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R ES UM E

l e métabolisme des substances phénohques a été étudié â
robscunté et â la lumière chez des plantules de soja (Glycine max l) durant
trois stades de développement (plantules êqèes de 10, 17 et 24 jours).
Indépendamment de tout stress, nous constatons que la teneur en acides
phénols et en navcoordes. plus particuliérement les anthocyanes augmente
en fonction du stade physiologique de la plante. Par ailleurs l'absence de la
lumière a peu d'effet sur la teneur en ûavonoldes (anthocyanes et
aglycones f1avoniques) ; en revanche, la teneur en acides phénols est
fortement 'affectée ; cette diminution est due probablement a une
réorientation du pool des acides cirmamiq ues vers la biosynthèse des
ûavcncrdes plutôt que vers celle des acides phénols. Sur les plantules
Agées de 17j. nous avons montrés que t'obscurité entraTne une diminution
importante de l'activité de la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) enzyme
clé de la synthèse des substances phénoliques. De plus. les plantules de
Glycine max L développées à l'obscurité présentent un éttctement suivi de
chloroses qui se traduit par ra diminution de la teneur en pigments
pnoto svnmétlqces

Mots clés : Phénylalanine ammoma-/yase (PAL), flavonofdes, anthocyanes,
aglycones nevooq ues. acides phénols, fumiére, obscunté,
Glycine ma x L.
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SUMMARY

7S

The metabOlism of the phenolic substa nces was studJed at the
darkness and al lighl ln seedlings of soya (Glycme max L) during three
stages of development (old seed fings of 10, 17 and 24 days), Independently
o f aoy stress , we note that the con tents of aOO phenols and flavonoids,
more partJcu1ar1y the enmccyanes, inc reases according ta the physiological
stage of the plant. In addition the absence of Iight has Mtt1e effect on the
content of f1avonoids (anthocyanes and l'IaYOnit:: aglyconeS) ; a con trario, the
acid phe nolic content is strongly affected ; thrs reCluebon is due prOba bty ta a
reorientatJ()l"l of the poc:>I of the cmnarruc aces towards the biosyntl"lesis of
the flavonoides ratner than tcwams that of the acids phenols ln 17 days old
seed lings, we showed that Itle darkr.ess invoIves a si9mficant reduction in
the aetMty of phenylalanine ammonia-lyase (PAL) key enzyme of the
synthesis of the phenofic substances Moreover. the seed lings of Glycine
ma... l developed at dafkness prese nt an etiola tion followed by chlorosis
which resutts in the reduction ln the ccotent of photosynthetic: pigments

Key words : Phenylalanine ammonia-lyase (PAL), tlavonoTds. anthocyanes.
agtycones tlavonic, acid pheno/~. light. darlr.ness, Grycine max L
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1. INTRODUCTION

Les substances naturelles ou métabolites second aires illustrent les
formidables . capacités de synthèse des plantes qui, collectivement
synthébsent plusieurs dizaines de milliers de moléCules différentes reflétant
la divers ité des espèces végétales

Ces compoSéS ont été regroupés dans la catégorie des métabolites
secondaires d'une part parce QU'ils dérivent des métabolites prima ires mais
aussi parce qu'ils ne sont pas nécessaires au fonctionnement de base de la
ce/lule_ Ils ont été ainsi parfois assimilés a des produits de déchets ou
d'excrèëcn.

l es travaux de ces trois dernières décennies contribuent â
démontrer que ces moIéaJles , au-delà d'un intérêt industrie l certain, sont
actuellement connues comme étant des métabOlites ayant une grande
importa nce dans les processus bIOChimique et physiok)gique des plantes ;
par ai!leurs. ils sont étroitement impliqués dans les interactions plante­
environnement (Harbome, 1988 ; Rosenthal et 8erenbaum. 1991).

Les plantes pilotent leur développement en réponse aux signaux
environnementaux et cette c plasticité phénotypique ~ est une
ca raeténstJque fondamentale du régne végéta l. Les contraintes de
"environnement cu stress auxquels sont soumises les plantes peuvent être
groupées en quelques grands types : sècneresse (stress hydrique ), carence
en éléments nutritifs, abondance de substances chimiques , contraintes
mècenqces, ecteirement excess if ou insuffisant, températures trop basse s
ou trop élevé es...etc. Les plantes manifestent une capacité remarquable â
percevoir les paramètres physicc-cturruq ues de l'environnement et peuvent
déclencher des spectres parfois très complexes de réponses molécu laires,
rncrpnoçëoènques et métabolique s ; parmi ces dern iers , citons les
modifrcatlons du metabolisme des substances phénoliques.

La régulation de la biosynthèse des composés phénoliques est très
complexe et certainement différente d'une espèce à une autre. De
nombreux facteurs biotiques (infections parasita ires, bactériennes,
fongiques ou virales.. .) et abiotiques (température. salinité, stress hydrique ,
lumière UV... etc) interviennent dans la régulation des voies de biosynthèse
des substances phénoliques (Benveniste et al , 2000)

Dans ce contexte. il nous a semblé intéressant d'étudier l'effet de
l'obscunté sur la r~gulation du mètabchsme des substances phénoliques
(ne voncrces .et acides pbéncnques), du soja [Glycine ms :A. L. Ien étudiant :
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• l 'adivlté de la phénylalanine ammcnie-lyase (PAL), enzyme clé du
métabolisme des substances aromatiques. Elle es t responsable de
la transformation de la phénylalanine en acide ctnnamq ce,
précurseur de la biosynthèse des composés phénoliques.

• la quantité de âavcnctdes (a'l thocyanes et aglvconu navoniques)

• La quantrté d'ecees phénols

2. MATERIELS ET METHODES

Ce travail a été effectué sur des gra ines de soja, Glycine max L .
variété sponsor. fournies par Rustica-semences MondOl'lv tlle-France.

2.1. Mise en culture

les graines de soja sont désinfectées avec de reau de Javel pendant
dix minu tes. Elles sont ensuite rincées abonda mment AI reau. puis imbibées
dans de reau dlstllJée pendant troÎs heures. l es graines sont ensuite mises
AI germer dans des boites de pétri tapissées d'une doubfe couche de papier
absorbant, et arrosées tous les jccrs avec de l'eau distillée. Dès la percée
de la rad icule. les germ inations sont transférées dans des pots contenant du
teneau : ces derniers sont séparées en deux lots :

-:. Le premier lot est placé a la lumière dans une chambre culture avec
une photopériode de 1618 , JIN et une mé rmc oènode de 24-C le
jour, 18·C la nuit ; il est considéré comme lot témoin.

-:- Le deuxrèrne lot est ptece dans une chambre de culture, totalemen t
a l'obscurité avec une thérmopériode de 24·C le jour, l S·C la nuit.

2.2. Méthodes utilisées

2,2.1, Extraction et dosage de la phénylalanine ammonla-Iyase
( PAL)

l 'extraction de [a PAL est réalisée selon la méthode de Hoagland et
81.(1979) sur les premières feuilles tntohees de soja .

L'activité de la PAL est déterminée par la quantité d'acide
cmnamiq ue formée (a partir d'une quan tité donnée de son précurseur, la
phénylalanine) par heure et par quantité de protéines.
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Une cou rbe étalon est réalisée en parallèle a J'aide d'une solution
mère d'ac ide cinnamique a 0.1 mq.mt,".

2.2.2. Extraction et dos age des flavonoidea

Le protocole d'analyse repose sur l'hydrolyse acide des hétérosKies
du matènel végétal suivie d'une extraction des agtycones (Bath.Smith.
1954 : l ebreton el al., 1967 amélioré par l aracine . 1984). Il permet â la fois
le dosage des anthocyanes et des agtycones f1avon;ques.

2.2.3. Extract ion et dosage des acides pUna l.

l es ecdee phéflOls sont extraItS e l dOSés selon la technique de
RiberealHiayon (t968) , qui consiste â réaliser une hydrolyse alcaline des
composés pténoüques naturels du matériel végétal. libérant les acides
phénols de leurs combinaisons esters (-eO..Q..C·) suivie d'une hydroly se
acide destinée é rompre les naecos acéta ls (-e..o-c-) intervenant dans les
combinaisons de tyPe nètércsicque des acides phénols. Ces dern iers sont
sépares de lB phase aqueuse car de l'é ther dléthylique _

l a courbe étalon est établie à partir d'une solut IOn mère d'ecce
gall.que à 015 mg mt," , ecce phénol de la Série des acides benzorques .

2.2,4. Extraction et dosage des pigments folia ires

L'extracncn des pigments folia ires est faite par racétone, les teneurs
en chlorophylles et en cerctencrees sont déterminées selon les équations de
Lichtenthaler (1987).

2.2.5. Analyse statistique

Tous les tests sont ca lculés a part ir de l'application STATIST ICA 5.1
pour Windows
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3. RESULTATS

3.1. Effet de l'obscurité sur la morphologie des plantules
de soja

79

l es plantules croissant é la lumière (témOins) sont vigoureuses et
présentent des feuilles de couleur verte. Seule les premières feuilles sont
umtcnèes, les feuilles qui naissent après sont trifoliées (Ftg.1).

Comparativement aux plantules témoins, les ptantules croissant a
robscurité sont démesurément allongées et plus frêles ; en effet nous
constatons une augmentation de la taille des plantules en longueur par
prolongement excess if des entre-nœuds par rapport au témoin et une
diminutIOn de r ëcae sew des tiges. De plus, leurs feuilles sont réduites,
dépigmentéeS et de couleur Jaunâtre.

3.2. Effot do l'obscurité sur la tonour on plgmonts
chiorophylllons dos fouilles des plantulos do soja

SUIte a l'étiolement observé, nous avons étudié Je taux des pigments
chbrophyllrens dans les feuilles des plantules de soja de 17 jours.

les résultats de la figure 2 montrent que CI1ez les plantules de soja
témoins, les taux des chlorophylles a, chloro~ylles b el des carct èncrdes
atteignent respt7livement 1.970 :t 0.066 ~g . g ' , 0.885 :t 0.138 ~g .g . 1 et 0.524
t 0.033 ~gg' de matière végétale fraTche (MVF). Chez les plantules mises
a l'obscuri1é, le taux de chlorophylles a et b et caroténoïdes diminuent de
manière hautement signifICatives (au seuil de 1%) parrapport â leur témoin
respectif , celle teneur est de 0.023 t o.ooa ~g .g. pour la chlorophylle a,
001 3 . 0003 ~g . g. ' pour la chlorophylle b et de 0.064. 0.011 ~g .g. ' de
matière végétale fretcne pour les carotènotdes.
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Figure 2 : Teneur en chlorophylles a et b et en caroténo des des feuilles
des plantules de soja agées de 17 jours à la lumière et à
l'obscurité (Extraction à l'acétone et calculs selon les equations
de lichtenthaler, chaque valeur est la moyenne de trois
manipulations différentes, ....p< 0.01 représente le niveau de
significativité entre le témoin et le traité)

L'obscurité provoque une réduction de 98% de la teneur en
chlorophylles a et b et de 86% pour la teneur en caroténoTdes dans les
feuilles de plantules de soja.

Nos r ésultatsmontrent que l'obscurité provoque une diminution de la
teneur en caroténaïdes et une absence quasi-totale de chlorophylles,
entraînant le.phénomène d'étiolement. En effet, les plantules développées à

"obscurité ne synthétisent pas les chlorophylles , mais accumulent plutOt son
précurseur : la protochlorophyllide (Schoefs et et., 2000). La transformat ion
de la protochlorophyllide en chlorophylle nécessite obligatoirement de la
lumière. Des études ont montré également que les plantes qui se sont
développées à l'obscurité, peuvent contenir de petites quantités de
chlorophylles (Durchan et et., 1992). Cependant, cette chlorophylle n'est
probablement pas synthétisée au cours de cette période, mais proviendrait
plutOt d'un reliquat de la chlorophylle contenue dans l'embryon (SOddi et al.,
1999).
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3.3. Effet du stade de développement sur la teneur en
substances phénoliques

Nous avons suivi "évolution de la quantité des substances phénoliques
(anthocyanes, aglycones ftavonÎQues et acides phénols) durant trois stades
de développement des feu ÎI~ des plantules de soja.

Du point de vue pondéral, les anthocyanes occupe la majeur partie des
substances phénoliques étudiées (aglycones flavoniques et les addes
phénoliques).

la quantité d'anthocyanes des feuilles témoins augmente en
foncoon de l'age de la feuille. eûe est de 5.1 3 :t: 0.37 mg.g" de matière
végétale séche (MVS) chez les feuilles jeunes (de tO JI.puis elle augmente
de 26% pour atteindre une valeur de 6.93 ± 1 mg.g" de matière végétale
sèche chez les feuilles de 17 j avec une différence significative au seuil de
5%. les anthoeyanes s'accumulent fortement pout atteindre une valeur de
10.00 ± 2.02 mg,g·1de matière végétale sèChe chez les feuilles de pfantules
de 24). sort le double de la Quantité trouvée dans les feuilles des plantules
jeunes (Fig;3) avec CI ne diffé rence hautement ~niflCative au seuil de 1%.

Chez les plantules témoins nous remarquons une augmentation de
la teneur en acides phénols en fonction de rage des feuitJes. Elle est de
0.260 1:0.008 mg.g-t de matière végétale Sèche Chez les feuilles jeunes, par
la suite elle augmente pour atteIndre 0.39 1: 0.02 mg s" de matière végétale
sècne et 0.46 :!: 0.05 mg.g

o1 de matière végé tale sèche respectivement chez
les feuilles des plantules agées de 17 et 24 j (Fig.3).

l es feuilles des plantules plus àqées sont caractérisées par une
forte accumulation d'anthocyanes et d'acides phénols en fonction du stade
physiolog ique.

Concernant l'évolution des aglycones f1avoniques nos résultats
montrent que les feuilles jeunes des plantules témoins agées de 10 jours
accumule nt une quantité importante d'aglycones f1avoniques 0.49 :!: 0.02
mss" de matière végétale sèche , celle-ci ne varie pas de manière
significat ive chez les feuilles âgées de 17 j atteignant une valeur de 0.43 ±
0.12 mg.gOlde matière végétale sèche. puis nous notons une réduction de
60% chez les feuilles'les plus âgées (24 il soit 0.27 1: 0,04 mg.g

o

' de matière
végèta le s èche eveô une différence hautement signifICative au seuil de 1%
pour ce dernier (Fig, 3). Chez les plantes témoins, la quantité d'aglycones
f1avon iques diminue avec te vieillissement.

Il est intéressant de noter également que la diminution de la quantité
d'agtycones f1avoniques est paralléle a l'augmentation des anthocyanes et
des acides phénols,
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Figure 3 : Teneur en composés phénoliques (anthocyanes, aglycones tlavon iques et acides phénols)
en fonction du stade de développement des feuilles des plantules de soja (chaque valeur
est la moyenne de trois manipulations différentes, ..p< 0.01 et · p< 0.05 représente le
niveau de significativité entre le témoin et le traité) .
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En effet. la concentration des composées phénohques chez les
espèœs végétales varie en fonction du stade physiologique des plantes. et
de la répartition des carbohydrates entre le métabolisme primaire et
secondaire (Matsuld. 1996)

Elle vane aussi entre les types de plantes . les organes, les tissus. et
également . par l'aêtion des facteurs environnementaux (Boom. 1987 ;
Wa:erman et Mole. 1989 . Dœon et Parsa. 1995)

3.4. Effet de l'obscurité sur les composes phénoJiques des
feuilles des plantules de soja

3.• •1. Effe t de l'obscurité sur l 'activité de la PAL d•• f.ull~. des
plantules de soja

Cette étude a été réalisée sur des plantules de soja de 17 jours.
dans des conditions normales de luminosrté (1618. JIN) et â robscunté .

L'activité de la PAL est importante a la lumière ; et/e est de rOrdre de
54.1 4 1: 14.35 lJ9.h" .mg" de protéines. Cette aetJvité est réduite a
robscœuè : (12.74 .:t 1.7 IJQ h-' ,mg-1de protéines ), cette différence est
hautement stgnificative au seuil de 1% comparativement au témoin (Fig.4).

En effet. nous constatons une baisse de 76% par rapport au témoin.
Ces résultats montrent que l'activité de l'enzyme est lumière dépendante.
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Figure 4 : Effe de l'obscuri é sur l'activité de la PAL des feuilles des
plantules de soja (chaque valeur est la moyenne de rois
manipulations di érentes, --p< 0.01 représente le niveau de
significativité entre le témoin et le traité)

3.4.2. Effet de l'obscurité sur la teneur en anthocyanes de
feuilles de plantules de soja

Chez les feullies étiolées l'accumulation des anthocyanes durant les
différents stades de' développement se fait de la même manière que chez
les feuilles témoins, en effet le taux d'anthocyanes chez les plantes témoins
et étiolées varie peu.

La teneur en anthocyanes des feuilles des plantules de soja
étiolées, est de 5.90 ± 0.45 mg.g·' de matière végétale sèche, 7.28 ± 0.05
mg.g

O

' de MVS et de 9.43 ± 0.45 mg.g-1 de matière végétale sèche
respectivement pour les feuilles des plantules de soja stressées de 10 I. 17 j
et 24 j (Fig.5).
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Figure 5 : Evolution de la teneur en anthocyanes dans les feumes des
plant les de soja durant la croissance à la lumière et à l'obscurit é
(chaque vale r est a moyenne de trois manipulations différentes,
le niveau de signi lcaûvité est nulle).

Les tests statistiques montrent qu'il n'y a pas de différences
significat ives (au seuil de 5%) entre les plantules témoins et les plantules
stressées : la synthèse des anthocyanes n'est pas affectée par l'absence de
la lumière

Chez les plantules étiolèes, Je taux d'aglycones flavoniques
évolue de manière différente à celui des plantules témoins. En effet nous
notons une augmen tation de la teneur en aglycones f1avoniques en fonction
du stade de développement, cette teneur est de 0.38 ± 0.05 mg.g·' de
matière végéta le sèche et 0.60 ± 0.1 mg.g·' de matière végétale sèche
respectivement pour les plantules stressées agées de 10 et 17 j, ensu ite
cette teneur augmente de manière hautement significat ive au stade 24 j
pour atteindre 0.75 ± 0.05 mg.g" de matière végéta le sèche, soit une
augmen tation de 64% comparativement au témoin.
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3.4.3. Effet de l'obscurité sur la teneur en aglycones
f lavonlques des feuilles des plantules de soja

Vi ,2

>
~ ID Lumière 1CI 1,0
~ m Obscurité

":'~

**~ 0,8
5--"-'li
::l 0,6cr
'ë
0
;.

0.4
1=<Il

02 i...s
lJ
>.

0,0 iëi:
-e

10 J 17 J 24 J

87

Figure 6. Evolution de la teneur en aglycones flavoniques dans les feuilles
durant la croissance des plantules de soja témoins et mises à
l'obscurité (chaque valeur est la moyenne de trois manipulations
différentes, **P< 0.01 représente le niveau de significativité entre
les témoins et les traités).

3.4.4. Effet de l'obscurité sur la teneur en ac ides phénols des feuilles
des plantules de soja

Le taux d'acides phénols chez les plantules mises à l'obscurité est
très faible. quelque soit le stade de développement, il est de 0.087 ± 0.003
ros .s" . 0.1 16 ± 0.003 mg.g-' et de 0.085 ± 0.002 mg.g·' respect iveme nt pour
les feuilles des plantules de 10, 17 et 24 j. Les différences entre les témoins
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et les stressées sont hautement significatives au seuil de 1% durant les trois
stades de développement (Fig.?).
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Figure 7 : Evolution de la teneur en acides phénols dans les feuilles durant
la croissance des plantules de soja témoins et mises à l'obscurité
(chaque valeur est la moyenne de trois manipulations différentes,
**P< 0.01 représente le niveau de significativité entre les témoins
et les traités)
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4. DISCUSSION - CONCLUSIONS

Lors de la prem ière partie de notre travail nous avons mon tré que
les plantules privées de lumière présentent des déCOlorations dues a la
dispar ition des chlorophylles et un allongement spectaculaire des entre­
nœuds. c'est le phénomène d'étiolement Cene cro issance en longueur est
réalisée au dépend de la croissance en épaisse ur.

A robscunté, les mécanismes accu mulateurs et transformateurs
d'éne rgie (photosynthèse et respiration ) sont perturbés ; ce qui a pour
conséquence racseoce de rénergie nécessaire a la synthèse des différen ts
composants de la manère vivante et donc de la paroi. ainsi. la fragilité de la
plante est a~si due a une paroi très fine (Tissut et Severin, 1984)

La perturbation de la crorssaoce et la diminution de la biomasse des
feualles est due a une baisse d'accumu lation du carbone due a la réduction
de la cepacrtè photosynthétique . l'abaissement du pool de carbone aura it
pour conséquence une inhibrtlOn de la synthèse des protéines. Par ailleurs ,
la croissance des pfantutes peut-être auss i affectée par B modifIcation du
métabolisme durant rexposibon des plantules a rcoscaotë, due â
rc rentation du pool de carbone vers la voie des phénylpropanoldes plutOt
que vers celles des métabolites primaires (sucres, protéines•...etc) (laakso
er al .• 2000) .

Le passage du méta bolisme primaire au métabolisme secondaire se
fa it grace â la phén ylalanine ammonia-Iyase (PAL), qui est cons idérée
comme étant l'enzyme dé de la synthèse des composés phénoliques. En
présence de la lumière. l'activité de la PAL des plantules de SOla augmente.
alors q u'elle diminue fortement â l'obscurité. La PAl est donc une enzyme
lumière dépendante (Richter. 1993) La compréhension de ta régulation de
cette enzyme est compliquée davantage parce que l'enzy me est présente
sous forme de plusieurs isoenzymes et dans différents emplacemenl
subcellulaires, chacune d'entre elles est responsable d'un pool d'acides
cinnamiques particulier, (Nlshizawa el et.. 1979).

, Nous avons remarqué chez les plantules témoins que la diminution
de la q uantité d'aglycones f1avonique s en fonction de l'age des plantes est
paralléle a l'augmentation des anthocyanes et des acides phénols. Nous
pouvons souligne r qu'indépendamm ent de tout stress . Il existe une
régulation liée au stade de développement des feuilles permettant de
favoriser certains com posés phénoliques par rapport a d'autres (Matsuki .
1996).
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Les ' plantules privées de lumière présentent une diminution
importante de la quantité d'acides phénols, alors que celle des f1avonoides
est peu affectée. L'obscurité inhiberait l'isoenzyme PAL responsable du pool
d'acides cinnamiques intervenant dans la synthèse des acides phénols ce
qui entraînerait une diminution de ces derniers et sera it sans influence sur
l'isoenzyme PAL, responsable du pool d'acides cinnamiques qui
interviennent dans la synthèse des f1avonoTdes (Fig. 6).

. . .. ... 1

Obscur

Ob cur

Ftavone

Fig ure 8 : Schém a représenlant l'effet de l'obscurité sur le

métabolisme phénolique (A : accumulation, 1:
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L'obscunté n'altère pas la synthèse des anthocyanes des plantules
de soja, car leur quantitè èvc rue comme celles des ~antules développées .a
la lumière. mais ella stimule celle des agtycones flavoniques, le taux de ces
derniers augmente avec la censs ence des plantules et atteint son maximum
chez les plantules aduttes, cela est probablement dO a la stimulation des
enzymes responsables de la synthèse des aglycones ftavoOlques.

Nos résultats ont montré que les ptantuJes de soja étiolées
présentent une diminution importante de la quantité d'acides phénols par
rapport aux plantules témoins. alors que cene des ftavonoldes est peu
affectée. Cette variation de la quantité de ces composés serail due a leur
compébtion pour le même substra t ou .a une sous régulabon par la
présence de plusieurs isoenzymes de la PAl, qui oriente le taux de
cinnamate vers la voie de la biosynthèse des f1avonoldes (Tegelberg et
Julkunen-TiinO, 2001)
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