
peptides , voir même des complexes protéiniques et modifier ainsi, leur 
structure tertiaire et/ou quaternaire. Une modification de cet ordre 
pourrait altérer la conformation du polypeptide 32 kD et le rendre plus 
accessible à l'atrazine (Dilley, communications personnelles). Il se peut 
que certaines protéines se détachent de la membrane lorsque 1'on varie 
la pression osmotique du milieu de suspension. Pourtant, on constate que 
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le nombre de sites de liaison de 1'strazine reste constant (Fig. 16A) et 
que l'activité du flux des électrons photosynthétique n'est pas altérée 
(Fig. 18), ce qui suggère que la composition des membranes thylacoïdales 
n'est probablement que peu ou pas modifiée pour autant qu'elles sup­
portent le stress osmotique sans se disloquer. 

Contrairement à l'atrazine, l'affinité (Fig. 17A) et le pouvoir 
inhibiteur du DCHU (Fig. 17B) sont insensibles à l'osmolarité du milieu 
de suspension. Il est pensable que la lipophilicité plus.élevée du'DCMU 
(Neumann et al., 1987), sa stéréochinie plus appropriée (Gardner, 1989) 
et la conformation de son site de liaison moins profondément altérée par 
le stress osmotique (van Rensen, 1982; Vermaas et s i . , 1984; Renger et 
al., 1984), fassent que le DCHU puisse accéder à son site sans aucune 
restriction due aux tensions latérales. Les différences de comportement 
entre les deux herbicides, renforcent le concept des sites de liaison 
différents pour les urées substituées et pour les triazines symétriques, 
bien que certains d'entre-eux puissent se chevaucher (Trebst, 1980). Il 
est, par ailleurs, pensable que les sites de liaison respectifs de 
l'atrazine et du DCMU soient situés à différentes profondeur dans la 
bicouche membranaire, le site atrazine étant plus profondément ancré que 
celui du DCMU. 

Les lipides 

Il est difficile de mettre en évidence un rôle spécifique des lipides 
dans ce type de stress, puisque l'ensemble de la membrane est soumis soit 
a un gonflement, soit à un rétrécissement. Néanmoins, les propriétés de 
liaison et d'inhibition de l'atrazine sont modulées par la pression 
osmotique à laquelle sont soumises les membranes thylacoïdales. Ceci 
suggère que des changements de "packing" de la partie lipidique altèrent 
la conformation des protéines sans en altérer la fonction. Selon Goltsev 
et al. (1987), des concentrations élevées de saccharose stabilisent les 
membranes thylacoïdales en (i) augmentant leur viscosité,- (II) diminuant 
la diffusion latérale de certaines protéines, (iit) augmentant l'organ­
isation de la bicouche lipidique. En fait, nous sommes probablement en 
présence d'un s y tènie synergique où le rétrécissement de la membrane 
induit des modifications des deux parties, protéinique et lipidique. 

Le pouvoir inhibiteur 

Une autre manière de rendre compte du mode d'action d'un herbicide 
est d'exprimer son pouvoir d'inhibition relativement à l'affinité qu'il" 
a pour son site de liaison (Kd/I,,, x 10"3, Kd en nH et Ix en /iM). Ce 
rapport exprime donc l'efficacité relativo de l'herbicide (Fig. 19). 
Ainsi, on constate que l'efficacité relative de l'atrazine est plus 
élevée (Fig. 19) lorsque le thylacolde est turgescent et qu'il semble se 
stabiliser lorsque les thylacoïdes sont en conditions iso- et hypertonl-
que. 
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Fig. 19: Efficacité relative de l'atrazine sur des membranes thyIa-

coïdales d'Eplnard versus L'osraolarité du milieu. Les condi­
tions expérimentales sont les mêmes que celles décrites dans la 
Fig. 18. Pour plus d'information, voir le texte. 

Conclusions 

On observe qu'un stress osmotique infligé à des membranes thyla-
coïdales et plus particulièrement un stress hypotonique, augmente 
l'affinité et le pouvoir inhibiteur de l'atrazine, dont l'efficacité 
relative est alors maximale en milieu fortement hypotonique. Le comporte­
ment du DCMU ne semble guère être influencé par l'osmolarité du milieu. 
Ainsi, un changement membranaire de nature plus structurale que fonction­
nelle (l'activité du flux d'électrons n'étant pas altérée), affecte le 
site d'action de l'atrazine mais pas celui du DCMU. Cette observation 
suggère que les sites de liaison spécifiques des deux herbicides sont 
localisés à différentes profondeurs dans la bicouche membranaire, celui 
de l'atrazine étant situé plus profondément que celui du DCMU. 
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4.2.2 Scress thermique 

La vitesse des réactions photochimiques de la photosynthèse n'est pas 
affectée par les changements de température, à moins que des modifica­
tions structurales interfèrent avec l'organisation des pigments et des 
centres réactionnels (CR). Par contre, les étapes enzymatiques et 
notamment celles de la chaîne de transport d'électrons dans les thyla-
coïdes et le couplage entre le flux d'électrons et la photophosphoryla-
tion sont dépendants de 1-a température (öquist, 1982).. En fait, la 
photosynthèse se déroule è une température optimale qui semble dépendre 
de trois facteurs (1) l'augmentation de la vitesse des réactions 
chimiques en fonction de températures croissantes, (2) 1'inactlvation des 
enzymes aux températures élevées et (3) la mobilité des FQ modulée par 
l'intermédiaire du degré d'insaturation du MGDG (öquist, 1982). Concern­
ant les hautes températures, les premiers signes d'inhibition de la 
photosynthèse apparaissent dans le couplage du LHCP avec les CR du PS II 
(Schreiber & Armond, 1976) et dans le découplage entre le transport 
d'électrons et la photophosphorylatton (Thomas et al., 1986b). Concernant 
les basses températures, les événements semblent plus complexes.' Il a été 
suggéré par exemple, qu'aux basses températures, une diminution de 
l'énergie d'activation (Et) de certaines réactions enzymatiques permet­
trait aux membranes thylacoïdales de maintenir leur capacité photosyn­
thétique (Öquist, 1983). 

L'énergie d'activation 

Pratiquement, l'effet de la température sur la vitesse de réaction 
peut être exprimée par l'équation d'Arrhenius : 

dlog V / d T - E , / 2 . 3 R T 

par intégration, 

log V - - [(E, / 2.3R) x (IA)] + constante 

où : E- - quantité empirique appelée énergie d'activation 
R - constante des gaz - 8.31 J x 'K"1 x mole'1 - 1.98 cal x 

*K-1 x mole1 

V • - vitesse maximale de réaction 
T - température absolue 

La fonction log V - F(l/T) est représentée par une droite de pente -E, / 
2.3 x R. Il suffit donc, de déterminer graphiquement la pente de la 
droite et de multiplier cette valeur par 2.3 x 1.98 cal x 'K"1 x mole"' -
4.5 cal x *K"' x mole'1 pour en déduire l'énergie d'activation Em. 
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L'exposition de plantes sensibles au froid ("chilling sensitive 
plants") à des températures inférieures à 10 *C inhibe la photosynthèse 
et ceci plus particulièrement à la lumière (Powles, 1964), In vitro, le 
système de photolyse de l'eau des chloroplastes soumis à une température 
voisine de 0 "C est inhibé (Quinn & Williams, 1985; Hisr & Heena, 1986). 
De plus, il a été observé que le niveau d'inhibition dépend des espèces 
(Sinillie, 1979), de l'âge des feuilles (Kaniuga et ai., 1978), des 
régimes des basses températures (Lyons, 1973) et de la durée du traite­
ment (Smillle, 1979). Shneyour et al. (1973) montrèrent que 1'E, du flux 

d'électrons photosynthétique H2O > NADP* en condition couplée augmente 
d'environ trois fois aux températures inférieures à 12 "C, pour des 
thylacoïdes isolés de plantes sensibles, comparé à des thylacoïdes de 
plantes résistantes au froid. Nolan & Smillie (1976 et 1977) observèrent 
également des changements d'E, chez des espèces résistantes au froid, 
lorsque l'activité du flux des électrons est découplée. 

Transition âe phase des lipides 

Les changements d'E, de réactions enzymatiques se déroulant dans des 
membranes ont souvent été associés à des transitions de phase des lipides 
membranalres. Il a été suggéré que l'état physique des lipides affecte 
les propriétés des enzymes liés à la membrane de telle façon que leur E1 

augmente lorsque la température descend au-dessous de la température de 
transition des lipides (Shneyour et s i . , 1973; Lyons, 1973, Murata et 
al. , 1975; Roughan, 1985; Kenrick & Bishop, 1986; Raison & Orr, 1986a et 
b; Orr & Raison, 1987 et 1990). Cette dernière observation a été 
contestée, puisque la proportion de lipides insaturés est.si élevée dans 
les plantes sensibles et les résistantes au froid, qu'une transition de 
phase de. l'ensemble des lipides d'un état liquide-cristallin à un état 
gel n'apparait qu'à des températures bien inférieures à 0 1C (Murata & 
Fork, 1977; Bishop et al., 1979; Quinn & Williams, 1985; voir également 
la 1*™ Partie). Ainsi, pour expliquer les changements d'E, du transport 
d'électrons dans les thylacoïdes des espèces sensibles et résistantes au 
froid, il faut prendre en considération l'existence de domaines de 
lipides mineurs mais hautement spécifiques, dont la transition de phase 
s'opère à dés T > 0 " C et qui affectent la conformation des protéines 
(Wolfe,' 1978). 

Pratique 

Dans cette approche, il s'agit de déterminer: 1) 1'E, à partir de la 
représentation d'Arrhenius pour le transport d'électrons total non 
cyclique; 2) le pouvoir inhibiteur de l'atrazine et du DCMU en fonction 
de la température et 3) l'affinité et le nombre de sites de liaison des 
deux herbicides sur des membranes thylacoïdales d'Epinard, de Morelles 
S et R soumises à des températures croissantes. 
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Fig. 20: Représentations d'Arrhenius du flux d'électrons H2O > FeCn 
(NH4Cl) chez la Morelle sensible (A) et résistante (B). Les 
chiffres placés sous les différents segnents représentent 
l'énergie d'activation (E.), exprimée en kcal/ntol. Pour chaque 
valeur reportée, l'activité a été corrigée en fonction de la 
baisse d'activité du transport des électrons due au vieillis­
sement. Ces deux graphes sont ceux d'expériences typiques qui 
ont été répétées trois fois pour chaque biotype. La variation 
standard est de ± 1 kcal/raol pour le biotype sensible et de ± 
2 kc'al/mol pour le résistant. 
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L'énergie d'activation 

La relation entre l'activité HjO -——> FeCn (NH4Cl) chez les Morelles 
S et R et la température, sous forme de représentation d'Arrhenius est 
décrite dans la FIg. 20. On constate qu'une rupture de linéarité ("break 
point") apparaît vers 12 "C pour la Morelle S (Fig. 20Ä). Aux tempé­
ratures inférieures à 12 8C, 1'E, est de 15.1 et aux températures 
supérieures, de 2.6 kcal/mol. La température optimale pour cette activité 
photosynthétique chez la Morelle S est voisine de 30 "C; au-delà de cette 
température, l'activité du flux total découplé diminue rapidement. Dans 
la littérature, une température voisine de 12 "C a souvent été mentionnée 
comme étant la valeur critique au-dessous de laquelle les fonctions du 
chloroplaste et de la. mitochondrie des plantes sensibles au froid 
subissent des dommages (Lyons, 1973; Shneyour et al., 1973; öquist, 1983; 
Powlès, 1984; Quinn & Williams, 1985). 

"Break-point" 

La température critique située à enViron 12 °C a été associée à une 
augmentation de la saturation des acides gras chez les plantes sensibles 
au froid, par rapport aux résistantes (Nolan & Smillie, 1976 et 1977), 
à une altération de la structure membranaire (Raison & Orr, 1986a), à une 
inhibition de l'étape de réoxidation de Q/ (Scoufflaire et al., 1985; 
Havaux, 1987), à une augmentation des centres PS Ilß au détriment des 
centres PS IIa (Sundby et al.,1986 ; Mäenpää, 1988), ou encore à des 
changements individuels de configuration des complexes protéiniques 
membranaires ou de leur lipides associés (Miller et al., 1988). Cepen­
dant, des "ruptures" dans la représentation d'Arrhenius pour des 
activités photosynthétiques découplées de plantes résistantes au froid 
(Nolan & Smillie, 1976, 1977; Williams & Quinn, 1987) ont aussi été 
signalées mais beaucoup moins fréquemment que pour des plantes sensibles. 
Notons qu1un changement d' E, n' a pas non plus été systématiquement 
observé chez ces' dernières (öquist & Hellgren, 1976). Par ailleurs, il 
semblerait que de tels dommages n'apparaissent que lorsque les plantes 
sont exposées à la lumière (Powles, 1984; Misr & Meena, 1986). 

Biotypes sensible et résistant 

A partir des représentations d'Arrhenius (Fig. 20), nous avons 
déterminé une E, constante de 8 ± 2 kcal/mol entre 6 et 25 0C pour 
l'activité H2O . • —•> FeCn (NH4Cl) chez le biotype R. Cette activité est, 
par rapport au biotype S (Fig. 20) : i) moins dépendante de la tempé­
rature quand T < 12 "C, ii) plus dépendante de la température quand T > 
12 "C; U i ) ralentie à 25 0C alors que chez le biotype S elle ne diminue 
que lorsque T > 30 "C. Darmency & Gasquez (1982), ayant déterminé des E. 
de 14 et 3.6 kcal/mol en mesurant le dégagement d'oxygène en présence de 
FeCn et de NH4Cl chez Polygonum lapathîfolium S et R, respectivement, 
concluent que leur biotype R pourrait avoir les caractéristiques d'une 
plante résistante au froid. Chez le Chénopode blanc, Jansen et al. (1986) 
observent des Em de 7.7 et de 11.6 kcal/mol pour S et R, respectivement. 
Dans le cas de S. nigrum S et R, les choses ne semblent pas aussi bien 
définies. Le biotype R de la Morelle se comporte effectivement comme une 
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plante résistante au froid lorsque T < 12*C, comparé à la Morelle S. Par 
contre, lorsque T > 12*C, l'inverse se produit. De plus, nous avons 
toujours observé chez R une chute de l'activité du transport d'électrons 
à une température inférieure (env. 5 0C) que celle observée chez S. Cette 
dernière propriété a déjà été mise en évidence chez les biotypes R de la 
Morelle (Ducruet & Ort, 1988) et du Séneçon vulgaire (Havaux, 1989). En 

comparant 1'E1 de l'activité H2O > FeCn (NH«C1) chez l'Epinard, plante 
résistante au froid, on observe une valeur constante de 6.0 kcal/nol 
entre 4 et 30 °C (résultat non montré). Ainsi, le comportement du biotype 
R vis-à-vis de la température se rapproche de celui de l'Epinard bien 
que plus dépendant de la température entre 4 et 25 "C et plus sensible 
aux températures plus élevées. Cette sensibilité thermique accrue chez 
les mutants R a été attribuée, soit à une plus grande fragilité du 
système de photolyse de l'eau (Lemoine et al., 1983), soit à l'altération 
d'une partie des PS II ou à l'accumulation de Q/ réduit (Ducruet & 
Lemoine, 1985; Ducruet & Ort, 1988; Havaux, 1989). 

Flux d'électrons couplé, découplé ou bassi 

Il apparaît que la réponse des biotypes vis-à-vis de la température 
dépend : 1) du type d'activité mesurée (dégagement d'0r, fixation du CO,, 
photophosphorylation, fluorescence, etc...), 2) du type d'accepteur final 
d'électrons utilisé et 3) de la présence d'un découplant du transport 
d'électrons. En effet, Shneyour et al. (1973) observèrent des discont­
inuités dans les représentations d'Arrhenius lors de la photoréduction 
du NADP' mais pas du Dlquat. Par contre, Nolan (1988) observa des 
interruptions dans les représentations d'Arrhenius aussi bien en 
utilisant le FeCn (hydrosolubie) ou le DAD (lipophile) comme accepteur 
final d'électrons chez des membranes thylacoïdales de Pois fixées ou non 
par le glutaraldéhyde. L'utilisation de DCPIP, de MV ou de FeCn a permis 
à Lenoine et al. (1983), de mettre en évidence une sensibilité thermique 
accrue des plastes R chez la Navette, mais à des seuils de sensibilité 
différents selon le type d'accepteur final d'électrons. Par contre, en 
absence de FeCn, Ducruet & Lemoine (1985) n'observèrent pas de diminution 
de dégagement d'0a chez R entre 20 et 30 °C. Nous avons déterminé 1'E, 

pour le flux d'électrons H1O > HV (basai) chez l'Epinard (résultat 
non montré) et avons trouvé une valeur de 5,5 kcal/nol, constante entre 
4 et 30 0C. Cette E, se rapproche beaucoup de la valeur de 6.0 kcal/mol, 
déterminée également entre 4 et 30 #C pour le flux d'électrons HjO > 
FeCn découplé. Pourtant, Nolan et Smillie (1977) observèrent une chute 
de l'activité du transport d'électrons à des températures systématique­
ment plus basses pour un flux découplé que pour un flux basal. Il 
apparate donc que les résultats se contredisent selon les conditions 
choisies et entre auteurs. Pourtant, il semble que nos résultats 
corroborent davantage les travaux d'Horvéth et al. (1986), qui suggèrent 
que les discontinuités rencontrées dans les présentations d'Arrhenius, 
reflètent plutôt des 'processus liés au transport d'électrons, qu'un 
phénomène de couplage du flux des électrons avec la photophospho-. 
rylatlon. 
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Considérations générales 

Les résultats exposés dans la 3*™ Partie (composition lipidique, DBI, 
rapport lipides/protéines, asymétrie des galactolipides et" stimulation 
de la fluorescence par les cations), suggèrent que les membranes 
thylacoldales du biotype R sont plus fluides que celles du biotype S. 
Reprenant l'idée de Darmency & Gasquez (1982), qui suggèrent que les 
biotypes R s'apparentent aux espèces résistantes au froid, nous con­
statons, effectivement, que plusieurs analogies peuvent être mises en 
évidence: i) moins d'acide hexadéca-(3rrans)-énoïque et d'acide palmi-
tique dans le PG du biotype R que du S (3*™ Partie § 4.2 et Murata et 
al. ,1982.; Murata, 1983) et ii) un rapport lipides/protéines plus grand 
chez le biotype R que chez le biotype S (3e™ Partie § 4.2 et Chapman et 
al., 1983a et b). Ainsi, à l'instar de plusieurs auteurs, nous pensons 
que les ruptures de linéarité rencontrées dans les représentations 
d'Arrhenius sont associées à une transition de certains lipides spécifi­
ques et étroitement associés aux complexes protéiniques (Lyons, 1973; 
Shneyour et al., 1973; Murata e t . a l . , 1975; Raison & Wright, 1983; 
Powles, 1984; Caldwell, 1987; Orr 6 Raison; 1987 et 1990; Baracca et al., 
1989). Il n'est pas impensable que les.différentes techniques (calori­
metrie différentielle, polarisation de la fluorescence, mesure de 
diverses activités du transport d'électrons, etc..) ou encore que les 
conditions utilisées (température de culture des plantes, type d'accept­
eurs d'électrons, etc...), révèlent des paramètres membranaires différ­
ents (Yamamoto & Ke, 1979; Miller et al., 1988), ce qui pourrait 
expliquer le fait que les résultats rencontrés dans la littérature soient 
parfois contradictoires. 

Implications biologiques 

Il semble que le paramètre de fluidité membranaire soit un facteur 
important dans la régulation des activités photosynthétiques des plantes 
résistantes à l'atrazine et résistantes au froid. Nous avons donc cherché 
à comprendre quelles étaient les implications de telles adaptations. A 
l'heure actuelle, les espèces qui présentent une résistance à l'atrazine 
appartiennent toutes au groupe des annuelles (MontegUt, 1984), poussant 
préférentiellement pendant la période chaude de l'année. Or, ces biotypes 
semblent être moins adaptées CfItS") (voir 2*™ Partie), ce qui peut être 
attribué, au moins partiellement, à leur sensibilité thermique au froid 
accrue. Mais tl ne faut pas non plus perdre de vue, que ces biotypes 
apparaissent au montent de l'année où la pression due à l'atrazine est la 
plus forte. Toutefois, il est envisageable qu'à certaines latitudes les 
biotypes R possèdent un avantage phénologique par rapport aux biotypes 
S. Ainsi, lors de la culfure de la Morelle, plante cosmopolite située 
entre les latitudes 54 "N et 45 °S, nous avons observé qu'en' culture à 
basse température, les biotypes R croissaient, alors que les S ne. se 
développaient pas (résultats non montrés). 
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"Inhibition - Stimulation" (strazine) 

Nous avons mesuré l'activité Ĥ O > HV (basai) à différentes 
températures avant et après l'addition d'une dose sublétale d'atrazine 
(0.06 JIM) à des membranes thylacoïdales d'Epinard (Fig. 21). On constate 
qu'aux basses températures (< 12 "C), l'herbicide stimule l'activité. Par 
contre, aux températures supérieures a 12 *C, l'activité est inhibée 
proportionnellement à l'augmentation de la température et devient nulle 
vers 40 "C. Il est envisageable qu'aux température inférieures à 12 *C, 
certains microdomaines des membranes thylacoïdales soient dans un état 
gel et que l'herbicide fluidifie ces régions membranaires. Il se peut 
aussi qu'aux basses températures, une dose sublétale d'herbicide découple 
le flux des électrons et donc stimule ce dernier (Fig.U). Dans les deux 
cas, il apparaît que l'action de l'herbicide est dépendante de la 
température. 

5 10 15 20 25 30 35 40 
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TEMPERATURE (0C) 

Fig. 21: Ac t iv i t é du dégagement d'oxygène (Z de l ' a c t i v i t é sans 
herbic ide) de membranes thy laco ïda les d 'Epinard en présence de 
raéthylviologène (MV) e t en condi t ion basa l e , après l ' a d d i t i o n 
de 0.06 jiM d ' a t r a z i n e . A 20 "C l ' a c t i v i t é cont rô le es t de 116 
/imol d '02 dégagé x mg Chi"' x h ' . 
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La Fig. 22 présente des courbes d'inhibition de l'activité H2O > 
FeCn (NH-Cl) à deux températures différentes (9 et 30 *C) pour des 
membranes thylacoïdales d'Epinard. On constate que la fonie des courbes 
est quelque peu différente: plus "sigmoidale" aux basses températures 
qu'aux températures élevées. Ceci rend compte simultanément de la 
diminution du pouvoir inhibiteur de l'atrazine (I60 augmente) et de 
"l'effet de concentration" imposé par cet herbicide (voir § 4.1.1). Il 
semblerait que ce type de réponse soit en relation directe avec la 
lipophilicité de la molécule. En effet, selon Nishinura et si. (1975). 
la représentation de l'inhibition d'une activité par une substance 
quelconque versus la concentration de cette substance, qui montre une 
courbe d'inhibition "très sigmoidale" est associée à une nature peu 
lipophlle de la molécule, alors qu'une courbe plus linéaire est associée 
à une molécule de nature plus lipophlle. Ceci suggère qu'à basse tempé­
rature, l'herbicide, en faible concentration, montre quelques difficultés 
à pénétrer la membrane jusqu'à son site d'action. Une fois dépassé un 
certain seuil de concentration, l'herbicide exerce une "pression-
suffisante pour inhiber rapidement le flux d'électrons. Nous avons 
observé ce phénomène chez l'Epinard et la Morelle S pour l'atrazine et 
le DCHU. 

0.01 0.10 1.00 10.00 

0.01 0.10 1.00 10.00 , 

ATRAZÏNE CONCENTRATION (JJM) 

Fig. 22: Courbes d'inhibition de l'activité du transport des électrons 
H2O — > FeCn (NH<C1) par ' l'atrazine, à différentes tempé­
ratures, chez l'Epinard. Les valeurs I50 sont de 0.35 et 0.12 
/iM à 9 (•) et 30 °C (*), respectiveaent. Les activités avant 
l'inhibition sont de 133 et 243 jimol FeCn réduit x ag"' x h"' à 
9 et 30*C, respectivement. 
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La Fig. 23 présente les valeurs I50 de l'atrazine pour l'activité HjO 
> FeCn (NH1Cl) chez S. oleracea et S. nigrum S versus la températ­

ure. Dans ce type d'expériences, les deux plantes ont été cultivées et 
les membranes thylacoildalcs isolées dans des conditions proches. Les 
thylacoldes sont conservés à 4°C et les activités de transport d'électr­
ons sont mesurées dans la cuvette du spectrophotoraètre dont on peut faire 
varier la température. On constate que le pouvoir inhibiteur de l'atra­
zine diminue drastiquement aux basses températures, et notamment à T < 
12 'C. 

8 12 16 20 24 28 32 

8 12 16 20 24 28 32 

TEMPERATURE (0C) 

FIg. 23: Valeurs de demi-inhibition (I80) du flux d'électrons H,0 > 
FeCn (NH1Cl) par l'atrazine en fonction de la température 
d'incubation des membranes thylacoïdales d'Epinard (•) et de 
Morelle sensible à l'atrazine (•)-
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Par contre, le pouvoir Inhibiteur de l'atrazine chez le biotype R <Fig. 
24) semble être indépendant de la température (entre 4 et 20 "C). Cette 
dernière observation suggère que l'atrazine inhibe le flux, des électrons 
chez le biotype S par un autre processus que chez le biotype K. L'effet 
de concentration est plus prononcé chez le biotype R, où l'atrazine 
agirait par saturation des différentes structures cbloroplastiques <Fig. 
6), désorganisant ainsi les membranes (Horvath et al., 1984). Il se peut 
aussi qu'en concentration élevée, l'atrazine bloque le transport 
d'électrons en se fixant sur le côté oxydant du PS II, à l'instar du DCMU 
(Renger, 1973; Etienne, 1974; Delrieu, 1981; Hsu et al., 1986; Vasil'ev 
et al., 1988). 
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Liaison (strazine) 

Contrairement à ce qui se passe pour le pouvoir inhibiteur, on 
observe une dininution de l'affinité lorsque la température croit (Fig. 
25) et ceci, de manière linéaire entre 0 et 30 'C. Lorsque la température 
augmente cette diminution d'affinité cät probablement associée à un 
affaiblissement des forces de liaison hydrogène et/ou de van der Waal.s 
entre le polypeptide 32 kD et la molécule d'herbicide. Au-delà de 30 "C, 
l'affinité diminue très brusquement, ce qui suggère que certains centres 
PS II peuvent être altérés. Or, Sundby et al. (1986) observèrent une 
conversion des PS H 0 en PS H ^ lorsque la température augmente. Cette 
hétérogénéité des PS II a depuis longtemps été mis en évidence (Melis, 
1978) et il est apparu que les herbicides se lient avec une affinité 
beaucoup plus faible (Schreiber & Pfister, 1982; Drechsler & Neumann, 
1989) ou même pas du tout (Wettern, 1986) sur les PS lia. De plus, dans 
nos conditions expérimentales, le pouvoir inhibiteur des herbicides est 
mesuré en condition de lumière saturante, alors que leur affinité est 
déterminée à l'obscurité. Il se pourrait donc, qu'à basse température et 
à la lumière, l'affinité des herbicides diminue brusquement, puisque nous 
avons noté que l'affinité des herbicides est plus faible à la lumière 
qu'à l'obscurité (Fig. 14). Nous proposons que des mesures" de "binding" 
à différentes intensités lumineuses et en fonction de la température 
soient conduites dans le futur. 
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Fig. 25: Constantes de dissociation (nM) de 
membranes thylaeoïdales d'Epinard (•) 
incubées à différentes températures. 
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"Inhibition et liaison" (DCMU) 

La Fig. 2S présente les valeurs I50 du DCMU pour l'activité H2O > 
FeCn (NH1Cl) . On constate que cet herbicide développe un pouvoir 
inhibiteur croissant chez l'Epinard et la Morelle S, lorsque la tempé­
rature croit. Par contre, chea le biotype R, la température ne semble pas 
affecter le pouvoir inhibiteur du DCMU. La Fig. 27 présente les varia­
tions d'affinité du DCMU sur des membranes thylacoïdales d'Epinard, de 
Morelles S et R incubées à différentes températures. A l'instar de 
l'affinité de l'atrazine pour son site de liaison, celle du DCMU diminue 
lorsque la température augmente. Pour l'Epinard, cette baisse d'affinité 
est faible jusqu'à une température de 40°C mais augmente brusquement au-
delà de 40 "C. Chez la Morelle S, il n'y a pas non plus de grand change­
ments, bien qu'elle semble montrer une plus grande sensibilité thermique 
entre'20 et 40 "C que l'Epinard. Par contre, chez la Morelle R, le DCMU 
montre une forte baisse d'affinité aux température supérieures à 30 "C. 
Outre les différences interspécifiques, nous n'avons pour l'heure.aucune 
explication satisfaisante à proposer pour expliquer l'affinité, plus 
faible des herbicides pour les membranes thylacoïdales de S. nigrum que 
pour celles de Spinacia. 
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Fig. 26: Valeurs de demi-inhibition (I50) du flux d'électrons H2O > 
FeCn (NH1Cl) par le DCMU en fonction de la température d'incuba­
tion des membranes thylacoïdales d'Epinard (•) et de Morelle 
sensible (*) ou résistante à l'atrazine (•). 
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Fig. 27: Cors tantes de dissociation <nM) du 'DCMU pour des membranes 
thylacoïdales d'Epinard (•) , de Morelle sensible (•) et résist­
ante (-4) incubées è différentes températures. 

Nombre de sites de liaison (strazine & DCHU) 

Le Tab.V présente le nombre de sites n (nntol herbielde/mg ChI) pour 
l'atrazine et le DCHU en fonction de la température d'incubation des 
membranes thylacoïdales d'Epinard, de Morelle S et R. On constate, que 
le nombre de sites de liaison des herbicides varie faiblement entre 0 et 
30 *C. Par contre, aux températures supérieures, les valeurs n. diminuent 
sensiblement (à 40 "C pour l'atrazine, n. diminue d'env. 5OZ et pour le 
DCMU, d'env. 30X à 40 "Cet plus de 70X à 50 *C). Il semble donc ap­
paraître deux phénomènes distincts: (1) aux températures décroissantes 
à partir de 30 "C, l'affinité des herbicides augmente légèrement, bien 
que le nombre de sites de liaison reste stable; (2) aux températures 
supérieures à 30 0C, on assiste à une forte diminution du nombre de sites 
de liaison et parallèlement à une forte diminution de l'affinité des 
herbicides pour leur site de liaison spécifique. 
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Le fatt que le nombre de sites de liaison ne diminue pas significa-
tivemen.t entre 0 et 30 *C, suggère que la structure membrana!re n'est 
pas endommagée à ces températures. Cependant, le mode d'action des 
herbicides diffère en fonction de la température. Les "Scatchard 
plots" de la FIg. 28 sont à cet égard représentatifs, puisqu' on 
observe une disparition progressive de la phase de coopérativité 
positive lorsque la température augmente (pour l'atrazine, il en va 
de même, résultats non montrés). Selon Barber et al. (1984), lorsque 
la température baisse, la viscosité des thylacoïdes augmente. Il se 
pourrait donc, que l'on assiste à une flutdification progressive de 
la partie lipidique des membranes thylacoïdales induite par les 
herbicides. C'est-à-dire que les premières molécules d'herbicide 
touchant la membrane favoriseraient l'accès et la liaison des 
molécules suivantes sur leur site de liaison, par un effet de 
fluidlfication. Nous avons suggéré dans la 1*™ Partie de ce travail, 
que les herbicides fluidifient les membranes. Il est donc légitime de 
penser qu'à basse température, certains domaines de la membrane sont 
dans un état "gel" (Havaux & Lannoye, 1983), état qui disparait soit 
lorsque la température augmente, soit lorsque l'on ajoute des agents 
fluidifiants comme de l'alcool benzylique (voir § 4.2.3) ou des 
herbicides. 

Aux températures supérieures à 30 "C, lorsque le nombre de sites de 
liaison diminue signif icativement, on assiste vraisemblablement à une 
désorganisation des structures membranaires qui se manifeste entre 
autre par: une séparation des LHCP II des CR des PS II (Schreiber & 
Annond, 1978; Gounaris et al., 1983a et 1984; Goltsev et al., 1987), 
un désaccolement des saccules, (Gounaris et al., 1983a; Thomas et 
al. , 1986b) et par une forte déstabilisation des interactions 
lipides-protéines induite par une séparation de phase du MGDG 
(Gounaris et al., 1983b). La diminution de la pression latérale 
oembranaire aux températures voisines de 40-45 0C, semble induire la 
formation de structures hexagonales inversées chez le MGDG (Gounaris 
et al., 1983 et 1984). Un découplage entre le transport d'élecrons et 
la photophosphorylation a également été observé à ces températures 
(Stidham et al., 1982; Thomas et al., 1986a; Harding et al., 1990). 
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Fig. 28: Représentations de Scatchard de la liaison du DCHU sur des 
membranes thylacoïdales de S. nigrum sensible a l'atrazine h 
différentes températures. 

Considérations générales 

Nous avons rencontré dans ce § 4.2.2, deux stress différents: un 
stress, dû au froid (T < 12 *C) et un stress dû à la chaleur (T > 30 *C). 

1) Les représentations d'Arrhenius pour l'activité du flux d'électrons 

HjO > FeCn (NH1Cl) ont permis de mettre en évidence chez .la Morelle 
S une discontinuité n 12 0C, que nous avons associée à une transition 
de phase de lipides spécifiques (Shneyour et al., 1973; Lyons, 1973, 
Murata ec al., 1975; Roughan, 1985; Kenrick £> Bishop, 1986; Raison & 
Orr,. 1986a et b; Orr & Raison, 1987 et 1990), situés vraisembl­
ablement dans des microdomaines (Wolfe, 1978). Par contre, ni chez 
l'Epinard, ni chez la Morelle R nous n'avons trouvé de changement d'E, 
entre 0 "C et leur température optimale d'activité de transfert 
d'électrons respective. Il a été suggéré qu'une courbe, plutôt qu'une 
droite, représenterait mieux les valeurs du log de l'activité versus 
l'inverse de la température en "K selon Arrhenius (Wolfe, 1979; 
Bishop & Kenrick, 1979). 
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Si cette suggestion se vérifie, on pourra alors réfuter l'existence 
des transitions de phase des lipides thylacoïdaux (Murata & Fork, 
1977; Bishop et al., 1979; Quinn & Williams, 1985) mais les données 
dont nous disposons présentement, ne nous permettent pas de trancher. 
Les E11 différentes entre l'Epinard (plante résistante au froid) et la 
Morelle (plante sensible au froid), ainsi que leurs différentes 
températures optimales pour le flux d'électrons, suggère que le 
biotype R se comporte comme une plante résistante au froid (Darmency 
& Gasquez, 1982), mais qui a développé une plus grande sensibilité 
thermique aux températures élevées (Lemoine et al., 1983; Ducruet & 
Lemoine, 1985; Ducruet & Ort, 1988; Havaux, 1989). A basse tempé­
rature , le pouvoir inhibiteur des herbicides diminue mais leur 
affinité augmente, ce qui a suggéré que ces deux paramètres ne sont 
pas systématiquement interdépendants, mais qu'à basse température (< 
30 "C) des centres PS II (PS IIfl) fonctionnels (Sundby et al. 1986) 
mais ayant perdus toute ou partie de leur capacité de lier les 
herbicides (Schreiber & Pfister, 1982; Drechsler & Neumann, 1989; 
Wettern, 1986) avaient été formés au détriment de centres PS II 
fonctionnels et liant les herbicides (PS Ua). En considérant le 
paramètre de l'efficacité relative des herbicides, celui-ci augmente 
lorsque la température croit (Fig. 29). Cette dernière figure met en 
évidence que le pouvoir inhibiteur est primordial lórs de la 
détermination de l'efficacité relative d'un herbicide et que le mode 
d'action de l'atrazine et du DCMU semble être modulé différemment par 
la température, puisque les courbes ont une physionomie différente 
(comparer les Figs 29A et B). Le pouvoir inhibiteur des deux 
herbicides est indépendant de la température entre 0 et 25 0C sur des 
membranes thylacoïdales du biotype R. Ceci suggère que l'atrazine 
inhibe le flux électronique via un effet de concentration (I50 = 85 
/iM), désorganisant les structures thylacoïdales. Le site d'action du 
DCMU est également altéré chez le biotype R. Cette altération peut 
toucher la conformation du polypeptide 32 kD, ainsi que la partie 
lipidique, comme nous l'avons observé (voir 3*™ Partie). Les 
thylacoides R, plus fluides que les S, peuvent lier le DCMU de 
manière moins dépendante de la température que ces derniers. 

2) Le stress dû à la chaleur se manifeste à des températures supérieures 
à 30 "C. A ces températures, on observe une forte baisse de l'af­
finité et du nombre dé sites de liaison des herbicides. Il semble que 
les températures comprises entre 30 et 40 "C soient préjudiciables au 
bon fonctionnement de l'appareil photosynthétique et à l'intégrité 
structu-rale des membranes thylacoïdales. A ces températures, on 
assiste à une déstabilisation des interactions lipides'-protéines, 
induite principalement par une séparation de phase du MGDG (Gounaris 
et al., 1983b). 

L'action fluidifiante des herbicides, formulée dans la" 1*™ Partie, 
semble se confirmer. En effet, lorsque la température diminue, la 
fluidité membranaire diminue également et des concentrations croissantes 
d'herbicides semblent être nécessaires pour atteindre le "pool" de sites 
de liaison spécifiques des herbicides. Cette hypothèse tient compte de 
la phase de coopérativité positive qui disparait lorsque la température 
s'élève. 
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Fig. 29: Efficacité relative de 1'strazine (A)'et du DCKU (B) sur des 
membranes thylacoïdales d'Epinard (•), de Morelle sensible {•) 
et résistante à l'atrazine (4) versus la tenpérature du milieu 
de suspension. 
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D'un point de vue lipidique, le stress thermique est un stress plus 
spécifique que le stress osmotique, en ce sens que les températures < 12 
0C ("chilling temperatures") semblent être associées à une modification 
de la partie lipidique, particulièrement chez les plantes sensibles au 
froid (Shneyour et al., 1973; Lyons, 1973, Murata et al., 1975; Roughan, 
1985;. Kenrick & Bishòp, 1966; Raison & Orr, 1986a et b; Orr & Raison, 
1987 et 1990). Aux températures supérieures à UO "C, la partie lipidique 
est également altérée (Gounaris et al., 1983a,b et 1984). Par ailleurs, 
on a observé une instabilité plus grande vis-à-vis des températures 
élevées chez les biotypes R que chez les hiotypes S (Lemoine et al., 
1983; Duc rue t 6. Lemoine, 1985; Jansen et al., 1986; Ricroch et al., 1987; 
Ducruet & Ort, 1988; Havaux, 1989). Il se peut donc que le phénomène de 
la résistance chioroplastique à l'atrazine soit en relation avec un/des 
phénomène/s d'ordre thermique mais qui reste/nt encore à être mieux 
définis, 

4.2,3 Stress chimique 

Principe 

Une technique couramment utilisée pour moduler les propriétés struc­
turales des membranes artificielles (voir 1*™ Partie) et biologiques, 
consiste à les enrichir avec différents agents. Les agents les plus 
étudiés sont des: acides gras, lipides', sterols et protéines. 

Un enrichissement des thylacoïdes en acides gras provoque des effets 
similaires à ceux du vieillissement in vitro accéléré des structures 
membranaires et altère, entre autre, les activités du flux électron­
ique photosynthétique (Mvé Akamba & Siegenthaler, 1980; Henry et al. , 
1982; Warden & Csatorday, 1987). 

Un enrichissement des thylacoïdes en lipides, protéines et/ou sterols 
modifie le rapport lipides/protéines et semble moduler la fluidité 
merabranaire, une valeur élevée de ce rapport étant associée à une 
membrane fluide, selon le concept de Ford & Barber (1983a). 

L'addition de lipides aux membranes thylacoïdales a été possible via' 
l'utilisation de liposomes d'espèces diverses de lipides naturels 
et/ou artificiels (Siegel et al. ,. 1981; Rochester & Andersson, 1986). 
Ce type d'enrichissement provoque une réorganisation structurale des 
thylacoïdes et une inhibition du flux d'électrons. Par ailleurs, 
Millner et al. (1983) observent que l'activité H1O > MV (découplé) 
devient moins sensible au DCHU, suite à un enrichissement des thyla­
coïdes en phosphoHpides de Soja. 

Il semble également que l'adjonction de mélittine dans la bicouche 
thylacoïdale restreigne la mobilité des molécules de lipides et 
inhibe les activités photosynthétiques (Bishop, 1983). 

Un autre type d'enrichissemnt des thylacoïdes consiste à incuber ces 
derniers avec du cholestérol ou du cholestéryl hémisuccinate. NB il 
a été montré que le cholestérol et le cholestéryl hémisuccinate ont 
des effets identiques sur la fluidité des membranes mais que le 
second pénètre plus rapidement dans les bicouches (Shinitzky et al., 
1979), 
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Pratique 

Il nous est apparu intéressant de moduler la fluidité menibranaire, 
soit en enrichissant les thylacoïdes avec du cholestérol (effet condens­
ant), soit en ajoutant aux membranes un antagoniste des sterols, cornine 
l'alcool benzylique (Chin & Goldstein, 1985). 

Cftoiescéroi 

L'enrichissement des membranes thylacoïdales en cholestérol a été 
effectué à 20 'C, à l'obscurité et par injection de solutions éthanol-
iques de cholestérol à différentes concentrations. Le pourcentage 
d'éthanol dans la suspension n'a jamais dépassé 0.3 X. Les incubations 
ont été agitées constamment pendant 10 min et les thylacoïdes ont été 
lavés deux fois pour éliminer le cholestérol non lié aux membranes. La 
quantité de cholestérol lié aux membranes thylacoïdales a été déterminée 
(Fig. 30). On observe une relation linéaire entre la concentration de 
cholestérol dans le milieu d'incubation et la quantité de cholestérol lié 
aux membranes thylacoïdales. Ford et al., (1981) observèrent également 
une incorporation de type linéaire jusqu'à un rapport cholestérol/Chl 
(mol/mol) égal à 10. Cependant, il est extrêmement difficile d'estimer 
la quantité de cholestérol réellement incorporé dans les bicouches par 
rapport à celui qui est simplement associé à la surface des membranes 
(Yamamoto et al., 1981). Pourtant, Ford et al. (1981) et Yamamoto et al. 
(1981) estimèrent un rapport entre 0.4 et 0.6 mol de cholestérol associé 
par mol de ChI. Il semble donc qu'une partie seulement du cholestérol 
soit réellement liée aux thylacoïdes. 

FIg. 30: 

Added cholesterol, nmol/pg Chi 
Quantité de cholestérol lié aux membranes thylacoïdales 
d'Epinard après deux lavages en fonction de la quantité de 
cholestérol présente dans le milieu d'incubation à 20 'C. 



199 

Température 

La fig. 31 présence l'effet du cholestérol sur le flux d'électrons H2O 

> FeCn (NH4Cl) à deux températures. On constate que le cholestérol 
n'agit pas de la même manière à 10 qu'à 20 "C. A cette dernière tempé­
rature, on assiste à une inhibition progressive du flux d'électrons 
versus la concentration en cholestérol. A environ 0.8 mol de cholestérol 
lié par mol de ChI (= 2OX, w/w, des lipides totaux), l'inhibition atteint 
un plateau situé à 50ï. Il est pensable que' la valeur de ce rapport 
corresponde à la quantité de cholestérol réellement incorporé dans la 
bicouche des thylacoïdes, puisque des concentrations supérieures de 
sterol n'affectent plus l'activité du transport électronique. Or, 
!'aggregation de micelles de cholestérol avec les thylacoïdes ne semble 
pas altérer la vitesse des réactions photosynthétiques (Ford et al. , 
1981) . Ces mêmes auteurs observent aussi une inhibition par le choles­
térol, de l'oxydation du premier accepteur photorëduit du PS II en 
présence de DCPIP avec ou sans agent découplant. Yamamoto et al. (1981) 
constatent, lors de l'enrichissement des membranes chloroplastiques avec 

du cholestéryl hémisuccinate, une inhibition du flux H2O > FeCn qui 
atteint un plateau à 5OX, une inhibition des réactions obscures de la 
photosynthèse ainsi qu'un ralentissement de la diffusion des PQ et des 
différents complexes protéiniques thylacoïdaux. 
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Dans Cous les cas relatés, l'addition de sterols aux thylacoIdes provoque 
une augmentation de la viscosité membranaire (Ford & Barber, 1980, 1983a, 
b; Scoufflaire et al., 1981, 1985; Ford et al., 1981; Yamamoto et si., 
1981; Olsen, 1984; Pederson & Cox, 1984; Rawyler & Siegenthaler, 1989). 

Par contre, lorsque nous avons mesuré l'activité H2O > FeCn (NH1Cl) a 
10 "C en présence de concentrations croissantes de cholestérol (Fig. 31), 
1'activité du flux d'électrons augmente d'environ 20X a partir d'un 
rapport proche de 5 nmol cholestérol/>g Chi . Il est possible que l'on 
assiste à l'effet double du cholestérol, c'est-à-dire qu'il rend les 
chaînes d'acides gras plus mobiles en-dessous de la température de 
transition et moins mobile en-dessus (voir 1*™ Partie et Oldfield & 
Chapmann, 1972; Marsch & Smith, 1973; Pang & Killer, 1978; Shepherd & 
Büldt, 1979, Goodrich et al., 1988). 

A 10 "C, la mobilité des acides gras est restreinte par rapport a 
20*C nais il est possible qu'à cette température • une addition de 
cholestérol induise du "désordre" dans' la bicouche, la rendant plus 
fluide. A 20 °C, la fluidité des thylacoïdes est plus élevée qu'à 10 4C. 
Pourtant celle-ci semble être facilement altérée par l'addition de 
cholestérol, qui impose une restriction aux mouvements des différents 
constituants thylaeoïdaux. 

L'inhibition 

Lorsque'l'on détermine le I90 de l'atrazine et du DCMU sur le flux H2O 

> FeCn (NH4Cl) de membranes thylacoïdales en présence de dose 
croissantes de cholestérol et incubées à 10 ou à 20 "C (Fig. 32), on 
constate que le pouvoir inhibiteur: 

de l'atrazine et du DCMU diminue à 10 "C. 
de l'atrazine est constant à 20 *C, 
du DCMU diminue à 20 "C. 

Nous avons déjà constaté que le pouvoir inhibiteur des deux herbicides 
sur des membranes thylacoïdales sensibles à 1'atrazine diminue lorsque 
la température décroit et plus particulièrement lorsque T < 12 "C (Figs 
23 et 26)'. Ceci suggère qu'à ces températures, alors que le cholestérol 
stimule l'activité photosynthétique (Fig. 31), une plus grande quantité 
d'herbicide est nécessaire pour inhiber le flux d'électrons. Pourtant, 
le pouvoir inhibiteur des herbicides n'atteint pas de plateau, ces 
molécules doivent donc, probablement, partitionner dans la membrane de 
façon moins spécifique (ailleurs que sur le polypeptide 32 kD) et/ou dans 
des micelles de cholestérol associées à la surface de la membrane. Une 
rigidlfication de la membrane par le cholestérol à 20 "C favorise 
l'action inhibitrice du DCMU. Peut-être le site de liaison du DCMU est-
il plus accessible à cet herbicide dans ces conditions. Nous n'avons pas 
effectué de mesure de liaison d'herbicide sur des membranes thylacoïdales 
enrichies en cholestérol mais nous proposons que de telles expériences 
soient conduites dans le futur. 
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Fig. 32: Valeurs de demi-inhibition (I50) du flux d'électrons H2O > 
FeCn (NH4Cl) pour l'atrazine et le DCMU à 10 (•) et 20 "C (•) 
sur des membranes thylacoïdales d'Epinard enrichies de 
quantités croissantes de cholestérol. 

L'alcool benzylique 

Une autre approche pour moduler la fluidité des membranes est 
d'augmenter cette dernière par adjonction d'alcool benzylique (AB). La 
molécule d'AB est neutre, hydrosoluble, partitionne rapidement dans la 
bicouche lipidique et abaisse la température à laquelle les lipides 
transitionnent (Colley f, Metcalfe, 1972). La propriété de l'AB d'au­
gmenter rapidement et de manière réversible la fluidité membranaire rend 
cette molécule très utile dans l'étude de la relation entre La structure 
et la fonction des membranes (Colley et al., 1971; Ashcroft et al., 1977-
Reyes & Latorre, 1979; Needham et al., 1982, Pederson & Cox, 1984; Coster 
fi. Laver, 1966). Il nous intéressait donc de rechercher si l'addition d'AB 
sur des mertbranes thylacoïdales d'Epinard pouvait modifier le pouvoir 
inhibiteur de l'atrazine. Pour ce faire, nous avons traité .des membranes 
thylacoïdales d'Epinard, en présence de concentrations croissantes d'AB, 
par une dose sublétale d'atrazine (0.06 ^M) et- nous avons mesuré 

l'activité H2O > MV (basai) à différentes températures. La Fig. 33 
présente ces résultats. Comme nous l'avons déjà observé, l'atrazine 
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stimule le transport des électrons aux basses températures (Figs 3 et 21) 
et l'Inhibe progressivement lorsque la température s'élève (4.2.2). Or, 
à 3 *C, en présence d'AB (£ 15 mM), l'atrazine ne nodifie pas significa-
tivcmcnt le flux électronique mais à 12 et à 20 "C il le stimule, en tout 
cas aux concentrations d'AB < 7.5 mM. Ceci suggère que l'AB favorise la 
pénétration de l'atrazine dans la bicouche membranaire, qui peut, à son 
tour, découpler plus aisément l'activité du flux électronique et 
accélérer ainsi, la consommation d'oxygène. Il se peut également que l'AB 
ait un effet découplant sur l'activité du transport d'électrons mais ceci 
semble peu probable car dans tous les cas étudiés l'AB inhibe entre 25 
et 50Ï l'activité photosynthétique (résultats non montrés). 

BENZYL ALCOHOL CONC. (mM)' 

Fig. 33: Effet d'une dose sublétale d'atrazine (0.06 /iM) sur des 
membranes thylacoïdales d'Eplnard en présence de concentrations 
croissantes d'alcool benzylique et à différentes températures. 
Les valeurs indiquées pour une concentration nulle d'alcool 

benzylique représentent l'activité basale HjO > MV (/imol Oj 
consommé/mg Chl/h) en l'absence de tout herbicide, (Pour plus 
d'information, voir le texte). 

Nous avons vu dans ces quelques expériences d'enrichissement des 
membranes thylacoïdales en cholestérol ou en AB à différentes tempér­
atures, que l'on pouvait moduler la vitesse du flux électronique et le 
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pouvoir inhibiteur des herbicides. Cependant, ce type de stress est assez 
difficile à cerner, puisque les quantités d'agent chimique réellement 
incorporées dans la bicouche membranaire ne sont pas connues et qu'il est 
impossible d'enlever complètement les micelles et les agrégats de 
cholestérol restés à la surface de la membrane. Par ailleurs, à tempé­
rature ambiante, ces agents inhibent l'activité photosynthétique par des 
processus encore mal compris, ce qui rend l'interprétation des résultats 
délicate. Toutefois, il est possible que l'idée d'une fluidité optimale 
limite soit compatible avec le maintien de la structure et de la fonction 
membranaire (Raison et al., 1982). Cette fluidité optimale limite, qui 
reste constante pour un matériel donné, est atteinte à différentes 
températures, selon que l'on ajoute un agent comme le cholestérol ou 
1'alcool benzylique. 

Nous sommes conscients que beaucoup d'autres expériences de type 
stress chimique sont concevables dans l'étude de l'action des herbicides 
sur des membranes thylacoïdales mais nous avons préféré nous attarder sur 
des stress que l'on pouvait mieux contrôler. 

4.2.4 Stress par hydrogénation catalytique 

A côté des quelques techniques dont nous avons déjà parlé et qui 
permettent d'altérer indirectement les constituants lipidiques (§ 4.2.1-
3), il existe une méthode, beaucoup plus spécifique, puisqu'elle ne 
touche que la partie lipidique des membranes. Cette technique consiste 
à hydrogéner les acides gras des lipides membranaires en présence d'un 
catalyseur (— complexe d'un métal de transition). Restall et al. (1979) 
hydrogénèrent les doubles liaisons des acides gras des lipides thyla-
coïdaux en présence du catalyseur de Wilkinson, insoluble dans 1'eau. 
Depuis ces expériences pionnières, les catalyseurs ont changé et 
actuellement, le palladium di (sodium alizarine monosulphate) ou Pd(QS)2 

est le catalyseur le plus utilisé pour saturer les doubles liaisons des 
acides gras, tout en préservant les activités liées aux membranes (flux 
d'électrons, phosphorylation, respiration, etc...). Le Pd(QS)1 présente 
l'avantage de partitionner dans les thylacoïdes tout en étant facile­
ment éliminable de la phase membranaire (lavages successifs des échantil­
lons) car il est hydrosoluble (Quinn et al., 1989). 

Cette technique nous a permis de saturer, à des degrés différents, 
les acides gras des lipides acylés des membranes thylacoïdales de 
Morelles S et K. Nous avons déterminé les Kd, les n et les pouvoirs 
inhibiteurs de 1'strazine et du DCMU sur ces membranes hydrogénées. 

Hydrogénation catalytique des lipides membranaires 

Les cinétiques d'hydrogénation des acides gras des thylacoïdes de 
Morelles S et R, pendant une durée maximale de 5 minutes en présence du 
catalyseur préactivé (forme B, voir Pak et al., 1990), sont illustrées 
dans la Fig. 34A. On observe une baisse appréciable du contenu en doubles 
liaisons des acides gras des biotypes S et R. Cette diminution de la 
quantité des doubles liaisons suit une cinétique biphasique, c'est-à-
dire qu'une phase de latence précède la réaction d'hydrogénation 
principale. 
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Fig. 34: Perte du contenu en doubles liaisons (X) des acides gras 
totaux. (A) Dans des raenbranes thylacoïdales de S. nigrum 
sensible et résistante à l'atra'zi'ne. (B) Dans des liposomes 
constitués des lipides polaires thylacoïdaùx d'origine sensible 
et résistante, lors d'une hydrogénation catalytique homogène. 
Légende, biotype sensible (S 1O et résistant (R,•«) à l'atraz-
ine. 
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La vitesse de la réaction d'hydrogénation principale est sensiblement la 
même chez les thylacoïdes S et R, par contre la période de latence est 
beaucoup plus courte au sein des thylacoïdes R. En effet, après une 
minute, env. 4OX des doubles liaisons ont été hydrogénées chez le biotype 
R, contre seulement 5X chez le S. Chez le biotype R, environ 60X des 
doubles liaisons ont été saturées après deux minutes d'hydrogénation et 
trois minutes supplémentaires ne modifient plus grandement ce résultat 
(env. 5X de plus). Par contre, chez le biotype s; après deux minutes 
d'hydrogénation, quelque 45X des doubles liaisons ont été saturées et ce 
n'est que trois minutes plus tard que le contenu en doublée liaieons a 
baissé de plus de 60X, comme chez le R. Il semblerait qu'il soit possible 
d'hydrogéner davantage les membranes thylacoïdales (jusqu'à 90X, Vigh et 
ai., 1985a) mais la réaction nécessite alors plusieurs heures, ce qui 
fait intervenir, outre le phénomène d'hydrogénation proprement dit, celui 
dû vieillissement membranaire. 

Lorsque des liposomes sont préparés (voir 1*" Partie) à partir d'un 
extrait lipidique total dépigmenté des thylacoïdes S ou R (Fig. 3AB) et 
qu'ils sont soumis aux mêmes conditions d'hydrogénation que les thyla­
coïdes, on observe que les lipides de ces liposomes "S" et "R" présentent 
des courbes de saturation identiques. Ce résultat indique que les lipides 
totaux du biotype S sont rendus accessibles au catalyseur, au même titre 
que ceux du R, lorsque l'architecture de la membrane native n'est plus. 
Les différences observées dans la Fig 34A sont alors attribuées à une 
accessibilité différente du catalyseur envers les membranes thylacoïdales 
R et S, ce qui suggère une différence de structrure entre ces deux types 
de membranes thylacoïdales. 

Afin de mieux comprendre la raison de cette "protection relative" des 
lipides vis-à-vis du catalyseur dans les membranes thylacoïdales S 
natives, par rapport aux R (Fig. 3AA), nous avons étudié les cinétiques 
d'hydrogénation des différentes classes de lipides thylacoïdaux des deux 
biotypes (Fig. 35). On observe que les MGDG, DGDG et SQDG (Figs 35A, B 
et C) sont saturés plus rapidement chez R que chez S. On peut aussi noter 
que les temps de latence observés dans la Fig. 34A sont essentiellement 
le fait de MGDG et de DGDG, dûs à l'abondance de ces deux lipides. Par 
contre, les acides gras du PG des deux biotypes sont saturés à des 
vitesses très proches l'une de l'autre. Les cinétiques de' saturation des 
doubles liaisons du MGDG des plantes S et R se superposent.à celles des 
lipides totaux des deux biotypes respectifs (comparer Figs 34A et 35A). 
Ainsi, une estimation précise du degré d'hydrogénation des doubles 
liaisons des acides gras totaux pourrait être effectuée par la mesure de 
la diminution du DBI dans le seul MGDG. La saturation des acides gras du 
DGDG se rapproche grandement de celle du MGDG (comparer Figs 35A et B). 
Par contre, pour les deux glycérolipides ioniques, ies SQDG et PG (Figs 
35C et D), on assiste à une hydrogénation plus rapide que chez les deux 
galactolipides (comparer les Figs 35C et D avec les Figs 35A et B). Par 
ailleurs, le SQDG du biotype R est hydrogéné jusqu'à 9OX après 5 minutes, 
alors que celui du S atteint un plateau situé à 70X d'hydrogénation, dans 
les mêmes conditions (Fig. 35C). 
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Fig. 35: Changement du degré d'insacuration des acides gras des classes 
de lipides des membranes thylacoïdales de S. nigrm sensible 
(S,*) et résistante (R,•«) à l'atrazine par hydrogénation 
catalytique. Légende, (A) monogalactosyldiacylglycérol (MGDG); 
(B)' digalactosyldiacylglycérol (DGDG); (C) sulfoquinovosyl-
diacylglycérol (SQDG) et (D) phosphatidylglycérol (PG). 
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Plusieurs résultats obtenus avec le catalyseur Pd(QS)2 sur des 
membranes artificielles et biologiques suggèrent des différences 
d'accessibilité de cette molécule amphipathique aux substrats lipidiques, 
Trois raisons majeures peuvent être invoquées, i) une augmentation de la 
microviscosité membranaire (Vigh et al., 1983; Quinn et al., 1989); il) 
l'apparition de phases hexagonales-H à l'intérieur de la bicouche (Vigh 
et al. , 1987) et iii) une association étroite des lipides avec les 
protéines (Katagiri et al., 1981). 

"La question de la microviscosicé membranaire" 

Les mesures de polarisation de la fluorescence du DPH n'ont révélé 
aucune différence significative entre la fluidité des thylacoldes S et 
celle des R (Fig.9, 3*™ Partie). De plus, nous avons trouvé le même degré 
d'insaturation des lipides thylacoïdaux totaux (DBI - 2.53 ± 0.04) des 
biotypes S et R, quand bien même la composition en lipides des membranes 
S et R ne soit pas identique (Tab. Ill et IV; Figs' 1 et 2, 3*™ Partie). 
Ainsi, il ne semble pas que l'accessibilité entravée du catalyseur vers 
les doubles liaisons des lipides des membranes thylacoïdales S, soit due 
à une différence du contenu en lipides qui pourrait être responsable, en 
partie, de la microviscosité membranaire. 

Un autre facteur pourrait restreindre l'accès du catalyseur vers les 
doubles liaisons des acides gras du biotype S, lorsque que ces dernières 
sont hydrogénées pendant une courte période (< 5 min), a savoir la 
présence de structures membranaires non lamellaires (Vigh et al. , 1987). 

"La question de la phase hexagonale" 

Nous avons montré que la distribution transmembranaire des HGDG et 
DGDG n'est pas la même chez les deux types de plante (§ 4.4.2, 3*™ Partie 
et Rawyler et al., 1987). .En fait, si les rapports molaires MGDG/DGDG 
sont bas et pratiquement égaux dans la monocouche interne des thylacoïdes 
S et R (S - 1.24 et R - 1.32), ils sont considérablement plus élevés dans 
la monocouche externe (S - 9.67 et R — 7.00). En admettant que la valeur 
de ce rapport soit une première approxination pour apprécier la potentia­
lité d'une membrane à former des structure non-lamellaires (voir 
discussion dans Giroud & Siegenthaler, 1984), on peut déduire de ces 
résultats que la tendance de la monocouche externe à former des struc­
tures non-lamellaires (p.ex. en entravant l'accès ou la distribution du 
catalyseur dans les membranes thylacoïdales S) est plus marquée chez les 
membranes S que chez les R. Pourtant, au moins trois objections majeures 
peuvent s'opposer à cette supposition. Premièrement nous avons trouvé des 
vitesse d'hydrogénation réduites pour tous, les glycolipides, bien qu'il 
soit reconnu que le DGDG, un lipide formant des structures lamellaires, 
soit exclu des domaines non lamellaires (Quinn et al., 1989). Deuxième­
ment, il est largement reconnu que .des séparations de phase entre 
structures lamellaires et non lamellaires apparaissent lorsque' l'on 
expose des membranes à des températures non physiologiques (T > 35 "C) 
(Giroud 6. Siegenthaler, 1984; Horvath.I. é t a l . , 1986;. Quinn, 1989; Vigh 
et al. , 1989; Quinn et al. , 1989) raison pour laquelle, dans nos 
conditions, la température a toujours été maintenue basse (2 *C). 
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Finalement, nous avons suggéré une stabilité thermique réduite des 
membranes thylacoïdales R, lorsque ces dernières sont soumises à des 
températures élevées (§ A.2,2, voir aussi Ducruet & Ort, 1988; Havaux, 
1989). Etant donné que l'apparition de structures non lamellaires peut 
être directement .liée à une stabilité thermique réduite (Quinn, 1989; 
Vigh et al., 1989), il est difficile de croire que l'hydrogénation des 
thylacoïdes S soit limitée par la présence de phases lipidiques non 
lamellaires. 

"La question de l'association lipides-protéines" 

Bien que plusieurs propositions de topographie moléculaire de la 
membrane thylacoidale aient été faites, il existe encore des incertitudes 
considérables quant à la taille de la "coquille" de lipides fermement 
liés autour des protéines. Les interactions lipides-protéines dans les 
thylacoïdes et les fractions subthylacoïdales ont été étudiées grâce à 
l'emploi d'analogues des lipides. Ainsi, le MGDG présente des interac­
tions avec les protéines moins préférentielles que le PG, suggérant que 
le rôle du HGDG dans les membranes thylacoïdales est, en partie, 
structural (Li et al., 1989). Il semble aussi que la fraction lipidique 
dont la mobilité est restreinte soit en rapport avec des valeurs du 
rapport protéines/lipides des différentes membranes thylacoïdales (Li et 
al., 1990). Or, nous avons mentionné que ce rapport est plus élevé chez 
le biotype S que chez lé R (2,70 et 2.33 mg protéines/ftmol lipides, 
respectivement) (voir aussi Chap. 4.2, 3*™ Partie et Rawyler et al., 
1987). D'une-manière correspondante et pour autant que la quantité de 
complexes protéines-lipides immobilisés soit plus élevée chez le biotype 
S que chez le R, il se peut que cela suffise pour restreindre l'acces­
sibilité relative du catalyseur dans les plastes S. 

Nous avons déterminé les changements de composition des acides gras 
des différentes classes de lipides en fonction du temps d'hydrogénation 
chez les deux biotypes de S. nigrum (voir annexes 2.1 à 2.4). Chez les 
quatres classes de lipides, on observe que les acides hexadecatriénoïque, 
linoléique et linolénique disparaissent plus rapidement chez R que chez 
S («nut* s s 2.1 i 2,*, Fis« o.G at H}. Parallèlement à la diminution des quantités 
d'acides gras triénoïques des MGDG, DGDG et SQDG. <ano«.s 2.1 i 2.3, Figa D at BJ, 
on assiste à une augmentation des quantités des acides gras monoénoïques 
et saturés plus rapide chez R que chez S (onnaïaa 2.1 a z.3. Figa A,B,E «t F). Par 
contre, les acides oléique et stéarique du PG apparaissent plus rapide­
ment chez S que chez R (annaxa z.4. Fis* E «t Ti. Ces deux acides gras sont 
présents ensemble à raison d'environ 20 molï du PG après 5 minutes 
d'hydrogénation. Il est intéressant de nbter que l'on n'observe pas de 
différence de vitesse de saturation de l'acide linolénique du PG, bien 
que les acides plus saturés (18:0 et 18:1) soient formés plus rapidement 
chez le S que chez le R. Cependant, il est difficile de corréler ces 
résultats avec le DBI du PG natif (Tab. Ill, 3e™ Partie), puisque l'écart 
entre les valeurs du DBI du biotype S et du R est mineur. En plus des 
différences de vitesse d'hydrogénation des doubles liaisons des acides 
gras chez les biotypes S et R, on observe la présence chez R mais pas 
chez S, des acides palmitique (16:0) des DGDG et PG et hexadecadiénoïque 
(16:2) du DGDG seulement (annex«» 2.2 «t 2.M. Figa D). L'acide trans-9-octadécé-
noïque (18:ltrans, acide gras n'existant normalement pas chez ce type de 
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plante) dans les MGDG et DGDG hydrogénés des deux biotypes apparaît 
également (*nn*x** 2.1 «t ï.ï. Fis» D). En effet, Vlgh et al. (1987) observèrent 
que la technique d'hydrogénation engendre quelques isomères position-
nels d'acides gras en eis et crans. Ainsi, les différences d'hydrogéna­
tion des lipides entre les plantes S et R ne sont pas uniquement des 
différences de vitesse nais également de "stratégie", c'est-à-dire que 
le catalyseur n'induit pas la formation de produits identiques chez les 
deux biotypes. De plus, il est reconnu que la vitesse de saturation des 
doubles liaisons est plus rapide pour des acides gras poly- que monoinsa­
turés (Vlgh et al., 1985a) et que la susceptibilité des lipides au sein 
des membranes thylacoîdales vis-à-vis de l'hydrogène en présence du 
Pd(QS)2 diminue comae suit: MGDG > DGDG > SQDG > PG (Horvath.I. et al., 
1986). Nous ne trouvons rien de semblable dans nos conditions, vraisem-
blablenent, parce que la concentration du catalyseur est trop élevée et 
que la vitesse d'hydrogénation est telle qu'elle dissimule les différ­
ences fines de réactivité entre les classes de lipides. 

En conclusion, les différences de cinétique d'hydrogénation des MGDG, 
DGDG et SQDG entre le biotype S et le R (Fig. 35), suggèrent que le cata­
lyseur doit avoir accès aux acides gras de ces lipides plus facilement, 
donc plus rapidement, chez la plante R que chez la-S. Les différences 
mentionnées pour les SQDG et- PG sont mineures lorsque l'on considère 
l'ensemble de la membrane car chacun de ces deux lipides ne représente 
qu'environ 10X des lipides totaux des membranes thylacoîdales (voir Tab. 
IV, 3e™ Partie). Il est cependant possible que ces lipides anioniques 
modulent la- microviscosité de certains domaines spécifiques de la 
membrane et qu'ils jouent un rôle non négligeable, puisque l'architecture 
membranaire de base semble être sous l'influence directe de l'interaction 
entre les lipides et les protéines. Or, il semble que la relation entre 
ces deux composants majeurs des membranes thylacoîdales soit à l'origine 
d'une plus grande protection des lipides des plantes S, comparé aux R, 
vis-à-vis du catalyseur. Il se peut que non seulement la différence du 
rapport protéines/lipides (Chap. 4.2, 3*™ Partie) influence la vitesse 
d'hydrogénation nais encore, qu'un changement de configuration du 
polypeptide 32 kD, dans les thylacoides du mutant, par rapport au S, 
favorise l'attaque des MGDG, DGDG et SQDG par le Pd(QS)2, tout en 
protégeant celle du PG. Siengenthaler et al. (1989) ont montré que 101 
du PG était inaccessible au traitement à la PLA2, ce qui leur a suggéré 
qu'une population de PG était fortement liée à un ou plusieurs domaines• 
protéiques. Nous avons proposé à plusieurs reprises (§ A.2, 4.4, 4.5, 3*™* 
Partie et 4.2.2 4*"* Partie) que les membranes thylacoîdales du biotype 
R semblent être plus fluides que les S. Or, une fluidité accrue des 
membranes thylacoîdales du biotype R ou tout au moins de certaines de 
leurs régions pourrait expliquer un accès facilité du catalyseur. Ainsi, 
l'hydrogénation catalytique semble être une méthode sensible, bien qu'in­
directe, de l'estimation de la fluidité relative d'une membrane, à 
l'instar de la technique d'hydrolyse des lipides membranaires via 
l'utilisation de lipases et de la technique de la stimulation de la 
fluorescence des chlorophylles associées au PS II par les cations (voir 
Chap. 4-.4 et 4.5, 3*"1* Partie). Par contre, la technique de polarisation 
de fluorescence (voir Chap.' 4.5, 3*"" Partie et Ford & Barber, 1980) ne 
semble pas être à même de déceler des différences de fluidité apparais­
sant dans des microdomaines préférentiellemnt localisés dans le voisinage 
direct des complexes protéiniques (Barber et al., 1984). 
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Effet de l'hydrogénation des lipides sur l'incorporation du DCMU dans des 
membranes thylacoïdales 

Dans la suite de notre étude, nous avons hydrogéné les doubles 
liaisons des acides gras des lipides thylacoïdaux des biotypes S et R à 
divers degrés et nous avons déterminé les constantes de dissociation et 
les nombres de sites de liaison de l'atrazine et du DCKU dans ces 
membranes thylacoïdales "stressées" par hydrogénation catalytique II 
nous est apparu primordial de rechercher les modifications du comporte­
ment de liaison des herbicides dans des membranes thylacoïdales vivantes 
mais dont la fluidité a été diminuée par modification directe de la 
partie lipidique. En effet, ce type de stress est un des rares qui 
n'altère que la partie lipidique et de manière contrôlée, tout en ne 
modifiant pas trop l'activité photosynthétique. On peut s'attendre à ce 
que l'affinité et/ou le nombre de sites de liaison des herbicides soient 
modifiés suite à un changeaénc conformâttonne1 de leur site d'attache 
En augmentanc la température du milieu d'incubation, il devrait être 
possible de rétablir un comportement de liaison des herbicides proche de 
celui effectué avec des membranes thylacoïdales non hydrogénées. 

Remarquons tout d'abord que le pourcentage d'hydrogénation des 
lipides thylacoïdaux a été estimé en mesurant la diminution de l'acide 
linolénique (Figs 36 à 40). De plus, nous avons définis une' échelle 
d'appréciation pour les différents pourcentages de perte du C (Tab 

Perte de l'acide linolénique (%) Estimation du degré d'hydcgénation 

O à 14 faible 
15 è 29 doux 
30 a 50 élevé 

> 50 très élevé 

Tob. Vi: Evaluation du degré d'hydrogénation par la perte de l'acide 
linolénique total (pour plus d'information, voir le texte). 

La Fig. 36 décrit l'incorporation du DCMU dans les membranes 
thylacoïdales S contrôle et hydrogénées en fonction de la température 
On observe que: i) p a r rapport à des membranes non hydrogénées, une 
hydrogénation de 28X des doubles liaisons diminue de 38, 23 et 20X 
l'incorporation du DCMU lorsqu'elle a atteint un plateau et quand U s 
membranes thylacoïdales sont incubées à 0, 20 et 40 "C, respectivement 
(n.b. la réaction d'hydrogénation esc conduite à 2 "C); H ) l'inco­
rporation du DCMU dans les membranes contrôles diminue de 20 et 5OX quand 
la température passe de 0 è 20 et de 0 à 40 "C, respectivement. Par 
contre, ili) lorsque • les membranes ont été hydrogénées de 28X on 
n'observe plus de différences significatives d'incorporation du DCMU 
encre 0 et 20 *C, quand bien même, entre 0 et 40 "C l'écart resCe élevé 
(env. 40X). Le fait que l'hydrogénation des thylacoïdes atténue la baisse 
d'incorporation du DCHU (lorsque la température augmente) suggère que la 
saturation des doubles liaisons accroît la résistance thermique des 
thylacoïdes. 
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Dans la Flg. 37, nous comparons l'Incorporation du DCMU à 40 "C entre 
des membranes thylacoïdales de Morelles R contrôle et des membranes qui 
ont perdu 62Z d'acide llnolénique. On constate que les membranes 
hydrogénées Incorporent davantage de DCMU è cette température. Ainsi, il 
semble être possible de rétablir la perte d'incorporation d'un herbicide 
suite à un stress thermique, en saturant, préalablement a ce stress, les 
doubles liaisons des acides gras des lipides membranaires. 

Effet d'une hydrogénation catalytique des lipides sur l'affinité et Io 
nombre de sites de liaison de 1'strazine et du DCMU 

Dans la perspective de ce chapitre, il nous a paru intéressant, de 
déterminer l'affinité ainsi que le nombre de sites de liaison de 
l'atrazine et du DCHU sur des membranes hydrogénées a des degrés 
différents et soumises à diverses températures. La Fig, 38 présente les 
Kd (A) et les n, (B) de l'atrazine pour des membranes thylacoïdales de 
Morelles S hydrogénées à 15 et 351 et incubées à O, 20, 30 et 40'C. On 
observe que: 

dans les membranes contrôle (Ou d'hydrogénation), 

l'affinité de l'atrazine diminue lorsque la température augmente; 
le nombre de sites de liaison de l'atrazine, par rapport à 0*C, 
diminue significativement à 40*C (45X) mais en-deçà, 11 reste 2: 2 
nmol/mg ChI ; 

dans les membranes hydrogénées à 15X1 par rapport aux membranes 
contrôle soumises aux mêmes températures, 

l'affinité de l'atrazine diminue, drastiquement à 0*C (env 80X), pas 
à 20'C et d'env. 1OX è 40"C; 
le nombre de sites de liaison de l'atrazine est diminué a divers 
degrés selon le température {38, 73 et 46X à 0, 20 et 400C); 

dans des membranes hydrogénées à 35X, par rapport aux membranes 
contrôle soumises aux mêmes températures, 

l'affinité de l'atrazine diminue, drastiquement à 20*C (env. 70X), 
quelque peu à 30"C (env. 20X) mais augmente à 40*C (env. 10X); 
le nombre de sites de liaison de l'atrazine est diminué à divers 
degrés selon la température (4OX à 20 et 40*C et 65X à 30°C). 
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la Fig. 39 présence les Kd (A) et les D (B) du DCHU pour des 
membranes thylacoïdales de Morelles S hydrogénées à 28 et 43X et placées 
à 0, 20 et 400C. On constate que: 

dans les membranes contrôles (OX d'hydrogénation), 

l'affinité du DCHU diminue lorsque la température augmente; 
le nombre de sites de liaison du DCMU, par rapport à O'C, diminue de 
401 à 40 °C mais en deçà, il reste > 2 nmol/mg ChI; 

dans les membranes hydrogénées a 28X, par rapport à des membranes 
contrôle soumises aux mêmes températures, 

l'affinité du DCHU diminue à 0, 20 et 40'C, soit d'env 75, 73 et 63X, 
respectivenent; 
le nombre de sites de liaison du DCMU est diminué d'env. 35X à 00C 
mats ne semble plus être modifié aux températures de 20 et 40°C; 

dans des membranes hydrogénées à 43X, par rapport à des membranes 
contrôle soumises aux mêmes températures, 

l'affinité du DCMU n'est pas altérée à 20'C et diminue d'env. 30X à 
40*C; 
le nombre de sites de liaison est diminué d'env. 30X à 20"C et d'env. 
10X à 400C; 
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la Fig. 40 présente les Kd (A) et les n, (B) du DCHU pour des 
membranes thylacoïdales de Morelles R hydrogénées à 10 et 62X et placées 
à 0, 20 et 40 "C. On constate que; 

dans les membranes contrôles (OX d'hydrogénation, 

l'affinité du DCMU diminue lorsque la température augmente; 
le nombre de sites de liaison du DCMU, par rapport a 0 "C, ne change 
pas à 20 "C mais diminue d'un tiers à 40 *C; 

dans les membranes hydrogénées à 10X, par rapport a des membranes 
contrôle soumises aux mêmes températures, 

l'affinité du DCMU diminue'd'env. 402 à 0 et 20 "C mais augmente de 
quelque 55X à 40 'C; 
le nombre de sites de liaison du DCMU est diminué à 0, 20 et 40 *C, 
soit d'env. 25, 35 et 43X, respectivement; 

dans des membranes hydrogénées â 62X, par rapport à des membranes 
contrôle soumises aux mènes températures, 

l'affinité du DCMU est diminuée d'env. 4OX a 20 *C mais augmente 
d'env.25X à 40 "C; 
le nombre de sites de liaison est diminué d'env. 23X à 20 *C et 
d'env. 3OX à 40 "C; 

Après une brève description des Figs 38 à 40, on constate qu'il n'est 
pas aisé de comparer les différents résultats, probablement pour deux 
raisons au moins: 

1) 11 est difficile d'hydrogéner des membranes S et R à un même degré. 

2) les membranes S et R hydrogénées à divers degrés se comportent 
différemment vis-à-vis de la température. 

Cependant, comparées aux contrôles, les membranes hydrogénées présentent 
quelques caractéristiques intéressantes. En fait, il semble qu'il soit 
possible de jouer avec le degré d'hydrogénation et la température pour 
que, soit l'affinité, soit le nombre de sites, varie: 

A) Lorsque des membranes thylacoïdales S ont subi une hydrogénation 
douce, l'affinité de l'atrazlne ne varie pas à 20 "C mais le nombre 
de sites de liaison baisse drastiquement (Fig.38). 

Lorsque des membranes thylacoïdales S ont subi une hydrogénation 
douce, l'affinité du DCMU diminue significativement mais le nombre de 
sites de liaison ne varie pas (FIg. 39). 
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B) Lorsque des membranes thylacoïdales S ont subi une hydrogénation 
élevée, l'affinité de l'atrazlne varie peu à 40 "C mais le nombre de 
sites de liaison diminue considérablement (Fig. 38). 

Lorsque des membranes thylacoïdales R ont subi une hydrogénation 
élevée, l'affinité du DCMU augmente à 40 °C mais le nombre de sites 
de liaison diminue (Fig. 40). 

La saturation des acides gras des thylacoïdes S semble avoir un effet 
opposé sur les propriétés de liaison de l'atrazlne et du DCMU. L'hydro­
génation atténue la mobilité des différents constituants raembranaires 
(Thomas ec al., 1986) et modifierait la configuration de la protéine.32 
kD. La nouvelle configuration du polypeptide 32 kD serait telle que le 
nombre de sites de liaison de l'atrazlne soit diminué mais que son 
affinité pour les sites de liaison non altérés ne soit pas modifiée. 
Quant au nombre de sites de liaison du DCMU, il ne serait pas modifié 
mais son affinité serait affaiblie. De plus, le degré d'hydrogénation des 
membranes thylacoïdales S doit être plus élevé pour atténuer les effets 
de la température, lors de la liaison du DCMU, comparé à celle de 
!'strazine. 

Concernant le pouvoir inhibiteur des deux herbicides sur l'activité 

HP0 > FeCn (NH1Cl), nous avons vu précédemment que la valeur moyenne 
du I50 de l'atrazlne pour des membranes thylacoïdales de S. nigrum S se 
situe vers 0.16 ^M et celle du DCMU, vers 0,035 pM (Tab. III). Lorsque 
les lipides thylacoïdaux du biotype S sont saturés de 28X, la valeur I80 
de l'atrazlne baisse de moitié (0.08 /iM), alors que celle du DCMU double 
(0.07 ^M) (résultats non montrés), On constate là encore qu'un comporte­
ment d'inhibition opposé apparaît entre l'atrazlne et le DCMU lorsque le 
degré d'hydrogénation est doux. C'est-à-dire que le pouvoir inhibiteur 
de l'atrazine augmente, alors que celui du DCMU diminue. Ceci est à 
mettre en relation avec le fait que i) le nombre de sites de liaison de 
l'atrazine diminue contrairement à celui du DCMU, ii) l'affinité du DCMU 
diminue, contrairement à celle de l'atrazlne. 

En conclusion, nous constatons que les effets de l'hydrogénation des 
doubles liaisons des acides gras des lipides thylacoïdaux sur l'interac­
tion herbicides/thylacoïdes sont multiples. Un faible degré d'hydrogéna­
tion (< 15X) suffit à modifier significativement le comportement de 
liaison et d'inhibition des herbicides, alors qu'une saturation plus 
prononcée ne modifie guère ces paramètres. Cette dernière observation 
n'est pas sans rappeler l'effet drastique sur la température de transi­
tion de phase (Tc) qu'engendre le remplacement des acides gras saturés 
par des monoinsaturés dans des liposomes, quand bien mène une augmenta­
tion des doubles liaisons (acides gras bi- et tri-insaturés), ne change 
plus grandement la Tc (Vigh et al., 1985). La saturation des doubles 
liaisons semble accroître la résistance des membranes thylacoïdales au 
stress thermique, ' ce qui permet de moduler les propriétés de liaison des 
herbicides sur des thylacoïdes hydrogénés, en changeant la température. 
Ainsi, s'il semble exister une fluidité maximale limite, compatible avec 
le maintien de la structure et de la fonction membrana 1res qui reste 
constante pour un matériel donné mais qui est atteinte à différentes 
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températures (Raison et al., 1982). L'hydrogénation semble affecter les 
propriétés de liaison et d'inhibition de l'atrazine et du DCMU de manière 
opposée 

en modifiant le nombre de sites de liaison de l'atrazine 
mais pas celui du DCMU, 
en modifiant l'affinité de ce dernier sans altérer celle 
de l'atrazine et 
en augmentant le pouvoir inhibiteur de l'atrazine mais en 
diminuant celui du DCHU 

Horvath et al. (1987) observèrent une augmentation des centres PS II„ au 
détriment des centres PS IIa- lors de l'hydrogénation des membranes thyla-
coïdales de Pois. En tenant compte de cette observation, tl se peut que 
l'atrazine ne se fixe pas sur les centres PS H 1 (Wettern, 1986), ce qui 
correspond à une diminution du nombre de sites de liaison mais qu'il se 
fixe sur les PS H n restants, sans que son affinité soit modifiée. Par 
contre, le DCMU pourrait se fixer sur les centres PS IIB (n ne variant 
pas) mais avec une affinité diminuée.(n.b. il semble que le phénomène de 
la résistance chloroplastique soit de même nature, c'est-à-dire qu'il 
diminue l'affinité du DCKU chez le biotype R, comparé au S, sans que son 
nombre de sites de liaisons ne soit modifié significativement), Le 
pouvoir inhibiteur augmenterait lorsque moins de sites de liaison sont 
disponibles (cas de l'atrazine), alors qu'il diminuerait quand le nombre 
de sites de liaison ne varie pas mais que son affinité est affaiblie (cas 
du DCMU). Dans ce dernier cas, il faudrait une concentration d/herbicide 
plus élevée qui favoriserait une partition de l'herbicide dans la partie 
membranaire qui inhiberait le flux d'électrons. 

4.2.5 Stress ltpolytique 

Bien que le stress par hydrogénation catalytique n'affecte que la 
partie apolaire des lipides polaires des membranes thylacoïdales, il ne 
privilégie spécifiquement, ni une classe lipidique, ni une région précise 
de la membrane. Or, il existe un autre type de stress, le stress 
lipolytique, qui affecte selon le type de lipase choisi, seulement les 
phospho- ou les galactolipides (voir 4.4, 3*™ Partie). De plus, par un 
traitement lipolytique approprié (voir 3.3), il est possible de ne 
délipider que la monocouche externe des membranes thylacoïdales. Ainsi, 
dans ce dernier §, nous présenterons les résultats des liaisons de 
l'atrazine et du DCMU, ainsi que le pouvoir inhibiteur de ces deux 
herbicides sur des membranes thylacoïdales d'Epinard et de Morelles S et 
R dont la presque totalité soit des phospho- soit des galactolipides de 
la monocouche externe, voire des deux classes de lipides, ont été 
hydrolyses. 
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La quantité d'atrazine liée aux membranes thylacoldales du biotype S 
de Morelle augmente progressivement en fonction de la concentration en 
herbicide (Fig. 41). Les degrés d'incorporation sont similaires dans les 
contrôles et les membranes thylacoidales traitées par la PLA, ou par la 
LRa. Comme prévu, les membranes thylacoldales du biotype R ne lient pas 
1'strazine dans le domaine de concentration utilisé (Pfister et al., 
1979). La quantité de DCMU liée aux thylacoïdes des biotypes S et R 
augmente progressivement en fonction de la concentration d'herbicide 
(Fig. hl). Aucune différence significative n'a pu être mise en évidence 
entre les membranes thylacoidales contrôles et les traitées avec les 
lipases (Fig. 42A), contrairement aux thylacoïdes R, dans lesquels les 
deux traitements lipolytiques diminuent l'incorporation du DCMU (env. 30Ï 
de moins à 0.02 /iM DCMU) (Fig. 42B). 

1.6 
0.05 0.10 0.15 0.20 

1.6 

CONTROL 

0.05 0.10 0.15 0.20 

[ A T R A Z I N E ] 1 ^ I M . . 

Fig. 41: Incorporation de l'atrazlne-["CJ (nraol/rag ChI) en fonction de 
la concentration (/iM) de l'herbicide, dans des membranes thyla­
coldales isolées des biotypes sensible (S) et résistant (R) à 
l'atrazine de la Morelle. 

Membranes contrôle ( 
la LRa (- - - ). 

); traitées à la PLAj (• •) ou a 
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Les traitements PLA, et LRa ne changent pas grandement les valeurs Kd 
ni les a de l'atrazine (Tab. VII). Dans le cas du DCMU, le biotype S de 
la Morelle présente des valeurs Kd Inférieures à celles du R, en accord 
avec les résultats de Pfister et al. (1979). Pourtant, dans les deux 
biotypes, un traitement à la PLA, augmente sensiblement les valeurs Kd, 
alors qu'un traitement LRa ne présente pas d'effet mesurable. Les deux 
traitements lipolytlques ne changent pas significativement les valeurs 
2 dans le biotype S de la Morelle, alors qu'elle diminue d'env. un tiers 
dans le biotype R (Tab. VII). 
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Fig. 42: . Incorporation du DCKU-( 1 4C] (nmol/mg ChI) en fonction de. la 
concentration en herbicide (/iM), dans des membranes thyla-
coïdales de Solanum nigrum sensible (A) et résistant (B) à 
l'atrazine. Les symboles sont les mêmes que dans la FIg. 41. 
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Dans les membranes traitées à la PLA3, les valeurs I90 des deux 
herbicides augmentent chez le biotype R mais diminuent chez le S (Tab, 
VII). Dans les membranes traitées à la LRa, les valeurs I50 des deux 
herbicides augmentent chez le biotype R alors qu'elles sont affectées 
différemment par le traitement à la LRa chez le biotype S, diminuant pour 
l'atrazine et augmentant pour le DCMU. 

Il n'y a pas de correspondance stricte entre les valeurs des Kd et 
des I60, en accord avec Jursinic & Stemler (1983) et Thiel & Böger (19B3). 
Nous avons, cependant, combiné les informations contenues dans les Kd et 
les I60 par la détermination de l'efficacité relative (KdZI90). La 
délipidatlon de la monocouche externe des membranes thylacoïdales S en 
phospholtpides accroît l'efficacité relative de l'atrazine et du DCMU. 
La délipidatlon en galactollpides augmente l'efficacité relative de 
l'atrazine et réduit celle du DCMU. Les délipidations affectent dans une 
moindre mesure l'efficacité relative du DCMU dans les membranes thyla-
coïdales R. 

Discussion 

On constate que certains lipides acylés des membranes thylacoïdales 
modulent les propriétés de liaison et d'inhibition des herbicides du PS 
II (urea/triazine type herbicides). En effet, la méthode lipolytlque 
utilisée dans ce type de stress permet d'obtenir une depletion sélective 
de certains lipides de la monocouche externe, alors que la monocouche 
interne reste intacte (Rawyler & Siegenthaler, 1985; Siegenthaler & 
Giroud, 1986; Siegenthaler et ai., 1987 et 1989). Cette approche semble 
à l'heure actuelle la plus spécifique pour moduler la partie lipidique 
des membranes et notamment des lipides thylacoïdaux en proche interaction 
avec le polypeptide 32 kD. Cependant, il est possible que des réarrange­
ments lipidiques apparaissent dans les membranes attaquées par des 
lipases de façon à ce que la depletion très localisée s'étende et se 
confonde dans l'ensemble de la membrane. Pourtant, le mouvement trans-
merebranaire des molécules lipidiques peut être exclu car toutes les 
incubations sont conduites a basse température (Siegenthaler et al., 
1989). La formation de micelles cylindriques inversées a été observée 
dans des membranes thylacoïdales de Pois traitées à la PLA2 d'abeille à 
25 °C et en absence de BSA (Thomas et al. , 1985). Pourtant, dans ce 
dernier cas, il n'y a pas de depletion lipidique sensu stricto mais la 
température élevée et la présence des produits d'hydrolyse pourraient 
bien être à l'origine de la formation de structures hexagonales-II. 
Néanmoins, »ëme si des altérations secondaires de ce type devaient 
survenir, elles seraient tout de même en rapport avec la phase lipidique 
membranaire. De plus, il est envisageable qu'une depletion lipidique dans 
la monocouche externe des membranes thylacoïdales favorise un affaiblis­
sement des interactions de certains polypeptides avec d'autres con­
stituants membranaires, ce qui pourrait provoquer une perte de ces 
polypeptides dans le milieu externe. En réalité, le largage de protéines 
a été observé dans des membranes thylacoïdales soumises à des traitements 
à la PIA, O U à la galactolipase (Krupa, 1983) mais ce phénomène est 
probablement en rapport avec les conditons extrêmement drastiques 
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utilisées par cet auteur. Cependant nous ne pouvons exclure une perte de 
certains polypeptides des membranes thylacoïdales. Néanmoins, la Table 
V montre que dans des membranes thylacoïdales traitées, l'inhibition du 
flux d'électrons photosynthétique est limitée et que le nombre de sites 
de liaisons de l'atrazine et du DCMU reste pratiquement inchangé. La 
perte de polypeptides membranaires directement impliqués dans les 
phénomènes de liaison des herbicides, et d'inhibition du transport 
électronique semble donc négligeable dans nos conditions expérimentales. 

Nous avons vu qu'une depletion en phospholipides de la monocouche 
externe (correspondant à IX des- lipides totaux) ne change pas l'affinité 
de l'atrazine, alors qu'elle diminue sensiblement celle du DCMU, bien que 
le nombre de sites de liaison des deux herbicides reste constant. Cette-
observation est confirmée par une étude comparable que nous avons conduit 
avec des membranes thylacoïdales d'Epinard (Tab. VIII). Si les deux sites 
de fixation sont localisés dans une seule monocouche (externe ou interne) 
et en admettant qu'ils soient altérés de la même manière par la depletion 
des phospholipides, on pourrait s'attendre à ce que les paramètres de 
liaison des deux herbicides soient modifiés. Ceci n'est pas le cas (Tab. 
VII et VIII).. Par conséquent, il apparaît, d'une part, que le site de 
liaison de l'atrazine (considéré pour être localisé uniquement sur le 
polypeptide 32 kD), qui est insensible (Kd ne change pas) à une depletion 
des phospholipides, est peut-être localisé (ou est influencé plus 
fortement) dans la monocouche interne intacte des membranes thyla­
coïdales. D'autre part, le site de liaison du DCHU, qui est sensible (Kd 
augmente) à une altération des phospholipides, est probablement préfé-
rentiellement localisé dans la monocouche externe. Par contre, une 
hydrolyse des galactolipides dans la monocouche externe (correspondant 
à 3OZ des lipides totaux) ne change pas significativement ni l'affinité 
ni le nombre de sites de liaison de l'atrazine et du DCMU, ce que nous 
avons confirmé avec des membranes thylacoïdales d'Epinard (Tab. VIII). 
Nous aurions pu nous attendre à un résultat opposé puisque le MGDG est 
la classe de lipides la plus abondante dans les membranes thylacoïdales. 
Des résultats récents ont; cependant, fait apparaître que les molécules 
de PG interagissent préférentiellement avec les protéines membranaires, 
comparé au MGDG (Li et al., 1989). Ces résultats, ainsi que les nôtres 
suggèrent que le PG joue un rôle plus spécifique au sein des thylacoïdes, 
comparé au MGDG. Ce sont probablement les espèces les plus saturées du 
PG (éventuellement du MGDG) qui sont concernées dans les Interactions 
lipides-protéines, comme l'atteste le fait que les complexes PS II et les 
centres réactionnels de ces photosystèmes sont hautement enrichis en 
lipides saturés (Gounaris & Barber, 1985). 

Nous avons également mesuré le pouvoir inhibiteur de l'atrazine et du 
DCMU dans des particules PS II de type "BBY" (voir 3.2). Aucune dif­
férence d'Inhibition de la part des deux herbicides n'est apparue entre 
des membranes thylacoïdales intactes et les particules PS II (résultats 
non montrés). Il est pensable que le PG soit en relation avec le poly­
peptide 32 kD et qu'il maintienne une conformation adéquate du poly­
peptide 32 kD. Dans des particules PS II, l'environnement lipidique 
immédiat de la protéine fixatrice des herbicides n'est vraisemblablement 
pas altéré et il reste fonctionnel, contrairement à un traitement 
lipolytlque, qui doit attaquer les lipides en proche contact avec les 
polypeptides du PS II. 
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lab VII : ConsUntes de dissociation des herbicides ( * t r« lne H DCHU). Kd fnM), native lotJl dn 
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Dans des membranes thylacoïdales traitées à la PlA2, la baisse 
d'affinité du DCMU est similaire dans les deux biotypes (Tab. VII) mais 
le nombre de sites de liaison du DCHU diminue seulement dans les 
membranes R. L'affinité réduite du DCKU dans le biotype R peut être due 
soit à un changement e onf o rma ti orine 1 (Renger et al., 19B4), soit à 
l'absence d'un groupe hydroxyle (Sigematsu et al., 1989), induit par la 
mutation glycine 264, dans le polypeptide 32 kD. Ainsi, il est pensable 
qu'une- depletion lipidique altère d'une manière plus marquée la conforma­
tion d'un polypeptide déjà déstabilisé (R) comparé à un polypeptide 
stable et fonctionnant pleinement (S). 

L'efficacité relative des deux herbicides augmente après une 
depletion des phospholipides dans les membranes thylacoïdales du biotype 
S de la Morelle (Tab. VII) et de l'Epinard (Tab. VIII), ce qui suggère 
que les phospholipides interagissent avec la région de fixation' commune 
aux deux herbicides. Par conséquent, il est pensable que ce site commun 
soit localisé essentiellement dans la monocouche externe. Par contre, une 
depletion en galactolipides des thylacoïdes du biotype S de la Morelle 
et de l'Epinard a des effets antagonistes sur l'efficacité relative de 
l'atrazine et du DCMU, ce qui suggère que les galactolipides interagis­
sent préférentiellement avec les parties du site de liaison qui sont 
spécifiques à chaque herbicide. Le fait que des depletions lipidiques de 
la monocouche externe des membranes thylacoïdales R ont peu d'influence 
sur l'efficacité relative des herbicides peut Être attribuée à la 
substitution d'une serine par une glycine. En fait, la serine est à même 
d'établir des liaisons hydrogène, contrairement a la glycine. Dans les 
membranes thylacoïdales S de pareilles liaisons peuvent exister entre le 
poypeptide 32 kD et des molécules voisines, contribuant à des interac­
tions spécifiques, caractéristiques du biotype S. L'absence du groupe 
hydroxyle de la serine dans le mutant interdit l'appariton de telles 
interactions, ce qui provoque une insensibilité marquée de l'efficacité 
relative du DCHU lors de la depletion lipidique des thylacoïdes R. 

Lorsque les deux lipases sont ajoutées en même temps dans une suspen­
sion de membranes thylacoïdales d'Epinard, on assiste à une baisse 
d'affinité de l'atrazine mais pas du DCMU (Tab. VIII). Le nombre de sites 
de liaison des deux herbicides n'est pas significativement altéré. Le 
pouvoir inhibiteur de l'atrazine ne change pas, contrairement à celui du 
DCMU qui diminue quelque peu. Il en résulte que l'efficacité relative des 
deux herbicides augmente, il est à préciser que lorsque les membranes 
thylacoïdales sont traitées par les deux lipases simultanément, les 
thylacoïdes .ne se disloquent pas mais ils se comportent comme des 
membranes Intactes du point de vue de leur propriété de sédimentation 
lors de leur isolement et de leur lavage. Par contre, l'activité du flux 

électronique HjO > FeCn (NlL1Cl) est plus profondément altérée (env. 
5OX de perte), comparé à des membranes attaquées par un seul enzyme, 

En conclusion, le stress lipolytique nous a permis de mettre en 
évidence que des populations de phospho- et de galactolipides de la mono­
couche externe des thylacoïdes S développent des interactions avec le 
polypeptide 32 kD qui leur sont propres. Ces interactions lipides/proté­
ines sont différentes entre le biotype sauvage et le muté, le groupement 
hydroxyle de la serine (absent chez le mutant) étant probablement à 
l'origine de cette différence. 
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5 RESUME 

Le rôle que peuvent jouer les lipides des membranes thylacoïdales 
dans le maintien de la conformation du polypeptide 32 kD en interaction 
avec la liaison des herbicides n'a pas fait, jusqu'à maintenant, l'objet 
d'étude approfondie (Hillner et ai., 1983; Vasil'ev et al., 1986), Dans 
ces deux travaux, le rapport lipides/protéines des membranes thyla-
co[dales a été augmenté par l'incorporation de lipides exogènes ou 
d'acide oléique, de façon à ce que la réponse des membranes thylacoïdales 
vis-à-vis des herbicides soit altérée. Pourtant, l'aspect qualitatif de 
pareils traitements (où vont les molécules de lipides extrinsèques et 
comment sont-elles distribuées?) n'est généralement pas contrôlé. Ceci 
est un sérieux inconvénient lorsque l'on considère que l'interaction des 
herbicides avec le polypeptide 32 kD doit avoir une localisation bien 
définie à l'intérieure de la membrane thylacoïdale, Pour cette raison, 
nous avons tenté d'altérer le plus spécifiquement possible la partie 
lipidique des membranes thylacoïdales, après avoir recherché les 
différents éléments susceptibles de moduler les propriétés de liaison et 
d'inhibition des herbicides. 

Le résumé des résultats présentés dans cette 4*"* Partie s'articule 
donc en trois temps: 1) quelques éléments qui modulent les propriétés de 
liaison et d'inhibition des_ herbicides sur des membranes thylacoïdales 
normales (- non stressées); 2) effets des différents stress infligés à 
des membranes thylacoïdales, quant aux propriétés de liaison et d'inhibi­
tion des herbicides; 3) différences entre les membranes thylacoïdales du 
biotype R et celles du S. 

1) Nous avons observé que l'affinité et le pouvoir, inhibiteur des 
herbicides sont plus grands en condition de lumière limitante que 
saturante, que le nombre de sites de liaison de l'atrazine est plus 
grand à l'obscurité qu'à la lumière, alors que celui du DCMU ne 
change pas. Le pouvoir inhibiteur des herbicides semble être plus 
fort en condition découplée que basale bien que leur affinité et leur 
nombre de sites de liaison soient plus faibles en condition découplée 
que couplée. 

2) Un stress de type hypo- ou hypertonlque augmente l'affinité et le 
pouvoir inhibiteur de l'atrazine mais pas ceux du DCMU qui restent 
constants (Tab. IX). A basse température (< 12 "C), l'affinité des 
herbicides augmente mais leur pouvoir inhibiteur semble diminuer, 
quand bien même les nombres de sites de liaison des deux herbicides 
ne soient pas altérés (Tab. IX). Des températures élevées ont pour 
effets de diminuer à la fois l'affinité et le nombre de sites de 
liaison des herbicides, sans changer significativement leur pouvoir 
inhibiteur (Tab. IX). Le fait de saturer d'une manière douce les 
doubles liaisons des acides gras des lipides thylacoïdaux diminue le 
nombre de sites de liaison de l'atrazine et augmente son pouvoir 
inhibiteur, alors qu'il affaibli l'affinité du DCMU et diminue son 
pouvoir inhibiteur (Tab. IX). Une depletion de la monocouche externe 
des thylacoïdes en phospholipides affaibli l'affinité du DCMU 
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seulement et augmente le pouvoir d'inhibition des deux herbicides, 
alors qu'une depletion en galactolipides, ne fait qu'augmenter le 
pouvoir inhibiteur de l'atrazine et diminuer celui du DCMU (Tab. IX). 

3) Le biotype S de Solarium nigrum se comporte connue une plante sensible 
au froid ("chilling sensitive"), alors que le biotype R se comporte 
vis-à-vis des basses températures (< 12"C), comme une plante 
résistante au froid, quand bien même ce biotype semble avoir 
développé une sensibilité thermique accrue aux températures élevées. 
Les membranes thylacoïdales du biotypes R semblent être plus fluides 
que les S. 

On a également observé dans cette 4*™ Partie, que l'affinité et le 
pouvoir inhibiteur de l'atrazine sont quelque quatre fois plus faibles 
que ceux du DCMU. Par contre le nombre de sites de liaison est similaire 
pour les deux herbicides. Il est aussi à noter, que les herbicides 
semblent jouer un rôle d'agent fluidifiant dans des membranes thylacoï­
dales dont la viscosité a été augmentée par des facteurs extrinsèques 
(température) ou intrinsèques (saturation des doubles liaisons). 

6 CONCLUSIONS DE LA QUATRIEME PARTIE 

Arrivé au terme de cette Partie, il est apparu que dans des membranes 
thylacoïdales non stressées, il existe une bonne corrélation entre 
l'affinité de l'herbicide pour son site de liaison et son pouvoir 
d'inhibition d'une activité du flux des électrons photosynthétique 
(lorsque l'affinité augmente, le pouvoir inhibiteur augmente également). 
On s également observé que l'affinité des herbicides pour leur site de 
liaison spécifique est plus_élevé à l'obscurité qu'à la lumière, ce qui 
corrobore l'hypothèse de compétition des herbicides avec les PQ pour un 
site de liaison commun. Par contre, le nombre de sites de liaison de 
l'atrazine diminue lorsque les membranes thylacoïdales sont éclairées, 
alors que celui du DCHU reste constant. Le fait que l'affinité et le 
pouvoir inhibiteur du DCMU sont environ quatre fois plus élevés que ceux 
de l'atrazine, suggèrent que le DCMU doit avoir un plus grand nombre de 
possibilités de se fixer sur son site de liaison spécifique que l'atra­
zine (Fig. 43A). 
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43 : Modèle de liaison des inhibiteurs (atrazine & DCMU) et des 
plastoquinones (PQ) sur des membranes thylacoïdales (modifié 
d'après Pfister et al., 1979; Trobsc, 1980). Ce modèle presente 
plusieurs concepts; en (A): 1) Une orientation transversale 
asymétrique des différents sites spécifiques de liaison des 
herbicides 2) L'existence de deux types différents de région de 
liaison des herbicides, une région essentielle qui après avoir 
lié une molécule (herbicide ou PQ) bloque le transport des 

• électrons et interdit les domaines nécessaires à l'attachement 
spécifique des inhibiteurs. En (B): 1) L'absence de domaine 
spécifique de liaison de l'acrazlne sur la protéine 32 kD 
mutée. 2) Les modifications des différents sites de liaison 
selon que les phospho- ou les galactolipides de la monocouche 
externe des membranes thylacoïdales ont été hydrolyses par la 
phospholipase A3 de Vipera russelli ou par la lipase de Rhizopus 
arrhizus, respectivement.. 
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Le Tab. IX résume les résultats de X'affinité, du nombre de sites et 
du pouvoir inhibiteur de l'atrazine et du DCMU sur des membranes 
thylacoïdales soumises aux différents stress étudiés dans ce travail. Il 
est apparu que dans des membranes thylacoïdales stressées, le comporte­
ment de liaison et d'Inhibition des deux herbicides divergent, dans la 
plupart des.cas. Ainsi, le fait de stresser l'ensemble des membranes 
thylacoïdales de façon aspécifique (stress osmotique), nous a permis 
d'observer que le comportement.de l'atrazine seulement était altéré, 
alors que celui du DCHU ne l'était pas (Tab. IX). Cette dernière 
observation nous suggère que le site de liaison de l'atrazine n'est pas 
le même que celui du DCMU. Un stress affectant plus spécifiquement la 
partie lipidique des membranes thylacoïdales (hydrogénation des doubles 
liaison des acides gras des lipides thylacoïdaux) nous montre que lorsque 
la fluidité membranaIre est altérée, le nombre de sites de liaison de 
l'atrazine est diminué mais pas celui du DCHU. Par contre l'affinité de 
ce dernier est diminuée mais pas celle de l'atrazine. De plus, le fait 
que le pouvoir inhibiteur de l'atrazine augmente et que celui du DCKU 
diminue, suggère que des centres PS II non fonctionnels sont formés au 
détriment de centres fonctionnels. Il semble que l'atrazine soit 
incapable de se lier à ces centres PS II transformés alors que le DCHU 
le pourrait encore mais avec une affinité plus faible. Dans le premier 
cas, il en résulte un plus petit nombre de sites de liaison, donc un plus 
grand pouvoir inhibiteur de l'atrazine, alors que dans le cas du DCMU, 
si le nombre de sites de liaison n'est pas altéré., l'affinité semble être 
diminuée et par conséquent le pouvoir d'inhlbition.de cet herbicide est 
affaibli. 

Lorsque seulement la partie lipidique du feuillet externe des 
membranes .thylacoïdales est altérée (depletion des lipides de la 
monocouche externe des membranes thylacoïdales, voir Fig. 43B), on 
observe que les phospholipides semblent jouer un rôle plus Important que 
les galactolipides dans les phénomènes de liaison du DCMU. Par contre, 
l'atrazine ne sembe pas être affectée par l'altération du feuillet 
externe des thylacoïdes. Une depletion en phospholipides favorise le 
pouvoir d'inhibition des herbicides, alors qu'une depletion en galacto­
lipides augmente le pouvoir inhibiteur de l'atrazine mais diminue celui 
du DCMU. Ces dernières observations suggèrent que: I) lés phospholipides 
interagissent avec la région de fixation commune aux deux herbicides et 
par conséquent le site commun aux deux herbicides est localisé essentiel­
lement dans, la monocouche externe, ii) les galactolipides Interagissent 
préférenLlellement. avec les parties du site de liaison qui sont spécifi­
ques à chaque herbicide. Pourtant, les deux types de lipides sont en 
étroite collaboration,, puisque lorsque l'on hydrolyse simultanément .les 
phospho-' et les galactolipides de la monocouche externe des membranes 
thylacoïdales, c'est l'affinité de l'atrazine qui diminue, alors que 
celle du DCMU recouvre des valeurs proches de celles du contrôle. 
L'absence des deux types de lipides modifie significativement la 
conformation du site de liaison de l'atrazine, alors que l'absence des 
phospholipides seulement suffit à altérer le site de liaison du DCMU. 

comportement.de
inhlbition.de
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RESUME ET 
CONCLUSIONS FINALES 

Le lecteur aura Lu 1'ensemble des conclusions auxquelles ce travail 
aboutit à la fin de chacune des parties, soit aux pages 52, 96, 138 et 
227. 11 me paraît donc superflu de les récapituler ici. En revanche, les 
quatre facettes bien distinctes de ce travail nous permettent de résumer 
l'ensemble de cette recherche simplement, soit, 

à propos de l'interaction herbicides-membranes artificielles: 

Les herbicides DCMU et atrazine suppriment la prétransttion et abais­
sent la Tc des membranes lipidiques en ayant une action-fluidifiante. 
L'atrazine a cependant des effets plus limités dans des vésicules à 
l'état gel. De plus, ces deux molécules partitionnent à des degrés 
différents dans les bicouches lipidiques (le K. du DCMU est environ 
quarante fois plus élevé que celui, de l'atrazine). 

à propos de la phénologie des morelles: 

Les biotypes sensibles présentent un meilleur taux de germination en 
serre tempérée dans la terre que les résistants (environ deux fois). Les 
biotypes résistants sont plus tardifs que les sensibles, mais leur 
hauteur est supérieure en fin de culture. Le pouvoir reproducteur, ou 
pouvoir de dissémination des biotypes résistants est inférieur d'environ 
3OZ à celui des sensibles. Nous pouvons alors parler d'une moins grande 
"fitness" des biotypes résistants par rapport aux sensibles. 

à propos des membranes thylacoïdales des morelles: 

Les membranes thylacoïdales du biotype R ont subi, outre la mutation 
sur la protéine 32 kDa, un certain nombre de modifications ou d'adapta­
tions. La convergence de nos résultats suggère que les membranes 
thylacoïdales du biotype R sont plus fluides que celles du biotype S. 

à propos de l'interaction herbicides-membranes biologiques: 

Les comportements de liaison et d'inhibition des deux herbicides 
divergent dans la plupart des membranes thylacoïdales soumises aux 
différents stress, ce qui suggère que le site de liaison de l'atrazine 
n'est pas rigoureusement le même que celui du DCMU. 

Les phospholipides semblent interagir avec une région de fixation 
commune aux deux herbicides, et qui est probablement localisé uniquement 
dans la monocouche externe. Les galactolipldes semblent interagir 
préférentiellement avec des parties du site de liaison qui sont 
spécifiques à chaque herbicide. 
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Nous pouvons donc résumer que, d'une part, les herbicides affectent 
la partie lipidique des membranes et que, d'autre part, les lipides 
membrana1res modulent 1'interaction des herbicides avec leur site 
d'action. La mutation du polypeptide 32 kDa chez le biotype résistant à 
1'strazine ne semble toucher qu'indirectement la partie lipidique des 
membranes thylacoïdales, suite probablement à une adaptation secondaire 
du thylacolde. Cette modification affecte non seulement les propriétés 
de liaison et d'inhibition des herbicides type-diuron, mais encore le 
comportement d'activité photosynthétique et par conséquence le dévelop­
pement "au champ" du mutant. 

Au terme de cette étude, on peut se demander s'il était judicieux 
d'entreprendre une recherche sur 1'strazine et sur des biotypes 
résistants à cet herbicide...? En effet, plusieurs pays européens ont 
déjà interdit l'emploi de cette molécule sur leur territoire, la Suisse 
cherche une solution pour diminuer signtficativement les doses d'applica­
tion, voire de l'interdire. Quant à la résistance, voilà déjà plus de 
vingt ans que les premiers mutants ont été découverts et environ dix ans 
que la mutation a été localisée sur le polypeptide 32 kDa. 

Cependant, le nombre et la dispersion géographique des mauvaises 
herbes résistant aux herbicides se sont développés rapidement ces 
dernières années et la situation devient préoccupante. Ce type de 
mauvaises herbes existe dans 40 Etats des Etats-Unis, dans 8 provinces 
du Canada, dans 18 pays européens et dans 10 autres pays. A ce jour, 107 
types de mauvaises herbes résistant aux herbicides ont été identifiées, 
y compris 57 espèces dont le biotype est résistant aux triazines et 50 
résistant à 14 autres, catégories d'herbicides. 

Geographiquement, les mauvaises herbes résistant aux herbicides 
gagnent également du terrain d'année en année. On estime actuellement que 
pas loin d'un million d'hectares des USA sont infestés par des mauvaises 
herbes résistant aux herbicides à base de triazlne et qu'en outre, deux 
millions d'hectares au noins sont infestés au Canada et en Europe. 

La recherche a mis en évidence que la plupart des biotypes résistants 
à l'atrazine sont aisément contrôlables par d'autres herbicides. 
Néanmoins, force nous est de constater que l'ampleur du phénomène prend 
des dimensions épidémiques. C'est dans ce cadre qu'il devient indispens­
able d'intensifier la recherche sur la résistance, la génétique des 
mauvaises herbes et la biochimie (LeBaron, 1990). 
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ANNEXES 
annexe 1: 
VAR 

panta : R * B 1 ; 
tab : PACKED ARRAY [1.. IB,I..13] OF Rail ; 
choix,pania : CBAR : 
indi,indi,cont : Intagar ; 
nbr*,nbdonpa,anr*: Intasar ; 
chloro - E..1 ; 

PROCEDURE Ml*a_â_zéro : 
BEGIN 
IF choix - '(• THEN 
BEGIN 

ind2 :- 0 ; 
indi :- 0 ; 
nbra :^0 ; 
WhUa indi < 16 DO 
BEGIN 

Indi :- indi + 1 ; 
Whila ind2 < 13 DO 
BEGIN 

IndZ :- itìdZ » 1 ; 
tabflndl.ind2] :- 0000.00000 

END ; 
IndZ :- 0 

EKD ; 
EHD ; 

IF choix - 1O' IHEN 
BEGIN 

indi :• 0 ; 
Whila imi] < 16 DO 
BEGIN 

indi :- indi + 1 : 
FOR indZ ;- 3 TO B DO 
BEGIN 

tablindl.lndZ] :- 0000.D000D 
END ; 

END : 
Indi •- 0 ; 
Whila indi < 16 DO , 
BEGIN 

indi :- Indi + 1 ; 
• FOR lnd2 :• 8 IO 13 DO 

BEGIN 
tab[indl,ind2], :- 0000.00000 

END ; 
END ; 

EBD ; 
END ; 

PROCEDURE Präsentation : 
BEGIN 
(* prolantfltion tabLaau 1 
clrscr ; 
indi :- 0 ; 
cont :- nbdon * 2 ; 
FOR IndZ :- 1 TO nbdon DO 

Writ» C Ech ',IndZ,• ') : 
Writa (• Etalon •) ; 
Writa (• H O T '> ; 
Writa {-Cpninc ') ; 
Writaln ; 
Whila indi < nbre DO 
BEGIN 

indi :- indi + 1 ; 
I F ganr* • 1 THEN W r i t » ( t a b ( i n d l , l ) : B : * , ' • ) ; 
IF gatira - Z THEN W r i t a ( t a b [ i n d l , 2 ] : B : * , • ' ) ; 
FOR ind2 : - 3 TO e o n t DO 

Writa ( t a h [ i n d l . i n d Z ] : 5 : 0 . ' 1 I : 
FOR ind2 ; - J t o 9 DO 

Writa ( t e b [ i n d l . i n d 2 ] : 5 : 0 , - ' ) ; 
WrIL.Ln ; 

END ; 
RtndLn ( p a u i a ) ; 
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j * p r i « « n t a t i o n t a b l e a u 2 *) 
e i n e r ; 
H r i t a l n ( L S T ) ; Wrl ta ln 'LST) ; Writ«Ln(LST) ; 
W r i t « l n CLST1' M07 Cpminc 1 / f r e « Chl /bound bound/Chi ( b o u n d / C h D / C r a e ' ) ; 
H r I t . I n ( L S T ) ; 
FOR indi :- 1 TO nbre DO 
BEGIH 

Writ« (LST.Ubiindi,B]:5:0,' '.tablindl.B];3:0,• ') ; 
Writ. (LST.tabiindl,10):9:*,' ',tab[lndl,ll]:7:*,' 1I ; 
Writ» (LST,tabiindl,12):8:*, ' ' , tali [Indi, 131:8:*) ; 
WrItBIn(LST) ; 

END i 
EHD ; 

PROCEDURE Début ; 
BEGIN 

einer ; 
W r i t a l n ; W r i t l l l l ; W r i t e l n ; 
W r i t a l n C HERBICIDE BIKDIHG 
W r i t e l n C " • 
W r i t a l n ; W r i t a l n ; Writ«Ln : 
ganra : - 1 ; 
W r i t a l n ; 
Wrlta <' E n t r e r l a pant« ( C . é t a l o n ) —> ' ) 
Ra ad In ( pan t a ] 
W r i t a l n ; 
Wrlta (' Kb niesuret ptr é c h a n t i l l o n • • > 'J 
RaBdLn (nbdon) ; 
W r i t a l n ; 
Writ« C C o n c e n t r a t i o n c h l o r o p h y L l e s (mg/ml) —> '> 
Readln ( e h l o r o ) ; 

End ; 

Procedure « n t r e e j J o n n é e » ; 
Beg in 

W r i t e l n ; 
cont : - nbdon**+ 2 ; 
FOR indZ : - 3 TO cont DO 
BEGIH 

c l r s c r ; , 
W r i t a l n ( ' C o l o n n e Na : ' , ( i n d a - 2 ) , ' ( c p r a ) ' ) ; 
W r i t a l n ; 
FOR i n d i : - 1 TO nbr« DO 
BEGIN 

Wri t e ( ' V a l e u r ' , i n d i , ' — > ' ) ; 
Readln U a M i n d i . i n d 2 ! ) ; 

END ; 
EKD ; 

END ; 

Procedure Entr«e_conc ; 
BEGIH 

c l r i c r ; 
Writaln ; Writaln ; Writeln ; 
Writ«ln C Introduction do La concentration da la courbe étalon («M> ' ) ; 
Writaln ; 
indi :- 1 ; 
nbre :• 16 ; 
WHILE indi < 17 DO 
BEGIN 

Write ("Valeur ' , I n d i , ' — > ' ) ; 
Readln ( t a b t i n d l , 1 ) ) ; 
i f t a b i i n d i , 1] - 0 than 
BEGIN 

libra : - ( i n d i - 1) ; 
i n d i : - 16 ; 

END ; 
i n d i : - i n d i + 1 ; 

' END : 
EHD ; 

" > ; 
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PROCEDURE Entri« atalon ; 
BECIK 

einer : • 
Writeln ; Wrltaln : Writeln ; 
Wrltaln {' Introduction da lé courba italon (epn) ') ; 
Writ«ln ; 
FOR indi :- 1 TO nbra OO 
BEGIK 

W r l t i C V a l a u r ' . i n d l . " — > • ) ; 
Raadln < t « b [ i n d l . 7 ] > ; 

END ; . 
END : 

PROCEtNJRE C«le_»oy_Cfi i inc 
BEGIH 

,POR I n d i : - 1 t o nbra DO 
BEGIN 

U b [ i n d l , S ] 
t a b i i n d i , 9 ] 
( . • b l i n d i , I D ] 
t » b l i n d i , 1 2 ] 
( . » b l i n d i , 1 1 ] 
t » b l i n d i , 1 3 ] 

EHD ; 
END ; 

- ( t « b [ i n d l , 3 ] » t a b l i n d l . M + t a h [ t n d l , 5 ] + t a b [ l n d l , 6 ) ) I nbdon 
- t a b l i n d l , 7 ] - tubi i n d i , 6 ) ; 
: - 1 / ( t a b [ i n d l . 8 ] I p e n t . ] ; • 
: - ( t i b [ i n d l , j . n c t ) - ( t a h [ i n d l , 8 J / p a n t s ) ) / c h l o r o ; 
: - 1 / t a b [ i n d l . l 2 ] ; 
: - t a b t l n d l . l Z ) « t a b [ i n d l , 1 0 ] ; 

BEGIN 
c h o i i -.-1V 

Mi»a_*_z*ro ; 

Dabut ; 

WHILE Choi» <> 1H" DO 
BEGIH 

IF e h o i i - T - THEH 
BEGIH 

Entr*a_eone ; 

En t r * a _ * t a l o n ; 

END; 

Entr*»__donn*a» : 

Calc_aioy_cpniinc ; 

P r i t a n t a t l a n ; 

eLricr ; 
WrltaLn ; Mritaln : Hritaln ; 
Writ« (' Voulai-vout continuar e* progr 
RaadIn (choix) ; 

MH i iar 

END ; 

END. 
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HERBICIDE &DTOIHG Introduction de la concentration de la courbe étalon (uH] 

Entrer la pente ICÈtalon) . = > 31635 

Hb « s u r e s par échantil lon = > 1 

Concentration chlorophylles ( r ç / i l ) = > 0.05 

valeur 1 = 
valeur 2 = 
Valeur 3 •• 

Valeur 4 = 
Valeur 5 = 
valeur 6 : 
Valeur 7 : 
Valeur 8 = 
Valeur 9 : 
valeur 10 
Valeur I i 
valeur 12 
Valeur 13 
Valeur U 
Valeur 15 
Valeur 16 

=>.D12C4. 
=).01394 
=).01530 
=).01606 
=>.01B7B 
=),02222 
=) .'02564 
=).02386 
=).03303 
= > . 03661 
= > . 04260 
= > . 05127 
=) .07937 
=>.10375 
= > . 16633 
=) .22070 

Introduction de la courbe étalon (cpa| Colonne M : i [c») 

Valeur 1 
Valeur 2 
Valeur 3 
Valeur 4 • 
Valeur 5 • 
Valeur 6 
Valeur 1 

Valeur 8 
Valeur 9 • 
Valeur 10 
Valeur 11. 
Valeur 12 
Valeur 13 
Valeur 14 
Valeur 15 
Valeur 16 

=>331 

=>441 

=><81 
=>50S 

=>554 

=>7ûJ 

=>SU 
=>913 

=>i045 
=>115i 

=>1354 
=)1622 

=>2511 
=>3232 

=>5262 

=>65S2 

Valeur 1 
Valeur 2 
Valeur 3 
Valeur 4 
Valeur 5 
Valeur i 

Valeur 7 
Valeur a 
Valeur 9 
Valeur 10 
Valeur 11 
Valeur 12 
Valeur 13 
Valeur 14 
Valeur IS 
valeur 16 

=)6D 

=>53 

=>É3 

=>73 
=>93 

=>Î6 
=>99 

=>116 

=>122 
=)159 
=>302 

=)497 

=>1633 
=)3041 
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1 
0.0120 

0.0139 

0.0153 
0,0161 

D-OlSE 

0.0222 

0.02SS 
Û.02B3 

0.0330 

0.036( 

CD426 

0.0513 

0.079* 

0.1037 
0.166] 

Q.220? 

sch i : 
43 
4B 
£0 
56 
S3 

•73 
93 
66 
99 

116 
122 
155 
302 
497 

1È3E 

3041 

Etalon 

3Bl 
441 
464 
508 
554 
703 
EU 
513 

1045 

11M 
1354 

1622 

2511 

3262 

5262 

693; 

Hoy -I 

43 
4B 
60 
SG 
«3 
73 
93 
SS 
99 

116 
122 
Ì59 
302 
497 

1636 

3041 

:poinc 

m 
m 
m 
450 
531 
630 
71E 

827 
946 

104! 

1232 

1463 

2205 

2785 

3624 

3941 

Koy 

43 
4E 
60 
58 
63 
7] 
53 
BS 
99 

116 
12! 
159 
302 
497 

1638 

3041 

Cpiinc 

335 
353 
424 
450 
531 
630 
718 
827 
946 

1042 

12« 
1463 
2209 

2765 

3624 
3941 

i/free 

735,6977 

655.0625 

527.3500 
545.4310 

502.1429 
433.35É2 

340.1613 

367,8(63 

319.5455 
272.7155 

259.3033 
198.S623 
104.7517 

63.6519 

19.3132 
10.4023 

Gil/bound 

4.6313 

4.0245 
3.7304 

3.5145 

2.9732 
2.5110 

2.2026 

1.9127 

1.6722 

1.5178 
1.2333 
1.0S12 

0.7161 
0.5679 

0.4365 

0.461« 

bound/Chl 

0'.2i3ó 

0.2485 

0.3661 
0.2845 

0,3358 

0.396! 
0.4540 

0,5228 
0.59BQ 
0.65E9 

0,7769 
0.9249 
1.3965 

1.7608 

!.!910 
2.4914 

[bound/Chl1, 

157.1560 

1S3.7466 

141.3385 

155.192* 
166.6049 
172.5835 

154.4347 

192.3223 

191.0917 

179.6623 
201.9636 

184.0159 
146.2628 
112.0777 

44.247! 

!5.9181 
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Annexe 2.Ì (MGDG) 

O 50 100 150 200 250 300 

0 50 100 150 200 250 300 

_ i — , — i — . — ( -

0 50 100 150 200 250 300 

0 50 100 150 200 250 300 

Lime of hydrogénation (sec) 

50 iOO 150 200 250 300 

0 50 100 150 200 250 300 

time of hydrogénation (sec) 

Evolution des différents 
acides gras en 16 carbones 
pour le »onogalactosyl-
diacylglycérol (MGDG) des 
•eobranes thylacoldales de 
S. nigrum sensible (S, • ) et 
résistante (R,^) à 1'stra­
zine. 

(A) acide pa la i t ique 

(B) acide paln i to lé ïque 

(C) acide héxadecadién-
oïque 

(D) acides héxadecatr ié-
nolque (16:3) e t 
fcrans-9-octadécénolque 
( t l 8 : l ) 



272 

O 50 100 150 200 250 300 
H - I I I i 1 • 1 

Annexe 2.1 (HGDG) 

0 50 100 150 200 250 300 

0 50 100. 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300 

time of hydrogénation (sec) 

0 50 100 150 200 250 300-
SQr-

0 50 100 150 200 250 300 

time of hydrogénation (sec) 

Evolution des différents 
acides gras en 18 carbones 
pour le nonogalactosyl-
diacylglycérol (HGDG) des 
•eabranes thylacoldales de 
S. nigrum sensible (S,-)et 
résistante (R,<) a l'atra-
zine. 

(E) acide Gtéarique 

(P) acide olélque 

(G) acide linolélque 

(H) acide linolénique 
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Annexe 2.Z (DGDG) 

15 
O 50 100 150 200 250 300 

- i — . — i — . — i — . — i -

S 16: 0 

R 16:0 

"0 50 100 150 200 250 300 

time of hydrogénation (SEC) 

100 150 200 250 300 

0 50 100 150 200 250 300 

time of hydrogénation (sec) 

Evolution des d i f fé ren t s 
acides gras en 16 carbones 
pour l e digalactosyldiacyl-
glycérol (DGDG) des nenbra-
nes thylacoldales de S. 
nigrum sens ib le (S , - ) e t 
r é s i s t a n t e (R1-") à l ' a t r a -
z ine . 

(A) ac ides pa ln i t i que 
(16:0) e t palili t o i -
élque (16:1) 

(D) acides héxadecatriéno-
ïque (16:3) e t t r a n s -
9 - o c t a d é c é n o ï q u e 
( t l 8 : l ) 
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Annexe l.Z (DGOG) 
0 50 100 150 200 250 300 

0 50 100 150 200 250 300 

0 50 100 150 200 250 300 
< •»-"•• * . S O 

O 50 100 150 200 250 300 

time of hydrogénation (sec) 

BO 

^60 

^4Ot 

-H . 1 . 1 1 1 1 1 • h 

© 

0 50 iOO 150 200 250 300 

0 50 100 150 200 250 300 

UmR of hydrogénation (sec) 

Evolution des différents 
acides gras en 18 carbones 
pour le digalactosyldia-
cylglycérol (DGDG) des 
aeabranes thylacoldales de 
S. ni gru* sensible (S,-) et 
résistante (R,-") a l'stra­
zine. 

(E) a c i d e . s t é a r i q u e 

(F) a c i d e o l é l q u e 

(G) a c i d e l i n o l é l g u e 

(H) a c i d e l i n o l é n i q u e 
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Annexe 2.3 (SQDG) 

100 150 200 250 300 

Evolution des différents 
acides gras en 16 carbones 
pour le sulfoguinovosyl-
diacylglycérol (SQDG) des 
membranes thylacoldales de 
S, nigrum sensible (5,*) et 
résistante (R,^) à l'atra-
zine. 

(A) acide palaitique 

50 100 150 200 250 300 
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Annexe 2.3 (SQDG) 

O 50 100 150 200 250 300 

© 

0 50 iOO 150 200 250 300 

0 50 100 150 200 250 300 

0 50 100 150 200 250 300 

time of hydrogénation (sec) 

BO 

~60 

-40 

0 50 100 150 200 250 300 

© 

20 R 

Ql •zzi 
0 50 100 150 200 250 300 

time of hydrogénation (sec} 

Evolution des différents 
acides gras en is carbones 
pour le sulfoguinovosyl-
diacylglycérol (SQDG) des 
•eabranes thylacoldales de 
5. nigrum sensible (S,*] et 
résistante (B,*") à 1'stra­
zine. 

(E) acide stéarique 

(P) acide olélque 

(G) acide linolélque 

(H) acide linolènique 
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Annexe 2.4 (PG) 

O 50 100 150 200 250 300 - 0 50 100 150 200 250 300 

time of hydrogénation (sec) 

Evolution des d i f fé ren t s 
acides gras en 16 carbones 
pour l e phosphatidylgly-
cérol (PG) des aeabranes 
thylocoIdales de S. nigrum 
sensible (S , . ) e t r é s i s t ­
ante (R1

4) a ! ' s t r a z i n e . 

(A) ac ide p a l n i t i q u e 
(16:0) 

(D) a c i d e s héxadeca-
( 3 t r a n s ) - é n o ï q u e 
( t l 6 : l ) e t palmito-
leique (16:1) 



278 

Annexe 2.4 (PG) 

O 50 100 150 200 250 300 
25*—.—.—,—h——,—.-.,-.—,. 

0 50 100 150 200 250 300 

0 50 100 150 200 250 300 

0 50 100 150 200 250 300 

time of hydrogénation (sec) 

Evolution des différents 
acides gras en 18 carbones 
pour le • phosphatidylgly­
cerol (PG) des BGBbranes 
thylacoldales de S. nigrum 
sensible (S,•) et résis­
tante (R1

4) a l'atrazine. 

(E) acide stéarique 

(F) acide olélque 

(G) acide linolélqu« 

(H) acide linolénigue 

0 • 50 100 150 200 250 300' 

0 50 100 150 200 250 300 

time of hydrogénation (sec) 


