
HAL Id: tel-01763435
https://theses.hal.science/tel-01763435

Submitted on 11 Apr 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Biosynthèse des composés odorants chez différents
Pelargonium utilisés pour la production d’huile

essentielle
Bernard Blerot

To cite this version:
Bernard Blerot. Biosynthèse des composés odorants chez différents Pelargonium utilisés pour la pro-
duction d’huile essentielle. Biologie végétale. Université de Lyon, 2016. Français. �NNT : 2016LY-
SES003�. �tel-01763435�

https://theses.hal.science/tel-01763435
https://hal.archives-ouvertes.fr


ACADEMIE'DE''LYON'
'

UNIVERSITE'JEAN'MONNET'
'

THESE'
Pour'obtenir'le'grade'de'Docteur'en'Sciences''

'
Discipline':'Biologie'et'Physiologie'Végétales'

'
'

Biosynthèse'des'composés'odorants'chez'différents'
Pelargonium'utilisés'pour'la'production'd’huile'

essentielle'
'
'

Par'
'

Bernard'BLEROT'
'

'
'
''
' '
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
Soutenue'le'18'janvier'2016!devant'le'jury':''
'
Mme'Nathalie'GUIVARC’H,'Professeur,'Université'de'Tours'' ' ' ' '''''''''Rapporteur'
M.'Philippe'HUGUENEY,'Directeur'de'recherche'INRAWColmar'' ' ' ' '''''''''Rapporteur''
Mme'Martine'HOSSAERT,'Directeur'de'recherche'CNRSWMontpellier'' ' '''''''''''''''''''''Examinatrice''
M.'Fabrice'FOUCHER,'Directeur'de'recherche'INRAWAngers'' ' ' ' '''''''Examinateur'
M.'Xavier'NESME,'Ingénieur'de'recherche'INRAWLyon' ' ' ' ' '''''''Examinateur''
Mme'Sylvie'BAUDINO,'Professeur,'Université'de'StWEtienne'' ' ' ''''''''''Directrice'de'thèse''



'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

' '

'

' '

'

'

'

'
Adresse'du'laboratoire':'' ' ' ' ' Adresse'de'l’entreprise':'
Laboratoire'de'biotechnologies'végétales'' ' ' Laboratoire'Monique'Rémy'
appliquées'aux'plantes'aromatiques'et'médicinales'' ' IFF,'International'Flavors'&'Fragrances'
23'rue'du'Docteur'Paul'Michelon'' ' ' ' Parc'd’activité'des'Bois'de'Grasse'
42023'SaintWEtienne'Cedex'2'' ' ' ' ' 18W20'Avenue'Joseph'Honoré'Isnard'
France' ' ' ' ' ' ' ' 06130'Grasse'

France'



,

,

,

,

,

,

,

,

,

,

,
A,Sophia,,,



2,Sommaire,2,

SOMMAIRE!
' '
REMERCIEMENTS……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….………………….1'
'

RÉSUMÉ………………………………………………….……………………………………………………………………………………………………………………………………….……………4'
'

ABSTRACT……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………5
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !!!!!!!!!!!!! ' !

LISTE!DES!ABRÉVIATIONS…………………………………………………………..………..…………………………………………………………………………………...……6!
!!!!!!!!!!!!!

LISTE!DES!FIGURES………………………………………………………………………………………..…………………………………………………………………..…………...……8!
'

LISTE!DES!TABLEAUX……………..………………………………………………………………………………………………………………………….……………….……...……13!
'
'

CHAPITRE!I!=!INTRODUCTION……………………………………………………………………………………………………………………………………………..…….15'
'

AVANTWPROPOS…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….…..…….15'
'

I.'BOTANY,'AGRONOMY'AND'BIOTECHNOLOGY'OF'PELARGONIUM'USED'FOR'ESSENTIAL'OIL……………..…….16'
'

II.'LE'PROJET'PELARGONIUM'EN'ÉGYPTE……………..........................................................................................................................42'
II.1'Le'Pelargonium'dans'la'parfumerie……………………………………………………………………………………………….….…..……43'

' ' II.1.1'L’histoire'de'la'culture'du'Pelargonium………….……………………………………………………...…….……43' ' '
' ' II.1.2'Les'produits'issus'du'Pelargonium………….………………………………………………………………..……...……44'
' ' II.1.3'L’utilisation'des'produits'issus'du'Pelargonium………….………………………………………………..…45'

II.2'L’état'actuel'de'la'culture'du'Pelargonium'égyptien………….………………………………………….………..…..……46'
II.2.1'La'production'conventionnelle'à'BeniWSouef………….…………………………………………..……………46'
II.2.2'Le'marché'de'l’HE'du'Pelargonium'égyptien………….……………………………………….……..……..…47'

II.3'Le'partenariat'IFFWLMR'et'Hashem'Brothers………….……………………………………………………………..……….………48''
'

III.'LES'COV………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………50'
III.1'Le'rôle'des'COV………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………51'

' ' III.1.1'L’attraction'des'pollinisateurs………………………………………………………………………………………………….53'
III.1.2'La'défense'contre'les'agresseurs……………………………………………………………………….….….……………55'

' ' ' III.1.2.1'La'défense'directe…………………………………………………………………………………..…….………….57'
III.1.2.2'La'défense'indirecte………………………………………………………………………………..……….……..60'

III.1.3'La'communication'entre'plantes………………………………………………………………….………….…….………62'
III.1.4'La'défense'face'aux'stress'abiotiques………………………………………………………………………….………64'

' ' ' III.1.4.1'Les'COV'peuvent'détourner'un'excès'd’énergie………………………….…...…..…64'
' ' ' III.1.4.2'Les'COV'peuvent'agir'comme'antioxydants……………………………….….…...…..…67'

III.1.4.3'Les'COV'peuvent'agir'comme'stabilisateurs'membranaires……...………69'
III.1.5'La'combinaison'des'stress…………………………………………………………………………………………….…..………70'

III.2'Les'facteurs'influençant'l’émission'des'COV……………………………………………………………………………………………………71'
III.2.1'Les'facteurs'physiques……...……………………………………………………………….……..…………………………..……72'

' III.2.2'Les'facteurs'biologiques……...………………………………………………………………………………………………..……73'
' III.2.3'L’impact'du'changement'climatique'sur'les'futures'émissions'de'COV……..…..…74' '
III.3'Le'stockage'et'l’émission'des'COV……………………………………………………………………………………………………..…………………78'
' III.3.1'Le'transport'des'COV'dans'la'cellule……...………………………………………………………………………...…78'



2,Sommaire,2,

' III.3.2'Le'stockage'des'COV……...………………………………………………………………………………………….……………...…81'
' ' III.3.2.1'Le'stockage'intracellulaire……...………………………………………………………………………...…81'
' ' III.3.2.2'Les'structures'spécialisées'de'stockage'et'd’émission..........................…82'
' ' ' III.3.2.2.1'Les'trichomes'glandulaires..............................................................…84'
' ' ' III.3.2.2.1'Les'canaux'résinifères........................................................................…87'
III.4'La'biosynthèse'des'COV…………………………………………………………………………………………………………………………..…………………88'

' ' III.4.1'La'biosynthèse'des'phénylpropanoïdes/benzénoïdes.................................................…89'
' ' III.4.2'La'biosynthèse'des'dérivés'd’acides'gras'(voie'des'oxylipides)'.............................…91' '

III.4.3'La'biosynthèse'des'terpènes'et'terpénoïdes....................................................................…93'
' ' ' III.4.3.1'La'formation'de'l’IPP'et'du'DMAPP..................................................................…95' '
' ' ' III.4.3.2'La'formation'des'prényl'diphosphates...........................................................100'

III.4.3.3'La'formation'des'terpènes……………………………………………………….………………….……103'
' ' ' III.4.3.4'La'formation'des'terpénoïdes………………………………………………………………….………112'

III.5'La'perception'des'COV……………………………………………………………………………………………………………………………..……...………115'
'

IV.'LES'BIOTECHNOLOGIES'VÉGÉTALES……………………………………………………………………………………………………………………………………119''
' IV.1'Intérêt'des'biotechnologies'végétales……………………………………………………….………………………………………..….………120'
' IV.2'Les'biotechnologies'et'l’industrie'de'la'parfumerie………………………..……………………….……………………….………122'
' ' IV.2.1'Sélection'des'molécules'd’intérêt………………………………………………………….…………..….………123'
' ' IV.2.2'Identification'du'végétal…………………………………………………………………….……………………….………126'
' ' IV.2.3'Etude'des'voies'de'biosynthèse'et'des'enzymes'clés……………………………….….………126'
' ' IV.2.4'Les'biotechnologies'comme'aide'à'la'sélection'variétale…………………………..………127''
' ' IV.2.5'Les'biotechnologies'pour'produire'des'OGM'de'plantes………………….……….………129'
' ' IV.2.6'Les'biotechnologies'pour'produire'des'OGM'de'microWorganismes……..…..…133'
' IV.3'Les'biotechnologies'et'l’industrie'pharmaceutique……………………………………………..……………………….….………137'
' IV.4'Les'biotechnologies'et'l’industrie'agroalimentaire…………………………………………………...………………….….………141'
'

V.'CONCLUSIONS……………………………………………………………………………………………………………………………………………………..…………………………143'
VI.'OBJECTIFS'DE'LA'THÈSE……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………144'
'
'

CHAPITRE!II!=!MATÉRIELS!ET!MÉTHODES…………………………………………………………..………………………..…..………………….……..……..……147!
'

I.'MATÉRIEL'VÉGÉTAL,'SOUCHES'ET'PLASMIDES…………………………………………………………………………………………………….….………147'
' I.1'Le'matériel'végétal…………………………………………………………………………………..……………………………………….……………….…………147'

I.1.1'Pelargonium…………………………………………………………………………………………………………………..………....……..147'
I.1.2'Nicotiana,benthamiana………………………………………………………………………………………………………..…....147'

' I.2'Les'souches'bactériennes…………………………………………………………………..……………………………………………………………….…....150'
' ' I.2.1'Escherichia,coli…………………………………………………………………………………………………………………………….....150,
' ' I.2.2'Agrobacterium,tumefaciens………………………………………………………………………………………………….....150'
' I.3'Les'plasmides…………………………………………………………………………………………………………………..………………………………………..…....151'
' ' I.3.1'Plasmide'de'séquençage,'multiplication'et'conservation'des'gènes…………...…....151'
' ' I.3.2'Plasmides'd’expression'bactérienne…………………………………………………………………………..……....152'
' ' I.3.3'Plasmides'pour'l’expression'dans'les'cellules'végétales………………………………………......154'
' ' ' I.3.3.1'Transformation'transitoire………………………………………………………………….…………......154'

I.3.3.2'Transformation'stable………………………………………………………………………………………......155'
'

II.'TECHNIQUES'DE'BIOLOGIE'MOLÉCULAIRE…………………………………………………………………………………….…………………………………156'
' II.1'Extraction'd’acides'nucléiques……………………………………………………………………………………………………………………………..156'
' ' II.1.1'Extraction'd’ARN'totaux'à'partir'des'jeunes'feuilles'de'Pelargonium……………...156'



2,Sommaire,2,

II.1.2'Purification'd’ADN'plasmidique'(Mini'préparation'd’ADN'plasmidique)…….....157'
' II.2'Obtention'd’ADN'complémentaire……………………………………………………………………………………………………………….…....158'
' ' II.2.1'Traitement'à'la'DNAse…………………………………………………………………………………..…..……………….…....158'

II.2.2'Réaction'de'réverseWtranscription……………………………………………………………………………………....158'
II.2.3'Vérification'de'la'qualité'des'ADNc'sur'gel'd’électrophorèse……………………………....159'
II.2.4'Vérification'de'la'qualité'des'ADNc'par'«'fausse'»'rétroWtranscription…….........159'

' II.3'Construction'de'la'banque'd’ADNc'double'brin'pour'la'RACEWPCR……………………………………..…………....160'
' ' II.3.1'Purification'des'ARN'messagers………………………………………………………………………………..……......160'
' ' II.3.2'Obtention'de'la'banque'd’ADNc'double'brin…………………….……………………..……….………....160'

II.4'Techniques'd’amplification'de'l’ADN'par'PCR…………………………………………………………………………………………......161'
II.4.1'Amplification'par'oligonucléotides'dégénérés……………………………………………..…………......161'
II.4.2'RACEWPCR………………………………………………………………………………………………………………………..…………….....161'
II.4.3'Marche'génomique…………………………………………………………………………………………………..………..…......162'
II.4.3'PCR'Inverse…………………………………………………………………………………………………………………..……………......163'
II.4.5'RTWPCR'semiWquantitative……………………………………………………………………………………..……………......164'
II.4.6'RTWPCR'quantitative'(qPCR)'…………………………………………………………………………………..………….......165'

II.5'Techniques'de'clonage…………………………………………………………………………………………………………………………………………......167'
II.5.1'Purification'sur'gel'des'fragments'PCR…………………………………………………………………..……......167'
II.5.2'Clonage'de'fragments'dans'les'vecteurs'pGemTWeasy'et'pCRWBlunt……………......167'
II.5.3'SousWclonage'par'recombinaison'avec'le'système'GATEWAYTM……………………….....168'

II.6'Expression'de'protéines'recombinantes…………………………………………………………………………………………………….......170'
II.6.1'Conception'des'différentes'constructions'des'TPS……………………………………..………........170'
II.6.2'Expression'dans'Escherichia,coli…………………………………………………………………………...................170'

II.6.2.1'Transformation'des'bactéries'thermoWcompétentes………………………......170'
II.6.2.2''La'technique'de'production'des'enzymes'dans'les'bactéries……......171'''
II.6.2.3''Production'des'bactéries'thermoWcompétentes………………………………......171'

II.6.3'Expression'in,Planta'via'A.,tumefaciens……………………………………………………………..…….........173'
II.6.3.1'Transformation'des'bactéries'thermoWcompétentes……………...………......173'

II.7'Purification'de'protéines'recombinantes………………………………………………………………………………………………..…......174'
II.7.1'Lyse'cellulaire'et'centrifugation………………………………………………………………………………………......174'
II.7.2'Chromatographie'd’affinité'sur'résine'de'chélation'de'cations'métalliques...174'

II.8'Tests'd’activités'des'terpène'synthases………………………………………………………………………………………………………......176''
II.9'Analyse'des'protéines'par'SDSWPAGE……………………………………………………………………………………………………………......176''
II.10'Obtention'de'plantes'transgéniques…………………………………………………………………………………………………………......178'

II.10.1'Transformation'transitoire'de'feuilles'de'tabac………………………………………………..…......178'
II.10.2'Transformation'stable'de'plants'de'Pelargonium'et'de'tabac………………………......179'
'

III.'TECHNIQUES'DE'BIOWINFORMATIQUE…………………………………………………………………………………….………..………………………………181'
III.1'Préparation'd’une'banque'd’ADNc'normalisée'et'pyroséquençage'454………………………………….......181'
III.2'Analyse'des'séquences'obtenues………………………………………………………………………………………………..……………….......181'
'

IV.'TECHNIQUES'CYTOLOGIQUES…………………………………………………………………………………….…………………………………………………………182'
' IV.1'Microscopie'électronique'à'balayage'environnemental…………………………………………..………………….….......182'
' IV.2'Microscopie'confocale…………………………………………………………………………………………………………………………..…….…….......182'
'

V.'TECHNIQUES'D’ANALYSES'DU'PARFUM……………………………………………………………………..………………….…………………………………183'
V.1'Extraction'par'solvant…………………………………………………………………………………………………………………….………………….........184'

V.1.1'Extraction'à'partir'de'végétal'frais…………………………………………………………………..………….........184'
V.1.1.1'Les'extractions'aux'laboratoires'…………………………………………….…………….….......185''



2,Sommaire,2,

V.1.1.2'Réalisation'd’un'absolu'au'laboratoire'de'IFFWLMR……………………….........185'
V.1.1.3'Réalisation'de'microWextractions'au'LBVpam……………………………...…….......187'
V.1.1.4'Réalisation'de'microWextractions'en'champ'en'Égypte………….….….......188'

V.2'Distillation'par'vapeur'd’eau………….………………………………………………………………………………………………………….…….......189'
V.2.1'Le'principe'de'l’hydrodistillation'et'de'la'distillation'à'la'vapeur'd’eau……….....189'
V.2.2'Obtention'd’une'HE'de'Pelargonium'au'laboratoire'de'IFFWLMR…………………….....190'
V.2.3'Obtention'd’une'HE'de'Pelargonium'en'conditions'industrielles'en'Égypte...192'
V.2.4''Obtention'd’une'HE'Pelargonium'par'stripping'en'Égypte……………………………........192'
V.2.5'Extraction'sur'des'eaux'de'distillation………………………………………………………………………........195''

V.3'Analyse'des'composés'volatils'par'GCWFID'et'GCWMS…………………………………………………………………………........196'
V.3.1'GCWFID………………………………………………………………………………………………………………………………………….......196'
V.3.2'GCWMS………………………………………………………………………………………………………………………………………….......196'

V.4'Identification'des'composés…………………………………………………………………………………………………………………………….......197'
V.5'Traitements'statistiques………………………………………………………………………………………………………………………………….….......198'

'

VI.'PROTOCOLES'DES'ESSAIS'DE'CULTURE'DU'PELARGONIUM………………………………………………………………….………………199'
VI.1'Traitements'des'17'parcelles'R&D'en'Egypte'en'2013……………………………………………………………….…….......199'
VI.2'Traitements'des'10'parcelles'R&D'en'Egypte'en'2014………………………………………………………………….….......200'
VI.3'Comparaison'des'rendements'en'HE'de'jeunes'feuilles'et'de'feuilles'plus'âgées…………………...202''
VI.4'Préfanage'du'Pelargonium'cv.'‘rosat’'à'Grasse…………………………………………………………………………….……….......202'
VI.5'Culture'des'Pelargonium'cv.'‘rosat’'en'conditions'contrôlées'au'LBVpam…………………………….......203'

'
'

CHAPITRE!III!=!RÉSULTATS!I!:!CARACTÉRISATION!DES!TERPÈNE!SYNTHASES……………………..….….…..……205!
'

I.'CHOIX'DES'TERPÈNE'SYNTHASES'À'ÉTUDIER………….…………………………………………………………………………………………..……………205'
I.1'Analyses'des'VOC'des'huiles'essentielles'commerciales……………………………………………………………..…….......205'

'

II.'OBTENTION'D’UN'TRANSCRIPTOME'DE'FEUILLES'DE'PELARGONIUM'CV.'‘ROSAT'GRASSE’………….………208'
' II.1'Analyse'de'la'banque'de'transcriptome…………………………………………………………………………………………….……….......208'
' II.2'Recherche'de'séquences'correspondant'à'des'TPS………………………………………………………………….………….......210'
'

III.'CLONAGE'ET'ANALYSES'DES'SÉQUENCES'DES'QUATRE'TERPÈNE'SYNTHASES……………………..……………….......212''
' III.1'Caractérisation'fonctionnelle'de'quatre'terpène'synthases………………………………………………….……….......212'
' ' III.1.1'Expression'et'purification'des'terpène'synthases………………………..…………….….…….......212'

III.1.2'Test'd’activité'des'terpène'synthases……………………………………………………………….….…….......214'
' ' ' III.1.2.1'Caractérisation'fonctionnelle'de'la'géraniol'synthase……………...….......215'
' ' ' ' III.1.2.1.1'Analyse'de'la'séquence'de'PhGES………………………………..…….......215'
' ' ' ' III.1.2.1.2'Test'd’activité'de'la'protéine'PhGES……………………..………….......217'

III.1.2.1.3'Localisation'de'PhGES………………………………………………………..…….......217'
III.1.2.2'Caractérisation'fonctionnelle'de'la'1,8Wcinéole'synthase……….…........219'

III.1.2.2.1'Analyse'de'la'séquence'de'PhCINS………………………..………….......219'
III.1.2.2.2'Test'd’activité'de'la'protéine'PhCINS……………………………….......219'

III.1.2.3'Caractérisation'fonctionnelle'de'la'myrcène'synthase………….….….......220'
III.1.2.3.1'Analyse'de'la'séquence'de'PhMYS…………………………………….......220'
III.1.2.3.2'Test'd’activité'de'la'protéine'PhMYS…………………………….….......220' '

III.1.2.4'Caractérisation'fonctionnelle'de'la'10WγWépi'eudesmol'synthase….221'
III.1.2.4.1'Analyse'de'la'séquence'de'PhEDS………………………………….….......221'
III.1.2.4.2'Test'd’activité'de'la'protéine'PhEDS…………………………..…….......221'

III.2'Comparaison'des'séquences'des'TPS………………………………………………………………………………………………………….......224'



2,Sommaire,2,

III.3'Profils'd’expression'des'quatre'TPS'de'Pelargonium………………………………………………………………………….......227'
III.3.1'Profils'd’expression'analysés'par'RTWPCR'semiWquantitative…………………..….......227'

III.3.1.1'Profil'd’expression'de'PhGES………………………………………………………………….….......228'
III.3.1.2'Profil'd’expression'de'PhCINS………………………………………………………………….........229''
III.3.1.3'Profil'd’expression'de'PhMYS…………………………………………………………………….......229''
III.3.1.4'Profil'd’expression'de'PhEDS………………………………………………………………….….......229'

III.3.2'Profils'd’expression'quantitative'de'PhGES'et'PhEDS………………………………………………….......229''
' '

IV.'EXPRESSION'DES'TPS'IN,PLANTA………………………………………………………………………………………………………….……..……………….......232'
IV.1'Expression'transitoire'de'PhGES'et'de'PhEDS'dans'les'feuilles'de'Nicotiana,,
,,,,,,,,benthamiana……………………………………………………………………………………………………………………………….………………………….......232,
IV.2'Expression'stable'de'PhGES'et'de'PhEDS'in'planta'dans'les'feuilles'de'Nicotiana,,,,,
,,,,,,,,benthamiana'et'de'Pelargonium…………………………………………………………………………………………………….………..….......233'
'

V.'CONCLUSIONS………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….……………….......234'
'

CHAPITRE!IV!=!RÉSULTATS!II!:!DIVERSITÉ!DES!COV!DANS!LE!GENRE!PELARGONIUM..……….….…235,
'

I.'ANALYSES'OLFACTIVES'ET'CHIMIQUES'DES'PELARGONIUM……………………..……………………………………………………….......235'
I.1'Caractérisation'olfactive'de'64'accessions'de'Pelargonium…………………………………………………………..….......235'
I.2'Caractérisation'chimique'de'64'accessions'de'Pelargonium………………………………………………………...….......237'

II.'ANALYSE'DES'RÉSULTATS'BRUTS……………………..…………………………………………………………………………………………………….……….......238'
II.1'Analyse'en'composantes'principales'sur'l’ensemble'des'accessions……………………………………...….......238'
II.2'Analyse'sur'un'sousWjeu'de'données………………………………………………………………………………………………………...….......239'

II.2.1'Analyse'en'composantes'principales………………………………………………………………………..….......239'
II.2.2'Analyse'discriminante……………………………………………………………………………………………………...….......240'
II.2.3'Classification'hiérarchique'agglomérative………………………………………………………..…...….......243'

II.3'Analyses'après'classification'des'COV'par'voie'de'biosynthèse………………………………………………….….......246'
II.3.1'Analyse'en'composantes'principales…………..……………………………………………………………….......249'
II.3.2'Analyse'discriminante…………..…………………………………………………………………………………………….........249'
II.3.3'Classification'hiérarchique'agglomérative……………………………………………………………..….......252'

III.'CONCLUSIONS………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….......254'
'

CHAPITRE!V!=!RÉSULTATS!III!:!CULTURE!DU!PELARGONIUM!ET!PRODUCTION!D’HUILE!
ESSENTIELLE!EN!ÉGYPTE..……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………257!
'

I.'AMÉLIORATIONS'DU'PROCÉDÉ'D’EXTRACTION………………………………………………………………………….…………….……………….......257'
' I.1'Optimisation'de'la'distillation……..………………………………………………………………………………………………………………..….......257'
' I.2'Optimisation'de'la'distillation'avec'stripping………………………………………………………………………………………..….......259'
'

II.'AMÉLIORATIONS'DES'PRATIQUES'CULTURALES'DU'PELARGONIUM'EN'ÉGYPTE……..…………..……………….......263
' II.1'Amélioration'des'paramètres'de'la'plantation…………………………………………………………………………………...….......263'

II.2'Amélioration'des'paramètres'de'croissance'……………………………………………………………………………………….….......265'
II.2.1'Rendements'obtenus'en'2013……………………………………………………………………………………..….......265'
II.2.2'Rendements'obtenus'en'2014……………………………………………………………………………………..….......267'
II.2.3'Rendements'obtenus'en'2015……………………………………………………………………………………..….......268'

II.3'Etude'de'l’impact'de'la'taille'sur'le'rendement'en'HE………………………………………………………………..…..….......269'
II.4'Amélioration'des'paramètres'de'la'récolte'………………………………………………………………………………………….….......270''

II.4.1'Le'préfanage……………………………………………………………………………………………………………………..…..….......270'
' II.4.1.1'Expérience'de'préfanage'en'Égypte………………………………………………..…..….......270'



2,Sommaire,2,

II.4.1.2'Expérience'de'préfanage'à'Grasse………………………………………………..……...….......272'
II.4.2'La'coupe……………………………………………………………………………………………………………………………………….......274'
II.4.3'La'période'de'récolte…………………………………………………………………………………………………….…..….......275'

II.5'Etude'de'l’influence'des'conditions'de'culture'sur'la'composition'de'l’HE'pour'les''
'''''''cultivars'‘rosat’…………………………………………………………………………………………………………………………………………….….…..….......276'

II.5.1'Production'de'P.'cv.'‘rosat'Chine’'et'P.'cv.'‘rosat'Bourbon’'en'Égypte…..….......276'
II.5.2'Culture'des'4'Pelargonium'‘rosats’'dans'des'conditions'de''
'''''''''''température'et'de'substrat'contrôlées'au'LBVpam……………………………...…………….......278''

'

III.'CONCLUSIONS……………………..…………………………………………………………………………………………………………………………………………….…….......283'
!
CHAPITRE!VI!=!DISCUSSION!ET!PERSPECTIVES..…………………………………………………………………………………………………………….….…287!
'

BIBLIOGRAPHIE..…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………...….…299!
'

ANNEXES..…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………...….…347!
'
'
'
'
'



- Remerciements - 

| 1 

REMERCIEMENTS 
 
Mes profonds remerciements vont tout d’abord à ma directrice de thèse, Sylvie, qui a eu la passion de 

me faire découvrir la biologie moléculaire et de m’avoir ainsi servi de guide durant toute la réalisation de 

cette thèse. Je lui suis aussi reconnaissant d’avoir accepté de travailler sur une nouvelle plante modèle, 

le Pelargonium, qui s’est révélée être un modèle très riche et passionnant pour l’étude des terpène 

synthases et qui je l’espère, impliquera bien d’autres collaborations.   
 

Je souhaite aussi exprimer ici toute ma gratitude à Bernard Toulemonde, directeur de LMR-IFF, qui 

depuis mon entrée, il y a 7 ans, dans le petit monde des produits naturels et de la parfumerie n’a eu de 

cesse de me prodiguer d’excellents conseils. Merci de m’avoir particulièrement soutenu dans ce travail 

ambitieux qui m’a permis d’explorer de nouveaux horizons et de m’épanouir encore un peu plus au sein 

de mon travail de chercheur sur les plantes aromatiques. 

 

Je remercie aussi chaleureusement mes deux rapporteurs Natalie Guivarc’h, professeur à l’université de 

Tours et Philippe Hugueney, directeur de recherches à l’INRA de Colmar qui ont gentiment accepté de 

faire partie de cette aventure.  Je tiens aussi à remercier les autres membres du jury, Martine Hossaert, 

Directeur de recherche CNRS à Montpellier, Fabrice Foucher, directeur de recherche à l’INRA d’Angers et 

enfin Xavier Nesme ingénieur de recherche à l’INRA de Lyon.  
 

Ce travail de thèse n’aurait pu se faire sans la passion et l’énergie de Cécile Prunier qui fut une 

fantastique collègue et plus encore amie de paillasse avec qui j’ai eu la chance de faire mes premiers pas 

en biologie moléculaire. Ce travail de thèse est un véritable travail d’équipe (Vive la Pelargo Team !). 

Cécile, je te remercie profondément de m’avoir assisté avec tant de joie de vivre et j’espère que l’on 

continuera à partager d’agréables discussions et d’acharnées soirées de jeux de société ensemble. Ce fut 

un plaisir de partager la même paillasse avec toi et je  te souhaite beaucoup de bonheur pour la suite!  

 

Un tout grand merci à toute l’équipe de joyeux lurons du laboratoire de biotechnologies végétales de 

Saint-Etienne qui m’ont apporté leur amitié et moult conseils durant toutes ces années. Merci à Jean-

Claude Caissard qui m’a initié à la microscopie et avec qui j’ai eu l’occasion de m’extasier durant des 

heures, plongé dans le noir sur la beauté de l’infiniment petit, j’en garderai de précieux clichés. Merci 

aussi à lui pour ses nombreuses blagues et anecdotes qui ont toujours le chic de rendre l’atmosphère de 

travail plus agréable. Merci à Jean-Louis Magnard et à Aurélie Bony qui m’ont donné les clés des 

techniques de biologie moléculaire et ont su me faire progresser. Merci également à Frédéric Jullien, 

voisin de paillasse au rire tonitruant, avec qui j’ai pu avoir de nombreux échanges fructueux mais aussi 

de franches rigolades qui rendent la vie toujours plus douce. Merci aussi à Sandrine Moja pour ses 



- Remerciements - 

| 1 

REMERCIEMENTS 
 
Mes profonds remerciements vont tout d’abord à ma directrice de thèse, Sylvie, qui a eu la passion de 

me faire découvrir la biologie moléculaire et de m’avoir ainsi servi de guide durant toute la réalisation de 

cette thèse. Je lui suis aussi reconnaissant d’avoir accepté de travailler sur une nouvelle plante modèle, 

le Pelargonium, qui s’est révélée être un modèle très riche et passionnant pour l’étude des terpène 

synthases et qui je l’espère, impliquera bien d’autres collaborations.   
 

Je souhaite aussi exprimer ici toute ma gratitude à Bernard Toulemonde, directeur de LMR-IFF, qui 

depuis mon entrée, il y a 7 ans, dans le petit monde des produits naturels et de la parfumerie n’a eu de 

cesse de me prodiguer d’excellents conseils. Merci de m’avoir particulièrement soutenu dans ce travail 

ambitieux qui m’a permis d’explorer de nouveaux horizons et de m’épanouir encore un peu plus au sein 

de mon travail de chercheur sur les plantes aromatiques. 
 

Je remercie aussi chaleureusement mes deux rapporteurs Natalie Guivarc’h, professeur à l’université de 

Tours et Philippe Hugueney, directeur de recherches à l’INRA de Colmar qui ont gentiment accepté de 

faire partie de cette aventure.  Je tiens aussi à remercier les autres membres du jury, Martine Hossaert, 

Directeur de recherche CNRS à Montpellier, Fabrice Foucher, directeur de recherche à l’INRA d’Angers et 

enfin Xavier Nesme ingénieur de recherche à l’INRA de Lyon.  
 

Ce travail de thèse n’aurait pu se faire sans la passion et l’énergie de Cécile Prunier qui fut une 

fantastique collègue et plus encore amie de paillasse avec qui j’ai eu la chance de faire mes premiers pas 

en biologie moléculaire. Ce travail de thèse est un véritable travail d’équipe (Vive la Pelargo Team !). 

Cécile, je te remercie profondément de m’avoir assisté avec tant de joie de vivre et j’espère que l’on 

continuera à partager d’agréables discussions et d’acharnées soirées de jeux de société ensemble. Ce fut 

un plaisir de partager la même paillasse avec toi et je  te souhaite beaucoup de bonheur pour la suite!  
 

Un tout grand merci à toute l’équipe de joyeux lurons du laboratoire de biotechnologies végétales de 

Saint-Etienne qui m’ont apporté leur amitié et moult conseils durant toutes ces années. Merci à Jean-

Claude Caissard qui m’a initié à la microscopie et avec qui j’ai eu l’occasion de m’extasier durant des 

heures, plongé dans le noir sur la beauté de l’infiniment petit, j’en garderai de précieux clichés. Merci 

aussi à lui pour ses nombreuses blagues et anecdotes qui ont toujours le chic de rendre l’atmosphère de 

travail plus agréable. Merci à Jean-Louis Magnard et à Aurélie Bony qui m’ont donné les clés des 

techniques de biologie moléculaire et ont su me faire progresser. Merci également à Frédéric Jullien, 

voisin de paillasse au rire tonitruant, avec qui j’ai pu avoir de nombreux échanges fructueux mais aussi 

de franches rigolades qui rendent la vie toujours plus douce. Merci aussi à Sandrine Moja pour ses 



- Remerciements - 

| 2 

agréables discussions et son ouverture d’esprit. Un tout grand merci à Florence Nicolè pour qui les 

arcanes, pourtant obscures, de la biostatistique n’ont plus de secret et qui a toujours accepté de 

partager ses nombreuses connaissances avec enthousiasme. Notre collaboration avait commencé sur la 

rose où j’avais déjà pu apprécier la qualité de son travail et s’est poursuivie sur le Pelargonium… J’espère 

que cette fructueuse collaboration n’est pas prête de s’arrêter. Un tout grand merci à Nicolas Boyer, 

l’homme à la main verte du labo, qui a su apprivoiser les nombreuses variétés de Pelargonium qui ne 

cessaient d’arriver du monde entier… Quel bonheur de rentrer dans les serres où m’attendait une 

végétation luxuriante de Pelargonium tous plus beaux et plus odorants les uns que les autres… Un grand 

merci pour tout ton travail et ta passion. Ma gratitude va aussi à Florence Gros qui m’a aidé à mettre 

sous bocaux mes chers protégés. Je termine par remercier Yolande Despinasse, ancienne doctorante au 

LBVpam qui nous a montré avec excellence la voie à suivre et qui m’a aidé à mettre en graphe mes chers 

Pelargonium odorants. Je remercie aussi Pulu Sun, actuelle doctorante au laboratoire, pour ses 

discussions sur son beau pays qu’est la Chine et lui souhaite bonne chance pour la poursuite de son 

doctorat que, j’en suis sûr, elle terminera avec brio.  A tous, je vous souhaite  bonheur, réussite et tout le 

bien que vous méritez. 
 

Je tiens à remercier chaleureusement Sylvain Legrand, maître de conférences à l’université de Lille qui 

m’a apporté ses précieuses compétences en bio-informatique. Un tout grand merci, Sylvain, pour cette 

enrichissante collaboration.   
 

Je voudrais également remercier Isabelle Anselme-Bertrand du Centre Stéphanois de Microscopie ainsi 

que Sabine Palle de la plateforme microscopie de la faculté de médecine pour leur aide et leur expertise. 
 

Un chaleureux merci aussi à toute l’équipe de recherche de LMR : ce sont de fantastiques collègues de 

travail de longue date avec qui j’ai eu l’occasion et continuerai de partager d’excellents moments. Merci 

à Jean-Claude Bayle, responsable de la recherche du laboratoire, de m’avoir soutenu et prodigué tant de 

conseils avisés avec passion. Merci aux As du laboratoire sans qui LMR ne serait certainement pas 

pareil, Eddy Foissac, Fabienne Bettini, Vanessa Gonnot, Heidi Jennifer Amador et Sophie Palatan qui sont 

des collaborateurs d’excellente qualité avec lesquels j’ai un immense plaisir à travailler. J’ai hâte de 

retrouver le laboratoire à plein temps pour continuer à parcourir le monde et développer ensemble de 

nombreux extraits et passionnants nouveaux projets de recherche.  

 
Je voudrais aussi remercier très affectueusement Fabienne Bettini, la magicienne de la chromatographie 

du laboratoire de recherche de LMR ainsi que les stagiaires de l’équipe de recherche, Laura Villemaire et 

Kévin Poirot qui m’ont particulièrement aidé dans l’analyse et le traitement des centaines d’extraits de 

ce projet Pelargonium. Je leur souhaite beaucoup de bonheur et un futur parfumé.  



- Remerciements - 

| 3 

 

Toute ma reconnaissance aussi à Sébastien Rodriguez de la Roseraie Le Vignal et à Sophie Palatan pour 

avoir si bien pris soin de mes protégés qui se sont épanouis entre leurs mains sous le soleil grassois. 
 

Je tiens aussi à exprimer ma profonde gratitude aux parfumeurs d’IFF, Anne-Sophie Chapuis-Cariou, 

Dominique Ropion, Alexis Dadier et Pierre-Yves Cariou. Merci d’avoir eu l’amabilité d’évaluer 

olfactivement les nombreuses variétés de Pelargonium en frais, huile essentielle et d’absolu afin d’en 

déceler les nombreuses facettes olfactives complexes. L’exercice fut périlleux mais brillamment réussi.  
 

Merci au conservatoire national du Pelargonium de Bourges ainsi qu’au jardin botanique du parc de la 

tête d’or à Lyon qui ont mis généreusement à notre disposition leur impressionnante collection de 

Pelargonium. 
 

Mes recherches n‘auraient pas été possibles sans le concours de notre partenaire égyptien. Je remercie 

ainsi chaleureusement Moustafa et Arm Hashem de l’entreprise Hashem Brothers. Merci de m’avoir si 

gentiment accueilli dans votre magnifique pays, de m’avoir fait goûter les spécialités égyptiennes dont je 

suis friand et de continuer à être des partenaires de grande qualité. Merci aussi à Ahmed Abouelatta, 

ingénieur agronome, qui fut un excellent compagnon de travail et grâce à qui j’ai pu apprécier les 

magnifiques levers de soleil dans le désert égyptien et connaître l’immense plaisir d’arpenter durant de 

nombreuses heures les allées vertes de notre champ de production et de recherche. 
 

Merci aussi à mes parents, mes frères et sœur, beau-frère et belles-sœurs sans oublier la joyeuse bande 

de neveux et nièces qui ont rendu mes retours au pays tellement agréables ! Merci de m’avoir toujours 

soutenu lors de mon parcours et de m’avoir entouré de conseils avisés et d‘amour. Merci pour tout ! 
 

Enfin je garde le meilleur pour la fin… Un tout grand merci à ma jeune et merveilleuse femme Sophia 

d’avoir supporté toutes mes absences ces dernières années. J’ai dû accumuler de nombreux kilomètres 

durant mes allers-retours entre les pays stéphanois et niçois et ce n’était pas toujours facile, souvent 

éprouvant mais tu étais toujours à mes côtés pour m’encourager avec ta joie de vivre et ton optimisme 

qui font mon bonheur.  Merci de tout mon cœur car sans toi cette thèse n’aurait pu se passer dans de si 

bonnes conditions… Quel bonheur de continuer notre chemin vers de nouvelles aventures en te sachant 

à mes côtés. 



- Résumé - 

| 4 

RÉSUMÉ 
 
Pelargonium sp., appelé aussi « géranium » à odeur de rose ou « Géranium rosat » est l’une des plantes 
aromatiques et médicinales les plus cultivées au niveau international, essentiellement pour son huile 
essentielle (HE), utilisée par les industries des cosmétiques et de la parfumerie. Cette essence est 
extraite des feuilles par distillation vapeur et donne une HE riche de plusieurs centaines de molécules 
volatiles. Cette complexité est le résultat d’un long processus évolutif et de sélections variétales. Parmi 
ces composés volatils, les monoterpènes comme le géraniol, le citronellol et l’isomenthone, ou les 
sesquiterpènes comme le 10- γ-épi-eudesmol et le 6,9-guaiadiène, jouent un rôle prépondérant dans le 
parfum du Pelargonium. Les proportions relatives de ces différents composés sont d’ailleurs utilisées 
comme marqueurs de la qualité de l’HE et déterminent la typicité du parfum des différents cultivars et 
origines (P. cv. ‘rosat Bourbon’, P. cv. ‘rosat Chine’, P. cv. ‘rosat Égypte’ et P. cv. ‘rosat Grasse’).  

Malgré de très nombreux travaux portant sur la chimie de cette HE, il n’existe aucune information sur les 
voies de biosynthèse de ces molécules et aucun gène intervenant dans ces voies n’a été isolé. Durant 
cette thèse, nous avons cloné et caractérisé fonctionnellement par expression et purification des 
protéines recombinantes chez Escherichia coli des gènes codant les enzymes clés de ces voies de 
biosynthèse, les terpène synthases. Nous avons ainsi pu caractériser quatre terpène synthases, dont une 
géraniol synthase mono-produit. Nous avons isolé deux autres monoterpène synthases multi-produits, 
produisant pour l’une majoritairement du myrcène mais aussi trois autres monoterpènes, et pour l’autre 
majoritairement du 1,8-cinéole ainsi que 10 autres monoterpènes minoritaires. Enfin, une sesquiterpène 
multi-produit, la 10-γ-épi-eudesmol synthase, a été caractérisée. Nous avons ensuite analysé l’expression 
de la géraniol synthase et de la 10-γ-épi-eudesmol synthase dans différentes accessions de Pelargonium 
par RT-qPCR  et nous avons montré  la relation entre la capacité de production des différents composés 
volatils et le niveau d’expression dans les feuilles de ces deux terpène synthases. L’efficacité de la 
transformation génétique du Pelargonium par Agrobacterium tumefaciens étant élevée, des expériences 
de transgénèse ont aussi été réalisées afin de compléter la caractérisation fonctionnelle des gènes isolés. 

Dans une deuxième partie, nous avons réalisé l’analyse des essences produites par 64 espèces et 
cultivars de Pelargonium d’odeurs très diverses (citron, menthe, rose, abricot, pin, épices…). A l’aide 
d’analyses statistiques (ACP, analyse discriminante…), nous avons mis en évidence des relations entre la 
biochimie de ces cultivars, leurs odeurs et leurs proximités génétiques et cela afin de nous donner des 
pistes sur des croisements potentiellement intéressants.  

Enfin, un dernier chapitre est consacré à l’amélioration de la production d’HE en Égypte. Grâce à ce 
programme commencé il y a trois ans, nous améliorons chaque année la qualité et le rendement en HE 
de plus de 10 Ha de plantation de Pelargonium en Égypte. Un travail d’optimisation de la distillation ainsi 
que des améliorations des pratiques culturales, nous ont permis de produire une HE de qualité avec un 
rendement de plus de 60 kg.Ha-1 d’HE. D’autres expériences présentées dans ce chapitre soulignent 
l’influence de l’environnement et notamment de la température sur le ratio entre le citronellol et le 
géraniol ainsi que sur la biosynthèse de l’isomenthone, du 10-γ-épi-eudesmol et du 6,9-guaiadiène.   
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ABSTRACT 
 
Pelargonium sp, also named rose scented « geranium » or « Geranium rosat » is one of the the most 
cultivated aromatic and medicinal plant worldwide, especially for its essential oil (EO), which is used by 
cosmetic and perfumery industries. This essence is extracted from leaves by steam distillation and gives 
an EO containing several hundreds of organic volatile compounds (VOC). This complexity is the result of a 
long evolutive process and varietal selections. Among these VOC, the monoterpenes like geraniol, 
citronellol and isomenthone and the sesquiterpenes like 10-γ-epieudesmol and 6,9-guaiadiene, play an 
important role for the Pelargonium fragrance. The relative proportions of these compounds are used as 
EO quality markers and determine the different cultivars origins (P. cv. ‘rosat Bourbon’, P. cv. ‘rosat 
Chine’, P. cv. ‘rosat Egypt’ and P. cv. ‘rosat Grasse’).  

Despite the important researches on the chemistry of these EO, there is no information on the 
biosynthesis pathways for these molecules and no genes involved in the pathways have been isolated. 
During this PhD thesis, we have functionally characterized by recombinant proteins expression and 
purification in Escherichia coli, four genes, three monoterpene and one sesquiterpene synthases, coding 
for key enzymes in terpene biosynthesis pathway. The first enzyme is a mono-product geraniol synthase. 
The second enzyme is a multi-product enzyme with a major peak of myrcene and 3 minor peaks of other 
monoterpenes. The third enzymes is also a multi-product protein, producing 1,8-cineol as major product 
and 10 others monoterpenes. The last one is a multi-products sesquiterpene synthase producing mainly 
the 10-γ-epi-eudesmol and other sesquiterpenes. We have also analyzed the level of expression of the 
geraniol and 10-γ-epi-eudesmol synthases in several Pelargonium accessions by RT-qPCR and we have 
demonstrated the relationship between the level of expression of these two terpene synthases and the 
quantity of the related terpenes produced in leaves. Pelargonium transformation efficiency by 
Agrobacterium tumefaciens was tested in order to complete the functional characterization of the genes.   

In a second part, we have analyzed the essence of 64 species and cutivars of Pelargonium having very 
different fragrances like lemon, mint, rose, apricot, pine, spices… With different statistical tools (PCA, 
discriminant analysis…), we have highlighted the links between the biochemistry of these species and 
cultivars, their odors and their phylogenetic relationships. This worked gave us some interesting ideas for 
some new crossings. 

Finally, the last chapter concerns the EO production improvements in Egypt. Thanks to these researches, 
started 3 years ago, we are improving year after year our EO yield and quality in our 10 Ha R&D 
plantation. An important work was done to optimize the distillation process and improve the agricultural 
practices which abled us to reach a yield of 60 kg of EO per hectare. Some other experiments show the 
effect of the environmental factors such as the temperature on the biosynthesis of several important 
molecules like citronellol and geraniol, 6,9-guaiadiene and 10-γ-epi-eudesmol.       
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LISTE DES ABRÉVIATIONS 
 
ABC-transporteur ATP-binding cassette transporteur 
ACoP   Analyse en coordonnées principales 
ACP   Analyse en composantes principales 
ADN   Acide désoxyribonucléique 
ADNc   ADN complémentaire 
AOS   Allène oxide synthase 
ARN   Acide ribonucléique 
ARNm   ARN messager  
ATP   Adénosine triphosphate 
BSA   Bovine serum albumin 
BVOC   Composés organiques volatils d’origine biologique 
C4H   Cinnamic acid-4-hydrolase 
CIV   Culture in vitro 
COV    Composés Organiques Volatils 
DMAPP   Diméthylallyl diphosphate 
DO600   Densité Optique pour une λ de 600 nm 
DTPS   Diterpène synthases 
DXP   1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate 
DXR   1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate réductoisomérase 
DXS   1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase 
FPP   Farnésyl diphosphate 
FPPS   Farnésyl diphosphate synthase 
FT   Facteurs de transcription 
GAP   D-glycéraldehyde 3-phosphate 
GC-FID   Chromatographie en phase gazeuse - Détecteur à ionisation de flamme 
GC-MS   Chromatographie en phase gazeuse - Spectrométrie de masse 
GC-O   Chromatographie en phase gazeuse - Olfaction 
GFP   Green fluorescent protein 
GGPP   Géranylgéranyl diphosphate 
GGPPS   Géranylgéranyl diphosphate synthase  
GPP   Géranyl diphosphate 
GPPS   Géranyl diphosphate synthase 
GLV   Green leaf volatiles 
GUS   β-glucuronidase 
HE    Huile Essentielle 
HPLS   Hydroperoxydase lyase 
HR   Humidité relative (%) 
IAA   Indole-3-acetic acid 
ABA   Indole-3-butyric acid 
IDI   Isopentényl diphosphate isomérase 
IDS   Isopentényl diphosphate synthase 
IFF-LMR   International Flavors & Fragrances - Laboratoire Monique Rémy 
IP   Isopentényl phosphate 
IPK   Isopentényl phosphate kinase 
IPP   Isopentényl diphosphate 
IPTG IsoPropyl β-D-1-ThioGalactopyranoside 
ISIPCA Institut Supérieur International du Parfum, de la Cosmétique et de l’Aromatique 
KI Indice de Kovats 
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LBVpam Laboratoire de Biotechnologies Végétales appliquées aux plantes aromatiques et 
médicinales 

LOX   Lipoxygénase 
MEB   Microscopie électronique environnementale à balayage 
MET   Microscopie électronique à transmission 
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AVANT-PROPOS 
 
L’introduction de cette thèse est volontairement assez large et détaillée car elle est destinée tout 

d’abord à des experts en biologie moléculaire et familiers du monde des terpènes mais qui sont 

probablement moins au fait de la recherche industrielle dans le monde de la parfumerie.  Les deuxièmes 

destinataires de cette thèse sont les acteurs de l’industrie de la parfumerie pour lesquels ce domaine de 

la biologie moléculaire est un axe de recherche tout à fait original et extrêmement prometteur mais 

qu’ils connaissent mal.  

  
Ainsi, la première partie de cette introduction rassemble sous la forme d’une revue publiée dans le 

journal Phytochemical review, l’ensemble des connaissances actuelles sur la botanique, l’agronomie et la 

biotechnologie des hybrides de Pelargonium à odeur de rose.   

 
La deuxième partie aborde le contexte dans lequel cette thèse a été initiée et supportée par mon 

entreprise. Il y sera notamment souligné l’importance de l’HE de Pelargonium dans la parfumerie et 

l’appropriation par les parfumeurs des extraits de Pelargonium. Enfin, notre partenariat avec la société 

Hashem Brothers et la réalité du marché et de la production de l’HE du Pelargonium y seront abordés. 

 
Le cœur de cette thèse étant la caractérisation des terpène synthases du Pelargonium, il m’a semblé 

important d’introduire la notion de COV1. Loin d’être de simples métabolites secondaires, ceux-ci ont 

une importance déterminante pour la survie de la plante. Ainsi, leurs voies de biosynthèse, les facteurs 

influençant leur production, leur stockage, leur émission et leur perception par les animaux sont autant 

de questions qu’il m’a paru important de présenter brièvement.   

 
Enfin, il me tenait à cœur d’introduire dans la dernière partie l’impact des biotechnologies végétales. En 

effet, ces nouvelles technologies prennent de plus en plus d’importance au sein de l’industrie de la 

parfumerie et des arômes alimentaires. Cette nouvelle voie de recherche et développement aura très 

certainement un impact d’envergure dans le futur sur les ingrédients naturels mais plus encore sur les 

ingrédients synthétiques. Nous verrons que les premières applications viennent déjà modifier notre 

industrie et que d’autres applications sont certainement à venir. Ainsi la caractérisation des gènes 

impliqués dans les voies de biosynthèse du Pelargonium peuvent mener à plusieurs applications qu’il me 

paraissait intéressant d’envisager dans cette introduction.  C’est une voie en pleine expansion qu’il est 

maintenant nécessaire de prendre en compte dans le développement des ingrédients naturels. 

                                                           
1 COV pour Composés Organiques Volatils 
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II. LE PROJET PELARGONIUM EN ÉGYPTE 
 
De par sa puissance, sa fraîcheur ainsi que ses notes rosées caractéristiques, l’HE de Pelargonium est très 

appréciée des parfumeurs et est très utilisée en parfumerie aussi bien fonctionnelle qu’alcoolique. IFF 

étant un acteur mondial majeur de la parfumerie et donc un gros consommateur de ce produit, il était 

stratégique que l’entreprise IFF-LMR2, spécialisée dans l’extraction et la valorisation des extraits naturels 

pour la parfumerie et les arômes s’y intéresse. Plusieurs objectifs sont poursuivis dans cet important 

projet sur le Pelargonium. L’objectif premier est, à terme, d’assurer à IFF un approvisionnement en HE 

soutenable, de très bonne qualité, à un prix compétitif et stable d’année en année. La quantité minimale 

d’HE à produire équivaut à la consommation annuelle d’IFF, c’est-à-dire environ 10 T d’HE. Un autre 

objectif très important est l’acquisition de connaissances en biotechnologies végétales ainsi que 

l’internalisation de compétences qui permettront par la suite le développement de nos filières via une 

amélioration du végétal. Nous pensons que c’est une direction majeure que doit maintenant prendre la 

recherche d’IFF-LMR et le Pelargonium semblait être un modèle idéal pour soutenir ce nouvel axe.   

 
Afin de réaliser ces objectifs ambitieux, IFF-LMR a donc été amené à initier plusieurs partenariats. Le 

premier a été réalisé avec l’université de Saint-Etienne et a été initié dans le cadre de cette thèse afin de 

mieux comprendre les voies de biosynthèse des composés de l’essence de Pelargonium, ainsi que le 

végétal lui-même dans son ensemble. En effet, le laboratoire LBVpam3 nous apparaissait comme le 

partenaire idéal pour mener à bien ce projet. Le deuxième partenariat concerne une entreprise 

égyptienne spécialisée dans la production d’extraits naturels à destination de la parfumerie : la 

compagnie Hashem Brothers. 

  

Dans ce chapitre, j’ai voulu retracer dans les grandes lignes l’histoire du Pelargonium cv. ‘rosat’, les 

principaux produits et leurs utilisations en parfumerie ainsi que l’évolution du marché. Je consacrerai 

aussi une partie à la production conventionnelle de l’HE en Égypte. Je présenterai enfin brièvement 

notre partenariat avec l’entreprise Hashem Brothers, pour introduire le chapitre de la thèse consacré aux 

avancées réalisées jusqu’ici dans les pratiques agronomiques.  

                                                           
2 IFF-LMR pour International Flavors and Fragrances  - Laboratoire Monique Rémy. La société LMR, fondée en 1983 à Grasse et 
spécialisée dans la production d’extraits naturels à destination de la parfumerie, a été rachetée en 2000 par IFF. 

3 LBVpam pour Laboratoire de Biotechnologies Végétales appliquées aux plantes aromatiques et médicinales 
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II.1 Le Pelargonium dans la parfumerie 

 
L’HE de Pelargonium cv. ‘rosat’ est improprement appelée HE de ‘géranium rosat’ par les parfumeurs. 

Travaillant depuis maintenant sept ans pour une grande industrie de la parfumerie, à Grasse dans la 

capitale des matières premières, ayant été initié à l’olfaction lors de mes études en parfumerie, je suis 

très sensible à la finalité de cette HE et à la place importante que celle-ci occupe sur l’orgue des 

parfumeurs. De plus, j’ai la chance de côtoyer quotidiennement des parfumeurs de renom, habitués à 

utiliser cette HE et qui en connaissent les moindres subtilités et facettes olfactives. Je n’ai donc pas pu 

résister à leur poser quelques questions sur l’HE du Pelargonium cv. ‘rosat’. Quelle est sa spécificité ? 

Comment est-elle utilisée ? Dans quelle proportion ?  Dans quel parfum ?…  

 
II.1.1 L’histoire de la culture du Pelargonium  
 
Le ‘géranium rosat’, que nous nommerons désormais dans le reste de la thèse par son nom scientifique 

Pelargonium cv. ‘rosat’ est depuis la moitié du XIXème siècle une importante matière première pour 

l’industrie de la parfumerie. La culture du Pelargonium cv. ‘rosat’ a été initiée dans le Pays de Grasse, 

puis s’est fortement développée dans des zones plus favorables, dans les dernières décennies du XXème 

siècle, pour des raisons climatiques et économiques. Le Pelargonium cv. ‘rosat’ aurait été importé du Cap 

de Bonne Espérance vers 1690, et distillé initialement en 1819 à Lyon. Au milieu du XIXème siècle, la rose 

de Damas (Rosa x damascena Mill.) devenant rare et le prix de son HE très élevé, les parfumeurs furent 

contraints de rechercher de nouvelles sources d’essences à odeur de rose. Il s’en-suivit des essais de 

culture de Pelargonium cv. ‘rosat’ par Demerson et les premières plantations dans la région de Grasse 

pour la production d’HE. La culture s’accommodant mal des contraintes climatiques et économiques du 

sud de la France, très rapidement, sous l’impulsion de sociétés grassoises comme Chiris, de nouvelles 

plantations furent développées en Afrique du Nord, et à la Réunion, l’île Bourbon. En 1880,  A. Chiris met 

en place à Boufarik (Algérie) de très grandes plantations et une usine, sous la direction de Gros et Monk. 

A la Réunion, dès 1880, les cultures se développent et en 1882 les premières distillations sont initiées par 

Arnoux. L’origine des plants de Pelargonium cv. ‘rosat’ pour la parfumerie n’est pas certaine. En effet, les 

boutures ayant servi à réaliser les premières plantations sont soit issues de pieds mères introduits 

d’Afrique du Sud, soit proviennent de sélections réalisées en France ou en Angleterre par quelques 

jardiniers perspicaces, deux hypothèses que l’on trouve dans la littérature ancienne. Cependant, la 

plupart des sources s’accordent pour dire que les plantations établies dans le monde à la fin du XIXème 

siècle proviennent de boutures réalisées dans le Sud de la France. 
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II.1.2 Les produits issus du Pelargonium 
 
L’HE est l’extrait du Pelargonium cv. ‘rosat’ le plus utilisé en parfumerie. L’HE s’est fortement développée 

à partir du XIXème siècle, pour remplacer l’HE de rose ayant atteint un prix prohibitif, notamment pour 

son utilisation dans des produits de moins grande valeur. En effet, l’HE de Pelargonium étant peu 

sensible à l’agressivité alcaline des constituants des savons et des détergents, celle-ci était souvent 

employée pour les parfumer. A présent, l’HE est aussi bien utilisée en parfumerie dite ‘fonctionnelle’ 

(détergents, savons, lessives…) qu’en parfumerie ‘fine’ (parfums alcooliques). On distingue les 

différentes HE de Pelargonium cv. ‘rosat’ en fonction de leurs origines géographiques. Ainsi, les trois HE 

commerciales les plus répandues sur le marché par ordre décroissant sont les HE d’origine Égypte, Chine 

et enfin Bourbon. Chaque HE a un profil olfactif et analytique bien spécifique (annexe 1). En général, 

c’est l’HE de type Bourbon la plus appréciée car elle a une odeur plus fine de rose, florale et moins 

mentholée et peut être utilisée pour les parfums féminins et masculins. L’HE d’origine Égypte a une 

odeur plus verte, épicée mais aussi plus fruitée. Elle pourra être utilisée pour souligner une note fruitée 

de tête « type lychee » ou donner du caractère à une note rosée. L’HE de Chine aura une facette 

« menthe » plus marquée mais aussi une odeur de citronellol très prononcée et très florale. L’HE de 

Chine étant plus aromatique sera donc préférentiellement utilisée pour les parfums masculins. Ces HE 

seront utilisées à hauteur maximum de 1% dans les parfums masculins très aromatiques et plutôt à une 

concentration de 0,1% dans les parfums féminins.  

 
Le rhodinol est constitué principalement de trois monoterpènes acycliques : le géraniol, le citronellol et 

le nérol. Ceux-ci sont obtenus à partir de l’HE par distillation fractionnée sous haut vide. L’extrait final a 

une odeur de rose beaucoup plus prononcée que l’HE puisque les terpènes responsables des notes 

mentholées et autres ont été éliminés. Le rhodinol est principalement utilisé en parfumerie fine.   

 
L’isolat « Citronellol » provient aussi d’un fractionnement de l’HE. Ce fractionnement est cependant 

encore plus fin. L’isolat a une odeur très forte de citronellol et est principalement utilisé comme 

composant naturel pour recréer des arômes naturels de type framboise, rose ou citron.  

 
Le dernier extrait est l’absolu de P. cv. ‘rosat Egypte’ produit exclusivement en Égypte et ne représentant 

qu’une très petite production. La méthode d’extraction utilisée n’étant pas la distillation mais une 

extraction au solvant, les facettes olfactives sont différentes de celles de l’HE. L’absolu sera donc moins 

frais, tonique mais plus fruité, avec une facette « lychee ». Il aura aussi l’avantage d’apporter une 

substantivité plus importante au parfum. Les rendements en l’HE et en l’absolu sont néanmoins très 

similaires.   
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II.1.3 L’utilisation des produits issus du Pelargonium 
 
La réussite de l’HE de Pelargonium vient en partie du succès de l’accord « fougère » très en vogue pour 

les parfums masculins à la fin du XIXème siècle et qui fait partie des sept grandes familles olfactives en 

parfumerie. La dénomination de cette famille ne se rapporte pas à l’odeur des fougères elles-mêmes 

mais fait référence à un parfum « Fougère Royale » crée par Houbigant en 1882 et qui est devenu le chef 

de file d’une grande famille de parfums masculins. Ce parfum a innové grâce à cet accord : lavande, 

géranium, fève Tonka. Aujourd’hui, l’accord « fougère » a quelque peu évolué et comprend des notes 

lavandées, boisées, mousse de chêne, coumarine, bergamote et géranium. Cet accord peut être nuancé, 

et intégré dans un parfum de différentes manières à condition que le schéma de base soit respecté. Une 

description olfactive de la note « géranium » et son utilisation dans les parfums « fougères » sont 

présentées en annexe 2. 

 

Quelques parfums connus renferment de l’HE de Pelargonium cv. ‘rosat’ : Miss Dior de Dior (1947), 

Calèche d’Hermès (1961), Brut de Fabergé (1964), Habit rouge de Guerlain (1965), Kouros d’YSL (1977) et 

Déclaration de Cartier (1998). L’emploi du Pelargonium cv. ‘rosat’ est très répandu en parfumerie et trois 

parfums récents qui lui font la part belle sont décrits plus spécifiquement en annexe : Géranium pour 

Monsieur de Frédéric Malle (2009) (annexe 3), Géranium Odorata de Dyptique (2014) (annexe 4) et 

Equipage Geranium de Hermès (2015) (annexe 5). 
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II.2 L’état actuel de la culture du Pelargonium égyptien 
 
II.2.1 La production conventionnelle à Beni-Souef 
 
Le Pelargonium (appelé simplement Pelargonium dans ce paragraphe sur la culture en Egypte) est cultivé 

principalement de façon traditionnelle au Sud du delta du Nil dans la région de Beni-Souef. Le modèle de 

production est un modèle de type ‘paysannat’ avec beaucoup de petits producteurs cultivant de 

multiples productions vivrières (maïs, blé, riz, tomate, pastèque, oignon, ail…) et seulement pour une 

petite partie de leurs revenus, des plantes aromatiques destinées à la distillation (Pelargonium, basilic, 

camomille…). La région du delta du Nil, plus fertile et plus humide, accueille des cultures plus fragiles 

(arbres fruitiers, fraises, jasmin, violettes…) mais très peu de Pelargonium car le terrain y est très cher.  

 
Les plantations de Pelargonium couvrent souvent de petites surfaces (souvent < 0,5 Ha) pouvant 

accueillir plusieurs productions différentes à la suite selon la saison par un système de rotation car la 

terre en Égypte est chère et restreinte. Ainsi les boutures de Pelargonium sont souvent plantées en 

même temps que des oignons car la reprise de la bouture est assez lente et lorsque la croissance du 

Pelargonium augmente, les oignons ont suffisamment grandi pour être récoltés (annexe 6). La coupe se 

fera en juillet et le champ pourra laisser la place à d’autres cultures comme par exemple le maïs ou le 

basilic.  

 
Les boutures de Pelargonium sont plantées directement dans le sol sans passer par une étape de 

pépinière avec des espaces interlignes de 30 cm et intralignes de 10 cm car la mortalité est d’environ 

60%. L’irrigation se fait par inondation totale du terrain une fois par semaine de novembre à avril et 

enfin jusqu’à deux fois par semaine sous les fortes chaleurs jusqu’à la récolte, de mai à juillet. Le mode 

d’irrigation par inondation oblige les paysans à planter le Pelargonium sur des buttes afin que l’eau 

puisse s’écouler facilement dans les sillons sans noyer les Pelargonium sensibles à l’humidité. Ce type 

d’irrigation est extrêmement consommateur d’eau mais peu coûteux à installer.  

 
Durant la croissance du Pelargonium, un important travail de désherbage est nécessaire, surtout au 

début lorsque la couverture du terrain par la plante est faible. La récolte se fait à la main à l’aide d’une 

serpette et le Pelargonium est ensuite laissé en tas pour un préfanage de 1 à 2 jours (annexe 6). Le 

préfanage permet de réduire de façon importante la quantité d’eau contenue dans les végétaux et donc 

de faciliter le transport et d’augmenter la charge par alambic de distillation. L’agriculteur transporte 

ensuite sa récolte dans une distillerie privée, comme on en rencontre un grand nombre dans la région de 

Beni-Souef. Le distillateur, après avoir effectué la distillation, prélèvera une quantité fixe d’HE pour 60 

min de distillation. Ce prélèvement en nature et dont la quantité est fixe encourage les agriculteurs à 
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laisser préfaner le Pelargonium plus longuement, quitte à perdre un peu d’huile lors de ce séchage. A la 

fin de la distillation, le paysan pourra vendre directement la totalité de son huile au distillateur ou 

essayer d’en tirer un meilleur prix par lui-même. Les distillateurs revendent leurs productions à des 

intermédiaires jusqu’aux exportateurs qui sont en relation directe avec les entreprises de parfumerie et 

cosmétique.    

 
II.2.2 Le marché de l’HE du Pelargonium égyptien 
 
Deux graphiques présentent l’évolution du marché de l’HE de Pelargonium produite en Égypte (annexe 

7). Le premier couvre une période qui va de janvier 1985 à janvier 2010. Le deuxième présente la période 

la plus récente de janvier 2010 à janvier 2014.  

 
On observe sur le premier graphique une très forte volatilité d’une année sur l’autre. En effet, La culture 

du Pelargonium étant annuelle, la production peut s’adapter rapidement d’une année sur l’autre. En 

conséquence, les prix fluctuent beaucoup en fonction de l’offre et de la demande. Cette instabilité d’une 

année à l’autre tend à diminuer avec la mondialisation car les paysans sont rapidement au courant par 

exemple du marché de l’HE en Chine. De plus, la filière se structure de plus en plus autour de gros 

importateurs qui essaient de stabiliser le marché en constituant des stocks stratégiques pour éviter cet 

effet de balancier.   

 
Le deuxième graphique met en évidence la spéculation sur l’HE. La production mondiale est d’environ 

300 T et la quantité disponible sur le marché d’environ 200 T au maximum. Le prix de l’HE étant 

relativement bas, quelques collecteurs et gros exportateurs peuvent constituer des stocks importants 

pendant plusieurs mois pour faire monter les cours. Ces crises, fréquentes dans plusieurs productions 

d’HE (patchouli, vétiver…), obligent les grands groupes de la parfumerie à se constituer des stocks 

stratégiques pour absorber ces crises. En réponse à ces crises répétées, ils essayent aussi de 

reconstituer, le plus fidèlement possible, les extraits naturels afin de pouvoir mieux contrôler la stabilité 

des prix. Ils s’investissent aussi plus en amont dans les filières afin de contrôler la qualité et les prix. Par 

exemple, suite à une crise importante en 2010-2011, IFF-LMR a initié un vaste programme de recherche 

sur le Pelargonium et un partenariat avec un acteur majeur du marché des extraits pour la parfumerie en 

Égypte. 
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II.3 Le partenariat IFF-LMR et Hashem Brothers  
 
L’objectif ambitieux de ce partenariat est une réduction de 50% des coûts de production de l’HE de 

Pelargonium égyptien dans une durée de 5 ans. La production de cette HE devra fournir au minimum 

l’intégralité des besoins d’IFF (10 tonnes) et devra aussi être certifiée comme étant produite de façon 

soutenable.  Pour cela, il a été convenu que la société Hashem Brothers fournirait les surfaces cultivables 

et l’appareillage de distillation ainsi que le personnel nécessaire à  la production de végétal et d’HE. La 

société IFF-LMR fournirait quant à elle son expertise en technique de distillation, son expertise 

agronomique, s’engagerait à travailler sur le végétal et achèterait l’intégralité de la production d’HE. Les 

bénéfices réalisés par le travail de R&D sur la baisse du coût de production de l’HE seraient alors répartis 

entre les deux parties.   

 
Une analyse des coûts réels a donc été réalisée sur une 

petite plantation pilote en 2012 et ceux-ci sont 

présentés dans la figure 1. Les progrès accomplis en 

termes de rendement et de coûts seront présentés 

dans le chapitre V – Résultats III.  

 
Pour ce projet, nous avons aussi construit une nouvelle 

unité de distillation située à Regwa dans le désert 

égyptien. Regwa se trouve sur le parcours de l’ancien 

lit du deuxième bras du Nil, ce qui nous permet d’avoir 

accès à de l’eau non salée à une profondeur 

raisonnable (80 mètres). La situation géographique 

ainsi que la construction de la distillerie et le début des 

plantations sont présentés sur la figure 2.  

Figure 1 | Analyse des coûts de production réels 
pour une plantation de Pelargonium en Égypte 
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Figure 2 | Photographies du projet Pelargonium égyptien sous le partenariat IFF-LMR et Hashem Brothers. A – Localisation de 
la culture du Pelargonium traditionnelle (Beni-Souef) et du Projet Pelargonium Égypte avec la compagnie Hashem Brothers situé 
dans le désert à 60 km à l’ouest du Caire. B – La surface potentielle du site est de 75 Ha. C – Le champ de Pelargonium 
expérimental est de 15 Ha avec la nouvelle distillerie située dans la propriété. D – Construction de la distillerie. E – Installation 
des alambics de distillation (3000 et 5000 L). F – Vue d’ensemble des unités de distillation. G – Construction du bassin de 
refroidissement d’eau. H – Installation de la chaudière pour la génération de vapeur d’eau. I – Plantations de Pelargonium. 
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III. LES COV 
 
Les COV ont tous en commun d’avoir une pression de vapeur élevée et une faible masse moléculaire, ces 

propriétés les rendent donc très volatils et ils passent spontanément à l’état gazeux sous pression 

atmosphérique et à température ambiante. Les COV sont le plus souvent lipophiles et seraient capables 

de traverser les membranes cellulaires pour être émis facilement dans l’atmosphère par les plantes 

(Niinemets et Reichstein 2003). Actuellement, les spécialistes estiment qu’ils représentent environ 1% 

des métabolites dit secondaires, c.a.d. ne participant pas aux fonctions essentielles des végétaux comme 

la respiration et la photosynthèse, et dont la variété et la quantité sont fortement influencées par les 

facteurs biotiques et abiotiques (Pichersky et Gershenzon 2002; Dudareva et al. 2006). Si certaines 

fonctions ont pu être attribuées avec certitude aux COV (décrites ci-dessous), des études postulent que 

certains composés dépourvus de fonction propre sont des sous-produits de voies métaboliques 

importantes ou des composés ayant perdu leur fonction au cours de l’évolution (Levin et al. 2003 ; Owen 

and Penuelas 2005, 2006 ; Pichersky et al. 2006). Les COV provenant des plantes se classent en 3 grandes 

familles : Les terpènes et dérivés (terpenoïdes ou isoprénoïdes), les dérivés d’acides gras (oxylipides) et 

enfin les phénylpropanoïdes et benzénoïdes. Les émissions des COV des plantes varient énormément en 

fonction de l’espèce, des organes, du stade de développement et des conditions environnementales. En 

particulier, les facteurs environnementaux, à la fois biotiques et abiotiques, ont un impact important sur 

le relargage des COV par les parties végétatives des plantes (Holopainen et Gershenzon 2010). 
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III.1 Le rôle des COV 
 
Les COV produits par les plantes sont impliqués dans leur croissance, leur reproduction et leur défense 

vis-à-vis des agresseurs (Peñuelas J et Staudt M 2009). Les plantes étant des organismes sédentaires, 

elles doivent constamment s’adapter à leur environnement. Ainsi, elles ont besoin de se défendre contre 

les prédateurs et parasites, d’attirer les pollinisateurs et les disséminateurs de graines. Elles doivent 

communiquer entre elles pour réagir à un événement, recycler/réguler une énergie photochimique 

reçue trop importante ou encore se protéger contre un stress extérieur (Dudareva et al. 2006) (figure 3). 

Pour ce faire, elles émettent dans l’atmosphère à partir de leurs feuilles, fleurs et fruits ou dans la 

lithosphère à partir de leurs racines et rhizomes, des mélanges de molécules organiques volatiles issues 

de leur métabolisme secondaire. Ces molécules jouent donc un rôle crucial dans la survie de la plante et 

de l’espèce (Dudareva et Negre 2005) mais aussi dans l’évolution de celle-ci (de Vega et al. 2014 ; Dicke 

et Baldwin 2010). On dénombre ainsi plus de 1000 COV synthétisés par les plantes qui attirent les 

pollinisateurs ou les prédateurs et repoussent les herbivores (Fürstenberg-Hägg et al. 2013). Cependant, 

au sein de la communauté scientifique, il existe toujours un débat quant au rôle exact notamment des 

isoprénoïdes dit ‘non-essentiels’ (annexe 8) puisque certaines plantes n’en produisent pas et sont 

pourtant tout à fait capables de résister à des stress et de se reproduire (Owen, Penuelas 2005 ; 

Pichersky et al. 2006 ; Owen et Penuelas 2006, Firn et Jones 2006, Owen et Penuelas 2006b). Néanmoins, 

certains rôles ont tout de même été démontrés de façon expérimentale chez certaines espèces 

(Pichersky et al. 2006b ; Gershenzon et Dudareva 2007). Le sujet du rôle des COV fait l’objet de 

nombreuses recherches multidisciplinaires comme en témoignent un nombre croissant de publications 

(annexe 9).  
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 Figure 3 | Schéma des interactions des plantes avec leur environnement au moyen des COV (adapté d’après Dudareva et al. 2006) 

Signal 

Attractif/Défensif 

Se nourrit de/Attaque 

Défense induite par les 
COV 
Défense contre les 
pathogènes 

Parasite/Prédateur 

Herbivore 

Elicitation  
(inter-plante) 

Priming  
(intra-plante) 

Pollinisateur 

Antifongiques 
Antimicrobiens 

Allélopathie 

Antifongique 
Antimicrobiens 

Pathogène 

Parasite/Prédateur 

Herbivore 

Photo-protection 
Thermo-tolérance 



- Introduction - 

 | 53 

III.1.1 L’attraction des pollinisateurs 
  
En émettant des COV, les plantes fournissent aux pollinisateurs des fleurs une signature moléculaire leur 

permettant non seulement d’être localisées précisément par ceux-ci mais aussi de leur donner des 

informations d’intérêts alimentaires (nourriture, nectar) ou reproductifs (phéromones identiques au 

partenaire sexuel). La plante va ainsi diffuser dans son milieu certaines molécules, qui, en rentrant en 

contact avec les organes récepteurs de l’animal cible, vont exciter spécifiquement les récepteurs 

olfactifs. Ce message olfactif ou chimique va alors induire une action d’attraction de l’animal cible vers la 

plante soit pour y trouver de la nourriture, un « logement » ou encore un partenaire sexuel rendant bien 

souvent la « collaboration » cruciale à la fois pour la plante mais aussi pour le pollinisateur qui s’y 

nourrit, s’y reproduit ou pense s’y reproduire. 

 
Ainsi par exemple le benzylacétate ou d’autres esters benzyliques sont émis principalement par les fleurs 

pollinisées par des papillons, qui sont attirés préférentiellement par ces composés (Raguso et al. 1996).  

 
La plupart des orchidées emploient différentes stratégies d’attraction dites décevantes pour des 

pollinisateurs. Dans la plupart de ces stratégies, la plante mime l’odeur et l’aspect d’une nourriture 

(Ackermann 1986) mais peut aussi mimer un site de reproduction ou d’abri pour les insectes. 

Néanmoins, l’exemple le plus spectaculaire est une stratégie de déception sexuelle (Ayasse 2006). 

L’orchidée Ophrys sphegodes pollinisée par l’abeille Andrena nigroaenea (Schiestl et al. 2003) illustre 

parfaitement le cas d’une pollinisation active, c'est-à-dire que la fleur et l’insecte ont acquis des 

caractères comportementaux et/ou morphologiques assurant la pollinisation (Thompson 1989). Il est 

acquis depuis longtemps que l’orchidée mime la couleur et la forme de l’abeille (Borg-Karlson 1990) mais 

plus récemment il a aussi été montré l’importance du mimétisme de l’odeur du partenaire sexuel 

(Schiestl et al. 1999, Ayasse 2006). L’orchidée peut aussi changer le profil et/ou l’intensité de l’émission 

de ses COV en fonction de la pollinisation. En effet, avant la pollinisation, la fleur émet certains COV, 

principalement des composés aliphatiques et des terpènes, qui miment ceux que la femelle abeille émet 

quand elle est réceptive à l’accouplement (Stökl 2005). L’illusion, renforcée par la forme et la couleur de 

la fleur, trompe le mâle qui vient se poser sur la fleur et enclenche un comportement pseudocopulatoire, 

pollinisant ainsi l’orchidée (figure 4). Une fois fécondée, l’orchidée  change son profil de COV en 

émettant notamment du farnésyl hexanoate, caractéristique de l’émission d’une abeille femelle non 

réceptive. Le mâle évitera ainsi la fleur déjà fécondée et diminuera ainsi des dégâts potentiels aux fleurs. 

Notons que ce leurre chimique est souvent très spécifique. Ainsi une espèce d’Ophrys sera visitée par 
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seulement une ou quelques espèces de pollinisateurs, la rendant aussi très dépendante de ces derniers 

(Paulus et Gack, 1990).  

 
Il a également été montré que les pollens de fleurs ont une odeur souvent bien plus prononcée lorsque 

la plante est pollinisée par les insectes que lorsque celle-ci est pollinisée par le vent ou les oiseaux 

(Dobson et Bergström 2000). La synthèse des COV pourrait aussi avoir aussi un rôle protecteur du pollen 

vis-à-vis des micro-organismes (Pascoal et al. 2014).  

 
D’autres plantes attirent leur pollinisateur par la promesse d’un lieu de reproduction. En effet, dans le 

genre Ficus, de nombreuses espèces sont pollinisées de façon active par une guêpe qui se reproduit dans 

le fruit du figuier. Dans ce cas, il s’agit d’un mutualisme interspécifique où chaque espèce a besoin de 

l’autre pour assurer sa survie (Grison-Pigé et al. 2002a, b).  

 

  

Figure 4 | Relation entre la fleur de l'orchidée Ophrys sphegodes et son pollinisateur, un mâle de l'espèce solitaire 
d'abeille Andrena nigroaenea (d’après Schiestl et al., 1999). (A) La fleur mime l'apparence et les odeurs d'une 
femelle réceptive, induisant chez le mâle un comportement pseudocopulatoire. (B) Chromatogrammes obtenus après 
analyse des composés volatils par GC-FID émis par une femelle réceptive et la fleur et détection électro-
antennographique (EAD). La majorité des composés sont émis par la femelle réceptive et par la fleur prête à être 
pollinisée. 
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III.1.2 La défense contre les agresseurs 
 
Beaucoup d’organismes, incluant des insectes herbivores et d’autres pathogènes, attaquent les plantes 

dans le but d’utiliser la matière organique quelles produisent. Les plantes ont ainsi dû développer des 

systèmes de défense adéquats incluant notamment une défense dite chimique telle que la synthèse de 

protéines de défense, de toxines, de COV répulsifs ou attractifs… (Mithöfer et Boland 2012) (tableau 1). 

Ces défenses peuvent être divisées en défenses constitutives ou inductibles et en défenses directes ou 

indirectes (Dicke et al. 2003).  

 
Les défenses constitutives forment la première ligne et fournissent une réponse généraliste contre la 

plupart des nuisibles (Fürstenberg-Hägg et al. 2013) alors que les défenses inductibles sont plus 

spécifiques et interviennent après la reconnaissance du type d’agresseur (Pieterse et al. 2012) (figure 5). 

Les défenses constitutives sont opérationnelles à n’importe quel moment alors que les défenses induites 

sont activées lors de l’attaque du nuisible (Kant et al. 2015). L’utilisation des défenses induites pourrait 

servir à économiser de l’énergie ainsi qu’à prévenir une auto-intoxication de la plante, au prix d’un délai 

avant que ces défenses ne deviennent opérationnelles (Kant et al. 2015).  Elles devraient donc être 

mobilisées quand : (1) Les défenses sont coûteuses; (2) Il y a une variabilité spatiale et temporelle dans la 

distribution des pathogènes et/ou des herbivores et les plantes ne sont pas continuellement attaquées ; 

(3) Il y a un effet de la défense qui augmente en même temps la sensibilité d’un autre nuisible (Frost et 

al. 2008). 
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Tableau 1 | Composés dits ‘secondaires’ des plantes (d’après Mithöfer et Boland 2012) 

Composés Exemple Plante source typique Nombre approximatif 
de composés connus 

Terpénoïdes (E)-β-Farnésène Toutes > 30000 

Stéroïdes Phytoecdysone Ranunculaceae ~ 200 
Cardioïdes Digoxigénine Plantaginaceae ~ 200 
Alcaloïdes Nicotine Solanaceae > 12000 
Acides gras et dérivés (3Z)-Hexénylacétate Tous n.d. 
Glucosinolates Sinigrine Capparales ~ 150 
Glucoside cyanogénique  Dhurrine Rosaceae, Fabaceae ~ 60 
Composés phénoliques Lignine, tannin Toutes > 9000 
Polypeptides Inhibiteur Trypsique Toutes n.d. 
Aminoacides non protéiques Acide γ-Aminobutyrique Fabaceae > 200 
Silice SiO2 Poaceae 1 
Latex Emulsion indéfinie Euphorbiaceae c.v. 

n.d. = non déterminé ; c.v.= composition variée  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Défense 

Constitutive Inductible 

Directe Indirecte Directe Indirecte 

Figure 5 | Types de défenses chez la plante (d’après Fürstenberg-Hägg et al. 2013). 



- Introduction - 

 | 57 

III.1.2.1  La défense directe 
  
Les COV émis par l’appareil végétatif (feuilles, racines) peuvent faire partie du système de défense 

constitutif de la plante et ceux-ci ont alors très souvent un caractère répulsif vis-à-vis des herbivores (ex : 

l’HE stockée dans les trichomes glandulaires des Pelargonium). Ceux-ci jouent donc le rôle de système de 

défense constitutif direct. 

 
Ces émissions des organes directement endommagés ou non peuvent se prolonger plusieurs heures 

voire plusieurs jours (Paré et Tumlinson 1998). Lors d’une attaque d’un herbivore par exemple, la plante 

peut émettre directement des COV à partir de l’organe attaqué (Unsicker et al. 2009). Elle peut aussi 

communiquer le danger à d’autres organes afin que ceux-ci répondent plus rapidement et efficacement 

à une attaque future du même prédateur. Ce phénomène s’appelle le priming.  Les émissions de COV par 

une plante ou un organe au moment d’une attaque par un herbivore peuvent constituer une défense 

directe et instantanée ou être différées dans le temps et préparer ainsi les attaques futures (Dudareva et 

al. 2006, Unisicker et al. 2009, Troncoso et al. 2012).   

 
Certains des composés défensifs qu’elle synthétise peuvent parfois être dangereux pour la plante elle-

même. Celle-ci peut alors les stocker sous forme de précurseurs moins toxiques, qui seront 

ultérieurement activés et transformés en molécules toxiques sous l’action de l’herbivore (Howe et Jander 

2008). Le stockage de ces molécules peut être compartimenté dans des cellules spécialisées comme les  

trichomes ou autres comme nous le verrons plus loin.  

 
Les feuilles ne sont pas les seules à être mobilisées pour la défense directe de la plante et le rôle des 

racines est aussi très important dans la résistance et la tolérance à l’attaque des feuilles par les insectes 

herbivores et les pathogènes. En effet, les racines sont souvent responsables de la production de toxines 

comme les alcaloïdes (Ziegler et Facchini 2008). Ainsi, la biosynthèse de la nicotine qui a lieu dans les 

racines de tabac sera in fine transportée et stockée dans les feuilles (Morita et al. 2009). Il a ainsi été 

démontré que la synthèse de nicotine s’accentuait lors des attaques foliaires par des insectes, 

augmentant ainsi la concentration dans les feuilles et améliorant de ce fait la résistance aux nuisibles 

(Baldwin et al. 1994, Ohnmeiss et al. 1997) (Figure 6). L’attaque des feuilles par les herbivores a donc un 

impact direct sur la biosynthèse et la concentration de certains composés dans les racines (Kaplan et al. 

2008).  
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Figure 6 | Modèle d’accumulation de nicotine dans les feuilles de tabac (Nicotiana tabacum) induite par un 
herbivore (d’après Mithöfer et Boland, 2012) (a) La phytohormone (acide jasmonique) induite par l’herbivore 
est transportée dans le phloème jusqu’aux racines et initie la biosynthèse de la nicotine en augmentant la 
régulation des transporteurs requis. (b) Illustration des voies de transport empruntées par les transporteurs 
dans le tabac.  (c) La nicotine biosynthétisée (hexagone jaune) est  chargée dans la vacuole par l’induction via 
l’acide jasmonique d’un multi extracteur de composés toxiques (MATE). Dans les feuilles, un deuxième 
transporteur appelé nicotine transporteur perméase (NUP1) transfère l’alcaloïde du xylème dans la cellule de la 
feuille. Les trois transporteurs des racines ne sont pas encore identifiés et sont indiqués par un point 
d’interrogation.    
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Lors d’une attaque d’un pathogène, il peut y avoir non seulement une augmentation du système de 

défense mais aussi une diminution ou suppression du métabolisme afin de lutter plus efficacement. 

Ainsi, lors d’une attaque des feuilles, il y a non seulement une induction de transcrits dans les racines 

mais aussi un nombre important de suppressions de transcrits ce qui suppose une réorientation du 

métabolisme de la plante (Erb et al. 2009) (figure 7). Par exemple, chez Nicotiana attenuata, la 

croissance des racines est notamment ralentie lors d’une attaque d’herbivores (Hummel et al. 2007). 

Chez Eucalyptus grandis, c’est aussi le métabolisme primaire qui est ralenti aussi au profit du 

métabolisme secondaire notamment la biosynthèse des molécules défensives (toxines, terpènes…) 

(Oates et al. 2015). Il reste à comprendre si ce ralentissement de croissance des racines et des feuilles est 

une stratégie de la plante pour réduire sa croissance et garder des réserves pour une repousse après 

l’attaque ou si cela peut aider la plante à libérer des ressources additionnelles pour renforcer ses 

défenses foliaires (ex : synthèse de terpènes, alcaloïdes…).  

 

 

 

  

Figure 7 | Changements transcriptionnels dans la pousse et les racines d’un maïs attaqué par l’herbivore 
Spodoptera littoralis (d’après Erb et al. 2009). Les  plantules de maïs ont été infestées avec 20 larves au 
stade L2 pour 18 heures, les racines et les pousses ont ensuite été récoltées et analysées utilisant le 
génome entier une gamme d’oligo de 57K.  L’infestation des pousses entraîne une induction de 209 
transcrits (en orange) et la suppression de trois transcrits (en vert) pour la partie aérienne.  Le résultat 
d’une réponse systémique dans les racines est encore plus prononcé avec 168 transcrits induits et 201 
transcrits éteints au niveau des racines.  Il n’y a pas de superposition des changements transcriptomiques 
entre les deux tissus indiquant que la réponse racinaire est profondément différente de la réaction locale 
de la plante. 
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III.1.2.2  La défense indirecte 
 
Lorsqu’elle est attaquée par un herbivore, la plante peut aussi se défendre en émettant des COV qui, par 

l’attraction d’organismes se nourrissant de ses propres prédateurs, jouent ainsi le rôle de système de 

défense indirecte. Il faut noter que ce cocktail de molécules est souvent spécifique et dépend du type 

d’herbivore, de son âge, de son abondance et de son type d’alimentation  (McCormick et al. 2012). Les 

terpènes sont souvent majoritaires dans ce cocktail (Tholl et al. 2011). La plante, en attirant des insectes 

carnivores qui peuvent manger l’herbivore indésirable ou le parasiter, réduit de façon indirecte des 

dommages futurs (Degenhardt et al. 2003) (figure 8).  

 
Ainsi, Kessler et Baldwin ont montré que grâce aux défenses indirectes et à l’attraction d’un prédateur 

des larves de papillon, la plante a réduit de 90% le nombre d’herbivores (Kessler et Baldwin 2001).  

 
Les défenses indirectes ne sont pas l’apanage de la partie aérienne. Par exemple, le maïs se défend 

contre la larve du coléoptère Diabrotica virgifera en synthétisant du (E)-β-caryophyllène et ainsi attire un 

nématode, prédateur naturel de la larve. La souche américaine du maïs a perdu cette capacité de 

synthétiser du (E)-β-caryophyllène, probablement durant le processus de sélection variétale (Rasmann et 

al. 2005), la rendant ainsi plus vulnérable à une attaque.  

 
Dans leur lutte contre les insectes, les racines peuvent aussi servir d’organes de stockage permettant 

ainsi une nouvelle croissance une fois l’attaque passée (Erb et al. 2009), comme c’est par exemple le cas 

pour le maïs après une infestation de sauterelles (Holland et al. 1996). Cette mobilisation des ressources 

et la préservation de celles-ci dans un organe jouent aussi en quelque sorte le rôle de défense indirecte. 

 
Suite à ces observations sur les interactions plante-insecte et les méthodes de défense indirecte des 

plantes, la technique de la co-culture a été remise au goût du jour et a pu montrer tout son potentiel. En 

effet, si la plante d’intérêt n’émet pas directement les composés terpéniques l’aidant à se défendre de 

manière directe ou indirecte, une co-culture avec une plante émettrice peut améliorer les performances 

en champ de la plante cultivée (Khan et al. 1997). Il est intéressant de préciser que beaucoup de 

monoterpènes et de sesquiterpènes ne sont émis spécifiquement qu’en réponse à l’attaque d’un 

herbivore et non après un simple dommage mécanique (Turlings et al. 1998). La reconnaissance par la 

plante de la salive de l’herbivore est donc nécessaire pour initier la défense.  
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Les connaissances dans ce domaine de recherche ont donc beaucoup progressé ces dernières années 

même si la question de l’influence exacte des herbivores n’est pas encore totalement éclaircie et reste 

une question passionnante, au centre des préoccupations de nombreux spécialistes (Schwachtje  et 

Baldwin 2008, Mithöfer et Boland 2012, Oates et al. 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 | Interactions entre les plantes, les herbivores et les ennemis des herbivores au moyen des 
terpènes volatils. (d’après Degenhardt et al. 2003). (a) Après une attaque d’herbivore, il y a libération 
de terpènes qui attirent les prédateurs et/ou les parasites qui mangent l’herbivore ou se servent de 
son corps comme hôte pour leurs larves. Ces mêmes terpènes peuvent aussi affecter le 
comportement d’autres herbivores soit en (b) les attirant  pour la nourriture, soit en (c) les repoussant 
pour la nourriture ou l’oviposition. (d) Il faut noter aussi que les caractères impliqués dans la défense 
directe (trichomes glandulaires, toxines…) peuvent affecter négativement le succès des prédateurs ou 
des parasites. Les tentatives pour améliorer l’émission des terpènes chez les plantes cultivées doivent 
favoriser les avantages (a et c) et défavoriser les désavantages (b et d). 
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III.1.3 La communication entre plantes 
 
La  relative rareté des ressources essentielles pour la croissance des plantes (eau, lumière, nutriments…) 

est souvent responsable d’un stress, ce qui induit une compétition importante entre les individus 

partageant ces ressources. Les plantes ont ainsi développé des stratégies afin de s’assurer un accès 

optimal à ces ressources. Ces stratégies sont dites défensives si la réponse est une action ayant un effet 

sur la plante elle-même et n’ayant pas d’effet direct sur son environnement. La plante peut, par 

exemple, augmenter sa croissance racinaire en cas de faible disponibilité en nutriments et/ou en eau ou 

accroître l’élongation de ses entre-nœuds et sa surface foliaire si l’exposition à la lumière est 

compétitive. A l’inverse, la plante pourra choisir une stratégie plus offensive en inhibant les 

performances d’un autre organisme (ex : allélopathie). Ainsi, certains monoterpènes comme le carvacrol 

et le D-limonène ont un rôle allélopathique en inhibant la respiration, en bloquant le cycle de l’azote ou 

encore en inhibant la croissance et la germination des graines des plantes voisines (Maffei et al. 2011).  

 
La plante reçoit différents signaux qui la renseignent sur une éventuelle concurrence pour les ressources. 

La figure 9 présente les COV émis, indiquant la présence ou non d’une plante concurrente mais pouvant 

aussi renseigner sur l’identité de la plante ainsi que sur sa croissance (Kegge et Pierik 2009). Certaines 

plantes, comme le maïs, émettent une quantité totale de COV plus faible dans un sol pauvre que dans un 

sol riche même si certains composés comme le linalol peuvent être émis en plus grandes quantités 

(Kegge et Pierik 2009). Les émissions de COV sont aussi chez certaines plantes très dépendantes de la 

lumière. Ainsi, une plante de maïs attaquée par un herbivore aura une réponse très fortement 

dépendante de la lumière comparativement à une plante saine (Gouinguene et Turlings 2002). 

L’émission des terpènes est augmentée chez des plantes méditerranéennes cultivées en monoculture 

(Ormeno et al. 2007a) alors que les émissions de terpènes sont plus réduites lorsque la compétition n’est 

pas d’ordre interspécifique (Ormeno et al. 2007b).  

 
Les plantes attaquées sont aussi capables de communiquer avec d’autres plantes et de les alerter sur 

une éventuelle attaque future (Engelberth et al. 2004, Baldwin et Schulz 1983). Ainsi une piste 

intéressante pour réduire l’utilisation de pesticides serait d’augmenter la production de molécules de 

défense par la plante, grâce à un signal extérieur comme par exemple l’acide jasmonique qui induit les 

défenses de la plante (Lombardero et al. 2013). Plusieurs expériences montrent que les plantes savent 

reconnaître un signal provenant d’une plante voisine attaquée et peuvent ainsi activer leurs propres 

défenses plus rapidement (Shulaev et al. 1997 ; Kost et Heil 2006). Puisqu’il y a un échange de signaux et 
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une communication entre les plantes, celles-ci doivent être capables de percevoir et d’interpréter ces 

signaux venant des autres plantes. Malheureusement, les mécanismes sous-jacents à la reconnaissance 

des COV sont encore complétement inconnus, même s’il est vraisemblable qu’ils impliquent des 

récepteurs (Maffei et al. 2011). 

 
 
 
 
 

Figure 9 | Schéma de la détection des plantes compétitives par les plantes dans une végétation 
dense. (d’après Kegge et Pierik 2009). Les indices peuvent être de différentes natures comme : la 
diminution de la lumière bleue et rouge consommée par la photosynthèse, la réflexion de la 
lumière rouge lointaine réfléchie par les plantes, la présence d’éthylène ou d’autres COV, la 
diminution de l’exposition au vent, la consommation des réserves en eau et en nutriments du sol, 
la présence d’exsudats provenant de racines voisines, la présence/absence d’une flore 
microbactérienne spécifique. BOVCs : Biologic organic volatile compounds 
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III.1.4 La défense face aux stress abiotiques 
  
Comme nous l’avons vu dans les paragraphes précédents, la relation entre l’émission et la production 

des COV et les stress que subit la plante est clairement démontrée. Nous l’avons vu pour des stress 

biotiques comme l’attaque d’un herbivore par exemple mais la plante réagit aussi pour se protéger des 

stress abiotiques comme de hautes températures, une grande luminosité, une faible disponibilité en eau, 

une concentration en sels minéraux trop importante ou encore un milieu atmosphérique avec de fortes 

concentrations en ozone (figure 10) (Holopainen et Gershenzon 2010 ; Suzuki et al. 2014).  

 
Lors d’un stress, la synthèse de terpènes et d’autres métabolites secondaires peut être initiée et cela, en 

dépit de l’extrême mobilisation en carbone et en énergie issus de la photosynthèse que cette synthèse 

requiert (Loreto et al. 1996). Ainsi, un stress abiotique a généralement pour effet d’inhiber la 

photosynthèse en réduisant l’absorption en CO2 et la diffusion à l’intérieur des feuilles jusqu’au site de 

fixation (Loreto et Schnitzler 2010) mais également de favoriser le métabolisme secondaire. Pourquoi la 

plante utiliserait-elle de l’énergie à produire des « métabolites  secondaires » et quel est son intérêt à 

réduire la photosynthèse?  

 
 
III.1.4.1  Les COV peuvent détourner un excès d’énergie 
 
Lors d’un manque d’eau, sous une forte chaleur et une intense luminosité, la plante suspend sa 

croissance mais continue à recevoir cette énergie lumineuse excédentaire. Elle doit donc essayer d’en 

limiter la capture sous peine que cet excès d’énergie ne produise des molécules agressives comme les 

radicaux libres. La plante développe ainsi plusieurs stratégies physiques ou biochimiques pour limiter cet 

apport d’énergie. Certaines plantes peuvent ainsi réorienter leurs feuilles afin de les exposer moins 

directement aux rayons du soleil, d’autres font migrer leurs pigments chlorophylliens dans les parties les 

moins exposées au soleil... Les plantes xérophytes4 qui vivent dans des climats très chauds se sont 

spécialisées dans cette lutte contre le manque d’eau et l’excès d’énergie.  

 

 

 

                                                           
4 Xérophyte du grec xeros : sec ; phyton : plante 
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La pollution de l’air avec des espèces 
oxydantes (ozone et acide sulfurique) 
cause des dommages directs sur les 
tissus. Il y a une réponse locale et 
systémique de la plante. 

Les dommages mécaniques, à la fois 
biotiques (ex: par les insectes) ou 
abiotiques (ex: le vent) augmentent 
l’expression des gènes de défense. 

Le stress dû à de basses températures 
interfère avec les processus 
métaboliques (particulièrement avec 
l’activité des enzymes) et altère les 
propriétés des membranes. Le gel 
peut sévèrement endommager les 
tissus lors de la formation de glace. La 
formation extracellulaire de glace 
peut aussi provoquer un manque de 
disponibilité en eau. 

Un rayonnement important cause une 
production excessive d’énergie 
d’excitation des centres réactionnels 
de la photosynthèse. Ceci a pour 
conséquence une accumulation 
directe d’espèces d’oxygène réactives 
(ROS). 

De hautes températures dénaturent 
les protéines et causent la 
peroxydation des lipides. 

Le stress hydrique, ou la sécheresse, 
interfère avec le métabolisme. Les 
ROS produites pendant la sécheresse 
initient un signal qui génère une 
réponse défensive de la plante. 

La salinité du sol est habituellement 
causée par un excès  de chlore et de 
sulfate. Le stress salin a comme 
conséquence une cytotoxicité des 
ions et un stress osmotique ainsi 
qu’une diminution de la captation de 
nutriments. Cela a comme résultat un 
métabolisme non équilibré donnant 
lieu à un stress oxydatif.  

Figure 10 | Les plantes sont exposées à une variété de stress abiotiques (d’après Vickers et al. 2009) Un excès de lumière et de chaleur ainsi qu’une exposition à une 
atmosphère trop oxydante provoque une accumulation directe de ROS (Reactive Oxygen Species). De hautes températures coïncident souvent avec un stress lumineux. 
La sécheresse entraîne un stress osmotique et d’un manque d’eau intracellulaire ; le stress salin et le stress thermique (surtout lors d’un gel) provoquent aussi un 
manque de disponibilité en eau pour la plante et la réponse moléculaire sera donc similaire (même si elle n’est pas identique). Quand ces stress sont combinés, la 
réponse est souvent amplifiée. Les ROS sont particulièrement importants car ils initient une réponse en cascade qui augmente la transcription des gènes de défense et 
une réponse d’adaptation. Les phytohormones sont aussi importantes dans cette réponse et sont impliquées dans les voies de signalisation. Ainsi l’ABA (acide 
abscissique) est particulièrement important lors d’un stress hydrique et l’éthylène, l’acide salicylique et l’acide jasmonique sont souvent impliqués dans la réponse à un 
dommage mécanique causé par les herbivores. 
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Une des stratégies biochimiques mise en place par la plante est le détournement de cette énergie du 

métabolisme primaire au profit du métabolisme secondaire. Ces molécules issues du métabolisme 

secondaire (terpénoïdes…) sont complexes et demandent pour leur synthèse une grande consommation 

d’énergie. Cela permet à la plante de détourner ainsi une partie de son trop-plein d’énergie. Le peuplier 

dans de bonnes conditions environnementales (1200 µmol.mol-1 de CO2) favorise sa croissance (80% 

d’augmentation de sa biomasse) et diminue sa production d’isoprène (21%) alors que dans des 

conditions moins favorables (800 µmol.mol-1 de CO2), il diminue sa croissance (60%) et favorise la 

synthèse d’isoprène (41%). La plante est donc capable de moduler les allocations de carbone fixé par la 

photosynthèse en fonction des conditions extérieures. 

 
Ce détournement d’énergie aura aussi un intérêt pour le contrôle de la température foliaire de la plante 

puisque la vaporisation d’un composé est très coûteuse en énergie. La plante se refroidit donc en 

transpirant mais lors d’un manque d’eau, sous de fortes températures, la plante peut produire des 

molécules hautement énergétiques et les émettre dans l’atmosphère.   

 
Ainsi, on voit que l’augmentation de la production d’α-pinène par le pin (Pinus halepensis) et le chêne 

(Quercus ilex) est directement liée à la température de la feuille et est maximale vers 35°C  (Blanch et al. 

2011). Ces augmentations d’émission de monoterpènes et sesquiterpènes ont été observées maintes 

fois pour d’autres espèces modèles (Loreto et al. 1996 ; Duhl et al. 2008).  

 
A l’inverse, une plante transformée, dont la capacité à produire de l’isoprène a été supprimée, 

lorsqu’elle est soumise à des températures élevées, va voir augmenter sa température foliaire et  réduire 

son taux de photosynthèse, comparativement à une autre plante capable d’émettre de l’isoprène 

(Sharkey et Singsaas 1995 ; Vickers et al. 2009).  

 
Ces augmentations d’émission peuvent s’expliquer par un processus purement physique. En effet, les 

températures hautes vont avoir comme effet d’augmenter la pression de vapeur des COV et donc 

d’augmenter leurs émissions. Mais l’augmentation de l’émission des COV s’explique surtout par une 

augmentation du taux de biosynthèse des COV à haute température (Holopainen et Gershenzon 2010). 
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III.1.4.2 Les COV peuvent agir comme antioxydants 
 
Lors d’un stress hydrique, salin ou à cause d’un excès d’énergie, la plante tend à augmenter sa 

photorespiration et la réaction de Melher, entraînant une surproduction d’espèces d’oxygène réactives 

ROS5 (Miller et al. 2010). Les ROS sont principalement produites dans le chloroplaste, le peroxysome et la 

mitochondrie et comprennent les espèces réactives suivantes : l’oxygène singulet (1O2), le superoxyde 

(O2
•-), le radical hydroxyle (OH•) et le peroxyde d’hydrogène (H2O2) (figure 11 et 12). De par leur grande 

réactivité et leur faible durée de vie, les ROS peuvent produire d’autres ROS par des réactions en chaîne, 

arracher un hydrogène à un substrat organique, arracher un électron à une molécule ou encore 

s’additionner sur les doubles liaisons (Gardès-Albert et al. 2003). Ces réactions ont des conséquences 

fâcheuses pour la plante telles que l’oxydation de l’ADN et de l’ARN (mutations), des protéines 

(inactivation d’enzymes), des lipides (peroxydation des lipides et donc déstabilisation des membranes), 

ces réactions pouvant aller jusqu’à la mort cellulaire. La plante a donc développé des moyens de lutte 

enzymatiques (SOD6, ascorbate peroxydase et glutathion peroxydase…) (figure 12) (Apel et Hirt 2004) et 

non enzymatiques (ascorbate, glutathion, α-tocophérol, caroténoïdes, flavonoïdes et polyphénols) (Gill 

et Tuteja 2010) pour neutraliser ces espèces réactives. 

   

 

 

  

 

 

 

 

  

  

Le rôle de certains terpénoïdes comme les caroténoïdes et l’α-tocophérol est très bien conservé chez 

tous les organismes photosynthétiques. Au contraire, d’autres terpénoïdes comme l’isoprène, les 

monoterpènes et les sesquiterpènes ne sont pas présents chez toutes les plantes. Ils pourraient 

représenter une voie pour augmenter la plasticité dans la photo-protection (annexe 10)  (Penuelas et 

                                                           
5 ROS pour Reactive Oxygen Species 

6 SOD pour Superoxyde dismutase 

Figure 11 | Génération des ROS par transferts d’énergie (d’après Gill et Tuteja 2010) 
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Munné-Bosch 2005). Tous les terpénoïdes montrent les mêmes traits de photo-protection due à leur 

structure chimique. Ils possèdent tous une double liaison nécessaire pour la désactivation des ROS et 

pour certains, un groupement hydroxyle responsable de la désactivation chimique des ROS. Les COV 

pourraient donc jouer un rôle dans la protection contre le stress photo-oxydatif et la thermo-tolérance 

(Peñuelas et Munné-Bosch 2005 ; Sasaki et al. 2007). 

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Chez Arabidopsis, on observe que si les ROS viennent de différents stress abiotiques, ce sont des gènes 

différents qui répondent (Mittler et al. 2004). A chaque stress abiotique correspond une réponse 

spécifique et à chaque combinaison de plusieurs stress abiotiques correspond une réponse tout aussi 

spécifique (Mittler 2006). Les annexes 11 et 12 (Mittler et al. 2006) illustrent la réponse de la plante lors 

d’un stress hydrique ou thermique. Quand les deux stress sont combinés, seuls certains phénomènes 

sont affectés (Rizhsky et al. 2002, 2004).  

Certain COV réagissent très rapidement avec ces ROS. Les plantes pourraient donc utiliser ces molécules 

pour se protéger des effets négatifs des hautes températures, d’une lumière trop forte et de l’ozone 

Figure 12 | Production et neutralisation des ROS dans la plante (d’après Jajic et al. 2015). SOD : Superoxyde 
dismutase; Fenton : décomposition du peroxyde d’hydrogène en radical hydroxyle hautement réactif en présence 
de fer; CR : Chaîne de respiration ; CTE : Chaîne de transport d’électrons. 
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(Holopainen et Gershenzon 2010). Certes les ROS sont potentiellement dangereux pour la plante mais un 

changement dans la production de ROS lors d’un stress peut agir comme un signal (Mittler et al. 2011), 

qui aura un impact sur la transcription des gènes impliqués dans la réponse de la plante à ce stress (Jajic 

et al. 2015). 

 
 
III.1.4.3 Les COV peuvent agir comme stabilisateurs membranaires 
 
Ce sont Sharkey et Singsaas (1995) qui émettent pour la première fois l’hypothèse d’une stabilisation 

mécanique de la membrane par l’isoprène. L’isoprène étant hydrophobe, il passe spontanément dans la 

phase lipidique de la membrane des thylakoïdes des plastes. Le mécanisme protectif de stabilisation est 

décrit comme purement physique, par des interactions hydrophobes (lipide-lipide, lipide-protéine et/ou 

protéine-protéine). Certaines expériences vont d’ailleurs dans le sens de cette hypothèse et montrent 

une amélioration de la stabilité des membranes lors d’une exposition à de hautes températures 

(Velikova et al. 2011, 2012).  

 
Cependant, de nombreux doutes persistent quant à la réalité de cette hypothèse que d’autres 

expériences contredisent. L’isoprène étant extrêmement hydrophobe (KH ~3.1 eau de mer) (Milne et al. 

1995), il passe rapidement dans la membrane du plaste jusqu’à saturer complétement celle-ci. Des 

expériences consistant à augmenter la production d’isoprène devraient donc simplement avoir comme 

résultat une augmentation d’émission de celui-ci mais pas une augmentation de la concentration dans la 

membrane puisque celle-ci est déjà complétement saturée. La fumigation d’isoprène ne devrait donc pas 

conférer une protection supérieure à la plante comme le montrent certaines études (Logan et Monson 

1999 ; Logan et al. 1999). De plus, si ce phénomène de stabilisation est uniquement mécanique, cette 

stabilisation devrait être indépendante de l’espèce. Or, la stabilisation est observée uniquement pour 

des espèces ne produisant pas naturellement de l’isoprène (Vickers et al. 2009). 

 
Il a par contre été prouvé que des molécules comme l’α-tocophérol pouvaient piéger les ROS par leur 

action antioxydante et ainsi éviter la peroxydation des lipides, dommageable pour l’intégrité des 

membranes (Munné-Bosch 2005). 
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III.1.5 La combinaison des stress 
 
Lors de l’apparition simultanée de multiples stress, la plante doit hiérarchiser sa réponse en fonction du 

stress le plus critique pour sa survie. Un maïs attaqué par des insectes et soumis à un stress abiotique 

peut privilégier la réponse à l’herbivorie (Dicke et al. 2009) ou peut diminuer cette réponse pour lutter 

contre le stress abiotique (Ibrahim et al. 2008). La combinaison de différents stress peut aussi activer 

différentes voies de biosynthèse du métabolisme comme celles de l’auxine et de l’éthylène, qui ont une 

action sur la croissance de la plante (Rasmussen et al. 2013). En fonction de la perturbation 

environnementale, un stress pourra être qualifié de « non stress », stress léger ou stress intense. La 

réponse et la nature de l’émission des COV par la plante seront très différentes selon l’intensité du stress 

(Niinemets 2009).  

 
L’étude de l’impact des stress abiotiques sur la production des COV est difficile in planta car la plante est 

un modèle complexe soumis à de nombreux stimulus extérieurs et qui ne répond pas de la même façon à 

tous les stress et surtout à une combinaison de ceux-ci. Les résultats des études dépendent fortement de 

la méthodologie appliquée, de l’espèce, de l’organe et de la période de mesure. Il est donc extrêmement 

difficile de comparer les études et des résultats contradictoires sont parfois obtenus. De plus, tous ces 

stress biotiques et abiotiques ont surtout été étudiés en conditions de laboratoire et un par un, alors 

qu’une combinaison de ces stress est souvent à l’œuvre dans les conditions naturelles. Néanmoins, un 

consensus se dégage pour dire qu’un stress d’intensité moyenne aura pour conséquence une 

augmentation de la production de terpènes par la plante alors qu’un stress prolongé et d’intensité forte 

diminuera celle-ci (Niinemets 2010, Selmar et Kleinwächter 2013, Kleinwächter 2015). 

  
La raison pour laquelle un composé volatil unique est incapable de diminuer l’impact de plusieurs stress 

en même temps n’est pas connue (Sharkey et Singsaas 1995). L’isoprène, par exemple, n’est pas efficace 

pour contrer l’attaque d’un herbivore. Au contraire, sa quantité diminue lors d’une attaque, au profit des 

monoterpènes et sesquiterpènes. Il apparaît donc que chaque COV a un rôle spécifique en fonction des 

différents stress.  

 
En conclusion, se protéger des stress biotiques et abiotiques nécessite une dépense supplémentaire pour 

la plante mais ces défenses induites ou constitutives sont suffisamment efficaces pour qu’elle choisisse 

de rediriger une partie de son carbone vers la production de COV. 
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III.2 Les facteurs influençant l’émission des COV 
 
Alors que certaines plantes stockent les COV dans des compartiments spécialisés, d’autres les émettent 

continuellement ou de façon induite, pour se défendre, pour attirer un pollinisateur ou pour se protéger 

des stress abiotiques. L’étude des émissions des COV a donc un grand intérêt pour la physiologie, 

l’écologie des plantes ainsi que pour la chimie atmosphérique. Ces émissions dépendent très fortement 

de facteurs internes (génétiques et biochimiques) ainsi que de facteurs externes abiotiques 

(température, luminosité, disponibilité en eau, vent, concentration en ozone…) ou biotiques 

(interactions entre les plantes, les animaux et les micro-organismes) qui sont résumés dans la figure 13.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 13 | Facteurs influençant les émissions des COV par les plantes (d’après  Penuelas et Llusia 2001). Les 
étapes principales de la production et de l’émission des COV ainsi que les facteurs les mieux connus et déjà 
décrits par des modélisations sont en gras (flèches). Les autres facteurs moins connus, ou ayant un effet de 
moindre intensité ne sont pas pris en compte par les algorithmes des modèles standards. La complexité du 
réseau et le nombre de facteurs expliquent l’importante variabilité temporelle et spatiale des émissions de COV 
mesurées en conditions naturelles (+ effet augmentant; - effet diminuant). 
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III.2.1 Les facteurs physiques 
 
Les COV sont principalement des liquides lipophiliques avec une grande pression de vapeur et pouvant, 

en absence de barrières spécifiques, passer librement les membranes cellulaires et être émis dans 

l’atmosphère (Pichersky et al. 2006b). L’émission des COV peut représenter jusqu’à 10% du total du 

carbone fixé par la plante (Oikawa et Lerdau 2013) en conditions normales et les émissions de terpènes 

volatils représenteraient plus de 50% du total des émissions de COV (Guenther et al. 1995). Durant une 

période de stress sévère, comme une sécheresse par exemple, la plante peut même devenir une 

émettrice nette de carbone pour se protéger contre le stress oxydatif notamment.  

 
La répartition des COV entre la phase liquide et la phase gazeuse est fonction de leur constante de Henry 

(kH) qui est souvent très importante (ex : kH ~7500 Pa.m3.mol-1 à 25°C pour l’isoprène). L’équilibre entre 

la phase gazeuse et liquide varie donc avec la température et il y aura une augmentation des COV émis 

dans l’atmosphère lors d’une augmentation de la température (Niinemets et al. 2004).  Cet effet direct 

de la température sur l’émission des COV est néanmoins modulé par les résistances à la diffusion 

rencontrées au niveau du site de biosynthèse à l’intérieur de la feuille jusqu’à l’atmosphère. Les COV qui 

sont stockés dans des structures spécialisées peuvent atteindre des concentrations bien supérieures à 

celles rencontrées dans la cellule productrice et sont séparés du milieu intracellulaire par une couche 

imperméable (Gershenzon et al. 2000). Par contre, les plantes ne possédant pas ces structures de 

stockage n’ont qu’une réserve peu importante et très temporaire de COV (Loreto et al. 1998 ; Niinemets 

et al. 2004). 

  
Dans la feuille, la diffusion des COV peut cependant être influencée par l’ouverture ou la fermeture des 

stomates. En effet, ceux-ci peuvent s’ouvrir afin de réguler la température de la feuille par la 

transpiration mais ils peuvent aussi se fermer lors d’un stress hydrique afin d’éviter une perte en eau 

trop importante. Néanmoins, ces ouvertures/fermetures ne vont pas affecter directement la diffusion 

des monoterpènes qui ont un kH très important (Fall et Monson 1992 ; Brüggemann et Schnitzler 2002). 

Par contre, la diffusion des gaz qui sont principalement partitionnés dans la phase liquide comme les 

COV oxygénés (méthanol, aldéhydes en C6 et alcools) est très dépendante de l’ouverture ou non des 

stomates (Loreto et Schnitzler 2009). Précisons encore que les températures élevées vont aussi jouer sur 

l’activité enzymatique des terpène synthases qui ont en général un optimum d’activité autour de 40-

45°C (Monson et Fall 1989 ; Singsaas et al. 1999). Une plus grande production de terpènes favorisera 

donc une plus grande émission (Loreto et al. 2006). 
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III.2.2 Les facteurs biologiques 
 
La plante ne synthétise pas les COV de façon uniforme, que ce soit en qualité ou en quantité. Cette 

production peut varier en fonction de facteurs locaux, comme la saison et la température (Angioni et al. 

2006, Atti-Santos et al. 2004, Verma et al. 2013). Le stade de développement des organes qui effectuent 

la biosynthèse influence également l’émission des COV (Dudareva et al. 2006).  

 
Ainsi les fruits produiront la majorité des COV à maturité (Aharoni et al. 2004). Dans les feuilles, la 

composition de l’essence pourra varier en qualité et/ou quantité en fonction de l’âge et de la position 

sur la plante (Rana and Blazquez 2010; Verma et al. 2010, Gershenzon et al. 2000, Muñoz-Bertomeu et al. 

2008), de la composition du sol (Chakib 1998; Nejad and Ismaili 2014), de l’altitude (Verma et al. 2008; 

Khan et al. 2009) et de beaucoup d’autres facteurs. Le même phénomène s’observe dans les fleurs. Ainsi 

pour la rose par exemple, le pic d’émission se produit lorsque la fleur est épanouie (Bergougnoux et al. 

2007, Magnard et al. 2015) et varie au cours de la journée. Il y a un rythme circadien calé sur l’activité 

des pollinisateurs pour optimiser l’impact des COV (Hendel-Rahmanim et al. 2007). Il est aussi 

intéressant de montrer comme nous l’avons mentionné plus haut que l’émission peut s’arrêter après la 

pollinisation (Negre et al. 2003). Chez le narcisse, l’émission des COV est aussi très dépendante de l’âge 

et du moment dans la journée (Ruíz-Ramón et al. 2014). Le même phénomène est observé chez l’ylang-

ylang (Benini et al. 2014, Jin et al. 2015) et d’autres plantes (Wilkinson et al. 2006 ; Loivamaïki et al. 

2007 ; Aros et al. 2012).  
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III.2.3 L’impact du changement climatique sur les futures émissions de COV  
 
La modification des émissions de COV par la plante peut aussi être envisagée d’une manière plus globale, 

prenant en compte plusieurs facteurs tels que : le réchauffement climatique, la sécheresse, l’utilisation 

du territoire, l’augmentation de la concentration en CO2 et de l’ozone atmosphérique ainsi que des 

radiations UV (Niinemets et al. 2010). Les modèles actuels prédisent que l’impact anthropogénique ne va 

pas seulement augmenter les moyennes des températures mais aussi la fréquence et l’amplitude des 

sécheresses et des inondations, les conditions oxydantes dues à l’élévation de la concentration de 

l’ozone (Holopainen et Gershenzon 2010). Les modifications des émissions de COV dépendent fortement 

des espèces de COV et de l’amplitude des changements environnementaux. Cependant, au vu de 

l’impact des COV sur les autres organismes, sur les propriétés chimiques et physiques de l’atmosphère et 

donc sur l’ensemble la biosphère, il est très important de se pencher sur l’impact du changement 

climatique sur les émissions de COV (Peñuelas et Staudt  2014). 

 
L’augmentation de la température moyenne mondiale a été de 0,76°C durant le XXème siècle et les 

prédictions pour le XXIème siècle tablent sur une augmentation de min 2,0°C dans la plupart des scénarii 

envisagés (IPCC 2014). Or nous savons maintenant qu’une augmentation de la température, au moins à 

court terme, aura pour effet une augmentation exponentielle des taux d’émissions des COV par les 

plantes (Filella et al. 2007). Cette augmentation d’émission vient non seulement d’une augmentation de 

production des COV via une activité enzymatique supérieure (Lorento et Schnitzler 2009 ; Blanch et al. 

2011) mais aussi d’une augmentation de la pression de vapeur des COV et donc d’une diminution de la 

résistance à la diffusion (Tinger et al. 1991). Avec le réchauffement climatique, les émissions des COV 

pourraient donc augmenter nettement, jusqu’à 30-45%, dans le futur (Peñuelas et Staudt 2014). Un 

autre effet indirect de l’augmentation des températures sur l’émission globale de COV est par exemple 

une plus grande couverture végétale due à des hivers plus doux entraînant une augmentation des 

émissions de 7 à 22% (Niinements et Peñuelas 2008). L’augmentation de la litière végétale aura aussi 

pour conséquence un apport supplémentaire en nutriments et donc une ressource additionnelle pour la 

production des COV (Cornelissen et al. 2007 ; Rinnan et al. 2008). Par contre, des épisodes prolongés de 

sécheresse ou de précipitations intenses ralentiront la décomposition du sol dans les champs situés en 

climat tempéré (Walter et al. 2013). Les spécialistes s’attendent aussi à des ravages ponctuels des 

insectes beaucoup plus importants dans le futur avec des dégâts considérables sur les forêts de conifères 

par exemple, entraînant ainsi une perte de captation du CO2 par ces mêmes forêts (Kurz et al. 2008 ; 

Arneth et Niinemets 2010).  
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La couverture des sols et leurs utilisations affectent aussi de façon importante l’émission de COV. Ainsi, 

la culture intensive d’espèces économiquement intéressantes est la cause la plus importante de la 

modification de la couverture des sols, bien plus encore que les modifications dues au changement 

climatique. Ainsi, dans les régions tropicales, il se produit une disparition importante des forêts 

naturelles au profit de grandes plantations de palmiers à huile de palme en Malaisie et en Indonésie 

(Wilkinson et al. 2006) ou de caoutchouc comme en Chine (Wang et al. 2007). Ces plantations 

augmentent de façon très importante l’émission de COV puisqu’en effet, une surface plantée par ces 

monocultures émet jusqu’à dix fois plus de COV qu’une forêt naturelle (Wang et al. 2007). Dans nos 

régions, nous assistons plutôt à une adaptation de la flore aux changements climatiques et les plantes 

méditerranéennes, grandes émettrices de COV (isoprène et monoterpènes), remontent vers des 

longitudes et altitudes plus importantes, changeant la couverture des sols ainsi que les espèces 

dominantes (Niinements et Peñuelas 2008 ; Keenan et al. 2009). L’augmentation de la température 

mondiale va aussi avoir un impact sur les stress biotiques comme une augmentation du nombre 

d’insectes, ce qui augmentera les émissions de COV en réponse à leurs attaques (Kurz et al. 2008). 

 

L’effet du CO2 sur les émissions des COV est mal connu à l’heure actuelle. Ainsi l’augmentation de la 

concentration en CO2 pourrait avoir comme effet une meilleure productivité de la biomasse et ainsi 

augmenter de la même façon l’émission des COV (Sun et al. 2013). A l’inverse, de récentes études 

montrent qu’une forte concentration en CO2 pourrait inhiber l’émission de l’isoprène au niveau des 

feuilles, notamment à cause de la consommation plus importante d’acétyl co-enzyme A, précurseur 

commun au métabolisme primaire et secondaire (Possell et al. 2005 ; Arneth et al. 2007, 2011 ; Young et 

al. 2009). La quantité d’ozone troposphérique va aussi augmenter dans les prochaines années et aura 

des effets positifs et négatifs sur les émissions de COV, notamment à cause d’une augmentation du 

stress oxydatif subi par les plantes (Peñuelas et al. 1999). 

 
La dégradation et l’oxydation des COV dans l’atmosphère en de multiples produits et finalement en CO2 

(Atkinson R et Arey J 2003) ont des implications sur la capacité oxydative de l’atmosphère ainsi que sur la 

formation des polluants. Les COV sont oxydés dans l’atmosphère et influencent ainsi la concentration 

des constituants atmosphériques tels que les aérosols organiques secondaires (SOA7), les radicaux 

hydroxyles (OH) et l’ozone troposphérique (O3) (Kanakidou et al. 2005) (annexe 13, Yuan et al. 2009). La 

formation des SOA pourrait avoir un effet net de refroidissement, en réfléchissant les radiations solaires 

                                                           
7 SOA pour Secondary Organic Aerosol 
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et en bloquant celles-ci par la formation de noyaux de condensation des nuages (CCN8) (Oikawa et 

Lerdau 2013). 

 
Un tableau en annexe 14 résume l’impact possible du changement climatique sur les signaux 

écologiques liés aux COV (Yuan et al. 2009). 

 
En conclusion, la biosphère terrestre, en produisant et en émettant des COV biologiques dans 

l’atmosphère, tisse des liens très étroits entre la surface de la terre, l’atmosphère et le climat. Comment 

et pourquoi les plantes synthétisent ces COV intéressent donc au premier chef les spécialistes des 

plantes et les écologistes à cause des fonctions de ces composés pour la plante. De plus, les 

entomologistes et microbiologistes les étudient en tant que signaux de la plante vers le monde animal et 

les microorganismes. Enfin, leurs rôles dans la biosphère concernent les chimistes de l’atmosphère et les 

climatologues car les COV ont des effets sur la composition de l’atmosphère. Toutes ces interactions sont 

résumées dans la figure 14 de Laothawornkithul et al. (2009).  

 
 
 

                                                           
8 CCN pour Cloud Condensation Nuclei 
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Figure 14 | Diagramme schématique résumant les connaissances actuelles des rôles des COV 
biologiques dans le système terrestre (d’après Laothawornkithul et al. 2009). Les COV biologiques 
exercent leurs rôles au niveau biologique, chimique et physique du système terrestre et fournissent 
une connection entre la biosphère et l’atmosphère. L’utilisation des trois compartiments notés 
biologie, chimie et physique n’implique pas qu’il n’y a pas aussi des procéssus chimiques et physiques 
dans le biosphère. SOA = Secondary Organic Aerosol et                   = pendant la nuit  
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III.3 Le stockage et l’émission des COV 
  
III.3.1 Le transport des COV dans la cellule 
 
Avant d’être émis dans l’atmosphère, les COV doivent traverser une ou plusieurs membranes, une paroi 

cellulaire aqueuse et chez certaines plantes, une cuticule de cire. Il a longtemps été admis que les COV 

diffusaient passivement au travers de ces barrières, cependant plusieurs indices tendent à remettre en 

question, au moins partiellement, cette hypothèse (Widhalm et al. 2015). En effet, les COV, de caractère 

lipophile, devraient rester piégés entre la bicouche des membranes jusqu’à atteindre une concentration 

très importante avant de diffuser contre ce gradient. Des calculs théoriques effectués sur la fleur de 

muflier (Antirrhinum majus) montrent que la concentration en COV dans la membrane plasmique devrait 

être plus élevée d’un facteur 100 par rapport à la concentration du cytosol ou de la paroi cellulaire 

(figure 15).  Cette concentration aurait probablement des effets très destructurants pour la membrane 

qui seraient certainement létaux pour la cellule. La seule explication d’une augmentation de la 

température durant le jour qui jouerait sur la solubilité et la volatilité des COV ne suffit pas pour justifier 

une diffusion passive. En effet, pourquoi dès lors certaines plantes n’émettraient-elles que la nuit en 

phase avec leurs pollinisateurs ? On peut argumenter que la production de COV serait finement régulée. 

Cependant, l’hypothèse d’une émission des COV sous l’influence de mécanismes biologiques actifs, qui 

existent pour d’autres composés hydrophobes (lipides, cires, diterpènes) est postulée à l’heure actuelle. 

Cela permettrait notamment d’expliquer la faible concentration intramembranaire des COV observée, 

ainsi que bien d’autres observations. 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 15 | Chemin des émissions des COV et concentrations calculées en COV requises pour supporter le 
modèle de diffusion passive (d’après  Widhalm et al. 2015). (A) Diagramme montrant les barrières à l’émission 
des COV chez la fleur de muflier (Antirrhinum majus) (B) Concentrations en COV simulées nécessaires pour 
franchir chaque barrière suivant le modèle de diffusion passive afin d’atteindre les niveaux d’émission observés 
pour le méthyle benzoate (ligne continue) et le nérolidol (ligne discontinue). 
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Les hypothèses qui ont été proposées permettant d’expliquer le transport et l’émission des COV sont les 

suivantes :  

- Les COV, produits à la surface du réticulum endoplasmique ou RE9, circulent librement dans le plasma 

de la membrane de celui-ci. Cette membrane peut alors fusionner avec la membrane plasmique. Cette 

hypothèse avait été décrite initialement par Fahn (A figure 16) (Fahn 1979). 

- Les COV circulent librement à l’intérieur de l’appareil de Golgi et/ou du RE et sont évacués via le réseau 

trans-golgien ou via des vacuoles bourgeonnantes. Cette possibilité avait également été émise par Fahn 

(B figure 16) (Fahn 1979). 

- Les COV produits dans les plastes (ex : monoterpènes) rejoignent le RE via une hémifusion des 

membranes du RE et du plaste (C figure 16). Ce n’est que très récemment qu’est apparue cette 

hypothèse (Mehrshahi et al. 2012, 2013). 

- Les COV sont escortés par des protéines de transport contenant une poche hydrophobe capable de 

transporter des molécules hydrophobes dans une phase aqueuse (D figure 16) (Samuels et McFarlane 

2012). 

- Les COV sont exportés hors de la cellule via un transporteur transmembranaire de type ABC-

transporteur10 (McFarlane et al. 2010). Ce transport actif grâce à de l’ATP11 a d’ailleurs été démontré 

pour le transport du sclaréol, un terpène non volatil, dans les feuilles de tabac (E figure 16) (Jasinski et al. 

2001).   

- Les COV sont transportés par l’intermédiaire des oléosomes. Ces organites seraient alors à la fois des 

organites de stockage, mais aussi un moyen de transport de COV. Dans la figure 16 (F), cette hypothèse 

est mentionnée mais la membrane des oléosomes n’est pas figurée (F figure 16) (Caissard et Baudino 

2012).  

 

 

                                                           
9 RE pour Réticulum Endoplasmique 

10 ABC-transporteur pour ATP-Binding Cassette transporteur 

11 ATP pour Adénosine Triphosphate 
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Figure 16 | Hypothèses expliquant le trafic intracellulaire des COV dans les plantes (d’après Widhalm et 
al. 2015). Les COV pourraient diffuser à travers chaque barrière de façon passive ou pourraient circuler au 
moyen de mécanismes biologiques encore inconnus mais similaires à ceux observés pour d’autres 
composés hydrophobiques. Les caractéristiques physicochimiques des VOC semblent jouer en défaveur 
d’une diffusion passive uniquement. Les flèches blanches montrent un chemin possible pour la circulation 
des COV dans le cytosol via des vésicules. Les protéines de transfert lipidiques (LTP) ou d’autres types de 
protéines pourraient contribuer au transfert des COV à travers le stroma des plastes, du cytosol et/ou de 
la paroi cellulaire. Les transporteurs localisés dans la membrane plasmique pourraient jouer un rôle dans 
l’exportation des VOC du cytosol ou de la membrane plasmique vers la paroi cellulaire. Les VOC diffusent 
alors à travers la cuticule pour être émis dans l’environnement. D’autres mécanismes non schématisés ici 
ne peuvent être exclus. GPI, Glycosylphosphatidylinositol. 
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III.3.2 Le stockage des COV  
 
Certaines plantes synthétisent, stockent et émettent des COV dans des structures spécialisées afin que 

l’organisme ne soit pas mis en danger par leur toxicité (Wagner 1991). Les structures les plus connues 

sont les trichomes qui sont des protubérances différenciées de l’épiderme et qui sont spécialisés dans la 

production de grandes quantités de composés. D’autres types de structures existent, comme les canaux 

résinifères très présents chez les conifères mais aussi chez les arbres à caoutchouc ou produisant du 

latex (Schilmiller et al. 2012).  

 
 
III.3.2.1 Le stockage intracellulaire 
 
Les oléosomes, organites spécialisés dans le stockage des lipides (ex : triglycérides), sont formés d’une 

membrane lipidique provenant du décollement des deux feuillets phospholipidiques de la membrane du 

RE et stabilisés par des protéines spéciales (généralement des oléosines) entourant une matrice 

lipidique. On trouve notamment beaucoup d’oléosomes dans les graines où ils assurent un stockage 

important de lipides. Les COV sont aussi des molécules très lipophiles et pourraient donc être stockés 

dans ceux-ci (Caissard et Baudino 2012). Ainsi, dans certaines cellules sécrétrices de fleurs, il a été 

observé des vésicules de terpènes de taille comparables à celles des oléosomes (Caissard et al. 2004 ; 

Bergougnoux et al. 2007).  Chez d’autres plantes comme l’Arum, il a été montré que des vésicules se 

collent ensuite à la membrane plasmique et se vident au moment de l’émission des terpènes (Skubatz et 

al. 1995, Leguet et al. 2014). Chez la vigne, il a été observé dans les grains de pollen une sesquiterpène 

synthase (valencène synthase) localisée sur des oléosomes. C’est via ces corps lipidiques que seraient 

transportés ces sesquiterpènes (Martin et al. 2009). 

 
Les COV peuvent aussi être stockés dans un milieu aqueux. Ceux-ci doivent alors être sous forme 

glycosylée et seront stockés dans la vacuole. Un traitement avec une enzyme de type β-glucosidase 

permet de libérer une grande partie de ces molécules et ainsi de les rendre disponibles pour une 

récupération éventuelle (Francis et Allcock 1969 ; Strauss et al. 1986 ; Luan et al. 2005 ; Rivas et al. 

2013).   
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III.3.2.2 Les structures spécialisées de stockage et d’émission 
 
Chez de nombreuses espèces, il a été montré que les COV sont synthétisés de novo dans les cellules 

sécrétrices à partir desquelles ils sont émis (Dudareva et Pichersky 2000 ; Gang et al. 2001 ; Kolosova et 

al. 2001 ; Chen et al. 2004).  

 
Cependant les cellules productrices des COV peuvent soit mettre en place une stratégie d’accumulation 

de ces produits souvent toxiques, soit les émettre directement. Ces accumulations pourront alors servir 

plutôt comme système de défense constitutif. Les feuilles sont alors souvent dotées de trichomes 

glandulaires et stockent les VOC hors de la cellule mais sous une cuticule imperméable. C’est notamment 

le cas chez les Lamiacées (menthe, Mentha sp. ; sauge, Salvia sp. ; basilic, Ocimum sp. ; thym, Thymus 

sp.) (figure 17 A et B). Un autre type de trichome glandulaire peut aussi servir de défense contre les 

insectes mais produira un mélange d’une composition différente, plus collant. Dans ce cas, il n’y a pas de 

stockage de la substance visqueuse sous la cuticule mais celle-ci est diffusée en continu comme c’est le 

cas chez le tabac (Nicotiana sylvestris) (figure 17 C). Le mélange de COV sera plutôt composé de 

molécules plus grosses et moins volatiles puisqu’elles sont destinées à rester sur la feuille. 

 
D’autres plantes, qui utilisent les COV non plus comme répulsifs mais comme attracteurs d’insectes 

pollinisateurs peuvent être dotées de cellules épidermiques émettant en continu comme les pétales de 

nombreuses fleurs. Ces cellules épidermiques, souvent coniques, libèrent directement les COV dans l’air 

(figure 17 D). Elles peuvent être dans certains cas localisées dans une zone particulière du pétale, on 

parle alors d’osmophores comme chez les Orchidacées (Antón et al. 2012). 

 
D’autres cellules spécialisées tapissent l’intérieur des canaux comme dans les feuilles et les tiges des 

Apiacées (céleri, Apium graveolens ; anis, Pimpinella anisum ; fenouil, Foeniculum vulgare ; carotte, 

Daucus carota…) et des conifères (E figure 17). C’est aussi ce même type de cellules qui tapissent 

l’intérieur des glandes et poches sécrétrices dans la peau des agrumes (F figure 17). 

 
La capacité d’excréter des COV n’est pas restreinte à ce type de cellules. Toutes les cellules sont 

potentiellement capables d’émettre des COV. Par exemple, chez la rose (Rosa x hybrida), l’épiderme 

inférieur à cellules plates émet autant de COV que l’épiderme supérieur à cellules coniques (Figure 17 G, 

H et I) (Bergougnoux et al. 2007). 
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Figure 17 | Exemples de structures spécialisées dans la sécrétion et/ou le stockage des huiles essentielles 
(d’après Caissard et Baudino 2012). A – Micrographie photonique d’une glande capitée de Lamium maculatum 
(le décollement de la cuticule permet un stockage extra-cellulaire de l’HE); B – Micrographie électronique 
environnementale de la surface d’une feuille de Mentha spicata (les glandes les plus grosses correspondent à 
des glandes peltées et les plus petites à des glandes capitées); C – Micrographie photonique à fluorescence de 
trichomes glandulaires de Nicotiana sylvestris (les zones blanches correspondent à des composés lipophiles 
colorés par le Nile Red, colorant spécifique des lipides neutres et coulant de la tête du trichome); D – 
Micrographie électronique environnementale de la surface d’un pétale de Rosa x hybrida (les gouttelettes 
correspondent à l’HE sécrétée par les cellules coniques); E – Micrographie photonique d’une jeune pousse de 
Pseudotsuga menziesii (la cavité correspond à la lumière d’un canal sécréteur de résine); F – Micrographie 
photonique d’une coupe de péricarpe du fruit de Citrus sp. (la cavité correspond à une poche sécrétrice vidée de 
son HE); G – Micrographie photonique d’une coupe de pétale de Rosa x hybrida (l’épiderme supérieur présente 
des cellules coniques alors que l’épiderme inférieur présente des cellules plates); H – Micrographie photonique 
d’une coupe d’épiderme supérieur de pétale de Rosa x hybrida (les gouttelettes noires intracellulaires 
correspondent à des terpènes colorés par la réaction de NaDi); I – Micrographie photonique par contraste 
interférentiel d’une coupe d’épiderme inférieur de pétale de Rosa x hybrida (les gouttelettes réfringentes 
correspondent à des corps lipidiques intracellulaires). Légendes : étoile, zone de stockage extra-cellulaire de 
l’HE; flèche, gouttelettes lipophiles et/ou d’huiles essentielles; barres d’échelle 20  µm. 
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III.3.2.2.1 Les trichomes glandulaires 
 
Les trichomes sont de petites protubérances d’origine épidermique situées à la surface des feuilles et 

d’autres organes de nombreuses plantes. Leurs tailles, leurs formes, leurs nombres et leurs 

morphologies sont très variables d’une espèce à l’autre. Cela va de la longue fibre présente dans les 

fruits de coton aux trichomes de forme arrondie à la surface des feuilles (Schilmiller et al. 2008). Les 

trichomes des Pelargonium sont décrits dans la revue présentée au début du chapitre I-Introduction 

(Blerot et al. 2015). Il existe deux types de trichomes, les trichomes tecteurs servant à la défense 

physique de la plante et les trichomes glandulaires servant à la défense chimique de la plante et 

produisant les composés qui nous intéressent. Nous allons donc nous focaliser sur ce type de trichomes. 

 
Les trichomes glandulaires sont épidermiques et situés sur les parties aériennes de la plante. Ils 

consistent souvent en une ou plusieurs cellules basales qui ancrent le trichome dans l’épiderme, des 

cellules de cou, et une tête souvent multicellulaire représentant l’ensemble des cellules sécrétrices (Fahn 

2000). Des études récentes montrent que la formation des trichomes est régulée par l’activité de 

facteurs de transcription et de promoteurs spécifiques (Gutièrrez-Alcanà et al. 2005 ; Shangguan et al. 

2008 ; Kim et al. 2008). Typiquement, les métabolites sont sécrétés à partir des cellules de tête vers une 

cavité de stockage sous-cuticulaire où l’essence est maintenue sous pression. La moindre action sur la 

cuticule aura pour conséquence de la rompre et de répandre l’HE sur le ravageur ou le parasite. Une 

partie de l’HE peut néanmoins diffuser lentement au travers de la cuticule. Comme nous l’avons 

mentionné plus haut, certains trichomes comme ceux du tabac produisent une substance visqueuse qui 

s’écoule le long des trichomes et se répand sur les feuilles ralentissant ainsi les ravageurs. 

 
Deux grandes familles de trichomes glandulaires existent : les trichomes capités et les trichomes peltés 

(figure 18 A). Les glandes capitées sont constituées d’une cellule basale insérée dans l’épiderme, de 

plusieurs cellules de cou et d’une ou deux cellules de têtes. Ces glandes ne participent que très peu à la 

synthèse des COV car les molécules traversent rapidement la fine couche cireuse formant la cuticule. Les 

glandes peltées sont le véritable centre de biosynthèse des COV. Elles sont constituées d’une cellule 

basale, d’une cellule de cou et de 4 à 16 cellules de tête (figure 18 B). L’essence synthétisée sera stockée 

sous la cuticule jusqu’à l’explosion éventuelle de celle-ci, provoquée par un choc mécanique, qui mettra 

donc à nu l’essence libre de diffuser dans l’atmosphère (figure 18 C). 
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La densité et la distribution des trichomes sont connues pour varier entre les organes aériens et 

dépendent du stade de développement de la plante (Turner et al. 2000 a, b). Cette distribution est aussi 

largement influencée par les conditions environnementales comme la température et la photopériode 

(Kennedy et al. 1981 ; Gianfagna et al. 1992), l’état nutritionnel de la plante (Barbour et al. 1991) ainsi 

que les stress biotiques et abiotiques (Wlikens et al. 1996). Les phytohormones ont aussi une grande 

influence puisque le jasmonate est nécessaire chez la tomate pour l’initiation des trichomes du fruit (Li et 

al. 2004) et chez le concombre, les niveaux d’éthylène influencent la morphologie et la densité des 

trichomes (Kazama et al. 2004). A noter aussi que le diamètre des glandes ne semble pas être corrélé 

avec la capacité d’accumulation en essence mais cette capacité serait plutôt à mettre en relation avec la 

densité des glandes (Dell et McComb 1978 ; Wagner 1991). 

Figure 18 | Glandes sécrétrices de lavande observées en MEB et schéma de glande peltée de menthe (d’après 
Guiton 2010; Lange 2015). A – Trois types de trichomes sur calice de Lavandula angustifolia (MEB x500 12 kV); B – 
Représentation schématique d’une glande peltée de menthe poivrée, Mentha x piperita; C - Détail des huit cellules 
sécrétrices d’une glande peltée sur le calice de Lavendula lanata (MEB x500, 8kV). Barres d’échelle 100 µm. 
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Sécrétion Croissance 
locale 

Développement et 
différenciation 

Sénescence 

Figure 19 | Mise en place des trichomes chez 
Mentha x piperita (photo  M. Colson) (D’après 
Caissard 2007) Croissance cellulaire localisée des 
trichomes sécréteurs. Barre d’échelle 50 µm. 

Les glandes peltées se forment grâce à l’émergence 

d’une cellule épidermique. Chez les menthes, cette 

cellule subit deux divisions périclines successives 

(figure 19 et 20). La cellule supérieure donne alors 

naissance à huit cellules de tête grâce à une série de 

divisions anticlines. Ces cellules sont le siège de la 

biosynthèse de l’essence riche en terpènes. Cette 

essence est excrétée hors des cellules sécrétrices pour 

être stockée dans l’espace sous cuticulaire. Une fois la 

pression trop forte ou lors d’un choc mécanique 

violent, la cuticule se rompt libérant ainsi l’essence, 

c’est la phase de sénescence (figure 20). 

 

 

 

 

 

Les trichomes, situés à la surface de l’épiderme sont facilement accessibles pour l’isolement et la 

caractérisation des enzymes impliquées dans la synthèse des VOC. Beaucoup de plantes importantes 

dans l’industrie agroalimentaire ont ainsi été étudiées comme la tomate (McDowell et al. 2011), la 

menthe (Rios-Estepa et al. 2008), le houblon (Wang et al. 2008) ou encore le cannabis (Marks et al. 

2009). D’autres plantes utilisées dans l’industrie de la parfumerie sont aussi à l’étude comme la sauge 

(Schmiderer et al. 2008 ; Caissard et al. 2012), le patchouli (Deguerry et al. 2006) ou le Pelargonium.  

Figure 20 | Etapes de la différenciation des glandes peltées de Mentha x piperita (d’après Caissard 2007). Barre 
d’échelle 10 µm. 
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III.3.2.2.1 Les canaux résinifères 
  
Les cellules sécrétrices peuvent aussi être isolées et réparties dans le bois de la plante (figure 21). En 

effet, les cellules sécrétrices des conifères produisent des oléorésines qui sont un mélange de 

terpénoïdes et de composés phénoliques et stockent cette résine sous pression dans la lumière des 

espaces intercellulaires appelés conduits/canaux (figure 21 A & B) (Phillips et Croteau 1999). 

 
Les cellules des canaux résinifères sont notamment impliquées dans le transport des terpènes. Lors 

d’une attaque, la fraction volatile (mono et sesquiterpènes) a souvent un rôle de répulsif et une fois 

évaporée, la fraction acide résiduelle, sous l’action d’une polymérisation oxydative, peut piéger et tuer 

l’insecte envahisseur (Maffei et al. 2011), jouant alors un rôle de défense physique. Les canaux laticifères 

jouent un rôle similaire et se retrouvent chez plus de 10% des angiospermes (Agrawal et al. 2009). 

 
Les canaux résinifères par contre sont beaucoup moins accessibles que les trichomes pour une 

purification des cellules productrices de métabolites même si des techniques de microdissection par 

laser commencent à être disponibles (Abbott et al. 2010).    

 

Figure 21 | Illustrations des canaux laticifères et résinifères chez l’hévéa (Hevea brasiliensis) et chez le pin (Pinus 
taiwanensis Hayata) (d’après Sheue et al. 2003) A – Branche d’hévéa illustrant le latex sous pression; B et C 
Ultrastructure d’un canal de résine dans le mésophylle. CE : Cellule épithéliale; M : mésophylle; L : Lumière du 
canal de résine. Barre d’échelle  A= 10 mm; B et C =  200 µm 
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III.4 La biosynthèse des COV 
 
Les COV, constitués des terpenoïdes, des composés aromatiques (phénylpropanoïdes/benzénoïdes) et 

des dérivés d’acide gras, ne représentent qu’environ 1% des composés issus du métabolisme secondaire 

ou spécialisé des plantes (Dudareva et al. 2004). A ce jour, plus de 1700 COV émis par les plantes de plus 

de 90 familles ont déjà été caractérisés (Knudsen et Gershenzon 2006) (Annexe 15). Certaines 

estimations montrent que les plantes utilisent même jusqu’à 36% de la photosynthèse pour produire et 

émettre ces COV (Kesselmeier et al. 2002). Il y a un petit nombre de voies biochimiques impliquées dans 

la biosynthèse de ces COV, les trois principales étant : La voie des terpénoïdes qui nous intéresse plus 

particulièrement et comprend 2 branches principales (voie de l’acide mévalonique ou MVA et voie du 

méthylérythritol phosphate ou MEP), la voie de l’acide shikimique qui donnera les composés 

aromatiques et la voie des oxylipides ou des lipoxygénases (LOX pathway) produisant les dérivés d’acides 

gras ou Green Leaf Volatiles (Loreto et Schnitzler 2010) (figure 22).  

 

  Figure 22 | Résumé des voies de biosynthèses contrôlant les émissions des COV des plantes (d’après Dudareva et 
al. 2012). Les précurseurs des COV des plantes sont issus du métabolisme primaire (rectangle bleu). Les  4 voies de 
biosynthèse majeures des COV, nommées voies du Shikimate (shikimate pathway), de  l’acide mévalonique (MVA 
pathway), du méthylérythritol phosphate (MEP pathway) et des lipoxygénases (LOX pathway) contrôlent l’émission 
des composés benzénoïdes/phénylpropanoïdes, des sesquiterpènes, monoterpènes, hémiterpènes, diterpènes, 
des composés dérivés des caroténoïdes et du méthyle jasmonate et des « green leaf volatiles » (GLV). Les flèches 
en séries indiquent plusieurs réactions enzymatiques. Les COV sont soulignés avec un fond gris. DAHP, 3-déoxy-D-
arabinoheptulosonate-7 phosphate; DMAPP, diméthylallyl pyrophosphate; E4P, érythrose 4-phosphate; FPP, 
farnésyl diphosphate; GGPP, géranylgeranyl diphosphate; GPP, géranyl diphosphate; IPP, isopéntenyl diphosphate; 
NPP, néryl diphosphate; PEP, phosphoénolpyruvate; Phe, phénylalanine. 
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III.4.1 La biosynthèse des phénylpropanoïdes/benzénoïdes 
 
Les voies de biosynthèses des phénylpropanoïdes et benzénoïdes ont été en partie élucidées chez 

Petunia hybrida cv Mitchell par Dudareva et Pichersky (2000) et Boatright et al. (2004). Ceux-ci ont utilisé 

un précurseur, la phénylalanine, marquée avec du deutérium isotopique (²H5-Phe), pour suivre la 

formation des composés. 

 
La première étape de cette voie de biosynthèse, commune à plusieurs voies, est la désamination de la 

phénylalanine par l’enzyme PAL12 donnant l’acide trans-cinnamique.  

 
La deuxième étape est la conversion de l’acide trans-cinnamique en acide para-coumarique par l’enzyme 

C4H13. L’acide p-coumarique donnera ensuite soit des composés comme les tanins, la lignine ou les 

flavonoïdes, soit les phénylpropanoïdes comme l’eugénol, le méthyleugenol, le chavicol ou encore le 

méthylchavicol. Il faut aussi noter que l’acide p-coumarique peut aussi provenir directement chez les 

monocotylédones de la tyrosine. Cette réaction est catalysée par la TAL14 (Croteau et al. 2000).  

 
La voie des benzénoïdes à partir de l’acide trans-cinnamique requiert l’élimination de deux atomes de 

carbone de la chaîne latérale. Cette opération peut se faire via différentes voies qui sont encore pour 

certaines hypothétiques mais qui sont soit CoA-dépendante et β-oxydative, soit CoA indépendante et 

non β-oxydative soit une combinaison des deux (figure 23). A noter que plusieurs voies peuvent avoir 

lieu simultanément comme chez le pétunia par exemple (Boatright et al. 2004). Ces différentes voies 

mènent donc à différents composés (benzaldéhyde, alcool benzylique, méthylbenzoate…) qui peuvent 

être soit des composés finaux soit des intermédiaires pour d’autres produits. 

 
Ces composés se retrouvent ainsi dans beaucoup de tissus de la plante : dans les fleurs de rose (2-

phénylethanol, eugénol,…) (Scalliet et al. 2008), dans l’écorce de cannelle (aldéhyde cinnamique…) 

(Paranagama et al. 2001), dans les feuilles du giroflier (eugénol, méthyleugénol) (Srivastava et al. 2005), 

dans les fruits comme les noix de muscade (safrole) (Muchtaridi et al. 2010) ou les fèves tonka 

(coumarine…) (Bourgaud et al. 2006) ou encore les gousses de vanille (vanilline…) (Zhang et al. 2014).  

                                                           
12 PAL pour L-phénylalanine-amonia lyase 

13 C4H pour cinnamic acid-4-hydroxylase (C4H) 

14 TAL pour L-tyrosine-amonia lyase 
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Figure 23 | Synthèse des COV benzénoïdes et phénylpropanoïdes (d’après Dudareva et al. 2012) Les benzénoïdes et les 
phénylpropanoïdes sont dérivés du précurseur commun qu’est la phénylalanine, synthétisée dans les plastes par la voie du 
shikimate. La voie oxydative du peroxysome (en bleu) et la voie non-oxydative sont responsables de la formation de l’acide 
benzoïque, un précurseur central pour de nombreux benzénoïdes volatils. Les flèches continues indiquent les voies 
biochimiques bien établies alors que celles qui sont hypothétiques sont représentées par des flèches discontinues. Les 
flèches en séries montrent que plusieurs enzymes sont impliquées. Les composés volatils benzénoïdes/phénylpropanoïdes 
sont soulignés par un fond gris. AADC, aromatic amino acid décarboxylase; BA, benzoic acid; BA-CoA, benzoyl-CoA; BAlc, 
benzylalcohol; BAld, benzaldéhyde; BALDH, benzaldéhyde dehydrogénase; BB, benzylbenzoate; BPBT, benzoyl-
CoA:benzylalcohol/2-phényléthanol benzoyltransférase; BSMT, benzoic acid/salicylic acid carboxyl méthyltransférase; CA, 
cinnamic acid; CA-CoA, cinnamoyl-CoA; CFA, caffeic acid; CFA-CoA, caffeoyl-CoA; CFAT, coniferyl alcohol acétatyltransférase; 
C3H, p-coumarate-3-hydroxylase; C4H, cinnamate-4-hydroxylase; CCoAOMT, caffeoyl-CoA 3-O-méthyltransférase; ConA, 
coniferyl alcohol; ConAc, coniferyl acetate; 4CL, 4-coumaroyl-CoA ligase; CNL, cinnamoyl-CoA ligase; EGS, eugenol synthase; 
Eug, eugenol; FA, ferulic acid; FA-CoA, feruloyl-CoA; IEug, isoeugénol; IEMT, (iso)eugénolO-méthyltransférase; IGS, isoeugénol 
synthase; 3H3PP, 3-hydroxy-3-phenylpropionic acid; 3H3PP-CoA, 3-hydroxy-3-phénylpropionyl-CoA; KAT, 3-kétoacyl-CoA 
thiolase; MeCA, methylcinnamate; MB, méthylbenzoate; 3O3PP-CoA, 3-oxo-3-phénylpropionyl- CoA; OMT, O-
méthyltransférase; PAAS, phénylacétaldéhyde synthase; PAL, phénylalanine ammonia lyase; pCA, p-coumaric acid; pCA-CoA, 
p-coumaroyl- CoA; PEB, phényléthylbenzoate; PhA, phénylacétaldéhyde; Phe, L-phénylalanine; PhEth, 2-phényléthanol; 
PhEthA, phényléthylamine. 
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III.4.2 La biosynthèse des dérivés d’acides gras (voie des oxylipides) 
  
La peroxydation lipidique est commune à tous les systèmes biologiques, apparaissant à la fois dans des 

procédés régulés par le développement de la plante et par l’environnement. Les produits qui en 

découlent sont des peroxydes d’acides gras polyinsaturés et les métabolites dérivés nommés 

communément oxylipides (Liavonchanka et Feussner 2006). Ces derniers peuvent provenir d’une 

oxydation chimique (Mueller 2004) ou d’une réaction enzymatique sous l’action des lipoxygénases 

(Brash 1999, Andreou et Feussner 2009).  

 
Nous l’avons vu plus haut, ces molécules peuvent avoir un rôle de molécule signal comme l’acide 

jasmonique ou anti-pathogène comme les aldéhydes ou les alcools présents dans les feuilles. Ceux-ci 

sont communément dénommés GLV15 et ont une odeur verte de feuille ou d’herbe coupée (Paré et 

Tumlinson 1999, Fürstenberg-Hägg et al. 2013). Ainsi, les GLV peuvent représenter jusqu’à 50% des COV 

lors d’un dommage de la plante et sont émis 1 ou 2 secondes après le dommage. Certaines jeunes 

feuilles non endommagées peuvent aussi émettre des GLV indiquant ainsi que cette voie des oxylipides 

ou voie des LOX16 peut être activée dans des feuilles intactes (Spinelli et al. 2011).  

 
Les dérivés d’acides gras sont donc produits par des dégradations d’acides gras polyinsaturés par la voie 

des oxylipides (figure 24). La première étape est la peroxydation des acides linoléique et linolénique par 

la LOX. La synthèse des acides 9- ou 13-hydroxylinoléique et des acides 9- ou 13-hydroxylinolénique 

dépend des conditions de réaction et des LOX en présence (Fauconnier et Marlier 1997). Les 9-LOX 

partagent entre elles une séquence d’acides aminés identiques importante (~60%) alors que les 13-LOX 

ne partagent qu’environ 35% de cette séquence (Andreou et Feussner 2009, Park et al. 2010). Les 

hydroperoxydes peuvent ensuite servir de substrats pour les enzymes AOS17 et OPR18 et donner des 

produits impliqués dans des rôles physiologiques essentiels pour la plante comme l’acide jasmonique 

(Schaller et Stinzi 2009) (figure 24) ou dans le cas qui nous intéresse, des composés responsables de 

l’odeur verte caractéristique des feuilles (aldéhydes et alcools en C6 et C9). Ces composés sont formés par 

une réaction faisant intervenir une HPLS19 (figure 24) (Fauconnier et Marlier 1997 ; Matsui et al. 2000).  

                                                           
15 GLV pour Green Leaf Volatiles  

16 LOX pour Lipoxygénases 

17 AOS pour Allene Oxide Synthase 

18 OPR pour Oxophytodienoate Reductase 

19 HPLS pour Hydroperoxydase lyase 
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Chez la tomate, Chen et al. (2004) ont démontré qu’il existait 5 isoformes de LOX et qu’une de ces 

isoformes (TomloxC) était impliquée dans la formation des dérivés d’acides gras dans le fruit et 

notamment dans les composés en C5, très appréciés des consommateurs, et C6 (Chen et al. 2004 ; Shen 

et al. 2014). Les auteurs ont ensuite suivi l’adressage de l’enzyme en la couplant à la GFP20 et montré 

qu’elle était fonctionnelle aussi bien avec de l’acide linoléique qu’avec l’acide linolénique comme 

substrats (Chen et al. 2004 ; Rambla et al. 2014).        

  

 

                                                           
20 GFP pour Green Fluorescent Protein 

Figure 24 | Synthèse des COV dérivés d’acides gras (d’après Dudareva et al. 2012) Les acides linoléique et 
linolénique servent de précurseurs pour une variété de COV dérivés d’acide gras. Ces précurseurs entrent dans la 
voie des lipoxygénases (LOX) et sont oxydés en intermédiaires 9-hydroperoxydes et 13-hydroperoxydes qui seront 
ensuite convertis en composés volatils par des hydroperoxydes lyases et des alcool deshydrogénases. Les flèches 
en série illustrent l’implication de plusieurs réactions enzymatiques. Les GLV sont soulignés par la couleur verte. 
AAT, alcohol acyltransférase; ADH, alcohol dehydrogénase; AOC, allène oxide cyclase; AOS, allène oxide synthase; 
9-HPL, 9-hydroperoxide lyase; 13-HPL, 13- hydroperoxide lyase; ISO, isomérase; 9-LOX, 9-lipoxygénase; 13-LOX, 13-
lipoxygénase; OPR, 12-oxophytodiènoate réductase. 
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Figure 25 | Sève de pin maritime (Pinus 
pinaster) comprenant de nombreux 
monoterpènes (l’α-pinène, β-myrcène, α-
terpinolène), des sesquiterpènes (α-
humulene, trans-caryophyllene…) et 
autres diterpènes (Lombartero et al. 2013) 

III.4.3 La biosynthèse des terpènes et terpénoïdes 
 
 
Une voie métabolique nous intéresse particulièrement dans cette 

thèse : la voie des terpénoïdes.  

 
L’essence de térébenthine provenant de la distillation de 

l’oléorésine du pin (figure 25) est peu intéressante olfactivement 

mais donne pourtant son nom à la plus grande classe de 

métabolites secondaires avec plus de 30 000 molécules 

identifiées à ce jour (Connolly et Hill 1991; Mithöfer et Boland 

2012) dont une partie sont volatils et très odorants : les terpènes 

et terpénoïdes  (Breitmaier 2006). Ces molécules ont souvent un 

rôle important pour l’environnement et comprennent des 

molécules de hautes valeurs pour différentes industries : 

molécules odorantes (géraniol, patchoulol…), principes actifs 

contre le cancer (taxadiène) ou la malaria (artémisinine), 

pigments et antioxydants (caroténoïdes) ou encore caoutchoucs 

(figure 26) (Flesch et Rohmer 1988 ; Dudareva et Pichersky 2000 ; 

Dudareva et al. 2004). 

 
Ces molécules sont toutes constituées de sous-unités d’isoprène à 5 carbones (C5H8) qui peuvent aller de 

1 à 8 ou dans le cas des polyterpènes jusqu’à plusieurs milliers. La classification des classes de terpènes 

se fait d’ailleurs en fonction de ce nombre et on distingue donc les hémiterpènes, composés d’une unité 

d’isoprène (C5H8) ; les monoterpènes de deux (C10H16) ; les sesquiterpènes de trois (C15H24) ; les 

diterpènes de quatre (C20H32) ; les triterpènes de six (C30H48) ; les tétraterpènes de huit (C40H64) et enfin 

les polyterpènes ((C5H8)n) (Banthorpe et al. 1972 ; Goodwin 1977 ; Spurgeon et Porter 1981 ; Gershenzon 

et Croteau 1993).  

 
La biosynthèse des terpénoïdes peut être subdivisée en quatre étapes clés successives : a) La formation 

des sous-unités isopentényl diphosphate (IPP) et diméthylallyl diphosphate (DMAPP) ; b) La formation 

par condensation des précurseurs, les prényl diphosphates ; c) La formation des terpènes et d) La 

formation des terpénoïdes par modifications du type dimérisation, cyclisation…  

 



- Introduction - 

| 94 

Artémisinine (C15) 
sesquiterpène 

Patchoulol (C15) 
sesquiterpène 

Géraniol (C10) 
monoterpène 

Isoprène (C5) 
hémiterpène 

Rétinol ou Vitamine A (C20)  
diterpène 

Taxadiène (précurseur du Taxol) 
(C20) diterpène 

ß-carotène (C40) 
tétraterpène 

lanostérol (précurseur des 
stéroïdes) (C30) triterpène 

Myrcène (C10) 
monoterpène 

caoutchouc naturel (C5)n 
polyterpène 

Figure 26 | Exemples de structures de terpènes importants 
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III.4.3.1 La formation de l’IPP et du DMAPP 
 
Au début des recherches sur les isoprénoïdes, une seule voie de biosynthèse était connue pour la 

formation des monomères en C5, l’IPP et son isomère allylique le DMAPP. Cette voie de biosynthèse est 

la voie cytosolique de l’acide mévalonique (MVA21). Il est toutefois nécessaire de préciser ici que cette 

voie n’est pas uniquement cytosolique mais aurait lieu aussi, pour certaines étapes en tout cas, dans le 

réticulum endoplasmique et les peroxysomes (Simkin et al. 2011 ; Pulido et al. 2012). La voie du MVA 

consiste en six réactions enzymatiques et commence par une condensation progressive de trois 

molécules d’acétyl-CoA en 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA qui seront réduites par deux 

phosphorylations subséquentes et une décarboxylation/élimination pour donner l’IPP comme produit 

final (Lange et al. 2000). L’IPP est enfin converti en partie en DMAPP grâce à l’enzyme IPP isomérase 

(figure 27).  

  
Au milieu des années 1990, une seconde voie de biosynthèse a été découverte chez les eubactéries, les 

algues vertes et les chloroplastes des plantes. Cette voie est la voie du méthylérythritol 4-phosphate 

(MEP22) (Flesch et Rohmer 1988 ; Rohmer et al. 1993; Lichtenthaler et al. 1997). Cette voie est plastidiale 

et produit simultanément de l’IPP et du DMAPP (Rohdich et al. 2003). La voie du MEP implique sept 

étapes enzymatiques et commence avec la condensation du GAP23 et du pyruvate pour produire le 1-

déoxy-D-xylulose 5-phosphate, lequel est ensuite soumis à une isomérisation/réduction avec la 

formation de l’intermédiaire caractéristique, le MEP. Cinq étapes consécutives sont ensuite nécessaires 

pour convertir le MEP en IPP et DMAPP. Le GAP et le Pyruvate sont des molécules venant directement du 

métabolisme primaire. A l’heure actuelle, l’origine du pyruvate dans les chloroplastes est mal expliquée. 

En effet, l’activité des enzymes clés comme la phosphoglycérate mutase et l’énolase est faible et ces 

enzymes ne devraient pas être en mesure de fournir assez de pyruvate pour la production des 

isoprénoïdes (Andriotis et al. 2010 ; Joyard et al. 2010 ; Bayer et al. 2011). Alors que la voie du MVA ne 

produit que de l’IPP, la voie du MEP produit directement de l’IPP et du DMAPP, dans un ratio de 6 : 1 

(Rohdich et al. 2003).    

                                                           
21 MVA pour Mevalonic acid pathway 

22 MEP pour Methylerythritol 4-phosphate 

23 GAP pour D-glyceraldehyde 3-phosphate 
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Figure 27 | Synthèse des COV du groupe des terpénoïdes (d’après Dudareva et al. 2012). Les terpénoïdes sont synthétisés  via 
la voie cytosolique de l’acide mévalonique (MVA) et via la voie plastidiale du méthylérythritol phosphate (MEP). La première 
voie donne les sesquiterpènes, les terpènes irréguliers et le géranyllinalol. La deuxième voie donne les monoterpènes, les 
hémiterpènes, les diterpènes et les dérivés volatils des caroténoïdes. Des croisements entre les deux voies sont facilités par 
l’exportation de l’isopentényl diphosphate (IPP) du plaste vers le cytosol. Les flèches continues représentent des étapes de 
biosynthèse bien établies  alors que les flèches en pointillés  pointent des étapes hypothétiques. Les terpénoïdes volatils sont 
soulignés au moyen d’un fond gris. Les enzymes en bleu sont localisées dans le peroxysome et celle en rouge est localisée dans 
le réticulum endoplasmique. AACT, acétyl-CoA acétyltransférase; CDP-ME, 4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol; CDP-
MEP, CDPME 2-phosphate; CMK, 4-(cytidine 5′-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol kinase; DMAPP, diméthylallyl 
pyrophosphate; DXP, 1-deoxy-D-xylulose 5- phosphate; DXS, DXP synthase; DXR, 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate 
réductoisomérase; FPP, farnésyl diphosphate; FPPS, FPP synthase; G3P, glycéraldehyde 3-phosphate; GGPP, géranylgéranyl 
diphosphate; GGPPS, GGPP synthase; GPP, géranyl diphosphate; GPPS, GPP synthase; HDS, 4-hydroxy-3-méthylbut-2-en-1-yl 
diphosphate synthase; HMBPP, (E)-4-hydroxy-3-méthylbut-2-en-1-yl diphosphate; HMG-CoA, hydroxyméthylglutaryl-CoA; 
HMGR, HMG-CoA réductase; HMGS, HMG-CoA synthase; IDI, isopentényl diphosphate isomérase; IDS, isopentényl diphosphate 
synthase; IPP, isopentenyl pyrophosphate; MCT, 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferase; MECPD, 2-C-methyl-
D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate; MECPS, MECPD synthase; MVK, mévalonate kinase; MPDC, mévalonate diphosphate 
décarboxylase; MVP, mévalonate 5-phosphate; MVPP, mévalonate 5-diphosphate; PMK, phosphomévalonate kinase; TPS, 
terpène synthase. 
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Nous l’avons vu, les deux voies du MVA (cytosol, RE, peroxysomes) et du MEP (chloroplastes) sont 

localisées dans des compartiments différents et responsables de la synthèse de classes de terpènes 

différentes (Pulido et al. 2012 ; Vranova et al. 2012). La voie du MVA conduit à l’obtention des 

sesquiterpènes et des triterpènes alors que la voie du MEP synthétise les hémiterpènes, les 

monoterpènes, quelques sesquiterpènes (Sallaud et al. 2009), les diterpènes et les tétraterpènes. 

Cependant, même si ces deux voies de biosynthèse sont théoriquement indépendantes, des connexions 

existent et permettent à la voie du MEP, souvent plus productive, de supporter en flux de carbone la 

voie du MVA pour la synthèse de terpènes dans le cytosol (Paetzold et al. 2010, Flores-Perez et al. 2010 ; 

Ward et al. 2011). C’est notamment le cas par le transport d’IPP du chloroplaste vers le cytosol (Laule et 

al. 2003, Schuhr et al. 2003). Il faut noter qu’à ce jour, les transporteurs ne sont toujours pas connus. La 

preuve en a été apportée par une expérience utilisant deux inhibiteurs, la lovastatine (pour la voie du 

MVA) et la fosmidomycine (pour la voie du MEP). Avec la lovastatine, la quantité de stérols a chuté 

drastiquement au début puis est remontée progressivement au niveau de l’échantillon contrôle, preuve 

que de l’IPP est passé du chloroplaste où la voie de biosynthèse fonctionnait normalement vers le 

cytosol où il n’était plus produit. Pour la fosmidomycine, tous les métabolites étaient en proportion plus 

faible (stérols, caroténoïdes, chlorophylle…). Les niveaux d’expression des gènes impliqués n’ont pas été 

affectés, ce qui laisse penser que les modifications post-transcriptionelles pourraient jouer un rôle 

important dans la régulation du flux de métabolites de la voie des isoprénoïdes (Laule et al. 2003). 

 
        Tableau 2 : Répartition des voies du MVA et du MEP dans les organismes 
 

 MVA MEP 
Animaux + - 
Plantes + + 
Champignons + - 
Eubactéries (la plupart) - + 
Algues vertes - + 
Archaea  partiel - 

 
 
Le tableau 2 montre que seules les plantes possèdent les deux voies. En effet, elles ont acquis aussi la 

voie du MEP lors de l’endosymbiose des eubactéries. Il est aussi très étonnant de constater que les 

algues vertes n’ont pas la voie du MVA alors que les plantes l’ont, peut-être l’ont-elles perdue… De plus, 

la plupart des Archaea ont perdu les 2 dernières étapes enzymatiques de la voie du MVA. Chez les 

Archaea, il existe une voie de substitution impliquant une MPD24 transformant le MVAP25 en IP26 puis une 

                                                           
24 MPD pour Phosphomevalonate decarboxylase 
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IPK27 donnant de l’IPP (Vannice et al. 2014). Cette nouvelle voie permettrait aussi d’augmenter la 

production en terpènes car l’IPK augmenterait la formation d’IPP en réinjectant dans la voie de 

biosynthèse des terpènes le réservoir non-utilisé des IP/DMAP. Ceci pourrait être une piste sérieuse pour 

l’amélioration végétale en dopant potentiellement la voie du MEP (Henry et al. 2015). Cette hypothèse 

présuppose des voies de passage dans les deux sens de l’IPP entre le cytosol et le plaste (Figure 28).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les enzymes clés : La DXS, la DXR et l’IPP isomérase 
 
Les deux premières enzymes sont importantes puisqu’elles sont potentiellement les enzymes limitantes 

pour la synthèse de l’IPP.  

 
La DXS28 ou DXP synthase produit du DXP29 par la condensation du pyruvate et du glycéraldéhyde 3-

phosphate. Le DXP est non seulement un intermédiaire dans la voie du MEP mais également un 

intermédiaire des voies de synthèse de la thiamine (vitamine B1) (Julliard et Douce 1991) et du pyridoxol 

(vitamine B6) (Hill et al. 1989).  

                                                                                                                                                                                            
25 MVAP pour Mevalonate 5-phosphate 

26 IP pour Isopentényl phosphate 

27 IPK pour Isopentényl phosphate kinase 

28 DXS pour 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase 

29 DXP pour 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate  

Figure 28 | Voies classiques et alternatives pour la synthèse d’IPP chez les Archaea.  
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La DXR30 catalyse la première étape spécifique de la voie conduisant aux terpènes. Celle-ci permet un 

réarrangement intramoléculaire du DXP pour donner le composé intermédiaire MEP par un processus de 

réduction aspécifique (Takahashi et al. 1998). Les cyanobactéries, à l’origine des chloroplastes des 

cellules végétales auraient donc, via l’endosymbiose primaire, apporté aux plantes la synthèse des 

isoprénoïdes par la voie du MEP. La recherche du gène Dxr chez les plantes a été initiée chez Arabidopsis 

thaliana en comparant les séquences végétales qui présentaient des similitudes avec la DXR d’E. coli déjà 

caractérisée (Schwender et al. 1999). Ainsi, la recherche de nouveaux gènes dans les espèces végétales 

procède souvent par homologie comme nous l’avons d’ailleurs fait lors de cette thèse. Les DXR de 

plantes ont une séquence d’adressage aux plastes située en position N-terminale (Lange et Croteau 

1999). La fusion avec la GFP a permis de démontrer que la DXR était bien importée dans les plastes des 

feuilles chez A. thaliana. Rajoutons encore que la DXR est bien exprimée dans la plupart des organes 

avec un niveau d’expression néanmoins plus important dans les germinations et les inflorescences 

(Carretero-Paulet et al. 2002). Ces enzymes très en amont de la synthèse des terpènes sont néanmoins 

très importantes puisqu’elles régulent la synthèse des précurseurs des terpènes. De nombreux auteurs 

ont tenté de comprendre quelles enzymes régulaient la voie du MEP. Des exemples de manipulations de 

ces gènes chez la tomate et la menthe seront donnés dans le paragraphe concernant les biotechnologies 

puisque leur manipulation constitue une des approches possibles pour augmenter la production de 

métabolites secondaires. 

 
L’IDI31 est très importante à la fois pour la voie du MEP et la voie du MVA puisqu’elle catalyse la 

formation de l’isomère DMAPP à partir de l’IPP. Cette réaction se déroule aussi bien dans le cytosol que 

dans le plaste. Elle a été caractérisée chez de nombreuses espèces, notamment chez Clarkia breweri 

pour la première fois (Blanc et Pichersky 1995). Puisqu’elle fonctionne dans plusieurs compartiments, il 

est donc normal de trouver plusieurs cDNAs de cette enzyme pour une même espèce codant des 

isoformes se répartissant entre les compartiments cellulaires comme le cytosol ou le plaste, le 

peroxysome et la mitochondrie (Phillips et al. 2008, Guirimand et al. 2012). Lors de stress 

environnementaux, ces isoformes sont induites de façon différente, montrant bien que la plante 

s’adapte à chaque stress subi (Nakamura et al. 2001).  

                                                           
30 DXR pour 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate réductoisomérase 

31 IDI pour Isopentényl diphosphate isomérase 
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III.4.3.2 La formation des prényl diphosphates 
 
Dans une seconde phase, une fois l’IPP et le DMAPP produits par les voies du MVA et du MEP, ceux-ci 

sont assemblés par condensation suivant la « règle d’isoprène » découverte par Wallach en 1887, c'est-

à-dire de façon tête-bêche. Sous l’action de plusieurs prényltransférases, ils forment ainsi des chaînes de 

longueurs différentes appelées prényl diphosphates. Ainsi une molécule d’IPP viendra se condenser sur 

une molécule de DMAPP pour donner le GPP32, une autre molécule supplémentaire d’IPP qui se 

condense sur une molécule de GPP donnera le FPP33 et enfin une dernière molécule d’IPP se condensera 

sur le FPP pour donner le GGPP34 (figure 29) (Dudareva et al. 2004). D’autres prényl transférases 

entreront en jeu pour la production de polyterpènes dans le réticulum endoplasmique (Bouvier et al. 

2005) mais ces molécules n’étant pas volatiles, je ne détaillerai pas ces mécanismes. Ces enzymes ont 

été caractérisées chez plusieurs plantes aromatiques et médicinales et quelques exemples sont 

présentés dans le tableau 3 suivant. 

 

Tableau 3 | Caractérisation des enzymes GPPS, FPPS et GGPPS chez les plantes 

 Plante Références 

 
GP

PS
 

 

Vigne (Vitis vinifera) Feron et al. 1990 ; Soler et al. 1992 
Arabette (Arabidopsis thaliana) Bouvier et al. 2000 
Menthe (Mentha x piperita) Burke et al. 1999 
Sapin (Abies grandis) Burke et Croteau 2002 
Sauge (Clarkia breweri) Tholl et al. 2004 

FP
PS

 Poivron (Capsicum annuum) Hugueney et Camara 1990 
Maïs (Zea mais) Li et Larkins 1996 
Houblon (Humulus lupulus) Attucci et al. 1995 
Tomate (Lycoperscion esculentum) Gaffe et al. 2000 

GG
PP

S 

Poivrons (Capsicum annuum) Dogbo et Camara 1987 
Ginko (Ginkgo biloba) Liao et al. 2004 
If (Taxus canadensis) Hefner et al. 1998 
Houblon (Humulus lupus) Wang et Dixon 2009 

 

                                                           
32 GPP pour Géranyl diphosphate 

33 FPP pour Farnésyl diphosphate 

34 GGPP pour Géranylgéranyl diphosphate 
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Les enzymes clés : les prényltransférases  

 
Il existe donc trois types de prényltransférases qui catalysent ces réactions de condensation des 

précurseurs :  

 
* La GPPS35 permet d’obtenir un squelette en C10, le GPP, précurseur des monoterpènes. La GPPS se 

localise dans le stroma des plastes (Kuntz et al. 1992) ou sur les membranes tubuleuses des chloroplastes 

comme la GGPPS (Turner et Croteau 2004). 

* La FPPS36 permet d’obtenir un squelette en C15, le FPP, précurseur des sesquiterpènes ainsi que des 

triterpènes en C30 (brassinostéroïdes, phytostérol…) après condensation de deux molécules de FPP. La 

FPPS se situe dans le cytosol (Feron et al. 1990).  

* La GGPPS37 permet d’obtenir un squelette en C20, le GGPP, précurseur des diterpènes (gibbérellines, 

tocophérol…) ainsi que des tetraterpènes en C40 (caroténoïdes…) après condensation de deux molécules 

de GGPP.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Certaines de ces enzymes sont localisées dans des compartiments non canoniques. Ainsi chez 

Lithospernum erythrorhizon, Il existe une GPPS dans le cytosol qui serait liée à la synthèse d’un pigment 

rouge dont le précurseur serait le géraniol (Sommer et al. 1995). A l’inverse, la FPPS a aussi été localisée 

dans le chloroplaste chez le riz (Sanmiya et al. 1999). Certaines des enzymes se retrouvent dans les deux 

compartiments comme chez Lippia dulcis (Dong et al. 2013). 

                                                           
35 GPPS pour Géranyl diphosphate synthase 

36 FPPS pour Farnésyl diphosphate synthase 

37 GGPPS pour Géranylgéranyl diphosphate synthase 

Figure 29 | Mécanisme du carbocation pour la synthèse des GPP, FPP et GGPP (d’après Oldfield 
et Lin 2012) 1 : DMAPP; 2 : IPP; 3 : GPP; 4 : FPP; 5 :GGPP  
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La GPPS de Pelargonium roseum a été l’une des premières à être purifiée (Suga et Endo 1991). La 

comparaison des séquences des différentes prényltransférases a mis en évidence l’existence de deux 

domaines bien conservés et riches en résidus aspartate (DD(X)2-4D, X représentant n’importe quel acide 

aminé (aa)) (Chen et al. 1994). Des expériences de mutagénèse dirigée dans ces domaines montrent que 

ces aspartates sont essentiels pour catalyser la réaction (Song et Poulter 1994). La mutagénèse des aa 

autour du premier DD(X)2-4D permet de changer la sélectivité et de convertir une GGPPS en une FPPS 

(Sitthithaworn et al. 2001). Ce motif sera d’ailleurs retrouvé dans les terpène synthases. Les résidus 

aspartate lieraient l’IPP par son groupement diphosphate et le substrat allylique par l’intermédiaire d’un 

pont magnésium. Certaines prényltransférases sont capables de synthétiser plusieurs produits comme 

du GPP et du FPP chez une orchidée (Hsiao et al. 2008), du GPP et du GGPP chez le houblon (Wang et 

Dixon 2009) et enfin du FPP et du GGPP chez le maïs (Cervantes-Cervantes et al. 2006). 

 
Des séquences de GPPS ont été caractérisées chez plusieurs organismes et ont abouti à la séparation des 

GPPS en deux groupes distincts : 

 
- La forme hétérodi- ou hétérotétramérique chez Mentha x piperita (Burke et al. 2004) et chez 

Antirrhinum majus (Tholl et al. 2004). 

- La forme homodimérique chez Arabidopsis thaliana (Bouvier et al. 2000) et Abies grandis 

(Burke et Croteau 2002).  

 
Cependant, chez A. thaliana, une forme hétérodimérique a récemment été découverte et il a été montré 

que l’enzyme caractérisée initialement comme une GPPS homodimérique agissait en fait sur des 

substrats à plus longues chaînes (C20 à C45) (Hsieh et al., 2011). 

 
De plus, certaines plantes comme Salvia miltiorrhiza possèdent les 2 types d’enzyme (Ma et al. 2012). 

Enfin, la FPPS peut se trouver sous plusieurs isoformes chez la même espèce, ce qui lui permet d’être 

localisée dans différents tissus (Attucci et al. 1995, Li et Larkins 1996, Cunillera et al. 1996, Ma et al. 

2012).  

 
Jusqu'à récemment, seules les réactions impliquant les isomères (E) des GPP, FPP et GGPP avaient été 

décrites. Ce n’est plus le cas puisque de nouvelles voies de synthèse ont été mises en évidence. Ainsi 

chez la tomate, certaines enzymes sont capables de synthétiser du Z,Z-farnésyl diphosphate (Z,Z-FPP) 

(Sallaud et al. 2009) et du néryl diphosphate, l’isomère (Z) du GPP (Schilmiller et al. 2009). Des terpène 
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synthases utilisant ces substrats ont aussi été caractérisées, montrant bien l’existence d’une nouvelle 

voie métabolique. Il est à noter que la sesquiterpène synthase utilisant le Z,Z-FPP fonctionnerait dans le 

plaste et non dans le cytosol (figure 30). 

 

III.4.3.3 La formation des terpènes 
 
La troisième phase de la voie de biosynthèse de terpénoïdes implique la conversion des prényl 

diphosphates DMAPP, GPP, FPP et GGPP en terpènes acycliques, mono- ou polycycliques. Cette étape est 

prise en charge par une large famille d’enzymes connues sous le nom de terpène synthases ou TPS38 

(Cane 1999 ; Wise  et Croteau 1999). Celles qui catalysent la réaction à partir du GPP pour donner les 

monoterpènes (C10) s’appellent les MTPS39, elles sont nommées STPS40 quand elles produisent des 

sesquiterpènes à partir du FPP et enfin des DTPS41 lorsque le substrat est le GGPP et les produits des 

diterpènes (figure 30).  

  
La diversité des terpènes est immense puisque l’on compte des centaines de monoterpènes (Dewick 

1999), de sesquiterpènes (Fraga 2007) et de diterpènes (Hanson 2000) volatils. Cette très grande 

diversité de composés terpéniques produits par les plantes présuppose une grande variété d’enzymes de 

synthèse. Cette richesse s’explique par le grand nombre de TPS différentes mais aussi parce que 

beaucoup d’entre elles produisent de multiples produits à partir d’un unique substrat (Degenhardt et al. 

2009).  La connaissance de cette étape clé est donc primordiale et cette thèse ayant comme objectif la 

caractérisation des terpène synthases impliquées dans les voies de biosynthèse de l’HE chez 

Pelargonium, il me semble très important d’approfondir cette partie. 

 
Etant donné leur importance, les terpène synthases font l’objet de nombreuses recherches et un grand 

nombre d’enzymes a été caractérisé, aussi bien dans les fleurs que dans les feuilles ou encore dans les 

racines (annexe 16 et 17).  

 

                                                           
38 TPS pour Terpène synthases 

39 MTPS pour Monoterpène synthase 

40 STPS pour Sesquiterpène synthases 

41 DTPS pour Diterpène synthases 
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Figure 30 | Schéma de la formation des terpénoïdes catalysée par les différents types de terpène 
synthases (d’après Chen et al. 2011). 
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Les enzymes clés : Les terpène synthases 

 
En plus de la synthèse de leur produit principal, presque la moitié des MTPS et STPS caractérisées 

produisent une quantité importante d’autres produits (représentant au moins 10% du total des 

molécules) quand elles sont exprimées in vitro (Degenhardt et al. 2009). Par exemple, une seule STPS est 

responsable chez le patchouli d’une douzaine de sesquiterpènes, représentant la majeure partie de l’HE 

(Deguerry et al. 2006) (figure 31). Chez A. thaliana, une myrcène/ocimène synthase a été caractérisée 

comme produisant 56% de myrcène, 20% de E-β-ocimène et 5% d’autres monoterpènes cycliques 

(Bohlman et al. 2000, Tholl et al. 2005). Cette multitude de produits est souvent expliquée par le 

mécanisme de formation des terpènes, avec l’intervention d’un intermédiaire très réactif, le carbocation 

(figure 32).  

 
Il faut aussi noter que certaines TPS sont bifonctionnelles, c'est-à-dire qu’elles peuvent accepter du GPP 

ou du FPP et donner soit un monoterpène, soit un sesquiterpène. Chez la fraise cultivée (Fragaria sp), la 

nérolidol synthase produit du nérolidol à partir du FPP alors qu’elle peut produire du linalol avec du GPP 

(Aharoni et al. 2004). Chez le muflier, une isoforme est localisée dans le cytosol et produit du nérolidol à 

partir du FPP alors que la deuxième isoforme, localisée dans le plaste, produit du linalol à partir du GPP 

(Nagegowda et al. 2008). Il est donc nécessaire de tester l’activité enzymatique des TPS avec les 3 

précurseurs possibles, GPP, FPP et GGPP. 

 

 
  

 
 
 

Figure 31 | Analyse GC-MS des sesquiterpènes générés par l’activité de la patchoulol synthase de Pogostemon 
cablin (d’après Deguerry et al. 2006). Les pics marqués d’un numéro ont été identifiés comme des sesquiterpènes. 
Les pics marqués d’un point d’interrogation sont des sesquiterpènes non-identifiés. (12) β-patchoulène; (4) β-
élémène; (13) trans-β-caryophyllène; (14) α-guaiène; (15) seychellène; (16) α-humulène; (17) α-patchoulène; (18) γ-
patchoulène; (19) 4,11 – guaidiène; (20) α-bulnescène; (21) nérolidol; (22) (-)-pogostol; (23) (-)-patchoulol. 
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Comme mentionné ci-dessus, les MTPS, DTPS et STPS ne sont pas localisées dans les mêmes 

compartiments cellulaires. Les MTPS et les DTPS ont toutes un peptide d’adressage aux plastes ou aux 

mitochondries puisqu’elles doivent être transportées de la surface du RE où elles sont synthétisées 

jusque dans les chloroplastes, mitochondries, où elles seront fonctionnelles. Les séquences d’ADNc des 

MTPS seront donc légèrement plus longues (~1800 pbs) que les séquences des STPS (~1600 pbs). 

 
Les TPS ne sont pas toutes exprimées dans tous les organes et la régulation peut même être très fine 

puisque chez Arabidopsis thaliana des expressions différentes existent au sein même de la fleur. En effet, 

une STPS produisant du E-β-caryophyllène, de l’α-humulène, de l’α-copaène et du β-élémène sera 

exprimée dans les stigmates (Chen et al. 2003) alors qu’une deuxième STPS produisant environ 15 

sesquiterpènes sera, elle, exprimée dans les nectaires (Tholl et al. 2005). 

 
 
Mécanismes de réaction 
 
Les TPS sont assez similaires dans leurs propriétés physiques et chimiques. En effet, elles nécessitent 

toutes la présence d’un ion métallique divalent comme cofacteur de la catalyse et toutes opèrent suivant 

des mécanismes électrophiles inhabituels (Trapp et Croteau 2001). Tous les mécanismes réactionnels des 

MTPS commencent par l’ionisation du substrat GPP (figure 32). Le carbocation résultant peut être 

soumis à une cyclisation, un réarrangement ou un changement structurel avant que la réaction ne se 

termine par l’absorption d’une molécule d’eau ou une déprotonation. La formation des monoterpènes 

cycliques requiert premièrement une isomérisation du cation géranyle pour donner un cation linalyle qui 

sera capable de se cycliser. La production initiale de l’espèce cyclique, le cation α-terpinyle, ouvre les 

portes pour une seconde cyclisation. Dans la figure 32, la voie menant jusqu’au cation α-terpinyle est 

soulignée en gris et les réactions conduisant à la formation des principaux produits des monoterpène 

synthases caractérisées sont illustrées. La formation des monoterpènes acycliques comme le linalol, le 

myrcène et le (E)-β-ocimène passent soit par le cation géranyle soit par le cation linalyle (Degenhardt et 

al. 2009). 
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A 

Figure 32 | Mécanismes de réaction des monoterpène synthases (d’après Degenhardt et al. 2009).  
A – Mécanismes pour les monoterpènes cycliques. B – Mécanismes pour les monoterpènes acycliques. La voie 
menant jusqu’au cation α-terpinyle est soulignée en gris et les réactions conduisant à la formation des principaux 
produits des monoterpène synthases caractérisées sont illustrées.  

B 
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Les classes de TPS 

 
Basée sur la phylogénie et les fonctions des TPS connues à ce jour, la classification des TPS reconnaît sept 

familles bien distinctes et est résumée dans le tableau 4 et la figure 33 ci-dessous. Il a été montré que 

tous les gènes des TPS proviennent d’un gène prototype de type CS/KS42 (Chen et al. 2011). La sous-

famille des TPS-c est la plus conservée parmi les plantes terrestres, celle des TPS-e/f est conservée au 

sein des plantes vasculaires, la sous-famille TPS-d est spécifique des gymnospermes alors que les trois 

sous-familles TPS-b, TPS-g et TPS-a sont spécifiques des angiospermes. Précisons encore que la sous-

famille des TPS-a est subdivisée en deux groupes qui séparent les dicotylédones des monocotylédones. 

La dernière sous-famille apparue dans la classification des TPS est la TPS-h qui est spécifique de 

Selaginella moellendorffii. 

 

 

 

Tableau 4 | Fonction et distribution taxonomique des sous-familles des TPS des plantes (d’après Chen et al. 2011) 

Sous-famille Groupes Fonctions Distribution 
TPS-a TPS-a-1  STPS Dicotylédones 
 TPS-a-2 STPS Monocotylédones 
TPS-b  MTPS, IspS Angiospermes 
TPS-c  CPS/KS, CPS, autres DTPS Plantes terrestres 
TPS-d TPS-d-1 TPS, STPS Gymnospermes 
 TPS-d-2 STPS Gymnospermes 
 TPS-d-3 DTPS, STPS Gymnospermes 
TPS-e/f  KS, autres DTPS, MTPS, STPS Plantes vasculaires 
TPS-g  MTPS, STPS, DTPS Angiospermes 
TPS-h  DTPS potentielle bifonctionnelle Selaginella moellendorffii 
 
CPS, copalyl diphosphate synthase ; DTPS, diterpène synthase ; IspS, isoprène synthase ; KS, kaurène synthase ; 
MTPS, monoterpène synthase ; STPS, sesquiterpène synthase ;  
 

 

                                                           
42 CS/KS pour Copalyl synthase/kaurène synthase 
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Figure 33 | Arbre phylogénétique illustrant les relations entre différentes terpène synthases (d’après 
Dudareva et al. 2006). Les sous-familles sont divisées en fonction des analyses phylogéniques. Les analyses de 
séquences ont été réalisées grâce au logiciel CLUSTAL X et la méthode des plus proches voisins qui a été utilisée 
(Neighbour Joining). A noter que dans la dernière classification (Chen et al. 2011), les sous-familles e et f sont 
rassemblées et une nouvelle sous-famille h est définie.  
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La régulation des enzymes des voies de biosynthèse des terpènes 

 
Comme déjà évoqué au paragraphe III.2.2, l’émission du parfum des plantes dépend de nombreux 

facteurs internes et externes. Ceci a des conséquences importantes pour la récolte des organes pour la 

production d’HE. Ainsi, au petit matin dans les champs de jasmin, l’odeur est très puissante, presque 

entêtante, alors qu’elle s’estompe au cours de la journée. Pour la rose, il est crucial de récolter la fleur au 

bon stade de développement, ni trop tôt (bouton), ni trop tard (fleur épanouie) sous peine d’avoir un 

très mauvais rendement lors de la distillation. Chez de nombreuses espèces végétales, l’émission des 

COV au cours de la journée suit un rythme cyclique. Ce rythme est contrôlé par des facteurs exogènes, 

comme la lumière et la température (Jakobsen et Olsen 1994) ou par des facteurs endogènes (Loughrin 

et al. 1991 ; Helsper et al. 1998) ou par une combinaison des deux (McTavish et al. 2000). Ainsi, par 

exemple, l’émission diurne des COV est contrôlée par un rythme circadien chez  A. majus (Dudareva et 

al. 2000). 

 

Toutes ces observations sont à mettre en relation avec le fait que les enzymes des voies de biosynthèse 

ne s’expriment pas de façon uniforme et sont régulées par de nombreux paramètres. Par exemple, les 

boutons de jasmin sont dépourvus de parfum mais cependant tous les précurseurs sont bien présents 

puisqu’en les traitant avec un extrait d’enzymes de fleurs épanouies, nous obtenons bien les COV 

(Watanabe et al. 1993). Cet exemple illustre le fait que les dernières réactions d’une voie de biosynthèse 

sont parfois régulées au cours du développement de l’organe, soit parce que les enzymes ne sont pas 

présentes, soit parce qu’elles sont activées au cours de l’épanouissement floral. L’émission des odeurs 

est donc un caractère hautement dynamique géré par des régulations développementales, spatiales et 

temporelles. Ces phénomènes sont encore peu étudiés et peuvent faire intervenir d’autres facteurs 

comme la disponibilité en substrat (Hendel-Rahmanin et al. 2007). Cependant, l’émission des COV est 

généralement bien corrélée avec la biosynthèse de ceux-ci (Pichersky et al. 1994 ; Wang et al. 1997, 

Dudareva et al. 2000). En effet, on observe souvent l’accumulation d’ARNm parallèlement à l’émission 

des composés volatils (Dudareva et al. 1998 ; Guterman et al. 2002). Par exemple chez la rose, 

l’expression de RhNUDX1, impliquée dans la biosynthèse des monoterpènes, est régulée au niveau des 

organes de la fleur et de son stade de développement (figure 34, Magnard et al. 2015).  
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L’expression des gènes des voies de biosynthèse est souvent maximale lorsque la fleur est prête pour la 

pollinisation (Negre et al. 2003) ou lorsque le fruit est mûr (Lewinsohn et al. 2001 ; Ghosh et al. 2013). Ce 

contrôle transcriptionnel des gènes est certainement le mécanisme clé dictant les quantités finales des 

métabolites secondaires dans les cellules et ce contrôle est assuré par les facteurs de transcription ou 

FT43. Ainsi ces protéines régulatrices ont la capacité de se lier spécifiquement à la région promotrice de 

certains gènes et d’en réguler le niveau d’expression (Broun et al. 2006). En augmentant ou en diminuant 

la transcription de ces gènes, ils peuvent avoir un profond effet sur les processus biologiques que ces 

gènes contrôlent (Latchman 2003). Si les voies de biosynthèse commencent à bien être connues, il n’en 

est pas de même pour les facteurs de transcription liés à ces voies. Le premier gène impliqué dans la 

régulation des benzénoïdes chez le Petunia hybrida a été identifié, il s’agit d’un FT nommé  ODORANT1 

(Verdonk et al. 2005). Lorsque ce gène est éteint, cela entraîne une réduction importante de l’émission 

des benzénoïdes mais aussi une diminution des transcripts impliqués dans la voie de biosynthèse des 

précurseurs de la voie du shikimate. Le gène est donc bien un élément régulateur de la production de 

benzénoïdes. Récemment, d’autres facteurs ont été identifiés, comme EOBII (Emission of Benzenoids II) 

                                                           
43 FT pour Facteurs de transcription 

Figure 34 | Analyses de l’expression de RhNUDX1 chez Rosa x hybrida (d’après Magnard et al. 2015). Les stades 
de développement floral ont été définis selon Bergougnoux et al. (2007). Les erreurs standards sont indiquées par 
des barres verticales (n = 6 réplicats). Les moyennes avec des lettres différentes (a, b, c) sont significativement 
différentes (Tukey’s HSD test, P < 0,05). A – Expression dans des jeunes feuilles et dans les organes floraux au stade 
4 (S4), analysée par qPCR). B – Expression dans les pétales à différents stades de développement (S1 à S5), analysée 
par qPCR. 
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(Spitzer-Rimon et al. 2010). Il a aussi été montré que ces FT sont eux-mêmes régulés par d’autres FT, le 

tout formant un réseau capable de réguler la biosynthèse des COV très finement (Van Moerkercke et al. 

2011 ; Colquhoun et al. 2011 ; Spitzer-Rimon et al. 2012). Malheureusement, très peu de FT concernant 

la synthèse des composés odorants ont été caractérisés hormis chez le pétunia. La compréhension de 

ces mécanismes, encore à un stade embryonnaire, aura sûrement un impact important dans les 

stratégies d’ingénierie métabolique des COV (Broun 2004). Il faut ajouter que d’autres FT ont un rôle 

important dans l’initiation et la différentiation des trichomes glandulaires, qui sont les sites majeurs 

d’accumulation des COV pour de nombreuses plantes (Broun et al. 2006). 

 
Une nouvelle voie… 

 
Pour terminer ce point sur les terpène synthases, je ne peux passer sous silence une découverte originale 

faite au LBVpam. En effet, chez la rose, une nouvelle voie impliquée dans la synthèse des terpènes vient 

d’être démontrée. Cette voie ne fait pas intervenir une terpène synthase pour convertir le GPP en 

géraniol mais une enzyme de la famille des Nudix hydrolases (Magnard et al. 2015) (figure 35).  

 

 
 
 
 
 
III.4.3.4 La formation des terpénoïdes 
    
La richesse des terpénoïdes est non seulement due à la diversité des TPS mais aussi aux enzymes 

intervenant à la suite et responsables des modifications des terpènes. Ces enzymes appartiennent à 

différentes classes et font intervenir des réactions diverses comme des oxydations par des cytochromes 

P450 (Weitzel et Simonsen 2015) ou des déshydrogénases (Frank et al. 1996 ; Bate et al. 1998 ; 

Bouwmeester et al. 1999 ; Lange et Croteau 1999a), des méthylations de groupes hydroxyles et 

Figure 35 | Schéma de biosynthèse hypothétique pour la formation du géraniol libre dans les pétales de 
rose (d’après Magnard et al. 2015) 1 : DMAPP; 2 : IPP; 3 : GPP; 4 : GP; 5: Géraniol 
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carboxyles (Knudsen et al. 1993 ; Wang et al. 1997 ; Lavid et al. 2002 ; Noel et al. 2003), des acétylations 

(Gang et al. 2002 ; D’auria et al. 2003 ; Shalit et al. 2003), et des glycosylations par des 

glycosyltransférases (Luan et al., 2005). 

 
Les réactions de modifications interviennent aussi pour la formation de terpénoïdes avec des squelettes 

carbonés irréguliers acycliques C16 et C11, appelés homoterpènes et émis par les tissus blessés. Les voies 

de biosynthèse de ces homoterpènes ne sont pas encore tout à fait élucidées, ils pourraient dériver du 

géranyllinalol (C20) et du (3S)-(E)-nérolidol (C15) par une dégradation oxydative catalysée par des enzymes 

cytochrome P450 (Donath et Boland 1994 ; Degenhardt et Gershenzon 2000). 

 
Les plantes peuvent aussi produire d’autres terpènes volatils irréguliers, dérivés des caroténoïdes (C40), 

ayant un squelette carboné allant de C8 à C18 (Knudsen et Gershenzon 2006 ; Auldridge et al. 2006). β-

ionone, β-damascénone ou dihydroactinidiolide sont des exemples que l’on trouve notamment dans le 

parfum de Rosa x Damascena, Osmanthus fragrans, Freesia hybrida… (Dudareva et al. 2006).  

 
Les enzymes clés : Les isomérases, réductases, oxydases… 

 
De nombreuses enzymes interviennent dans les réactions de diversification des terpènes. La figure 36 

présente les différentes étapes enzymatiques successives chez la menthe (Mentha x piperita) pour 

arriver au menthol (Croteau et at. 2005). Ces étapes ont été entièrement élucidées et font intervenir 

juste après la limonène synthase, une hydrolase, une déshydrogénase, une réductase, une isomérase, 

une autre réductase et une dernière réductase. Six autres enzymes après la limonène synthase sont donc 

impliquées dans la biosynthèse du menthol.   

 
Les transformations du géraniol en d’autres composés grâce à diverses enzymes ont aussi été très 

étudiées chez la vigne notamment (Vitis vinifera). Ces étapes sont présentées sur la figure 37 (Luan et at. 

2005). On voit que le géraniol peut être transformé en géranial sous l’action d’une oxydase comme cela 

a été montré chez Zingiber officinale (Sekiwa-Iijima et al. 2001) et Perilla citriodora (Sato-Masumoto et 

Ito 2014). Le géraniol peut aussi être réduit en citronellol via une oxophytodienoate réductase comme 

chez Hevea brasiliensis (Yuan et al. 2011) ou isomérisé en nérol mais aucune enzyme n’a pu encore être 

caractérisée. Enfin le géraniol, citronellol et nérol peuvent être glycosylés par une glycosyltransférase 

comme chez la vigne (Bönisch et al. 2014) ou chez Actinidia deliciosa (Yauk et al. 2014). Ces enzymes 

agissant après les terpène synthases sont très importantes, notamment chez le Pelargonium puisque l’on 

retrouve dans l’HE beaucoup de molécules issues du géraniol.  
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Figure 36 | Voie de biosynthèse et localisation subcellulaire de la synthèse du (-)-menthol dans les glandes 
sécrétrices de la menthe poivrée (d’après Croteau et al. 2005). Les étapes enzymatiques sont catalysées par les 
Géranyl diphosphate synthase (GPPS); (-)-limonène synthase (LS); (-)-limonène-3-hydrolylase (L3OH); (-)-trans-
isopipéritol déhydrogénase (iPD); (-)-isopiperiténone reductase (iPR), (+)-cis-isopulégone isomérase (iPI), (+)-
pulégone réductase (PR) ; (-)-menthone réductase (MR) et menthofurane synthase (MFS). Le carré MEP Pathway 
schématise la voie de biosynthèse du pyruvate et du glycéraldéhyde 3-phosphate pour l’approvisionnement en 
précurseurs en C5, l’isopentényl diphosphate (IPP) et le diméthylallyl diphosphate (DMAPP). IPPI, isopentényl 
diphosphate isomérase. OPP, groupement diphosphate. ER, Réticulum endoplasmique.  

Figure 37 | Schéma du métabolisme du d6-géraniol (d’après Luan et at. 2005). Le  d6-géraniol signifie que 6 
atomes de deutérium remplacent 6 atomes d’hydrogène afin de pouvoir suivre les composés plus facilement. 
Gluc-O signifie que la molécule est liée à une molécule de glucose pour être soluble en milieu aqueux. Les classes 
d’enzymes sont en rouge.  
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III.5 La perception  des COV 
 
Travaillant au sein d’une entreprise spécialisée dans la parfumerie, la perception des odeurs et donc des 

COV est le cœur de mon métier, je ne pouvais donc passer sous silence les mécanismes mis en jeu. Que 

ce soit par le nez humain ou par les antennes des insectes, la perception des COV fait intervenir des 

mécanismes similaires qui méritent d’être détaillés ici. 

 
Dans le monde animal, la perception des odeurs est très importante et même souvent une question de 

survie. En effet, les odeurs ne renseignent pas uniquement sur la présence de nourriture mais peuvent 

aussi signaler la présence d’un prédateur, d’une proie, d’un congénère (statut social et sexuel, état de 

santé, reconnaissance mère-enfant…) ou d’un danger (gaz…). L’odorat intervient donc à tous les 

moments de la vie et en fonction des indices olfactifs et de son apprentissage, l’animal adaptera son 

comportement (alimentaire, social, sexuel, territorial..) au milieu dans lequel il évolue.  

 
Chez l’homme, la perception des odeurs et des saveurs est intimement liée. Ainsi, lorsque nous 

mastiquons un aliment, nous libérons les produits sapides et odorants qu’il contient (Salesse et Gervais 

2012). Les produits sapides, souvent solubles dans l’eau et peu odorants, excitent les récepteurs 

gustatifs au niveau des papilles de la bouche (Sheperd 2006) alors que les produits odorants remontent 

par la voie rétronasale via le pharynx jusque dans la cavité nasale et excitent les neurones olfactifs situés 

dans l’épithélium olfactif (figure 38 A et B) (Brand 2001). Lorsqu’une molécule odorante se fixe sur un 

récepteur olfactif porté par la membrane des cils des dendrites des neurones (leurs grandes surfaces leur 

permettent d’héberger de nombreux récepteurs), celui-ci envoie un signal qui passe de l’axone du 

neurone olfactif vers le bulbe olfactif situé à la base du cerveau (figure 38 C). Chacun des neurones 

olfactifs exprime un et un seul récepteur olfactif parmi un répertoire de plusieurs centaines (condition 

pour que le message soit spécifique de l’odorant). La muqueuse olfactive contient environ cinq millions 

de neurones olfactifs qui meurent au bout de quelques semaines et sont renouvelés grâce aux cellules 

souches se trouvant dans l’épithélium olfactif. La muqueuse se trouve donc à l’interface entre le milieu 

extérieur et le cerveau. Lors d’une agression chimique ou biologique, les cellules de l’épithélium olfactif 

peuvent dégénérer et ainsi empêcher le passage des particules nocives. L’anosmie peut être temporaire, 

(anosmie partielle) ou en cas de très forte agression elle peut être permanente (anosmie totale).  
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Figure 38 | Le système olfactif chez l’homme (modifié de Salesse 2015) (A) Schéma des deux voies de l’olfaction, la voie orthonasale (par les narines, voie 
des parfumeurs) et la voie rétronasale (par l’arrière-gorge ou pharynx, la voie des gastronomes) (B) Coupe schématique de la muqueuse olfactive : les 
neurones en bleu envoient leurs axones vers le cerveau et projettent des cils dans la cavité nasale qui baignent dans le mucus. (C) Schéma d’un neurone 
olfactif. Les cils portent les récepteurs olfactifs qui captent les molécules odorantes auxquelles ils réagissent en générant un influx nerveux qui est envoyé 
vers le bulbe olfactif via l’axone. 
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Figure 39 | Schéma de la 
réponse chez le rat de 
neurones individuels (1-6) à 
des odorants (A-H) (modifié 
d’aprèshttp://www.nobelprize
.org/nobel_prizes/medicine/la
ureates/2004/) 

Les gènes des récepteurs olfactifs sont très nombreux : 1200 chez les rongeurs, 800 chez le chien, 400 

chez l’homme, 280 chez le poulet et une centaine chez les poissons. Le répertoire des récepteurs 

olfactifs a fortement augmenté lors du passage sur terre des vertébrés, ceci nous indique que les gènes 

se multiplient en corrélation avec la plus grande richesse olfactive du milieu aérien par rapport au milieu 

aquatique. Un autre exemple de l’évolution des gènes de récepteurs olfactifs nous est donné avec 

l’apparition de nouveaux gènes chez l’homme suite à l’invention du feu et à la cuisson des aliments 

générant de nouvelles molécules olfactives (Sheperd 2012). La diminution des gènes de récepteurs 

olfactifs chez les primates serait due aux changements de modes de vie (arboricole et social) et pour 

lequels la vision aurait été favorisée. La bipédie partielle a aussi fait perdre aux primates le contact avec 

le sol où se concentrent de nombreuses traces odorantes (Salesse 2015). 

 
L’homme est capable de sentir entre 10 000 et 400 000 odorants 

différents, alors que nous ne possédons que 400 gènes de récepteurs 

olfactifs. On comprend dès lors qu’une molécule doit pouvoir se lier à 

plusieurs récepteurs différents et qu’un récepteur peut accueillir 

plusieurs molécules différentes. C’est l’ensemble des influx venant des 

récepteurs stimulés qui est finalement traité par le cerveau et associé à 

une odeur spécifique. Le nombre de combinaisons possibles est très 

important, de l’ordre de plusieurs milliards (figure 39) (Malnick et al. 

1999, Buck 2004). Notre nez est donc un détecteur chimique 

extrêmement puissant capable de rivaliser avec n’importe quel 

dispositif analytique.  

 

 
Pour terminer ce paragraphe sur l’homme, nous pouvons noter que la capacité olfactive dépend de 

plusieurs facteurs dont le sexe et l’âge. En effet, pour les femmes, les performances olfactives sont 

meilleures pendant la période d’ovulation et décroissent pendant la période de menstruation (Mair et al. 

1978 ; Brand et Millot 2001). Plusieurs études montrent que l’âge réduit de façon significative les 

performances olfactives chez l’homme (Cain et Gent 1991 ; Mirza et al. 1997). Ce phénomène pourrait 

être dû à une diminution des récepteurs exprimés dans l’épithélium olfactif comme cela a été montré 

chez la souris (Zhang et al. 2004). Une autre étude a montré qu’au niveau du bulbe olfactif, le nombre de 

cellules mitrales et le nombre de glomérules diminuaient d’environ 10% tous les 10 ans (Meisami et al. 

1998).  
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Chez les insectes comme les papillons par exemple, les signaux chimiques (phéromones) jouent un rôle 

important à tous les stades de la vie, que ce soit pour l’attraction des congénères, l’agression, la 

reconnaissance des pairs… (Yew et Chung 2015). Les animaux peuvent ainsi extraire les informations 

importantes situées dans leur environnement et y répondre par une réponse adéquate. Par exemple, 

lors de la parade nuptiale, le mâle Bombyx mori peut détecter au moyen de ses antennes (figure 40 A) 

une molécule précise, le bombykol, émise à plusieurs centaines de mètres par la femelle et très diluée 

dans l’air. La détection de cette phéromone déclenche alors chez le papillon mâle la recherche d’une 

partenaire, comportement qui est supprimé par l’émission d’une autre molécule (bombykal) (Daimon et 

al. 2012). Chez d’autres espèces, le cocktail de molécules sexuelles peut même fournir plusieurs 

informations complexes sur les partenaires (localisation, santé, prédisposition à l’accouplement…), 

cruciales pour la survie et l’évolution de l’espèce. Les odeurs chez les insectes font aussi partie des 

mécanismes de défense et sont utilisées contre les prédateurs et les parasites. Ainsi, pour les papillons 

en général, les molécules diffusent dans l’air ambiant et passent par des pores des sensilles (figure 40 B). 

Ces molécules sont ensuite captées par de petites protéines solubles ou « Odorant-Binding Proteins » 

(OBP). Elles forment ainsi un complexe qui est transporté jusqu’aux récepteurs olfactifs (OR) des 

neurones olfactifs (ORN) (figure 40 C). La transduction du signal provoque alors un stimulus nerveux 

interprété par le cerveau (Jacquin-Joly et Marlin 2004 ; Tegoni et al. 2004; Sakurai et al. 2014).  
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Figure 40 | Principaux organes sensoriels chez le papillon Bombyx Mori (d’après Jacquin-Joly et Mrelin 2004). (A) 
Papillon mâle avec ses antennes proéminentes optimisées pour la détection des molécules odorantes. (B) 
Microscopie électronique à balayage d’une antenne présentant la morphologie externe d’une sensille olfactive 
(échelle 25 µm). (C) Schéma d’une sensille olfactive : ORN, neurone olfactif, Olfactory Receptor Neuron, OBP, 
Odorant-Binding Protein, OR, Odorant Receptor, récepteur olfactif. 



- Introduction - 

 | 119 

IV. LES BIOTECHNOLOGIES VÉGÉTALES 
 
Si l’utilisation des biotechnologies à des fins médicales n’est plus aujourd’hui contestée, ce n’est pas le 

cas concernant la création et la culture de plantes ou de micro-organismes transgéniques. En effet, le 

citoyen s’interroge sur la justification, au-delà de son intérêt économique, pour les firmes qui s’engagent 

dans la création et la commercialisation de semences modifiées ou de produits recombinants obtenus 

grâce aux biotechnologies végétales.  

 
L’agriculture traditionnelle se basait sur 5 leviers pour l’augmentation des rendements : l’irrigation, 

l’emploi d’engrais et de produits phytosanitaires, le machinisme agricole et la sélection génétique de 

variétés améliorées. Cependant, les cultures trop irriguées et inadaptées à leur environnement, 

l’utilisation à outrance des engrais chimiques et des pesticides sont de plus en plus sur la sellette. 

Parallèlement, l’agriculture fait face à de nouveaux défis comme le réchauffement climatique, la rareté 

des terres, l’augmentation de la population mondiale, la finitude des ressources disponibles, la 

disparition et la bonne santé des espèces, la dégradation des sols.  

 
Pour continuer à accroître le rendement et la qualité de nos produits tout en respectant mieux 

l’environnement, les seuls leviers à notre disposition sont l’amélioration des pratiques agricoles et le 

progrès génétique des variétés. Ce dernier repose sur un éventail de techniques qui permettent 

d’augmenter la rapidité et l’efficacité du processus de sélection variétale classique. Les biotechnologies 

végétales peuvent contribuer à l’amélioration des variétés. Il est cependant important que les 

entreprises qui s’en saisissent comprennent les implications de ces nouvelles techniques et se sentent 

responsables de leur bonne utilisation.  

 
Dans ce paragraphe, je me focaliserai sur l’utilisation des biotechnologies pour la production de 

molécules dans l’industrie des parfums et des arômes alimentaires puisque cela concerne plus 

particulièrement mon domaine de recherche  mais je prendrai aussi quelques exemples de l’industrie 

pharmaceutique et du secteur agricole car les développements y sont rapides et en lien étroit avec les 

industries de la parfumerie, de la cosmétique et des arômes alimentaires.  
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IV.1 Intérêt des biotechnologies végétales 
 
Longtemps les biotechnologies ont été l’apanage des géants de l’industrie agroalimentaire à cause de 

leurs coûts prohibitifs. Ces dernières années, grâce à la réduction des coûts et au développement de 

disciplines comme la biologie moléculaire et la bioinformatique, les avancées dans la compréhension du 

fonctionnement des êtres vivants ont été énormes. Ces nouvelles connaissances ont permis de 

construire de nouveaux outils biotechnologiques comme la production de molécules en fermenteurs, la 

SAM44, la sélection génomique ou encore le phénotypage à haut débit. Certaines de ces techniques 

biotechnologiques ont été intégrées dans les processus industriels. Les découvertes dans le domaine des 

voies de biosynthèses des métabolismes primaire et secondaire ont notamment beaucoup intéressé les 

industriels de la pharmacie et de la cosmétique, de l’agroalimentaire et de l’industrie des parfums et 

arômes alimentaires (Krings et Berger 1998 ; Berger 2015, Gupta et al. 2015) (figure 41). En effet, un des 

points communs de ces industries est la recherche et l’optimisation de la production de composés actifs 

bien souvent extraits des organismes vivants. Les biotechnologies sont donc un outil attrayant pour la 

création de nouvelles molécules et une production optimisée et moins coûteuse de produits déjà 

disponibles.  

 
Les molécules dérivées des plantes sont souvent sujettes à des fluctuations de prix, de quantité et de 

qualité à cause de facteurs climatiques, politiques ou agronomiques (maladies). Souvent, les extraits 

naturels peuvent atteindre des prix élevés à cause du faible rendement des plantes, de la limitation des 

surfaces agricoles, de la forte consommation en main d’œuvre… La chimie organique a pu répondre en 

partie à ces faiblesses en produisant des molécules d’intérêt à partir des composés de l’industrie du 

pétrole par plusieurs réactions catalytiques. Néanmoins, à cause de la complexité des structures, les 

coûts restent très élevés et certaines molécules sont impossibles à réaliser en synthèse (Bouwmeester 

2006). Avec la démocratisation et la rapidité du développement des biotechnologies, ces technologies 

sont devenues accessibles pour des entreprises de tailles plus réduites. Les connaissances fondamentales 

sur les plantes, parfois négligées par des industries positionnées sur des produits ayant un faible poids 

économique, sont maintenant accessibles pour de nouveaux développements (Zwenger et Basu 2008 ; 

Forti et al. 2015). 

   

 
 
                                                           
44 SAM pour sélection assistée par marqueurs 
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Figure 41 | Intérêt des biotechnologies dans les industries pharmaceutiques, agroalimentaires, et dans la 
parfumerie (d’après Aharoni et al. 2005).  Quelques exemples de structures chimiques importantes pour l’industrie 
sont présentés pour chaque classe de terpènes. Les étapes enzymatiques sont indiquées en rouge. DMAPP : 
Diméthylallyl diphosphate; GDP : géranyl diphosphate; GGDP, géranylgéranyl diphosphate; FDP : farnésyl 
diphosphate; IDP : Isopentényl diphosphate 
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IV.2 Les biotechnologies et l’industrie de la parfumerie 
 
L’industrie de la parfumerie et des arômes alimentaires utilise principalement les molécules issues des 3 

voies de biosynthèse décrites au paragraphe III.4. Au début du XXème siècle, la synthèse chimique a 

permis une révolution de la parfumerie par la synthèse de composés aux odeurs originales et à des coûts 

très bas. L’exemple le plus emblématique est l’utilisation d’aldéhydes synthétiques en quantités 

importantes dans le parfum Chanel n°5 en 1921. La synthèse chimique a donc permis une grande 

diversité dans les notes parfumées ainsi qu’une une baisse des coûts. Il existe actuellement plus de 5000 

molécules odorantes synthétiques pour des prix variant de quelques euros à plusieurs milliers d’euros 

par kilo. Le développement des biotechnologies ouvre des portes dans plusieurs directions pour 

l’industrie de la parfumerie (figure 42). Ainsi on peut espérer qu’elles seront d’une aide précieuse pour la 

création de nouvelles variétés végétales présentant un intérêt pour la parfumerie. Dans une toute autre 

direction, les biotechnologies peuvent aussi servir à la production de molécules naturelles identiques par 

des micro-organismes ou des plantes génétiquement modifiés. Enfin, elles pourront certainement rendre 

plus disponibles pour les chimistes organiciens de nouvelles structures moléculaires complexes à 

modifier chimiquement.  

 

  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 | Représentation schématique de la place des biotechnologies dans l’industrie de la parfumerie. 
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IV.2.1 Sélection des molécules d’intérêt 
 
L’industrie de la parfumerie s’intéresse depuis longtemps aux molécules les plus performantes c.a.d. 

celles qui diffusent le mieux ou qui ont un seuil de perception très bas, celles jouant un rôle de fixateur 

et qui entrent en synergie avec d’autres molécules ou encore les squelettes carbonés communs à de 

nombreuses notes originales. Ces recherches sont plus avancées pour les molécules de synthèse car elles 

sont obtenues déjà très pures alors que les molécules présentes dans des extraits naturels sont noyées 

dans une matrice très complexe. Ainsi les intérêts des chimistes pour ces molécules sont multiples et ce 

sont de bons candidats pour les biotechnologies. 

 
 
Exemples de molécules très performantes et indispensables dans la parfumerie 
 
Certains extraits employés depuis très longtemps par les parfumeurs sont irremplaçables, stratégiques et 

utilisés en grandes quantités. Les plus importants sont l’HE et l’absolu de rose, l’HE de Pelargonium, l’HE 

de vétiver, l’HE de patchouli, l’absolu de jasmin, l’HE de néroli… Certains extraits, moins utilisés, 

contiennent néanmoins des molécules de très hautes valeurs parce que très performantes et appréciées 

des parfumeurs. Les irones de l’absolu d’iris, la dihydrokaranone de l’HE d’agarwood (figure 43) (Ishjhara 

et al. 1993), le safranal de l’HE de safran sont des exemples de ces molécules clés. De par leur grande 

utilisation ou leur place spéciale sur l’orgue des parfumeurs, ces extraits et molécules seront d’un intérêt 

particulier pour le développement via les biotechnologies (figure 44). 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 
 
 

Figure 43 | L’intérêt de la dihydrokaranone en parfumerie. A – Tronc d’agarwood (Aquilaria crasna); B – Voie 
de biosynthèse de la dihydrokaranone à partir du FPP 
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Les composés précurseurs de la synthèse 
 
La synthèse chimique de multiples composés odorants débute souvent à partir de quelques structures 

carbonées spécifiques disponibles en grandes quantités et à bas coût. Ce sont surtout des sous-produits 

de l’industrie du bois comme l’α-pinène, le β-pinène et le myrcène (annexe 18). Avoir à disposition ces 

molécules pures à très bas coût aura donc une influence sur le coût de toutes les molécules produites à 

partir de ces structures. Cependant si les chimistes disposaient d’autres structures plus complexes 

(monoterpènes, sesquiterpènes…) et produites à des coûts relativement bas, la palette des molécules 

fabriquées par l’industrie de la parfumerie pourrait être élargie. Ainsi, les voies de biosynthèses des 

monoterpènes (ocimène, géraniol, limonène…), des sesquiterpènes (santalène, élémène, patchoulol, 

cédrol, copaène, kusimol…), des diterpènes (sclaréol) ou triterpènes (irones) (Belcour et al. 1993) sont 

maintenant étudiées activement par les industriels. C’est d’ailleurs aussi le cas des autres voies de 

biosynthèse, la voie des phénylpropanoïdes/benzénoïdes et celle des dérivés d’acides gras (figure 44). 

 

 

 

Figure 44 | Molécules odorantes d’intérêt appartenant aux 3 grandes voies métaboliques. En rouge, la voie des 
terpénoïdes; en bleu, la voie des phénylpropanoïdes et benzénoïdes; en vert, la voie des acides gras et dérivés.  
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Problèmes de disponibilité 
 
Certains extraits naturels sont très recherchés par les parfumeurs mais les industriels font face à des 

problèmes de disponibilité et de protection de ces extraits. C’est particulièrement le cas d’HE extraites 

de bois (santal, massoia, agarwood) car le renouvellement de ces ressources est très lent (Nageswara 

Rao et al. 2007; Kumar et al. 2012) ou d’animaux (musc, ambre gris…), pour lequelles se posent des 

problèmes d’éthique et de réglementation. D’autre part, certaines plantes produisent des molécules très 

intéressantes mais avec une concentration si faible qu’une extraction classique est irréaliste.  

 
Problèmes toxicologiques 
 
Il existe dans les extraits naturels des composés carcinogènes et soumis à des restrictions qui en limitent 

les utilisations. L’industrie a donc mis au point toute une série de procédés physico-chimiques 

(distillation fractionnée, lavages…) pour se débarrasser des molécules indésirables (Méthyleugénol, 

safrole (Jin et al. 2011), atranol et chloratranol (Andersen et al. 2015)…). Une meilleure connaissance des 

voies de biosynthèse permettrait de sélectionner des individus exprimant plus faiblement le gène 

impliqué dans une étape enzymatique conduisant à un composé problématique. Ainsi on peut imaginer 

améliorer la qualité des HE, par exemple en inhibant l’expression de gènes codant pour des enzymes 

responsables de la synthèse de composés indésirables ou allergisants (Verpoorte et Memelink 2002 ; 

Chaintreau et al. 2003). Les problèmes toxicologiques ne concernent pas uniquement les molécules 

naturelles mais aussi beaucoup de molécules de synthèse. Les nitromuscs ou muscs polycycliques en 

sont un exemple (Luckenbach et Epel 2005). La biosynthèse de structures dépourvues de toxicité mais 

performantes permettrait le développement de nouvelles molécules synthétiques.   

 
Notes originales 
 
Certains extraits ne se prêtent pas à une extraction conventionnelle (chèvrefeuille, muguet…). Les 

biotechnologies peuvent aussi permettre de développer des extraits originaux à partir de plantes rares, 

qui ne pourraient pas être prélevées dans la nature.  

 
 



- Introduction - 

| 126 

IV.2.2 Identification du végétal  
 
Une fois les molécules d’intérêt ciblées, il faut trouver le végétal qui les produit. Souvent le végétal est 

déjà connu (le vétiver pour le kusimol et l’isovalencenol pour, le patchouli pour le patchoulol…) puisque 

c’est en analysant l’extrait qu’ont été découvertes les molécules d’intérêt. Il y a aussi des molécules dont 

on suspecte la production dans la nature parce que des molécules similaires sont biosynthétisées… Par 

exemple, l’hédione (méthyl dihydrojasmonate) est une molécule synthétique très utilisée en parfumerie 

et qui est très proche du méthyl jasmonate synthétisé par le jasmin (Demole et al. 1962). Une dernière 

voie consiste à étudier les voies de biosynthèse de nouvelles plantes potentiellement intéressantes mais 

pas encore utilisées par l’industrie. Il peut s’agir de plantes impossibles à extraire (muguet, 

chèvrefeuille...), protégées ou encore de plantes qui viennent d’être découvertes. L’analyse fine 

notamment à l’aide d’un GC-O45 pourrait aider à cibler la ou les molécules d’intérêt pour ensuite essayer 

de retracer la voie de biosynthèse qui leur est associée.  

 
 
IV.2.3 Etude des voies de biosynthèse et des enzymes clés 
 
Cette étape est la dernière étape commune avant le choix de différentes stratégies et applications 

possibles des biotechnologies pour la parfumerie (Figure 42). Toutes ces étapes sont nécessaires tant 

pour se doter d’outils de sélection variétale, que pour transformer génétiquement des micro-organismes 

ou des plantes. En effet, pour toutes ces applications, il est nécessaire de caractériser les gènes clés des 

enzymes responsables de la biosynthèse des molécules d’intérêt. 

     
De nombreuses études ont été réalisées sur les plantes clés utilisées en parfumerie comme le patchouli 

(Deguerry et al. 2006), le bois de santal (Jones et al. 2008, 2011 ; Moniodis et al. 2015 ; Srivastava et al. 

2015), la vanille (Gallage et al. 2014), La sauge sclarée (Caniard et al. 2012; Schalk et al. 2012), le ciste 

(Falara et al. 2010 ; Papaefthimiou et al. 2014) et le vétiver (Schalk et Deguerry 2012 ; Hartwig et al. 

2015).  

  
Les techniques utilisées pour la caractérisation des enzymes des voies de biosynthèse seront détaillées 

dans les autres parties du mémoire puisqu’elles constituent le cœur de cette thèse. 

 

                                                           
45 GC-O pour Chromatographie en phase gazeuse couplée avec une sortie pour l’olfaction 
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IV.2.4 Les biotechnologies comme aide à la sélection variétale  
 
Avant le développement des biotechnologies et notamment de la multiplication in vitro, l’une des 

préoccupations majeures du sélectionneur était la stabilité des cultivars améliorés. En effet, par 

reproduction sexuée, un individu hybride aux performances agronomiques sélectionnées donne 

naissance à une descendance aux performances agronomiques hétérogènes. C’est une des raisons pour 

lesquelles de nombreuses espèces agronomiques sont reproduites par bouturage (rosiers, poiriers, 

cerisiers…). Avec la CIV46 et la possibilité de clonage à grande échelle, le travail du sélectionneur peut 

être de créer un individu élite, de le sélectionner, puis enfin de le copier végétativement et 

uniformément. On assiste donc à une mutation des stratégies de sélection puisque l’on peut maintenant 

s’affranchir du suivi de la généalogie des plantes améliorées. L’homogénéité et la valeur moyenne des 

descendants étaient des paramètres de sélection importants, ce qui n’est plus le cas actuellement 

(Gallais 2011). 

 
Dans le cas du Pelargonium, celui-ci est un hybride aux performances en champ supérieures à celles de 

ses deux parents. En effet, celui-ci produit des composés à odeur de rose (géraniol, citronellol…) comme 

l’un de ses parents (caractère qualitatif) avec un rendement en huile essentielle important comme 

l’autre de ses parents (caractère quantitatif) (voir Blerot et al., 2015, p 18 à 20). Le Pelargonium se 

multipliant très bien par bouturage, nous pouvons espérer que la création d’une nouvelle lignée hybride, 

sélectionnée par des outils issus des biotechnologies, pourra être rapidement multipliée par CIV et 

ensuite cultivée à grande échelle en Égypte. Pour créer un individu élite, appelé tête de clone, de 

nombreuses recherches en génétique des populations et en génétique quantitative ont défini les 

meilleurs schémas de sélection pour aboutir aux meilleures combinaisons statistiques entre gènes. Cet 

individu aura été choisi après des interventions biotechnologiques comme par exemple la SAM afin de le 

repérer précisément parmi les descendants issus des mêmes croisements. Il faudra ensuite s’assurer que 

l’individu, placé dans les conditions de densité et de compétition du champ ainsi que dans 

l’environnement de la culture (sol, climat…) conserve sa performance (Dattée et Fellous 2011). 

 
Le progrès des connaissances sur l'expression des gènes, puis les avancées sur la structure moléculaire 

de l'information génétique ont permis de revoir totalement les méthodes de repérage génétique. Les 

méthodes les plus anciennes étaient indirectes et identifiaient le gène par son produit à l’aide de 

                                                           
46 CIV pour Culture in vitro 
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marqueurs biochimiques (analyses des protéines, des molécules produites…). Maintenant, les méthodes 

plus récentes sont directes et détectent le code génétique lui-même à l’aide de marqueurs moléculaires 

d’ADN. On peut citer par exemple les marqueurs suivants qui sont les plus utilisés : RFLP47, AFLP48 et 

microsatellites. Tous les marqueurs n’ont pas les mêmes applications mais grâce à eux, il est maintenant 

possible d’établir l'empreinte génétique d'un individu, c'est-à-dire de décrire et définir des individus et 

des variétés en vue de leur inscription, de leur protection et de leur classification ou encore de mettre en 

évidence et suivre les gènes impliqués dans l'expression de caractères d'intérêt agronomique (Demarly 

et Sibi 1996 ; Gallois 2015). 

 
Ces marqueurs ouvrent ainsi la voie à la SAM notamment. On pourra ainsi par exemple, avoir la sélection 

d’un OGM après le transfert d’un gène par l’introgression dans une variété d’élite. Mais aussi, si l’on ne 

cherche pas à sélectionner un OGM mais plutôt à construire un génotype, la sélection d’un hybride par la 

technique de la cartographie de loci49 à effet quantitatif ou QTL50 (Transkley 1993). Cette technique 

cherche les associations entre des marqueurs génétiques et un trait phénotypique et cela permet de 

détecter des loci responsables de la variabilité du trait.    

                                                           
47 RFLP pour Restriction Fragment Length Polymorphism 

48 AFLP pour Amplification Fragment Length Polymorphism 

49 Un locus est l’emplacement d’un gène sur un chromosome. Les gènes d’un locus donné agissent sur un caractère précis. Les 
différentes versions d’un même gène au même locus sont appelées allèles 

50 QTL pour Quantitative Trait Loci 
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IV.2.5 Les biotechnologies pour produire des OGM de plantes 
 
Traditionnellement, l’amélioration des plantes par l’introduction de traits désirés se fait par croisement, 

sélection ou production de mutants par irradiation. Récemment, le développement des techniques de 

transformation génétique a permis de cibler les modifications, par l’introduction de nouveaux gènes ou 

en altérant l’expression des gènes existants, avec comme résultat par exemple des profils métaboliques 

altérés (Daviet et Schalk 2010). Depuis de nombreuses années, des gènes de résistance aux pesticides ou 

aux maladies sont introduits dans des plantes alimentaires (colza, maïs, riz, soja…). Avec le 

développement récent des connaissances sur les voies de biosynthèse des composés odorants, d’autres 

plantes sont maintenant candidates à l’amélioration par la production d’OGM. 

 
A cause de la séparation des deux voies métaboliques (MEP et MVA) menant notamment aux 

monoterpènes et aux diterpènes d’une part et aux sesquiterpènes d’autre part, il est beaucoup plus 

difficile de contrôler la production des terpénoïdes dans les plantes que dans des micro-organismes. Une 

autre difficulté est la production très localisée et tissu-spécifique de l’essence (feuilles, racines, fleurs, 

fruits, écorces…). La première des plantes à parfums à avoir été modifiée génétiquement est la menthe 

poivrée.  

 
L’optimisation des voies de biosynthèse par transformation de la plante productrice 
   
Gershenzon et al. (2000) ont montré que chez la menthe (Mentha x piperita L.), le taux de biosynthèse 

est l’étape clé qui détermine l’accumulation des monoterpènes puisqu’il y a peu de métabolites perdus 

par dégradation et peu par volatilisation. Les efforts pour améliorer la production chez cette espèce 

doivent donc être concentrés sur les gènes et les enzymes qui régulent la biosynthèse des 

monoterpènes, biosynthèse qui a été particulièrement bien étudiée (figure 45) (Turner et Croteau 2004). 

L’étude de la différenciation cellulaire des trichomes qui stockent l’HE est aussi d’un grand intérêt 

(Turner et al. 2000a). Deux résultats intéressants ont été obtenus : d’une part, la surexpression du gène 

DXR chez la menthe a permis d’augmenter la production d’HE d’environ 50% sans en changer la 

composition : d’autre part, l’extinction de la MFS51 donne des plantes produisant 40% de menthol en 

plus et une moins grande proportion de menthofurane, composé indésirable puisque toxique (Lang et 

Croteau 1999b ; Mahmoud et Croteau 2001, 2002 ; Mahmoud et al. 2003). 

                                                           
51 MFS pour (+)-Menthofuran synthase 
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La transformation d’une plante peut aussi avoir comme objectif la résistance à un virus ou une bactérie. 

Ainsi, les plants de patchouli en Indonésie sont pour la plupart infectés par des virus tachetés (PaMoV) 

et/ou par un virus mosaïque (mild mosaic virus) (paMMV) (Nakajima et al. 1994 ; Natsuaki et al. 1994). 

La culture des méristèmes a produit des plants non infectés donnant de très bons rendements en HE 

mais qui, une fois cultivés en milieu naturel, ont été très rapidement recontaminés (Sugimura et al. 

1995). L’introduction des traits de résistance par des croisements classiques n’est pas possible puisque le 

cultivar ne produit pas de fleur. Des chercheurs ont donc transformé avec succès génétiquement des 

cultivars de patchouli afin de produire dans le futur un OGM résistant au deux virus (Sugimura et al. 

2005).  

 
Il y a aussi des exemples de transformations génétiques pour augmenter l’expression de certains FT. En 

effet, la STPS du patchouli est régulée en fonction de l’âge de la plante par un FT. En intervenant sur ce 

FT, on peut obtenir des plantes ayant une croissance accélérée, ce qui donnera des rendements plus 

élevés dans le même laps de temps (Yu et al. 2015). Agir sur les FT est une nouvelle voie d’ingénierie 

métabolique de plus en plus étudiée.   

 
Chez la lavande aspic (Lavendula latifolia), il a aussi été tenté de surexprimer la DXS pour produire plus 

d’HE.  Les résultats montrent une augmentation des COV de 102 à 359% dans les feuilles et de 12 à 74% 

dans les fleurs (Muñoz-Bertomeu et al. 2006). Une surexpression de la limonène synthase a aussi, permis 

une augmentation de 450% de limonène dans les feuilles (Muñoz-Bertomeu et al. 2008). De même, chez 

le lavandin, des chercheurs essayent d’éteindre le gène responsable de la production de camphre 

indésirable olfactivement mais les résultats à ce jour ne sont pas encore connus.  

 
L’optimisation des voies de biosynthèse par transformation d’une autre plante productrice 
 
Les gènes d’intérêt peuvent aussi servir à transformer une plante qui ne produit pas de composés 

odorants. Ainsi, la société Firmenich, après avoir caractérisé la STPS du patchouli, responsable de la 

production de la majorité des sesquiterpènes de l’HE (Deguerry et al. 2006), a transformé des plants de 

tabac. Les chercheurs ont inséré la STPS du patchouli ainsi que les autres enzymes situées en amont de la 

voie de biosynthèse et responsables de la production du FPP, qui est peu produit naturellement par le 

tabac (Wu et al. 2006). La production des sesquiterpènes de patchouli a bien été bien efficace mais le 

tabac n’ayant pas de trichomes glandulaires, l’HE s’écoule sur les feuilles sans s’y accumuler (Chappell et 

al. 2007). La récolte de l’HE à partir de la culture des tabac en champ n’a donc pas été possible. A la suite 

de cet essai aux résultats mitigés sur le tabac, Firmenich a aussi développé une stratégie pour produire 
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Figure 45 | Schéma d’une cellule sécrétrice de Mentha x piperita illustrant la voie de biosynthèse du menthol 
(d’après Turner et Croteau 2004). Les étapes enzymatiques sont indiquées en rouge. DXR - 1-déoxy-D-xylulose 5-
phosphate réductoisomérase ;  DXS - 1-déoxy-D-xylulose 5- phosphate synthase; GPPS - géranyl diphosphate 
synthase; IPD -  (−)-trans-isopipéritenol déshydrogénase  ; IPR - (−)-isopipéritenone réductase ; L3OH - (−)-(4S)-
limonène-3-hydroxylase ; LS – Limonène synthase  ; MFS –  (+)-menthofurane synthase ; MMR - (−)-
menthone:(−)-menthol réductase ; MNR - menthone:(+)-néomenthol reductase ; PR - (+)-pulégone reductase 

un extrait de patchouli dans une levure. Des essais de transformation d’une mousse avec une patchoulol 

synthase et une α/δ-santalène synthase sont aussi en cours (Zhan et al. 2014). 

 
Dans de nombreux cas d’ingénierie du métabolisme, l’accumulation des terpènes est associée avec une 

diminution de la croissance et de la chlorose, indiquant un possible effet d’intoxication de la plante et/ou 

une déviation trop importante du flux de carbone du métabolisme primaire vers la production de ces 

terpènes (Aharoni et al. 2003, Besumbes et al. 2004 ; Wu et al. 2006). Les plantes qui ont servi à ces 

expériences ne sont généralement pas des plantes qui accumulent les terpènes (tabac, Arabidopsis) et 

une large quantité est perdue par émission dans l’atmosphère.  

 
D’autres exemples de transformation de plantes avec des gènes de terpène synthases sont donnés dans 

le tableau 5. 
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Tableau 5 | Exemples d’essais d’ingénierie métabolique sur les monoterpènes, sesquiterpènes et diterpènes et leurs précurseurs et dérivés.  
 

 Espèces Cible Localisation Profil terpénique altéré Références 

Précurseurs 

Menthe DXR Plaste Huile essentielle totale ↗↘ Mahmoud et Croteau (2001) 
Tabac HMGR Cytosol Pas de changement Chappell et al. (1995) 

Arabidopsis DXS Plaste Taxadiène ↗ Bottela-Pavia et al. (2004) 
Arabidopsis HDR Plaste Taxadiène ↗ Bottela-Pavia et al. (2004) 
Arabidopsis FPPS Cytosol Artemisinin ↗ Chen et al. (2000) 

Monoterpènes 

Menthe Limonène Synthase Plaste Pas de changement Krasnyanski et al. (1999) 
Menthe Limonène Synthase Plaste Plusieurs produits ↗↘ Diemer et al. (2001) 
Menthe Limonène Synthase Plaste Pas de changement Mahmoud et al. (2004) 
Petunia Linalol Synthase Plaste Linalol glycosylé ↗ Lücker et al. (2001) 
Tomate Linalol Synthase Plaste Linalol ↗, linalol hydroxyle ↗ Lewinsohn et al. (2001) 
Œillet Linalol Synthase Plaste Linalol ↗, oxydes de linalol ↗ Lavy et al. (2002) 

Arabidopsis Linalol/nérolidol Synthase Plaste Linalol ↗, linalol hydroxylé et glycosylé ↗ Aharoni et al. (2003) 
Pomme de 

terre Linallol/nérolidol Synthase Plaste Linalol ↗, linalol hydroxylé et glycosylé ↗ Aharoni et al. (2003) 

Tabac γ-terpinène, β-pinène, limonène 
Synthases Plaste γ-terpinène ↗, limonène ↗, β-pinène ↗ et 

autres Produits ↗ Lücker et al. (2004) 

Tabac Limonène Synthase Cytosol limonène ↗ Ohara et al. (2003) 
Tabac Limonène Synthase Plaste limonène ↗ Ohara et al. (2003) 
Tabac Limonène Synthase ER Pas de changement Ohara et al. (2003) 

Sesquiterpenes 

Tabac Trichodiene Synthase Cytosol Trichodiène ↗, trichodiène oxygéné ↗ Hohn et Ohlrogge (1991) 
Tabac Amorpha-4, 11-diene Synthase Cytosol Amorpha-4, 11-diène ↗ Wallaart et al. (2001) 

Arabidopsis Linalol/nérolidol Synthase Plaste Nérolidol ↗ Aharoni et al. (2003) 
Arabidopsis Germacrène A Synthase Cytosol Germacrène A ↗ Aharoni et al. (2003) 
Arabidopsis Linalol/nérolidol Synthase Mitochondrie Nérolidol ↗, 4,8-diméthyl-1,3 (E),7-nonatriène ↗ Kappers et al. (2005) 

Diterpènes Arabidopsis Taxadiène Synthase Plaste Taxadiène ↗ Besumbes et al. (2004) 

Terpènes 
modifiés 

Menthe Menthofurane Synthase ER Menthofurane ↘, pulégone  ↘, menthol ↗ Mahmoud et Croteau (2001) 
Tabac Cembratrién-ol hydroxylase ER Cembratriène-diol ↘, cembratrién-ol ↗ Wang et al. (2001) 

Menthe Limonène hydroxylase ER Limonène ↗, menthofurane ↘, isomenthone ↘, 
menthol ↘, menthone ↘ Mahmoud et al. (2004) 

Tabac Limonène hydroxylase ER Isopipériténol et dérivés ↗ Lücker et al. (2004) 
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IV.2.6 Les biotechnologies pour produire des OGM de micro-organismes 
 
Nous avons vu que transformer une plante pour la production de COV posait de nombreux problèmes 

techniques. C’est donc la voie d’une production dans des micro-organismes transformés qui est la plus 

développée et la plus étudiée actuellement. L’ingénierie des cellules microbiennes pour la biosynthèse 

des terpénoïdes combine habituellement la surexpression d’un ou plusieurs gènes de plante ainsi qu’une 

altération du métabolisme de l’hôte (Kampranis et Makris 2012). La production de molécules complexes 

terpéniques dans un hôte microbien, généralement Escherichia coli ou Saccharomyces cerevisiae 

(Keasling 2010), offre plusieurs avantages d’échelle, de consommation des ressources naturelles et de 

développement soutenable, comparée à une extraction classique de ces molécules. Par contre, cela 

entraîne aussi un certain nombre de risques comme le rejet potentiel des OGM dans l’environnement, la 

disparition d’une culture et d’un savoir-faire liés à la production d’HE, la disparition de l’entretien des 

paysages et avec eux de la main d’œuvre liée à cette activité, la simplification des extraits obtenus sans 

oublier une réaction négative de la part des clients… Il est indéniable que cette révolution aura lieu et 

sera pertinente pour certains aspects (ressources rares comme des plantes en voie de disparition, 

problèmes toxicologiques…) mais à cause des nombreux bouleversements que cela peut entraîner, le 

processus mérite d’être prudemment évalué. 
 
Dans les bactéries et les levures, il existe deux voies de biosynthèses différentes, la voie du MVA chez S. 

cerevisiae et la voie du MEP chez E. coli. Cela implique donc des approches différentes pour la 

production des terpènes dans ces deux micro-organismes. Une première stratégie se propose de fournir 

à l’organisme hôte la voie de biosynthèse hétérologue alors qu’une deuxième stratégie envisage 

d’améliorer la voie endogène de biosynthèse de l’hôte. La première a comme avantage principal d’éviter 

des régulations potentielles par feedback et/ou voie transversale de biosynthèse puisque les métabolites 

sont étrangers à l’organisme hôte qui n’a donc pas de système de régulation pour ces métabolites. Ces 

deux approches ont été un succès dans l’augmentation de la production de terpénoïdes (Mora-Pale et al. 

2014). 

  
Pour la première stratégie, les sept gènes d’origine bactérienne de la voie du MEP ont été transférés 

dans S. cerevisiae avec succès et se sont révélés fonctionnels (Maury et al. 2008). Le transfert de la voie 

du MVA de la levure dans E. coli a aussi été un succès (Martin et al. 2003) et a été à l’origine de la 

production d’amorphadiène en grande concentration (27 g.L-1) (Tsuruta et al. 2009) (annexe 19).  La 

transplantation d’une partie ou de la totalité de la voie du MVA venant d’une bactérie dans E. coli a 

montré aussi une production importante des terpénoïdes ciblés (Yoon et al. 2009). 
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La deuxième stratégie a aussi été beaucoup été étudiée. Chez E. coli, il a été découvert que plusieurs 

étapes clés de la voie du MEP étaient limitantes et devaient être surexprimées pour une meilleure 

productivité (Wang et al. 1999). Cela a aussi permis de mettre en évidence que les mécanismes de 

régulation de la DXS sont très importants et encore mal connus. La même idée s’applique pour S. 

cerevisiae mais avec plus de difficulté car la levure utilise beaucoup plus les terpénoïdes issus de la voie 

du MVA notamment les stérols (venant du FPP) pour la constitution de sa membrane. Ainsi pour 

produire plus de terpènes d’intérêt, il faut aussi réguler cette utilisation, notamment en diminuant 

l’expression de la squalène synthase. Le résultat est une production d’environ 150 mg.L-1 de 

sesquiterpènes d’intérêt comme le patchoulol (Takahashi et al. 2007 ; Asadollahi et al. 2008 ; Zhuang et 

Chappell 2015). 

 
La transplantation complète de la voie du MVA dans E. coli est sans doute la stratégie la plus 

prometteuse pour générer une plateforme microbienne de synthèse de terpènes (Leonard et al. 2010). 

Cependant, un défi de taille doit encore être relevé. En effet, nous avons vu lors du paragraphe III.4.3.4 

sur la maturation des terpènes que c’est l’action d’enzymes comme les cytochromes P450 qui génère la 

diversité des terpénoïdes. Utiliser S. cerevisiae qui possède des enzymes très similaires à celles des 

plantes est un avantage (Ignea et al. 2015). Néanmoins, des stratégies alternatives pour utiliser la plus 

grande productivité d’E. coli sont actuellement testées (Picaud et al. 2007). Les voies de recherches sont 

donc nombreuses et ont déjà abouti à un produit pour la parfumerie : le ClearwoodTM, commercialisé par 

l’entreprise Firmenich en 2014 (annexe 20).   

 
ClearwoodTM 
 
Le ClearwoodTM est un produit mimant l’HE de patchouli (figure 46) issu de la biotechnologie. Le 

patchouli, Pogostemon cablin, produit plus de 24 sesquiterpènes (Buré et Sellier 2004). La première 

caractérisation d’une patchoulol synthase en 1990 (Munck et Croteau 1990) a montré qu’elle était 

responsable de la production de nombreux terpènes. En 2006, Deguerry et al. (2006) ont caractérisé une 

nouvelle patchoulol synthase. Après avoir essayé de produire sans succès le patchoulol dans des plantes 

transgéniques de tabac, ils ont ensuite introduit la séquence de cette patchoulol synthase dans une 

levure, avec un partenariat avec la compagnie Amyris Biotechnologies Inc. La levure est nourrie par du 

sucre de canne et produit les sequiterpènes d’intérêt qui sont piégés dans la phase d’un solvant 

hydrophobe avant d’en être séparés par évaporation.      
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Bioproduit de bois de Santal  

Les voies de biosynthèses des sesquiterpènes de l’HE du santal ayant été élucidées et les enzymes 

caractérisées (Jones et al. 2008, 2011, Diaz-Chavez et al. 2013, Moniodis et al. 2015 Srivastava et al. 

2015), l’étude de l’optimisation de ces voies métaboliques a commencé (Scalcinati et al. 2012a) et la 

production d’un bioproduit comprenant les principaux sesquiterpènes de l’HE (figure 47) est 

envisageable rapidement (Scalcinati et al. 2012b).  

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

Figure 47 | Comparaison d’une HE de bois de santal avec un bioproduit de bois de santal produit par 
biotechnologie (d’après Diaz-Chavez et al. 2013) 

Figure 46 | Comparaison d’une analyse GC-MS des sesquiterpènes de l’HE de patchouli extraite de Pogostemon 
cablin avec le produit Clearwood

TM
 extrait de levures. Les pics marqués d’un numéro sont des sesquiterpènes 

identifiés. Les pics marqués d’un point d’interrogation sont des sesquiterpènes non-identifiés. (12) β-patchoulène; 
(4) β-élémène; (13) trans-β-caryophyllène; (14) α-guaiène; (15) seychellène; (16) α-humulène; (17) α-patchoulène; 
(18) γ-patchoulène; (19) 4,11 – guaidiène; (20) α-bulnescène; (21) nérolidol; (22) (-)-pogostol; (23) (-)-patchoulol. Les 
étoiles  représentent les différences observées entre les 2 extraits.  
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Dans la majorité des cas, la technique consiste à intégrer dans le micro-organisme la séquence de TPS 

d’intérêt et cela, sans changer la voie en amont déjà optimisée pour la biosynthèse des précurseurs des 

TPS : l’IPP, le DMAPP, le GPP, le FPP ou le GGPP. Ainsi, d’autres molécules très importantes pour la 

parfumerie sont d’ores et déjà visées par les biotechnologies, comme le vétiver pour lequel un brevet a 

déjà été déposé (M. Schalk et F. Deguerry 2012 ; Hartwig et al. 2015) et dont le bioproduit est annoncé 

prochainement ; les composés odorants de rose (Robertet en partenariat avec Gingko Bioworks, une 

startup du Massachusetts Institute of Technology), le labdane-type diterpène (Ignea et al. 2014 ; 

Papaefthimiou et al. 2014), les composés de l’agarwood (Kumeta et al. 2010) ; et  le sclaréol, diterpène 

lui-même précurseur de l’ambrox  et dont la production dans E. coli atteint déjà des concentrations 

honorables (Caniard et al. 2012 ; Schalk et al. 2012 ; Martins et al. 2015) (figure 48 et 49).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48 | Etapes successives de la conversion du 
GGPP (1) en sclaréol (4) par deux diterpène 
synthases venant de Salvia sclarea (SsLPS et SsScS). 
Il est aussi présenté les structures de l’ambrox (5) 
dérivé chimiquement du sclaréol et structure du 
labdènediol (3) obtenu chimiquement après 
hydrolyse du groupement pyrophosphate du LDPP 
(2) (d’après Schalk et al. 2012). 

Figure 49 | Production de sclaréol en 
fermenteur par E. coli coexprimant la GGPPS, et 
la sclaréol synthase. L’accumulation du sclaréol 
(en rouge) et la croissance cellulaire (en bleu) 
sont montrées. Les données sont des moyennes  
± écart types des expériences réalisées en 
duplicat (d’après Schalk et al. 2012).    
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IV.3 Les biotechnologies et l’industrie pharmaceutique 

 
Depuis toujours, l’homme tire de la nature des remèdes qui l’aident à soulager ses maux. Ainsi l’acide 

ascorbique, la quinine ou encore la pénicilline ont tous en commun de venir d’une source naturelle 

comme d’ailleurs 60% des médicaments actuels (Cragg et al. 1997). Avec le développement de la chimie 

organique, tous ces composés ont pu être synthétisés par voie chimique. Certains sont si complexes que 

la synthèse uniquement chimique est très difficile et très coûteuse (Keasling et Venter 2013). Avec le 

développement des biotechnologies, l’industrie pharmaceutique s’est mise à étudier les mécanismes mis 

en œuvre par les organismes pour la biosynthèse de ces molécules. L’industrie pharmaceutique ayant 

été précurseur dans la production biotechnologique de nouvelles molécules et l’industrie de la 

parfumerie suivant la même logique, je donnerai quelques exemples emblématiques concernant des 

molécules d’intérêt pharmaceutique. De plus, un certain nombre de molécules pharmaceutiques sont 

des terpénoïdes. 

 
Le premier exemple historique d’utilisation des biotechnologies à des fins thérapeutiques est la synthèse 

d’insuline. Dans les années 1920, les patients diabétiques étaient traités avec de l’insuline qui était 

purifiée du pancréas de bovins ou de porcs. Le développement de l’ingénierie génétique a ensuite 

permis la production de cette insuline via des micro-organismes comme E. coli ou des levures. En effet, 

les gènes encodant l’insuline et l’hormone de croissance furent clonés et exprimés dans E. Coli en 1978 

et 1979, respectivement et la première production fut développée par Genentech en 1982 (Walch 2005 ; 

Baeshen et al. 2014). 

 
Le deuxième exemple concerne ce qu’on appelle couramment le riz doré (Oryza sativa). Ce riz OGM a été 

développé après la constatation d’une carence en vitamine A affectant des millions de personnes vivant 

en Asie du sud-est et dans d’autres pays en voie de développement (UNICEF 2000). En effet, le régime 

alimentaire des personnes les plus pauvres est principalement constitué de riz, pauvre en vitamine A, ce 

qui entraîne chez les enfants des retards de croissance et des problèmes oculaires (Beyer et al. 2002). 

L’idée était d’utiliser les gènes impliqués dans la biosynthèse du β-carotène (un tétraterpénoïde en C40), 

précurseur de la vitamine A, mais non synthétisé par notre organisme. Les chercheurs ont donc 

caractérisé ces gènes chez le narcisse (Narcissus pseudonarcissus) et les ont transférés dans le génome 

du riz (Schaub et al. 2005) (figure 50). 
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Le troisième exemple est la production de taxadiène, précurseur du taxol (commercialisé sous le nom de 

Paclitaxel) dont l’activité anticancéreuse est bien établie. Le taxol est un diterpène qui a été pour la 

première fois isolé à partir de l’écorce de l’if (Taxus brevifolia) (Wani et al. 1971). A cause de son faible 

rendement (0,01-0,1% en poids sec d’écorce) et de son extraction destructive, il est impossible 

économiquement de le produire en quantité suffisante (Kingston 1991). La voie synthétique, très lourde, 

n’est pas non plus viable. La seule source est une extraction d’un précurseur à partir des épines de Taxus 

baccata (Hezari et al. 1997). La culture cellulaire d’if a aussi joué un rôle comme source soutenable de 

taxol (Ketchum et Gibson 1996). De nos jours, c’est plutôt une production par biotechnologie, en faisant 

produire du 4(5),11(12)-taxadiène (précurseur du taxol) à des levures qui est envisagée (Hezari et al. 

1997). La taxadiène synthase a en effet été caractérisée depuis la fin des années 1990 (Hezari et al. 1995) 

(figure 51). 

Figure 50 | A Golden Rice. B Voie de biosynthèse du β-carotène (d’après Beyer et al. 2002). Crtl est une carotène 
désaturase bactérienne qui peut assurer toutes les réactions de désaturation nécessaires alors qu’il faut deux 
enzymes chez les plantes pour effectuer ces désaturations. La flèche « To be supplemented » montre la séquence 
de réactions nécessaires à rajouter au riz sauvage pour arriver à la synthèse complète  de l’α- et du β-carotène. 
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L’artémisinine (une sesquiterpène lactone) est la molécule active qui permet de lutter contre la malaria, 

maladie touchant 300 à 500 millions de personnes. Celle-ci permet de lutter efficacement contre le 

parasite Plasmodium falciparum responsable de la maladie et contre lequel aucun vaccin efficace n’a 

encore été développé. Longtemps cette molécule a été extraite et purifiée de l’arbuste Artemisia annua 

L. avec de faibles rendements, avec des problèmes de coût et de disponibilité du traitement (Enserink 

2005). La synthèse chimique complète est aussi très chère et difficile. Récemment, la voie de biosynthèse 

du précurseur direct cette molécule (l’acide artémisinique) a été élucidée et les enzymes responsables 

des étapes clés caractérisées (annexe 21) (Ro et al. 2006). L’entreprise Amyris Biotechnologies Inc.  a 

donc inséré les gènes codant pour ces enzymes dans la levure S. cerevisiae et a produit de l’acide 

artémisinique a un coût bien inférieur à celui obtenu par extraction de la plante (Paddon et Keaslings 

2014). La dernière étape pour arriver à l’artémisinine, commercialisée par Sanofi, se fait toujours par 

synthèse chimique. La chercheuse chinoise Youyou Tu, responsable de l’identification de cette molécule 

thérapeutique emblématique, a été récompensée par le prix Nobel de médecine en 2015. 

 

Figure 51 | Mécanisme catalytique de la taxadiène synthase  (d’après Köksal et al. 2001). La cyclisation du GGPP 
pour former le taxadiène, est la première étape dans la synthèse du Taxol (paclitaxel) dans les espèces d’ifs. OPP, 
diphosphate; Ph, phényl; Ac, acétyl; Bz, benzyl.  
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Aujourd’hui, il y a plus de 300 produits biopharmaceutiques sur le marché incluant des protéines 

thérapeutiques et des anticorps et les ventes dépassent 100 milliards de dollars (Goodman 2009 ; 

Nielsen 2013). Les biotechnologies ont donc acquis une place dans nos sociétés et ont grandement fait 

progresser la médecine. Néanmoins, avec la généralisation et le développement de ces nouvelles 

technologies, certains problèmes et débats éthiques surgissent. Ainsi, très récemment, deux professeurs 

de science politique du MIT ainsi qu’un de leur collègue, professeur à l’école de santé publique de 

l’université d’Alberta au Canada s’interrogeaient dans la revue Nature sur les conséquences possibles de 

la production de morphine par biotechnologie (Oye et al. 2015). En effet, les gènes impliqués dans la voie 

de biosynthèse de cet alcaloïde sont maintenant tous caractérisés et la biosynthèse de morphine a déjà 

été effectuée (Thodey et al. 2014 ; Galanie et al. 2015 ; DeLoache et al. 2015 ; Fossati et al. 2015 ; Winzer 

et al. 2015). Cette découverte majeure est une bonne nouvelle pour la santé publique et les 

gouvernements car cela mènera certainement à une production de morphine de très bonne qualité et 

moins chère pour soulager la souffrance des patients. Cependant, cette technologie pourrait facilement 

être détournée pour la production de drogue. En effet, mettre en place une filière ne requiert pas de 

matières premières en grandes quantités (les levures consommant exclusivement du sucre) ni des 

installations sophistiquées (une installation de type « brasserie » pourrait théoriquement remplir le rôle 

de bioréacteur)… Les auteurs tirent donc la sonnette d’alarme et attirent notre attention sur le 

développement rapide et trop peu encadré de ces nouvelles biotechnologies…  
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IV.4 Les biotechnologies et l’industrie agroalimentaire 
 
Le défi de nourrir une population grandissante avec une nourriture de meilleure qualité et d’une 

manière soutenable en respectant l’environnement est très important. La FAO52 des nations-unies table 

sur une augmentation de 70% de demande en nourriture à l’horizon 2050 (FAO 2009). Il est probable 

que cela demandera des recherches et des développements dans le domaine des biotechnologies. Dans 

un futur proche, la pression sociétale au niveau de la sécurité alimentaire ainsi que des pratiques 

agricoles soutenables vont promouvoir la recherche sur le rôle des COV dans l’environnement terrestre 

et leur utilisation pour la protection des récoltes (Poppy et Sutherland 2004 ; Kappers et al. 2005).  

 
Quand un consommateur mange un maïs génétiquement modifié, il ingère aussi l’ADN et les protéines 

produites par ce maïs transgénique et donc aussi la partie du génome modifié. Ce n’est pas le cas lorsque 

l’on fait produire dans une bactérie ou une levure une molécule particulière, que l’on extrait et que l’on 

commercialise séparément sans garder une trace de l’ADN modifié. La législation est d’ailleurs assez 

floue puisque pour l’instant, une molécule produite par un organisme génétiquement modifié n’est pas 

considérée comme un produit OGM. C’est cette nuance qui est exploitée par les industriels. Nous allons 

donner quelques exemples d’applications directes des biotechnologies dans l’industrie agroalimentaire 

car ces technologies sont très proches de celles utilisées dans l’industrie des plantes à parfums. 

 
Avec le réchauffement climatique, beaucoup de recherches sont menées sur l’utilisation des 

biotechnologies pour améliorer la résistance des plantes aux stress abiotiques, comme le stress 

hydrique. Les biotechnologies pourraient aussi servir à la protection des plantes vis-à-vis de stress 

biotiques. En effet, le rôle des COV en attirant les ennemis naturels des insectes herbivores suscitent un 

intérêt croissant dans l’amélioration de la défense naturelle des plantes via l’ingénierie génétique des 

composés volatils (Dudareva et Pichersky 2008). Ceci pourrait permettre de réduire l’utilisation des 

pesticides (Degenhardt et al. 2003).  

 
Les premières essais d’augmentation des émissions de sesquiterpènes dans les tissus aériens ou 

souterrains ont été réalisés sur A. thaliana en surexprimant la farnésyl diphosphate synthase dans le but 

de produire une quantité plus importante de E-β-farnésène qui est un répulsif très efficace (Bhatia et 

Bhattacharya 2015). D’autres essais ont été aussi réalisés sur le maïs et le riz (Cheng et al. 2007; 

Degenhardt et al. 2009; Kappers et al. 2005). De telles manipulations d’un cocktail de volatils pourraient 

                                                           
52 FAO pour Food and Agriculture Organization 
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être applicables dans des stratégies intégrées de gestion des insectes nuisibles comme le système 

« push-pull » (Khan et al. 2008 ; Tholl et al. 2011).  

 
Il a aussi été montré par de nombreuses études qu’une exposition de la plante à des composés volatils 

induits lors de l’attaque d’herbivores augmente la défense de la plante (Fantaye et al. 2014). Ainsi sans 

transformer génétiquement la plante, on pourrait diffuser certains COV bien sélectionnés qui 

entraîneraient la production de molécules défensives par les plantes cultivées (Turlings et Ton 2006). 

Une autre approche, utilisée dans la lutte intégrée, est la coculture des plantes d’intérêt avec d’autres 

plantes émettrices de composés répulsifs. Ainsi la co-culture du maïs avec une herbe africaine (Melinis 

minutiflora) qui émet des COV en grande quantité a déjà montré de bons résultats (Khan et al. 2000).  

 
Certaines plantes ne sont que très rarement pollinisées car elles n’émettent que très peu de COV à 

destination de pollinisateurs très spécifiques. Il pourrait donc être envisagé, grâce aux techniques de 

génie génétique, d’élargir la palette de composés émis par ces plantes afin d’augmenter le nombre 

d’espèces pollinisatrices et donc la production de graines (Dudareva et al. 2006). 

   
Beaucoup de recherches visent à améliorer les qualités gustatives et à doper en actifs bénéfiques pour la 

santé (vitamines, caroténoïdes, polyphénols, flavones…) les produits de notre alimentation (Klein-

Marcuschamer et al. 2007). On peut donc imaginer des gousses de vanille plus parfumées, des tomates 

plus succulentes (Gutensohn et al. 2014), des céréales de très haute qualité… Les possibilités sont 

infinies.  

 
Des recherches ont déjà donné des résultats, chez la tomate notamment. Ainsi, lors du murissement du 

fruit de tomate, l’accumulation des caroténoïdes peut être augmentée significativement par une 

surexpression de la DXS, enzyme clé de la voie de biosynthèse des terpènes (Rodriguez-Conception et al. 

2001). D’autres chercheurs ont fait produire une grande quantité de β-carotène à des maïs 

transgéniques (Yan et al. 2010). Ces grains de maïs de couleur orange ont servi à nourrir des poulets dont 

la chair s’est teintée d’orange et qui contiennent du ß-carotène antioxydant en grande quantité…  

 
Pour conclure, les plantes ne sont pas les seules en agriculture à utiliser les nouvelles technologies. Pour 

donner un seul exemple d’importance économique,  l’industrie laitière perd chaque année des milliards 

de dollars à cause de la mastite, une maladie qui affecte le pis des vaches laitières. Des chercheurs 

expérimentent actuellement des vaches génétiquement modifiées dont le lait contient de la lyotaphine, 

une substance biochimique qui attaque la bactérie responsable de la maladie (Wall RJ et al. 2005).  
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V. CONCLUSIONS 
 
Comme souligné tout au long de l’introduction, la compréhension de la biosynthèse des COV et leurs 

rôles dans leur environnement est un sujet complexe, ayant des applications très larges et faisant 

interagir de nombreux domaines de recherche. Cela concerne des disciplines très fondamentales telles 

que l’écologie chimique, la biochimie et physiologie végétale en passant par des disciplines plus 

appliquées comme la phytopathologie ou encore le génie biologique et biochimique. Le monde des COV 

est très riche d’enseignements et nombre d’applications peuvent concerner et intéresser directement les 

entreprises des cosmétiques et de la parfumerie.  

 
La société IFF est depuis plusieurs années très engagée en amont de la composition du parfum puisque 

via sa filiale IFF-LMR, elle intervient à la source même de la production d’extraits végétaux. Les coûts de 

production des produits naturels pour la parfumerie sont de plus en plus problématiques à cause des 

faibles rendements mais aussi parce qu’ils sont liés à une main d’œuvre et une consommation d’énergie 

souvent importantes. Si l’on peut se réjouir que les travailleurs soient de mieux en mieux rémunérés à 

travers le monde, il devient maintenant urgent de revoir le modèle ancien de la culture des plantes 

aromatiques car celui-ci est dépassé. La demande pressante des clients vis-à-vis de leurs fournisseurs 

d’extrait naturels nous pousse à investir la filière davantage en amont que par le passé.  

 
Si nous voulons augmenter les rendements, l’amélioration par un travail sur les procédés d’extraction 

déjà bien optimisés, sera marginale. Il est donc important de focaliser une partie de notre effort de 

recherche sur le végétal lui-même ! Nous l’avons vu dans le paragraphe IV sur les biotechnologies, pour 

améliorer les rendements de récupération des molécules d’intérêt, les leviers les plus prometteurs sont 

l’amélioration des pratiques agricoles et le progrès génétique des variétés. Il est donc urgent de travailler 

sur les leviers qui devraient permettre un réel gain de rendement entraînant une diminution 

substantielle des coûts et une pérennisation de la filière. C’est dans cette voie que s’est engagée la 

société IFF-LMR, notamment en développant depuis plusieurs années des partenariats soutenables avec 

des producteurs locaux.  
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VI. Objectifs de la thèse 

 
La thèse porte sur la production d’huile essentielle chez le Pelargonium à odeur de rose : Pelargonium x 

hybrida cv ‘Rosat’. Les questions principales qui se posent sont les suivantes : 

 
- Quelle est la diversité des COV présents dans le genre Pelargonium et quels sont les composés 

clés de l’HE ? 

- Comment ces composés principaux sont-ils synthétisés dans les feuilles ? 

- Quels sont les paramètres, endogènes et exogènes qui influencent cette synthèse ? 

 

Lorsque j’ai débuté cette thèse, aucun gène des voies de biosynthèse du parfum n’était connu chez cette 

plante. Pour répondre aux questions ci-dessus, plusieurs objectifs ont donc été définis : 

 

L’objectif principal de cette thèse est la caractérisation des enzymes intervenant dans la biosynthèse des 

terpènes chez le Pelargonium, en tirant parti des connaissances disponibles chez d’autres espèces 

modèles pour la production de parfum. En particulier, nous nous intéresserons à cloner et à caractériser 

fonctionnellement des gènes codant les enzymes clés de ces voies de biosynthèse, les terpène synthases. 

Leur caractérisation fonctionnelle se fera après expression et purification des protéines recombinantes 

chez Escherichia coli. 

 
Nous sélectionnerons un petit nombre de gènes codant pour des terpène synthases que nous aurons 

isolés afin d’analyser leur expression dans différentes accessions (RT-qPCR). L’objectif est de déterminer 

si la capacité de production des différents composés volatils est en relation avec l’expression dans les 

feuilles de certaines terpène synthases.  

 
Enfin, la transformation génétique du Pelargonium par Agrobacterium tumefaciens étant possible, des 

expériences de transgenèse seront aussi effectuées afin de compléter la caractérisation fonctionnelle 

des gènes isolés. 

 
Un deuxième objectif porte sur l’inventaire des COV, en particulier les terpènes, chez différentes 

espèces et cultivars de Pelargonium odorants. Pour cela, nous choisirons plusieurs espèces et cultivars 

de Pelargonium d’intérêt, aux caractéristiques de parfum contrastées (après analyse par GC-MS) et 

réaliserons une étude analytique et statistique de leur biochimie. La sélection se fera en fonction du 
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matériel disponible (au minimum les espèces botaniques P. capitatum, P. radens et P. graveolens et les 

cultivars ‘Rosat Bourbon’, ‘Rosat Égypte’ et ‘Rosat Chine’) mais sera la plus exhaustive possible. En 

parallèle de ces analyses,  un panel de parfumeurs caractérisera olfactivement ces accessions. 

 
Le troisième objectif porte sur l’optimisation des pratiques culturales du Pelargonium en Egypte. Ce 

travail sera réalisé dans la nouvelle unité de distillation construite en Egypte par l’entreprise IFF-LMR, en 

collaboration avec l’entreprise Hashem Brothers. En particulier, différents paramètres influençant le 

rendement en HE par unité de surface seront analysés.  
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I. MATÉRIEL VÉGÉTAL, SOUCHES ET PLASMIDES 
 
I.1 Le matériel végétal  
 
I.1.1 Pelargonium 
 
Les Pelargonium botaniques et les autres hybrides odorants ornementaux viennent pour la plupart du 

conservatoire national du Pelargonium53 de Bourges, du jardin botanique du parc de la Tête d’Or54 à Lyon 

et de la pépinière Heurtebise55 à Clansayes (tableau 6). Les hybrides P. cv ‘Rosat Chine’, P. cv ‘Rosat 

Égypte’ et P. cv ‘Rosat Bourbon’ sont cultivés en Chine, en Égypte, sur l’île de la Réunion et proviennent 

directement de champs cultivés par des partenaires locaux d’IFF-LMR. Ceux-ci sont arrivés sous forme de 

boutures qui ont repris très facilement en pépinière après bouturage. Les hybrides P. cv ‘Rosat Grasse’ et 

P. cv ‘Toussaint’ proviennent de notre partenaire Sébastien Rodriguez travaillant en exclusivité pour IFF-

LMR à Grasse. Les plants de Pelargonium ont tous été cultivés en chambre de culture au LBVpam à 

l’université de Saint-Etienne (figure 52 A et B) ou en champ à Grasse (figure 52 C et D) pour des essais de 

distillation. Les plantes sont cultivées avec un cycle jour/nuit de 12 h de jour à 25°C et 52 % d’humidité 

relative sous une luminosité d’5000 Lux, et de 12 h d’obscurité à 17°C et 60% d’humidité relative. 

L’arrosage était fait pot à pot en laissant au moins une période sèche par semaine. Le Pelargonium est 

aussi cultivé en CIV afin de disposer de matériel stérile pour des expériences de transformation stable 

avec les terpène synthases caractérisées (figure 52 G et H).   

 
Des essais de transplantation et d’acclimatation des hybrides P. cv ‘Rosat Chine’, P. cv ‘Rosat Bourbon’ et 

P. cv ‘Toussaint’ ont été réalisés en Égypte chez notre partenaire Hashem Brothers (figure 52 E et F). 

Le détail des caractéristiques morphologiques, chimiques ainsi que des informations relatives aux 

pratiques agricoles des cultivars utilisés en parfumerie se trouvent dans l’article Blerot et al. (2015). 
 

I.1.2 Nicotiana benthamiana 
 
Les expériences de localisation subcellulaire par expression transitoire d’un gène après infiltration 

d’Agrobacterium tumefaciens sont réalisées sur l’espèce de tabac Nicotiana benthamiana. C’est aussi ce 

tabac qui est employé pour étudier l’effet de la surexpression d’un gène sur les composés volatils 

produits après une transformation stable.  
                                                           
49 Conservatoire national du Pelargonium - Domaine Horticole de Bourges, 40 Chemin de Tortiot - 18000 Bourges.    

54 Jardin botanique du parc de la Tête d’Or - Place Général Leclerc - 69006 Lyon 

55 Pépinière Heurtebise - 67 Chemin Morin - 26130 Clansayes 
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Figure 52 | Cultures de Pelargonium odorants à Saint-Etienne, à Grasse et en Égypte. A et B - Boutures de 
Pelargonium dans les serres de l’université de Saint-Etienne. 68 espèces botaniques, hybrides et cultivars ont été  
multipliés et cultivés jusqu’en pot de 5 litres pour les extractions d’ARN et d’ADN, les observations microscopiques et 
les caractérisations chimiques par micro-extractions. C et D - Parcelles de Pelargonium cultivées à Grasse à partir des 
boutures de Saint-Etienne  afin de disposer de suffisamment de matériel végétal pour des distillations et extractions 
représentatives en laboratoire. Les Pelargonium cultivés à Grasse ont aussi fait l'objet d’une évaluation olfactive des 
parfumeurs d’IFF sur la matière verte fraîche, les huiles essentielles et les absolus obtenus au laboratoire. E - 
Acclimatation en Égypte des boutures de P. cv. ‘Rosat Chine’, P. cv. ‘Rosat Bourbon’ et P. cv. ‘Toussaint’. F - Champ de 
P. cv. ‘Rosat Egypte’ en Égypte destiné à la production industrielle d’HE de ‘géranium’. G et H - Culture in vitro de 
Pelargonium afin de disposer de matériel végétal stérile pour des transformations stables.  
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Tableau 6 | Collection de Pelargonium odorants des serres du LBVpam de l’université de Saint-Étienne

Espèces botaniques section Pelargonium Odeurs Hybrides ornementaux à odeurs Odeurs 

Pelargonium 

P. capitatum Rose, menthe P. ‘Aurore Unique’ Fane de carotte, épices 
P. citronellum Citron, rose P. ‘Blandfordianum’ Menthe, bois, rose, amande  
P. crispum Citron, citron vert P. ‘Candy Danser’ Citron, rose 
P. cucullatum Aromatique, floral P. ‘capitatum Attar of rose’ Rose, épices 
P. denticulatum Menthe, citronnelle, épices P. ‘Charity’ Citron 
P. glutinosum Balsamique, butyrate, boisé P. ‘Chocolat Tomentosum’ Menthe poivrée 
P. graveolens Menthe P. ‘Clorinda’ Bois, muscade, épicé, fruité 
P. hispidum Floral, menthe P. ‘Clorinda Variegatum’ Bois, muscade, épicé, fruité 
P. papillonaceum Citron P. ‘Concolor Lace’ Noisette, boisé, épices  
P. quercifolium Boisé, noix de muscade, eucalyptus P. ‘Crispum Peach Cream’ Pêche, lactones, épices 
P. radens Menthe P. ‘Crispum variegatum’ Citron, fruité 
P. scabroïdes Savon de Marseille, crème, floral, fruité P. ‘Crispy’ Rose, citron, agrumes 
P. scabrum Abricot, citron P. ‘Derwood Lavender’ Lavande 
P. tomentosum Menthe P. ‘Endsleigh’ Poivre, bois 
P. vitifolium Mélisse, citronnelle, épices P. ‘Filicifolium’ Butyrate, banane, fruité 

Espèces botaniques autres sections Odeurs P. ‘Fragrans’ Clou de girofle, épices 

Reniformia 
P. extipulatum Bois de cèdre, camphre P. ‘Fragrans Lilian Pottinger’ Clou de girofle, épices 
P. odoratissimum Clou de girofle, pomme verte, fruité P. ‘Fragrans Old Spice’ Clou de girofle, épices 

Peristera P. grossularioïdes Poire, noix de coco P. ‘Fragrans Variegated’ Clou de girofle, boisé 

Jenkinsonia 
P. trifidum Aromatique, boisé, citron, vert P. ‘Fragrans X white’ Clou de girofle, boisé 
P. praemorsum Patchouli, mousse d’arbre, fruité P. ‘Greytonense’ Fruité 
P. mutans Poivre, boisé, épices P. ‘Karrooense Knuth’ Menthe, boisé 

Ciconium P. peltatum Vert P. ‘Lavender’ Aromatique, fruité 

Subsucculentia P. otanviens Fruité, boisé P. ‘Lady Plymouth’ Rose, fruité 

Myrrhidium P. myrrtifolium Myrrhe, boisé, épices P. ‘Lemon Fancy’ Citronnelle, citron 
Hybrides cultivés Odeurs P. ‘Lemon Juicy’ Agrumes, citron 
 P. cv. ‘Rosat Grasse’ Rose, menthe P. ‘Lilac lady’ Epices, floral, vert, fruité 
 P. cv. ‘Rosat Égypte’ Rose, menthe P. ‘Mabel grey’ Citron, rose 
 P. cv. ‘Rosat Chine’ Rose, menthe P. ‘Pepper’ Poivre, épices, boisé 
 P. cv. ‘Rosat Bourbon’ Rose, menthe P. ‘Prince of orange’ Agrumes, fleur d’oranger 
 P. cv. ‘Toussaint’ Citron, rose P. ‘Quercifolium Royal Oak’ Pin, muscade 
Hybrides ornementaux à odeurs Odeurs P. ‘Radula’ Rose, citron 
 P. ‘Abrotanifolium’ Pin, fleurs blanches, aromatique P. ‘Robert's Lemon Rose’ Rose, menthe 
 P. ‘Angulosum’ Floral, fruité P. ‘Scarlet Unique’ Fane de carotte, boisé 
 P. ‘Ardwick cinnamon’ cannelle P. ‘Toronto’ Citron vert, Coca-cola, épices 
 P. ‘Attar of rose’ Rose, menthe P. ‘tomentosum chocolat’ Menthe, épices 
   P. ‘Velvet Rose’ Rose, menthe 
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I.2 Les souches bactériennes 
 
I.2.1 Escherichia coli 
 
Trois souches d’E. coli sont utilisées dans cette thèse et leurs caractéristiques sont données dans le 

tableau 7.  

  
- La souche JM109 d’E. coli est utilisée pour le clonage, la multiplication et la conservation des gènes. La 

souche TOP10 a été préférée à la souche JM109 pour les clonages GatewayTM. 

 
- La souche Rosetta (DE3) pLysS a servi à l’expression des terpène synthases pour tester dans un second 

temps leurs activités. 

 
 
I.2.2  Agrobacterium tumefaciens 
 
La souche C58pM90 d’A. tumefaciens permet de transformer efficacement les cellules végétales. Elle est 

utilisée pour l’étude de la localisation subcellulaire par expression transitoire d’un gène et pour la 

transformation stable du tabac. La protéine P19 est une protéine virale qui réprime le mécanisme de 

silencing qui a lieu dans les cellules des plantes pour prévenir l’expression de l’ADN étranger lors de la 

transformation transitoire (Voinnet et al. 2003). Les caractéristiques de cette souche sont données dans 

le tableau 7. 

 
 
Tableau 7 | Génotypes des différentes souches de bactéries utilisées 
 

Souche Génotype Résistance aux antibiotiques 
Escherichia coli 
JM109 endA1 glnV44 thi-1 relA1 gyrA96 recA1 mcrB+ Δ(lac-

proAB) e14- [F' traD36 proAB+ lacIq lacZΔM15] 
hsdR17(rK-mK+) 

Kanamycine 

TOP 10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15Δ lacX74 recA1 
araΔ139 Δ (ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 

Streptomycine/ Kanamycine 

Rosetta(DE3)pLysS F- ompT hsdSB(RB- mB-) gal dcm λ(DE3 [lacI lacUV5-
T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) pLysSRARE (CamR) 

Chloramphénicol 

Agrobacterium tumefaciens 
C58pM90 C58 pTiBo542 ; T-region : :aph, Km(R) ; A281 

derivative harboring pEHA101, T-DNA replaced with 
nptII, elimination of T-DNA boundaries unconfirmed, 
super-virulent. 

Gentamycine + Kanamycine 
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I.3  Les plasmides 
 
I.3.1  Plasmide de séquençage, multiplication et conservation des gènes 
 
Le plasmide pGEMT®-easy (Promega) est utilisé pour le séquençage, la multiplication et la conservation 

des gènes et fragments de gènes isolés tout au long de l’étude (figure 53 A). Ce vecteur a été utilisé pour 

cloner les séquences génomiques amplifiées avec la polymérase Advantage® qui ne produit pas 

d’extrémités franches. La polymérase Advantage®  est employée pour amplifier de très longs fragments. 

Le clonage des gènes se fait au niveau d’un site multiple de clonage situé à l’intérieur du gène lacZ, 

codant pour la β-galactosidase : ceci permet donc une sélection blanc-bleu des clones ayant intégré 

l’insert.  

 
Le vecteur pCR®-Blunt kan/Zero (Invitrogen) a servi à cloner puis à séquencer les allèles de PhGES, 

PhEDS, PhCINS et PhMYS (Figure 53 B). Le vecteur pCR®-Blunt contient un gène létal pour E. coli (gène 

ccdB) qui est fusionné avec la partie C-terminale de LacZα (Bernard et al. 1994 ; figure 53 B). Ainsi, la 

ligation du fragment pCR-Blunt® perturbe l’expression du gène fusion lacZα-ccdB et permet la croissance 

seulement des recombinants positifs à la transformation.  

 

 

 

 

 

Figure 53 | A - Carte du vecteur de clonage pGEMT®-easy et points de référence des séquences (Promega) ; B – Carte 
du vecteur pCR®-Blunt 
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I.3.2  Plasmides d’expression bactérienne 
 

C’est le système GatewayTM (figure 54) qui a été utilisé pour introduire les gènes des TPS dans les 

vecteurs d’expression bactériens. Il faut donc 2 vecteurs différents : un vecteur d’entrée (pENTR/D-

TOPO) et un vecteur d’expression (Busso et al. 2005). Ces 2 vecteurs sont décrits brièvement ci-dessous : 

 
 
 
 

   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figure 54 | Schéma du principe du système Gateway
TM
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Le vecteur d’entrée pENTR/D-TOPO  
 
Le plasmide pENTRTM/D-TOPO® (Invitrogen) (figure 55) porte 

la résistance à la kanamycine et est utilisé pour cloner 

directionnellement le fragment amplifié et flanqué du CACC 

apporté par l’amorce PCR. 

 
 
 
 
 
 
 
Les vecteurs d’expression : les vecteurs construits par Busso et al., 2005 
 
Les vecteurs d’expression pHGWA, pHGGWA, pHNGWA, pHXGWA (Busso et al. 2005) possèdent la 

résistance à l’ampicilline et sont construits à partir du vecteur pET22b (Novagen). Ils ont été modifiés 

pour permettre l’insertion de la cassette Gateway contenant entre autres les séquences attR pour la 

recombinaison et l’insertion du gène d’intérêt. Ainsi, ces plasmides permettent d’exprimer les protéines, 

fusionnées ou non à différentes étiquettes à leur extrémité N-terminale (N-ter). Les quatre vecteurs 

testés permettent tous de produire une protéine fusionnée à un polypeptide hexahistidine (figure 56). 

Ces polypeptides de fusion peuvent être éliminés par protéolyse spécifique, en utilisant la thrombine. 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 56 | Vecteurs d’expression construits par Busso et al. (d’après Busso et al. 2005) GST - glutathione S-
transferase ; His6 - 6 histidine tag ; MBP - Maltose binding protein ; NusA - N-utilizing substance A ; TRX - thioredoxin. 
   

Figure 55 | Carte du vecteur d’entrée pENTR
TM

/D-TOPO®  
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I.3.3  Plasmides pour l’expression dans les cellules végétales 
 
I.3.3.1 Transformation transitoire 
 
Trois vecteurs sont utilisés pour étudier l’expression transitoire d’un gène dans les cellules végétales : 
 
Le plasmide pK7FWG2 est un vecteur GatewayTM contenant la GFP sans séquence d’adressage sous 

contrôle d’un promoteur fort (35S::GFP) (figure 57). Elle est donc adressée au cytoplasme des cellules. La 

souche d’A. tumefaciens C58pM90 contient un gène de résistance à la gentamycine et peut donc 

permettre également l’expression de protéines de fusion à la GFP, en position C-terminale. Il a été utilisé 

pour l’étude de la localisation subcellulaire par expression transitoire d’un gène après transformation 

des cellules végétales par infiltration d’A. tumefaciens. 

 
Le vecteur pMDC45 et pMDC83 pMDC32 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 57 | Cartes des plasmides pMDC32, pMDC45 et pMDC83 utilisés dans l’expression des TPS dans le 
tabac (Nicotiana benthamiana) (d’après Curtis et Grossniklaus 2003 ; Qi et Katagiri 2009) 
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I.3.3.2 Transformation stable 
 
Le vecteur GatewayTM, pK2GW7, produit par le laboratoire ‘Plant Systems Biology’ de l’université de Gent 

en Belgique (Karimi et al. 2002) (figure 58) permet la surexpression stable d’un gène d’intérêt dans les 

cellules végétales, sous le contrôle du promoteur simple CaMV35S (Cauliflower mosaic virus (CaMV)). Ce 

vecteur nécessite d’abord l’introduction du gène d’intérêt dans un vecteur d’entrée, le pENTR/D-TOPO 

(Invitrogen) (figure 55).  

 
Le vecteur GatewayTM 35S:GFP contenant la GFP sans peptide d’adressage, décrit précédemment, est 

utilisé comme témoin de transformation afin de s’assurer que les modifications observées sont bien la 

conséquence de l’introduction du gène d’intérêt. 

 
Le vecteur pK7FWG2 contient un gène de résistance à la gentamycine + GUS56 (figure 58). 
 
 

                                                           
56 GUS réfère au gène de l’enzyme β-glucuronidase. Le substrat de GUS est le 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-Glucuronic acid 
qui, lorsqu’il est clivé sous l'action de la β-glucuronidase, produit un précipité bleu insoluble. Le gène GUS est utilisé en tant que 
gène rapporteur en biologie moléculaire. Il est couplé au promoteur du gène que l'on veut étudier (gène d'intérêt) et s’active en 
même temps que le gène d'intérêt si celui-ci devient actif. Il y aura donc synthèse de β-glucuronidase et, en présence de son 
substrat, une coloration bleue qui indiquera l'activité du gène d'intérêt 

Figure 58 | Carte des vecteurs pK7FWG2 et pKEGW7 utilisés dans les clonages 

https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/%CE%92-glucuronidase
https://fr.wikipedia.org/wiki/%CE%92-glucuronidase
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II.  TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLÉCULAIRE 
 
II.1  Extraction d’acides nucléiques 
 
II.1.1  Extraction d’ARN totaux à partir des jeunes feuilles de Pelargonium 
 
Le protocole utilisé est adapté de celui de l’INRA d’Anger (Chang et al. 1993 ; Cock et al. 1997). Ce 

protocole est fastidieux mais pour le Pelargonium, il était impossible d’extraire l’ARN à l’aide d’un kit 

d’extraction du type Macherey Nagel à cause des polyphénols, polysaccharides et des protéines qui 

perturbent l’extraction. 

  
De jeunes feuilles de Pelargonium sont prélevées (1 g) et broyées dans un mortier à l’aide d’azote liquide 

puis transférées dans un tube Falcon de 50 mL contenant 5 mL de tampon d’extraction (2% (p/v) PVP; 2% 

(p/v) CTAB; 100mM Tris-HCl pH8; 25mM EDTA pH8; 2M NaCl; Eau Versol qsp 50 mL) et 100 µL de β-

mercaptoéthanol. Après broyage, les extraits sont vortexés et incubés pendant 15 min à 65°C puis 1 min 

à température ambiante. Cinq mL de Chloroforme/alcool isoamylique (24:1) sont ajoutés et le mélange 

est centrifugé à 9000 g durant 20 min à 4°C. Le surnageant est collecté dans un nouveau tube et le 

même volume de Chloroforme/alcool isoamylique (24:1) est ajouté puis l’ensemble est vortexé. Après 

une centrifugation de 10 min à 4°C et 9000 g, le surnageant est à nouveau collecté puis 250 µL de 

chlorure de lithium (2M) par mL de surnageant sont ajoutés dans le but de précipiter l’ARN. Les tubes 

sont incubés à 4°C pendant 24h. Les tubes sont ensuite centrifugés à 14000 rpm à 4°C pendant 1h, le 

surnageant est éliminé et 1 mL d’éthanol 70% à -20°C est ajouté. Les tubes sont centrifugés à 4°C 

pendant 5 min et le surnageant éliminé. Cette opération de lavage s’effectue 3 fois puis le culot d’ARN 

propre est séché. Le culot est ensuite solubilisé dans 25 µL d’eau versol et on ajoute 500 µL de tampon 

SSTE pour purifier les acides nucléiques (1M NaCl; 0.5% (p/v) SDS; 10mM Tris-HCl pH8; 1mM EDTA pH8). 

L’ensemble est centrifugé à 14000 rpm à 4°C pendant 10 min puis le surnageant (phase aqueuse) est 

collecté et l’on y ajoute 1 mL d’éthanol 100% + 150 µL d’acétate de sodium 3M à pH 5,7. Le tout est 

incubé pour la nuit à -20°C. Le lendemain, le tube est centrifugé à 4°C pendant 30 min et le surnageant 

est éliminé. Le culot est lavé 3 fois avec de l’éthanol 70% puis avec de l’éthanol 100% et enfin séché à 

l’air libre. Une fois le culot sec, les ARN seront solubilisés dans de l’eau Versol. Deux fractions aliquotes 

sont prélevées de façon à estimer d’une part la concentration en ARN totaux par spectrophotométrie 

(DO260nm) et d’autre part la qualité des ARN par migration sur un gel à 1,3 % d’agarose, coloré au 

bromure d’éthidium.  
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II.1.2  Purification d’ADN plasmidique (Mini préparation d’ADN plasmidique) 
 
Le kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel, Düren, Allemagne) est utilisé pour réaliser une purification 

d’ADN plasmidique. Il permet d’obtenir jusqu’à 15 μg d’ADN plasmidique purifié à partir d’une culture de 

2 ml. L’ADN plasmidique est extrait, après une nuit d’incubation à 37°C, de 2 mL des cultures liquides des 

clones positifs en PCR sur colonies, à l’aide du kit NucleoSpin® Plasmid selon les instructions du fabricant 

(annexe 22).  

  
Succinctement, 2 mL de culture liquide de bactéries sont centrifugés 1 min à 11 000 g et le surnageant 

est éliminé. 250 μL de tampon A1 sont ajoutés au culot puis vortexés, 250 μL de tampon A2 (NaOH/SDS) 

sont ajoutés puis mélangés par retournement pour lyser les cellules, enfin 300 μL de tampon A3 sont 

ajoutés puis mélangés par retournement. Le tout est centrifugé 10 min à 11 000 g. Le surnageant est 

chargé sur une colonne du kit NucleoSpin® Plasmid où l’ADN se fixe sur la membrane en silice puis 

centrifugé 1 min à 11 000 g. Le filtrat est éliminé et la colonne est lavée par ajout de 500 μL de tampon 

AW puis centrifugation 1 min à 11 000 g. 600 μL de tampon A4 sont ajoutés sur la colonne puis celle-ci 

est à nouveau centrifugée 1 min à 11 000 g. Le filtrat est jeté et la colonne est ensuite séchée par une 

centrifugation de 2 min à 11 000 g. Enfin, l’ADN plasmidique est élué en ajoutant 50 μL d’eau 

préalablement chauffée sur la colonne et laissé à incuber 1 min à température ambiante. Finalement, la 

colonne est placée sur un Eppendorf stérile et centrifugée 1 min à 11 000 g pour récupérer 50 μL de 

plasmides extraits qui sont ensuite dosés à 260 nm grâce au NanoDropTM 2000c Spectrophotometer 

(Thermo scientific, France). La qualité du plasmide est également vérifiée par électrophorèse sur gel 

d’agarose 1% (poids/vol de TAE 1X) additionné de BET57 [10 mg.mL-1]. 

 

                                                           
57 BET pour Bromure d'éthidium 
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II.2  Obtention d’ADN complémentaire  
 
Une fois les ARN totaux extraits, ils doivent être transformés en ADNc58 pour une meilleure conservation 

et afin de quantifier leur expression par PCR59 et PCR quantitative (qPCR).  

 
 
II.2.1  Traitement à la DNAse 
 
Malgré les précautions prises lors de l‘extraction des ARN, il est possible que les extraits contiennent des 

traces d‘ADN. Il est donc nécessaire de les traiter pour éliminer l‘ADN restant. Dans un volume final de 

100 μL, 10 μg d‘ARN sont additionnés de 10 μL de tampon RQ1 (10X RQ1, Promega), d‘1 μL de DNAse60 

(RQ1 5U/μL, Promega) et de 1 μL d‘inhibiteur de RNAse61 (RNasin 40U/μL, Promega). Le mélange 

réactionnel est incubé pendant 1h à 37°C. A l‘issue de cette étape, 100 μL d‘une solution de 

phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25:24:1) à pH 8 sont ajoutés, puis une centrifugation à 12800 g 

pendant 10 min à 4°C est réalisée et la phase aqueuse est récupérée. Cette étape, effectuée deux fois, 

permet l‘élimination des protéines. Les ARN sont précipités avec 1/10 de volume d‘acétate de sodium 

3M (pH 5,8) et 2 volumes d‘éthanol absolu, pendant 2 heures à -20°C. Après 30 min de centrifugation à 

12800 g à 4°C, le surnageant est éliminé et le culot est lavé avec 100 μL d‘éthanol à 70%, puis centrifugé 

à nouveau pendant 10 min à 12800 g à 4°C. Cette étape de lavage est réalisée deux fois. Les culots d‘ARN 

obtenus sont séchés sous hotte Sorbonne, puis repris dans 10 μl d‘eau stérile. Les ARN traités à la DNAse 

sont conservés à -80°C. 

 
 
II.2.2  Réaction de réverse-transcription 
 
2 tubes PCR sont chargés avec 5 µg d’ARN traité à la DNAse, 1 µL d’oligo dT à 50 µM, 1 µL dNTP à 10mM 

et de l’eau versol pour atteindre un volume de 13 µL par tube. Les tubes sont ensuite placés dans le 

thermocycleur et l’ARN est dénaturé à 65°C pendant 5 min.  Cette étape permet d’éliminer les structures 

secondaires des ARN messagers qui pourraient gêner la RT62. 7 µL de mélange réactionnel sont alors 

                                                           
58 ADNc pour ADN complémentaire 

59 PCR pour Polymerase Chain Reaction 

60 DNase pour Désoxyribonucléase, une enzyme qui catalyse la dépolymérisation de l’acide désoxyribonucléique (ADN) 

61 RNase pour Ribonucléase, une enzyme qui catalyse la dépolymérisation de l’acide ribonucléique (ARN) 

62 RT pour Reverse Transcriptase 
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ajoutés (4 µL de tampon First Strand 5X, 1 µL de DTT 0,1 M ; 1 µL de RNAse OUT (Invitrogen) ou RNAsin 

(Promega) (40 U/µL), 1 µL de SuperScript III RT (200U/µL). Le mélange est ensuite incubé 1 h à 50°C. 

L’enzyme est inactivée par une incubation de 15 min à 70°C. Une fois refroidis à 15°C, les deux tubes sont 

rassemblés et les tubes d’ADNc de 50 µL dilués au 1/5ème. Les ADNc dilués sont stockés à -20°C.  

 
 
II.2.3  Vérification de la qualité des ADNc sur gel d’électrophorèse 
 
Afin de vérifier la qualité des ADNc obtenus, une PCR est réalisée sur les ADNc dilués avec des amorces 

de l’actine (PhACT1F - CAAGGAGATAACTGCCCCTTGCT et PhACT1R - CCACATCTGCTGGAAGGTACTG) 

obtenus d’un précédent travail par l’université d’Angers (He et al. 2010 ; Hamama et al. 2012). Pour cela 

le mélange réactionnel est préparé (2,5 µL de tampon Dream TAQ Green 10X ; 0,5 µL dNTP (10mM) ; 1 

µL amorce Ph ACT1F (10µM) ; 1 µL amorce Ph ACT1R (10µM) ; 0,2 µL Dream TAQ Promega (5U/µL) ; 17,8 

µL d’eau versol). Deux µL d’ADNc dilué au 1/5ème sont ajoutés, mélangés et centrifugés. Après 35 cycles 

d’amplification, les produits PCR (échantillon + blanc) sont déposés sur un gel d’agarose 1,2%/TAE coloré 

au bromure d’éthidium. Une bande à 127 pb doit être observée.  

 
 
II.2.4  Vérification de la qualité des ADNc par « fausse » rétro-transcription 
 
L‘absence d‘ADN contaminant dans les extraits d‘ARN peut être vérifiée en réalisant une « fausse » rétro-

transcription (RT-). Cette procédure consiste à appliquer le protocole de rétro-transcription sur une 

partie de l‘extrait d‘ARN en n‘utilisant pas l‘enzyme SuperScript III RT (200U/µL). Une fois le protocole 

terminé, l‘échantillon RT- est amplifié par PCR avec un couple d‘amorces dont une est définie dans un 

intron. Après migration sur gel d‘électrophorèse et révélation aux UV il ne doit pas y avoir de bande 

visible. Sinon, l‘extrait contient de l‘ADN et doit être retiré de l‘étude. On peut tester l‘échantillon RT- en 

PCR quantitative (qPCR). Dans ce cas, il ne doit pas y avoir d‘amplification ou, au pire, une détection 

tardive (plus de 35 cycles). L‘inconvénient majeur de cette technique est qu‘elle utilise une partie de 

l‘extrait d‘ARN nécessaire à l‘étude et présuppose de disposer de suffisamment d‘ARN pour faire une RT 

et une « fausse » RT.  
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II.3  Construction de la banque d’ADNc double brin pour la RACE-PCR63 
 
II.3.1  Purification des ARN messagers 
 
Les ARN messagers des feuilles sont purifiés à partir des ARN totaux suivant les instructions du kit ‘Fast 

Track MAG’ (Invitrogen). Le principe repose sur l’utilisation de billes magnétiques sur lesquelles des 

amorces oligo dT sont fixées. Les ARNm, porteurs d’une queue polyA à leur extrémité 3’, se fixent sur ces 

billes au niveau des amorces oligo dT et peuvent ainsi être séparés des ARN totaux. 

 
Les ARNt sont dilués avec de l’eau versol afin d’obtenir un volume final de 500 µL. Les billes Fast Track 

sont mises en contact avec un tampon de liaison et les ARNt et le tout est incubé pendant 2-5 min à 

65°C. Les billes sont ensuite culotées à l’aide d’une centrifugeuse de paillasse à température ambiante et 

pendant 10 min. Les billes sont ensuite culotées à l’aide d’un séparateur magnétique et le surnageant est 

éliminé. Le tampon de lavage est ajouté immédiatement et les billes remises en suspension pour un 

lavage efficace. Les billes sont ensuite lavées trois fois et au dernier lavage, après l’élimination du 

surnageant, les billes sont diluées dans 20-50 µL d’eau Versol. Après une resuspension des billes le 

mélange est incubé à 37°C puis le séparateur magnétique culote les billes et le surnageant contenant les 

ARNm est récupéré, dosé et stocké à -80°C. Un gel de contrôle est réalisé afin de vérifier si les ARNm ne 

sont pas contaminés par des ARN ribosomiques.        

 
 
II.3.2  Obtention de la banque d’ADNc double brin 
 
Pour obtenir la banque d’ADNc double brin nécessaire pour les expériences de RACE-PCR, le kit 

‘Marathon’ (Clontech) est utilisé suivant les instructions du fournisseur. Brièvement, les ARNm de 

Pelargonium sont purifiés à partir d’ARN totaux extraits des jeunes feuilles. Le premier brin d’ADNc est 

synthétisé par l’AMV réverse transcriptase en présence d’amorces oligo dT.  

 
Ensuite, l’ARN est dégradé et parallèlement le deuxième brin d’ADNc est obtenu grâce à un mélange 

d’ADN polymérase I, de RNAse H et d’ADN ligase d’E. coli. L’enzyme T4 ADN polymérase permet ensuite 

d’obtenir un ADNc double brin aux extrémités franches. Des adaptateurs de séquence connue sont ligués 

aux ADNc double brin grâce à la T4 DNA ligase. Ce mélange d’ADNc est ensuite dilué aux 1/50 et 1/250 

pour être utilisé dans les réactions de RACE-PCR. 
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II.4  Techniques d’amplification de l’ADN par PCR 
 
II.4.1  Amplification par oligonucléotides dégénérés 
 
La recherche de gènes impliqués dans la voie de synthèse des monoterpènes est réalisée suivant une 

stratégie PCR basée sur des homologies de séquences. Ainsi, pour les gènes codant pour les terpène 

synthases, des séquences de géraniol synthase (la plus importante chez Pelargonium) connues chez 

d’autres espèces sont recherchées dans les bases de données et alignées de façon à définir des 

oligonucléotides dégénérés dans les zones les plus conservées. 

 
Le mélange d’amplification PCR est composé de 5 μL de tampon de réaction (Tris HCl 100 mM pH 9, KCl 

500 mM, Triton X-100, MgCl2 15 mM), 0,5 μL de dNTP 1 mM, 1 μL d’amorce sens 10 μM, 1 μL d’amorce 

antisens 10 μM, 0,2 μL de Go Taq (Promega) et 2 μL de matrice (ADNc dilué) ; le volume est ajusté à 25 

μL avec de l’eau ultra-pure. La réaction PCR est faite dans les conditions suivantes : 95°C, 2 min ; [95°C, 

30 sec – 52°C, 30 sec – 72°C, 2 min]35 ; 72°C, 5 min. Le produit d’amplification est déposé sur un gel 

d’agarose 1 % contenant du bromure d’éthidium. 13 couples d’amorces ont ainsi été testés avant la 

réalisation d’une banque d’EST car cette technique était trop lente et fastidieuse. Les séquences des 

amorces sont précisées à l’annexe 23. 

 
II.4.2  RACE-PCR 
 
L’obtention des extrémités 5’ et 3’ des gènes se fait par une succession de deux PCR en utilisant comme 

matrice la banque d’ADNc obtenue avec le kit ‘Marathon’. Lors de la première PCR, un oligonucléotide 

(AP1 fourni avec le kit) reconnaissant l’adaptateur est associé à un oligonucléotide spécifique du gène. La 

deuxième PCR (NESTED PCR) est réalisée avec des oligonucléotides plus internes dans la séquence de 

l’adaptateur (oligonucléotide AP2) et dans la séquence du gène.  

 
Le mélange PCR est composé de 5 μL de tampon de réaction cDNA PCR 10X (Tricine- KOH 400 mM pH 8.7 

; KOAc 150 mM ; Mg(OAc)2 35 mM ; SAB (sérum albumine bovine) 37,5 μg.mL-1 ; Tween 20 0,05 % ; 

Nonidet-P40 0,05 %), 1 μL de dNTP 10 mM, 1 μL d’amorce AP1 ou AP2 10 μM, 1 μL d’amorce gène 

spécifique (GSP1 ou GSP2), 1 μl de Taq Advantage 2 50X (Clontech) et 1 μl de matrice (banque d’ADNc) 

diluée au 1/100 ; le volume est ajusté à 50 μL avec de l’eau ultra-pure. La réaction d’amplification est 

faite dans les conditions suivantes : 94°C - 30 sec ; [94°C  5 sec – 72°C 4 min]5 ; [94°C 5 sec – 70°C 4 min]5 

; [94°C 5 sec – 68°C 4 min]20-25. Une fraction aliquote des produits PCR est déposée sur gel d’agarose 1,2 

% contenant du bromure d’éthidium. 
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II.4.3  Marche génomique 
 
La marche génomique a été utilisée car il était difficile d’avoir le début de PhGES avec la technique de 

RACE-PCR. Le protocole du manuel fourni avec le kit (Clonetech®) a été suivi et est résumé ci-dessous. 

Les séquences des amorces sont précisées à l’annexe 23. 

 
La première étape consiste à créer la banque. Pour cela, il est d’abord nécessaire de contrôler la qualité 

de l’ADN génomique par une digestion avec l’enzyme de restriction du kit (DraI à 10U.µL-1). La bande 

obtenue sur le gel d’agarose 0,6% pour l’ADN génomique digéré doit prendre la forme d’un « smear » 

alors que pour celui non digéré, la bande doit présenter le moins de « smear » possible. Une fois la 

qualité contrôlée, pour chaque construction de librairie, il y a 5 réactions de digestion (4 pour chaque 

échantillon et une pour le contrôle+) avec à chaque fois 25 µL d’ADNg à 0,1 µg.µL-1 ; 8µL d’enzyme de 

restriction (10U.µL-1) (DraI, EcoRV, PvuII, PvuII) ; 10 µL de tampon 10X correspondant à l’enzyme et 57 µL 

d’eau déminéralisée. La digestion se fait d’abord pendant 2 h à 37°C puis l’ensemble est mélangé et ré-

incubé sur la nuit à 37°C. Ensuite, vient l’étape de purification de l’ADNg digéré. Tous les composants 

nécessaires à la purification sont fournis avec le kit NucleoSpin Gel and PCR inclus avec le kit de la 

marche génomique. Ces étapes ne seront pas décrites mais une fois la purification terminée, 1µL avant 

et après purification sont chargés sur un gel d’agarose 0,6% afin d’estimer la quantité d’ADN après 

purification. L’étape suivante consiste à liguer des adaptateurs. Pour chacune des digestions, le mélange 

suivant est préparé : 4,8 µL d’ADN digéré et purifié ; 1,9 µL Genome Walker Adaptator (25 µM) ; 0,8 µL 

de tampon de ligation 10X et 0,5 µL de T4 DNA ligase (6U.µL-1). Le mélange est ensuite incubé sur la nuit 

à 16°C et est incubé 5 min à 70°C pour stopper la réaction. Dans chaque tube sont alors ajoutés 32 µL de 

TE (10/1 pH 7,5). 

 
Ensuite, une première PCR est effectuée avec le mélange suivant pour 8 réactions (4 échantillons ; 2 

contrôles– et 2 contrôles+) : Eau déminéralisée 19,5µL, 2,5 µL de tampon 10X Advantage 2 PCR buffer, 0,5 

µL dNTP mix à 10mM, 0,5 µL d’amorce AP1 à 10 µM ; 0,5 µL d’Advantage 2 polymerase 50X puis à cela 

est rajouté 1 µL de DL1,2,3 ou 4 pour les échantillons, 1µL de contrôle library pour le 1er contrôle+ et 1 µL 

de Pre-constructed contrôle library pour le 2ème contrôle+,  0,5 µL de GSP1 (pour les échantillons et le 1er 

contrôle-) et 0,5 µL de PCP1 pour les autres contrôles. Le programme PCR est le suivant : 94°C - 30 sec ; 

[94°C  25 sec – 72°C 3 min]7 ; [94°C 25 sec – 67°C 3 min]32 ; 67°C 7 min ; 15°C ∞. Ensuite, 5 µL de produit 

PCR sont déposés sur gel d’agarose 1,5%. Pour les échantillons, il peut y avoir une ou plusieurs bandes 
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allant de 0,5 à 5 Kb. Si il y a plus d’une bande et/ou un « smear » dans les pistes des échantillons, une 

2ème PCR (Nested PCR) est effectuée.  

 
Pour la « Nested PCR », les échantillons PCR1 sont dilués au 1/50ème et le même mélange que pour la 

PCR1 est préparé avec en plus un ajout de 0,5 µL de GSP2 (pour les 4 échantillons et le 1er contrôle-) et 

0,5 µL de PCP2 pour les autres contrôles. Le programme PCR est le suivant : 94°C - 30 sec ; [94°C  25 sec – 

72°C 3 min]5 ; [94°C 25 sec – 67°C 3 min]20 ; 67°C 7 min ; 15°C ∞. Ensuite 5 µL de produit PCR sont 

déposés sur gel d’agarose 1,5%. Ensuite il faut procéder au clonage avec la polymérase Advantage 2. 

Celle-ci donnant déjà des extrémités T/A, il est inutile de faire un A-Tailling avec la ligation dans le 

pGEMT-easy.  

 
 
II.4.4  PCR Inverse 
 
Le protocole est décrit ci-dessous. Les séquences des amorces utilisées en PCR inverse sont précisées à 

l’annexe 23. 

 
De l’ADNg est dilué à 100 ng.µL-1 et analysé par un contrôle de sa qualité et un test de digestion. Le test 

de digestion est fortement recommandé car certaines enzymes sont sensibles aux inhibiteurs (ex : PvuII 

ou StuI) et d’autres moins (ex : EcoRV ou DraI). Le mélange suivant est préparé : 1,7 µL d’ADNg 

(100ng.µL-1), 1 µL de tampon DraI 10X, 1 µL de DraI (10U.µL-1), 6,3 µL d’eau déminéralisée. L’ensemble 

est incubé 12 à 16h à l’étuve à 37°C puis déposé sur gel d’agarose 1,2%/TAE. La banque de clones peut 

ensuite être construite. La première étape est de digérer l’ADNg (500 ng) avec 30U d’enzyme de 

restriction (2 enzymes différentes sont utilisées, DraI et EcoRV). Le mélange suivant est préparé : 5 µL 

d’ADNg (100ng.µL-1), 3 µL de Tampon B ou D 10X, 3 µL  de DraI ou EcoRV (10U.µL-1) et 19 µL d’eau versol. 

L’ensemble est incubé 12 à 16h à 37°C. La réaction est stoppée par une incubation de 65°C pendant 15 

min. Ensuite, l’ADN digéré est recircularisé par ligation avec le mélange suivant : 0,15 ; 0,75 ; 1,5 µL 

d’ADNg digéré ; 2,5 µL de tampon de ligation Promega 10X ; 1 µL de T4 DNA ligase Promega à 3U.µL-1 ; 

de l’eau versol qsp 25 µL. Le mélange est incubé 16h à 4°C.  

 
Les PCR sont à faire sur toutes les banques de clones digérés et recircularisés. Un test visant à calculer les 

quantités d’ADN à utiliser pour la 1ère PCR est d’abord réalisé. Le mélange suivant est préparé : 4,7 µL 

d’eau versol ; 2 µL de tampon Phusion® GC 5X ; 0,2 µL de dNTP à 10 mM ; 0,1 µL de Phusion®. A ce 

mélange est ajouté 1µL ou 2µL de Ligation pour les échantillons ; 0,5 µL des amorces F1 et F2 (10µM) 
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pour les échantillons et le contrôle- ; 0,5 µL des amorces CF1 et CR1 (10 µM) et 0,5 µL de plasmide 

contrôle pour le contrôle+. Le programme PCR est le suivant : 98°C – 1 min ; [98°C - 10 sec ; xx64°C 30 sec ; 

72°C - 90 sec]30 ; 72°C - 5 min ; 15°C ∞. Les produits PCR1 sont déposés sur un gel d’agarose/TAE 1%.  

 
Une fois ce test réalisé, la première PCR est réalisée avec le mélange suivant : 11,4 µL d’eau versol ; 4 µL 

de tampon Phusion GC 5X ; 0,4 µL dNTP à 10µM ; 1 µL d’amorce F1 et R1 à 10 µM ; 0,2 µL de Phusion® ; 2 

µL de ligation pour chaque échantillon et 2 µL d’eau versol en plus pour le contrôle-. Le Programme PCR 

est le suivant : 98°C – 1 min ; [98°C - 10 sec ; xx°C 30 sec ; 72°C - 90 sec]30 ; 72°C - 5 min ; 15°C ∞. Les 

produits PCR seront ensuite déposés sur gel d’agarose/TAE 1% et le reste dilué au 1/25ème pour la 

deuxième PCR. 

 
Pour la deuxième PCR (Nested PCR), le mélange suivant est préparé : 11,4 µL d’eau versol ; 4 µL de 

tampon Phusion GC 5X ; 0,4 µL dNTP (10 mM) ; 1 µL d’amorce F2 & R2 (10µM) ; 0,2 µL de Phusion® ; 5 µL 

des PCR 1 dilués au 1/25ème. Le programme PCr est le suivant : 98°C – 1 min ; [98°C - 10 sec ; xx°C 30 sec ; 

72°C - 90 sec]30 ; 72°C - 5 min ; 15°C ∞. Les produits PCR2 sont déposés sur un gel d’agarose/TAE 0,8%.  

 
Après cette 2ème PCR, on procède à la ligation et au clonage. Dans le cas de la Phusion, les extrémités 

obtenues sont de type Blunt et le clonage peut donc s’effectuer directement si le clonage se fait dans le 

Zero-blunt. Si le clonage se fait dans pGEMT-easy, il faudra effectuer un A-Tailing.   

 
 
II.4.5  RT-PCR semi-quantitative 
 
Les réactions de RT-PCR semi-quantitatives nécessitent une normalisation de tous les échantillons. Le 

gène de l’actine s’exprime à un niveau équivalent quel que soit le tissu ou le stade de développement 

considéré et était disponible pour le Pelargonium (Hamama et al. 2012). Il a donc été choisi pour 

normaliser tous les échantillons. 

 
Le mélange PCR se compose de 5 μL de tampon de réaction de Dream TAQ® (Promega) (déjà décrit), 0,5 

μL de dNTP 10 mM, 1 μL d’amorce sens 10 μM, 1 μL d’amorce antisens 10 μM, 0,2 μL Dream TAQ® 

(Promega) et 2 μL de matrice d’ADNc ; le volume est ajusté à 25 μL avec de l’eau ultra-pure. 

 

                                                           
64 xx°C sera fonction des Tm des amorces. Il est conseillé d’utiliser un Tm légèrement supérieur à celui des amorces 
afin de limiter les fixations aspécifiques. Les Tm des amorces sont donnés dans l’annexe 23. 
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La réaction PCR est faite dans les conditions suivantes65 : 95°C - 2 min ; [95°C - 30 sec ; 60°C - 30 sec ; 

72°C, 1 min]20-35 ; 72°C - 5 min. La température de 60°C est donnée en exemple mais doit être adaptée en 

fonction des amorces. Le produit d’amplification est déposé sur un gel d’agarose 1,2 % contenant du 

bromure d’éthidium et l’intensité de chaque signal est estimée visuellement. Parallèlement, des 

oligonucléotides sont définis à partir des séquences des gènes isolés afin d’amplifier une fraction du 

gène. Une PCR est réalisée dans les mêmes conditions sur les échantillons normalisés. Les séquences des 

amorces sont précisées à l’annexe 23. 

 
 
II.4.6  RT-PCR quantitative (qPCR) 
 
Afin de suivre les variations des transcrits des TPS de Pelargonium, deux gènes de TPS (PhGES et PhEDS) 

ont été étudiés par RT-PCR quantitative. Les niveaux d’expression de PhGES et PhEDS ont été déterminés 

dans les feuilles de différentes espèces et cultivars (P. ‘Rosat’ cv. Bourbon; P. ‘Clorinda’; P. ‘Rosat’ cv. 

Egypt; P. ‘Rosat’ cv. Grasse; P. graveolens; P. quercifolium; P. tomentosum; P. ‘Toussaint’). Les ARN 

totaux des différentes plantes ont été extraits par le protocole expliqué plus haut et traité avec la RQ1 

RNAse-free (Promega, Madison, USA). Un total de 10 à 20 µg d’ARN a subi une RT (Invitrogen, Carlsbad, 

USA) à 50°C pour 1 h avec une amorce oligo-dT. Chaque échantillon d’ARN à subi deux réactions RT 

indépendantes. La réaction de PCR était faite dans un volume final de 25 μl, incluant 400 nM de chacune 

des amorces sens et antisens, et 5 μl d‘ADNc dilué au dixième. Le cycle de qPCR était le suivant : 10 min à 

95°C puis 40 cycles de dénaturation de 15 secondes à 95°C et enfin hybridation-extension de 45 

secondes à 60°C. Conformément aux recommandations en matière d‘analyse en qPCR des contrôles ont 

été effectués (Bustin et al. 2009). Afin de s‘assurer de l‘absence de contaminations par de l‘ADN 

génomique, des « fausses » RT ont été réalisées avec le protocole décrit plus haut. La qualité du mélange 

réactionnel était vérifiée par des NTC (non-Template control) réalisés en remplaçant les 5 μl d‘ADNc par 

de l‘eau ultra-pure. 

  
La RT-PCR quantitative (qPCR) a été réalisée avec un système de détection en temps réel CFX96TM (Bio-

Rad, Hercules, USA) avec des plaques de qPCR 96 puits utilisant le SsoAdvancedTM SYBR green Supermix 

(Bio-Rad, Hercules, USA). Toutes les réactions ont été  effectuées dans un volume de 20 µL avec 2 µL de 

RT-ADNc comme modèle et 500 nM de chaque amorce selon le protocole du fournisseur. Les amorces 

                                                           
65 Attention, les Tm et les durées d'élongation sont propre à chaque couple d'amorce. Il s’agit ici d’un exemple pour 
illustrer un programme PCR type.  
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(tableau 8) ont été désignées en utilisant le logiciel Primer3 (Rozen et Skalesky 2000).  Chaque 

échantillon d’ADNc a été amplifié deux ou trois fois dans deux séries indépendantes de qPCR avec 

chaque combinaison d’amorces. Comme les échantillons d’ARN ont été répliqués deux fois par RT-PCR, il 

y a finalement quatre réplicats techniques par espèce ou cultivar de Pelargonium. Le profil thermique 

suivant a été utilisé pour les réactions PCR (95°C – 30 sec ; [95°C – 5 sec, Tm – 30 sec]40) Après les 40 

cycles, l’analyse de la courbe de fusion est réalisée (65°-95°, une lecture de fluorescence chaque 0,5°C) 

dans le but de vérifier la spécificité de l’amplification et donc que le signal mesuré dans chaque puits 

correspond bien à un seul produit PCR.    

 
Tableau 8 | Amorces utilisées pour la qPCR 
 

Gènes (5’ Forward 3’) (3’ Reverse 5’) Amplicon length 
(bp)/ efficiency R² E 

PhGES AATGATTAGGGAGTTGTGGGTGG GCATGATCTTCAACACCAGAGAA 159   

PhEDS TGACCATGACCTCTACACTTGTG AGCTTAGCATGCCTCTAACATCA 149   

PhACTIN CAAGAGCTGGAGACTTCAAAGAC CGAAACCACATACAACTCCATCA 175 0,999 106,1% 

PhEF1a ACTACTGCACTGTTATTGATGCC GCTGGTATCTCTAAGGATGGTCA 142 0,997 102,6% 

PhGAPDH TTGTTGATCTTGTTGTCCAGGTC GACTTTAGATGCTCCGATGTGTC 151   

PhTCTP CGAGAACAAGAGGAATTCAAGA GGTTGAAGGAGGTTAAGTGCTAA 196 1,000 91,9% 

PhTUB TCCATTTCATGCTTTCCTCGTAC TTTACATCTTTAGGCACCACGTC 193 0,999 92,9% 

 
 
Les valeurs de l’expression normalisée ( 2-DDCq method, Livak et Schmittgen 2001) de PhGES et PhEDS 

sont calculées par le CFX96TM manager en utilisant PhACTIN, PhTUBULIN et PhGAPDH comme gènes de 

référence (tableau 8). La stabilité de l’expression de ces gènes de références est évaluée par le logiciel 

Best-Keeper (Pfaffl et al. 2004), geNorm v. 3.5 (Vandesompele et al. 2002) et NormFinder (Andersen et 

al. 2004). Le logiciel REST 2009 (Pfaffl et al. 2002) a été utilisé pour comparer le niveau d’expression d’un 

gène dans un ‘échantillon’ groupe utilisant un ‘contrôle’ groupe comme référence en implémentant un 

test aléatoire de relocation par paire fixée (10 000 itérations). Les différences d’expression entre les 

ADNc ‘échantillons’ et ‘contrôle’ sont considérées comme significatives pour des p-values < 0,05.        
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II.5  Techniques de clonage  
 
II.5.1  Purification sur gel des fragments PCR 
 
Les produits d’amplification sont déposés sur un gel d’agarose 1,2 % puis purifiés suivant les instructions 

du kit de purification sur gel ‘Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP System’ (Promega). Brièvement, le 

fragment d’ADN est excisé du gel d’agarose à l’aide d’un scalpel, placé dans un tube Eppendorf et pesé. 

Pour chaque 100 mg de gel, 100 μL de solution de liaison à la membrane (fourni avec le kit) sont ajoutés. 

Le tube est incubé à 50°-60°C jusqu’à dissolution complète du gel. Ensuite, le mélange est transféré sur 

une colonne, incubé à température ambiante 1 min et centrifugé 1 min à 16000 g. La colonne est lavée 

avec 700 μL de solution de lavage de membrane (fournie avec le kit) et centrifugée 1 min à 16000 g et 

l’opération est répétée avec 500 µL de solution de lavage et une centrifugation de 5 min. Le fragment 

d’ADN est élué par 50 μL d’eau ‘Nuclease-Free’, après incubation à température ambiante puis 

centrifugation 1 min à 16000 g. L’ADN est conservé à 4°C. 

 
 
II.5.2  Clonage de fragments dans les vecteurs pGemT-easy et pCR-Blunt 
 
Les clonages des fragments d’ADN dans le vecteur pGemT-easy vector I (Ref Promega : A1360) avec 

l’enzyme Advantage® ou le vecteur pCR®-Blunt avec l’enzyme Phusion® sont utilisés pour séquencer, 

multiplier et conserver tous les fragments d’ADN. La ligation dans ces vecteurs peut se faire une nuit à 

4°C ou 1 h à température ambiante. Le mélange de ligation est composé de 5 μL de tampon de ligation 

2X ; 1 μL de vecteur pGemT-easy (50 ng) ou 1 µL de vecteur pCR®-Blunt (25 ng) ; 1 μL de T4-DNA ligase à 

3 U.μL-1 et de 1-5 μL de produit PCR (insert) ; de l’eau versol sera utilisée pour compléter le volume à 10 

µL. 

  
En cas d’utilisation d’une polymérase qui donne des extrémités franches, il faudra rajouter des groupes 

adénosine (A) aux extrémités du fragment amplifié si l’on veut sous-cloner un fragment amplifié avec ce 

type de polymérase (pGemT-easy et non pour pCR-Blunt). A 7 μL de produit PCR purifié, sont ajoutés 1 

μL de GoTAQ (5U/µL) (Promega), 1 μL de dATP 10 mM et 1 μL de tampon de réaction de l'enzyme GoTAQ 

5X. L’ensemble est placé 20 min à 72°C. La même réaction peut être réalisée directement sur les 20 μL 

de réaction PCR. Dans tous les cas, une purification des produits PCR est nécessaire afin d’éliminer les 

dATP non incorporés. L’introduction des plasmides dans les souches TOP 10 et JM109 est réalisée grâce à 

un choc thermique (42°C pendant 60 sec suivi d'un passage dans un bain de glace ; Sambrook et al. 

1989). 
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II.5.3  Sous-clonage par recombinaison avec le système GATEWAYTM 
 
Le clonage utilisant la technologie GatewayTM (Invitrogen) est une méthode basée sur les propriétés de 

recombinaison site-spécifique du bactériophage λ (Cassuto et al. 1971, Bushman et al. 1985, Landy 

1989).  

 
L’Introduction d’un gène dans un vecteur d’expression GatewayTM (pHGGWA, pMDC32…) nécessite 

l’obtention d’un vecteur d’entrée pENTR/D-TOPO contenant le gène d’intérêt qui sera inséré par simple 

recombinaison homologue. La réaction se fait grâce à la topoisomérase I. Son rôle biologique est de 

couper et de religuer l'ADN pendant la réplication. Elle reconnaît spécifiquement la séquence 

pentamérique 5´- (C/T)CCTT-3´ et forme une liaison covalente avec le phosphate de la thymidine en 3'. 

Elle coupe un des deux brins d'ADN, assurant le déroulement de l'hélice d'ADN, puis associe les 

extrémités du brin coupé. Pour exploiter l'activité de ligation de la topoisomérase I, le vecteur pENTR-

D/TOPO est linéarisé et la topoisomérase est fixée de façon covalente sur les extrémités 3' des deux 

brins d'ADN. Elle permet aux vecteurs de se refermer en intégrant une séquence d'ADN avec des 

extrémités compatibles. Le gène est donc amplifié par PCR avec des amorces permettant d'ajouter des 

sites attL1 et attL2 de recombinaison au gène d'intérêt, mais aussi du côté 5' quatre bases 

supplémentaires (CACC) qui vont assurer le clonage directionnel du gène dans le vecteur pENTR-D/TOPO.  

 
La réaction BP est la première étape du clonage : Le réactif BP clonaseTM contient l’intégrase du phage λ 

et le facteur d’intégration IHF d’E. coli, permettant la recombinaison entre les sites attB de l’insert et les 

sites attP du vecteur donneur (figure 59). Le clonage se fait dans les conditions décrites par le protocole 

fourni avec le vecteur (Invitrogen). Des cellules TOP10 d’E. coli sont ensuite transformées avec ce vecteur 

par choc thermique suivant le protocole fourni par le fournisseur (Invitrogen), puis sélectionnées sur un 

milieu LB (Sigma) contenant de la kanamycine à 50 mg.L-1. L’ADN plasmidique est extrait par lyse alcaline, 

puis vérifié par restriction et séquençage.  

 

 
 
 

Figure 59 | Etape BP du clonage utilisant la technologie Gateway
TM

 (d’après Invitrogen). La réaction BP permet 
la création du clone d’entrée, plasmide qui sert ensuite à la réaction LR pour former le vecteur d’expression.  
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La réaction LR est la deuxième étape du clonage. En effet, lorsque le vecteur d’entrée est vérifié, l’insert 

est introduit dans le vecteur GatewayTM grâce à une réaction de recombinaison mettant en jeu la LR-

clonase (Invitrogen). Le réactif LR clonaseTM contient l’intégrase et l’excisionase Xis du phage λ, ainsi que 

le facteur d’intégration IHF d’E. coli. La recombinaison se fait entre des sites de recombinaison 

semblables à ceux des phages λ, plus précisément entre les sites attL (1 et 2) et attR (1 et 2) du vecteur 

d'entrée et du vecteur de destination, respectivement (figure 60). La réaction se fait dans les conditions 

décrites par le protocole d'utilisation de la LR-clonase (Invitrogen).  

  
  

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 60 | Etape LR du clonage utilisant la technologie Gateway
TM

 (d’aprèsde Invitrogen). La réaction LP permet 
la création du vecteur d’expression.  
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II.6  Expression de protéines recombinantes  
 
Afin de caractériser fonctionnellement les TPS dont la séquence est complète, une analyse par 

comparaison avec les banques de données disponibles ne suffit pas (BLAST) et il est nécessaire de 

réaliser un test d’activité in vitro des protéines et si possible un test d’activité in planta. Pour cela, il faut 

premièrement réaliser les constructions qui permettront l’expression de ces protéines grâce au système 

Gateway®. Ensuite il faut répliquer un grand nombre de fois ces constructions en transformant E. coli 

(TOP10). Ces construits seront alors transférés soit dans une autre souche d’E. coli (Rosetta DE3) pour 

l’expression in vitro. La protéine d’intérêt est alors produite de façon à pouvoir être séparée facilement 

des autres protéines bactériennes natives et son activité testée in vitro. Le construit peut aussi être 

transféré dans une souche d’A. tumefaciens (P19A) pour un test d’activité in planta. Ces étapes sont 

décrites ci-après.    

 
II.6.1  Conception des différentes constructions des TPS 
 
Les gènes des 4 TPS caractérisées sont d’abord insérés dans le vecteur donneur pCR®-Blunt suivant le 

protocole déjà détaillé plus haut (II-5-b). Le construit est alors multiplié dans E. coli (TOP10 ou JM109) 

puis mis en contact avec le vecteur d’entrée pENTR/D-TOPO et le gène est transféré dans celui-ci suivant 

le protocole décrit plus haut (II-5-c). Le vecteur d’entrée est ensuite multiplié dans E. coli (TOP10 ou 

JM109) et isolé pour être finalement inséré dans un vecteur d’expression, un des vecteurs construits par 

Busso et al. (2005) par exemple, par le système Gateway® décrit au paragraphe II-5-d. 

 

II.6.2  Expression dans Escherichia coli 
 
II.6.2.1 Transformation des bactéries thermo-compétentes  
 
Une fraction aliquote de bactéries thermo-compétentes (50 μl) (JM109, TOP10 ou Rosetta) est 

décongelée lentement dans la glace et est mélangée à l’ADN plasmidique (50 ng). Le mélange est laissé 

incuber 30 min sur la glace. Un choc thermique est alors réalisé à 42°C pendant 1 min. Le mélange est 

ensuite placé sur la glace pendant 2 min avant d’y rajouter 250 μl de milieu LB. La réaction de 

transformation est placée à 37°C sous agitation constante pendant 1 h. Différents volumes du mélange 

de transformation (entre 20 et 150 μl au maximum) sont étalés sur milieu LB agar supplémenté de 

l’antibiotique adéquat puis incubé toute la nuit à 37°C. 
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II.6.2.2  La technique de production des enzymes dans les bactéries   
 
Le système d’expression utilisé (Busso et al. 2005) est basé sur l’ARN polymérase du bactériophage T7, 

inductible à l’IPTG66. L’IPTG est un analogue du lactose fréquemment utilisé comme inducteur de 

l’opéron lactose. L’IPTG n’étant pas métabolisé par E. coli, sa concentration reste constante et le taux 

d’expression des gènes lac p et lac o ne varie pas.  

 
Ce système est très puissant pour exprimer les protéines recombinantes dans E. coli (figure 61). Le gène 

cible est cloné dans un plasmide sous le contrôle d’un promoteur transcriptionnel du bactériophage T7. 

La transcription du gène cible est réalisée uniquement par l’ARN polymérase de T7, dont le gène est 

inséré dans le génome de la bactérie hôte par l’intermédiaire d’un dérivé lysogène du bactériophage λ, le 

bactériophage DE3. Le gène codant l’ARN polymérase T7 est sous la dépendance du promoteur lacUV5 

inductible à l’IPTG. De plus, le gène cible et le gène codant l’ARN polymérase T7 présente un site Lac 

opérateur pour un contrôle optimal de la transcription. 

 
En absence d’inducteur, le répresseur produit par le gène lacI reconnaît spécifiquement le site opérateur 

Lac et s’y fixe. L’encombrement de ce complexe est tel que l’ARN polymérase est incapable de se fixer au 

site promoteur Lac, la transcription/traduction de l’ensemble des gènes étant par conséquent réprimée. 

La présence d’inducteur (IPTG) induit un changement conformationnel du répresseur LacI. Ainsi modifié, 

le répresseur LacI est incapable de se fixer sur le site opérateur Lac, permettant la transcription, puis la 

traduction, de l’ARN polymérase T7. L’ARN polymérase T7 se fixe alors sur le promoteur T7 présent sur le 

vecteur et le gène cible est exprimé. 

 
II.6.2.3  Production des bactéries thermo-compétentes  
  
Des cellules d’E. coli Rosetta (DE3) pLysS cells (Novagen) (ChloramR) sont transformées avec les vecteurs 

pHGWA, pHGGWA, pHNGWA et pHXGWA (Busso et al. 2005 ; ampR) contenant le gène d’intérêt par choc 

thermique.  Les cellules sont sélectionnées sur un milieu LB contenant de l’ampicilline à 100 mg.L-1. 

L’ADN plasmidique est récupéré par lyse alcaline. Ensuite, une colonie isolée est mise en pré-culture 

dans du LB avec du chloramphénicol (34 mg.L-1) et de l’ampicilline (100 mg.L-1). Une pré-culture de 

Rosetta vide (sans construit) est aussi réalisée avec uniquement du Chloramphénicol (34 mg.L-1). Ces 

tubes sont mis en culture 1 nuit à 37°C sous 200 rpm. 

                                                           
66 IPTG pour IsoPropyl β-D-1-ThioGalactopyranoside  
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Figure 61 | Système d’expression utilisé dans E. coli  (Rosetta DE3 pLysS).  Induction avec IPTG et sans induction 
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La pré-culture est alors transférée dans 200 mL de milieu TB67 modifié auquel sont ajoutés 500 µL de 

bétaïne 1M ; 200 µL d’ampicilline [100 mg.L-1] ; 200 µL de chloramphénicol [34 mg.L-1]. La culture est 

alors mise sous incubation à 37°C sous 200 rpm jusqu’à l’obtention d’une DO600nm
68 comprise entre 0,5 et 

0,8. La culture est alors incubée 1H à 20°C puis l’induction se fait en rajoutant 0,2 mM d’IPTG. En 

parallèle, les cultures avec les Rosetta vides sont aussi induites de la même manière et sont maintenues 

dans les mêmes conditions. Les cultures sont ensuite placées dans l’agitateur réfrigéré à 16°C sous une 

agitation de 50 rpm pendant la nuit. Le lendemain, la culture est transvasée dans un tube Falcon 50 mL 

et centrifugé à 4°C. Le surnageant est éliminé puis le même tube est à nouveau rempli de culture et 

centrifugée jusqu’à épuisement des 200 mL de culture. Le tube contenant le culot bactérien est 

finalement pesé et stocké à -80°C pour la purification des protéines.   
 

II.6.3  Expression in Planta via A. tumefaciens 
 
II.6.3.1 Transformation des bactéries thermo-compétentes  
 
Les vecteurs (pMDC32, pMDC45 et pMDC83) comprenant le gène d’intérêt (GES ou EDS) sont obtenus 

par clonage (voir II.5) et sont introduits par choc thermique dans des cellules C58pMP90 pour une 

transformation stable du tabac ou du Pelargonium. Le vecteur pK7FWG2 (35S:GFP) comprenant les 

gènes d’intérêt (PhGES ou PhEDS) est obtenu par clonage et est introduit dans C58 d’A. tumefaciens pour 

une transformation transitoire du tabac.  
 
La transformation de la souche C58 est réalisée suivant le protocole suivant. 100 μL  d’agrobactéries 

compétentes sont ajoutés dans 100 μL de milieu LB contenant 5 μg d'ADN plasmidique. L'ensemble est 

placé pendant 5 min dans l'azote liquide, puis pendant 25 min à 37°C à l’étuve. Le choc thermique et 

l’incubation à 37°C sont répétés encore deux fois. Ensuite 15 mL de milieu LB sont ajoutés aux bactéries 

et l'ensemble est placé 4h30 à 27 à 28°C sans agitation. La culture bactérienne est ensuite centrifugée 

pendant 20 min à 4000 g à température ambiante, le surnageant est éliminé et le culot est repris par 300 

μL de milieu LB. Deux fractions aliquotes de 50 µL et 200 µL sont étalées sur un milieu LB contenant de la 

rifampicine [50 mg.L-1], de la gentamycine [20 mg.L-1] (vecteur pM90) et de la kanamycine [50 mg.L-1] 

(pour les vecteurs pMDC32, pMDC45, pMDC 83). Les cultures sont incubées 2 à 4 jours à température 

ambiante. Une vérification facultative peut être réalisée par un criblage par PCR de quelques-unes des 

colonies obtenues 

                                                           
67 TB pour terrific broth 

68 DO600nm pour Densité Optique pour une λ de 600 nm 
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II.7  Purification de protéines recombinantes  
 
II.7.1  Lyse cellulaire et centrifugation 
 
Les culots bactériens sont resuspendus dans 10 mL de tampon de lyse (annexe 24) puis vortexés. Dans 

chaque tube on ajoute 5 mg de lysozyme et 10 µL d’antiprotéase et le tout est incubé sur glace pendant 

30 min en agitant doucement de temps en temps. La lyse s’effectue principalement par sonication, à 

l’aide d’un sonicateur de type Sonopuls HD 2200 (Bandelin) équipé d’une sonde de 13 mm de diamètre, 

durant 9 cycles par des impulsions d’ultra-sons toutes les 10 sec à 95% d’amplitude à 4°C, dans la glace. 

Chaque échantillon est soniqué 10 fois selon ce protocole en attendant 3-4 min entre chaque sonication. 

Une fraction aliquote correspondant à l’extrait brut est prélevée et déposée sur un gel d’acrylamide en 

conditions dénaturantes. 

 
L’extrait brut, issu de la sonication, est ensuite clarifié par centrifugation pendant 20 min à 10000 g à 

4°C. Le surnageant correspondant à la fraction soluble est maintenu à 4°C et immédiatement utilisé. 100 

µL de surnageant et de culot resuspendu dans un volume équivalent de tampon de reprise sont 

conservés pour être déposés sur gel d’acrylamide.  

 
II.7.2  Chromatographie d’affinité sur résine de chélation de cations métalliques 
 
La résine utilisée pour cette chromatographie d’affinité est la résine Talon® (Clontech). 
 
Le principe de cette chromatographie est basé sur l’emploi de cations métalliques divalents Co2+,Ni2+, 

Cu2+, Zn2+ (Porath et al. 1975, Hochuli et al. 1988) chélatés par des groupements de type imido-acétates, 

greffés sur une matrice de type sépharose CL-6B (GE Healthcare) pour séparer des protéines portant des 

étiquettes poly-histidines. Ces cations immobilisés vont former des liaisons par chélation avec les 

histidines de la protéine produite (figure 62) et permettre de séparer efficacement la protéine de fusion 

du reste des protéines bactériennes endogènes. Après lavage de la résine, la protéine d’intérêt peut être 

séparée du support en utilisant la thrombine qui va couper la protéine d’intérêt. On pourra alors la 

récupérer pure sans le fragment histidine. Celle-ci sera récupérée en utilisant l’imidazole comme agent 

d’élution et non en jouant sur le pH (pour protoner l’histidine) car cela aurait pour effet de dénaturer la 

protéine. Cette méthode de purification donne en général de très bons résultats chez les procaryotes. La 

résine Talon® est chargée avec des cations Co2+ et l’avantage de cette résine réside dans la nature du 

cation fixé et dans le type de groupement chélatant. Le cobalt interagit moins fortement avec les 
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protéines à poly-histidines, la fixation est moins forte, mais plus spécifique. Il y a donc moins de fixation 

aspécifique et certains contaminants sont mieux séparés.  

 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
L’élimination, par protéolyse grâce à la thrombine, de l’étiquette poly-histidine des protéines 

surproduites et purifiées est réalisée en utilisant de la thrombine bovine plasmatique. (Calbiochem® – 

Millipore).  

 
100-200 µL de résine resuspendue et préalablement lavée sont déposés dans un tube Falcon de 15 mL. 

Le surnageant obtenu après centrifugation (environ 8 mL) est directement mis en contact avec la résine 

et le tube est ensuite mis sur l’agitateur rotatif placé au frigo (4°C) sous 20 rpm pendant 1h30. Le tube 

sera alors centrifugé 4 min à 100 g à 4°C. Le surnageant est éliminé et le culot est repris avec 8 mL de 

tampon de reprise (annexe 24) et soniqué pendant 3 cycles puis chauffé à 100°C pendant 10 min. Le 

tube sera alors centrifugé 5 min à 13000 rpm et 50 µL de surnageant seront conservés. La résine est 

lavée 5 fois avec 10 mL de tampon de lavage (annexe 24) pour éliminer un maximum de protéines 

endogènes ainsi que les protéines aspécifiques fixées sur la résine. 50 µL du dernier lavage seront aussi 

conservés pour le gel d’acrylamide.    

 
La thrombine (10 µL) est ajoutée à 200 µL de tampon de Landman (annexe 24). Les TPS requièrent la 

présence de cations divalents ([Mg2+]= 10 mM ; [Mn2+] = 2 mM) et un pH de 7,5 pour les monoterpène 

synthases et 8,0 pour les sequiterpène synthases pour fonctionner. L’ensemble est incubé pendant la 

nuit au frigo à 4°C. La résine et la solution sont transférées ensuite sur une colonne à filtre et 

centrifugées 15 sec avec une centrifugeuse de paillasse. Environ 200 µL de filtrat contenant la TPS pure 

sont récupérés, 10 µL seront gardés pour le gel et 10 µL pour de dosage de Bradford. Le reste servira 

pour le test d’activité. 

 
Les protéines sont dosées avec la méthode décrite dans le ‘BioRad protein assay’ (BioRad), adaptée de la 

méthode de Bradford (1976). Le dosage se fait par une mesure spectrophotométrique à une DO595nm. 

Figure 62 |Schéma du principe de purification d’affinité sur colonne de nickel 
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Une gamme de concentration de BSA69 permet d’obtenir une courbe étalon à partir de laquelle la 

concentration en protéines de l’échantillon est déterminée.  

 
II.8  Tests d’activité des terpène synthases  
 
Les tests d’activité sont réalisés dans un volume final de 500 µL contenant 15 à 50 µg de protéine 

recombinante (60 µL pour les quatre TPS), du tampon de Landmann jusqu’au volume de 500 µL (annexe 

24), 1 µL de DTT à 0,5 M (1 mM), 5 µL de solution de BSA [100 mg.mL-1] et 10 µL de substrat [50 µM]. 

Pour l’activité dest terpenes synthases, à la fois le GPP et le FPP seront utilisés. Une épiphase de 400 µL 

d’hexane servira à piéger les monoterpènes et les sesquiterpènes produits lors de la réaction 

enzymatique. Le mélange est alors incubé pendant 2 heures au bain-marie à 30°C. 

 
A l’issu de l’incubation, le flacon est agité délicatement et la phase hexanique est récupérée et 

concentrée puis transvasée dans un nouveau flacon équipé d’un réducteur pour être injecté en GC-MS. 

Des témoins négatifs ont aussi été réalisés en utilisant le produit purifié d’une souche Rosetta (DE3) 

pLysS sans vecteur d’expression. 

 
II.9  Analyse des protéines par SDS-PAGE  
 
Les expériences de SDS-PAGE70 sont réalisées avec le système ‘Mini PROTEAN II electrophoresis cell’ de 

BioRad. Les compositions des gels, des tampons et des solutions de coloration et de décoloration sont 

données en annexe 25.  

 
Les protéines sont dénaturées par un chauffage à 100°C pendant 5 min. Le chauffage à 100°C en 

présence de DTT dénature les protéines et le SDS du tampon de Laemli se fixe sur les protéines 

dénaturées. Le SDS étant chargé négativement, les protéines migrent vers le pôle positif de 

l’électrophorèse. Les échantillons de protéines sont déposés avec un volume de tampon de Laemli ainsi 

que du bleu de charge contenant notamment du glycérol qui alourdit l’échantillon afin que celui-ci se 

dépose bien au fond du puits. La migration se fait sous une tension de 60 volts lorsque les échantillons se 

trouvent dans le gel de concentration (~30 min) puis pendant environ 2 heures sous une tension de 80 à 

100 volts dans le gel de migration jusqu’à ce que les marqueurs de taille soient bien séparés et que le 

front de migration sorte du gel.  
                                                           
69 BSA pour bovine serum albumin 

70 SDS-PAGE pour Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
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Après migration, le gel est immergé dans une solution de coloration sur la nuit sous agitation douce. Le 

gel est ensuite décoloré par des bains successifs de solution de décoloration sous agitation faible. Cette 

étape est renouvelée jusqu’à ce que la décoloration soit suffisante. Enfin le gel est transféré dans de 

l’eau sous agitation douce.  



- Matériels et méthodes - 

| 178 

Figure 63 | Agro-infiltration d’une feuille de Nicotiana benthamiana. La seringue est remplie d’une solution 
d’Agrobacterium tumefaciens transformés qui sont injectés par pression dans la partie abaxiale de la feuille.  

II.10  Obtention de plantes transgéniques  
 
II.10.1  Transformation transitoire de feuilles de tabac 
 
Une pré-culture de bactérie contenant le construit à tester est diluée dans 5 mL de LB avec les 

antibiotiques appropriés. Deux autres pré-cultures d’agrobactéries C58 de la construction P19 sont 

réalisées dans 5 mL de LB avec les antibiotiques gentamycine (20 mg.L-1) et kanamycine (50 mg.L-1). Les 

pré-cultures sont mises à 28°C pendant une nuit sous agitation (200 ppm).  

 
Le lendemain, une mesure à DO600nm est réalisée et les bactéries sont diluées dans le LB supplémenté en 

antibiotiques pour atteindre une DO600nm = 0,3. A partir de ces pré-cultures, des cultures de volume de 30 

mL (en fonction des plantes à inoculer) sont préparées avec du LB additionné des antibiotiques et 

incubées à 28°C et agitées à 220 rpm jusqu’à atteindre une DO600nm = 0,5. La culture est ensuite 

centrifugée à 4000 rpm pendant 10 min à température ambiante. Le surnageant est éliminé et le culot 

resuspendu dans une le milieu d’induction (5 mL MES 1M ; 400 µL NaH2PO4 0,5 M; 2 mL acétosyringone 

10mM ; 0,5 g glucose ; le pH est ajusté à 5,6 avec du NaOH et le volume est porté à 100 mL avec de l’eau 

distillée). La culture est  à nouveau centrifugée à 4000 rpm pendant 10 min à température ambiante et 

23 µL de milieu d’induction sont ajoutés pour porter le volume total à 30 mL. Sur les deux cultures de 

P19A, une est mélangée avec un volume égal de la suspension du construit à tester et laissée à 

l’obscurité pendant deux heures. L’autre culture est gardée intacte à l’obscurité et servira de contrôle.  

 
Les feuilles de tabac sont inoculées sur leur partie 

abaxiale en grattant délicatement la surface de la feuille à 

l’aide d’un cône de pipette. L’injection est réalisée avec 

une seringue de 1 mL sans l’aiguille (figure 63). Les 

feuilles sont ensuite séchées entre deux feuilles de papier 

absorbant et la partie inoculée est marquée délicatement 

avec un feutre noir. Les analyses des plantes au 

microscope confocal et l’extraction des feuilles pour une 

analyse GC-MS sont réalisées 5 à 6 jours plus tard.    
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II.10.2  Transformation stable de plants de Pelargonium et de tabac 
 
Nous prendrons l’exemple du Pelargonium mais la technique et le protocole sont très similaires pour la 

transformation du tabac.  

 
Obtention des explants 
  
Des plantules de Pelargonium sont cultivées en pots stériles en CIV sur un milieu de culture (annexe 26). 

La transformation se fait à partir de plants âgés d’environ cinq semaines. La transformation du 

Pelargonium avec une souche d’A. tumefaciens contenant le vecteur d’expression des gènes GUS71, GES, 

EDS est réalisée sur une centaine de disques foliaires prélevés sur des jeunes feuilles. Comme témoin de 

transformation, une centaine de disques foliaires sont transformés avec une souche d’A. tumefaciens 

contenant le vecteur pKFWG2 dans lequel la GFP est exprimée de façon constitutive. 

 
Préparation des bactéries 
 
A partir d’une colonie transformée avec le vecteur d’intérêt et isolée ou à partir d’un stock glycérol, Une 

culture de 5 mL de LB est ensemencée avec les antibiotiques adéquats (rifampicine [50 mg.L-1] ; 

gentamycine [20 mg.L-1] ; streptomycine [50 mg.L-1] dans ce cas) et incubés sous agitation (220 rpm) la 

nuit à 26-27° C. Le lendemain, 1 mL de préculture est porté à 25 mL avec du LB (+ antibiotiques) et de 

nouveau mis à croître pour la nuit. Le lendemain la DO660nm est prise jusqu’à atteindre une valeur de 0,5 

ou la culture est diluée si besoin. La culture bactérienne est ensuite centrifugée 5-10 min à 500 g, le 

surnageant est éliminé et le culot lavé avec du milieu liquide SRM72 sans hormone (annexe 27).  

 
Transformation des explants 
 
Les disques foliaires (pré-cultivés 2 jours à l’obscurité) sont mis en contact 20 min sous une faible 

agitation à 27°C dans des bocaux stériles avec 20 mL de suspension bactérienne DO660nm= 0,5. Les 

disques foliaires sont alors mis à sécher rapidement sur papier filtre stérile, puis placés dans des boîtes 

de pétri contenant le milieu SRM + acétosyringone (AS100µM) face supérieure vers le haut. Les boîtes sont 

alors mises à l’obscurité pendant 2 jours. On procède de la même manière avec les témoins (milieu SRM 

+ acétosyringone mais sans culture bactérienne). 

                                                           
71 GUS pour β-glucuronidase 

72 SRM pour 



- Matériels et méthodes - 

| 180 

Après les 2 jours d’obscurité, les explants sont cultivés sur un milieu SRM avec les antibiotiques 

augmentin (500 mg.L-1) et kanamycine (100 mg.L-1) ainsi que les hormones ANA (0,2 mg.L-1) et BAP (0,5 

mg.L-1). Les boîtes de pétri sont parafilmées et mises à l’obscurité pendant trois semaines, puis une 

semaine à la lumière diffuse et enfin de façon permanente à la lumière. Les explants, puis les cals, sont 

repiqués toutes les trois semaines sur le même milieu jusqu’à la formation de bourgeons puis de 

plantules.  

 
Entretien des transformants 
 
Lorsque les bourgeons apparaissent et sont suffisamment grands, ils sont repiqués sur le milieu EM 

(milieu d’élongation, annexe 27) toutes les six semaines jusqu’à pouvoir isoler les plantules. Celles-ci 

seront alors cultivées en phytotron.   
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III.  TECHNIQUES DE BIO-INFORMATIQUE 
 
III.1  Préparation d’une banque d’ADNc normalisée et pyroséquençage 454 
 
Un total de 75 µg d’ARN totaux a été envoyé à Eurofins MWG GmbH pour la fabrication d’une banque 

normalisée et son séquençage. Brièvement, la qualité des ARN a été vérifiée par électrophorèse 

capillaire à l’aide du système MultiNA de Shimadzu. Après un traitement à la DNase, les ARN 

polyadénylés ont été isolés et les ADNc ont été synthétisés. Le premier brin d’ADNc a été obtenu à l’aide 

d’une amorce composée de 6 nucléotides aléatoires. Ensuite, les adaptateurs 454 A 

(CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG) et B (CTGAGACTGCCAAGGCACACAGGGGATAGG) ont été ligués 

aux terminaisons 3’ et 5’ de l’ADNc avant amplification. La normalisation a été effectuée par un cycle de 

dénaturation et de réassociation de l’ADNc. Les ADNc double brin réassociés ont été séparés des ADNc 

simple brin en passant le mélange sur une colonne d’hydroxylapatite. Après cette étape de 

chromatographie, les ADNc simple brin ont été amplifiés par PCR. Les ADNc dont les tailles sont 

comprises entre 500 et 1200 paires de bases ont été sélectionnés à l’aide d’une séparation sur gel 

d’agarose et ont été analysés par électrophorèse capillaire. Ensuite une PCR en émulsion et un 

séquençage GS FLX (454/Roche) ont été réalisés. 

 
 
III.2  Analyse des séquences obtenues 
 
Les lectures ont été nettoyées par le prestataire. Nous avons vérifié leur qualité à l’aide du logiciel FastQ 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) (fastqc_report.html). Les lectures ont été 

assemblées avec le logiciel CAP3 (Huang and Madan 1999) avec un seuil minimum d’identité de 

séquence de 90% sur un minimum de recouvrement de 40 bases. Les séquences ont été annotées en 

comparant les séquences assemblées aux séquences protéiques d’Arabidopsis (The Arabidopsis 

Information Resource (TAIR, V10: http://www.arabidopsis.org/), à l’aide du programme Blastx. Les 

séquences ont ensuite été classées de façon fonctionnelle à l’aide du catalogue FunCat de l’IBSB 

(Institute of Bioinformatics and Systems Biology) (http://www.helmholtz-

muenchen.de/en/ibis/resourcesservices/services/funcat-the-functional-catalogue/index.html) comme 

décrit par Legrand et al. (2010). Plusieurs programmes codés en langage Perl ont été construits pour 

l’assemblage, l’annotation et la classification fonctionnelle des séquences.  

http://www.arabidopsis.org/
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IV.  TECHNIQUES CYTOLOGIQUES 
 
IV.1  Microscopie électronique à balayage environnemental  
 
Pour la microscopie électronique environnementale à balayage, des morceaux de feuilles sont découpés 

et directement collés sur un support. Ce support est ensuite placé dans la chambre à pression contrôlée 

d’un microscope Hitachi S-3000N. Les échantillons sont maintenus à une température comprise entre 

+4°C et -20°C grâce à l’effet Pelletier. Une pression de 110 Pa et une tension de 15 kV sont appliquées 

pour les observations.  

 
 
IV.2  Microscopie confocale 
 
Pour les études de localisation subcellulaire, les zones des échantillons, transformées de façon 

transitoire, sont prélevées à l’aide d’un scalpel et placées entre lame et lamelle dans une goutte d’eau. 

Les observations sont effectuées à l’aide d’un microscope à balayage confocale droit Zeiss Axioplan 2 

équipé du système confocale LSM 510 (plate-forme PLATIM, INSERM-ENS Lyon). La GFP est excitée par 

une longueur d'onde de 488 nm émise par un laser Argon/krypton. Un filtre d’émission BP 505-550 nm 

est utilisé. Les observations se font soit à l’aide d’un objectif Plan-Neofluar 10 x0,3 Ph1, soit à l’aide d’un 

objectif à immersion à eau de type C-Apochromat 40x/1,2 W. Les images et empilements obtenus sont 

enregistrés, analysés et annotés grâce au logiciel LSM5 Image Browser (Zeiss). 
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V.  TECHNIQUES D’ANALYSES DU PARFUM 
 
 
L’extraction peut s’effectuer par des entraînements à la vapeur d’eau, des extractions solvants, qui 

représentent les extractions les plus connues avec aujourd’hui de nouveaux solvants d’extraction à notre 

disposition. Les techniques d’extraction les plus anciennes sont toujours utilisées dans l’industrie de la 

parfumerie. Ces techniques sont bien connues, peu onéreuses et nécessitent peu d’appareillage par 

rapport à l’extraction plus récente telle que l’extraction au CO2 supercritique ou encore l’extraction par 

micro-onde avec vide séquentiel. La figure 64 représente différents procédés d’extraction et de 

purification utilisés chez IFF-LMR. 

 
 

 
 
 
 
 

Figure 64 | Schéma simplifié des principaux procédés physico-chimiques d’extraction et de purification ainsi que 
leurs extraits associés, destinés à la parfumerie et aux arômes alimentaires. Les cercles de couleurs représentent 
les opérations unitaires utilisées pour traiter un produit. Les boîtes rectangulaires de couleurs correspondent aux 
produits finis ou semi-finis prêts pour une commercialisation.  
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V.1  Extraction par solvant 
 
V.1.1  Extraction à partir de végétal frais 
 
L’extraction par solvant existe depuis la fin du XIXème siècle. Vers 1870, Louis-Maximin Roure envisage 

de concentrer des lavages alcooliques afin d’obtenir des « essences concrètes de pommade » 

entièrement solubles dans l’alcool. Ce n’est qu’en 1879, que les recherches de Naudin et de Schneider 

permettent d’utiliser l’éther de pétrole pour l’extraction des produits floraux. 

 
Ces techniques d’extractions mettent en jeu un solvant, autre que l’eau, pour extraire les composés 

volatils d’une matière première. Il existe évidemment une multitude de solvants (dichlorométhane, 

hexane, cyclohexane, …) qui se différencient par leur polarité et leur pouvoir d’extraction. Des composés 

plus ou moins polaires pourront ainsi être extraits selon leurs affinités avec le solvant utilisé ce qui 

donnera un produit final spécifique. Cette technique est aussi appelée extraction totale car les solvants 

utilisés sont beaucoup moins sélectifs que la vapeur d’eau. La technique de l’extraction par solvant est 

très utilisée en parfumerie, elle permet d’aboutir à un produit appelé concrète. Une concrète par 

définition est une substance solide ou semi solide résultant de l’extraction par un solvant organique 

apolaire d’une matière végétale fraîche.  

 
L’obtention d’une concrète est basée sur la solubilité des composés de la matière végétale. 

Généralement, la plupart des produits odorants passent en solution. Etant donné que plusieurs solvants 

peuvent être utilisés, il peut alors y avoir plusieurs concrètes différentes pour une même matière 

première. Par exemple, une extraction particulière est également très utilisée en parfumerie. C’est 

l’extraction d’une matière première par l’alcool, ici l’éthanol, permettant d’aboutir à un résinoïde. La 

méthode d'obtention d'un résinoïde est comparable à celui d'une concrète, Il y a d’ailleurs souvent 

confusion entre ces deux termes. Le résinoïde alcool s'effectue en général sur une matière végétale 

sèche (gommes…) tandis que la concrète s'effectue sur une matière première fraîche. Si on devait faire 

une extraction à l’alcool sur un végétal frais, l’eau contenue dans ce dernier abaisserait le titre de l’alcool 

d’extraction. Le produit obtenu s’appelle un résinoïde parce que généralement les produits visés par ce 

type d’extraction sont plutôt des résines, des gommes, des baumes. Les avantages et désavantages de 

cette extraction sont indiqués dans le tableau 9.  

 
L’absolu par définition est le résultat du traitement que l’on fait subir à une concrète de façon à la rendre 

soluble à 10 % dans l’alcool. Ce traitement consiste en plusieurs lavages à l’alcool de la concrète puis en 
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un glaçage à -20 °C afin de faire précipiter tous les agents gras, les cires non solubles et un filtrage sur 

célite pour éliminer ces derniers. Le produit purifié obtenu lors de l’évaporation de l’alcool constitue 

l’absolu tandis les produits insolubles recueillis à la filtration sont appelés les cires. 

 
Tableau 9 | Avantages et inconvénients de l’extraction par solvant 
 

Avantages Inconvénients 
Température d’extraction basse Solvant résiduel 
Diversité des extractions Risque de dégradation 
Quantités de solvant minimum Perte de composés volatils 
Procédé continu Rendement généralement faible 
 
 
V.1.1.1 Les extractions aux laboratoires 
 
Trois types d’extractions ont été réalisés dans le cadre de cette thèse : 
 
- Des extractions sur des quantités importantes de végétal sont réalisées au laboratoire LMR-IFF sur des 

Pelargonium cultivés à Grasse afin de disposer de suffisamment de matière pour pouvoir transformer la 

concrète en absolu et faire une évaluation par les parfumeurs.  

 
- Des micro-extractions, réalisées en Egypte pour le suivi du rendement et de la composition de l’essence 

de la plantation et de l’épuisement du végétal après distillation. 

 
- Des micro-extractions, réalisées au LBVpam pour une analyse chimique des composés d’un grand 

nombre de Pelargonium cultivés dans les serres du LBVpam. Cette extraction a aussi été utilisée pour 

extraire des feuilles de Nicotiana benthamiana transformé de façon transitoire ou stable.  

 
 

V.1.1.2 Réalisation d’absolu au laboratoire de IFF-LMR 
 
L’extraction par solvant se fait à l’aide d’un appareil soxhlet qui est composé d’une chambre d’extraction 

où se trouve confinée la matière première dans une cartouche de cellulose. Cette chambre possède deux 

bras en verre. Le premier, d’un diamètre plus important est le chemin de distillation et connecte les 

vapeurs de solvant produites dans le ballon et le refroidisseur, situé à la verticale de la chambre 

d’extraction. Le deuxième bras connecte, au moyen d’un siphon, le bas de la chambre d’extraction au 

ballon rempli du solvant d’extraction (figure 65).   

 



- Matériels et méthodes - 

| 186 

La cartouche de cellulose est placée dans le centre de la chambre d’extraction et est remplie jusqu’à la 

hauteur du siphon par la MP73 à extraire finement coupée (feuilles, tiges…) ou cryobroyée préalablement 

(bois, gousses, baies…). Le ballon est rempli par un volume deux à trois fois supérieur à la contenance de 

la chambre d’extraction. Un barreau magnétique d’agitation est aussi ajouté dans le ballon afin d’éviter 

de brûler le produit extrait.   

 
Le chauffe-ballon est ensuite mis en marche en prenant bien soin de contrôler précisément la 

température du thermostat. La consigne de température sera fonction bien évidemment de la 

température d’ébullition du solvant mis en œuvre. Une température trop haute induira un débit de 

vapeur important et donc un risque que le refroidisseur ne soit plus capable de refroidir efficacement les 

vapeurs de solvant avec un risque de fuite à l’extérieur du montage. La mise en place d’une garde de 

sécurité est d’ailleurs conseillée. Les vapeurs du solvant vont passer par le bras de distillation pour se 

condenser au-dessus de la chambre d’extraction jusqu’à le remplir jusqu’au niveau du siphon. La 

chambre d’extraction se videra alors par siphonage et un nouveau cycle redémarrera. 6 cycles 

d’extractions sont suffisants pour une bonne extraction.  

 
Après l’extraction, l’évaporation du solvant dans un rotavapeur se fera sous vide peu poussé au début 

afin de ne pas perdre de molécules volatiles mais sera terminé avec un vide plus poussé. L’extrait qui en 

résulte est la concrète.  

 
Afin de se débarrasser des cires et autres composés insolubles à 10% dans l’alcool, la concrète sera 

chauffée doucement puis mise en contact avec un volume dix fois supérieur en alcool 96°. Ce mélange 

sera ensuite glacée à -20°C puis filtré sur célite. Le filtrat sera ensuite de nouveau lavé deux fois afin de 

ne pas perdre les molécules odorantes restées piégées sur le filtre. La totalité de l’alcool sera alors 

évaporé doucement sous vide à l’aide d’un rotavapeur. L’évaporation sera ensuite finie sous haut vide 

afin de s’assurer l’évaporation totale de l’alcool. Le produit obtenu est l’absolu directement utilisable par 

les parfumeurs ou pouvant subir d’autres opérations comme une distillation moléculaire pour le 

décolorer notamment.  

                                                           
73 MP pour Matière première 
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V.1.1.3 Réalisation de micro-extractions au LBVpam 
 
Un micro-extrait est obtenu à partir d’un gramme de jeunes feuilles qui seront mises en contact avec 2 

mL d’hexane auquel il aura été rajouté du camphre comme standard interne à une concentration de 300 

mg.L-1. Le camphre sert ainsi à l’homogénéisation des analyses même si avec de si faibles quantités, le 

rendement est approximatif. L’extraction est réalisée sur la nuit à 4°C dans des flacons en verre à 

bouchon à vis étanches. L’extrait est ensuite récupéré dans des flacons adaptés au passeur du GC74. Le 

rendement de certains Pelargonium étant très faible, une concentration sous air pulsé de l’extrait peut 

être nécessaire. Ces extractions sont utilisées pour une comparaison chimique des différentes espèces et 

cultivars de Pelargonium ainsi que pour les suivis des composés lors de l’étude des cultivars ‘rosat Chine’, 

‘rosat Bourbon’, ‘rosat Égypte’ et ‘rosat Grasse’ soumis à des conditions  différentes de températures et 

de substrats.  

                                                           
74 GC pour Chromatographie en phase gazeuse 

Figure 65 | A – Schéma d’un appareil soxhlet pour l’extraction à l’aide d’un solvant organique d’une matière 
première solide à destination de la parfumerie. B – Montage d’un soxhlet de laboratoire lors d’une extraction de 
feuilles de Pelargonium odorant (IFF-LMR)     
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V.1.1.4 Réalisation de micro-extractions au champ en Égypte 
 
Un micro-extrait en champ pour le suivi du rendement et de la qualité de l’essence est obtenu à partir 

d’environ quarante feuilles représentatives du plant (petites et grandes). Ces feuilles sont prélevées à 

différents endroits sur la plante (au sommet, à la base, exposées au soleil et au vent ou non-exposées…).  

Les feuilles sont ensuite extraites avec 50 mL d’hexane auquel il a été ajouté du camphre comme 

standard interne à une concentration de 300 mg.L-1. Les 50 mL d’hexane sont ensuite évaporés au 

rotavapeur pour concentrer l’extrait jusqu’à l’obtention de 5 mL de solution. Ce concentré sera séché si 

nécessaire sur Na2SO4 et injecté en GC-FID pour une quantification. Des extractions sur le matériel 

végétal épuisé après la distillation sont réalisées avec le même protocole afin de vérifier l’épuisement de 

la matière végétale après distillation et la bonne efficacité de celle-ci.   
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V.2  Distillation par vapeur d’eau 

 
V.2.1  Le principe de l’hydrodistillation et de la distillation à la vapeur d’eau 
 
Les techniques d’hydrodistillation et de distillation vapeur sont très utilisées pour extraire les composés 

organiques volatils notamment dans les matières premières naturelles pour la parfumerie. La distillation 

d’un liquide consiste à le vaporiser par la chaleur, à recueillir sa vapeur, et à la liquéfier par 

refroidissement. La matière première végétale est placée dans un ballon rempli d’eau ou dans une 

colonne de distillation au-dessus d’un générateur de vapeur. L’eau qui est ensuite chauffée va passer de 

son état liquide à son état vapeur et va traverser les cellules végétales de la matière première. L’eau 

dans son état vapeur va entraîner les composés volatils libérés par la plante par des liaisons de type Van-

Der-Waals. Ces vapeurs seront condensées ce qui permet de récupérer par simple décantation une 

phase organique constituée de composés volatils appelée HE.  

 
Ces techniques présentent de nombreux avantages : elles sont simples à réaliser de façon expérimentale, 

et ne présentent aucun risque de toxicité. De plus, seuls les composés les plus volatils sont entraînés, les 

HE obtenues sont généralement de haute qualité organoleptique (tableau 10). 

 
Cependant, ces techniques possèdent également des inconvénients. Le temps d’extraction est 

généralement assez long. La forte chauffe peut engendrer des dégradations pour les composés 

thermosensibles. Certaines molécules peuvent être facilement hydrolysées, cyclisées, décarboxylées, 

transposées avec l’acidité que produisent les matières végétales fraîches, ce qui peut causer une perte 

de qualité de l’HE (particulièrement dans le cas de l’hydrodistillation). D’autre part, les produits volatils 

extraits sont organiques donc généralement apolaires, ce qui veut dire qu’ils ne sont pas solubles dans 

l’eau. Malheureusement ce n’est pas vrai pour tous les composés, plus particulièrement les composés 

oxygénés. Par exemple, l’HE de rose possède une odeur différente de celle d’un absolu rose. En effet, 

l’alcool phényléthylique qui représente quantitativement une grande partie des COV de la fleur est 

miscible dans l’eau. Donc dans l’HE de rose, on ne retrouvera que très peu d’alcool phényléthylique. A 

l’inverse, dans un absolu de rose, extrait au solvant, l’alcool phényléthylique sera un composé 

majoritaire de l’extrait. 
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Tableau 10 | Avantages et inconvénients de la distillation vapeur 

 

Avantages Inconvénients 
Produit de haute qualité organoleptique Température de distillation élevée (100°C) 
Simplicité de la technique et de sa mise en œuvre Temps d’extraction long 
Pas de risque de toxicité, produit naturel Risque de dégradation des composés thermosensibles 
Pas de solvant résiduel Risque d’hydrolyse 
 Perte de composés volatils 
 Risque de perte des composés miscibles dans l’eau 
 Rendement généralement faible 
 
 
V.2.2   Obtention d’une HE de Pelargonium au laboratoire de IFF-LMR 
 
Pour la distillation de feuilles de Pelargonium, la distillation vapeur sera utilisée, comme cela se fait 

traditionnellement de façon industrielle. Un appareillage de type Clevenger est installé sur un montage 

d’hydrodistillation (figure 66). Le Clevenger est un petit décanteur permettant de séparer l’HE 

fraîchement distillée de la phase aqueuse. De plus cet appareil de laboratoire est doté d’un retour 

(cohobation) permettant à l’eau de retourner dans le milieu réactionnel, tout comme l’hydrodistillateur 

en version industrielle. Industriellement, la distillation se réalise dans les mêmes proportions entre la 

matière première et l’eau qu’au laboratoire.  

 
Environ 1 à 2 kg de feuilles de Pelargonium sont chargés dans la colonne de distillation. L’eau se trouvant 

dans le ballon de 10 L est mise à chauffer jusqu’à l’évaporation et en s’évaporant, traverse la matière 

végétale. Cette eau à 100°C fait ainsi exploser les trichomes glandulaires où se trouve stockée l’HE du 

Pelargonium. Une fois chargée en composés volatils cette eau sera condensée et retombera dans le 

Clevenger. L’HE décantera alors à cause de la différence de densité et de l’hydrophobicité des composés 

volatils. Les composés hydrosolubles ne seront quant à eux pas récupérés dans l’HE. L’eau excédentaire 

remplira le tube de cohobation et retournera ensuite dans la colonne de distillation.  Si les rendements 

en HE sont faibles pour le végétal travaillé, il est possible de piéger l’HE dans une phase hexanique 

(cyclohexane ou hexane). Cependant cette phase hexanique piègera aussi des composés hydrosolubles. 

Les deux extraits seront donc différents.  La distillation est arrêtée après 2-3 heures   car on considère 

que le matériel végétal est alors épuisé. L’HE est alors récoltée puis séchée sur sulfate de sodium 

anhydre  (Na2SO4) avant d’être injectée en GC-MS75 ou GC-FID76. 

                                                           
75 GC-MS pour Chromatographie en phase gazeuse - Spectrométrie de masse 

76 GC-FID pour Chromatographie en phase gazeuse - Détecteur à ionisation de flamme 
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Figure 66 | A – Schéma d’un appareil de distillation vapeur de laboratoire pour la fabrication d’HE. B – Montage 
d’un appareillage de distillation vapeur de laboratoire  lors d’une fabrication d’HE de Pelargonium odorant (IFF-
LMR)     
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V.2.3   Obtention d’une HE de Pelargonium en conditions industrielles en Égypte 
 
Une fois le matériel végétal récolté, celui-ci est transporté et chargé dans les alambics de distillation. La 

distillerie se trouve juste à côté des champs. Les gains de rendement et de productivité obtenus par une 

amélioration des procédés d’extraction dans le cas d’une distillation vapeur simple d’un matériel rapide 

à distiller sont souvent moins importants qu’avec un travail sur le végétal lui-même. Cependant, ces 

améliorations sont rapides et demandent peu d’investissement en matériel et en recherche.  

 
La distillation du Pelargonium se déroule comme schématisée sur la figure 67 et présentée en annexe 

28. Les alambics de 3000 L sont chargés avec environ 1000 Kg de végétal qui sont distillés pendant 60 à 

90 min avec un débit de 2 L d’eau.min-1 (120-180 L pour 1000 Kg de plante). L’alambic est alimenté par 

une vapeur directe sous 2 bars de pression (1800 L.min-1 de vapeur à 120°C). La vapeur se détent ensuite 

et traverse la masse végétale à un débit de 3400 L.min-1. Le temps de séjour de la vapeur dans l’alambic 

est d’environ 20-25 sec. 1000 Kg de végétal permettent de produire 1,1 Kg d’HE (rendementmoy. = 0,11%).   

 
V.2.4   Obtention d’une HE Pelargonium par stripping en Égypte 
 

Dans certains cas, des expériences de stripping ont été effectuées après la distillation. Le principe du 

stripping est de redistiller l’eau de décantation chargée en composés organiques avec une quantité très 

inférieure de vapeur afin qu’une fois condensée, cette eau soit sursaturée. Le volume d’eau contenant 

ces composés passe de 10 à 1 si l’on travaille avec un ratio de 10%. Le ratio vapeur d’eau/eau à stripper 

dépend de la charge et de la composition de l’effluent en COV ainsi que du design de la colonne. Une 

colonne très efficace développera une surface d’échange très importante entre les deux fluides mis en 

contact, abaissant ainsi le ratio vers les 2-3%.  

 
L’eau à stripper est préchauffée à environ 95°C. Cette eau est ensuite dispersée en tête de colonne 

(figure 68) tandis que la vapeur est produite sous la colonne et s’élève à contre-courant dans celle-ci. La 

colonne de stripping est composée de plusieurs étages séparés par des plateaux troués. Sur ces plateaux 

sont disposés un garnissage inerte (ici de petits cylindres d’acier inoxydable) dont l’intérêt est de 

développer la surface d’échange la plus importante. Lors de son contact avec l’eau qui descend la 

colonne par gravité, la vapeur d’eau qui monte à contre-courant se charge en composés organiques 

jusqu’au sommet de la colonne. La vapeur passe alors dans la deuxième partie de l’appareillage où elle 

sera condensée et décantée. L’huile obtenue est considérée comme une HE car elle provient 

exclusivement d’une distillation. L’eau de décantation, à nouveau à saturation, sera renvoyée dans le 

réservoir d’eau à saturation pour être à nouveau strippée. 
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Génération de 
vapeur d’eau 

Distillation du 
Pelargonium 

Condensation de 
la vapeur 

Décantation de 
l’HE  

Production de chaleur par fuel lourd 

Génération de la vapeur d’eau saturée à 8 bars 
(170°C) 
Transfert de la vapeur d’eau vers l’alambic de 
distillation et détente jusqu’à 2 bars (120°C) avec 
un débit de 1800 L.min

-1 
La vapeur d’eau traverse la masse végétale en 
faisant exploser les trichomes et se charge d’HE 
avec un débit de 3400 L.min

-1 
. 

La vapeur d’eau, maintenant à Patm, s’échappe par 
le dessus de l’alambic de distillation. 
L’eau de refroidissement est pompée dans le sol 
pour condenser la vapeur d’eau. 
L’eau de refroidissement, réchauffée, est envoyée 
dans un refroidisseur pour être réutilisée.  

L’eau condensée et chargée d’HE est transférée 
dans le décanteur avec un débit de 2 L.min

-1
. 

L’HE, plus légère que l’eau, décante dans une 
phase hydrophobe au-dessus de l’eau pour être 
récupérée. 

L’eau épuisée est jetée.  

Figure 67 | Schéma représentant les principales étapes de la distillation du Pelargonium en Égypte 
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Figure 68 | Unité de Stripping utilisée pour extraire l’eau à saturation en COV venant de la distillation du 
Pelargonium 



-  Matériels et méthodes - 

| 195 

Phase aqueuse 

Phase CH2Cl2 

Phase CH2Cl2 +  
Molécules organiques 

Séchage sur Na2SO4 

 
V.2.5  Extraction sur des eaux de distillation  
 
Afin de quantifier les composés présents dans l’eau de distillation, on extrait cette phase aqueuse avec le 

solvant organique, dichlorométhane (CH2Cl2).  Cette eau est épuisée au moyen d’extractions liquide-

liquide successives et les composés sont ainsi récupérés dans la phase organique. Cette extraction sera 

très utile aussi pour mettre au point les différents paramètres de stripping. 

 
100 mL d’eau à analyser sont prélevés dans un flacon auquel est ajouté 1 mL d’éthanol contenant le 

standard interne (méthyle undécanoate) à une concentration de 5000 mg.L-1. Il est important d’ajouter 

le standard interne avant de commencer l’extraction. Ces 100 mL d’eau sont alors extraits dans une 

ampoule à décanter avec 30 mL de CH2Cl2 (figure 69). L’ampoule est agitée fortement pour avoir un bon 

contact entre les deux phases et est ensuite reposée pour une bonne séparation des phases. La phase 

organique, se situant sous la phase aqueuse, est soutirée et passée à travers un filtre papier rempli de 

sulfate de sodium pour être séchée. Cette opération d’extraction liquide-liquide sera répétée trois fois 

avec le même volume de CH2Cl2 pour épuiser complétement la phase aqueuse. La solution obtenue est 

alors concentrée à l’aide d’un rotavapeur.  

Figure 69 | Extraction liquide-liquide des eaux de distillation avec un solvant organique (CH2Cl2) 
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V.3 Analyse des composés volatils par GC-FID et GC-MS 
 
Certaines analyses ont été réalisées au laboratoire de Grasse et d’autres au LBVpam de l’université de 

Saint-Etienne. Les deux laboratoires n’ayant pas le même type d’équipement, celui-ci sera précisé à 

chaque fois que nécessaire.  

 
V.3.1  GC-FID 
 
Equipement IFF-LMR 
 
La chromatographie gazeuse a été réalisée au moyen d’un appareil Agilent® 6890N équipé avec un 

détecteur FID. La colonne est une colonne  Varian® CP 7739 CP sil 5CB 25mx0.32mmx0.4µm, le flux à 

l’intérieur de la colonne est de 1,9 mL.min-1 (He). Le ratio de split est de 50:1 et le programme de 

température du four est 60°C-10mn/2°C.min-1jusqu’à 300°C/10mn. Le volume d’injection est de 1µl. La 

fréquence de signal est de 50hz. 

 
 
V.3.2  GC-MS 
 
Equipement IFF-LMR 
 
GCMS 5973  
 
Les analyses GC-MS ont été réalisées sur une colonne capillaire apolaire Agilent® HP-1-MS (100% 

diméthylpolysiloxane, 60 m × 0.25 mm d.i.77 × épaisseur de film de 0.25 µm) montée sur un appareil 

Agilent® HP 6890 – MS HP 5973. Le gaz vecteur est de l’He à flux constant de 1 mL.min-1. La température 

de l’injecteur est de 250°C, le ratio de split de 1:110. Le programme de température est le suivant: 60°C - 

10 min/ 2°C.min-1 jusqu’à 300°C/ 300°C - 20 min. La température de la source d’ions est de 230°C, la 

température du Quadrupole de 150°C, la température de la ligne de transfert de 310°C, l’énergie 

d’ionisation de 70eV et les spectres de masse des électrons ionisés sont acquis pour une masse allant de 

40  à 450 uma78. 

 

                                                           
77 d.i. pour diamètre intérieur 

78 uma pour unité de masse atomique  
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GCMS 5977 
 
Les analyses GC-MS ont été réalisées sur une colonne capillaire apolaire Restek® Rxi (100% 

diméthylpolysiloxane, 60 m × 0.25 mm d.i. × épaisseur de film 0.50 µm) montée sur un appareil Agilent® 

HP 6890 – MS HP 5977. Le gaz vecteur est de l’He à pression constante de 44 psi. La température de 

l’injecteur est de 250°C, le ratio split de 1:25. Le programme de température est le suivant: 50°C - 2 min/ 

2°C.min-1 jusqu’à 200°C/ 5°C.min-1 jusqu’à 300°C. La température de la source d’ions est de 230°C, la 

température du Quadrupole de 150°C; la température de la ligne de transfert de 310°C; l’énergie 

d’ionisation de 70eV etles spectres de masse des électrons ionisés sont acquis pour une masse allant de 

45 à 450 uma. Un split est installé à la fin de la colonne et ce split divise l’effluant de la colonne vers deux 

détecteurs, l’un FID et l’autre MS. 

 
Equipement LBVpam 
 
GCMS 5973  
 
Toutes les analyses CG-MS au LBVpam ont été réalisées sur un appareil Agilent® GC 6850 couplé avec un 

détecteur Agilent® 5973 ion trap mass. L’appareil est équipé avec une colonne capillaire apolaire 

Agilent® DB-5 (5% phényl - 95% diméthylpolysiloxane 30 m × 0.25 mm d.i. × épaisseur de film 0.50 µm). 

Le gaz vecteur est de l’He à flux constant de 1 mL.min-1. La température de l’injecteur est de 250°C en 

mode splitless (2 µL de volume d’injection). Le programme de température est le suivant : 60°C - 40 min/ 

4°C.min-1 jusqu’à 240°C/ 240°C - 5 min. La température de la source d’ions est de 250°C, l’énergie 

d’ionisation de 70eV avec une mesure de 2.45 scans.s–1 entre 35 et 350 uma. 

 
V.4  Identification des composés 
 
IFF-LMR 
 
Les constituants ont été identifiés par une corrélation croisée des indices de retentions (IR) calculés à 

partir d’une série de n-alcanes ou n-esters et en comparant leurs spectres de masse avec une base de 

données commerciale ou la base de données interne à IFF. Les molécules les plus importantes dans l’HE 

de Pelargonium sont présentées aux annexes 29, 30 et 31. 

 
LBVpam 
 
L’identification des molécules a été réalisée en utilisant les bases de donnée Wiley, NIST 05 et le livre de 

référence Adams (Adams 2007). 
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V.5  Traitements statistiques 
 
Les analyses statistiques ont été réalisées avec R (version 2.15). L’analyse en composantes principales a 

été fait grâce au package ade4. Les analyses discriminantes ont été menées avec la fonction plsda du 

package mixOmics (Cao et al. 2011). Les composés discriminants ont été déterminés grâce à leurs 

coefficients VIP qui caractérisent l’importance de la variable dans le modèle et qui sont supérieurs à 1 

pour les composés les plus discriminants. Le dendogramme a été réalisé avec la fonction hclust du 

package stats. Chacune de ces analyses a été menée avec des matrices quantitatives de composés 

rapportées au standard interne (pourcentages de l’aire du pic).  
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VI.  PROTOCOLES DES ESSAIS DE CULTURE DU PELARGONIUM 
 
VI.1  Traitements des 17 parcelles R&D en Egypte en 2013 
 
Le champ expérimental a été séparé en 37 parcelles différentes (figure 70) pour lesquelles différents 

traitements ont été appliqués.  

 
Traitement 1 : Fertilisation en N:P:K (18:7:30). (100, 200 (contrôle), 400 et 600 kg.Ha-1). 

Malheureusement nous n’avons pu tester l’apport en CaO, MgO, Na comme cela avait été envisagé au 

début faute de temps et de disponibilité des produits.. Les fertilisants sont apportés à la plantation par 

fertirrigation, selon le programme décrit en annexe 32 (Rajeswara Rao 2002 ; Prasad et al. 2006 ; Blerot 

et al. 2015). 

 
Traitement 2 : Utilisation d’agents d’enracinement (IBA79 (0,1 et 0,2%) + Captane 10% dans du talc 

(remplacé plus tard par le Pilartop®) et Vitamine C (2 et 5 g.L-1)) pour faciliter l’enracinement (Michellon 

1975 ; Weiss 1997 ; Demarne 2002). 

 
Traitement 3 : Utilisation de la phytohormone 28-homobrassinolide (1 et 3 mg.L-1), qui est un 

brassinostéroïde qui augmenterait de façon significative la croissance. Cette hormone est diluée dans de 

l’eau puis les Pelargonium sont aspergés 3 fois (mars, avril et mai) pendant leur croissance juste avant la 

nuit avec un pulvérisateur à dos. La 24-epibrassinolide était aussi prévue dans le programme initial mais 

a été impossible à trouver à des prix abordables et a donc été abandonnée (Swamy et Rao 2009, 2010 ; 

Houimli et al. 2010). 

  
Traitement 4 : Les micronutriments comme le Zinc (100 et 200 mg.L-1) ont déjà été testés avec succès 

pour leurs effets stimulants de la croissance végétale du Pelargonium. Le Zinc est dilué en concentration 

voulue dans l’eau puis dispersé avec un pulvérisateur à dos sur les feuilles de Pelargonium juste avant la 

nuit. Trois pulvérisations ont eu lieu en mars, avril et mai. Le Zinc est connu notamment pour être 

impliqué dans la biosynthèse du tryptophane qui est un précurseur de l’IAA80, un régulateur de 

croissance (Chand et al. 2007 ; Prasad et al. 2008 ; Ayad et al. 2010).  

 

                                                           
79IBA pour Indole-3-butyric acid, hormone de la famille des auxines 

80 IAA pour Indole-3-acetic acid, hormone de la famille des auxines 
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Traitement 5 : Utilisation de la putrescine (10, 20 et 40 mg.L-1) qui est une polyamine impliquée dans la 

croissance cellulaire notamment la division cellulaire. Celle-ci a aussi été appliquée par pulvérisation en 

mars, avril et mai (Ayad et al. 2010). 

 
 
VI.2  Traitements des 10 parcelles R&D en Egypte en 2014 
 
Des combinaisons des traitements les plus intéressants de 2013 ont été utilisées pour l’année 2014. En 

tout, 10 traitements différents ont été testés (tableau 11) avec 2 réplicats sur une surface de 2500 m² (5 

fois plus importante qu’en 2013). L’application de ces traitements s’est faite selon le même protocole 

qu’en 2013 pour la fertirrigation (annexe 32). Les parcelles de contrôle ont été simplement nourries avec 

600 Kg.Ha-1 de N:P:K (18:7:30) et c’est la même quantité de fertilisant qui a été utilisée pour les parcelles 

expérimentales. La distillation du matériel végétal pour chaque traitement a dû se faire en plusieurs fois 

car la masse végétale produite était importante mais entre le début et la fin des distillations des 

parcelles expérimentales, il ne s’est pas écoulé plus de 10 jours. 

 
 
Tableau 11 | Traitements des différentes parcelles expérimentales en 2014 
 

Parcelles N:P:K (18:7:30) 
Kg.Ha-1 

Vitamine C 
g.L-1 

28-
Homobrassinolide 
mg.L-1 

Putrescine 
mg.L-1 

Zinc 
mg.L-1 

Control (3) 600     
1A et 1B 600 5 0,5    
2A et 2B 600 5 1   
3A et 3B 600 5 2,5   
4A & 4B 600 5 5   
5A & 5B 600   40  
6A & 6B 600 5  40  
7A & 7B 600 5  80  
8A & 8B 600 5   200 
9A & 9B 600 5   400 
10A & 10B 600 5 2,5 40 200 
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A 

C 

B 

D 

AXE 1 AXE 4 AXE 2 AXE 5 Control 1 AXE 2 AXE 3 AXE 5 Control 2 AXE 1 AXE 2

Fertilizers Metals Rooting Agents Plant Regulators Rooting Agents Plant Hormones Plant Regulators Fertilizers Rooting Agents

 Field 1 A Field 10 A Field 4 A Field 12 A Field 5 A Field 8 A Field 13 A  Field 2 A Field 6 A

N:P:K (18:7:30) Zinc IBA 0,1% Putrescine N:P:K (18:7:30) IBA 0,2% 28-Homo- Putrescine N:P:K (18:7:30) N:P:K (18:7:30) Vitamin C 

100 Kg.Ha-1 100 mg.L-1 Captane 10% 10 mg.L-1 200 Kg.Ha-1 Captane 10% brassinolide 20 mg.L-1 200 Kg.Ha-1 400 Kg.Ha-1 1 g.L-1

in Talc in Talc 1 mg.L-1

AXE 5 AXE 1 Control 3 AXE 4 AXE 2 AXE 5 Control 4 AXE 1 AXE 4 AXE 2 AXE 3

Plant Regulators Fertilizers Metals Rooting Agents Plant Regulators Fertilizers Metals Rooting Agents Plant Hormones

Field 14 A  Field 3 A Field 11 A Field 7 A Field 12 B  Field 1 B Field 10 B Field 4 B Field 9 A

Putrescine N:P:K (18:7:30) N:P:K (18:7:30) Zinc Vitamin C Putrescine N:P:K (18:7:30) N:P:K (18:7:30) Zinc IBA 0,1% 28-Homo-

40 mg.L-1 600 Kg.Ha-1 200 Kg.Ha-1 200 mg.L-1 2 g.L-1 10 mg.L-1 200 Kg.Ha-1 100 Kg.Ha-1 100 mg.L-1 Captane 10% brassinolide
in Talc 3 mg.L-1

AXE 2 AXE 3 AXE 5 AXE 1 Control 5 AXE 2 AXE 4 AXE 3 Control 6 AXE 5 AXE 1 AXE 2

Rooting Agents Plant Hormones Plant Regulators Fertilizers Rooting Agents Metals Plant Hormones Plant Regulators Fertilizers Rooting Agents

Field 5 B Field 8 B Field 13 B  Field 2 B Field 6 B Field 11 B Field 9 B Field 14 B  Field 3 B Field 7 B

IBA 0,2% 28-Homo- Putrescine N:P:K (18:7:30) N:P:K (18:7:30) Vitamin C Zinc 28-Homo- N:P:K (18:7:30) Putrescine N:P:K (18:7:30) Vitamin C 
Captane 10% brassinolide 20 mg.L-1 400 Kg.Ha-1 200 Kg/Ha 1 g.L-1 200 mg.L-1 brassinolide 200 Kg/Ha 40 mg.L-1 600 Kg.Ha-1 2 g.L-1

in Talc 1 mg.L-1 3 mg.L-1

E 

7,0 m 
m 

75 m 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 70 | Expérimentation sur la culture du Pelargonium en Egypte. A – Délimitation des parcelles expérimentales 
pour une première expérimentation directionnelle (2013). B et C – Suivi des parcelles expérimentales et distillation de 
chaque parcelle séparément. D – La deuxième année, seuls 10 traitements ont été approfondis sur une surface 3 fois 
plus importante pour vérifier les résultats de 2013. E – Conception de l’expérimentation sur les différentes conditions de 
cultures dans le champ expérimental divisé en 34 parcelles destinées à recevoir 14 traitements différents avec 2 
réplicats. Six parcelles servent de contrôle. 
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VI.3  Comparaison des rendements en HE de jeunes feuilles et de feuilles plus âgées 
 
Afin de quantifier la quantité d’HE présente dans les jeunes feuilles et dans les feuilles âgées dans les 

parcelles de contrôle en Egypte, nous avons extrait ces feuilles à l’hexane et quantifié les composés 

majoritaires de ces feuilles par GC-FID à l’aide du camphre comme standard interne.  

 
Pour cela 20 feuilles de longueur comprise entre 40 et 60 mm (figure 71) ont été pesées puis plongées 

dans 60 mL d’hexane camphré et gardé sur la nuit à 4°C. L’hexane a ensuite été évaporé au rotavapeur 

jusqu’à un volume de 5 mL puis injecté en GC-FID.  

 
Pour les plus jeunes feuilles de longueur comprise entre 10 et 25 mm (figure 71), il a fallu en prélever 60 

par échantillon afin d’avoir un poids suffisant. L’extraction s’est faite exactement de la même manière 

que pour les feuilles plus âgées. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VI.4  Préfanage du Pelargonium cv. ‘rosat’ à Grasse  
 
Une expérience de préfanage a été réalisée à Grasse avec les deux cultivars P. cv. ‘rosat Chine’ et ‘rosat 

Égypte’ cultivés depuis 2 ans dans un champ expérimental. Afin de limiter l’influence d’une température 

et d’un soleil excessif comme cela avait pu être le cas en Égypte, le préfanage s’est effectué en intérieur 

sous une température de 25°C et sans lumière solaire directe. Après avoir ôté les pétioles, 3 échantillons 

de feuilles ont été pesés (poids entre 70 et 110 g) au temps T0 et suivis jusqu’au jour 4. Ces feuilles ont 

été extraites aux temps t= 0, 2 et 4 jours avec environ 130 g d’hexane contenant 0,015 g de standard 

interne (camphre) pendant 3h30 à 4°C. Ces extraits ont ensuite été évaporés doucement sous un faible 

vide jusqu’à obtenir environ 5 mL d’extrait final. Celui-ci a ensuite été injecté en GC-FID et les composés 

ont été quantifiés.   

Figure 71 | Représentation des feuilles utilisées pour la quantification de l’HE par g de matière fraîche. 
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VI.5  Culture des Pelargonium cv. ‘rosat’ en conditions contrôlées au LBVpam  

 

Le but de cette expérience est de confirmer ou d’infirmer les résultats de la transplantation des cultivars 

‘rosat Chine’ et ‘rosat Bourbon’ en Égypte et de mettre en évidence un effet des conditions 

environnementales sur la production d’HE. Les 4 Pelargonium cv. ‘rosat’ ont donc été cultivés sous deux 

conditions de température et d’hygrométrie différentes. Un compartiment de phytotron a été chauffé à 

des températures mimant les conditions égyptiennes (35,5° en moyenne pendant la journée) et l’autre 

compartiment avec des températures plus basses, mimant des conditions plus tempérées (25,8°C en 

moyenne pendant la journée) (tableau 12). Pour mettre en évidence un effet substrat, nous avons fait 

venir de la plantation égyptienne plusieurs kilos de sable. Le tableau 13 résume les conditions de 

cultures pour les quatre cultivars . Les températures et l’hygrométrie ont été mesurées avec un appareil 

Kistock KT100 de Kimo®. Deux exemples de mesure sur deux semaines sont donnés en annexe 33. 

 
Tableau 12 | Conditions de cultures (Température et humidité relative) relevées durant l’expérience 
 

Conditions chaudes (compartiment 1) 
T° Jour moy. (°C) 35,5 ± 0,7 Humidité Relative (%) Jour 24,1 ± 3,2 
T° Nuit min (°C) 18,1 ± 0,3 Humidité Relative (%) Nuit 38,2 ± 4,2 
Conditions tempérées (compartiment 2) 
T° Jour moy. (°C) 25,8 ± 0,2 Humidité Relative (%) Jour 52,1 ± 4,0 
T° Nuit min (°C) 17,3 ± 0,9 Humidité Relative (%) Nuit 60,0 ± 5,1 
  
 
 
Tableau 13 | Expérience pour mettre en évidence l’influence du substrat et/ou de la température sur la qualité 
de l’HE des différents Pelargonium 
 

Conditions chaudes (compartiment 1) 
P. cv. ‘rosat Bourbon’ (4) 
Sable 

P. cv. ‘rosat Chine’ (4) 
Sable 

P. cv. ‘rosat Égypte’ (4) 
Sable 

P. cv. ‘rosat Grasse’ (4) 
Sable 

P. cv. ‘rosat Bourbon’ (4) 
Terreau 

P. cv. ‘rosat Chine’ (4) 
Terreau 

P. cv. ‘rosat Égypte’ (4) 
Terreau 

P. cv. ‘rosat Grasse’ (4) 
Terreau 

Conditions tempérées (compartiment 2) 

P. cv. ‘rosat Bourbon’ (4) 
Sable 

P. cv. ‘rosat Chine’ (4) 
Sable 

P. cv. ‘rosat Égypte’ (4) 
Sable 

P. cv. ‘rosat Grasse’ (4) 
Sable 

P. cv. ‘rosat Bourbon’ (4) 
Terreau 

P. cv. ‘rosat Chine’ (4) 
Terreau 

P. cv. ‘rosat Égypte’ (4) 
Terreau P. cv. ‘rosat Grasse’ (4) 

Terreau 
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I.  CHOIX DES TERPÈNE SYNTHASES À ÉTUDIER 
 
L’HE de Pelargonium est composée majoritairement de monoterpènes et de sesquiterpènes (Blerot et al. 

2015) Afin d’orienter la recherche de terpène synthases d’intérêt, une analyse détaillée des COV des 

principales HE du marché a été réalisée par GC-MS. Il s’agit des HE de Pelargonium x hybridum cv. ‘rosat 

Bourbon’ (HE Bourbon), ‘rosat Chine’ (HE Chine) et ‘rosat Égypte’ (HE Egypte). L’analyse de l’HE de P. cv. 

‘rosat Grasse’ (HE Grasse) cultivé en champ à Grasse et distillé en laboratoire a été analysée en GC-FID.   

  
I.1  Analyses des VOC des huiles essentielles commerciales 
 
Les résultats sont présentés dans le tableau 14. 

  
- Les composés majoritaires des 4 HE sont le géraniol, le citronellol, le citronellyl formate, le linalol et 

l’isomenthone.  

 
- Les ratios entre citronellol et géraniol (G/C) sont très variables d’une HE à l’autre, de 0,20 (HE Chine) à 

1,12 (HE Grasse). Les 2 autres huiles ont des ratios intermédiaires (0,77 pour l’HE Bourbon et 0,53 pour 

l’HE Égypte). 

 
- Deux composés présents en faibles quantités, le 6,9-guaiadiène et le 10-γ-épi eudesmol sont 

fréquemment utilisés par les parfumeurs pour caractériser l’origine des HE. L’industrie utilise peu le ratio 

Géraniol/Citronellol qui est moins fiable et peut être facilement adultéré (le géraniol et le citronellol 

synthétiques sont peu chers et disponibles sur le marché). De plus, ce ratio peut fortement varier avec 

les conditions de culture et les pratiques agricoles (résultats non publiés IFF-LMR). Le 6,9-guaiadiène 

n’est pas présent dans l’HE Égypte et très minoritaire dans l’HE Grasse (0,12%) mais présent en grande 

concentration dans l’HE Chine (7,68%) et Bourbon (5,95%). Le 10-γ-épi eudesmol se trouve en grande 

quantité dans l’HE Égypte (6,75%) et Grasse (4,33%) alors qu’il n’est pas détecté pas dans l’HE Bourbon 

et en très faible quantité dans l’HE Chine (0,11%).  

 

Pour nous guider dans le choix des TPS à caractériser, nous avons aussi analysé l’HE des parents des 

cultivars commerciaux P. cv. ‘Rosat’. Il s’agit des espèces P. capitatum, P. radens et P. graveolens 

(annexe 34). P. radens montre une très grande production de menthone et d’isomenthone. La limonène 

synthase est donc aussi une terpène synthase importante. Il est à noter que notre analyse du P. 

graveolens ressemble plutôt à une analyse d’un P. cv. ‘rosat’. Cette analyse nous indique donc qu’il y a 

une erreur d’identification de ce cultivar.   
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Tableau 14 | Analyses GC-MS81 ou GC-FID82 des HE commerciales de Pelargonium cv. ‘rosat’ 
 

 nd = non déterminé ; nq = non quantifié  
  

                                                           
80 Pelargonium cv. ‘rosat Bourbon’; P. cv. ‘rosat Chine’ et P.cv. ‘rosat Égypte’ sont des HE commerciales de qualité IFF-LMR et qui 
ont été analysées par GC-MS chez IFF-LMR. 
82 P.cv. ‘rosat Grasse’ a été cultivé et distillé à Grasse puis l’HE a été analysée par GC-FID chez IFF-LMR. 

 AREA% (GC-MS) (GC-FID)  
 HE Bourbon HE Chine HE Égypte HE Grasse Terpene synthases putatives 

cis-3-hexénol 0,03 0,04 nd 0,59  
α-pinène 0,75 0,28 0,35 0,42  
oxyde de bois de rose 0,26 0,06 0,08 0,06   
β-pinène 0,02 0,01 nd 0,01  
myrcène 0,29 0,06 0,05 0,17  
α-phellandrène 0,12 0,04 0,04 0,09  
α-terpinène 0,12 nd nd nd  
para-cymène 0,10 0,05 0,05 0,03  
β-phellandrène 0,11 0,05 nq 0,08  
limonène 0,25 0,09 0,14 0,12 Limonène Synthase 
cis-β-ocimène 0,25 0,07 0,05 0,17  
trans-β-ocimène 0,26 0,04 0,07 0,16  
linalol oxyde I 0,37 0,10 0,17 0,12 Linalol Synthase 
linalol oxyde II 0,21 0,04 0,10 0,08 Linalol Synthase 
terpinolène 0,09 0,02 0,03 nd  
linalol 9,24 2,30 4,73 8,72 Linalol Synthase 
cis-oxyde de rose 0,72 1,21 0,81 0,27 Géraniol Synthase 
trans-oxyde de rose 0,27 0,48 0,32 0,10 Géraniol Synthase 
menthone 0,54 1,79 0,80 0,21 Limonène Synthase 
isomenthone 8,02 3,88 4,95 5,33 Limonène Synthase 
menthol 0,17 0,10 0,11 0,13 Limonène Synthase 
α-terpinéol 1,17 0,21 0,36 0,67  
citronellol 18,22 34,66 28,37 26,19 Géraniol Synthase 
pipéritone 0,11 0,13 0,06 nd Limonène Synthase 
géraniol 14,11 6,77 15,06 29,43 Géraniol Synthase 
géranial 0,87 0,46 0,90 1,58 Géraniol Synthase 
citronellyl formate 9,40 12,15 7,32 5,47 Géraniol Synthase 
néryl formate 0,27 0,12 0,10 nd Géraniol Synthase 
géranyl formate 6,10 2,07 3,39 3,61 Géraniol Synthase 
phénéthyl propionate 0,12 0,03 0,03 0,05  
citronellyl acétate 0,26 0,44 0,25 0,11 Géraniol Synthase 
néryl acetate 0,02 0,01 nd nd Géraniol Synthase 
alpha cubébène 0,07 0,11 0,17 0,05  
géranyl acetate 0,51 0,16 0,47 0,36 Géraniol Synthase 
β-phénéthyl isobutyrate 0,15 0,06 0,07 0,05  
α-copaène 0,33 0,43 0,57 0,21  
β-bourbonène 0,95 1,12 1,16 0,35  
β-caryophyllène 1,09 1,30 1,30 0,67  
citronellyl propionate 0,42 0,82 0,30 0,08 Géraniol Synthase 
α-trans-bergamotène 0,22 0,01 0,01 nd  
1(5), 1, 1-guaiadiène 0,47 0,53 0,01 nd Guaiadiene Synthase 
6,9-guaiadiène 5,95 7,68 0,37 0,12 Guaiadiene Synthase 
aromadendrène 0,50 0,66 0,52 nd  
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nd = non déterminé ; nq = non quantifié 
 
Les TPS les plus importantes à caractériser seront donc :  
 
- la GES83 qui est responsable de la production du géraniol mais aussi in-fine de tous ses dérivés (tableau 

14 et annexe 29). Cela représente donc une partie très importante de l’HE pour tous les cultivars : 

Bourbon (57,36 %) ; Chine (64,83 %) ; Égypte (62,42 %) et Grasse (69,07 %). 
 

- la EDS84 et la GUAS85 sont impliquées dans la synthèse du 10-γ-épi eudesmol et du 6,9-guaiadiène or,  

ces molécules signent la qualité de l’HE et sont des traceurs importants pour l’origine de l’HE dont les 

prix peuvent aller du simple pour l’HE Egypte au quadruple pour l’HE Bourbon. 
 
 

- la LIMS86 qui produit du limonène. Celui-ci, après plusieurs transformations, sera métabolisé en 

menthone et isomenthone qui sont des molécules très importantes chez les parents P. radens et P. 

graveolens. 
 

- la LINS87 pourra être intéressante à cause de l’importance du linalol dans l’HE mais n’est pas prioritaire.  
                                                           
83 GES pour géraniol synthase 

84 EDS pour 10-γ-épi eudesmol synthase 

85 GUAS pour 6,9-guaiadiène synthase 

86 LIMS pour limonène synthase 

87 LINS pour linalol synthase 

 AREA% (GC-MS) (GC-FID)  
 HE Bourbon HE Chine HE Égypte HE Grasse Terpenes synthases putative 

géranyl propionate 1,49 0,61 0,80 0,48 Géraniol Synthase 
alloaromadendrène 0,12 0,38 0,24 0,18  
germacrène d 0,97 1,14 1,56 1,84  
β-selinène 0,15 0,37 0,16 *  
viridiflorène 0,16 1,20 0,73 0,88  
géranyl isobutyrate 0,43 0,44 0,32 * Géraniol Synthase 
gamma cadinène 0,15 0,25 0,31 0,10  
calamènène 0,16 0,72 0,52 *  
citronellyl butyrate 0,49 0,72 0,41 0,14 Géraniol Synthase 
δ-cadinène 0,51 0,92 1,03 0,34  
géranyl butyrate 1,49 0,83 1,47 0,30 Géraniol Synthase 
phénéthyl tiglate 0,69 0,72 1,01 0,63  
furopélargone 0,63 0,62 nq *  
β-caryophyllène oxyde 0,14 0,17 0,14 0,05  
géranyl valerate 0,10 0,26 0,18 *  
citronellyl caproate 0,05 0,13 0,08 * Géraniol Synthase 
10-γ-épi eudesmol ND 0,11 6,75 4,33 Eudesmol Synthase 
γ-eudesmol ND ND 0,14 0,26 Eudesmol Synthase 
citronellyl tiglate 0,27 1,00 0,35 * Géraniol Synthase 
géranyl tiglate 1,65 1,65 1,50 0,89 Géraniol Synthase 
géranyl caproate 0,08 0,05 0,12 * Géraniol Synthase 
TOTAL 93,53 93,53 91,57 96,28  
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II.  OBTENTION D’UN TRANSCRIPTOME DE FEUILLES DE PELARGONIUM CV. 
‘ROSAT GRASSE’ 

 
Le choix de séquencer le transcriptome des feuilles de P. cv. ‘rosat Grasse’ vient de plusieurs 

observations. Il produit à la fois du 10-γ-épi eudesmol et du 6,9-guaiadiène. D’après la littérature 

(Demarne 1989), ce serait l’hybride originel qui aurait ensuite été transplanté dans les autres régions 

productrices. Nous l’avions aussi à disposition en quantité importante au début des travaux.  

II.1  Analyse de la banque de transcriptome 
 

La banque d’ADNc normalisée et soumise à un pyroséquençage 454 a permis d’obtenir un total de 698 

176 lectures d’une longueur moyenne de 449 pb, et représentant 313 Mb. 517 536 lectures ont été 

assemblées dans 45 143 contigs et 180 640 lectures n’ont pu être assemblées (singletons). Notre 

transcriptome est donc composé de 225 783 séquences uniques, qui représentent 111 Mb. Sur ces 

séquences, 195 121 présentant une longueur d’au moins 100 pb ont été conservées pour la suite de 

l’analyse. Le nombre maximum de lectures par contigs est de 1228 et 33% des contigs sont représentés 

par au moins 10 lectures. Une analyse de la distribution des séquences uniques en fonction de leurs 

longueurs révèle que 50% de ces séquences sont de longueurs comprises entre 394 et 628 pb et que 10% 

ont une longueur supérieure à 918 pb.   

 
L’annotation des séquences uniques par comparaison avec les séquences protéiques d’A. thaliana, 

montre que 58005 d’entre elles (29,7%) présentent une forte homologie avec des séquences 

d’Arabidopsis (E-value ≤ 1E-30) et 55540 (28,5%) montrent une homologie plus faible (E-30 to E-5). Les 

81576 séquences uniques restantes (41,8%) ne présentent pas, ou pas significativement, d’homologie. 

Ce résultat peut être dû à la longueur moyenne de 434 pb pour ces séquences uniques, ce qui 

représente environ 220 pb de moins que la longueur moyenne des séquences annotées. 23% des 

séquences annotées (26226) présentent au moins 50% de recouvrement avec leur meilleure 

correspondance.   

 
Les résultats d’annotation sont ensuite confrontés aux données de FunCat (Ruepp et al. 2004) afin 

d’assigner une classe de fonction biologique aux séquences. Parmi les 113 545 séquences uniques 

annotées, 70987 ont présenté des homologies avec des protéines de fonction biologique connue et 

42558 avec des protéines de fonction biologique inconnue (tableau 15). Les classes de fonction les plus 

fréquemment assignées sont les classes ‘métabolisme’ (21,4%) et ‘devenir des protéines’ (13,2%) (figure 
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72). Les numéros des classes correspondent à l’ancienne notation du catalogue fonctionnel de MIPS dans 

lequel certaines classes ont été éliminées et retravaillées sans changer les numéros des classes restantes.  

 

Tableau 15 | Classification fonctionnelle des séquences 454 uniques de P. cv. ‘rosat Grasse’ 
 

Fonction classe Séquences uniques du P. 
cv. ‘rosat Grasse’ 

Séquences codantes 
d’Arabidopsis thaliana 

  nombre Pourcentage nombre Pourcentage 
Métabolisme 1 27883 21,4% 4932 19,0% 
Energie 2 3368 2,6% 453 1,7% 
Stockage des protéines 4 155 0,1% 65 0,3% 
Cycle cellulaire et Processus ADN 10 6347 4,9% 1518 5,9% 
Transcription 11 10525 8,1% 2664 10,3% 
Synthèse des protéines 12 3749 2,9% 1332 5,1% 
Devenir des protéines (arrangement, 
modification, destination) 14 17250 13,2% 3104 12,0% 

Régulation du métabolisme et de la fonction des 
protéines 18 3669 2,8% 608 2,3% 

Transport cellulaire, transport facilité et routes 
de transport 20 12962 9,9% 2419 9,3% 

Communication cellulaire/mécanismes du signal 
de transduction  30 6309 4,8% 1283 4,9% 

Sauvetage, défense et virulence cellulaire 32 7692 5,9% 1425 5,5% 
Interaction avec l’environnement  34 9330 7,2% 1651 6,4% 
Interaction systémique avec l’environnement 36 4088 3,1% 757 2,9% 
Eléments transposables, protéines virales et 
plasmidiques 38 290 0,2% 96 0,4% 

Destin cellulaire 40 2555 2,0% 450 1,7% 
Développement (Systémique) 41 4504 3,5% 1047 4,0% 
Biogénèse des compartiments cellulaires 42 6218 4,8% 1554 6,0% 
Différentiation du type cellulaire 43 1306 1,0% 218 0,8% 
Différentiation des tissus 45 584 0,4% 98 0,4% 
Différentiation des organes  47 1495 1,1% 260 1,0% 
Protéines non classifiées  99 42558  13183  
 
 
 

Figure 72 | Classification fonctionnelle des séquences 454 uniques de P. cv. ‘rosat Grasse’ 
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L’annotation pour les enzymes relatives au métabolisme des terpènes a été réalisée par un BlastX contre 

les protéines d'Arabidopsis thaliana, la liste des enzymes étant connue chez Arabidopsis thaliana. Les  

‘pathways de KEGG ‘ont été utilisées pour faire la liste des protéines d'A. thaliana impliquées dans le 

métabolisme des terpènes (http://www.genome.jp/kegg-bin/get _htext?query=00900&htext=br08901. 

keg&option=-a) (Tableau 16).  

 
Tableau 16 | Classification spécifique des séquences 454 reliées au métabolisme des terpènes 
  

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.2  Recherche de séquences correspondant à des TPS 
 
L’annotation des terpène synthases a été réalisée avec le logiciel Blast 2Go (Götz et al. 2008) et du travail 

de Bolhmann et al. (1998). 232 séquences correspondant potentiellement à des TPS ont été identifiées 

dans le transcriptome. Le grand nombre de séquences obtenues peut provenir du fait que le 

Pelargonium que nous avons séquencé est heptaploïde (P. cv. ‘rosat Grasse’). Il peut aussi traduire un 

assemblage imparfait. Parmi celles-ci, 2 séquences correspondaient à des séquences complètes. Ces 

séquences ont été comparées avec des séquences de TPS déjà caractérisées chez d’autres plantes à 

l’aide du logiciel Geneious®. La première de ces séquences, qui présentait des homologies avec les 

isoprène synthases et les ocimène synthases n’a pas pu être caractérisée fonctionnellement.  

 

Nombre sur Terpènes (étiquettes de lignes) somme 
3-hydroxy-3-méthylglutaryl Co-A reductase 42 
CDPME kinase 15 
CDPME synthase 5 
cMEPP synthase 2 
DXP réductoisomérase 18 
DXP synthase 22 
FPPS 14 
GGPPS 9 
GPPS 19 
HMBP synthase 22 
IPP synthase 8 
IPP/DMAPP isomérase 11 
IPP/DMAPP synthase 17 
Mévalonate kinase 6 
Phosphomévalonate kinase 6 
Terpène Synthase 232 
TOTAL 448 

http://www.genome.jp/kegg-bin/get%20_htext?query=00900&htext=br08901.%20keg&option=-a
http://www.genome.jp/kegg-bin/get%20_htext?query=00900&htext=br08901.%20keg&option=-a
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La deuxième séquence correspondait à une géraniol synthase que nous avons nommée PhGES et 

caractérisée fonctionnellement. La GES a déjà été caractérisée chez plusieurs plantes et ces séquences 

connues ont été utilisées pour les comparaisons de séquences (annexe 35). 

Pour les trois autres séquences obtenues dans la banque de transcriptome (PhCINS, PhMYS, PhEDS)que 

nous avons caractérisées fonctionnellement, il a fallu compléter les séquences 5’ et 3’ au moyen de la 

technique de RACE. 

 
Il existe dans les bases de données une séquence annotée comme une guaiadiène synthase. Cependant, 

cette séquence est en fait une germacrène A synthase (Kim et al. 2005). Il existe aussi dans les banques 

de données une guaiène synthase qui a été caractérisée chez l’agarwood (Aquilaria sinensis) (Kumeta et 

Ito 2010, Xu et al. 2013). Cette guaiène synthase produit en majorité du δ-guaiène (74,2%), du β-

élémène (16,3%) et de l’α-guaiène (9,5%). Ces molécules sont relativement proches du 6,9-guaiadiène. 

Cependant aucune séquence dans notre transcriptome n’étant proche de cette séquence, nous n’avons 

pas pu caractériser de guaiadiène synthase chez le Pelargonium. 

 
En revanche, il existe bien une eudesmol synthase qui a été caractérisée fonctionnellement chez Zingiber 

zerumbet (Yu et al. 2008). Cette eudesmol synthase produit en majorité du β-eudesmol (62,6%), du 10-γ-

épi eudesmol (16,8%), de l’α-eudesmol (10,0%) et de l’aristolène (5,6%). Nous avons donc recherché 

dans les séquences du Pelargonium la séquence la plus proche, que nous avons nommée PhEDS et 

caractérisée fonctionnellement. 

 
Nous avons également caractérisé fonctionnellement 2 autres TPS car elles présentaient des homologies 

avec les limonène synthases. Il s’agit de PhMYS et PhCINS. 
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III. CLONAGE ET ANALYSES DES SÉQUENCES DE QUATRE TERPÈNE SYNTHASES  
 
Une fois les extrémités 3’ et 5’ des gènes isolées grâce aux réactions de RACE-PCR, des oligonucléotides 

spécifiques ont été définis à partir des séquences théoriques complètes de façon à amplifier les ADNc 

des gènes dans leur totalité. 
  

III.1  Caractérisation fonctionnelle de quatre terpène synthases 
 
Quatre terpène synthases ont donc été caractérisées fonctionnellement. Trois sont des monoterpène 

synthases, la géraniol synthase (PhGES88) ; la 1,8-cinéole synthase (PhCINS89) et la β-myrcène synthase 

(PhMYS90). La quatrième est une sesquiterpène synthase, la 10-γ-épi eudesmol synthase (PhEDS91). Les 

activités de ces quatre TPS ont été testées in vitro selon le protocole décrit dans le chapitre matériels et 

méthodes. La phase organique contenant les produits de l’activité enzymatique des TPS a été analysée 

par GC-MS. 
 

III.1.1  Expression et purification des terpène synthases 
 
La production des TPS a été effectuée dans E. coli en utilisant à chaque fois quatre vecteurs d’expression 

(Busso et al. 2005) afin de voir lequel serait le plus adapté (figure 73).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
88 PhGES pour P. cv. ‘rosat Grasse’ géraniol synthase 

89 PhCINS pour P. cv. ‘rosat Grasse’ 1,8-cinéole synthase 

90 PhMYS pour P. cv. ‘rosat Grasse’ β-myrcène synthase  

91 PhEDS pour P. cv. ‘rosat Grasse’  10-γ-épi eudesmol synthase  

Figure 73 | Gel SDS-PAGE après coloration au bleu de coomassie des tests d'expression de la protéine 
recombinante PhEDS. Gel SDS-PAGE 8 %, 40 μL de protéines bactériennes totales ont été déposés dans chaque 
puits avant (NI) et après une induction (I) par 0,2 mM d’IPTG; PM - marqueur de poids moléculaire en kDa. 
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Le vecteur pHNGWA s’est montré le plus efficace, quelle que soit la TPS. La figure 74 montre l’exemple 

de la production de la PhEDS. 

 
La culture des bactéries recombinantes surexprimant les TPS et la purification des protéines ont ensuite 

été réalisées sur un plus grand volume pour permettre les tests d’activité. Les enzymes ont été extraites 

en conditions natives pour le test d’activité in vitro mais toutes les étapes de purification ont été 

vérifiées sur gel SDS-PAGE  en conditions dénaturantes (figure 74).  

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
  

 

Les bandes de taille inférieure à H6-NusA (très visibles pour PhMYS, figure 75) peuvent s’expliquer par le 

fait que la traduction peut être partielle, donnant des protéines plus courtes mais néanmoins détectées, 

qui sont des formes tronquées. Néanmoins c’est peu probable car nous aurions alors aussi une bande 

plus courte sur la piste E. Il s’agit donc probablement d’une dégradation. Pour les autres TPS, les gels 

SDS-PAGE de la figure 75 sont simplifiés et seules les étapes terminales sont montrées. 

 
 
 
 
 
 
 

Figure 74 | Gel SDS-PAGE après coloration au bleu de coomassie des tests d'expression de la protéine 
recombinante PhGES. Purification sur résine Ni-Talon en conditions dénaturantes de la protéine recombinante 
PhGES possédant une étiquette poly-histidine en position C-terminale.  PM - marqueur de poids moléculaire en kDa 
; ET – Expression totale (12,5 µL après la lyse de E. coli et avant la centrifugation) ; C – culot (12,5 µL de culot dans du 
tampon de reprise) ; SN – Surnageant  de l’incubation avant agitation (12,5 µL) ; NR – Protéines non retenues après 
agitation (12,5µL) ; W4 – surnageant du dernier lavage (40 µL) ; Billes – billes de résine après lavage (4 µL) ; E = 
élution après clivage à la thrombine (10 µL) ; E' = élution de la résine après lavage à l’imidazole (25 µL) ; billes‘ – 
billes de résines après lavage à l’imidazole (25 µL). 
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Les figures montrent que la production et la purification ont été bien réalisées pour les 3 protéines. Pour 

PhEDS, la bande est néanmoins moins intense mais assez pure.  

 
III.1.2  Test d’activité des terpène synthases 
 
Les tests d’activités in vitro des terpène synthases ont été réalisés avec du GPP et du FPP comme 

précurseurs, que ce soit pour une MTPS ou une STPS, afin de vérifier si l’enzyme était capable d’agir sur 

plusieurs substrats comme cela a parfois été montré.  

  

 

 

Figure 75 | Gel SDS-PAGE coloration au bleu de coomassie des tests d'expression des protéines recombinantes 
PhCINS, PhMYS et PhEDS. Purification sur résine Ni-Talon en conditions dénaturantes des protéines 
recombinantes PhCINS, PhMYS et PhEDS possédant une étiquette poly-histidine en position C-terminale.  PM - 
marqueur de poids moléculaire ; Bille – billes de résine après lavage (4 µL) ; E = élution après clivage à al 
thrombine (10 µL) ; E' = élution de la résine après lavage à l’imidazole (25 µL) ; billes‘ – billes de résine après 
lavage à l’imidazole (25 µL). 
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 III.1.2.1 Caractérisation fonctionnelle de la géraniol synthase 
 
III.1.2.1.1 Analyse de la séquence de la PhGES 

 

PhGES a une longueur de 1886 pb10, sans le peptide signal et code pour une ORF92 de 1671 pb,  

commençant avec un codon d’initiation ATG93 en position 16 et un codon stop TAA en position 1687 

(annexe 35). La protéine a une masse moléculaire prédite de 63,4 kDa et comporte 557 aa94. Pour une 

MTPS, elle est très courte puisqu’elles ont en général une séquence d’une longueur de 600 à 650 aa 

(Degenhardt et al. 2009). En effet, PhGES est plus petite que les autres protéines quand elle est alignée 

avec la protéine de Cinnamomum tenuipilum (CtGES, 605 aa), celle de Citrus jambhiri (CjGES, 613 aa) et 

celle d’Ocimum basilicum (ObGES, 568 aa) (Figure 76).  

 

Même si elle est fonctionnelle, sa taille peut faire supposer qu’elle n’est pas complète et qu’il 

manquerait peut-être le peptide signal. En effet, dans un peptide signal, il y a souvent de nombreux 

résidus S (serine) et T (Thréonine) mais pas de séquence consensus (Bohlman et al. 1997). Or dans le cas 

de PhGES, le nombre de ces acides aminés est faible (4 S et 1 T pour les 25 premiers aa) mais pas très 

différent de celui de ObGES qui est aussi petite (3 S et 4 T pour les 25 premiers aa). De plus, le logiciel de 

prédiction d’adressage (Target P) (Emanuelsson et al. 2000) prédit aussi de façon assez faible la présence 

d’une séquence d’adressage aux chloroplastes comme c’est normalement le cas pour une géraniol 

synthase (Dong et al. 2013). 

 

Afin de confirmer ou non la présence d’un peptide signal, plusieurs techniques ont été essayées comme 

la RACE puis la marche génomique mais sans succès. Une expérience de PCR inverse, mettant en 

évidence plusieurs codons stop en amont de la séquence codante putative, a finalement permis de 

conclure que PhGES était bien une géraniol synthase atypique de petite longueur.  

                                                           
92 OPF pour Open Reading Frame 
93 ATG est le codon d'initiation ou codon de démarrage, c’est un triplet de nucléotides (ATG pour Adénosine, Thymine, Guanine) 
qui dirige l'initiation de la traduction protéique, il signale le début du message génétique sur un ARNm. 
94 pb pour paire de base ;  aa pour acide aminé 
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Figure 76 | Comparaison de différentes séquences protéiques de géraniol synthases caractérisées. Les séquences sont  de Cinnamomum tenuipile 
(CtGES) (Yang et al. 2005), Citrus jambhiri (CjGES), (Shishido et al. 2012), Pelargonium x hybridum cv. ‘rosat grasse’ (PhGES) et Ocimum basilicum (ObGES) 
(Iijima et al. 2004a). Les motifs caractéristiques des TPS sont soulignés. 
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III.1.2.1.2 Test d’activité de la protéine PhGES 

 

La PhGES purifiée et incubée avec du GPP produit un composé unique dont le temps de rétention et le 

spectre sont identiques à ceux du standard analytique pour le géraniol (figure 77). L’incubation avec du 

FPP ne donne aucun produit. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III.1.2.1.3 Localisation de la PhGES  
 

Afin de vérifier que le peptide signal était bien présent, PhGES a été fusionnée avec la GFP (construit 

PhGES-GFP) et une transformation transitoire du tabac a été réalisée (voir matériels et méthodes). Les 

feuilles de tabac ont ensuite été observées en microscopie confocale au centre de physique-optique de 

Saint-Etienne (figure 78).   

Figure 77 | Test d’activité in vitro de PhGES recombinante utilisant le GPP comme substrat. Le produit a été 
analysé par GC-MS puis le spectre de masse obtenu a été comparé avec le spectre de masse du géraniol des 
bases de données.   
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La superposition des canaux correspondant à la chlorophylle et à la GFP montre une localisation 

plastidiale de PhGES, comme toutes les monoterpène synthases. Dans figure 78 A, seule une cellule a été 

transformée mais le résultat de localisation chloroplastique de PhGES est néanmoins clair. Ce résultat a 

été confirmé à plusieurs reprises sur d’autres tabacs transgéniques. 

Figure 78 | Observations en microscopie confocale de feuilles de tabac (Nicotiana benthamiana) transformées 
de manière transitoire avec Agrobacterium tumefaciens transformée avec le construit PhGES-GFP. A et B – 
Parenchyme de la feuille avec A1 et B1 GFP seule; A2 et B2 chlorophylle seule et A3 et B3  superposition des deux 
canaux C – Epiderme de la feuille avec C1 GFP seule; C2 chlorophylle seule et C3 superposition des deux canaux. D 
– Témoins négatif. La coloration verte montre la localisation de la GFP et donc de PhGES et la coloration  mauve 
celle de la chlorophylle. Les barres d’échelle sont de 25 µm (A et B) et 50 µm (C et D). 
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III.1.2.2 Caractérisation fonctionnelle de la 1,8-cinéole synthase 
 
III.1.2.2.1 Analyse de la séquence de PhCINS 

 
PhCINS a une longueur de 1786 pb avec une ORF de 1779 pb (protéine de 593 aa et une masse 

moléculaire prédite de 68,6 kDa) commençant avec un codon d’initiation ATG en position 7 et un codon 

stop TAG en position 1786 (annexe 36). L’analyse de la séquence de PhCINS par le logiciel Target P 

confirme la présence d’une séquence d’adressage aux chloroplastes. 

 
III.1.2.2.2 Test d’activité de la protéine PhCINS 

 
La protéine PhCINS purifiée, incubée avec du GPP, catalyse la production du 1,8-cinéole (33,5%) et de l’α-

terpinéol (31,2%) comme produits majeurs et de l’α-pinène (5,0%), du sabinène (9,9%), du β-pinène 

(4,8%), du β-myrcène (5,4%) et du trans-sabinène hydrate (4,2%) comme produits mineurs. Quelques 

autres composés sont présents en très faible quantité comme l’α-thujène, le limonène, le δ-terpinéol et 

l’α-terpinyl méthyl éther (figure 79). Les spectres de masse du 1,8 cinéole et de l’α-terpinéol produits de 

l’activité enzymatique ont été comparés avec les spectres des bases de données et des standards du 

marché. L’incubation avec du FPP ne donne aucun produit. 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 

Figure 79 | Test d’activité in-vitro de la protéine PhCINS recombinante utilisant le GPP comme substrat. 
Les produits ont été analysés par GC-MS puis les spectres de masse obtenus ont été comparés avec les 
spectres de masse des composés correspondants dans les bases de données.   
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III.1.2.3 Caractérisation fonctionnelle de la myrcène synthase 
 
III.1.2.3.1 Analyse de la séquence de PhMYS 
 
PhMYS a une longueur de 2010 pb avec une ORF de 1821 pb (protéine de 607 aa et une masse 

moléculaire prédite à 70,2 kDa) commençant avec un codon d’initiation ATG en position 31 et un codon 

stop TAG en position 1855 (annexe 37). L’étude de la séquence par le logiciel Target P confirme la 

présence d’une séquence d’adressage aux chloroplastes. 

 
III.1.2.3.2 Test d’activité de la protéine PhMYS 

 
La protéine PhMYS purifiée, incubée avec du GPP, catalyse la production de β-myrcène (81,0%) et de 

quelques produits mineurs comme le tricyclène (3,0%), l’α-pinène (3,9%) et le β-pinène (9,8%) (figure 

80). Les spectres de masse du β-myrcène et du β-pinène produits de l’activité enzymatique ont été 

comparés avec les spectres des bases de données et des standards du marché. L’incubation avec du FPP 

ne donne aucun produit. 

 

Figure 80 | Test d’activité in vitro de la protéine PhMYS recombinante utilisant le GPP comme substrat. Les 
produits ont été analysés par GC-MS puis les spectres de masse obtenus ont été comparés avec les spectres de 
masse des composés correspondant dans les bases de données.   
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III.1.2.4 Caractérisation fonctionnelle de la 10-γ-épi eudesmol synthase 
 
III.1.2.4.1 Analyse de la séquence de PhEDS 
 
PhEDS a une longueur de 1933 pb avec une ORF de 1704 pb (protéine de 568 aa et une masse 

moléculaire prédite à 65,6 kDa) commençant avec un codon d’initiation ATG en position 12 et un codon 

stop TAA en position 1716 (annexe 38).  

 
La protéine PhEDS étant une sesquiterpène synthase, elle ne devrait pas être adressée aux chloroplastes. 

En effet, l’étude de la séquence par le logiciel Target P confirme la localisation cytosolique probable de la 

protéine. 

 
La séquence protéique de la 10-γ-épi eudesmol synthase du Pelargonium (PhEDS) a été comparé avec la 

la β-eudesmol synthase de Zingiber zerumbet (ZSS2) (Yu et al. 2008a) (figure 81).  

 
III.1.2.4.2 Test d’activité de la protéine PhEDS 

 

La protéine PhEDS purifiée, incubée avec du FPP, catalyse la production de 10-γ-épi eudesmol (62,6%) et 

de β-élémol (31,1%) comme produits majeurs et de l’α-eudesmol comme produit mineur (figure 82). Le 

spectre de masse du 10-γ-épi eudesmol produit par l’activité enzymatique a été comparé avec le spectre 

de masse du  10-γ-épi eudesmol venant de l’HE du P. cv. ‘rosat Égypte’ car les standards n’existent pas 

sur le marché. Le spectre du β-élémol a été comparé avec le spectre de l’HE P. quercifolium qui est la 

seule espèce botanique de Pelargonium en produisant (annexe 32). Les spectres de masse ont aussi été 

comparés avec les spectres des bases de données. L’incubation avec du GPP ne donne aucun produit. 
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Figure 81 | Comparaison des séquences protéiques de la 10-γ-épi eudesmol synthase de Pelargonium (PhEDS) et de la β-eudesmol synthase de Zingiber 
zerumbet (ZSS2) (Yu et al. 2008a). Les motifs caractéristiques des TPS sont soulignés. 



- Résultats I : Caractérisation des terpène synthases - 

| 223 

Figure 82 | Test d’activité in vitro de la protéine PhEDS recombinante utilisant le FPP comme substrat. Les produits 
ont été analysés par GC-MS puis les spectres de masse obtenus ont été comparés avec les spectres de masse des 
composés correspondants dans les bases de données.   
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III.2  Comparaison des séquences des TPS 
 
Les séquences caractéristiques des TPS PhGES, PhCINS, PhMYS et PhEDS sont résumées dans le tableau 

17 ci-dessous. Pour chaque séquence spécifique, il est précisé si celle-ci est présente ou non, si elle 

contient une mutation et la place où commence la séquence. 

 
Tableau 17 | Analyse des séquences caractéristiques des TPS 
 

 PhGES (557 aa) PhCINS (593 aa) PhMYS (607 aa) PhEDS (568 aa) 
RRx8W Non Oui 

 
63ème aa 

Oui 
 
67ème aa 

Oui 
RSx8W 
18ème  aa 

LSLYEASYL Oui 
LSLYEASYM 
173ème aa 

Oui 
LSLYEVSYL 
198ème aa 

Oui 
 
200ème aa 

Oui 
LSLYEASHL 
161ème aa 

RxR 
 

Oui 
37 aa avant DDxxD 

Oui 
37 aa avant DDxxD 

Oui 
37 aa avant DDxxD 

Oui 
37 aa avant DDxxD 

DDxxD Oui 
311ème aa 

Oui 
346ème aa 

Oui  
354ème aa 

Oui 
314ème aa 

 

Les monoterpène synthases ont une longueur le plus souvent comprise entre 600 et 650 aa. PhGES (557 

aa) est plus courte, PhCINS a une longueur très proche (593 aa) et PhMYS a une longueur comprise dans 

cet intervalle (607 aa). Les STPS, généralement plus courtes car n’ayant pas de séquence d’adressage aux 

plastes, ont une longueur le plus souvent comprise entre 550 et 580 aa, ce qui est le cas de PhEDS. 

 
Le site RRx8W à environ 60 résidus de l’extrémité N-terminale est présent chez beaucoup de MTPS et 

pourrait jouer un rôle dans la cyclisation (Williams et al. 1998, Degenhardt et al. 2009). Ce site n’est 

néanmoins pas toujours présent quand il y a formation de composés acycliques. Il n’est pas présent chez 

PhGES qui produit du géraniol acyclique. Le 1,8-cinéole et l’α-terpinéol sont des composés cycliques et la 

présence de cette séquence est donc normale chez PhCINS.  Par contre, le β-myrcène est un composé 

acyclique mais pas le β-pinène qui est le deuxième composé produit par PhMYS, il n’est donc pas 

étonnant non plus de retrouver cette séquence chez PhMYS.    

 

La séquence LSLYEASYL est une séquence souvent bien conservée chez les TPS et c’est le cas pour les 

quatre TPS de Pelargonium. Néanmoins le rôle précis de cette séquence est inconnu (Degenhardt et al. 

2009). 

 



- Résultats I : Caractérisation des terpène synthases - 

| 225 

La séquence RxR est aussi très conservée et est présente chez les TPS de Pelargonium. Il est à noter que 

cette séquence se situe dans les 4 protéines exactement à 37 aa en amont de la séquence DDxxD. 

Degenhardt et al. (2009) la situe à environ 35aa en amont de DDXXD. Cette séquence jouerait un rôle 

dans la complexation de la fonction diphosphate après l’ionisation du substrat prévenant ainsi une 

attaque nucléophile des carbocations intermédiaires (Starks et al. 1997).  

 
Le motif structurel le plus conservé est la région riche en Aspartate, DDxxD qui est retrouvé chez toutes 

les TPS et isoprène synthases caractérisées, y compris dans les 4 protéines de Pelargonium. Cette région 

est impliquée dans la liaison avec les ions des métaux divalents (Mg2+, Mn2+) qui interagissent avec le 

diphosphate et l’hydratation du substrat (Lesburg et al. 1997, Starks et al. 1997). Ce motif, situé à 

l’entrée du site catalytique, semble crucial pour le positionnement du substrat.  

 

Les séquences protéiques des TPS de Pelargonium et des séquences de TPS présentes dans les bases de 

données ont été alignées avec le logiciel ClustalW. Un arbre a été construit avec le logiciel Geneious 

(arbre Neighbour Joining non enraciné).  Le dendrogramme est présenté sur la figure 83. 

 

PhGES se trouve dans le clade TPS-g alors que PhCINS et PhMYS sont classées dans le clade TPS-b.  

 
PhGES est très proche d’un petit groupe de géraniol synthases.  

 
PhCINS et PhMYS sont très proches l’une de l’autre, ce qui explique peut-être qu’elles ont en commun 

une série de produits (β-myrcène, α-pinène, β-pinène). Nos premières comparaisons sur des séquences 

partielles avaient pointé des homologies avec des limonène synthases, qui sont incluses dans des clades 

voisins dans l’arbre.  

PhEDS se trouve bien dans le sous-clade des sesquiterpène synthases, Tpsa. Il est remarquable que la 

séquence la plus proche soit la guaiadiène synthase d’Ixeris dentata qui est en fait une germacrène A 

synthase. L’eudesmol synthase de Zingiber zerumbet n’est pas loin non plus ce qui semble normal.  

 

Ces observations confirment qu’il est très difficile de connaître l’activité réelle d’une TPS avant d’avoir 

réalisé des tests d’activité. 
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 Figure 83 | Arbre des voisins non-enraciné montrant les relations entre les terpène synthases de Pelargonium 
hybridum cv. ‘rosat Grasse’ (en rouge) et les autres terpène synthases prochent. L’arbre a été construit en 
utilisant le logiciel Geneious®.   
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III.3  Profils d’expression des quatre TPS de Pelargonium 
 
III.3.1  Profils d’expression analysés par RT-PCR semi-quantitative  
 
Des expériences de RT-PCR semi-quantitatives ont été réalisées sur les feuilles de plusieurs espèces et 

variétés de Pelargonium, dans le but de mettre en relation l’expression de ces TPS avec la présence des 

composés odorants. Les quatre profils de RT-PCR (figure 84) ont été réalisés dans les mêmes conditions 

et avec les mêmes espèces ou cultivars de Pelargonium. Chaque profil est discuté séparément ci-

dessous. Les + et – dans les analyses font référence à la présence ou non des composés dans les HE. 

Toutes les analyses se trouvent en annexe 34.   

 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

Figure 84 | Profils d’expression par RT-PCR semi-quantitative pour les quatre TPS. P. cv. ‘Rosat Bourbon’ (P. 
‘R.B.’); P. cv. ‘Clorinda’ (P. ‘Clor.’); P. cv. ‘rosat Égypte’ (P. ‘R.E.’); P. cv. ‘rosat Grasse’ (P. ‘R.G.’); P. graveolens (P. 
grav.); P. quercifolium (P. quer.); P. tomentosum (P. tom.); P. cv. ‘Toussaint’ (P. ‘Tou.’). Le gène PhACT (actine) a 
été utilisé comme gène de référence.  
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III.3.1.1 Profil d’expression de PhGES 
 
Le profil est cohérent avec les analyses chimiques des compositions des HE sauf dans le cas du cultivar P. 

cv. ‘Toussaint’. En effet, même si l’HE de celui-ci ne contient que très peu de géraniol, elle contient par 

contre beaucoup de citronellol. Or le citronellol étant très probablement dérivé du géraniol, il est 

probable que le cultivar ‘Toussaint’ synthétise du géraniol grâce à l’expression de PhGES et que ce 

géraniol est transformé en citronellol par une enzyme encore inconnue. La PhGES étant une enzyme clé, 

il a été décidé de rechercher la cause de l’absence d’expression de PhGES dans ce cultivar. PhGES 

pourrait être exprimée très faiblement (bande non visible après 25 cycles) ou bien Le citronellol serait 

produit par une autre voie que celle via le géraniol, ce qui est en contradiction avec les données de la 

littérature. Une autre explication possible est que la séquence de PhGES chez ‘Toussaint’ est trop 

éloignée et qu’une des 2 amorces désignées à partir de la séquence de PhGES de P. cv. ‘rosat Grasse’ ne 

s’hybride pas. 

 
Nous avons donc testé 4 nouveaux couples d’amorces pour amplifier le gène phGES.  Seul le couple 3 

fonctionne sur l’ADNc de P. cv. ‘Toussaint’ (figure 85). Cette variété exprime donc bien PhGES, en 

conformité avec la présence en grande quantité de citronellol dans l’HE. Il semble donc que P. cv. 

‘Toussaint’ soit plus loin sur l’arbre phylogénétique que les parents des hybrides comme P. graveolens 

pour lesquels les amorces s’hybrident correctement. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figure 85 | Profil d’expression par RT-PCR semi-quantitative de PhGES avec quatre couples d’amorces sur 
l’ADNc de feuiles de P. cv. ‘Toussaint’. Le contrôle positif correspond à l’ADNc de Pelargonium cv. ‘rosat Grasse’.    



- Résultats I : Caractérisation des terpène synthases - 

| 229 

 
III.3.1.2 Profil d’expression de PhCINS  
 
Les 2 produits principaux de PhCINS sont le 1,8-cinéole et l’α-terpinéol. Aucune des variétés dont nous 

avons analysé l’HE ne produit de 1,8-cinéole alors que l’expression de PhCINS est importante. Il est 

possible que les amorces ne soient pas assez spécifiques et se soient hybridées sur une autre TPS. Par 

contre, l’α-terpinéol est bien présent dans l’HE de toutes les variétés et c’est peut-être ce composé ou un 

autre produit plus minoritaire qui sont produits majoritairement par PhCINS dans la plante.  

 
III.3.1.3 Profil d’expression de PhMYS  
 
PhMYS produit principalement du β-myrcène in vitro. Une analyse de l’HE des Pelargonium testés en RT-

PCR montre que tous produisent du β-myrcène en petites quantités sauf P. cv. ‘Clorinda’ qui en produit 

une quantité importante, ce qui explique la bande plus intense chez ce cultivar. Néanmoins, on 

n’observe pas une bande chez tous les cultivars. Cela est peut-être dû, comme pour PhGES, à des 

amorces qui ne s’hybrident pas ou mal.  

 
III.3.1.4 Profil d’expression de PhEDS  
 
Le profil d’expression de PhEDS est très bien corrélé avec l’analyse des HE des Pelargonium cv. ‘rosat 

Bourbon’,  P. cv. ‘rosat Grasse’ et P. cv. ‘rosat Egypt’ sont très proches puisqu’il s’agit d’hybrides à l’odeur 

de rose issus d’un croisement avec des parents identiques. Ils ont aussi une HE très similaire excepté que 

P. cv. ‘rosat Bourbon’ produit du 6,9-guaiadiène mais pas de 10-γ-épi eudesmol, ce qui est exactement le 

contraire pour les deux autres cultivars rosats. Il est donc vraisemblable que P. cv. ‘rosat Bourbon’ 

n’exprime pas PhEDS à un niveau détectable et que cette absence d’expression explique l’absence de 10-

γ-épi eudesmol.  

 
III.3.2  Profils d’expression quantitative de PhGES et PhEDS 
 

Il a été décidé de tester quantitativement l’expression de PhGES et de PhEDS parce que ce sont les deux 

TPS les plus intéressantes, produisant du géraniol et du 10-γ-épi eudesmol. Ces deux TPS ont donc été 

testées sur trois cultivars ‘rosat’ ainsi que sur les 3 parents (P. capitatum, P. radens et P. graveolens). Le 

cultivar ‘Toussaint’ a aussi été analysé car il produit beaucoup d’HE très riche en citronellol, ainsi que 

l’espère botanique P. tomentosum qui ne produit ni géraniol ni citronellol.  Les amorces ont été choisies 

pour minimiser les problèmes d’hybridation potentiels des différents Pelargonium testés. En effet, quand 

cela était possible, nous avons au préalable cloné et séquencé toutes les TPS concernées pour les 
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variétés choisies pour la qPCR. Les amorces pour PhGES et PhEDS (annexe 23) ont donc été désignées sur 

6 et 7 espèces/cultivars de Pelargonium. Les séquences de P. tomentosum (PhGES et PhEDS) et P. radens 

(PhEDS)  n’ont pas pu être obtenues. 

 
Les expressions attendues de PhGES et PhEDS pour les Pelargonium étudiés sont résumées dans le 

tableau 18. 

 

Tableau 18 | Expressions attendues de PhGES et PhEDS pour plusieurs variétés de Pelargonium, en fonction de la 

composition des HE 

 Expression attendue de PhGES Expression attendue de PhEDS 
P. cv. ‘rosat Bourbon’ +++  
P. cv. ‘rosat Égypte’ +++ ++ 
P. cv. ‘rosat Grasse’ +++ ++ 
P. capitatum + + 
P. graveolens ++  
P. radens   
P. tomentosum   
P. cv. ‘Toussaint’ +++  

 

Les résultats pour PhGES (figure 86) sont globalement cohérents avec la composition en HE (annexe 34) 

des Pelargonium. Les trois P. ‘cv. ‘rosat’ ainsi que P. graveolens ont comme prévu une activité 

importante, en accord avec leur production importante de géraniol et de ses dérivés. Le faible niveau 

d’expression pour P. capitatum de type 2 (chémotype II, voir annexe 34) est aussi corrélé avec sa faible 

production de géraniol. Le P. cv. ‘Toussaint’ a une PhGES moyennement exprimée alors qu’il produit 

beaucoup de citronellol. Comme attendu, on ne retrouve aucune activité pour P. radens et P. 

tomentosum.  

 

Les résultats pour PhEDS (figure 87) sont très cohérents avec les analyses chimiques puisqu’il y a 

beaucoup de 10-γ-épi eudesmol dans les P. cv. ‘rosat Grasse’ et ‘rosat Égypte’ et un peu de ce composé 

dans P. capitatum de type II.  

 



- Résultats I : Caractérisation des terpène synthases - 

| 231 

 
  

  

 

 

 

 

Figure 87 | Expression relative normalisée de PhEDS dans les jeunes feuilles de différents Pelargonium cultivés 
dans les mêmes conditions contrôlées. Les barres d’erreur correspondent aux erreurs standards. 2 réplicats sur 2 
RT-PCR indépendantes ont été réalisés.    

Figure 86 | Expression relative normalisée de PhGES dans des jeunes feuilles de différents Pelargonium cultivés 
dans les mêmes conditions contrôlées. Les barres d’erreur correspondent aux erreurs standards. 2 réplicats sur 2 
RT-PCR indépendantes ont été réalisés.    
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IV.  EXPRESSION DES TPS IN PLANTA   

 

IV.1  Expression transitoire de PhGES et de PhEDS dans les feuilles de Nicotiana 

benthamiana  

 

Les feuilles de Nicotiana benthamiana ne produisant que très peu de terpènes, il est probable que la 

quantité de GPP disponible est faible. Des transformations transitoires de feuilles de tabac avec le 

construit 35S::PhGES (voir matériel et méthodes) ont été réalisées et l’analyse des composés volatils a 

été effectuée 5 jours après la transformation. Elle montre dans les tabacs transformés une production de 

géraniol faible mais significative (figure 88). Ceci prouve que PhGES est fonctionnelle dans la plante et 

produit bien du géraniol. La construction 35S::PhEDS, utilisée de la même manière, n’a donné aucun 

résultat.  

 

 

  

 

 
Figure 88 | GC-MS de feuilles de tabac (Nicotiana benthamiana) transformé transitoirement avec la construction 
35S::PhGES. Il y a co-élution du géraniol avec le 2,4,6 nonatriénal et ce n’est qu’en faisant une extraction des ions 
sortant à ce temps de rétention que l’on a pu déterminer avec certitude la présence du géraniol. 
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IV.2  Expression stable de PhGES et de PhEDS in planta dans les feuilles de Nicotiana     

benthamiana et de Pelargonium 

 

Les premiers essais de transformation stable du tabac avec les constructions 35S::PhGES et 35S::PhEDS 

n’ont donné aucun transformant. Notre protocole de transformation a donc été réévalué et les 

expériences refaites. Nous observons actuellement des bourgeons potentiellement transformés et leur 

sélection est en cours.  

Nous avons mis au point au laboratoire la transformation stable des feuilles de Pelargonium avec 

Agrobacterium tumefaciens (chapitre II - Matériels et méthodes). L’application de ce protocole de 

transformation a permis d’obtenir une efficacité de 11% de transformants par explant avec une 

construction 35S::GUS le P. cv. ‘rosat Grasse’ (figure 89). D’autres essais ont aussi été menés avec succès 

sur P. cv. ‘rosat Bourbon’. 

 

 

 

Figure 89 | Expérience de transformations stable de feuilles de Pelargonium x hybridum cv. ‘rosat Grasse’ 
avec le construit 35S::GUS. 
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V.  CONCLUSIONS 

 
Les profils d’expression semi-quantitative des quatres TPS sont globalement bien en accord avec les 

résultats attendus si l’on se réfère à l’HE des accessions testées. Néanmoins, pour PhCINS, les bandes 

obtenues semblaient montrer une forte expression de cette enzyme dans l’ensemble des Pelargonium. 

Or si l’on analyse la composition chimique de l’HE, ces Pelargonium produisent peu de 1,8 cinéole.  On 

peut imaginer que l’on a  choisi des amorces non suffisament spécifiques et qu’elles se sont hybridées 

sur d’autres gènes. Une PCR avec des températures d’hybridation plus élevées nous aurait peut-être 

permis d’être plus discriminants On peut par contre probablement exclure que ces composés soient 

métabolisés en d’autres molécules car ce sont des composés très stables.  Il est aussi possible que la TPS 

se comporte différement in planta que in vivo. L’activité in planta de la PhCINS pourrait alors changer les 

ratios entre ces molécules et favoriser la production de molécules présentes chez ces Pelargonium 

comme l’α-terpinéol, le limonène, l’α-pinène ou encore le β-pinène. 

 
La qPCR montre une expression de la GES plus importante chez P. cv. ‘rosat Bourbon’ et ‘rosat Grasse’ 

mais cela ne veut pas pour autant dire que ce sont ces cultivars qui sont les plus productifs. En effet, la 

quantité de géraniol produit dépend aussi de la quantité de substrat (GPP) à disposition et il y aurait lieu 

aussi de regarder l’expression des enzymes situées en amont dans la voie de biosynthèse. 

 
Grâce à la transformation transitoire du tabac, nous avons pu prouver l’activité in planta de PhGES. 

Malheureusement, la même transformation avec l’EDS n’a rien donné. Cela peut s’expliquer par le fait 

que le tabac produise très peu de GPP et peut-être encore moins de FPP. Un des paramètres qui limite 

ces expériences est le taux de cellules transformées, qui est très variable d’une expérience à l’autre. Ce 

paramètre et la faible disponibilité en substrat ne nous aura sans doute pas permis de confirmer 

l’activité in planta de l’EDS.  

 
Les résultats de la transformation du Pelargonium avec le gène rapporteur GUS sont intéressants car ils 

montrent une bonne efficacité de transformation de cette plante. Nous allons donc pouvoir transformer 

P. tomentosum, ne produisant pas du tout de géraniol et ses dérivés, avec la GES. Cela confirmera nos 

résultats en transformation transitoire. Une deuxième transformation de P. cv. ‘rosat Bourbon’ sera aussi 

intéressante à mener avec l’EDS puisque ce Pelargonium ne produit pas du tout ce composé. 
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I. ANALYSES OLFACTIVES ET CHIMIQUES DES PELARGONIUM 
 

Les Pelargonium odorants présentent de nombreuses odeurs très diverses (menthe, citron, abricot, 

pomme verte, pêche, rose, fleur d’oranger, savon de Marseille, patchouli, pin, eucalyptus, muscade, clou 

de girofle, cannelle, poivre, fane de carotte, coca-cola, butyrate, balsamique…) (tableau 6 – chapitre 

matériel et méthode). Cette diversité olfactive est certainement représentative d’une biosynthèse de 

COV très riche. Les HE de Pelargonium botaniques faisant partie de la sous-section Pelargonium ont déjà 

fait l’objet de recherches par le passé et ont parfois été caractérisées chimiquement (Blerot et al. 2015). 

Cependant, c’est la première fois qu’un si grand nombre de variétés sont cultivées et caractérisées du 

point de vue des composés volatils de manière exhaustive. Ayant constitué au LBVpam puis à IFF-LMR 

une riche collection de variétés et cultivars, j’ai voulu connaître leur composition et la relation avec leur 

diversité olfactive. Afin de voir leur rendu en HE et en absolu, des essais ont aussi été menés sur une 

quinzaine de variétés sélectionnées par les parfumeurs mais il n’en sera pas fait état ici.  

 
 
I.1  Caractérisation olfactive de 64 accessions de Pelargonium 
 
 
Soixante-quatre accessions (cultivars et espèces) de Pelargonium ont été évaluées sur du matériel frais 

cultivé en champ à Grasse par les parfumeurs de l’entreprise IFF (annexe 39) (tableau 6 – chapitre 

matériel et méthodes). Après une première évaluation des parfumeurs pour laquelle la description était 

totalement libre et la plus large possible, il s’est avéré que certains descripteurs olfactifs revenaient 

fréquemment parmi les parfumeurs. Il leur a donc été demandé, dans un second temps, de décrire pour 

chaque accession l’odeur la plus puissante, donnant la direction majoritaire de la fragrance du 

Pelargonium ainsi qu’une odeur secondaire. Les 9 descriptifs les plus souvent cités sont rose, citron, 

menthe, butyrate, floral, aromatique, fruité, boisé, épices (tableau 19).     
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Tableau 19 | caractérisation olfactive des 64 accessions de Pelargonium odorants 
 
Accession de 
Pelargonium 

Odeur 
principale 

Odeur 
secondaire 

Accession de Pelargonium Odeur 
principale 

Odeur 
secondaire 

1. P. capitatum Rose Menthe 33. P. ‘Attar of rose’ Rose Menthe 
2. P. radens Menthe Menthe 34. P. ‘Aurore unique’ Aromatique Epices 
3. P. graveolens Rose Menthe 35. P. ‘Filicifolium’ Butyrate Fruité 
4. P. cv. ‘rosat Bourbon’ Rose Menthe 36. P. glutinosum Butyrate Boisé 
5. P. cv. ‘rosat Chine’ Rose Menthe 37. P. ‘Royal oak’ Boisé Epices 
6. P. cv. ‘rosat Egypte’ Rose Menthe 38. P. quercifolium  Boisé Epices 
7. P. cv. ‘rosat Grasse’ Rose Menthe 39. P. ‘Radula’ Rose Citron 
8. P. ‘Toussaint’ Citron Rose 40. P. ‘Karrooense K.’ Menthe Boisé 
9. P. ‘Candy dancer’ Citron Rose 41. P. ‘Velvet rose’ Rose Menthe 
10. P. tomentosum Menthe Menthe 42. P. ‘Crispy’ Rose Citron 
11. P. ‘Pepper’ Epices Boisé 43. P. ‘Abrotanifolium’ Boisé Aromatique 
12. P. ‘Prince of orange’ Citron Rose 44. P. ‘Angulosum’  Floral Fruité 
13. P. ‘Clorinda’ Boisé Fruité 45. P. ‘Capitatum Attar of Rose’ Rose Epices 
14. P. ‘Fragrance’ Epices Aromatique 46. P. ‘Tomentosum chocolate’ Menthe Epices 
15. P. citronellum Citron Rose 47. P. ‘Clorinda variegatum’ Boisé Fruité 
16. P. denticulatum Menthe Epices 48. P. ‘Crispum variegatum’ Citron Citron 
17. P. otanviens Fruité Boisé 49. P. cucullatum Aromatique Floral 
18. P. crispum Citron fruité 50. P. extipulatum Boisé Epices 
19. P. vitifolium Citron Epices 51. P. ‘Fragrance Lilliane Pottinger’ Epices Epices 
20. P. torento Fruité Epices 52. P. ‘Fragrance old Spice’ Epices Epices 
21. P. ‘Scarlet unique’ Boisé Epices 53. P. ‘Fragrance variegated’ Epices Boisé 
22. P. odoratissimum Epices Fruité 54. P. ‘Fragrance white’ Epices Boisé 
23. P. ‘Blandfordianum’ Menthe Boisé 55. P. hispidum Floral Menthe 
24. P. ‘Charity’ Citron Epices 56. P. ‘Lemon fancy’ Citron Citron 
25. P. ‘Crispum peache’ Fruité Epices 57. P. ‘mutans variegated’ Boisé Epices 
26. P. ‘Cocolor lace’ Boisé Epices 58. P. papillonaceum Citron Citron 
27. P. ‘Lavender’ Aromatique Fruité 59. P. myrrtifolium Boisé Epices 
28. P. ‘Mabel grey’ Citron Rose 60. P. praemorsum Boisé Fruité 
29. P. ‘Lady Plymouth’ Rose Fruité 61. P. ’Robert lemon rose’ Rose Menthe 
30. P. ‘Lemon juicy’ Citron Citron 62. P. scabroïdes Floral Fruité 
31. P. trifidum Aromatique Boisé 63. P. ‘Lady lilac’ Epices Fruité 
32. P. ‘Lilac’ Epices Floral 64. P. grossularioides Fruité Fruité 
 
 
Si on regarde uniquement l’odeur principale, les Pelargonium se répartissent comme suit : 13 ‘Rose’, 12 

‘Citron’, 11 ‘Boisé’, 9 ‘Epices’, 6 ‘Menthe’, 4 ‘Fruité’, 4 ‘Aromatique’, 3 ‘Floral’ et 2 ‘Butyrate’. On peut 

noter que l’odeur de rose est souvent associée à une odeur de menthe en odeur secondaire alors qu’elle 

est souvent choisie elle-même comme odeur secondaire pour les P. à odeur principale de citron. Les P. 

‘rosat’ sont bien classés dans le groupe ‘Rose’ ainsi que le P. capitatum. Le parent P. radens est lui, bien 

identifié comme menthe. Ce n’est pas le cas pour P. graveolens, ce qui nous confirme une nouvelle fois 

que cette accession n’est pas un véritable P. graveolens mais est plutôt un hybride ‘rosat’. L’odeur de 

citron, qui est dominante dans plusieurs accessions, n’est jamais choisie comme odeur secondaire sauf si 

l’odeur principale est elle-même ‘citron’. Les odeurs ‘boisé’ et ‘épices’ sont souvent associées, ce sont en 

effet des notes assez proches.  
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I.2  Caractérisation chimique de 64 accessions de Pelargonium 

 
Les feuilles des 64 accessions de Pelargonium ont ensuite été extraites à l’hexane à partir de plantes 

cultivées en serre au LBVpam et les extraits analysés en GC-MS. Le but était d’avoir des analyses 

suffisamment détaillées pour chaque Pelargonium et de pouvoir corréler ces analyses chimiques des 

Pelargonium entre eux mais aussi d’y associer les descripteurs olfactifs. La matrice des 64 analyses 

obtenues, a révélé la présence de 191 composés en quantités très variables, mais toutefois suffisantes 

pour être détectées (annexe 40). Les extraits ont été réalisés sur 1 g de jeune feuille de Pelargonium 

avec 3 prélèvements par plante. Très peu de différences ont été observées et la moyenne des 3 réplicats 

a été présentée dans la matrice finale. Il n’a pas été possible de faire des extractions à partir d’individus 

différents car nous ne possédions pas toujours 3 exemplaires de la même variété, certaines étant assez 

rares. Nous n’avons donc pas pu évaluer la variabilité intra-espèce mais comme les plants sont multipliés 

par bouturage, on peut penser qu’elle est faible. Cette variabilité intra-espèce a par contre été évaluée 

lors d’autres expériences sur les P. ‘rosat’ et s’est avérée effectivement faible (voir Chapitre V - II.5.2)    

 
Une quantification à l’aide du camphre comme standard interne nous a permis de calculer les 

concentrations totales en COV produits par les Pelargonium qui varient de 400 ppm (mg.kg-1 PS) à plus de 

150 000 ppm pour le plus productif. Nous nous attendions à des différences marquées entre les variétés 

car lors de notre étude en MEB95, dont une partie des résultats a été exploitée dans la revue présentée 

en introduction, nous avions observé une grande diversité non seulement au niveau du type de 

trichomes glandulaires, mais aussi au niveau de la densité des trichomes glandulaires entre les variétés.  

                                                           
95 MEB pour Microscopie électronique environnementale à balayage 
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II.  ANALYSE DES RÉSULTATS BRUTS 
 
II.1  Analyse en composantes principales sur l’ensemble des accessions 
 

Une première analyse en composantes principales ou ACP96 a été réalisée sur l’ensemble des accessions 

et l’ensemble des composés. Les résultats (figure 90) montrent que seuls quelques groupes ressortent 

clairement, un groupe ‘Rose’ et un groupe ‘Citron’. Les groupes ‘Epices’ et ‘Boisé’ qui comprennent un 

grand nombre d’accessions aux composés multiples sont mal séparés. Les groupes ‘Menthe’, ‘Floral’ et 

‘Butyrate’ sont assez bien regroupés aussi mais mal séparés les uns des autres. Les groupes 

‘Aromatique’ et ‘Fruité’ apparaissent, eux, très dispersés malgré le faible nombre de variétés les 

composant (4 chacun). Ceci est dû probablement à la signification peu précise de notes aromatiques et 

fruitées qui regroupent un nombre trop important de molécules différentes. Précisons encore que les 

valeurs des axes sont faibles (7,1 et 5,7%). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Suite à ce premier résultat, nous avons refait une ACP avec un périmètre réduit. Nous avons pris en 

compte les molécules présentes dans les extraits à des concentrations supérieures à 1% mais cela n’a pas 

donné de meilleurs résultats (annexe 41). Nous avons ensuite éliminé les Pelargonium dont le 

                                                           
96 ACP pour Analyse en composantes principales 

Figure 90 | ACP des 64 accessions de Pelargonium (1 individu par accession). La matrice quantitative utilisée 
regroupe les 191 composés dont l’aire a été rapportée au standard. L’axe des abscisses représente 7.1% de la 
variabilité et l’axe des ordonnées  5.7%. 
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descripteur majeur était ‘aromatique’ ou ‘fruité’ qui sont des descriptifs trop vagues pour être 

discriminants.  

 
II.2  Analyse sur un sous-jeu de données 
 
Pour ces analyses, tous les composés (191) ont été conservés mais les 4 accessions étant décrites comme 

‘fruité’ (P. otanviens, P. ‘Torento’, P. ‘Crispum peach’, P. grossularioides), ainsi que les 4 ‘aromatiques 

‘(P. trifidum, P. ‘Aurore unique’, P. cucullatum, P. ‘Lavender’) ont été enlevées. A noter que P. otanviens, 

P. grossularioides et P. trifidum sont 3 Pelargonium botaniques ne se trouvant pas dans la section 

Pelargonium.  

 
II.2.1  Analyse en composantes principales  
 
La figure 91 montre un résultat plus clair, avec des groupes olfactifs mieux séparés. Les résultats des 

variables explicatives sont présentés en annexe 42. Les groupes ‘Rose’ et ‘Citron’ sont plus proches de 

l’axe principal (8,6%) que le groupe ‘Epices’ et ‘Boisé’ qui ne sont discriminés que par l’axe secondaire 

(6,2%).  Ces résultats demandent encore à être affinés au regard du faible pourcentage des axes.   

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  
 

Figure 91 | ACP de 56 accessions de Pelargonium (1 individu par accession). La matrice quantitative 
utilisée regroupe les 191 composés dont l’aire a été rapportée au standard. L’axe des abscisses 
représente 8.6% de la variabilité et l’axe des ordonnées  6.2%. 
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II.2.2  Analyse discriminante 
 
Nous avons ensuite réalisé une analyse discriminante (PLS-DA97) (figure 92) afin d’expliquer quelles 

variables pouvaient être discriminantes entre ces groupes olfactifs. Au vu de la séparation très nette de 

ces groupes, à l’exception du groupe citron-floral, on en déduit qu’il y a bien des variables discriminantes 

entre ces groupes. Ces variables sont présentées dans la figure 93  et discutées ci-dessous.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
97 PLS-DA pour Partial Least Squares Discriminante Analysis  

 d = 5 

 Boise 

 Butyrate 

 Citron 

 Epices 

 Floral 

 Menthe 

 Rose P. capitatum 

P. ‘Robert lemon rose’ 
P. ‘ Cap. attar of rose’ 

P. cv. ‘Bourbon’ 
P. cv. ‘Egypte’ 
P. cv. ‘Chine’ 

P. ‘Crispy’ 
P. ‘Radula’ 
P. ‘Velvet of rose’ 

P. cv. ‘Grasse’ 

P. graveolens 
P. ‘Attar of rose’ 

P. ‘Crispum minor’ 

P. ‘Toussaint’ 
P. ‘Candy dancer’ 

P. hispidum  

P. ‘Mabel grey’ 

P. ‘Angulosum’ 

P. ‘Lemon juicy’ 
P. ‘Lemon fancy’ 
P. citronellum 
P. papillonaceum  

P. tomentosum  
P. ‘tomentosum chocolat’ 

P. denticulatum  

P. radens  
P. ‘Karrooense knuth’  

P. glutinosum  
P. filicifolium 

P. ‘Concolor lace’ 
P. quercifolium  

P. ‘Blandfordianum’  

P. mutans  
P. ‘Scarlet unique’ 

P. ‘Pepper’  

P. ‘Royal oak’  

P. ‘Clorinda’ 
P. ‘Clorinda varieg.’ 

P. ‘Abrotanifolium’ 
P. extipulatum  

P. ‘Fragrance’ 
P. ‘Fragrance white’ 
P. ‘Fragrance old spice’ 
P. ‘Fragrance variegated’ 
P. ‘Fragrance Lilliane Po.’ 
P. ‘Lady lilac’ 
P. ‘Lilac’ 
P. odoratissimum 

P. ‘Prince of orange’ 

P. scabroïdes  

P. myrrtifolium  
P. praemorsum  

P. ‘Crispum variegated’ 

P. ‘Charity’ 

P. vitifolium  

P. ‘Lady plymouth’ 

Variétés ‘menthe’ 

Variétés ‘épices’ 

Variétés ‘rose’ 

Variétés ‘citron’ 

Variétés butyrate 

Variétés ‘florale’ 

Figure 92 | Analyse discriminante sur 56 accessions de Pelargonium appartenant aux groupes olfactif 
‘menthe’, ‘citron’, ‘rose’, ‘floral’, ‘épice’, ‘boisé’, ‘butyrate’ et sur l’ensemble des composés identifiés (191).   
Analyses réalisée avec le package R mixPmics. La proportion de variation expliquée par l’axe des abcisses est de 
36% et de 17% pour l’axe des ordonnées. 
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On observe que 34 variables (sur 191 composés) sont discriminantes pour ces 7 groupes olfactifs. Parmi 

celles-ci, on retrouve 14 molécules qui sont discriminantes pour le groupe ‘Rose’ (en rose dans les 

colonnes de droite de la figure 93). Ces molécules ont d’ailleurs pour la plupart une réelle odeur de rose 

(Citronellyl formate, citronellol, cis-oxyde de rose, géraniol, trans-oxyde de rose,…). Il est intéressant de 

noter que le 6,9-guaiadiène est discriminant pour l’odeur de rose alors que le 10-γ-épi eudesmol ne l’est 

pas. Dans le tableau 20 ci-dessous et qui est extrait de la matrice en annexe 40, on observe que ces 

composés sont très répandus dans le genre Pelargonium. Cependant 13 P. sur 21 synthétisant du 6,9-

guaiadiène sont classés dans le groupe ‘Rose’ alors que seulement 3 P. sur les 10 P. produisant du 10-γ-

epi eudesmol, sont des P. ‘Rose’. Cette différence explique pourquoi le 6,9-guaiadiène est discriminant 

pour l’odeur de rose et pas le 10-γ-épi eudesmol.  

 
Quinze composés sont aussi discriminants pour le groupe ‘Epices’, dont certains sont effectivement 

connus pour avoir une note épicée comme le clou de girofle (méthyleugénol, eugénol), le poivre 

(sabinène, α-élémène, δ-élémène) ou une note camphrée (bornéol, camphène). On retrouve bien chez 

les Pelargonium du groupe ‘Epices’ ces composés discriminants en grande concentration comme le 

méthyle eugénol, composé par ailleurs carcinogène, présent chez tous les P. ‘fragrance’ (5 variétés) de 

Figure 93 | Cercle des corrélations des composés les plus discriminants (coefficient VIP supérieur à 1) pour les 
groupes olfactifs ‘menthe’, ‘citron’, ‘rose’, ‘floral’, ‘épice’, ‘butyrate’, ‘boisé’ et sur l’ensemble des 191 composés.  
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19 à77% ainsi que chez P. odoratissimum (88%), P. lilac (73%) et P. ‘Lady lilac (64%). Les α-élémène, δ-

élémène et le bicycloélémène sont très peu présents et en très faibles concentrations chez les 

Pelargonium ne faisant pas partie du groupe ‘Epices’ alors qu’il sont systématiquement présents et 

souvent en concentration dépassant les 0,5% chez toutes les accessions ‘Epices’.  

 
Tableau 20 | Pourcentages de 6,9-guaiadiène et de 10-γ-épi eudesmol dans les extraits de Pelargonium 
 

Pelargonium 6,9-
guaiadiène 

10-γ-épi 
eudesmol Pelargonium 6,9-

guaiadiène 
10-γ-épi 

eudesmol 
1. P. capitatum 18,53 - 33. P. ‘Attar of rose’ 6,38 - 
3. P. graveolens 13,20 - 35. P. ‘Filicifolium’ 2,07 - 
4. P. cv. ‘rosat Bourbon’ 7,04 - 36. P. glutinosum - 2,73 
5. P. cv. ‘rosat Chine’ 7,21 - 39. P. ‘Radula’ 8,19 - 
6. P. cv. ‘rosat Egypte’ 0,24 6,39 40. P. ‘Karrooense K.’ 6,28 2,09 
7. P. cv. ‘rosat Grasse’ 0,52 6,24 41. P. ‘Velvet rose’ 6,78 - 
13. P. ‘Clorinda’ 3,25 - 42. P. ‘Crispy’ 6,11 4,06 
19. P. vitifolium - 13,18 45. P. ‘Capitatum A of R’ 10,22 - 
23. P. ‘Blandfordianum’ - 2,29 49. P. cucullatum 6,48 - 
24. P. ‘Charity’ - 6,16 55. P. hispidum 16,23 1,88 
25. P. ‘Crispum peach’ 11,89 - 61. P. ’Robert lem. rose’ 9,56 - 
26. P. ‘Cocolor lace’ 2,93 - 62. P. scabroïdes 1,18 0,55 
29. P. ‘Lady Plymouth’ 4,71 -    
 
 
Le groupe ‘Boisé’ est caractérisé par 4 composés discriminants : l’α-phellandrène, l’allocimène, le β-

phellandrène et le trans-β-ocimène. L’α-phellandrène et le β-phellandrène sont deux isomères souvent 

décrits comme ayant une note boisée-poivrée et sont présents en grande quantité dans les variétés à 

très forte odeur de bois-muscade-poivre (tableau 21).  

 
Tableau 21 | Pourcentages de l’α-phellandrène, du β-phellandrène et du para-cymène pour des Pelargonium à 
odeur boisé et autres 
 

Pelargonium α-
phellandrène 

β-
phellandrène 

Ratio 
α-phell./β-phell. para-cymène 

11. P. ‘Pepper’ 4,63 1,50 3,1 10,21 
57. P. mutans 3,31 0,99 3,3 9,93 
13. P. ‘Clorinda’ 14,88 3,48 4,3 1,70 
47. P. ‘Clorinda varieg.’ 17,24 3,37 5,1 1,61 
37. P. ‘Royal oak’ 13,1 3,53 3,7 13,10 
38. P. quercifolium 8,75 1,6 5,5 8,75 
46. P. ‘Tomentosum chocolate’ 17,39 4,27 4,1 - 
10. P. tomentosum 2,54 1,85 1,4 1,84 
 
On observe dans le tableau 21 que le ratio α-phellandrène/β-phellandrène est toujours très en faveur de 

l’ α-phellandrène (3 à 5 fois supérieur).  
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Il est intéressant de noter que P. tomentosum (menthe verte) et P. ‘tomentosum chocolate’ (menthe 

poivrée) n’ont pas du tout la même concentration en α-phellandrène et en β-phellandrène 

(respectivement 2,54%-1,85% et 17,39-4,27%). Cette différence donne probablement le côté poivré au P. 

‘tomentosum chocolat’. Le P. ‘Tomentosum chocolat’, produisant beaucoup de phellandrène, n’a 

cependant pas été classé dans le groupe ‘Boisé’ probablement parce que les molécules de menthone et 

d’isomenthone fortement présentes (29,02 et 21, 36%) ont une odeur très puissante couvrant l’odeur 

des phellandrènes.  

 
II.2.3  Classification hiérarchique agglomérative 
 
Nous avons ensuite effectué une classification hiérarchique aglomérative effectué avec les 

distanceseuclidiennes et avec une méthode de liaison complète sur la matrice de 56 Pelargonium avec 

tous les composés. Le résultat sous forme de dendrogramme est présenté à la figure 94. On observe que 

le groupe ‘Epices’ est divisé en deux, d’un côté les Pelargonium ayant une concentration très forte en 

méthyleugénol (~80% - 5 accessions) et de l’autre les Pelargonium ayant une concentration moins forte 

(~20% - 3 accessions) et pour lesquels d’autres composés sont en plus forte concentration.  

 

On y observe aussi que 4 sur 5 P. ‘Menthe’ sont regroupés. Ils sont aussi proches de P. ‘Toussaint’ et P. 

‘Candy dancer’, que l’on soupçonne d’être en fait le même cultivar sous 2 noms différents, qui 

produisent aussi beaucoup de menthone et d’isomenthone. Le dernier P. ‘menthe’ est éloigné 

probablement à cause de sa forte concentration en α-phellandrène.  

 
Le groupe ‘Rose’ est scindé en deux, ce qui est surprenant surtout pour des cultivars très proches comme 

les 4 cultivars ‘rosat’. Les P. cv. ‘rosat Grasse’ et ‘rosat Bourbon’ sont très proches sur le dendrogramme 

or le premier produit du 10-γ-épi eudesmol et le deuxième du 6,9-guaiadiène. Ce ne sont donc pas les 

composés discriminants. Ces deux P. ‘rosat’ sont aussi proches des variétés P. ‘Crispy’ et P. ‘Velvet rose’ 

ainsi que de P. ‘Prince of Orange’ (citron). D’après les analyses, ces P. sont tous très riches en géraniol 

(25-42%) et plus pauvres en citronellol (10-20%), comparativement aux autres Pelargonium du groupe 

‘Rose’ qui sont plus riches en citronellol (~30%) et plus pauvres en géraniol (<10-20%) (tableau 22). C’est 

à cause de ce critère qu’ils sont éloignés dans le dendrogramme.  

 
Les deux accessions ‘Butyrate’ (P. glutinosum et P. ‘Filicifolium’) sont séparées alors qu’ils ont beaucoup 

d’esters de butyrate en commun (Butyl butyrate, Hexyl butyrate, Trans-2-Hexényl butyrate, Heptyl 

butyrate) dont la somme représente respectivement 20,29 et 25,57 %. Cependant, P. glutinosum 
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possède en sus un certain nombre d’autres molécules en grandes proportions, comme 

l’alloaromadendrène (7,15%), le bicyclogermacrène (8,79%) et le nérolidol (9,71%), ce qui le rapproche 

de certains P. ‘Boisé’. Ces molécules sont beaucoup moins présentes chez P. ‘Filicifolium’ qui produit  

d’autres composés spécifiques comme le viridiflorène (8,48%), le spathulénol (4,22%). 
 

Le groupe ‘Boisé’ est relativement homogène même s’il regroupe les ‘Butyrate’ à cause de leur 

production commune de nombreux sesquiterpènes. 
 

Enfin, les trois Pelargonium ‘Floral’ sont dispersés dans la figure. Apparemment, même si leur odeur est 

qualifiée de proche par les parfumeurs, celle-ci semble provenir de molécules très différentes qui ne 

permettent pas de les rassembler au niveau biochimique. 

 

Figure 94 | Dendrogramme issu d’une classification hiérarchique effectuée avec une distance euclidienne et avec 
une méthode de liaison complète.  Pour ce dendrogramme, les compositions chimiques de 56 accessions de 
Pelargonium représentant 191 composés ont été utilisées. Les variétés classées ‘fruité’ et ‘aromatique’ ont été 
éliminées.  
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Tableau 22 | Composition chimique (en % du total des composés) des Pelargonium à odeur de rose et de citron, avec un focus sur les molécules 
potentiellement issues de l’activité de PhGES 

 

 
 
ΣGES = Somme de tous les composés potentiellement issus de l’activité de PhGES

Pelargonium Géraniol Géranial Géranyle 
formate Citronellol Citronellal Citronellyl 

formate Nérol Néral ΣGES 

P. capitatum - - 0,26 5,73 0,11 23,97 - - 31,18 
P. graveolens 0,64 - - 34,74 1,35 - - - 37,20 
P. cv. ‘rosat Bourbon’ 24,30 2,87 8,07 16,76 0,31 7,99 - 0,44 66,91 
P. cv. ‘rosat Chine’ 8,05 1,52 1,50 34,48 0,93 14,13 - - 66,74 
P. cv. ‘rosat Egypte’ 13,34 1,39 4,66 29,03 0,62 9,97 0,39 0,64 66,61 
P. cv. ‘rosat Grasse’ 25,61 1,84 4,83 21,90 0,26 6,69 - - 64,37 
P. ‘Toussaint’ 0,23 2,48 - 39,19 8,00 - - - 50,96 
P. ‘Candy dancer’ 0,45 2,48 - 38,48 7,60 - - - 51,52 
P. ‘Prince of orange’ 22,95 0,45 0,13 - - - 0,54 0,13 50,12 
P. citronellum 0,83 63,30 - - - - 1,53 15,91 81,62 
P. crispum 16,46 34,18 1,65 - - - 3,19 17,78 77,65 
P. ‘Mabel grey’ 6,89 49,5 - - - - 2,00 15,45 73,91 
P. ‘Lady plymouth’ 1,6 0,29 0,88 23,71 0,76 10,28 - - 48,68 
P. ‘Lemon juicy’ 3,72 61,57 - 0,22 - - - 23,66 89,91 
P. ‘Attar of rose’ 8,68 1,37 2,16 33,22 0,78 12,33 - - 66,69 
P. ‘Radula’ 10,58 2,01 2,43 31,38 0,78 11,49 - 0,44 65,31 
P. ‘Velvet rose’ 20,34 2,63 3,49 25,05 0,36 11,13 - 0,67 66,99 
P. ‘Crispy’ 42,27 1,55 0,05 10,11 0,21 - - 0,24 60,96 
P. ‘Capitatum attar of rose’ 5,25 2,47 1,3 32,96 1,19 11,07 - - 54,82 
P. ‘Crispum variegated’ - 39,18 - - - - - 19,63 59,82 
P. ‘Lemon fancy’ 4,43 57,26 - 0,23 - - - 18,63 80,62 
P. ‘Robert lemon rose’ 3,88 1,02 2,25 29,65 1,22 14,48 - 0,57 61,47 
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II.3  Analyses après classification des COV par voie de biosynthèse 
 
Les analyses faites directement sur l’ensemble des composés ont déjà montré de fortes corrélations 

entre l’odeur des Pelargonium et leur biochimie. Néanmoins, la meilleure technique de mesure des 

distances pour comparer les espèces entre elles est la présence et l’absence de molécules faisant 

référence à l’existence ou non de la voie de biosynthèse et non une mesure quantitative (Levin et al. 

2003).  

 
Nous avons donc rassemblé en une seule dénomination les molécules issues de la même voie de 

biosynthèse. Pour la constitution de ces groupes, nous nous sommes aussi servi des résultats obtenus 

lors de la caractérisation des terpène synthases (résultat I). Nous avons cependant gardé le caractère 

quantitatif lié à ces molécules car les reliant à l’odeur, le poids relatif de chaque groupe biosynthétique 

est important. En effet, tous nos Pelargonium étant très proches il est probable qu’ils partagent de 

nombreuses voies de biosynthèse.  

 
Nous avons donc séparé les monoterpènes en fonction des terpène synthases et des carbocations 

obtenus suite à leurs activités (figure 95). Pour cela, nous nous sommes basés sur les revues de 

Degenhardt et al. (2009) et de Keszei et al. (2010). Nous avons constitué 8 sous-groupes dont les deux 

plus importants regroupent les molécules issues de l’activité potentielle de la GES (géraniol, géranial, 

citronellol, citronellal, nérol…) et de la limonène synthase, LIMS (limonène, menthone, isomenthone, 

pipéritone…). 

   
Les sequiterpènes ont été séparés en 7 sous-groupes selon la même logique que pour les monoterpènes 

(figure 96). Par exemple, nous avons rassemblé les molécules venant du squelette guaiane (α-guaiène, 

1(5), 1 1-guaiadiène, 6,9-guaiadiène) ou du squelette eudesmane (α-elemène, β-élémène, β-élémol, 10-

γ-épi eudesmol…) (de Kraker et al. 1998). 

 
A cela s’ajoute 2 groupes qui ne sont pas des terpènes. Le groupe des molécules issues de la voie de 

benzénoïdes/phénylpropanoïdes (eugénol, méthyleugénol, méthylchavicol…) et le groupe comprenant 

des esters du butyrate (butyl butyrate, heptyl butyrate, octyl butyrate…) (figure 95). 

 
Au total, 17 groupes ont ainsi été constitués englobant 101 composés représentant la très grande 

majorité des composés du Pelargonium. 
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 Figure 95 | Classement des principaux composés (monoterpènes, benzénoïdes/phénylpropanoïdes et dérivés d’acide gras) présents dans les extraits de 
Pelargonium en fonction de leurs voies de biosynthèse et de leur monoterpène synthases putatives. Huit groupes de monoterpènes ont été définis, regroupant 
57 monoterpènes et dérivés; 1 groupe de benzénoïdes/phénylpropanoïdes regroupant 4 composés et 1 groupe de 4 composés  ‘butyrate’, ayant une odeur très 
caractéristique et représentant un descripteur olfactif. 



- Résultats II : Diversité des COV dans le genre Pelargonium - 
 

| 248 

 

Figure 96 | Classement des principaux sesquiterpènes présents dans les extraits de Pelargonium en fonction de leurs sesquiterpène synthases putatives. Sept 
groupes de sesquiterpènes ont été définis, regroupant 36 sesquiterpènes. 
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II.3.1  Analyse en composantes principales 
 

Une analyse en composantes principales a ensuite été effectuée après la classification des composés en 

groupes de biosynthèse. Le résultat de l’ACP est présenté en annexe 43. Les pourcentages explicatifs des 

variables des axes primaire (19%) et secondaire (14,7%) sont bien supérieurs à ceux obtenus 

précédemment dans les ACP. Nous avons donc une meilleure séparation des groupes même si certains 

groupes sont maintenant superposés. Cette observation sera expliquée lors de l’analyse discriminante. 

 
II.3.2  Analyse discriminante 
 
Une analyse discriminante a aussi été effectuée après la classification des composés en groupes de 

biosynthèse. Les résultats sont présentés sur la figure 97. Les groupes ‘rose’, ‘citron’ et ‘florale’ sont 

superposés et une fois analysés avec le filtre des voies biosynthèses, il n’est plus possible de discriminer 

ces groupes. Dans ces groupes, l’odeur du citron, amenée notamment par les molécules comme le 

géranial et le néral sont toutes issues de la GES (figure 98) qui est aussi responsable des molécules 

d’odeur rosée comme les géraniol, citronellol, nérol (tableaux 22)… Ces deux groupes rassemblent donc 

des Pelargonium très proches au niveau de leur biosynthèse. On observe aussi que l’étendue des 

groupes ‘Rose’ et ‘Epices’ s’est considérablement réduite ce qui signifie qu’ils sont mieux définis qu’avec 

les analyses précédentes.  

 
Le groupe ‘Epices’ comprend 2 Pelargonium atypiques, P. ‘Lady lilac’ et P. ‘Pepper’. P. ‘Lady lilac’ est 

morphologiquement très proche des P. ‘Fragrance’. Si l’on regarde de plus près sa composition chimique, 

il a comme les autres P. ‘Fragrance’ une forte concentration en méthyleugénol (64%). Ce qui fait sa 

singularité c’est la présence en grande quantité d’α-bisabolol (9,85%) qu’il est seul à produire à 

l’exception de P. ‘Prince of orange’ (0,38%). Pour P. ‘Pepper’, il est étonnant que celui-ci ait été classé 

comme ‘Epices’ et non comme ‘Boisé’ par les parfumeurs, vu sa proximité avec ce groupe comme 

l’illustre l’analyse discriminante. Il est, en effet, très proche morphologiquement de P. mutans, dont il 

dérive certainement, et très proche chimiquement d’autres ‘Boisé’. Il est possible que lors de 

l’évaluation des parfumeurs, le nom des cultivars ait influencé leur analyse. A leur décharge, celui-ci 

contient néanmoins beaucoup de phellandrène qui a bien une odeur poivrée, comme son nom le 

suggère. Les phellandrènes sont des molécules discriminantes pour ce groupe ‘Boisé’ comme le montre 

la figure 98. Un test à l’aveugle aurait peut-être permis de classer ce cultivar dans le groupe ‘Boisé’ et 

d’améliorer encore les résultats de l’ACP pour ces deux groupes. 
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Figure 97 | Analyse discriminante de 56 Pelargonium après classification des composés selon les voies de 
biosynthèse. Les principaux composés chimiques (101) ont été regroupés en 17 groupes représentant les voies de 
biosynthèse principales. Les variétés classées ‘fruité’ et ‘aromatique’ ont été éliminées. Analyses réalisées avec le 
package R mixPmics. La proportion de variation expliquée par l’axe des abcisses est de 36% et de 17% pour l’axe 
des ordonnées. 
 

Figure 98 | Cercle des corrélations des composés les plus discriminantes (coefficient VIP supérieur à 1). Analyse 
des groupes olfactifs ‘menthe’, ‘citron’, ‘rose’, ‘floral’, ‘épice’, ‘butyrate’, ‘boisé’ dont les principaux composés 
(101) sont classés en 17 groupes en fonction des voies de biosynthèse.  
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Le groupe ‘Boisé’ est toujours très étendu à cause de l’extrême hétérogénéité des Pelargonium le 

composant. Certains Pelargonium sont atypiques comme P. myrrtifolium, très proche de l’ensemble 

‘rose-citron-floral’. P. quercifolium est aussi un peu éloigné à cause des concentrations élevées en α-

phellandrène (8,75%), β-phellandrène (1,6%) et para-cymène (10,2%) très discriminants pour ce groupe. 

Remarquons aussi sa grande concentration en β-élémol (7,82%), présent aussi chez P. ‘Royal oak’ 

(3,09%) qui est certainement issu de P. quercifolium. Il a aussi une concentration élevée en heptyl 

butyrate (8,75%) présent à moins de 0,5% chez les autres P. de ce groupe et qui contribue à le rendre 

atypique. P. extipulatum, P. ‘Abrotanifolium’ et P. praemorsum sont proches les uns des autres et chez 

tous on observe de grandes concentrations en α-pinène et β-pinène qui sont responsables des notes 

boisées. Il est cependant intéressant de noter que les proportions α-pinène/β-pinène chez P. 

extipulatum (38%-13%) et chez P. praemorsum (8%-32%) sont inversées. Des terpène synthases pour 

chaque composé ayant été caractérisées (annexe 16), il est probable que nous ayons affaire à deux 

terpène synthases régulées différemment pour ces deux espèces botaniques. 

 
Le groupe ‘Menthe’ est bien identifié comme très discriminé par les composés issus de l’activité de la 

limonène synthase (figure 98). En effet, toutes les molécules du type menthe (menthone, isomenthone, 

menthol…) sont des molécules qui viennent de la LIMS (figure 45 – introduction). P. ‘Tomentosum 

chocolat’ se rapproche du groupe ‘Boisé’ à cause de sa concentration importante en α-phellandrène et 

β-phellandrène comme déjà vu plus haut. P. ‘Blandfordianum’ est proche des deux axes et il ne présente 

pas de profil très caractéristique et produit de nombreuses molécules mais en faible concentration par 

rapport aux autres Pelargonium. 

 
Dans le groupe ‘Citron’, P. ‘Toussaint’ et P. ‘Candy dancer’ sont proches et éloignés du barycentre à 

cause leur production importante d’isomenthone (35,57% et 36,13%). Il est probable qu’il s’agit d’une 

seule et même variété.  P. ‘Charity’ est encore plus proche du groupe ‘Menthe’ car celui-ci produit 53% 

de pipéritone qui dérive du limonène tout comme le menthone et l’isomenthone (figure 45 – 

introduction). Néanmoins ce composé ne semble pas très puissant car il est complétement couvert par 

l’odeur de citron venant du citronellal pourtant biosynthétisé à hauteur de 2,34% couvrant aussi l’odeur 

de rose du citronellol (15,64%). L’odeur de citron est donc donnée par un composé présent à 2,34% ! P. 

‘Prince of orange’ biosynthétise beaucoup de géraniol mais a néanmoins été classé dans le groupe 

‘Citron’ plutôt que dans le groupe ‘rose’ à cause du géranyl acétate (26%) qui lui donne une forte odeur 

fruitée. 

 



- Résultats II : Diversité des COV dans le genre Pelargonium - 
 

| 252 

II.3.3  Classification hiérarchique agglomérative 
 
Nous avons ensuite effectué une classification hiérarchique aglomérative effectué avec les 

distanceseuclidiennes et avec une méthode de liaison complète sur ces 17 groupes pour les 56 

Pelargonium. Le dendrogramme présente 3 grands clades (figure 99). Le premier regroupe les 5 P. 

‘Epices’ ayant une concentration très importante en méthyleugénol (>64%). Les autres P. ‘Epices’ dont la 

concentration en méthyleugénol ne dépasse pas 25% (pourtant prépondérant pour l’odeur) sont très 

proches des ‘Boisé’ car ils biosynthétisent tous beaucoup d’α-pinène, de β-pinène et de sabinène qui se 

retrouvent aussi chez les Pelargonium ‘Boisé’. 
 

Le deuxième clade est celui des Pelargonium ‘Rose’ et ‘Citron’ qui ont en commun de biosynthétiser 

beaucoup de molécules issues du géraniol et donc produites à l’origine par la GES (30-90%) (tableau 22). 

On observe bien que P. ‘Toussaint’ et P. ‘Candy dancer’ sont très proches. Après ce traitement de 

données, on note qu’à présent, les 4 cultivars ‘rosat’ sont tous très proches, ce qui n’était pas le cas sur 

le premier dendrgramme (figure 94). P. cv. ‘rosat Egypte’ et P. cv. ‘rosat Grasse’ forme un clade ce qui 

était attendu puisque ce sont les seuls à produire en quantité du 10-γ-épi eudesmol. 
 

Il est aussi très intéressant d’observer que P. cv. ‘rosat Chine’ et P. ‘Attar of rose’ sont extrêmement 

proches, comme en témoigne leur ratio géraniol/citronellol ainsi que le pourcentage de 6,9-guaiadiène. 

P. ‘Attar of rose’ est probablement un Pelargonium venu de Chine et commercialisé sous un autre nom. 

P. cv. ‘Bourbon’ est aussi très proche de P. cv. ‘rosat Chine’ mais pas aussi proche qu’on aurait pu le 

penser car son ratio G/C est suffisamment différent pour que deux autres Pelargonium les séparent.  
 

P. quercifolium et P. ‘Royal oak’ sont réunis sur le dendrogramme et ont une composition chimique très 

proche. Le nom complet de P. ‘Royal oak’ est en fait P. ‘Quercifolium royal oak’ d’après le conservatoire 

qui nous l’a fourni. Il s’agit donc seulement d’un cultivar aux feuilles panachées. Cette couleur panachée 

des feuilles a aussi été sélectionnée sur d’autres variétés comme P. tomentosum et P. ‘Tomentosum 

chocolat’ ; P. ‘Pepper’ et P. mutans ou encore P. clorinda et P. ‘Clorinda variegated’. Toutes ces paires 

sont réunies dans le dendrogramme à l’exception des deux tomentosum. On voit que ces manipulations 

affectent non seulement la morphologie de la feuille mais aussi la production des composés.  
 

On observe enfin que les deux ‘Butyrate’ sont maintenant dans le même clade car ils produisent 

beaucoup d’esters de ‘butyrate’, qu’aucun autre Pelargonium ne synthétise.   
 

Ce traitement des données, a permis de mettre en évidence des différences très fines intra-groupe 

comme cela a pu être montré dans le groupe ‘Rose’ et ‘Citron’ même si on a perdu un peu de précision 
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entre les groupes pour l’analyse discriminante. Pour l’analyse en clustering, les résultats sont beaucoup 

plus précis que ceux de l’analyse brute. 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 99 | Dendrogramme issu d’une classification hiérarchique effectuée avec une distance euclidienne et avec 
une méthode de liaison complète.  Pour ce dendrogramme, les 101 composés les plus importants   des 56 accessions 
de Pelargonium ont été regroupés  en 17 groupes représentant les voies de biosynthèses communes. Les variétés 
classées ‘fruité’ et ‘aromatique’ ont été éliminées.  
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III.  CONCLUSIONS 
 
Ces analyses exhaustives réalisées sur 64 différentes variétés de Pelargonium ont donné de bonnes 

corrélations entre les descriptifs olfactifs et la biochimie. De plus, nous avons pu mettre en évidence sans 

équivoque des liens très forts de parenté entre différents hybrides, cultivars et espèces botaniques. Dans 

de nombreux cas, les liens unissant des variétés vraisemblablement issues d’un parent proche sont 

proches dans les analyses statistiques.  

 
Ces analyses sont aussi très intéressantes pour comprendre les voies de biosynthèses. Par exemple, il n’y 

a pour l’instant aucune α-phellandrène synthase caractérisée mais au moins 3 β-phellandrène synthases 

pour les espèces Abies grandis (Bohlman et al. 1999), Picea sitchensis (Keeling et al. 2011) et Lavandula 

angustifolia (Demissie et al. 2011). Toutes ces phellandrène synthases produisent très majoritairement le 

β-phellandrène et un peu d’α-phellandrène. Pour les Pelargonium, ce ratio β/α est inférieur à 1 et 

semble donc être inversé si l’on regarde les résultats des tests d’activités des autres phellandrène 

synthases. Par contre, si l’on regarde la structure de ces deux molécules (annexe 30), on voit que 

l’isomère α-phellandrène a ses deux doubles liaisons sur le cycle aromatique alors que l’isomère β-

phellandrène en a une sur le méthyle situé en position para. Nous pouvons émettre l’hypothèse que le 

β-phellandrène pourrait être produit en quantité importante par une β-phellandrène synthase, comme 

chez les autres plantes, mais que celui-ci s’isomériserait ensuite dans sa forme la plus stable l’α-

phellandrène. D’autres MTPS donne aussi de l’α-phellandrène comme produit minoritaire comme la 

limonène synthase (Landman et al. 2007), la 1,8-cinéole synthase (Demissie et al. 2012) ou encore la 

fenchol synthase (Benabdelkader et al. 2015) mais pas dans les proportions rencontrées chez les 

Pelargonium.  

 
Globalement, les molécules discriminantes sont des molécules qui ont une odeur en relation directe avec 

le groupe pour lequel elles sont discriminantes. Néanmoins, il se peut aussi que certaines molécules 

aient une odeur différente de celle du groupe qu’elles discriminent.  Ces molécules  sont donc des 

molécules très spécifiques de ce groupe et qui sont proches, au niveau de la biosynthèse, d’autres 

molécules ayant bien l’odeur caractéristique de ce groupe. Ces molécules peuvent donc servir de 

traceurs pour l’odeur des Pelargonium. 
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Nous voyons aussi que les informations obtenues après un traitement des données qui tient compte de 

nos connaissances sur les voies de biosynthèse peuvent être plus intéressantes que celles obtenues à 

partir des données brutes. C’est particulièrement le cas pour les cultivars ‘rosat’ dont l’information était 

brouillée à cause de molécules très proches présentes en très grandes concentrations. 

 
Nous avons aussi montré que dans certains cas, une faible concentration d’un composé était 

prédominante au niveau de l’odeur comme pour les aldéhydes néral, géranial et citronellal à la forte 

odeur de citron. Il est bien démontré que toutes les molécules n’ont pas le même seuil de détection et 

que certaines sont très puissantes olfactivement. L’analyse chimique regroupe les cultivars selon leur 

composition chimique alors qu’au nez elles auront une odeur particulière, due à des composés qui 

peuvent être mineurs. Ceci trace la limite des regroupements que nous avons réalisés dans cette partie 

de la thèse. 

 
Nous n’avons pas pu réellement exploiter le descripteur olfactif secondaire mais ces analyses sont tout à 

fait envisageables dans le futur. Peut-être aurions-nous défini des sous-groupes encore plus précis. Le 

nombre restreint de 9 descripteurs est aussi une des raisons pour laquelle certains groupes étaient très 

dispersés et l’utilisation d’autres descripteurs nous aurait probablement permis d’avoir encore une 

séparation plus fine.  
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I.  AMÉLIORATIONS DU PROCÉDÉ D’EXTRACTION 
 
L’action prioritaire que nous avons menée au niveau de la distillation a été de s’assurer qu’il ne restait 

que très peu d’HE dans les drèches en extrayant le matériel végétal à la fin de la distillation. e. Nous 

n’avons trouvé que très peu d’HE résiduelle confirmant que la distillation vapeur était efficace. Nous 

nous sommes donc concentré à optimiser le temps de distillation ainsi que l’opération de décantation 

car nous suspections une perte importante d’HE non décantée. 

 

I.1  Optimisation de la distillation 
 
Dans le but de vérifier l’efficacité de la distillation, une cinétique a été réalisée afin de visualiser le 

moment où le coût de production de vapeur devient plus important que le revenu lié à la production 

d’HE. Pour cela, des échantillons d’eau sortant du condenseur ont été extraits et analysés pendant la 

distillation (figure 100). Brièvement, La distillation de 1000 kg de Pelargonium cv. ‘rosat Egypte’ frais a 

été suivie durant 120 min. Des prélèvements d’échantillons de 100 mL d’eau de condensation (point 8 

figure 67 – Chapitre II) ont été effectués toutes les 10 min. Ces eaux sont extraites selon le protocole 

décrit dans le chapitre matériel et méthodes et les concentrations des composés sont quantifiées à l’aide 

d’una analyse GC-FID. Ces extractions ont été réalisées sur trois distillations différentes. Les résultats 

sont présentés sous la forme de la somme des concentrations des 6 composés les plus importants : 

isomenthone, citronellol, géraniol, citronellyl formate, 10-γ-épi eudesmol et linalol. Les analyses de la 

cinétique de distillation pour chacun des 6 composés sont présentées en annexe 44.  

 

 

[ppm]min sans stripping 

Figure 100 | Cinétique de distillation du Pelargonium. Les 6 composés représentant 75% du total des composés 
dont les concentrations en ppm sont suivies sont : linalol, isomenthone, citronellol, géraniol, citronellyl formate, 
10-γ-épi eudesmol. 100 mL d’eau de distillation ont été extraits. Ces extractions ont été réalisées sur 6 
distillations différentes avec 3 réplicats pour chacune mesure. [ppm]min signifie la composition minimum en COV 
de l’eau de distillation pour que la distillation soit rentable. 
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Les analyses des HE obtenues toutes les 10 min ont aussi permis de s’assurer que distiller plus longtemps 

n’occasionnait pas de modifications de la qualité de l’HE. Aucune différence significative entre les 

qualités d’HE prélevées à différents temps n’a été observée. Une analyse plus fine en distinguant le 

comportement de chaque composé peut être faite (annexe 44). Ainsi, Le linalol est plus difficile à 

distiller. Le géraniol et le citronellol présentent des courbes de cinétique de distillation assez semblables 

et le fait d’arrêter plus tôt ou plus tard n’influence donc pas le ratio entre eux. L’isomenthone et le 

citronellyl formate se distillent quant à eux très rapidement et cela se confirme aussi dans l’HE qui est 

plus mentholée en début de distillation. Enfin, il est  à noter que le 10-γ-épi eudesmol se retrouve en 

concentration assez constante tout au long de la distillation car, étant plus lourd, il est moins facile à 

distiller que les alcools monoterpéniques. La concentration minimale en COV que doit atteindre l’eau de 

distillation pour assurer une rentabilité se calcule comme suit : 
 

-  La production de 1000 kg de vapeur à 8 bars coûte 18 € (Tableau 23) et permet de distiller 500 min. 

- Le coût de 1 min de distillation est donc de 18€/500 = 0,036 € 

- L’HE produite durant 1 min et donc sa valorisation potentielle dépend de la concentration en composés 

d’intérêt à chaque instant de la distillation. Il faut donc calculer la concentration minimale en HE que doit 

avoir l’eau distillée (prélevée après le condenseur au point 8 de la figure 67 au chapitre 2) pour que la 

distillation soit rentable. En tenant compte de l’efficacité de la distillation L’équation est donc la 

suivante : 
 

0,036 (€) < 2 (L)* ([ppm]min – [450] (mg.L-1)/1000) * (80 (€)/1000) 
 

Donc, [ppm]min > [675 ppm] 
 

La distillation sera donc rentable si la concentration en HE de l’eau de distillation est supérieure à 675 

ppm. 

Tableau 23 | Données concernant les coûts, les paramètres de distillation et le prix de l’HE 

Production de 1000 kg de vapeur d’eau 18 € 
Valorisation de l’HE (1 kg) 80 € 
Ratio de stripping98  1/10 
Débit de distillation  2 L.min-1 
Efficacité de décantation99 [450 ppm] 
Efficacité du stripping100  [5 ppm] 

                                                           
98 Le ratio de stripping est la quantité de vapeur d’eau ascendante sur la quantité d’eau à stripper descendante.    

99 Efficacité de la distillation = [ppm]max en composés en-dessous de laquelle l’huile ne décante pas. C’est la 
concentration de l’eau à saturation en composés organiques qui se fait après l’étape de la décantation. 
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I.2  Optimisation de la distillation avec stripping 
 

Dans beaucoup de distillations, l’eau après la décantation est toujours saturée en COV d’intérêts. En 

effet, ces composés sont soit  à la limite de leur solubilité pour composés hydrophobes, ou alors ils ont 

une densité proche de celle de l’eau et il faudrait une décantation très longue pour les faire décanter. Il 

se peut aussi que ces composés soient hydrosolubles comme pour la rose, mais dans ce cas le stripping 

ne pourra pas aider à la récupération de ces derniers. Pour la distillation du Pelargonium, nous 

suspections aussi qu’une partie des eaux de décantations (point 10 figure 67 chapitre II) contenaient des 

composés volatils, qu’il serait peut-être intéressant d’essayer de récupérer. Nous avons donc tout 

d’abord évalué l’intérêt économique d’une redistillation de ces eaux de décantation. Pour cela, une série 

d’échantillons ont été prélevés à la fin de la décantation, dans l’eau qui était jusqu’à présent jetée. Ces 

eaux ont été extraites avec du dichlorométhane en présence d’un standard interne pour quantifier les 

composés présents (figure 101). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Ces analyses des eaux jetées après la décantation montrent qu’une quantité importante de composés ne 

sont pas décantés et donc perdus. Ces composés sont en concentration maximale de saturation dans 
                                                                                                                                                                                            
100 Efficacité du stripping = [ppm]max en composés qui n’arrivent pas à être strippés et sont donc déchargés. Cette 
analyse se fait dans les eaux épuisées de stripping. 

Figure 101 | Analyse de la composition moyenne des eaux de distillation après une distillation de 60 min. 100 
mL d’eau de distillation ont été extraits. Ces extractions ont été réalisées sur 6 distillations différentes avec 3 
réplicats pour chacune des mesures. 
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l’eau (souvent très chaude) après l’opération de décantation. Abaisser la température de l’eau de 

condensation permettrait donc d’augmenter un peu le rendement en HE lors de l’étape de décantation 

mais il faudrait pour cela augmenter le débit d’eau de refroidissement alors que c’est une ressource rare 

dans le désert. Cette option n’est donc pas possible. L’installation d’une unité de stripping semblait donc 

la meilleure solution pour reconcentrer ces composés et permettre une deuxième décantation.  

L’appareil le plus indiqué pour cette opération est la colonne de stripping (figure 68 chapitre II et annexe 

45 pour le schéma industriel).  

 

La concentration minimale en COV que doit atteindre l’eau de distillation pour assurer une rentabilité si 

l’on utilise une unité de stripping pour retraiter les eaux de décantation se calcule comme suit : 

 

- La production de 1000 kg de vapeur à 8 bars coûte 18 € (Tableau 23) et permet de distiller 500 min. + 

10% (18€) qui sont liés au coût du stripping. Le ratio de stripping est en effet de 1/10. Il faut donc environ 

20 € pour distiller et stripper 500 min. 

- Le coût de 1 min de distillation est donc de 20€/500 = 0,04 € 

- L’HE produite durant 1 min et donc sa valorisation potentielle dépend de la concentration en composés 

d’intérêt à chaque instant de la distillation. Il faut donc calculer la concentration minimale en HE que doit 

avoir l’eau distillée (prélevée après le condenseur au point 8 de la figure 67) pour que la distillation soit 

rentable.  

 
En tenant compte, cette fois de l’efficacité du stripping qui fait diminuer l’efficacité totale de l’opération 

de [450 ppm] à [5 ppm] avec seulement un rajout de 10% en dépense énergétique. L’équation est 

donc la suivante : 

 
0,04 (€) < 2 (L)* ([ppm] (mg.L-1)/1000) * (80 (€)/1000) 

 
Ce qui fait, [ppm]min > [250 ppm]  

 
La distillation sera donc rentable si la concentration de l’eau de distillation est supérieure à 250 ppm.  

L’utilisation du stripping nous permet donc de continuer la distillation jusqu’à 120 min alors que sans 

stripping, il est nécessaire d’arrêter la distillation après 40 min (figure 102). Ces résultats sont cependant 

à nuancer car la rentabilité dépend beaucoup du prix de l’énergie qui augmente actuellement en Égypte 

ainsi que de l’efficacité de chaque chaudière.  
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Le calcul du de l’augmentation du rendement généré par l’installation d’une unité de stripping se calcule 

comme suit : 

 
La concentration en COV de l’eau de décantation est de 450 ppm mais dans ce nombre, seuls les 6 

composés les plus importants ont été dosés. Ceux-ci ne représentent que 75% du total de l’essence 

contenue dans les eaux de distillation. La concentration en COV totale de l’eau perdue est donc de 

600ppm. 

 
Grâce au stripping on récupère donc 71,4 g d’HE ([595].120 (120 litres d’eau seront distillés en 60 min)). 
 
Or, une distillation produit environ 1100 g d’HE, l’augmentation potentielle du rendement due au 

stripping est donc de 6,5% (((1100 + 71,4)/1100)*100)-100).  

 

[ppm]min avec stripping 

[ppm]min sans stripping 

Figure 102 | Cinétique de distillation du Pelargonium et concentration minimale en COV de l’eau de 
distillation pour une distillation équipée ou non d’une unité de stripping. Les 6 composés représentant 75% du 
total des composés dont les concentrations en ppm sont suivies sont : linalol, isomenthone, citronellol, géraniol, 
citronellyl formate, 10-γ-épi eudesmol. 100 mL d’eau de distillation ont été extraits. Ces extractions ont été 
réalisées sur 6 distillations différentes avec 3 réplicats pour chaque mesure. [ppm]min signifie la composition 
minimum en COV de l’eau de distillation pour que la distillation soit rentable.  
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Ensuite, nous avons aussi voulu vérifier la qualité de l’HE et l’intérêt de distiller jusqu’à 90 min au lieu des 

60 min habituelles (figure 103). L’analyse des eaux extraites montre que la composition de l’HE est très 

similaire pour les 2 temps de distillation. On observe une légère augmentation de la concentration des 

composés à 90 min, probablement due à l’augmentation de température en fin de la distillation, qui 

augmente la solubilité des composés. 

 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

Nous avons finalement analysé l’influence du mélange de l’HE conventionnelle avec l’HE récupérée par 

stripping. Un essai pilote de stripping a été réalisé à Grasse sur environ 100 L et l’HE obtenue a été 

analysée. Les rendements théoriques, avec une augmentation de 6,5%, ont bien été confirmés. La 

composition chimique de l’HE issue du stripping est assez différente de celle de l’HE conventionnelle, par 

exemple, elle contient une concentration élevée de linalol. Cependant, un mélange des 2 types d’HE 

dans une proportion de 92/8 permet d’obtenir une HE conforme aux spécifications des parfumeurs. 

(annexe 46).  

 
Le stripping est installé depuis 2 ans dans l’unité de distillation en Égypte et fonctionne parfaitement. 

Nous obtenons chaque année une augmentation de rendement de 7%. Quelques autres améliorations, 

plus mineures, du procédé de distillation ont aussi été réalisées mais ne seront pas décrites dans la 

thèse.  

 
Les avancées les plus importantes en termes de rendement ont été réalisées sur la partie agricole et sont 

l’objet de la partie suivante.    

Figure 103 | Analyse de la composition des eaux de distillation après 60 et 90 min de distillation.  100 mL d’eau 
de distillation ont été extraits. Ces extractions ont été réalisées sur 6 distillations différentes avec 3 réplicats pour 
chacune mesure.  
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II.  AMÉLORATIONS DES PRATIQUES CULTURALES DU PELARGONIUM EN  

ÉGYPTE 

 
II.1  Amélioration des paramètres de la plantation 
 
La plantation est une étape cruciale dans la culture du Pelargonium puisqu’elle représente une partie 

très importante du coût total et qu’elle conditionne aussi fortement le rendement à l’hectare final.  

 
Nous avons tout d’abord observé une mortalité élevée des boutures, jusqu’à 60%, nous obligeant à 

replanter une deuxième fois dans une période non optimale. Le faible taux de reprise entraîne une faible 

couverture et donc un faible rendement par surface. Le coût lié à la plantation manuelle (420 00 

boutures.Ha-1) et celui de replantation est très important, représentant 10% du coût total la première 

année.   

 
Pour diminuer ce taux de mortalité élevé, nous avons planté systématiquement d’octobre à mi-

novembre. A partir de mi-novembre, les nuits étant trop froides, les boutures ne s’enracinent plus 

correctement. La température optimale d’enracinement est comprise entre 17°C et 23°C. Nous avons 

également  favorisé la formation des racines en les imbibant dans de l’eau additionnée d’une hormone 

d’enracinement, l’AIB à une concentration de 100 ppm. L’ajout de 2500 ppm de fongicide (Pilartop® qui 

remplace le Captane interdit par la législation européenne) empêche le développement des 

champignons. La préparation du terrain, avec par exemple l’humidification du sol, est aussi très 

importante (annexe 47). Nous avons enfin planté des boutures plus petites (4-5 nœuds) et effeuillées 

partiellement (3-4 feuilles restantes) pour minimiser la déshydratation de la bouture.    

 
Toutes ces mesures ont permis d’abaisser le taux de mortalité à 5% et d’éviter une replantation 

coûteuse.  

 
Le deuxième paramètre que nous avons fait varier est l’écartement des lignes de plantation. Une 

plantation plus serrée permet d’augmenter la production de biomasse par unité de surface. Elle permet 

aussi de limiter le développement des mauvaises herbes dont l’arrachage est très chronophage. Nous 

sommes ainsi passés de 15 000 à plus de 26 000 plantes.Ha-1. La mécanisation de cette étape de 

plantation est à l’étude.  
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Des essais de plantations en présence d’un paillage en plastique noir n’ont pas permis de réduire le 

développement des adventices car celles-ci perçaient systématiquement le paillage pourtant de bonne 

qualité (annexe 47). De plus cette technique n’a permis de réduire la consommation d’eau que de 5% car 

une fois le plant de Pelargonium bien développé, l’ombre portée par les feuilles joue le même effet que 

le paillage. Cette technique de paillage, très coûteuse, a donc été abandonnée.   

 
Nos plantations sont irriguées par goutte à goutte et non par par inondation, nous n’avons donc pas 

besoin de butter les plants de Pelargonium et la plantation se fait directement sur une surface plane. Des 

analyses des sols ont montré que les zones contenant plus d’argile donnaient de meilleurs rendements 

et que les plantes souffraient moins du manque d’eau. En effet, l’argile a une capacité de rétention d’eau 

importante et contrebalance l’effet drainant du sable. Les parties des champs moins riches en argile ont 

donc été amendées avec de l’argile.   
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II.2  Amélioration des paramètres de croissance  
 
La croissance du Pelargonium est assez lente au début à cause de l’enracinement de la bouture mais 

aussi car les nuits dans le désert égyptien sont très froides de décembre à février. Ceci explique pourquoi 

il est impossible de faire 3 récoltes par an comme c’est le cas à l’île de la Réunion ou deux comme en 

Chine. En Egypte, la croissance reprend au mois de mars et est maximale en avril-mai. De plus il s’agit 

d’augmenter le rendement de la biomasse mais aussi de l’HE. Des photos prises à différentes périodes de 

l’année sont présentées en annexe 48. 

 
Une recherche bibliographique résumée dans la revue Blerot et al. (2015), nous a suggéré plusieurs 

amendements possibles. Ces amendements ont été testés en 2013 sur une surface réduite mais 

permettant d’effectuer une distillation industrielle (utilisation de 800 à 1000 kg de végétal). L’année 

2014 nous permettrait ensuite de confirmer ces résultats, d’affiner les traitements, voire de combiner 

ceux-ci. Le meilleur traitement de 2014 serait alors répliqué à grande échelle sur plusieurs hectares en 

2015. 

 
II.2.1  Rendements obtenus en 2013 

 
 Les résultats concernant la quantité de biomasse et le rendement en HE pour 14 traitements différents 

sont donnés en totalité en annexe 49. Plusieurs observations peuvent être faites.  

 
Le rendement en biomasse végétale augmente généralement lorsque l’on augmente la quantité 

d’engrais (de 100 à 600 kg.Ha-1). La valeur maximale est atteinte avec une quantité de 600 kg.Ha-1. Par 

contre le changement de fertilisation n’a pas d’effet sur le rendement en HE. Avec une fertilisation à 600 

kg.Ha-1 d’engrais, on a finalement une production en HE par unité de surface supérieure de 23% par 

rapport à la concentration habituelle de 200 kg.Ha-1 (figure 104). 

 
Les traitements avec des agents d’enracinement montrent des tendances identiques (AIB et vitamine C, 

annexe 49), avec une augmentation importante du rendement en d’HE/T poids frais (annexe 49). Il est à 

noter que ces parcelles ont été les dernières à être distillées durant la journée et ont donc passé un peu 

plus de temps après la coupe (environ 3 heures) avec une perte d’eau potentielle, sûrement minime 

(préfanage). Par contre, le rendement en HE par unité de surface (figure 104), qui n’est pas influencé par 

le préfanage est aussi fortement augmenté. Ce résultat devra être confirmé en 2014.     
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Les résultats du traitement au 28-Homobrassinolide et au zinc donnent des résultats similaires et en 

accord avec la littérature. La figure 104 nous montre une légère augmentation totale de l’HE produite 

par surface mais étant donné que la concentration par kg de biomasse fraîche est inférieure, le gain sera 

probablement compensé par une plus grande consommation énergétique, plus de main d’œuvre 

nécessaire… Il est par contre intéressant de coupler ces traitements bénéfiques pour la croissance 

végétale avec un traitement jouant sur la concentration en HE (vitamine C ou putrescine). Ces essais 

seront menés en 2014. 

 
Le dernier traitement concerne la pulvérisation foliaire de putrescine à différentes concentrations. Les 

résultats en annexe 49 montrent une augmentation à la fois de la biomasse mais aussi de la production 

d’HE par kg de biomasse. C’est l’un des traitements les plus efficaces pour augmenter le rendement en 

HE par unité de surface (figure 104). 

 

 

Figure 104 | Rendements en kg d’HE par Ha obtenus sur les différentes parcelles expérimentales en 2013. La barre 
noire représente les résultats obtenus sur les 6 parcelles contrôle. Les barres brunes présentent la fertilisation en 
NPK, les barres bleues les traitements aux agents d’enracinement, les oranges aux phytohormones, les vertes 
concernent les résultats obtenus avec une pulvérisation foliaire de zinc et les barres mauves l’utilisation de la 
putrescine. Les barres d’erreur représentent l’écart type (n = 3). 
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II.2.2  Rendements obtenus en 2014 

 
D’une manière générale, les résultats de 2014 confirment ceux de 2013. Nous avons utilisé une 

fertilisation de 600 kg.Ha-1 en NPK car elle avait donné les meilleurs rendements en 2013. De ce fait, tous 

les résultats en terme de biomasse sont légèrement supérieurs.  

 
On observe une augmentation importante (~+ 70%) de la biomasse produite (annexe 50, Figure 105) 

pour les trois traitements suivants : putrescine (80 mg.L-1) + vit. C (5 mg.L-1) ; zinc (400 mg.L-1) + vit. C 

(5mg.L-1) et le mélange. De manière surprenante, les traitements avec le 28-homobrassinolide n’ont 

entraîné qu’une faible augmentation du rendement de la biomasse (-10 à + 32%) alors que les résultats 

de 2013 étaient plus nets. Il est cependant difficile de comparer car ce traitement est associé avec celui à 

la vitamine C qui n’avait pas eu d’effet sur le rendement en biomasse en 2013. 

 

Au niveau de la quantité d’HE par kg de biomasse, les résultats sont assez similaires pour tous les 

traitements et les rendements sont tous supérieurs au contrôle (+ 25 - 30%) sauf pour le traitement au 

zinc. Les résultats pour le zinc confirment ceux de 2013 ; ce traitement avait donné de très bons résultats 

en terme de quantité de biomasse mais de mauvais résultats en termes de quantité d’HE par kg de 

biomasse malgré l’ajout de la vitamine C.  

 
Si l’on combine maintenant la production de biomasse et la quantité d’HE produit par kg de biomasse, on 

obtient le résultat qui nous intéresse le plus, à savoir la quantité d’HE produite par unité de surface 

(figure 105). Alors que la parcelle contrôle donne des résultats similaires à 2013 et comparables aux 

rendements d’une plantation conventionnelle en bordure de Nil, les résultats obtenus avec la putrescine 

(jusqu’à + 113%) confirment l’intérêt d’utiliser cette hormone.   
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II.2.3  Rendements obtenus en 2015 

 
Pour minimiser le nombre de traitements, nous avons choisi de conserver le traitement avec 80 mg.L-1 de 

putrescine, sans ajout de vitamine C, mais avec un traitement à l’AIB pour l’enracinement des boutures.  

 
Avec une plantation très serrée (30 cm x 30 cm), très peu de mortalité grâce à une maîtrise de la reprise 

en champ des boutures, un traitement optimisé et 3 ans d’expérience de plantation, nous avons obtenu 

de très bons résultats sur la parcelle expérimentale en 2015. En effet, en une seule coupe précoce en 

juin, nous avons produit en moyenne 65 kg.Ha-1 d’HE avec une production totale de plus de 600 kg d’HE.  

Ce rendement de 65 kg d’HE à l’Hectare est très bon puisqu’en général en Égypte avec une coupe, les 

paysans obtiennent entre 30 et 40 kg.Ha-1 d’HE, ce qui est comparable à 2 coupes en Chine et 3 coupes à 

l’île de la Réunion.  

Figure 105 | Rendements en kg d’HE par Ha obtenus sur les parcelles expérimentales en 2014. La barre noire 
représente les résultats obtenus sur les 3 parcelles contrôle, les barres bleues présentent les réponses aux agents 
d’enracinement ainsi qu’à l’utilisation du 28-homobrassinolide, les barres mauves présentent les résultats 
obtenus avec la putrescine seule ou en mélange avec la vitamine C, les vertes analysent les résultats obtenus lors 
de la pulvérisation foliaire du zinc et de la vitamine C et enfin la barre rouge présente les résultats pour la 
combinaison de l’ensemble des traitements (vit. C à 5 mg.L-1 ; 28-ho. à 2,5 mg.L-1 ; putrescine à 40 mg.L-1 ; zinc 
200 mg.L-1). 
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II.3  Etude de l’impact de la taille sur le rendement en HE 

 
Chez la plupart des plantes aromatiques, le développement des trichomes glandulaires qui sécrétent l’HE 

a lieu sur les jeunes feuilles. Lors de l’élongation de la feuille, les trichomes continuent à se former mais à 

une vitesse réduite par rapport à la la croissance de la surface foliaire. La densité de trichomes 

sécréteurs est donc plus élevée chez les jeunes feuilles (Turner et al. 2000 a, b). Il pourrait donc être 

intéressant de faire varier la taille de la plante (figure 106) afin d’influencer le développement de jeunes 

feuilles. Une coupe précoce d’architecture pourrait avoir un effet sur la ramification des branches et sur 

le nombre de jeunes feuilles sur ces rameaux.  

 

 

 

 

  

 

Pour tester si une taille pouvait être avantageuse, des analyses d’extraits hexane de COV de feuilles 

jeunes et de feuilles âgées ont été effectuées sur des plantes cultivées en champ en Egypte (voir Matériel 

et méthodes).  Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 107.  

Figure 106 | Schéma représentant l’effet hypothétique d’une coupe précoce sur le développement des jeunes 
feuilles chez le Pelargonium   

Figure 107 | Quantification de quatre composés majeurs dans les jeunes feuilles et les feuilles âgées extraites à 
l’hexane. Le graphique de gauche représente la quantité totale de ces quatre composés extrapolée pour un kilo de 
feuilles fraîches tandis que le graphique de droite donne la répartition par composés.  
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Les rendements en HE sont très élevés, 0,30% pour les feuilles âgées et 0,65% pour les jeunes feuilles. 

Ceci s’explique par le fait que lors d’une distillation commerciale (rendement environ 0,11%), la totalité 

de la plante est utilisée, avec les tiges qui sont beaucoup moins riches en HE. Le ratio poids de 

feuilles/poids de branches est d’environ 1/3. Lorsque l’on charge un alambic de distillation, on le charge 

donc à plus de 2/3 avec des branches qui ne contiennent pas ou très peu d’essence.  

 
La figure 107 montre que la concentration en essence dans les jeunes feuilles est plus de deux fois 

supérieure à celle des feuilles âgées. Cela confirme donc bien l’hypothèse d’une densité de trichomes 

plus élevée ou d’une biosynthèse de terpènes plus active dans les jeunes feuilles que dans les feuilles 

plus âgées. On aura donc tout intérêt à essayer de faire produire de nombreuses  jeunes feuilles au 

Pelargonium. On peut imaginer une coupe très en surface mais réalisée plusieurs fois dans l’année.  

  
Il est aussi intéressant de noter que les jeunes feuilles ont une concentration en géraniol bien supérieure 

à celle du citronellol, ce qui n’est pas le cas des feuilles plus âgées. Pour le citronellyl formate et le 10-γ-

épi eudesmol, les différences sont moins marquées. Ceci aura des conséquences sur la qualité de l’HE, 

qui seront commentées dans la partie discussion. 

 
 
II.4  Amélioration des paramètres de la récolte  

 
La récolte du Pelargonium en Égypte se fait de façon manuelle et une seule fois par an vers le mois de 

juillet (annexe 51). Choisir le moment de la récolte est crucial pour obtenir une concentration maximale 

en HE d’une qualité conforme aux standards (norme ISO et standards internes à IFF-LMR). 

 
II.4.1  Le préfanage 
 
II.4.1.1 Expérience de préfanage en Égypte 
 
Nous l’avons vu (paragraphe II.2.1 de l’introduction), le préfanage est une technique traditionnelle qui 

permet d’éliminer une partie de l’eau présente dans les feuilles de Pelargonium pour faciliter son 

transport jusqu’à la distillerie et optimiser sa distillation. Ayant notre propre distillerie et nos champs à 

proximité, nous avons voulu évaluer l’intérêt ou non d’un préfanage (qui est avéré pour un paysan situé 

loin de la distillerie et dépendant d’un distillateur privé). 
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Nous avons donc mis à préfaner au soleil pendant 24h 1000 kg d’un mélange de feuilles et de tiges de 

Pelargonium. Nous avons ensuite mesuré le poids après le préfanage, et la concentration en HE avec ou 

sans préfanage. Ces mesures ont été réalisées une seule fois à Regwa et deux fois à Beni Souef (figure 

108).  

 
 
 
 
 
 

Le préfanage fait perdre environ 75% de son poids au Pelargonium. Compte tenu de la capacité de 

compression de la matière végétale, ce préfanage permettra de remplir un alambic de distillation avec 

environ 1,5 fois plus de biomasse.  Sachant qu’il faut 120 kg de vapeur pour distiller 1000 kg de végétal (1 

alambic) pour un coût de 2,20 €, le préfanage nous permettra de distiller 1500 kg avec la même quantité 

de vapeur et donc de réduire ce coût (de 3,3 à 2,20 €). Il faut aussi tenir compte de l’économie en temps 

de chargement, en occupation de matériel et en force de travail même si ces données sont difficilement 

quantifiables.  

 
La figure 108 montre que le préfanage entraîne aussi une perte de rendement en HE par unité de végétal 

de départ. Si l’on ne perd en moyenne que 10% d’HE (hypothèse basse), la perte due au préfanage est 

de : 

 
(1100*1,5*10-1) * (80/1000) = 13,2 € pour 1500 kg de Pelargonium frais.  

Le préfanage ne se justifie donc pas dans notre cas.  

 

Figure 108 | Suivi de la perte en eau et en HE pendant l’opération de préfanage. Le graphique de gauche 
représente la perte d’eau moyenne sur 3 lots de 1000 kg de Pelargonium exposés en plein soleil durant 24h. Le 
graphique de droite représente la somme de la concentration en HE de 3 lots pour les cinq composés majoritaires 
de l’essence pendant la même exposition. 
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La figure 109 présente l’influence du préfanage sur les concentrations en géraniol et citronellol. Les 

autres composés ne présentent pas de modifications. On observe une baisse de la concentration en 

géraniol. Cette baisse peut être due au franchissement de la barrière cuticulaire par le géraniol, en 

particulier sous l’effet de la température ou, plus probablement, à l’éclatement d’un certain nombre de 

trichomes glandulaires, toujours sous l’effet de la chaleur. Il n’est pas possible de savoir si cette baisse 

concerne uniquement le géraniol. En effet, il est possible que les concentrations des deux composés 

diminuent de manière similaire et qu’une partie du géraniol soit converti en citronellol pendant le 

préfanage.  

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II.4.1.2 Expérience de préfanage à Grasse 
 
Une expérience similaire de préfanage a été réalisée à Grasse avec les deux cultivars P. cv. ‘rosat Chine’ 

et ‘rosat Égypte’ cultivés depuis 2 ans dans un champ expérimental. Dans ce cas, le préfanage s’est 

effectué en intérieur sous une température de 25°C et sans lumière solaire directe. Les résultats obtenus 

sont sont présentés dans la figure 110 pour la perte en poids des feuilles et dans la figure 111 pour 

l’analyse chimique.  

  
La  figure 110 montre que la perte en eau est beaucoup moins rapide que lors de l’expérience en Égypte, 

ce qui s’explique par la température très inférieure. Après quatre jours de préfanage, la même perte de 

poids est cependant atteinte (-71% pour l’expérience grassoise et -75% en Égypte).  

 
Les ratios géraniol/citronellol (C/G) sont standardisés pour les différents types d’HE commerciales. Pour 

l’HE Bourbon, le rapport obtenu dans notre expérience est légèrement supérieur à celui attendu (2,4 

Figure 109 | Suivi des pertes en citronellol et en géraniol pendant l’opération de préfanage  
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pour 1,3). Il est très proche du standard pour l’HE Chine (5,6 pour 5,1). La figure 111 montre une 

diminution  dès J2 de la concentration en géraniol, alors que celle du citronellol se maintient pendant 2 

jours et jusqu’à 4 jours pour l’HE Bourbon. Les ratios C/G ont augmentent donc avec le temps de 

préfanage comme cela avait été déjà observé dans l’expérience rélisée en Égypte. 

 
La concentration en 6,9-guaiadiène n’est pas affectée par le préfanage, probablement du fait de sa 

volatilité plus faible.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
  
 
 
 
 

Figure 110 | Suivi de la perte en eau pendant l’opération de préfanage à Grasse. Le graphique représente la 
perte d’eau moyenne sur 3 lots de 100 g de Pelargonium cv. ‘rosat Égypte’ et ‘rosat Chine’ lors d’un préfanage à 
25°C sans lumière solaire directe.  

Figure 111 | Suivi de la perte en citronellol, géraniol et 6,9-guaiadiène pendant l’opération de préfanage. Le 
graphique représente la perte en concentration moyenne sur 3 lots de 100 g de Pelargonium cv. ‘rosat Égypte’ et 
‘rosat Chine’ lors d’un préfanage à 25°C sans lumière solaire directe.  
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II.4.2  La coupe 
 

Traditionnellement en Égypte, les paysans ne font qu’une seule coupe au mois de juillet et replantent 

chaque année leur champ avec une partie du champ de l’année précédente non récolté. En effet, une 

surface de champ est multipliée par un facteur 20 par bouturage. Dans notre cas nous pouvons même 

multiplier la surface par 60 puisque nous n’avons presque plus de mortalité des boutures et pouvons 

donc planter 3 fois plus écarté qu’en culture traditionnelle. Nous avons donc testé la possibilité 

d’effectuer une deuxième coupe vers le mois d’octobre juste avant de replanter les champs. Pour cela, il 

est nécessaire de laisser plusieurs branches entières afin que la reprise soit meilleure et la première 

coupe est donc délicate. Les rendements en végétaux et en HE lors de cette deuxième coupe se sont 

révélés très inférieurs à ceux la première coupe (de 20% environ). De plus, cette deuxième coupe 

entraîne des surcoûts de désherbage, de récolte et de distillation, ainsi que l’immobilisation du terrain 

très cher en Égypte. Cette possibilité n’a donc pas été retenue.  

 
Nous avons aussi évalué la possibilité de cultiver le Pelargonium comme une plante pérenne. En effet, 

une partie importante des coûts sont liés à la plantation et à l’installation des lignes d’irrigation. De plus, 

nous apportons tous les éléments nutritifs par fertirrigation puisque nous sommes sur un support 

pauvre, le sable. Le risque d’épuisement des sols, qui avait été observé à la Réunion, est donc faible. 

Cependant ; nous avons observé que les plantes se développent beaucoup moins bien en 2ème et 3ème 

années. De plus, maintenir les champs d’une année sur l’autre est très coûteux en désherbage. La culture 

pérenne n’a donc pas été retenue. 

 
Enfin, nous avons observé qu’un stress hydrique d’une semaine, avec arrêt de l’irrigation, augmentait le 

rendement en HE des Pelargonium. Cette pratique est très répandue en Egypte et nous prévoyons de 

quantifier son effet.  
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II.4.3  La période de récolte 
 
Un suivi des plantations par extraction de l’essence sur une petite échelle a été réalisé afin de 

déterminer la meilleure période de récolte. Les résultats de ces études préliminaires ne seront pas 

détaillés dans cette thèse. La conclusion principale est que la concentration en HE est maximale lors de la 

floraison. En 2015, nous avons observé un décalage de la floraison dans nos plantations (15 à 30 jours 

plus tôt que les années précédentes). Il est à noter que cette précocité s’est traduite par de très bons 

rendements en HE (65 kg d’HE.Ha-1) mais avec une modification de la qualité de l’HE (tableau 24). 

 

Tableau 24 | Comparaison de la composition, analysée par GC-FID (%), des HE de qualité conventionnelle (HEconv) 
avec l’HE produite en 2015 à Regwa récoltée précocement (HERegwa)  
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La différence de pourcentage est très importante dans le cas du géraniol, qui augmente (+5,6%)  dans les 

mêmes proportions que le citronellol diminue (- 7,6%). Les dérivés de ces deux molécules, citronellyl 

formate et géranyle formate suivent les mêmes tendances. On observe aussi que la concentration 

d’isomenthone augmente alors que celle de la menthone diminue. Le dernier changement majeur est la 

concentration de linalol qui augmente de façon très importante et sort ainsi des spécifications.   

 
Ainsi, cette récolte précoce a donné un rendement élevé mais a aussi changé de façon importante la 

qualité de l’HE.  

Composés Spécifications 
 IFF-LMR 

HEconv 

Égypte 
HERegwa  

2015 
Effet 

α-Pinène   0,35 0,72  
Limonène < 0,4% 0,14 0,49  

Oxyde de rose cis 0,7-1,5% 0,81 0,69 ↘  Hors spécification 
Oxyde de rose trans 0,3-0,6% 0,32 0,24 ↘   Hors spécification 
Menthone <2,1% 0,80 0,32  
Isomenthone 4-8% 4,95 5,95 ↗ 
Linalol 4-8% 4,73 10,40 ↗↗  Hors spécification 
β-caryophyllène   1,30 1,01  
6,9-Guaiadiène <0,5% 0,34 0,2  
Citronellyl formate 5-8% 7,32 6,43 ↘ 
Géranyl formate 2-6% 3,39 4,31 ↗ 
Citronellol 26-34% 28,37 20,75 ↘↘  Hors spécification 
Géraniol 11-18% 15,06 20,64 ↗↗  Hors spécification 
Géranyl butyrate 0,7-2% 1,47 1,13  
Géranyl tiglate 0,9-2% 1,50 1,56  
Phényléthyl tiglate 0,5-1,2% 1,01 0,92  
10-γ-épi Eudesmol 4.5-6% 6,75 4,76 ↘  
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A B 

II.5  Etude de l’influence des conditions de culture sur la composition de l’HE pour les  
cultivars ‘rosat’. 

 
II.5.1  Production de P. cv. ‘rosat Chine’ et P. cv. ‘rosat Bourbon’ en Égypte. 
 
L’HE du P. cv. ‘rosat Chine’, comme l’HE P. cv. ‘rosat Bourbon’ est très importante pour IFF-LMR, 

puisqu’elle est produite en quantités presque similaires à l’HE égyptienne avec un prix d’achat supérieur. 

De plus, certains signaux du marché chinois font craindre pour la pérennité de la filère. Les deux HE ont 

des compositions chimiques voisines mais différentes et ne sont pas substituables (tableau 14 – Chapitre 

III). Il serait donc intéressant pour IFF-LMR d’essayer de produire une HE présentant les caractéristiques 

de l’HE chinoise en Égypte pour en contrôler la production et transposer les résultats de nos recherches 

faites en Egypte.  

 
Afin d’évaluer cette possibilité, nous avons tout d’abord multiplié à Grasse des plants de Pelargonium 

venant de Chine puis les avons expédiés en Égypte. Nous avons également fait des essais avec les 

cultivars ‘rosat Bourbon’ et ‘Toussaint’.  Les plantes ont été cultivées dans les mêmes conditions durant 

l’année 2014  puis distillées en laboratoire (figures 112 A et B). Les HE ont  été analysés par GC-FID. 

 
Les résultats complets de composition chimique de ces HE sont donnés en annexe 52. Les résultats 

concernant les composés d’intérêts comme le 10-γ-épi eudesmol et le 6,9-guaiadiène, qui discriminent 

normalement les HE de provenances différentes, (figure 113) ou encore le géraniol et le citronellol 

(figure 114) sont détaillés ci-dessous.  

 

 

Figure 112 | Expérience de transplantation des cultivars P. cv. ‘rosat Chine’ et ‘rosat Bourbon’ en Égypte.  

A – Culture des pieds de P. cv. ‘rosat Chine’ (à gauche de l’image) et ‘rosat Bourbon’ (à droite de l’image) en vue de 
tester leur adaptabilité aux conditionx de culture en Égypte et la qualité de leurs HE. B – Appareillage pour la 
distillation à la vapeur au laboratoire en Égypte. 
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Si l’on compare les HE commerciales avec celles obtenues au cours de l’expérience en Egypte, on 

constate que le cultivar P. cv. ‘rosat Bourbon’ produit moins de 6,9-guaiadiène et une quantité non 

négligeable de 10-γ-épi eudesmol alors que l’HE Bourbon n’en contient pas ou à l’état de traces. Le 

même phénomène est observé, de façon encore plus accentuée, pour le cultivar P. cv. ‘rosat Chine’ 

puisque celui-ci ne produit presque plus de 6,9-guaiadiène et une quantité très importante de 10-γ-épi 

eudesmol. Les concentrations de ces deux composés se rapprochent donc de celles du cultivar ‘rosat 

Égypte’. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 113 | Concentrations (% GC-FID) du 6,9-guaiadiène et du 10-γ-épi eudesmol dans l'HE de P. cv. 'rosat 
Bourbon' et 'rosat Chine' cultivés en Égypte 

Figure 114 | Suivi de la proportion (% GC-FID) du géraniol et du citronellol dans l'HE de P. cv. 'rosat Bourbon' et 
'rosat Chine' cultivés en Égypte. 
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Pour ce qui concerne le monoterpène géraniol, le profil de l’HE Bourbon produite en Egypte se 

rapproche plus de celui de l’HE Égypte. La totalité des alcools monoterpéniques représente 46,5% (pour 

32,3% pour une production à la Réunion), ce qui est très proche du la valeur de 43,4% obtenue avec le 

cultivar P. cv. ‘rosat Egypte’. Le ratio C/G (1,1) change peu avec la transplantaion (1,3) et est assez 

éloigné de celui de l’HE Égypte (1,9).  

 
Pour le cultivar P. cv. ‘rosat Chine’ le ratio C/G (3,1) diminue mais reste assez proche de son ratio 

lorsqu’il est cultivé en Chine (5,1). Pour la totalité des alcools monoterpéniques, les proportions restent 

similaires (41,4% en Chine et 43,7% en Égypte). Ainsi, alors que pour le 6,9-guaiadiène et le 10-γ-épi 

eudesmol, les changements sont importants, pour le géraniol et le citronellol, les différences sont moins 

nettes. 

 
 
II.5.2  Culture des 4 Pelargonium ‘rosats’ dans des conditions de température et de substrat  

contrôlées au LBVpam  
 
Afin de savoir si les conditions de culture peuvent influencer la composition en HE des Pelargonium, 

comme le laisse supposer l’expérience de transplantations des cultivars en Egypte décrite ci-dessus, des 

expériences en conditions contrôlées ont été réalisées au LBVpam en phytotron. Seize jeunes plants de 

Pelargonium des quatre cultivars ‘rosat’ ont été cultivés dans 2 environnements de température et 

d’humidité différents (chaud (18 - 36°C) et sec (HR101 = 24-38%) ou  tempéré (17 - 26°C) et humide (HR = 

52-60%)) et sur 2 substrats distincts (sable et terreau). Ceux-ci ont été cultivés dans ces conditions 

pendant 2 mois (extraction de janvier) jusqu’à quatre mois (extraction mars). Les résultats complets, 

exprimés en ppm de composé en fonction du poids sec des feuilles et en % du composé dans l’essence 

totale produite, sont présentés en annexe 53-57. Des résultats partiels sont présentés dans les figures 

suivantes. Il est à noter que certaines des boutures du cultivar ‘rosat Bourbon’ cultivées dans les 

conditions particulières ‘sable et haute température’ n’ont pas repris et cette condition n’a donc pas pu 

être expérimentée. Les résultats notés menthone/isomenthone représentent la somme des composés 

menthone + isomenthone, ces deux pics étant difficiles à séparer avec notre colonne apolaire.  

 

                                                           
101 HR pour humidité relative (%) 
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Menthone et isomenthone 
 
 
Les résultats suivant la même tendance pour les quatre cultivars, j’ai choisi d’illustrer cette analyse par 

les résultats du cultivar Égypte (figure 115). Quel que soit le substrat, la concentration en 

menthone/isomenthone augmente avec la température, surtout après 2 mois de culture. Après 4 mois, 

les concentrations diminuent mais restent supérieures pour les températures hautes. Il est intéressant 

de remarquer que les pourcentages de menthone/isomenthone sont similaires en janvier et en mars, ce 

qui signifie c’est la somme totale des composés qui diminue après quatre mois lorsque la température 

est trop haute. Les résultats complets sont présentés en annexe 53.    

 

 

 
 
 

 

Figure 115 | Quantification absolue et relative de la menthone et de l’isomenthone (ppm et %) du P. ‘rosat 
Egypte’ dans des conditions de température, d’humidité et de substrat contrôlées. Les extractions ont été 
réalisées après deux et quatre mois de culture.  
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Citronellol 

 
 

Pour le cultivar P. cv. ‘rosat Grasse’, la concentration de citronellol augmente avec la température, 

indépendamment du substrat utilisé (figure 116). Les pourcentages de citronellol dans l’HE sont aussi 

plus élevés en condition de haute température, quel que soit le substrat. Cette tendance est 

globalement similaire pour les cultivars ‘rosat Égypte’ et ‘rosat Bourbon’ mais de manière moins nette 

que pour pour ‘rosat Grasse’. Comme pour la menthone/isomenthone, ce phénomène de production 

accrue à haute température semble s’atténuer après 4 mois de culture. L’intensité de la diminution de 

concentration en ppm est même assez importante pour ces trois cultivars même si cela ne se reflète pas 

dans le % de citronellol. Les résultats complets sont présentés en annexe 54. 

 
Le cultivar ‘rosat Chine’ est différent puisqu’on n’observe pas d’augmentation absolue du citronellol 

(ppm). Par contre comme les autres cultivars, les températures plus élevées ont bien une influence sur la 

qualité de l’huile puisque l’on observe une augmentation du citronellol en pourcentage. Il est à noter 

que le cultivar ‘rosat Chine’ a globalement une production plus importante en citronellol que le cultivar 

‘rosat Bourbon’. Cette observation est à mettre en parallèle avec les rendements importants en 

citronellol du cultivar ‘rosat Chine’ dont l’HE est utilisée pour faire un isolat de citronellol.    

 
 

 
 
 

 

Figure 116 | Quantification absolue et relative du citronellol (ppm et %) du P. ‘rosat Grasse’ dans des conditions 
de température, d’humidité et de substrat contrôlées. Les extractions ont été réalisées après deux et quatre mois 
de culture. 
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Géraniol 
 
 
Les résultats pour le géraniol suivent tous la même tendance mais avec un décalage dans le temps pour 

les cultivars P. cv. ‘rosat Bourbon’, ‘rosat Égypte’ et ‘rosat Grasse’, alors que l’effet est immédiat pour P. 

cv. ‘rosat Chine’. De plus, la nature du substrat a un effet sur les tendances observées. Les résultats pour 

le cultivar ‘rosat Égypte’ sont présentés dans la figure 117.   

 
Pour le P. cv. ‘rosat Chine’ (annexe 55 et 56), on observe une concentration en géraniol plus importante 

dès le mois de janvier à haute température et ce, quel que soit le type de substrat. Ce résultat est 

retrouvé dans le % de ce composé dans l’HE.  

 
Pour P. cv. ‘rosat Bourbon’, ‘rosat Égypte’ et ‘rosat Grasse’, après 2 mois, la concentration en géraniol 

(flèches vertes) est plus élevée à haute température (sauf pour Grasse sur substrats terreau). A l’inverse, 

après 4 mois de culture la concentration en géraniol est inférieure à haute température, (flèches bleues) 

comme dans le cas du P. cv. ‘rosat Chine’.   

 
 

 
 
 
 
 
 

Figure 117 | Quantification absolue et relative du géraniol (ppm et %) du P. ‘rosat Egypte’ dans des 
conditions de température, d’humidité et de substrat contrôlées. Les extractions ont été réalisées après deux 
et quatre mois de culture. Les flèches pointent les différences observées dans les concentrations aux 2 
conditions de température.  
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10-γ-épi eudesmol et 6,9-guaiadiène 

 
Les résultats sur le cultivar ‘rosat Bourbon’ montrent une concentration élevée en 10-γ-épi eudesmol à 

haute température (figure 118) à 2 mois de culture et une proportion de ce composé toujours 

importante après 4 mois de culture. La production de 10-γ-épi eudesmol est aussi déjà importante pour 

des températures basses que ce soit après 2 mois et 4 mois. Rappelons que l’HE de ‘rosat Bourbon’ 

commerciale, distillée à partir de Pelargonium cultivés sur l’île de la Réunion, contient très peu de 10-γ-

épi eudesmol. La diminution du 6,9-guaiadiène est très nette pour les températures importantes dans le 

terreau. Malheureusement les résultats dans le substrat sable ne sont pas disponibles pour P. cv. ‘rosat 

Bourbon’. A basse température, on observe que dans le substrat sable après 2 mois, la production totale 

de ces deux sequiterpènes est bien inférieure. Cette différence a tendance à diminuer après 4 mois.   

 
Les résultats pour le cultivar ‘rosat Chine’ (annexe 57) sont moins nets mais montrent après quatre mois 

de culture une faible production de 10-γ-épi eudesmol et cela pour les 2 conditions de températures. Le 

substrat ne semble pas avoir d’influence déterminante. Pour les cultivars P. cv. ‘rosat Egypte’ et ‘rosat 

Grasse’ (annexe 57), la production de 6,9-guaiadiène déjà très faible après 2 mois, diminue encore après 

4 mois et cela quelles que soient les conditions de culture.  

 
 

 

 

 

 

 

Figure 118 | Quantification absolue et relative du 10-γ-épi eudesmol et du 6,9-guaiadiène (ppm et %) du P. ‘rosat 
Bourbon’ dans des conditions de température, d’humidité et de substrat contrôlées. Les extractions ont été 
réalisées après deux et quatre mois de culture.  
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 III. CONCLUSIONS 
 
La production d’HE en Egypte 

 
Le projet Egyptien a beaucoup évolué depuis les premières plantations en 2013. Les connaissances 

acquises sur la culture du Pelargonium, sa distillation et sa biochimie ont pu être mises directement en 

application dans le champ. Les figures 119 et 120 présentent l’évolution des rendements par hectare et 

les coûts de production pour 1 kg d’HE.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

La première année a été assez mauvaise en terme de rendement à l’hectare et donc en terme de coût 

par kg d’HE. Les lignes de plantations étaient trop espacées et une forte mortalité des boutures a aussi 

impacté la densité de plants par hectare. Ce mauvais couvrement de la surface a engendré des coûts 

d’arrachage d’adventices et de replantations importants.  

 
En 2014 une plantation plus resserrée et une mortalité moins importante lors de la plantation, nous ont 

permis d’augmenter de façon significative les rendements à l’hectare. Les différentes fertilisations ont 

aussi contribué à l’augmentation du rendement. Nos coûts restaient cependant élevés.  

 
En 2015, sur la parcelle optimisée pour la R&D, les rendements ont été très élevés puisque nous avons 

obtenu une moyenne de 65 kg.Ha-1 en une seule coupe. Néanmoins l’HE obtenue ne rentre pas dans les 

spécifications à cause du pourcentage élevé en géraniol. Un préfanage d’une journée dans le champ 

pourrait peut-être rétablir un ratio plus proche de la qualité conventionnelle.   

Figure 119 | Analyse des rendements en HE par Ha de 
plantation de Pelargonium en Égypte pour les années 
2012 à 2015. ‘2015 R&D’ représente les derniers 
résultats issus de la plantation de recherche et ‘2015 
total’ représente les résultats de 2014 appliqués sur 
une grande surface. 

Figure 120 | Coût total de production par kg d’HE de 
Pelargonium en Égypte pour les années 2012 à 2015. 
‘2015 R&D’ représente les derniers résultats issus de 
la plantation de recherche et ‘2015 total’ représente 
les résultats de 2014 appliqués sur une grande 
surface. 
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Une plantation annuelle avec une seule coupe est donc finalement le type de culture que nous avons 

choisi de prévilégier. Il est aussi envisagé de mécaniser la plantation et la récolte. De plus, l’occupation 

du terrain étant très chère (figure 121), la plantation d’une autre plante aromatique comme le basilic est 

prévue. En conclusion, les connaissances acquises au cours de cette thèse nous permettent d’envisager 

l’avenir de la culture du Pelargonium Egyptien pour la production d’HE avec optimisme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Malheureusement nos coûts de production sont toujours supérieurs à ceux du marché puisque nous 

produisons au mieux à 99 $.kg-1 même avec un rendement optimisé (annexe 58). Cependant nous 

contrôlons toute la production depuis la plantation jusqu’à la distillation et tous nos coûts sont pris en 

compte. Il est très difficile de descendre en-dessous du prix de marché car ce prix ne reflète en rien les 

coûts réels de production. En effet, les petits producteurs ne prennent pas en compte le prix de leur 

terrain, le nombre d’heures de travail qu’ils passent au champ et n’étant pas organisés, ils dépendent 

encore trop des gros distillateurs. La rareté du terrain en Égypte et l’accroissement continu de la 

population changera certainement les pratiques et la culture du Pelargonium devra aussi évoluer sous 

peine que les champs de Pelargonium soient utilisés pour produire une culture plus rentable. 

Néanmoins, nous continuerons toujours notre effort pour l’amélioration de cette filière et d’autres pistes 

sont envisagées comme nous le verrons par la suite.  

Figure 121 | Analyse détaillée des coûts de production par kg d’HE de Pelargonium en Égypte. Ces coûts de 
production ont été évalués pour une surface de 0,4 Ha (2012) et de 4 Ha (2015 R&D) qui représente le meilleur 
résultat à ce jour. Les coûts de plantations comprennent : la préparation du terrain, le coût des boutures, la mise 
en place du système d’irrigation, la plantation elle-même; les coûts de cultures comprennent : les intrants 
(fertilisants…), l’arrachage des adventices, l’irrigation; Le poste ‘récolte et distillation’ concerne tous les frais de 
récolte, de transport et de chargement des alambics de distillation ainsi que l’énergie et l’amortissement de la 
distillerie; Le poste ‘matériel et amortissement’ prend en compte le coût du système d’irrigation, de paillage, des 
tracteurs et autres machines agricoles; la location des champs est fixée d’après la valeur du terrain dans la zone de 
Regwa. 
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Les changements de la qualité de l’HE 
 
La qualité de l’HE est fortement dépendante des pratiques culturales et de l’environnement. Ainsi une 

plantation où les apports nutritifs sont bien contrôlés avance la floraison et le pic de rendement de 

plusieurs semaines. Il est intéressant de noter que le pic de production en essence dans les feuilles est 

corrélé avec la floraison. Cette observation est peut-être à mettre en relation avec l’activité des insectes, 

pas seulement pollinisateurs, qui sont présents dans les champs à cette période. Cela donne en tout cas 

une information facilement observable pour les paysans qui savent très bien quand ils doivent récolter le 

Pelargonium. Lors d’une récolte précoce, les conditions climatiques sont différentes et cela a pour 

résultat un changement important dans la qualité de l’HE avec une proportion plus importante de 

géraniol et une diminution de la concentration en citronellol. Nous avons vu qu’un préfanage avait un 

impact sensible sur sur ce ratio. Cette opération, si l’on accepte une certaine perte de rendement, 

pourrait ainsi aider à rétablir un profil conforme pour l’HE.      

 
Les résultats concernant le géraniol obtenus en conditions contrôlées pour le P. cv. ‘rosat Egypte’ sont à 

mettre en parallèle de ceux observés en champ en Egypte. Lorsque l’on récolte précocément dans 

l’année en Égypte, on obtient aussi un ratio C/G d’environ 1 (concentration de 20% dans l’HE pour les 

deux composés). Dans le cas d’une récolte en juillet, le ratio C/G est de 2 (avec 30% de citronellol et 15% 

de géraniol) (tableau 14 – Chapitre III). Sous atmosphère contrôlée, on observe que le ratio s’approche 

de 2 lorsque le Pelargonium est cultivé à haute température dans le substrat terre. Le ratio pour le sable 

est inférieur mais semble évoluer avec le temps puisqu’il passe de 0,8 à 1,3 de janvier à mars. Un extrait 

récolté 8 à 9 mois après la plantation (temps de séjour classique d’un Pelargonium en champ) aurait 

peut-être donné ce ratio de 2. 

 
Le ratio C/G (annexe 1) dans l’HE est habituellement d’environ 1,3 pour le cultivar ‘rosat Bourbon’. Nous 

retrouvons donc bien ce ratio à haute température. Il est étonnant que les conditions chaudes 

n’influencent pas ce ratio’ alors qu’elles impactent fortement la biosynthèse du 10-γ-épi eudesmol et du 

6,9-guaiadiène, qui varient à l’inverse l’un de l’autre. Il est possible que ces enzymes soient affectées 

différemment. Pour le cultivar ‘rosat Chine’, les ratios sont très différents selon que le Pelargonium est 

cultivé à haute ou basse température. Alors que le ratio dans l’HE chine est d’environ 5, on observe ici un 

ratio bien inférieur pour des températures tempérées et un ratio très supérieur pour des températures 

élevées. Il est possible que les conditions de culture en Chine soient intermédiaires.   
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Il est aussi intéressant de noter que les changements observés au niveau de la production en 10-γ-épi 

eudesmol et en 6,9-guaiadiène, pour les cultivars P. cv. ‘rosat Bourbon’ et ‘rosat Chine’, ont aussi été 

obtenus sous atmosphère contrôlée au laboratoire. Les résultats observés au laboratoire montrent la 

même tendance même si ceux-ci sont moins nets que ceux obtenus en Egypte.  

 
Le type de substrat ne paraît pas avoir d’influence très importante sur la production des terpènes. Le 

substrat a par contre une influence importante sur les pratiques culturales comme la fertilisation ou 

l’irrigation ainsi que sur le développement de la microfaune pouvant induire dans certains cas des 

maladies responsables d’une baisse de rendement significative de la masse végétale. En Egypte, jusqu’à 

présent nous n’avons pas observé de dépérissement lié à une bactérie ou un champignon probablement 

à cause de l’extrême rigueur des conditions de culture. 

 
Il est manifeste que l’environnement et les conditions de culture affectent la qualité de l’HE. Il semble 

donc très dificille de pouvoir reproduire une qualité de type ‘Chine’ en Egypte. Ces résultats très 

intéressants feront l’objet d’une discussion approfondie dans le chapitre qui suit.  
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DISCUSSION 
 
Tout au long de cette thèse, nous avons suivi la production d’HE par le Pelargonium, du niveau le plus 

fondamental avec la caractérisation des TPS responsables de la biosynthèse des terpènes, jusqu’à l’étude 

des paramètres agronomiques en champ qui influencent la production de l’HE. L’HE, composée en très 

grande majorité de monoterpènes et de sesquiterpènes, est produite dans les trichomes glandulaires par 

l’action de terpène synthases. Les terpènes peuvent ensuite être réarrangés en d’autres molécules et 

l’HE est finalement stockée dans l’espace sous-cuticulaire. Nous avons démontré comment l’expression 

des gènes des TPS était régulée de manière transcriptionnelle. Enfin nous avons montré qu’en suivant de 

bonnes pratiques culturales et en optimisant le procédé d’extraction, nous pouvions produire une HE 

soutenable et de bonne qualité. 

 
Dans cette discussion, j’aborderai 4 questions qui ont été posées au cours de cette thèse et auxquelles 

nos résultats apportent partiellement des réponses. Ceci me permettra ensuite de proposer quelques 

perspectives issues de ce travail.   

 
x Comment le géraniol est-il produit chez le Pelargonium ? 

x Comment  le géraniol est-il métabolisé en citronellol et dérivés et quels sont les paramètres qui 

influencent cette transformation ? 

x Quelle est l’influence de l’environnement sur la synthèse des terpènes et la qualité de l’HE ? 

x Les cultivars ‘rosat’ sont-ils issus d’un seul et même croisement ? 

 

Comment le géraniol est-il produit chez le Pelargonium ? 
 
Avant 2015, une seule voie de biosynthèse était connue pour la production de géraniol chez les plantes.  

Cette voie implique l’action d’une MTPS, la géraniol synthase, qui a comme substrat le GPP et donne 

comme unique produit du géraniol. Cette étape enzymatique est très importante chez un grand nombre 

de plantes et l’enzyme a déjà été caractérisée à 10 reprises chez des plantes appartenant à 7 ordres 

différents (annexe 59).  

 
En 2015, une nouvelle voie de biosynthèse a été découverte chez les roses. Chez cette plante, c’est sous 

l’action d’une Nudix hydrolase que le GPP est déphosphorylé pour donner du géranyle monophosphate 

(Magnard et al. 2015). La deuxième étape enzymatique nécessaire pour la production de géraniol n’a pas 

encore été formellement démontrée mais implique probablement une phosphatase.  
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Chez le Pelargonium, nous avons caractérisé formellement au cours de cette thèse la géraniol synthase, 

PhGES, qui s’est révélée être la plus petite géraniol synthase caractérisée jusqu’ici. PhGES n’est 

cependant pas présente et/ou fonctionnelle chez tous les Pelargonium que nous avons analysés. Les 

différences d’expression, que nous avons mesurées par qPCR, expliquent l’absence de production de 

géraniol chez certains cultivars. L’arbre phylogénétique des plantes à fleurs, présenté en annexe 59, 

montre que les 10 GES ont été caractérisées chez des plantes appartenant à des clades assez éloignés 

des Rosacées. Les deux plantes les plus proches phylogénétiquement du rosier sont le Pelargonium et le 

citron verruqueux (Citrus jambhiri) qui appartiennent aux Rosidées. Le géraniol est donc produit dans ce 

clade des Rosidées de deux façons différentes. La voie originale via une Nudix hydrolase a été mise en 

évidence uniquement dans le sous-clade des Fabidées alors que dans le sous-clade des Malvidées, chez 

Pelargonium x hybridum et Citrus jambhiri, le géraniol est produit par une GES. 

 
Ce qui rapproche la rose du Pelargonium est la quantité importante de géraniol et citronellol produits. 

Chez Rosa x damascena, le géraniol et ses dérivés représentent 65 à 70% du total de l’HE 

commercialisée, ce qui est similaire aux valeurs de l’HE du Pelargonium cv. ‘rosat’. Par contre, les deux 

plantes produisent le géraniol par deux voies de biosynthèse différentes, dans des cellules très 

différentes (cellule coniques pour la rose et trichomes glandulaires pour le Pelargonium). Dans le cas de 

la rose, Le géraniol est produit par la fleur et est émis de manière continue par les pétales (avec un 

rythme circadien mais sans stockage) afin d’attirer les pollinisateurs. Pour le Pelargonium, le géraniol est 

produit par les feuilles et stocké dans les trichomes, dans l’espace sous-cuticulaire pour servir très 

certainement de moyens de défense constitutive directe. En particulier, le géraniol est synthétisé dans 

les feuilles jeunes (les extractions d’ARN ont été faites sur des feuilles très jeunes) et en quantité très 

importante, peut-être parce que ces jeunes feuilles sont très vulnérables à l’attaque des insectes.   

 
Dans la plupart des espèces, les GES ont été caractérisées soit dans le fruit, soit dans les feuilles (annexe 

59). La seule voie produisant du géraniol dans une fleur est la voie de la NUDIX hydrolase. Est-ce parce 

que la voie de la NUDIX est plus facilement régulée que de la GES et pourrait permettre à la fleur de 

s’adapter à ses pollinisateurs plus rapidement ? Quoiqu’il en soit, le géraniol a certainement un rôle 

important pour les plantes et leurs interactions avec les insectes puisque celles-ci ont emprunté deux 

voies indépendantes pour le produire.  
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Comment  le géraniol est-il métabolisé en citronellol et dérivés et quels sont les paramètres 
qui influencent cette transformation ? 
 
Les données de la littérature montrent que le géraniol est le précurseur d’une série de réactions qui 

conduisent à des molécules (citronellol, citronellal, géranial…), principalement d’odeur rosée ou 

citronnée,  très importantes dans l’HE de Pelargonium. Ces réactions sont-elles enzymatiques ou 

chimiques ? Si elles sont enzymatiques, quels types d’enzymes en sont responsables… ? Les résultats 

obtenus durant cette thèse permettent d’apporter des éléments de réponse.  

 
Chez certaines plantes, plusieurs enzymes catalysant ces réactions ont déjà été caractérisées (figure 122) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
L’enzyme permettant de convertir le géraniol en citronellol est une 12, oxophytodiénoate réductase du 

groupe des ‘Old Yellow Enzymes ou OYE’, caractérisée chez l’hévéa (Yuan et al. 2011). Les résultats de 

l’étude ne laissent pas de doute quant à la capacité de cette enzyme à catalyser la réduction du géraniol 

en citronellol mais nous ne savons pas si cette enzyme est impliquée dans la synthèse du citronellol chez 

Figure 122 | Hypothèses concernant les voies de biosynthèse du géraniol et de ses dérivés chez les plantes. 
Abréviations : Ad - Actinidia deliciosa; Cm - Cymbopogon martinii; Cf - Cymbopogon flexuosus; Hb - Hevea 
brasiliensis; Ob – Ocimum basilicum; Pc - Perilla citriodora; Ps - Perilla setoyensis; Rh - Rosa hybrida; Vv - Vitis 
vinifera; Zo - Zingiber officinale; AAT - Alcool acétyle transférase; CAD - cinnamyl alcohol dehydrogenases; KR - 
Aldo/keto réductase; GAE - Géranyl actétate estérase; GeDH - Géraniol déshydrogénase; GES - géraniol synthase; 
GT - UDP-glycosyltransférase; OPR -  12,oxophytodienoate réductase. Les enzymes en bleu sont des enzymes 
supposées; en vert, des enzymes purifées et en rouge, des gènes clonés.  
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le Pelargonium ou chez la rose. Ainsi, d’autres enzymes OYE102 de bactéries ou de levures avaient aussi 

montré cette capacité (Yuan et al. 2011).  

 
L’extraction des COV d’un grand nombre de Pelargonium à odeur de rose et de citron nous a permis de 

mettre en évidence l’extrême diversité chimique et les quantités très variables de géraniol et de 

citronnellol présentes dans ces accessions. Il est donc vraisemblable que chez le Pelargonium, la 

transformation du géraniol en citronellol est aussi enzymatique et non chimique. 

  
En effet, le tableau 22 (chapitre IV) permet de subdiviser les accessions de Pelargonium en 3 grands 

groupes (figure 123). Les accessions du groupe I produisent beaucoup de géranial et de néral et ont une 

forte odeur de citron. Les accessions du groupe II produisent beaucoup de citronellol et de citronellal et 

ont aussi une odeur de citron mais moins marquée que ceux du groupe I. Les accessions du groupe III, 

qui sont probablement des hybrides, produisent toutes ces molécules ainsi que beaucoup de géraniol et 

ont une forte odeur de rose. 

 

                                                           
102 OYE pour Old yellow enzyme 

Figure 123 | Classification des Pelargonium selon la compositions chimique de leurs HE, en lien avec l’activité de 
leurs enzymes hypothétiques. 
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Groupe I 
 
Ce groupe comprend les accessions ne produisant pas du tout de citronellol, citronellal et citronellyl 

formate. Ces Pelargonium semblent donc avoir perdu ou avoir subi une mutation sur le gène de la 

réductase et ne peuvent donc transformer le géraniol en citronellol et ses dérivés. Une autre hypothèse 

serait que la capacité à produire du citronellol est apparue de manière dérivée dans le genre 

Pelargonium et que les parents de ces variétés ne possédaient pas cette capacité. Par contre ces variétés 

semblent transformer de façon très efficace le géraniol en géranial et ont donc une oxydase très active 

(+++). Il est probable que le néral, produit aussi en très grande quantité dans ces cultivars, ne provient 

pas du nérol mais plutôt de géranial par l’intermédiaire d’une isomérase assez active (++) (Iijima et al. 

2006). En effet, une forte concentration en géranial est corrélée avec une grande concentration de néral 

chez tous ces Pelargonium (tableau 22 – chapitre IV). Peut-être est-ce d’ailleurs la même isomérase qui 

isomériserait le géraniol en nérol…  

 
Groupe II 
 
A l’inverse, certaines variétés transforment de façon très efficace le géraniol en citronellol et ont donc 

une réductase très active (+++). Ces Pelargonium produisent aussi beaucoup de géranial et ont une 

oxydase ayant une bonne activité (++). On voit en effet que le géraniol est consommé complétement 

pour donner du citronellol et du géranial. Ce groupe pourrait aussi avoir perdu l’activité isomérase 

puisqu’il ne produit pas du tout de nérol ou de néral.  

 
Groupe III 
 
Ce dernier groupe rassemble les P. cv. ‘rosat’ et les autres Pelargonium à odeur de rose. Ce groupe 

produit toutes les molécules ci-dessus mais le géraniol est présent en grande concentration. Les ratios 

géraniol-citronellol-géranial sont différents d’une variété à une autre ce qui s’expliquerait par une 

différence d’activité pour chaque enzyme impliquée. Néanmoins, la faible quantité de citronellal 

produite dans ce groupe, soutient l’hypothèse d’une formation du citronellal via le géranial par une 

réductase et non via le citronellol via une oxydase. 

 
Le géranyle acétate est très peu produit par les Pelargonium sauf pour le cultivar P. ‘Prince of orange’ 

(25,92%) qui produit aussi beaucoup de géraniol (22,95%) mais pas du tout de citronellol et n’a donc pas 

de réductase fonctionnelle, et une oxydase très peu active (0,45% de géranial). C’est probablement chez 
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ce Pelargonium qu’il serait le plus judicieux de caractériser l’enzyme Alcool Acétyl Transférase comme 

cela a déjà été fait sur la Rose (Rosa x hybrida) (Shalit et al. 2008). 

 

Le citronellyl acétate est aussi très peu produit sauf chez P. scabroïdes (18,97%). Ce cultivar produit bien 

du citronellol (3,41%) probablement consommé en grande partie pour donner du citronellyl acétate 

grâce à l’activité d’une Alcool Acétyl Transférase. Ne produisant pas du tout de géranial (pas d’oxydase), 

ni de nérol  (pas d’isomérase), il pourrait être utilisé aussi pour caractériser l’Alcool Acétyl Transférase.  

 
Le géraniol, qui est à l’origine de la synthèse de nombreuses molécules, peut être de ce fait finalement 

peu présent dans l’HE. C’est notamment le cas pour P. ‘Toussaint’ qui a bien une GES très productive 

comme démontré dans le chapitre résultat I mais qui a aussi probablement une réductase et une 

oxydase très actives consommant entièrement le géraniol produit.  

 
Le Pelargonium est donc un modèle très intéressant pour étudier toutes ces réactions impliquant des 

terpènes et une analyse transcriptomique comparative de plusieurs cultivars clés devrait permettre de 

caractériser les enzymes catalysant ces transformations très fréquentes chez de nombreuses plantes. 
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Quelle est l’influence de l’environnement sur la synthèse des terpènes et la qualité de l’HE ? 
 
 
Durant cette thèse, nous avons observé des fluctuations des quantités de certains terpènes en fonction 

de l’environnement. Il s’agit du monoterpène géraniol et de sa réduction en citronellol, ainsi que des 

molécules guaiadiène et 10-γ-épi eudesmol. Bien que nous ne l’ayons pas démontré, il est possible que 

ces fluctuations de concentrations en fonction des paramètres environnementaux soient dues à des 

fluctuations de l’activité des TPS que nous avons caractérisées, geraniol synthase et eudesmol synthases, 

ainsi que d’autres enzymes non encore caractérisées.  

 
Ratio Citronellol/Géraniol 
 
Plusieurs expériences réalisées durant cette thèse nous permettent de supposer que les enzymes 

impliquées dans la formation du géraniol et du citronellol sont régulées par l’environnement. En 

laboratoire et en conditions contrôlées, nous avons montré que chez tous les P. cv. ‘rosat’, une 

augmentation de température et un environnement plus sec induisaient une augmentation de la 

concentration en citronellol et une diminution concomitante de la concentration en géraniol. Il se 

pourrait donc que l’enzyme, une réductase, responsable de la transformation du géraniol en citronellol, 

soit plus active à haute température que la GES. On pourrait aussi imaginer que le géraniol est plus 

sensible à une élévation de température. On observe aussi une formation plus importante de géraniol 

dans les feuilles jeunes et ce qui laisse supposer un décalage dans la fenêtre d’expression des 2 enzymes, 

GES et citronellol synthase. Ainsi lors d’une coupe précoce du Pelargonium, avant les fortes chaleurs, le 

géraniol produit est seulement partiellement transformé en citronellol. Il serait donc très intéressant de 

suivre le niveau d’expression par qPCR de la GES dans une plantation de Pelargonium ainsi que de la 

citronellol synthase (réductase) qui reste à caractériser. On peut aussi émettre l’hypothèse que la GES 

est moins stable que la réductase. En effet, lors du préfanage, les plantes de Pelargonium sont laissées 

dans le champ sous le soleil durant 24h. On observe alors une augmentation de la concentration 

citronellol au détriment du géraniol. Est-ce parce que la GES est moins stable et cesse de produire du 

géraniol ou est-ce que c’est l’activité de la réductase qui augmente ? Y-a-t-il d’autres enzymes en amont 

dans la voie des terpènes qui réagissent à une augmentation de la température ? Là encore, on pourrait 

aussi imaginer que le géraniol est plus sensible à une élévation de température. Quoiqu’il en soit, jouer 

sur les conditions environnementales pourra nous permettre d’orienter la qualité de de l’HE de 

Pelargonium dans le sens souhaité par les parfumeurs.  
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Nous avons vu aussi que de jeunes feuilles contenaient plus de géraniol que de citronellol. Pour avoir 

une représentation spatio-temporelle de la synthèse de ces composés dans les feuilles, nous pourrions 

tout d’abord faire une cinétique plus fine des feuilles très jeunes aux feuilles très âgées. De plus nous 

pourrions aussi cartographier la synthèse au sein d’une même feuille, en mettant en relation l’expression 

des TPS et les concentrations en monoterpènes. Cette étude pourrait aussi concerner d’autres molécules 

comme l’ensemble des esters de géranyle. Ce type d’expérience a déjà été réalisé chez la menthe 

(Mentha x piperita) où il a été démontré que la menthone était réduite en menthol de façon plus 

importante dans les feuilles âgées et même au sein d’une même feuille où cette réduction était plus 

importante à l’extrémité distale de la feuille. Ces études montrent aussi une disparition progressive du 

limonène au profit de la menthone et finalement du menthol (Brun et al. 1991 ; Voirin et Bayet 1996).  

 
10-γ-épi eudesmol et le 6,9-guaiadiène 
 
Ces deux sesquiterpènes sont importants pour caractériser l’origine de HE de Pelargonium mais jouent 

aussi un rôle dans l’odeur de l’HE qui sera plus roséeF (6,9-guaiadiène) ou plus épicée (10-γ-épi 

eudesmol). Ayant comme ambition de produire la qualité type P. cv. ‘rosat Chine’ en Egypte, nous avons 

voulu vérifier l’impact de l’environnement sur la biosynthèse de ces composés clés. De manière 

surprenante, nous avons observé que lorsque les cultivars P. cv. ‘rosat Bourbon’ et ‘rosat Chine’ sont 

plantés en Egypte, ils produisent de façon très importante du 10-γ-épi eudesmol après un an. Le même 

phénomène est observé en conditions contrôlées après 4 mois de culture à des températures élevées. 

Ce phénomène est donc observé à la fois dans les condtions extrêmes des champs en Egypte (50°C au 

soleil une partie de la journée) et en serre à 35°C. Le paramètre luminosité, que nous n’avons pas fait 

varier, a peut-être aussi un effet sur la composition de l’HE. On peut émettre l’hypothèse que l’enzyme 

EDS, responsable de la synthèse du sesquiterpène 10-γ-épi-eudesmol est transcrite de façon plus 

importante, ou fonctionne de manière optimale à haute température. Ainsi l’HE récoltée précocement 

en Egypte au mois de mai a une concentration en 10-γ-épi-eudesmol inférieure à celle d’une HE 

conventionnelle (tableau 24 – Chapitre 5). Cette hypothèse pourrait être testée en suivant l’expression 

de PhEDS par qPCR sur une plantation de Pelargonium en champ ou en serre sur des plants cultivés en 

conditions contrôlées. Si l’expression reste similaire tout au long de l’année, c’est que soit son activité 

est optimale à des températures plus élevées, soit ce sont d’autres enzyme comme la FPPS qui sont 

exprimées à plus haute température mais alors nous devrions avoir une augmentation de tous les 

sesquiterpènes. Une étude de l’influence de la température sur les paramètres enzymatiques de PhEDS 

in vitro apporterait aussi des éléments de réponse.  
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Les cultivars ‘rosat’ sont-ils issus d’un seul et même croisement ? 
 
Comme nous l’avons expliqué dans notre revue sur le Pelargonium (Blerot et al. 2015), les hybrides 

cultivés actuellement de par le monde sont tous issus d’un croisement entre l’espèce P. capitatum (à 

odeur de rose mais à faible rendement en HE) et l’une des deux espèces P. graveolens ou P. radens (à 

odeur de menthe et à fort rendement en HE). Au début des années 90, des travaux de recherches menés 

notamment par le CIRAD à l’île de la Réunion visaient à augmenter d’une part la résistance de l’hybride 

Pelargonium vis-à-vis d’une bactérie (Pseudomonas solanacearum) et différentes maladies fongiques 

comme l’anthracnose… Ce programme de recherche avait aussi comme objectif d’augmenter les 

rendements et la qualité de l’HE.  Les chercheurs ont donc réinitié des croisements entre les trois 

parents. Ils se sont aperçu d’une part que les rendements et la qualité étaient très différents d’un 

descendant à l’autre au sein d’un même croissement mais aussi que le choix du parent P. capitatum était 

crucial pour la qualité et le rendement en HE (Demarne 1989). A la suite de ces premiers résultats, une 

étude complète a été réalisée dans le but d’avoir un inventaire complet des chémotypes issus des 

populations sauvages de P. capitatum en Afrique du Sud.  Cette étude a démontré l’existence de 8 

chémotypes de P. capitatum dont certains présentaient une production importante de 6,9-guaiadiène 

ou/et de 10-γ-épi eudesmol (Demarne et al. 1993, Viljoen et al. 1995). 

 
L’analyse de la composition des HE apparaît donc comme un moyen assez fiable de reconnaissance et de 

caractérisation non seulement des espèces botaniques de la section Pelargonium mais aussi des hybrides 

et cultivars comme nous l’avons vu dans le chapitre résultat II. Les compositions en HE doivent donc être 

une aide pour clarifier le statut et les provenances des différents cultivars. 

 
Les quatre cultivars ‘rosat’ présentent tous des HE différentes quand ils sont cultivés dans leurs 

environnements propres (table 2 - Blerot et al. 2015) mais aussi quand ils sont cultivés au même endroit 

comme à Grasse (annexe 34). En effet, même si on a vu que la production du 6,9-guaiadiène et du 10-γ-

épi eudesmol était très influencée par l’environnement, la production de citronellol et géraniol garde, 

elle, un profil caractéristique du cultivar quel que soit l’endroit où celui-ci est cultivé (voir chapitre V II-

5.1). Il est aussi intéressant de noter que les quatre cultivars P. cv. ‘rosat’, cultivés au même endroit dans 

les serres du LBVpam, si l’on somme les composés issus de la GES, ont tous des pourcentages très 

proches (64-66%) (tableau 22 – Chapitre IV). Cependant, il existe entre eux une différence dans les ratios 

entre ces composés. Ainsi, nos expériences ont permis de montrer qu’une partie des différences dans la 

composition des HE est due à l’individu lui-même et est peu modifiable par l’environnement. 
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Néanmoins, une partie de ces différences, notamment la production du 6,9-guaiadiène et/ou du 10-γ-épi 

eudesmol, sont dues à l’environnement. Ainsi, même cultivés au même endroit, les 4 P. cv.  ‘rosat’ 

produisent une HE toujours bien identifiable et caractéristique. Il semble donc bien y avoir des 

différences génétiques entre ces Pelargonium.  

 
Il est donc vraisemblable que les 4 cultivars ‘rosat’ sont soit issus de croisement différents avec d’autres 

individus mais provenant des mêmes espèces soit pour certains (P. cv. ‘rosat Chine’ et P. cv. ‘rosat 

Bourbon’ ou P. cv. ‘rosat Egypte’ et P. cv. ‘rosat Grasse’) issus du même croisement mais provenant de 

graines différentes. En effet, on a vu que le même croisement pouvait donner des descendants F1 très 

différents probablement à cause de la complexité génétique des parents. Il est difficile de mettre en 

évidence une différence génétique entre ces cultivars car ils sont très proches les uns des autres et ont 

tous des ploïdies élevées (heptaploïdes). La différence entre les individus se joue certainement sur des 

formes alléliques situées à plusieurs loci. La différence génétique peut par contre être mise en évidence 

au niveau transcriptomique (qPCR) et métabolomique (HE). Ainsi, l’analyse des HE fournit une véritable 

empreinte métabolomique de la plante plus facile à caractériser que les gènes eux-mêmes à cause de la 

polyploïdie des Pelargonium. 
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PERSPECTIVES 
 
 
Pour obtenir une HE à un prix attractif pour l’industrie et ainsi rendre pérenne la production d’HE de 

Pelargonium, nous avons la possibilité de travailler sur trois axes majoritaires : le procédé d’extraction, la 

culture de Pelargonium et la qualité de l’hydride lui-même.  

 
Nous nous sommes attachés depuis maintenant plusieurs années à optimiser notre procédé d’extraction 

qui est actuellement très performant puisque nous arrivons en un minimum de temps, d’opérations et 

d’énergie à extraire une fraction très importante de l’essence du végétal. Ainsi, cette piste 

d’amélioration ne représente probablement plus un gain potentiel significatif que ce soit en terme de 

rendement ou en terme de qualité.  

 
De même, beaucoup de progrès ont été réalisés ces dernières années, notamment dans notre champ 

expérimental en Egypte, quant à l’itinéraire agricole et aux pratiques culturales du Pelargonium. Même si 

l’amélioration est encore possible pour cet axe, notamment en mécanisant la plantation et la récolte du 

Pelargonium, nous avons l’intuition que des gains de rendement et de qualité significatifs passeront 

forcément par une amélioration de l’hybride actuellement utilisé pour la production d’HE.   

 
La perpective ouverte par cette thèse, en plus des nombreuses connaissances engrangées sur le 

Pelargonium, est la création d’un nouvel hybride à odeur de rose très performant en termes de qualité 

et de quantité. Nous avons déposé pour cela un projet ANR en 2016, en collaboration avec le LBVpam et 

l’INRA d’angers afin de réinitier de nouveaux croisements. Pour cette sélection, nous devons poursuivre 

la caractérisation des gènes les plus importants (limonène synthase et 6,9 guaiadiène synthase) mais 

aussi approfondir les connaissances sur les allèles des terpène synthases déjà caractérisées. Cela nous 

permettra d’acquérir de nouveaux outils pour analyser quels parents seraient les plus favorables pour les 

croisements mais aussi dans la progéniture lesquels sont les plus désirables pour produire les composés 

d’intérêt de l’HE en plus grande quantité, et ainsi de sélectionner les meilleurs cultivars.  

 
Nous avons déjà montré par exemple que la géraniol synthase était régulée au niveau transcriptionel et 

que cette expression était directement responsable de la quantité de géraniol produit. Ainsi l’expression 

des gènes sélectionnés pourra être suivie par qPCR dans les différentes espèces et cultivars afin de 

comprendre comment ces expressions ont un impact sur la production de la qualité de l’HE. Le 

Pelargonium étant génétiquement transformable (Hassanein et al. 2005 et nos propres résultats), nous 
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pourrons suivre l’effet d’une surexpression ou d’une extinction des gènes in planta. Dans le but de 

corréler la présence d’un ou de plusieurs allèles des gènes des voies de biosynthèse avec la capacité de 

produire les composés odorants désirables, nous choisirons plusieurs chémotypes sauvages d’Afrique du 

Sud. Je suis déjà en contact avec une botaniste qui finalise les papiers relatifs au protocole de Nagoya 

pour le transfert des plantes. Une fois l’analyse par GC-MS des chémotypes de P. capitatum les plus 

pertinents pour les croisements, ceux-ci seront croisés avec les deux autres parents.  

 
En parallèle des hybridations, des analyses détaillées des allèles des gènes d’intérêt seront effectuées sur 

les parents ainsi que sur la descendance. Cette descendance pourra être cultivée dans un premier temps 

sous serre et ensuite en plein champ à Grasse afin d’analyser la ségrégation des traits odorants dans la 

descendance en corrélation avec l’expression des terpène synthases étudiées.  

 
De plus, au niveau fondamental, le Pelargonium pourrait fournir un modèle très attractif pour 

comprendre la réaction enzymatique entre le géraniol et le citronellol. En effet, le ratio entre le 

citronellol et le géraniol est une des caractéristiques qui est déterminante en termes de qualité pour l’HE 

et qui permet de différencier notamment l’origine de l’HE comme nous l’avons vu. En effet, de 

nombreuses variétés ne produisent que du géraniol et ses dérivés mais très peu de citronellol. A l’inverse 

certaines variétés transforment très efficacement le géraniol en citronellol. L’intérêt est que ces variétés 

sont très proches les unes des autres produisant beaucoup d’autres terpènes en commun et ne se 

différenciant significativement que par cette différence de production entre le géraniol et ses dérivés et 

le citronellol et ses dérivés. Une analyse transcriptomique comparative permettrait de cibler quelques 

gènes différentiellement exprimés entre ces espèces. La caractérisation ultérieure de ceux-ci pourrait 

nous permettre d’étudier cette enzyme très importante pour la production de nombreuses HE, pourtant 

pas encore caractérisée de manière complète chez un végétal produisant de grandes quantités de 

citronellol.  

 
Enfin, nous avons vu que la chimie des VOC dans le genre Pelargonium était incroyablement variée. Il est 

tout à fait imaginable de procéder à d’autres croisements entre espèces botaniques présentant des 

terpènes d’intérêt et d’obtenir un extrait tout à fait intéressant. Ainsi, les parfumeurs d’IFF ont déjà 

identifié plusieurs espèces potentiellement intéressantes par elles-mêmes mais probablement qu’un 

croisement bien choisi avec une autre espèce pourrait permettre la production d’un extrait tout à fait 

original.  
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Annexe  1 | Spécifications IFF-LMR des différents extraits obtenus à partir des cultivars de  
Pelargonium cv. ‘rosat’ 
 

 

Composés 
Huiles essentielles Rhodinol Isolat de 

citronellol Absolu 

Égypte Bourbon Chine 
Ex 
‘Pelargonium 
Egypt’ 

Ex ‘Pelargonium 
Chine’ Égypte 

α-Pinène    
   

Limonène < 0,4%   
   

cis-Oxyde de rose 0,7-1,5% 0,4-0,9% 1,3-2%    

trans-Oxyde de rose  0,3-0,6% 0,1-0,3% 0,5-0,9%    

Menthone <2,1% 0,3-2% <2,5%    

Isomenthone 4-8% 7-10% 4-7%   4-8% 

Linalol 4-8% 8-11% 2-4,5% 0-0,8%  1-4% 

β-Caryophyllène  1-2% 0,7-2,5% 0-0,2%   

6,9-Guaiadiène <0,5% 5-7% 5,6-7% 0-0,5% 1-8%  

Citronellyl formate  5-8% 7-10% 8-12%   5-8% 

Géranyl formate  2-6% 5-7% 1-3%   2-6% 

Citronellol 26-34% 19-22% 33-41% 75-86% 65-85% 20-30% 

Nérol    0,3-1,5%   

Géraniol 11-18% 15-18.5% 6-10% 11-19% 8-15% 15-25% 

Géranyl butyrate 0,7-2% 0,1-0,3% 0,4-1,0%    

Citronellyl tiglate   0,5-1,5%    

Géranyl tiglate 0,9-2% 0,7-2% 1,0-1,6%    

Phényléthyl tiglate 0,5-1,2% 0,4-1% 0,4-1,0%    

10-γ-épi Eudesmol 4.5-6%   
  4,5-6% 
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Annexe  2 | Utilisation de l’HE de Pelargonium en parfumerie 

 

Pour parler de l’utilisation du Pelargonium dans la parfumerie, j’ai choisi de reprendre le texte de mon 

ancienne professeure de l’ISIPCA103, Natalie Zagigaëff publié dans le livre L’herbier parfumé (Ghozlan et 

Fernandez 2010). 

Une fleur unisexe 

« Le géranium, on pense que c’est une rose en beaucoup moins cher, mais olfactivement parlant c’est une 

matière première qui a beaucoup d’autres aspects que son premier abord rosé. Elle a ce côté très 

alimentaire, voir gourmand, que j’ai beaucoup rencontré en Afrique du Nord. Ainsi, le géranium me 

rappelle le goût du loukoum et même celui du litchi dégusté en Asie. Les gens vous diront que c’est à 

cause de son aspect rosé mais pas uniquement. Il a aussi une fraîcheur mentholée, un peu givrée qui lui 

donne un caractère à la fois masculin et féminin, un aspect très frais, parfois même un peu agressif, 

évoquant une certaine masculinité, alors que son aspect rosé, alimentaire, lui confère un caractère 

féminin. Finalement, c’est une fleur unisexe qui réveille chez moi des souvenirs olfactifs agréables liés au 

Maghreb ». 

Un basic de l’accord de fougère 

« Il faut savoir que le géranium entre dans le schéma de base de l’accord fougère. Jadis, c’était un accord 

bergamote-géranium-lavande, donc bien spécifique, sur un fond de notes 

boisées et de mousse de chêne, avec un côté poudré amandé apporté par 

la coumarine et les salicylates. Le géranium était donc la pièce maîtresse 

de la note de cœur florale exacerbée par la lavande. C’est ce qui lui donne 

ce caractère typique. Mais la place du géranium a beaucoup diminué 

dans les fougères aujourd’hui, laissant le terrain à des notes florales plus 

transparentes… Le géranium lui-même a évolué. Comme le vétiver 

Bourbon, le géranium Bourbon de l’île de la réunion a tendance à 

disparaître tout en restant très cher. Aujourd’hui, on utilise un géranium 

qui vient d’Égypte et qui est beaucoup plus accessible ! ». 

                                                           
103 ISIPCA pour Institut Supérieur International du Parfumerie, de la Cosmétique et de l’Aromatique  
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Annexe  3 | Analyse olfactive du parfum Géranium pour Monsieur  

GERANIUM POUR MONSIEUR – FREDERIC MALLE (2009)  

 

 

SON CREATEUR: DOMINIQUE ROPION 

SA FAMILLE : FOUGERE AROMATIQUE (MASCULIN) 

 

 

Une fraîcheur tenace habite « Géranium pour Monsieur » qui est une alternative aux « fougères 

aromatiques » classiques. Un cœur de géranium de Chine, des notes de menthe et d’anis, des épices 

comme le clou de girofle et la cannelle, du santal et un généreux cocktail de muscs blancs sont les 

principaux acteurs de ce parfum d’un genre inédit. Des produits rares comme le résinoïde encens ou le 

benjoin de Siam ajoutent une sophistication particulière à cette impression de fraîcheur et de netteté.  

L’histoire de ce parfum est née de cet ingrédient précis, l’essence de géranium. Cette nouvelle fragrance 

a été créée pour incorporer des ingrédients masculins et opulents autour du thème principal qu’est le 

géranium. L’idée d’un parfum très épuré apportant une sensation de fraîcheur persistante est créé par 

un mix d’essence de géranium mélangé avec du Rhodinol (cœur du géranium Chine), mélangé avec une 

noté anisée et mentholée. Les épices de la composition contribuent à son côté élégant, masculin (girofle 

et cannelle) et embelli par le santal et une nouvelle sort de musc blanc qui retient l’effet fraîcheur et 

sophistiqué.  Ce qui est le plus intéressant ce sont les nouvelles techniques 

appliquées pour l’extraction de matières premières naturelles. La cannelle a 

été  extraite par le CO2 supercritique, quant à l’absolu de menthe, il a été 

produit par la distillation moléculaire. (http://www.fredericmalle.com)  

Notes de tête : Absolu de menthe, HE de menthe poivrée, essence de 
géranium Chine, rhodinol, anis 

Notes de cœur : Cannelle CO2 et girofle  

Notes de fond : Musc blanc, santal, encens et benjoin 
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Annexe  4 | Analyse olfactive du parfum Equipage Géranium  

EQUIPAGE GERANIUM - HERMES (2015)  

 

 

SON CREATEUR : JEAN-CLAUDE ELLENA 

SA FAMILLE: BOISEE – AROMATIQUE (HOMME)  

 

 

C’est au tour d’Équipage, premier masculin lancé par Hermès en 1970, un boisé aromatique et épicé 

signé Guy Robert, d’être décliné en Équipage Géranium. 

Jean-Claude Ellena déclare : « Mille fois j’ai voulu capturer l’odeur, mille fois elle s’est dérobée. Attiré par 

sa complexité, sa richesse, j’ai emmené ce parfum en voyage pour le découvrir. » 

Le parfumeur aurait souligné l’accord épicé et le géranium, aux notes de rose et de menthe. Le santal 

apporterait « un côté caressant et charnel ». 

 

Notes de tête : Aldéhydes, Orange, sauge, noix de muscade,  

bergamote, bois de rose 

 

Notes de cœur : Géranium, Œillet, Jasmin, Cannelle,  

Aiguille de sapin, muguet  

 

Notes de fond : Santal, Musc, Fève Tonka, Vetiver,  

Mousse de chêne, Vanille 

http://www.auparfum.com/Guy-Robert
http://www.auparfum.com/jean-claude-ellena
http://www.auparfum.com/jean-claude-ellena
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Annexe  5 | Analyse olfactive du parfum Géranium Odorata 

GERANIUM ODORATA – DYPTIQUE (2014)  

 

 

 

SON CREATEUR : FABRICE PELLEGRIN 

SA FAMILLE : FLORAL – BOISE MUSC (MIXTE)  

 

 

Bergamote, Géranium Bourbon, Poivre Rose, Cèdre - Géranium Odorata nous entraîne dans ces bosquets 

carmin dont la floraison printanière annonce l’événement d'une saison heureuse et ensoleillée. Tant 

masculin que féminin, le géranium partage quelques senteurs avec la rose. Il est vif, frais, pimpant... et 

pluriel.  

Géranium Odorata dévoile un départ hespéridé avec la bergamote, tandis que la cardamome et le poivre 

rose apportent un côté épicé. Le cœur de géranium laisse progressivement place à un sillage boisé 

mariant cèdre, vétiver et fève tonka (http://www.diptyqueparis.fr). 

 

 

 

 

Notes de tête : Cardamome, Bergamote, Grain de poivre rose 

Notes de cœur : Géranium 

Notes de fond : Bois de Cèdre, Vétiver, Fève Tonka 
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Annexe  6 | Culture, récolte, distillation et collecte de l’HE traditionnelle de Pelargonium à Beni Souef 
en Égypte   

 

 

 

 

A – Co-culture de Pelargonium et d’oignon au début de la croissance du Pelargonium. B – Préfanage du Pelargonium 
pendant 2 jours dans le champ afin d’éliminer un maximum d’eau avant le transport et la distillation. C –Pelargonium 
stocké en tas et prêt à être distillé. D – Distillation du Pelargonium dans la distillerie privée (il n’existe pas de 
coopérative en Égypte). E – Récolte de l’HE dans les vases florentins. F – Quantification de l’HE par alambic de 
distillation et donc par fermier. G – Paiement en nature du fermier directement au propriétaire de la distillerie. Une 
quantité fixe est prélevée par distillation. Le fermier a alors le choix de vendre directement le reste de sa production 
au distillateur ou de repartir avec pour le vendre au plus offrant. 
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Annexe  7 | Marché mondial de l’HE de Pelargonium Égypte de 1985 à 2014 (source IFF-LMR) 
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Annexe  8 | Rôle des composés térpénoïdes dans les plantes (modifié d’après Owen et Penuelas 2005) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les points d’interrogation indiquent que le rôle n’a pas été formellement démontré pour toutes les plantes 
émettant des terpénoïdes. 

 

Annexe  9 | Nombre d’articles extrait de Web of Science avec la recherche (« plant* and volatile* »).  
(D’après Dicke et Loreto 2010) 
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Annexe  10 | Terpènes impliqués dans des mécanismes additionnels ou alternatifs de photo-protection 
(modifié d’après Penuelas et Munné-Bosch 2005). 

 

Plusieurs terpénoïdes aident à dissiper l’excès d’énergie dans les membranes photosynthétiques. Tous les 
organismes photosynthétiques contiennent des caroténoïdes (β-carotène ou Zéaxanthine) qui représentent 
des mécanismes très bien conservés de photo-protection. Certaines autres plantes, comme les plantes 
méditerranéennes, produisent d’autres terpénoïdes comme des monoterpènes qui pourraient aider à la 
plasticité de la photo-protection. 
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Annexe  11 | Caractéristiques physiologiques modifiées par la sécheresse, la chaleur ou une 
combinaison des deux. (Modifiée d’après Mittler 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe  12 | Transcrits et métabolites modifiés par la sécheresse, la chaleur ou une combinaison des 
deux. (Modifié d’après Mittler 2006).  

 

 

 

 

 

 

La combinaison de la sécheresse et de la chaleur entraîne des différences physiologiques spécifiques, par rapport 
à la chaleur et la sécheresse prises séparément. 

Diagramme de Venn montrant la superposition entre les (a) transcrits et (b) métabolites qui ont soit augmentés, 
soit diminués, suite à la sécheresse ou la chaleur ou encore une combinaison des deux. Le total des transcrits et 
métabolites est indiqué entre parenthèses. 
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Le degré de réactivité avec l’O3 est basé sur les propriétés structurelles des COV comme la présence de doubles 
liaisons dans le squelette carboné. DMNT = (E)-4,8-diméthyl-1,3,7-nonatriène; TMTT = (E,E)-4,8,12-triméthyl-
1,3,7,11-tridecatetraène.   

Annexe  13 | Réactivité (basée sur la durée de vie atmosphérique) avec O3 de composés représentant 

différents groupes de COV (D’après Yuan et al. 2009).  
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Annexe  14 | Effets potentiels des changements climatiques sur les signaux écologique liés aux COV.  (Modifié d’après Yuan et al. 2009)



- Annexes - 

| 362 

Annexe  15 | Distribution des classes majeures des composés odorants floraux en fonction de leurs groupes fonctionnels (modifié d’après  
Knudsen et Gershenzon 2006). 

 Groupes 
fonctionnels Total Aliphatiques Benzénoïdes et 

Phénylpropanoïdes 
Composés 
en C5 Monoterpènes Sesquiterpènes Diterpènes Terpènes 

irréguliers 
Composés 
nitrogénés 

Composés 
soufrés Autres 

Nombre de 
composés 1719 528 329 93 295 158 6 97 61 41 111 

Hydrocarbonés 203  34 2 56 98 3 10    
Alcanes 46 40         6 
Alcènes 58 54         4 
Acides 36 11 3 2        
Aldéhydes 105 52 21 6 16 7  3    
Cétones 188 60 24 2 36 2  52   12 
Alcools 286 86 47 7 87 31 3 20   5 
Esters 475 195 119 74 40 9  7 2  29 
Ethers 140 9 48  60 11  4   8 
Composés 
chlorés 2 1 1         

Composés 
azotés 28  28         

Benzofuranes 1  1         
Benzopyranes 3  3         
Ammoniums 1        1   
Amides 5        5   
Amines 15        15   
Nitriles 5        5   
Nitrogènes 3        3   
Oximes 11        11   
Imidazoles 2        2   
Indoles 3        3   
Pyrazines 7        7   
Pyrazoles 1        1   
Pyridines 5        5   
Triazines 1        1   
Isothiocyanates 3         3  
Thiocyanates 1         1  
Sulfides 25         25  
Thioesters 3         3  
Thiols 4         4  
Sulfoxides 1         1  
Thiazole 2         2  
Thiafuranes 2         2  
Furanes 27          27 
Pyranes 8          8 
Naphtalènes 3          3 
Azulènes 1          1 
Composé spiro 8          8 
Inconnus 1       1    
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Annexe  16 | Exemples de monoterpène synthases caractérisées chez les plantes 

Produit majoritaire Espèces Références 
β-Myrcène Abies grandis Bohlmann et al. (1997) 
β-Myrcène Antirrhinum majus Dudareva et al. (2003) 
β-Myrcène/(E)-β-Ocimène  Arabidopsis thaliana Chen et al. (2003) 
β-Myrcène Arabidopsis thaliana Bohlmann et al. (2000) 
β-Myrcène Lycopersicon esculentum Van Schie et al. (2007) 
β-Myrcène Ocimum basilicum Iijima et al. (2004b) 
β-Myrcène Perilla frutescens Hosoi et al. (2004) 
β-Myrcène Picea abies Martin et al. (2004) 
β-Myrcène Quercus ilex Fischbach et al. (2001) 
β-Pinène Abies grandis Bohlmann et al. (1997) 
β-Pinène Citrus unshiu Shimada et al. (2004) 
β-Pinène Picea abies Martin et al. (2004) 
α-Pinène Fragaria vesca Aharoni et al. (2004) 
α-Pinène Picea sitchensis McKay et al. (2003) 
α-Pinène Pinus taeda Phillips et al. (2003) 
α-Pinène Pinus taeda Phillips et al. (2003) 
α-Pinène Pseudotsuga menziesii Huber et al. (2005) 
α-Pinène Lavandula stoechas Benabdelkader et al. (2015) 
(-)-(4S)-Limonène Abies grandis Bohlmann et al. (1997) 
(-)-(4S)-Limonène Abies grandis Bohlmann et al. (1999) 
(-)-(4S)-Limonène Cannabis sativa Günnewich et al. (2007) 
(-)-(4S)-Limonène Mentha spicata Colby et al. (1993) 
(-)-(4S)-Limonène Perilla frutescens Yuba et al. (1996) 
(-)-(4S)-Limonène Picea abies Martin et al. (2004) 
(-)-(4S)-Limonène Picea sitchensis Byun-McKay et al. (2006) 
(+)-(4R)-Limonène Agastache rugosa Maruyama et al. (2002) 
(+)-(4R)-Limonène Citrus unshiu Shimada et al. (2005) 
(+)-(4R)-Limonène Schizonepeta tenuifolia Maruyama et al. (2001) 
(+)-(4R)-Limonène Eleutherococcus trifoliatus Huang et al. (2015) 
Géraniol Cinnamomum tenuipilum Yang et al. (2005) 
Géraniol Ocimum basilicum Iijima et al. (2004a) 
Géraniol Perilla citriodora Ito et Honda (2007) 
Géraniol Perilla frutescens Ito et Honda (2007) 
Géraniol Citrus jambhiri Shishido et al. (2012) 
Géraniol Valeriana officinalis Dong et al. (2013) 
Géraniol Lippia dulcis Dong et al. (2013) 
1,8-Cinéole Citrus unshiu Shimada et al. (2005) 
1,8-Cinéole Nicotiana suaveolens Roeder et al. (2007) 
1,8-Cinéole Salvia fruticosa Kampranis et al. (2007) 
1,8-Cinéole Salvia officinalis Wise et al. (1998) 
α-Terpinéol Magnolia grandiflora Lee et Chappell (2008) 
α-Terpinéol Pinus taeda Phillips et al. (2003) 
α-Terpinéol Santalum album Jones et al. (2008) 
α-Terpinéol Vitis vinifera Martin et Bohlmann (2004) 
α-Terpinéol Zea mays Lin et al. (2008) 
Terpinolène Pseudotsuga menziesii Huber et al. (2005) 
Fenchol Lavandula stoechas Benabdelkader et al. (2015) 
Sabinène Hedychium coronarium Yue et al. (2014) 
Linalol Hedychium coronarium Yue et al. (2014) 
Linalol Citrus unshiu Shimada et al. (2014) 
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Annexe  17 | Exemples de sesquiterpène synthases caractérisées chez les plantes 

Produit majoritaire Espèces Références 
γ-Bisabolène Pseudotsuga menziesii Huber et al. (2005) 
γ-Bisabolène Arabidopsis thaliana Ro et al. (2006) 
α-Bisabolène Ginkgo biloba Parveen et al. (2015) 
α-Bergamotène Lavendula angustivolia Landmann et al. (2007) 
8-epi-Cédrol Artemisa annua Merck et al. (2009) 
Valencène Citrus sinensis Sharon-Asa et al. (2003) 
Valencène Vitis vinifera Lucker et al. (2004) 
δ-Cadinène Cucumis melo Portnoy et al. (2008) 
δ-Cadinène Gossypium arboreum Chen et al. (1995) 
γ-Cadinène Ocimum basilicum Iijima et al. (2004a) 
α-Farnésène Cucumis melo Portnoy et al. (2008) 
β-Farnésène Zea mays Schnee et al. (2006) 
Farnésol Ginkgo biloba Parveen et al. (2015) 
Germacrène A  Lactuca sativa Bennett et al. (2002) 
Germacrène A Cichorium intybus Bouwmeester et al. (2002) 
Germacrène A Ixeris dentata Kim et al. (2005) 
Germacrène A  Pogostemon cablin Deguerry et al. (2006) 
Germacrène A Lavandula stoechas Benabdelkader et al. (2015) 
Germacrène D Pogostemon cablin Deguerry et al. (2006) 
Germacrène D Vitis vinifera Lucker et al. (2004) 
Germacrène D Zingiber officinale Picaud et al. (2006) 
δ-Elémène Lycopersicon esculentum Van der Hoeven et al. (2000) 
β-Eudesmol Zingiber zerumbet Yu et al. (2008a) 
β-Cubébène Magnolia grandiflora Lee and Chappell (2008) 
Cubébol Medicago truncatula Arimura et al. (2008) 
5-epi-Aristolochène Nicotiana tabacum Wu et al. (2005) 
5-epi-Aristolochène Capsicum annum Back et al. (1998) 
α-Zingiberène Ocimum basilicum Iijima et al. (2004a) 
Zingiberène Oryza satavia Yuan et al. (2008b) 
Zizaène Chrysopogon zizanioides Hartwig et al. (2015) 
Patchoulol Pogostemon cablin Deguerry et al. (2006) 
α-Humulène Zingiber zerumbet Yu et al. (2008) 
α-Humulène Zingiber zerumbet Alemdar et al. (2015) 
γ-Humulène Abies grandis Steele et al. (1998) 
δ-Guaiène  Aquilaria crassna Kumeta et Ito (2010) 
δ-Guaiène Aquilaria sinensis Liang et al. (2014) 
Sesquithujène Zea mays Köllner et al. (2004) 
β-Caryophyllène Cucumis sativus Mercke et al. (2004) 
β-Caryophyllène Zea mays Köllner et al. (2008) 
β-Caryophyllène Medicago truncatula Arimura et al. (2008) 
β-Caryophyllène Oryza sativa Yuan et al. (2008) 
β-Caryophyllène Daucus carota Yahyaa et al. (2015) 
Nérolidol Medicago truncatula Arimura et al. (2008) 
Nérolidol Antirrinum majus Nagegowda et al. (2008) 
δ-Selinène Abies grandis Steele et al. (1998) 
β-Selinène Ocimum basilicum Iijima et al. (2004a) 
3,5-Muuroladiène Mentha x piperita Prosser et al. (2006) 
1,10-valérenadiène Valeriana officinalis Yeo et al. (2013) 
Santalol Santalum album Diaz-Chavez et al. (2013) 
τ-Cadinol Lavandula angustifolia Jullien et al. (2014) 
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Annexe  18 | Intérêt de l’α-pinène, du β-pinène et du myrcène dans la synthèse chimique des composés aromatiques (IFF)

α-pinène β-pinène 

α-pinène 
myrcène 
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Annexe  19 | Production d’amorphadiène via la voie du DXP ou du mévalonate et détails des opérons 
utilisés (Modifié d’après Martin et al. 2003). 

 

Les triangles noirs représentent le promoteur PLAC et tHMGR fait référence au produit tronqué du gène HMGR. Les 
gènes (tous les gènes sont isolés de S. cerevisiae sauf ceux spécifiquement précisés) et les enzymes sont notées : 
atoB; acétoacétyl-CoA thiolase d’E. coli; HMGS, HGM-CoA synthase; tHMGR, HMG-CoA réductase tronquée; ERG1, 
mévalonate kinase; ERG8, phosphomévalonate kinase; MVD1, mévalonate pyrophosphate décarboxylase; idi, IPP 
isomérase d’E. coli; ippHp, IPP isomérase de Haematococcus pluvialis; dxs, 1-déoxy-D-xylulose 5-phosphate 
synthase; ispC, 1-déoxy-D-xylulose 5-phosphate réductoisomérase; ispA, FPP synthase d’E. coli; ADS, amorphodiène 
synthase. Intermédiaires des voies de biosynthèses :  G3P, glycéraldéhyde 3-phosphate; DXP, 1-déoxy-D-xylulose 5-
phosphate; MEP, 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate; CDP-ME, 4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol; CDP-
ME2P, 4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol 2-phosphate; ME-2,’cPP, 2-C-méthyl-D-érythritol 2,4-
cyclopyrophosphate; HMB4PP, 1-hydroxy-2-méthyl-2-(E)-butényl 4-pyrophosphate; IPP, isopentényl 
pyrophosphate; DMAPP, diméthylallyl pyrophosphate; FPP, farnésyl pyrophosphate; A-CoA, acétyl-CoA; AA-CoA 
acétoacétyl-CoA; HMG-CoA, hydrométhylglutaryl-CoA; Mev-P, mévalonate 5-phosphate; Mev-PP, mévalonate 
pyrophosphate.  



- Annexes - 
 

| 367 

Annexe  20 | Présentation technique et olfactive du ClearwoodTM 
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Annexe  21 | Représentation schématique de l’ingénierie de la voie de biosynthèse de l’acide 
artémisinique dans Saccharomyces cerevisiae (d’après Ro et al. 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les gènes de la voie du mévalonate dans S. cerevisiae surexprimés sont notés avec des flèches bleues; ceux qui 
sont indirectement sur-régulés par l’expression d’upc 2-1 sont en mauve et la ligne rouge montre la répression 
de ERG9. Les flèches vertes indiquant la voie de biosynthèse menant du FPP à l’acide artémisinique qui a été 
introduite dans S. cerevisiae à partir de A. annua. Les trois étapes d’oxydation qui convertissent 
l’amorphadiène en acide artémisinique par CYP71AV1/CPR sont montrées.  Les étapes se déroulant dans S. 
cerevisiae sont montrées dans le cadre noir. 
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Annexe  22 | Protocole de mini-préparation d’ADN plasmidique avec le kit NucleoSpin® Plasmid 
(Macherey-Nagel) 
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Annexe 23 | Séquences des oligonucléotides utilisés dans cette thèse 

Protéine Séquence Long. Tm104 % 
GC 

Utilisation 

B3E8 CACCATGATTCTCAATCTTCCGATACAACAG 31 60 41 PCR/Gateway - Clonage de B3E8 avec le peptide signal 
B3E8 TACAATCGGTCGCTAACAAG 20 49 45 PCR 
B3E8 CTGAAATGATTCTCAATCTTCC 22 49 36 PCR 
B3E8 ATGCTTCTTGGCTCTTTACAACACTATC 28 56 39 PCR et séquençage - Amorce interne 
B3E8 CTACATCTCTTTATGCATTAATGTAAATGAAATGGGCT 38 60 31 PCR 
B3E8 CACCTTAGTTCCGCGTGGTTCTATGATTCTCAATCTTCCAATAC 44 67 43 PCR/Gateway - Ajout de la séquence pour le clonage et ajout d’un site de coupure à la thrombine 
B3E8 CACCTTAGTTCCGCGTGGTTCTATGGAGATACTGAGGCCGT 41 70 53 PCR/Gateway - Ajout de la séquence pour le clonage et ajout d’un site de coupure à la thrombine 
PhCINS ATCGCTTGAAATTAAATTAACGACCCAAC 29 55 34 PCR 
PhCINS CTCAATATGGCTTCTATGTCTCATTTAC 28 55 35 PCR 
PhCINS AGTTAAGCTTTTCAAGGGACAGGTTGATG 29 58 41 RACE PCR - Amorce pour le kit Marathon - Pour la fin du gène (3’-RACE) (pour la RACE PCR) 
PhCINS TGTGGACTGTGGGTGTATTCTATGAGC 27 59 48 RACE PCR - Amorce pour le kit Marathon - Pour la fin du gène (3’-RACE) (pour la NESTED PCR) 
PhCINS TTAGATCTTCTTGATGAATTGCTTGCACC 29 57 37 RACE PCR - Amorce pour le kit Marathon - Pour le début du gène (5’-RACE) (pour la RACE PCR) 
PhCINS TGTGATTCTTGTCCTCTCTTTTCTCATATACA 32 57 34 RACE PCR - Amorce pour le kit Marathon - Pour le début du gène (5’-RACE) (pour la NESTED PCR) 
PhCINS ATTAACGACCCAACTATAACTTTATAGGCTGAATTAG 37 60 32 PCR/Gateway 
PhCINS CACCTTAGTACCGAGAGGGAGCCAAACCCAAGTGGTTAGG 40 70 55 PCR/Gateway - Ajout de la séquence pour le clonage Gateway et ajout d’un site de coupure à la thromb. 
PhEDS CACCATGGCTTCCCAATTAGTATCAGTAG 29 60 44 PCR/Gateway - Pour le clonage de PhEDS sans thrombine pour l’expression stable dans les plantes. 
PhEDS CAAATATCACACATACTGAGTACATCACAAAC 32 57 34 PCR - Correspond au Contig41471 
PhEDS AAATGGCTTCCCAATTAGTATCAGTAGC 28 56 39 PCR - Correspond au Contig41471 
PhEDS CACAAGGGCATGCCAAGACT 20 53 55 RACE PCR - Amorce pour le kit Marathon - Pour la fin du gène (3’-RACE) (pour la RACE PCR) 
PhEDS CAAGGGCATGCCAAGACTCG 20 55 60 RACE PCR - Amorce pour le kit Marathon - Pour la fin du gène (3’-RACE) (pour la NESTED PCR) 
PhEDS TGCACCAAGGTCTCCAGGTG 20 55 60 RACE PCR - Amorce pour le kit Marathon - Pour le début du gène (5’-RACE) (pour la RACE PCR) 
PhEDS CAAGGTCTCCAGGTGAGTTCTTGTGA 26 59 50 RACE PCR - Amorce pour le kit Marathon - Pour le début du gène (5’-RACE) (pour la NESTED PCR) 
PhEDS GTCATGGTCATCGCTCGAGTCAAAG 25 59 52 RACE PCR - Amorce pour le kit Marathon - Pour le début du gène (5’-RACE) (pour la 2ème NESTED PCR) 
PhEDS TGACCATGACCTCTACACTTGTG 23 55 47 qPCR 
PhEDS AGCTTAGCATGCCTCTAACATCA 23 53 43 qPCR 
PhEDS TTACTTGGAATCATCATCAGTTGAAATGGGATCA 34 59 35 PCR/Gateway 
PhEDS CACCCTCGTTCCGCGTGGTTCTATGGCTTCCCAATTAGTATC 42 70 52 PCR/Gateway - Ajout de la séquence pour le clonage Gateway et ajout d’un site de coupure à la thromb. 
PhGES CACCATGCAAGGACTTGTTGTGAGA 25 57 48 PCR/Gateway - Pour le clonage de PhGES sans thrombine pour l’expression stable dans les plantes. 
PhGES CGAACCGATGGGTCGAAAGAAC 22 56 54 PCR/Gateway - Pour le clonage de PhGES SANS stop pour l’expression  transitoire (avec GFP en C-term). 
PhGES GACAAGTCTCAAGAAATGCAAGG 23 53 43 PCR 

                                                           
Les Tm sont calculés à l’aide du site (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) suivant la formule suivante : Tm = ((41(C+G-16,4))/(longueur primer))+64,9. 
(Wallace et al. 1979 ; Sambrook et al. 1989) 

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
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Protéine Séquence Long. Tm % 
GC 

Utilisation 

PhGES TCTTTTTTATGATTCCAATTACGAACCG 28 54 32 PCR 
PhGES AAGGTGGCTTATTCCAACTATGA 23 51 39 PCR 
PhGES GACGGAAGTGGAAGTGGCTCTTTTTTTGGGGA 32 64 50 RACE PCR - Amorce pour le kit Marathon - Pour le début du gène (5’-RACE) (our la RACE PCR) 
PhGES TGATGTTTTTGCTGTTGGTCAGTCCACTCATTTGTGCT 38 64 42 RACE PCR - Amorce pour le kit Marathon - Pour le début du gène (5’-RACE) (pour la NESTED PCR) 
PhGES CGTGTCAATCAGCTCCATCATAGCGGTTTG 30 62 50 Marche génomique 
PhGES CCCGGTTCCTTGTACCAATGCCTCTTTTATTC 32 63 46 Marche génomique 
PhGES GTAGTCAAACAAAAATTCTAACTGATTC 28 52 28 PCR - Pour tester sur ADNg le début de PhGES trouvé à partir de la PCR inverse 
PhGES AATGATTAGGGAGTTGTGGGTGG 23 55 47 qPCR 
PhGES GCATGATCTTCAACACCAGAGAA 23 53 43 qPCR 
PhGES ATGATTCCAATTACGAACCGATGGGTCG 28 59 46 PCR/Gateway 
PhGES TTACGAACCGATGGGTCGAAAGAAC 25 57 48 PCR/Gateway - Clonage de PhGES avec stop pour l’expression stable ou transitoire (avec GFP en N-

terminal). 
PhGES CACCCTAGTTCCGCGTGGTTCTATGCAAGGCCTTGTTGTGA 41 70 53 PCR/Gateway - Ajout de la séquence pour clonage Gateway et ajout d’un site de coupure à la 

thrombine. 
PhMYS GTTCTTATTAAACTTGTCCCACTTC 25 52 36 PCR 
PhMYS CCAATGGCTTCTATATCTCAATTAC 25 52 36 PCR 
PhMYS CAAGTACTAAACATTTGCATCCCTAGATGTGAG 33 60 39 PCR/Gateway 
PhMYS CACCTTAGTACCGAGAGGGAGCCAAACCCAAGTGGTTAGG 40 70 55 PCR/Gateway - Ajout de séquence pour le clonage par Gateway et ajout d’un site de coupure à la 

thromb. 
PhAct1 CAAGGAGATAACTGCCCCTTGCT 23 57 52 PCR – Cont. absence d’ADN après trait. DNase des ARN et contrôle de la synthèse des ADNc après la RT-

PCR 
PhAct1 CCACATCTGCTGGAAGGTACTG 22 56 54 PCR – Cont. absence d’ADN après trait. DNase des ARN et contrôle de la synthèse des ADNc après la RT-

PCR 
PhAct1 CAAGAGCTGGAGACTTCAAAGAC 23 55 47 qPCR 
PhAct1 TGATGGAGTTGTATGTGGTTTCG 23 53 43 qPCR 
EF1 ACTACTGCACTGTTATTGATGCC 23 53 43 qPCR 
EF1 TGACCATCCTTAGAGATACCAGC 23 55 47 qPCR 
GAPDH TTGTTGATCTTGTTGTCCAGGTC 23 53 43 qPCR 
GAPDH GACTTTAGATGCTCCGATGTGTC 23 55 47 qPCR 
TCTP CGAGAAGCAAGAGGAATTCAAGA 23 53 43 qPCR 
TCTP TTAGCACTTAACCTCCTTCAACC 23 53 43 qPCR 
Tubulin TCCATTTCATGCTTTCCTCGTAC 23 53 43 qPCR 
Tubulin TTTACATCTTTAGGCACCACGTC 23 53 43 qPCR 
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 Annexe  24 | Solutions pour la purification des protéines 

 Tampon Native Purification 5X    Tampon d’élution 

Composition pour 1 L de tampon 
NaH2PO4 250 mM 
NaCl  2,5 M 
Ajuster le pH à 8 avec NaOH  

 

Tampon de lyse       

Composition pour 10 mL de 
tampon 
Imidazole 10 mM 
Glycérol 5% 500 µL 
Tampon native purification 1X qsq 10 mL 
Ajuster le pH à 8 avec HCl  

 

Tampon de lavage      Tampon de Landman 

Composition pour 200 mL de 
tampon 
Imidazole 20 mM 
Tampon native purification 1X qsq 200 mL 
Ajuster le pH à 8 avec HCl  

 

Solution A 10X 

Composition pour 10 mL de 
solution 
NaH2PO4 200 mM 
NaCl 5 M 
Eau dibistillée qsq 10 mL 

 

 

Tampon imidazole 3M 

 

Composition pour 5 mL de tampon 
Imidazole 3 M 
Solution A 10X  438,5 µL 
Solution B 10X 61,5 µL 
Ajuster le pH à 8 avec HCl  

Solution B 10X 

 

 

 

 

Composition pour 15 mL de tampon 
Imidazole 500 mM 
Tampon native purification 1X qsq 15 mL 
Ajuster le pH à 8 avec HCl  

Composition pour 10 mL de tampon 
SDS 2% 0,2 mL 
Glycérol 20% 2 mL 
Tris-Hcl 62,5 mM 
Eau dibistillée qsq 10 mL 

Composition pour 25 mL de tampon 
Tris-HCl 25 mM 

Glycérol 5% 1,25 mL 

MgCl2 10 mM 
MnCl2 2 mM 
Ajuster le pH à 7,5 (monoterpènes) 
Ajuster le pH à 8 (sesquiterpènes) 

 

Composition pour 10 mL de 
solution 
Na2HPO4 200 mM 
NaCl 5 M 
Eau dibistillée qsq 10 mL 

Tampon de reprise 
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Annexe  25 | Solutions pour l’analyse des protéines par SDS-PAGE 

 

Gel de séparation (pour 2 gels 8%)     Bleu de dépôt 4X 

Composition pour 15 mL de 
solution 
Tampon Séparation 5,2 mL 
Eau distillée 10,48 mL 
SDS à 20% 100 µL 
APS à 10% 100 µL 
Acrylamide 40% 4 mL 
Temed 20 µL 

 

Gel de concentration (pour 2 gels 8%) 

Tampon de migration (pour 1    cuve de 4 gels) 

 

 

 

Solution de coloration du gel (pour 1 L) 

 

 

 

Solution de décoloration du gel (pour 1 gel – 2 lavages) 

 

 

 

Tampon de Laemli 1X  

 

 

Composition pour 10 mL de solution 
40% Tris-HCl pH 6,8 4 mL à 0,5M 
40% (v/v) glycérol 4 mL 
1% SDS 20% 0,5 mL 
0,1% bleu de bromophénol 10 mg 
1,54% DTT 1,54 mg 
Eau distillée qsq 10 mL 

Composition pour 8 mL de 
solution 
Tampon Concentration 2 mL 
Eau distillée 4,87 mL 
SDS à 20% 40 µL 
APS à 10% 80 µL 
Acrylamide 40% 1 mL 
Temed 8 µL 

Composition pour 1 L de solution 
SDS à 10% 1 g 
Tris  3,02 g 
Glycine 14,41 g 
Eau dibistillée qsq 1 L 

Composition pour 1 L de solution 
Bleu de Coomassie R250 1,5 g 
Bleu de Coomassie G250 1,5 g 
Acide acétique 10%  100 mL 
Ethanol 40% 400 mL 
Eau distillée qsq 1 L 

Composition pour 5 L de solution 
Acide acétique 10% 500 mL 
Ethanol 40% 2 L 
Eau distillée 2,5 L 

Composition pour 1 L de solution 
Tris (25mM) 3,03 g 
Glycine (192 mM) 14, 42 g 
SDS à 20% (0,1%) 5 mL  
Eau distillée qsq 1 L 
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Annexe  26 | Milieux de Culture in vitro du Pelargonium  

Milieu de base (MB) (adapté de Murashige et Skoog 1962) 

Composition pour 1 L de milieu 
Macro MS (x10)/2 50 mL 
Micro MS (x1000) 1 mL 
Fe EDTA MS (x200) 5 mL 
Vitamines de Morel (x1000) 1 mL 
Sucrose 20 g 
pH 5,8 (ajusté avec KOH 1N)  
Phytagel 3 g 
Stérilisation du milieu à 115°C pendant 20 min 

 

Micropropagation à partir des nœuds 

Milieu de micropropagation  

Composition pour 1 L de milieu 
Macro MS (x10)/2 50 mL 
Micro MS (x1000) 1 mL 
Fe EDTA MS (x200) 5 mL 
Vitamines de Morel (x1000) 1 mL 
Sucrose 20 g 
Phytagel 3 g 
AIA (sm à 1 mg.mL-1) 1 mL 
Charbon Actif 2 g 
pH 5,8 (ajusté avec KOH 1N)  

 

Micropropagation à partir des méristèmes 

 

Micropropagation à partir des plantes-mères 

 

 

 

 

Composition pour 1 L de milieu 
 Milieux d’introduction Milieu multiplication cellules/bourgeons Milieu d’enracinement 
 Milieu A Milieu B   
Milieu MB 1 L 1 L 1 L 1 L 
AIB 0,25    
AIA  0,5 mg 0,3 mg 1 mg 
BAP 0,5 mg 0,1 mg 0,5 mg  
GA3 0,1 mg  0,1 mg  

Composition pour 1 L de milieu 
Milieu MB 1 L 
AIA  1 mg 
Charbon actif 2 g 
Si plantes donneuse d’explants et difficultés pour la 
régénération/transformation 
Milieu MB 1 L 
AIA  0,2 mg 
BAP 0,3 mg 
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Annexe  27 | Composition des milieux de culture utilisés lors de la transformation stable du 
Pelargonium et de Nicotiana benthamiana. 

 

Milieu SRM (Shooting) 

Composition pour 1 L de milieu 
Macro MS (x10) 50 mL 
Micro MS (x1000) 1 mL 
Fe EDTA MS (x200) 5 mL 
Vitamines de Morel (x1000) 1 mL 
Sucrose 30 g 
PVP-40 0,5% (p/v) (antioxydant) 5 g 
MES 250 mM 14 mL 
ANA  0,2 mg 
BAP 0,5 mg 
Zéatine  0,5 mg 
pH 5,8 (ajusté avec KOH 1N)  
Phytagel 3 g 
Stérilisation du milieu à 115°C pendant 20 min 

 

Milieu EM (Elongation) 

 

Composition pour 1 L de milieu 
Macro MS (x10) 50 mL 
Micro MS (x1000) 1 mL 
Fe EDTA MS (x200) 5 mL 
Vitamines de Morel (x1000) 1 mL 
Sucrose 20 g 
pH 5,8 (ajusté avec KOH 1N)  
Phytagel 3 g 
Stérilisation du milieu à 115°C pendant 20 min 
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Annexe  28 |Distillation du Pelargonium en Égypte en juin-juillet à Regwa 
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Annexe  29 | Structures  chimiques du géraniol et de ses dérivés composant l’HE du Pelargonium 
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Annexe  30 | Structures  chimiques des principaux monoterpènes cycliques et acycliques autres que le 
géraniol et ses dérivés composant l’HE du Pelargonium  
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Annexe  31 | Structures  chimiques des principaux sesquiterpènes et de leurs dérivés composant l’HE 
du Pelargonium 
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Nb i rr.mois -1 [conc. Fert.] kg.i rr.-1 Kg.ha -1 kg.i rr.-1 Kg.ha -1 kg.i rr.-1 Kg.ha -1 kg.i rr.-1 Kg.ha -1

Octobre 5 1 0,65 3,25 1,3 6,5 2,6 13 3,9 19,5
Novembre 5 1 0,65 3,25 1,3 6,5 2,6 13 3,9 19,5
Décembre 5 1 0,65 3,25 1,3 6,5 2,6 13 3,9 19,5
Janvier 5 1 0,65 3,25 1,3 6,5 2,6 13 3,9 19,5
Février 5 1 0,65 3,25 1,3 6,5 2,6 13 3,9 19,5
Mars 5 2 1,3 6,5 2,6 13 5,2 26 7,8 39
Avri l 10 4 2,6 26 5,2 52 10,4 104 15,6 156
Mai 10 4 2,6 26 5,2 52 10,4 104 15,6 156
Juin 10 2 1,3 13 2,6 26 5,2 52 7,8 78
Jui l let 10 2 1,3 13 2,6 26 5,2 52 7,8 78

100,75 201,5 403 604,5

600 kg.Ha -1100 kg.Ha -1 200 kg.Ha -1 (controle) 400 kg.Ha -1

Annexe  32 | Programme de fertirrigation de l’année 2013 pour les parcelles R&D de Pelargonium en 
Égypte. 
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Annexe  33 | Relevés journaliers des températures (°C) de l’humidité relative (%). A – Conditions de 
températures hautes ; B – Conditions de températures basses (appareil Kistock KT100 de Kimo®).

B 

A 
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P. cv. 'rosat Bourbon'

P. cv. 'rosat Grasse' 

P. cv. 'rosat Égypte'

P. cv. 'rosat Chine'

P. cv. 'Toussaint'

P. tom
entosum

P. graveolens

P. quercifolium

P. capitatum
 

chém
otype 1

P. capitatum
 

chém
otype 2  

tricyclène N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.4 0.02 0.71 N.D. N.D.

α-thujène N.D. N.D. N.D. * N.D. * * 0.86 * N.D.

α-pinène 0.75 0.42 0.57 0.55 0.02 0.51 0.75 0.97 0.36 *
sabinène N.D. N.D. N.D. N.D. * N.D. N.D. 0.28 * N.D.

β-pinène 0.02 0.01 N.D. 0.02 * 0.04 0.02 0.13 N.D. N.D.

β-myrcène 0.29 0.17 0.43 0.26 0.06 3.24 0.32 1,87 0.05 *
1,8-cinéole N.D. * * * N.D. N.D. * N.D. N.D. *
limonène 0.25 0.12 0.35 0.19 0.41 2.24 0.19 1.68 0.16 0.02
trans -sabinène hydrate N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

cis-sabinène hydrate N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

linalol 9.24 8.72 17.27 5.7 0.53 0.05 11.77 7.32 1.58 1.69
menthone 0.54 0.21 0.77 0.34 N.D. 31.76 0.29 N.D. 0.11 N.D.

isomenthone 8.02 5.33 6.85 7.69 31.21 26.38 6.74 N.D. 5.08 0.03
α-terpinéol 1,17 0.67 3.71 0.69 0.10 0.09 0.90 0.37 0.21 0.4
citronellol 18.2 26.19 21.41 36.74 53.13 N.D. 19.71 N.D. 56.04 3.97
géraniol 14.1 29.46 22.96 14.24 0.19 N.D. 33.42 0.15 4.72 6.81
citronellyl formate 9.4 5.47 3.92 8.09 0.04 N.D. 4.61 N.D. 9.12 1.56
6,9-guaiadiène 6.0 0.12 0.10 3.84 0.13 N.D. 0.13 0.19 6.8 10.0
β-élemol N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.08 N.D. N.D.

10-γ-épi e udesmol N.D. 4.33 3.32 N.D. N.D. N.D. 3.31 0.06 N.D. 1.00
α-eudesmol N.D. 0.13 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.09 0.2 N.D. 1.95
(*)  Traces  <0,01%

N.D. Non Détecté <0,005%

(**) %  à partir des aires de pic de  GC-FID- identification par GC-MS - colonne apolaire HP1 60m x0.25mmx0.25µm

HE de différentes espèces et cultivars de Pelargonium  ( %  Relatif des constituants mentionnés** ) 

Annexe  34 | Tableau de la composition chimique des absolus  obtenus à partir de différents Pelargonium. Ces absolus ont été obtenus à IFF-
LMR, à partir de plantes cultivées dans le champ expérimental. 
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Méthionine 

Séquence DDxxD 

Séquence théorique LSLYEASYL -  PhGES séquence LSLYEASYM 

Séquence RxR 

 Annexe  35 | Séquence de la géraniol synthase de Pelargonium x hybridum ‘rosat Grasse’ (PhGES) 
(1671 pb – 557 AA) 
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Annexe  36 | Séquence de la 1,8-cinéole synthase de Pelargonium x hybridum ‘rosat Grasse’ (PhCINS) 
(1779 pb – 593 AA) 
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Méthionine 

Séquence DDxxD 

Séquence théorique LSLYEASYL 

Séquence RxR 

Séquence RRx8W 

Annexe  37 | Séquence de la myrcène synthase de Pelargonium x hybridum ‘rosat Grasse’ (PhMYS) 
(1821 pb – 607 AA) 
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Annexe  38 | Séquence de la 10-γ-épi eudesmol synthase de Pelargonium x hybridum ‘rosat Grasse’ 
(PhEDS) (1704 pb – 568 AA) 
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Annexe  39 | Evaluation olfactive des Pelargonium odorants par les parfumeurs d’IFF. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les Pelargonium ont été évalués olfactivement directement sur le végétal (tous), sur l’HE et sur l’absolu (certaines 
variétés uniquement) par les parfumeurs d’IFF (Dominique Ropion, Anne-Sophie Chapuis-Cariou, Pierre-Yves 
Cariou, Alexis Dadier et Fabien Durand). 
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1  P.capitatum Rose menthe 0,92 0,24 1,07 0,30 0,09 0,41 0,37
2 P. radens Menthe menthe 1,58 0,90 0,72 0,86
3 P. graveolens Rose menthe 0,43 0,35
4 P.  cv. 'Bourbon' Rose menthe 0,31 0,61 0,33 0,28
5 P.  cv. 'Chine' Rose menthe 0,32 0,54 0,24 0,19
6 P.  cv. 'Egypte' Rose menthe 1,01 0,51 0,17 0,15
7 P.  cv. 'Grasse' Rose menthe 0,88 0,44 0,14 0,09
8 P.  cv. 'Toussaint' Citron rose 0,38 0,31 0,51 1,12 0,21
9 P.  'Candy dancer' Citron rose 0,48 0,23 0,38 0,97 0,18
10 P.  tomentosum Menthe menthe 0,74 0,82 0,75 1,21 2,54
11 P.  'Pepper' Epices boisé 2,88 1,31 0,81 10,17 1,52 0,31 4,63 10,21
12 P.  'Prince of Orange' Citron rose 0,35 0,17
13 P.  'Clorinda' Bois fruité 1,00 2,63 0,73 0,40 1,18 13,69 14,88 0,13 1,70
14 P.  'Fragrance' Epices aromat. 0,31 3,05 9,08 0,58 5,16 3,78 0,85 0,15 0,30 0,31 0,05
15 P. citronnelum Citron rose 0,39 0,34 0,13 0,50 0,09 0,19 0,23
16 P. denticulatum Menthe epices 0,61 0,28 0,14 2,45 2,15 0,15
17 P. otaviens Fruité boisé 0,40 0,59 11,95 5,58 0,61 0,78 1,82
18 P. crispum minor Citron fruité 1,00
19 P. vitifolium Citron epices 0,30 1,04 0,51 0,11 0,09 0,29 7,14 0,17
20 P . 'Toronto' Fruité epices 0,57 0,59 0,41 0,50 0,77 0,36 0,17 0,80 0,19
21 P . 'Scarlet unique' Boisé epices 0,80 0,36 0,33 1,69 0,37
22 P.  odoratissimum Epices fruité 0,55 0,06
23 P.  'Blandflordianum' Menthe boisé 1,65 0,20 0,88 0,34 0,12 0,56 0,11 1,13 0,18 1,84
24 P . 'Charity' Citron epices 0,77 0,25 0,31 0,46 1,95 0,27
25 P.  'Crispum peach' Fruité epices 5,73 0,02 0,08 0,05 2,18 0,21
26 P.  'Concolor lace' Boisé epices 6,8 0,44 1,31 0,23 0,23 1,24
27 P.  'Lavender' Aromat. fruité 3,49 3,95 11,33 3,78 0,44 1,03 0,51
28 P.  'Mabel grey' Citron rose 0,65 0,26 0,11 0,2 0,05 0,08 0,63
29 P.  'Lady plymouth' Rose fruité 24,67 0,36 1 0,97
30 P.  'Lemon juicy' Citron citron 0,33 0,14 0,06 0,21 0,05 0,04 0,43
31 P. trifidum Aromat. boisé 0,37 0,28 5,24 0,29 2,03 17,56 27,2
32 P.  'Lady l i lac' Epices floral 0,81 0,34 0,05 0,04 0,32 0,31
33 P.  'Attar of rose' Rose menthe 2,55 0,3 0,17 0,1
34 P.  'Aurore unique' Aromat. epices 0,82 0,25 0,23 1,67 0,14
35 P.  'Fi l icifolium' Butyrate fruité 1,81 0,66 1,88 8,57 4,8
36 P . glutinosum Butyrate boisé 2,32 0,3 0,12 3,41 0,13 0,38 0,22 0,28
37 P.  'Royal oak' Boisé epices 0,38 0,28 1,25 0,48 0,16 1,37 13,1 0,39 16,01
38 P. quercifolium Boisé epices 0,75 0,54 0,27 0,34 0,87 8,75 0,95 10,2
39 P . 'Radula' Rose citron 1,02 0,45 0,25 0,17
40 P.  'Karrooense knuth' Menthe boisé 0,62 0,05 0,42 0,05 0,11 1,78 6,55 0,46
41 P . 'Velvet rose' Rose menthe 0,64 0,62 0,27 0,22
42 P . 'Crispy' Rose citron 1,11 0,07 0,29 1,15 0,06
43 P.  'Abrotanifolium' Boisé aromat. 0,74 1,63 11,15 1,78 3,56 0,38 0,61 0,3 0,29
44 P.  'Angulosum' Floral fruité 1,59 0,33 1,66
45 P.  'Capit. attar of rose' Rose epices 0,33 0,4 0,08 0,18
46 P . 'Toment. chocolat' Menthe epices 0,55 0,47 0,5 3,39 17,39 0,11 1,84
47 P.  'Clorinda variegated' Boisé fruité 1,33 3,77 1,91 0,54 0,22 1,07 16,81 17,24 1,61
48 P.  'Crispum variegated' Citron citron 1,58 0,37 3,06 0,64
49 P. cucullatum Aromat. floral 0,52
50 P. extipulatum Boisé epices 4 2,35 37,22 1,07 1,36 12,53 0,45 1,41 0,25 0,21
51 P.  'Fragrance Lil ian Pott.' Epices epices 0,23 0,16 0,17 0,25 0,09 0,13
52 P.  'Fragrance old spice' Epices epices 0,23 0,03 0,04 0,22
53 P.  'Fragrance variegated' Epices boisé 0,2 0,42 1,42 10,32 0,51 5,46 3,52 0,66 0,14
54 P . 'Fragrance white' Epices boisé 6,17 7,78 0,58 5,79 2,41 0,74 0,12 0,16
55 P. hispidum Floral menthe 1,38 0,19 0,5 1,25
56 P . 'Lemon fancy' Citron citron 0,07 0,23 0,1 0,31 0,59
57 P. mutant Boisé epices 2,12 1,06 4,64 0,31 0,53 4,35 1,62 0,4 3,31 1,01 9,93
58 P. papillonaceum Citron citron 1,69 0,79
59 P. myrrtifolium Boisé epices 6,49 1,63 0,77 1,17 7,98
60 P. praemorsum Boisé fruité 0,76 8,76 8,24 0,31 6,56 31,8 1,18 1,07
61 P.  'Robert lemon rose' Rose menthe 0,94 0,35 0,19
62 P. scabroïdes Floral fruité 0,24
63 P.  'Li lac' Epices fruité 0,97 0,19 0,46 0,13 0,08 0,44 0,74
64 P. grossularoides Fruité fruité 12,57 21,8 11,95 0,52 1,91 1,92 3,67

Annexe  40 | Analyse des extraits hexaniques de 64 accessions de Pelargonium cultivés en serre au 
LBVpam. Seuls les pics des COV (% de l’aire du pic de GC-FID) retrouvés dans l’HE ont été intégrés. 
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1  P.capitatum 1,86 0,46 0,24
2 P. radens 0,34 0,49 1,03 0,15 0,42
3 P. graveolens
4 P.  cv. 'Bourbon' 0,11 0,25 0,24 0,08 0,20
5 P.  cv. 'Chine' 0,09 0,18 0,27 0,04 0,09 0,18
6 P.  cv. 'Egypte' 0,06 0,10 0,05 0,02 0,16 0,11 0,37
7 P.  cv. 'Grasse' 0,02 0,19 0,40
8 P.  cv. 'Toussaint' 0,45 0,99 1,27 0,17 0,16 0,20
9 P.  'Candy dancer' 0,34 0,84 0,99 0,11 0,57 0,26
10 P.  tomentosum 1,11 1,85 0,52 0,18 0,08
11 P.  'Pepper' 2,73 1,50 1,15 0,22 17,46 1,00
12 P.  'Prince of Orange' 0,18 0,77 0,64
13 P.  'Clorinda' 1,33 3,48 0,20 5,62
14 P.  'Fragrance' 2,62 4,06 0,17 0,60 5,92 0,15 3,19 2,28 1,10
15 P. citronnelum 0,08 1,60 1,90
16 P. denticulatum 0,61 1,60 2,73 0,35 1,37
17 P. otaviens 1,30 13,58 0,77 1,47 0,74
18 P. crispum minor 1,17 0,31
19 P. vitifolium 0,20 0,33 1,95 0,16 0,33
20 P . 'Toronto' 0,26 0,14 5,56 6,11 0,19
21 P . 'Scarlet unique' 1,01 0,30
22 P.  odoratissimum
23 P.  'Blandflordianum' 0,65 2,92 1,81 0,19 1,24 0,95 0,10
24 P . 'Charity' 0,61 1,2 1,81 0,65 0,64
25 P.  'Crispum peach' 0,05 1,26
26 P.  'Concolor lace' 0,39 2,76 3,82 0,35 0,35 0,15 2,37
27 P.  'Lavender' 0,29 1,97 1 0,43 1,43
28 P.  'Mabel grey' 0,07 0,99 1,67
29 P.  'Lady plymouth' 0,74
30 P.  'Lemon juicy' 0,05 0,03 0,42 0,22 0,37 0,02
31 P. trifidum 0,66 2,2 2,67 0,19
32 P.  'Lady l i lac' 0,34 0,06
33 P.  'Attar of rose' 0,08 0,12 0,2 0,76
34 P.  'Aurore unique' 0,69 0,6 0,12
35 P.  'Fi l icifolium' 0,86 1,7 2,84 0,31
36 P . glutinosum 0,21 1,36
37 P.  'Royal oak' 1,83 3,53 0,73 0,09 1,49 0,29 4,36
38 P. quercifolium 0,96 1,6 7,93 0,85 4,49
39 P . 'Radula' 0,06 0,16 0,29 0,06
40 P.  'Karrooense knuth' 1,88 4,5 0,62 0,09 1,01
41 P . 'Velvet rose' 0,07 0,2 0,26 0,14 0,16
42 P . 'Crispy' 0,16 0,43 0,24 0,17
43 P.  'Abrotanifolium' 3,89 2,69 0,09 0,69 5,64 2,68 0,16 0,27
44 P.  'Angulosum'
45 P.  'Capit. attar of rose' 0,04 0,1 0,1 0,07
46 P . 'Toment. chocolat' 1,63 4,27 0,13 0,12
47 P.  'Clorinda variegated' 0,98 3,37 5,28
48 P.  'Crispum variegated' 0,41 0,48
49 P. cucullatum
50 P. extipulatum 0,66 5,9 0,45
51 P.  'Fragrance Lil ian Pott.' 0,22 1,18 0,13 1,84
52 P.  'Fragrance old spice' 0,27 0,23 0,23 0,07 0,04
53 P.  'Fragrance variegated' 1,81 3,57 0,36 8,28 1,93 2,28
54 P . 'Fragrance white' 4,45 3,24 0,21 0,34 5,92 0,1 6,3 3,03 0,15 0,7
55 P. hispidum 0,25 1,18 1,14 0,21 8,21
56 P . 'Lemon fancy' 0,06 0,57 0,64 0,32
57 P. mutant 1,51 0,99 0,95 0,55 5,86 0,55
58 P. papillonaceum
59 P. myrrtifolium
60 P. praemorsum 0,92 9,18 0,81
61 P.  'Robert lemon rose' 0,02 0,43
62 P. scabroïdes 1
63 P.  'Li lac' 0,31 0,18 0,1
64 P. grossularoides 1,81 10,78 3,62
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1  P.capitatum 5,73 23,97
2 P. radens 0,34 0,60
3 P. graveolens 34,74 0,64
4 P.  cv. 'Bourbon' 0,08 0,06 16,76 0,44 24,30 2,87 7,99 0,24
5 P.  cv. 'Chine' 34,48 8,05 1,52 14,13
6 P.  cv. 'Egypte' 0,39 29,03 0,64 13,34 1,39 9,97 0,11
7 P.  cv. 'Grasse' 21,90 25,61 1,84 6,69
8 P.  cv. 'Toussaint' 39,19 0,34 0,23 2,48
9 P.  'Candy dancer' 38,48 0,49 0,45 2,48
10 P.  tomentosum 1,37 3,05
11 P.  'Pepper' 2,42 5,53 0,65 0,22
12 P.  'Prince of Orange' 1,04 0,54 0,13 22,95 0,45
13 P.  'Clorinda' 3,79
14 P.  'Fragrance' 0,30 0,05
15 P. citronnelum 1,53 15,91 0,83 63,30
16 P. denticulatum 2,78 0,10
17 P. otaviens
18 P. crispum minor 3,19 17,78 16,46 34,18 1,03
19 P. vitifolium 4,52 0,16 0,10 0,13
20 P . 'Toronto' 1,86
21 P . 'Scarlet unique' 0,40
22 P.  odoratissimum
23 P.  'Blandflordianum' 0,23
24 P . 'Charity' 0,34 15,64 53,35
25 P.  'Crispum peach' 0,45 0,26 1,01
26 P.  'Concolor lace' 0,65
27 P.  'Lavender'
28 P.  'Mabel grey' 2 15,45 6,89 49,5
29 P.  'Lady plymouth' 23,71 1,6 0,29 10,28
30 P.  'Lemon juicy' 0,22 23,66 3,72 61,57
31 P. trifidum
32 P.  'Lady l i lac' 0,04
33 P.  'Attar of rose' 33,22 8,68 1,37 12,33
34 P.  'Aurore unique' 0,78 0,19 0,13
35 P.  'Fi l icifolium' 0,73
36 P . glutinosum 1,25
37 P.  'Royal oak' 0,27
38 P. quercifolium 8,26
39 P . 'Radula' 31,38 0,44 10,58 2,01 11,49
40 P.  'Karrooense knuth' 0,05 0,4 1,25 0,05
41 P . 'Velvet rose' 25,05 0,67 20,34 2,63 11,13
42 P . 'Crispy' 10,11 0,24 42,27 1,55
43 P.  'Abrotanifolium' 0,09 0,62
44 P.  'Angulosum'
45 P.  'Capit. attar of rose' 32,96 5,25 2,47 11,07
46 P . 'Toment. chocolat' 0,13 0,12 0,29 0,33
47 P.  'Clorinda variegated' 4,99 0,1 0,36
48 P.  'Crispum variegated' 19,63 0,65 39,18
49 P. cucullatum 6,84 1,23 0,31
50 P. extipulatum
51 P.  'Fragrance Lil ian Pott.'
52 P.  'Fragrance old spice'
53 P.  'Fragrance variegated' 0,29
54 P . 'Fragrance white' 0,19
55 P. hispidum 0,39 10,44 0,41
56 P . 'Lemon fancy' 0,09 0,23 18,63 4,43 57,26
57 P. mutant 1,71 3,22 6,83 1,5
58 P. papillonaceum 3,36
59 P. myrrtifolium
60 P. praemorsum 0,23
61 P.  'Robert lemon rose' 29,65 0,57 3,88 1,02 14,48
62 P. scabroïdes 3,41
63 P.  'Li lac' 0,1
64 P. grossularoides
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1  P.capitatum 0,22 0,11 0,13 0,16
2 P. radens 0,36 1,69 81,78 0,24 1,07
3 P. graveolens 1,35 5,03 0,22
4 P.  cv. 'Bourbon' 0,31 0,04 9,77
5 P.  cv. 'Chine' 0,06 0,08 0,93 0,04 7,79 0,22
6 P.  cv. 'Egypte' 0,16 0,62 0,30 7,25 0,25
7 P.  cv. 'Grasse' 0,17 0,26 0,21 8,48 0,19
8 P.  cv. 'Toussaint' 0,22 8,00 0,33 35,57 0,45
9 P.  'Candy dancer' 0,08 0,21 7,60 0,37 36,13 0,41
10 P.  tomentosum 0,50 26,40 56,94 0,24
11 P.  'Pepper' 0,18 0,54 0,50
12 P.  'Prince of Orange' 0,10 0,18
13 P.  'Clorinda' 1,79 0,30
14 P.  'Fragrance' 0,42 0,47 1,34 1,22
15 P. citronnelum 0,51
16 P. denticulatum 1,05 0,97 71,68 0,33
17 P. otaviens 3,51 0,89
18 P. crispum minor
19 P. vitifolium 0,60 4,02 0,44
20 P . 'Toronto' 1,95 0,14
21 P . 'Scarlet unique' 0,90
22 P.  odoratissimum 0,06 0,50
23 P.  'Blandflordianum' 0,46 0,76 0,82
24 P . 'Charity' 0,29 0,48 2,35 0,48
25 P.  'Crispum peach'
26 P.  'Concolor lace' 1,09
27 P.  'Lavender' 2,42
28 P.  'Mabel grey' 0,4
29 P.  'Lady plymouth' 0,29 0,76 4,84 0,87
30 P.  'Lemon juicy' 0,49
31 P. trifidum 0,59 0,28 13,72 0,34
32 P.  'Lady l i lac' 0,05 0,21
33 P.  'Attar of rose' 0,34 0,78 7,43 0,27
34 P.  'Aurore unique' 3,33 0,39
35 P.  'Fi l icifolium' 0,74 11,84 11,12
36 P . glutinosum 0,14 12,03 6,63
37 P.  'Royal oak' 0,25 4,64 1 0,17
38 P. quercifolium 2,42
39 P . 'Radula' 0,08 0,78 6,72 0,12
40 P.  'Karrooense knuth' 1,34 0,29 57,86 0,07 0,29
41 P . 'Velvet rose' 0,06 0,09 0,36 7,65 0,1
42 P . 'Crispy' 0,21 0,1 12,52 0,33
43 P.  'Abrotanifolium' 0,36 1,59 0,16
44 P.  'Angulosum'
45 P.  'Capit. attar of rose' 1,19 6,44 0,21
46 P . 'Toment. chocolat' 0,1 29,02 21,36 1,75 1,61 0,06
47 P.  'Clorinda variegated' 1,83
48 P.  'Crispum variegated'
49 P. cucullatum 0,59
50 P. extipulatum 0,18
51 P.  'Fragrance Lil ian Pott.' 0,52
52 P.  'Fragrance old spice' 0,05 0,11 1,57
53 P.  'Fragrance variegated' 0,14 0,4 0,65 1,27
54 P . 'Fragrance white' 0,12 0,96 0,33 0,85 0,97
55 P. hispidum 0,32 1,72 0,5 18,28 0,84 0,74
56 P . 'Lemon fancy' 0,32
57 P. mutant 0,34
58 P. papillonaceum 5,26 0,88
59 P. myrrtifolium
60 P. praemorsum 0,5 0,38
61 P.  'Robert lemon rose' 0,18 1,22 6,49 0,19
62 P. scabroïdes
63 P.  'Li lac' 0,18 0,34
64 P. grossularoides 0,73
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1  P.capitatum 0,26 0,12 0,65 1,43 0,57 1,45
2 P. radens
3 P. graveolens 0,92 0,47 0,61 0,21 0,16 0,86
4 P.  cv. 'Bourbon' 8,07 0,09 0,09 0,37 0,22 0,42 0,08 0,09 0,52
5 P.  cv. 'Chine' 1,50 0,06 0,07 0,09 0,37 0,28 0,07 0,21 0,10 0,60
6 P.  cv. 'Egypte' 4,66 0,13 0,27 0,19 0,44 0,45 0,38 0,14 0,37
7 P.  cv. 'Grasse' 4,83 0,26 0,40 0,46 0,57 0,27
8 P.  cv. 'Toussaint' 0,08 0,15
9 P.  'Candy dancer' 0,15 0,17
10 P.  tomentosum
11 P.  'Pepper' 0,13
12 P.  'Prince of Orange' 0,13 3,67 0,27 25,92
13 P.  'Clorinda' 0,50 0,20 4,86
14 P.  'Fragrance' 2,75 1,89 0,13 1,23 0,14 0,49
15 P. citronnelum 0,91 0,05 0,21 0,07 0,04
16 P. denticulatum 0,19
17 P. otaviens
18 P. crispum minor 1,65 0,29 0,30
19 P. vitifolium
20 P . 'Toronto' 1,04 1,52 1,19 4,93
21 P . 'Scarlet unique' 5,79 0,84 1,76 2,89
22 P.  odoratissimum 0,05 1,52 1,51 0,47 0,26
23 P.  'Blandflordianum' 1,51 0,15 0,48
24 P . 'Charity' 0,11 0,71
25 P.  'Crispum peach' 3,37 0,65 3,35 0,91 4,64 1,27 0,7
26 P.  'Concolor lace' 1,05 0,52 4,95
27 P.  'Lavender' 11,23
28 P.  'Mabel grey' 1,51 0,15 0,05 0,09 0,48 0,12 0,16 0,08
29 P.  'Lady plymouth' 0,88 0,34 0,26 0,29 0,33 0,42 0,37
30 P.  'Lemon juicy' 0,08 0,13 0,05 0,03
31 P. trifidum 2,64 0,23
32 P.  'Lady l i lac' 0,06 2,04 0,29 0,32 0,52
33 P.  'Attar of rose' 2,16 0,09 0,08 0,35 0,32 0,12 0,76 0,12 0,49
34 P.  'Aurore unique' 6,07 0,45 0,54 3,34 0,12 3,65 1
35 P.  'Fi l icifolium' 1,35 1,29
36 P . glutinosum 4,9 0,27 0,2 0,56
37 P.  'Royal oak' 1,17
38 P. quercifolium 2,22
39 P . 'Radula' 2,43 0,04 0,23 0,07 0,33 0,37 0,14 0,07 0,65
40 P.  'Karrooense knuth' 0,06 0,28 0,35
41 P . 'Velvet rose' 3,49 0,22 0,11 0,09 0,17 0,33 0,13 0,11 0,7
42 P . 'Crispy' 0,05 0,33 0,06 0,38 0,26 0,4
43 P.  'Abrotanifolium' 3,6 0,1 0,67 0,12
44 P.  'Angulosum' 0,23
45 P.  'Capit. attar of rose' 1,3 0,79 0,19 0,36 0,61 0,22 0,88
46 P . 'Toment. chocolat' 0,72 0,04 0,12
47 P.  'Clorinda variegated' 1,61 0,42 0,15 4,42
48 P.  'Crispum variegated'
49 P. cucullatum 6,27 1,55 0,28
50 P. extipulatum 0,22
51 P.  'Fragrance Lil ian Pott.' 1,68 0,63 0,39 0,3 0,09 0,18
52 P.  'Fragrance old spice' 1,32 0,52 0,26 0,04 0,15
53 P.  'Fragrance variegated' 2,37 1,13 1,12 0,37 0,36
54 P . 'Fragrance white' 2,28 1,22 1,13 0,23 0,39
55 P. hispidum 0,29 0,72
56 P . 'Lemon fancy' 0,16 0,14 0,07
57 P. mutant 0,46
58 P. papillonaceum
59 P. myrrtifolium
60 P. praemorsum 3,7 0,39
61 P.  'Robert lemon rose' 2,25 0,13 0,12 0,49 0,47 0,14 0,82 0,15 0,82
62 P. scabroïdes 18,97 0,13 0,82
63 P.  'Li lac' 1,66 1,15 0,13 0,24 0,43
64 P. grossularoides 0,56 1,07

 



- Annexes - 
 

| 393 

ci
s-

ja
sm

on
e

β -
ph

én
yl

éh
ty

l 
is

ob
ut

yr
at

e

ac
id

e 
ci

tr
on

el
lic

α -
gu

rj
un

èn
e

m
ét

hy
le

 e
ug

én
ol

α -
ce

dr
èn

e

β -
ca

ry
op

hy
llè

ne

β -
ce

dr
èn

e

ca
la

rè
ne

β -
cu

be
bè

ne

α -
gu

ai
èn

e

α -
él

em
èn

e

tr
an

s-
α -

be
rg

am
ot

èn
e

1(
5)

, 1
,1

-g
ua

ia
di

èn
e

6,
9-

gu
ai

ad
iè

ne

ci
na

m
yl

 a
cé

ta
te

ar
om

ad
re

nd
rè

ne

ci
tr

on
el

ly
l p

ro
pr

io
na

te

tr
an

s-
β -

fa
rn

es
èn

e

α -
ca

ry
op

hy
llè

ne

tr
an

s-
β -

ca
ry

op
hy

llè
ne

α -
hu

m
ul

èn
e

1  P.capitatum 0,25 2,50 2,19 18,53 0,43
2 P. radens
3 P. graveolens 4,39 1,20 13,20 0,80
4 P.  cv. 'Bourbon' 0,10 1,45 0,72 7,04 0,82 0,32
5 P.  cv. 'Chine' 0,06 0,81 0,57 7,21 0,76 0,26
6 P.  cv. 'Egypte' 0,07 0,96 0,24 0,53 0,29
7 P.  cv. 'Grasse' 0,99 0,52
8 P.  cv. 'Toussaint' 0,24 0,37
9 P.  'Candy dancer' 0,26 0,12 0,53
10 P.  tomentosum 0,16
11 P.  'Pepper' 3,02 0,60
12 P.  'Prince of Orange' 5,23 3,24
13 P.  'Clorinda' 0,14 4,43 0,29 3,25 0,95 0,93
14 P.  'Fragrance' 18,65 6,38 2,66 0,06 0,64
15 P. citronnelum 0,04 0,04 0,18 0,34 0,19 0,08
16 P. denticulatum 0,35
17 P. otaviens 3,93
18 P. crispum minor 0,96
19 P. vitifolium 56,07 0,41
20 P . 'Toronto' 0,09 13,91 4,51 3,01
21 P . 'Scarlet unique' 0,23 1,20 13,95 0,26 0,48 1,55
22 P.  odoratissimum 88,48 1,80 0,34
23 P.  'Blandflordianum' 0,13 0,13 1,19 0,06 0,16 0,13 0,16
24 P . 'Charity' 1,35
25 P.  'Crispum peach' 0,47 6,6 0,83 11,89 1,43
26 P.  'Concolor lace' 5,2 0,2 0,29 2,93 0,55
27 P.  'Lavender' 0,6 1,22 1,14
28 P.  'Mabel grey' 0,1 0,17 0,28 0,51 0,5 0,35
29 P.  'Lady plymouth' 0,8 0,28 4,71 0,26
30 P.  'Lemon juicy' 0,05 0,42
31 P. trifidum 2,8 0,2
32 P.  'Lady l i lac' 0,03 72,88 2,98 2,3 0,3
33 P.  'Attar of rose' 0,11 0,82 0,52 6,38 0,24
34 P.  'Aurore unique' 0,21 12,28 0,22 0,53 1,38
35 P.  'Fi l icifolium' 0,21 0,46 0,97 2,07 1,4 0,38
36 P . glutinosum 0,17 2,94
37 P.  'Royal oak' 0,74 0,7
38 P. quercifolium 0,43 0,31
39 P . 'Radula' 0,12 0,06 1,09 0,64 8,17 0,24
40 P.  'Karrooense knuth' 0,46 0,47 6,28 0,09
41 P . 'Velvet rose' 0,09 1,39 0,6 6,78 0,78 0,3
42 P . 'Crispy' 0,11 0,55 0,57 6,11 0,5 0,13
43 P.  'Abrotanifolium' 0,09 0,29 19,16 0,36 0,11 10,84
44 P.  'Angulosum' 0,53
45 P.  'Capit. attar of rose' 0,07 3,75 1,11 10,22 0,76
46 P . 'Toment. chocolat' 0,39 0,09 2,53 0,38
47 P.  'Clorinda variegated' 0,1 3,67 0,24 0,92 0,66
48 P.  'Crispum variegated'
49 P. cucullatum 1,86 0,41 0,51 6,48 0,72
50 P. extipulatum 6,29 0,35
51 P.  'Fragrance Lil ian Pott.' 77,05 3,92 0,83 0,36
52 P.  'Fragrance old spice' 76,31 6,74 0,68 0,04 0,63
53 P.  'Fragrance variegated' 22,47 6,73 1,78 0,25 0,64
54 P . 'Fragrance white' 16,14 4,99 1,88 0,39 0,49
55 P. hispidum 0,1 7,08 2,13 16,23 1,05 0,39
56 P . 'Lemon fancy' 1,04
57 P. mutant 8,9 1,28
58 P. papillonaceum 73,94 0,34
59 P. myrrtifolium 5,37
60 P. praemorsum
61 P.  'Robert lemon rose' 0,13 0,09 1,24 0,83 9,54 0,36
62 P. scabroïdes 0,23 9,69 1,18 4 1,4 1,25
63 P.  'Li lac' 0,11 64 2,91 1,22 0,09 0,17 0,54
64 P. grossularoides
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1  P.capitatum 0,63 11,93 3,26
2 P. radens 0,95
3 P. graveolens 0,19 5,52 1,75 0,65 0,56
4 P.  cv. 'Bourbon' 0,04 1,21 2,35 0,13 0,40 0,09 0,62
5 P.  cv. 'Chine' 0,27 0,30 2,49 1,33 0,13 0,15
6 P.  cv. 'Egypte' 0,47 0,43 3,85 2,14 0,22 0,87
7 P.  cv. 'Grasse' 0,32 3,21 1,46 0,08 0,05 0,65
8 P.  cv. 'Toussaint' 0,13 0,63
9 P.  'Candy dancer' 0,96 0,08
10 P.  tomentosum 0,12
11 P.  'Pepper' 0,48
12 P.  'Prince of Orange' 0,18 6,64 1,02 2,92 1,61 2,69
13 P.  'Clorinda' 3,30 6,18 2,57 0,17 1,22 0,71
14 P.  'Fragrance' 0,65 4,51 0,04 4,14 0,24 0,70 2,19
15 P. citronnelum 0,17 2,68 1,72 0,30
16 P. denticulatum 1,51 0,28
17 P. otaviens
18 P. crispum minor 7,49 5,04 0,26 0,79
19 P. vitifolium 1,60 0,10 0,24 0,15 1,00
20 P . 'Toronto' 1,22 4,02 1,74 2,34 1,67 2,63 8,12
21 P . 'Scarlet unique' 6,95 3,46 0,21 0,38 0,44 10,22 0,68 0,44 1,33 2,30
22 P.  odoratissimum 0,06 2,45 0,09
23 P.  'Blandflordianum' 0,22 1,14 0,17 3,35 0,54 0,11 0,16
24 P . 'Charity' 1,49 0,3 0,62 1,23
25 P.  'Crispum peach' 0,78 15,63 0,55 6,71 0,64 0,34 0,6
26 P.  'Concolor lace' 4,82 1,55 0,82 0,18 2,42 0,66 1,57
27 P.  'Lavender' 0,3 19,46 0,91 1,46
28 P.  'Mabel grey' 0,6 3,95 0,09 2,91 0,26 0,09 0,32 0,76
29 P.  'Lady plymouth' 0,18 2,81 0,78 0,22 0,55
30 P.  'Lemon juicy' 0,62 0,03 0,04 0,04
31 P. trifidum 0,2 4,63 0,3
32 P.  'Lady l i lac' 0,18 0,06 3,15 0,52 0,1 1,6
33 P.  'Attar of rose' 0,21 0,63 2,52 1,17 0,2 0,15
34 P.  'Aurore unique' 6,67 3,24 0,22 0,31 0,46 10,86 0,58 0,07 0,57 0,16 2,12
35 P.  'Fi l icifolium' 1,46 0,35 8,48 2,34 0,83
36 P . glutinosum 7,15 2,08 0,61 8,79 0,87 0,3
37 P.  'Royal oak' 1,49 1,38 0,06 0,25
38 P. quercifolium 4,21 0,32 3,43 0,16
39 P . 'Radula' 0,27 0,8 4,44 0,46 0,2 0,33 0,1 0,11
40 P.  'Karrooense knuth' 0,1 1,74 0,16 0,34 0,6
41 P . 'Velvet rose' 0,19 3,34 1,11 0,45 0,14
42 P . 'Crispy' 0,13 1,34 2,33 0,14 0,57 0,44 0,22 0,34
43 P.  'Abrotanifolium' 1,15 3,84 7,09 1,49 0,21
44 P.  'Angulosum' 1,58 0,79 1,09
45 P.  'Capit. attar of rose' 0,18 4,42 0,29 1,42 0,09 0,41 0,56
46 P . 'Toment. chocolat' 0,1 0,88
47 P.  'Clorinda variegated' 2,67 5,29 2,55 0,32 1,03 0,14 0,46
48 P.  'Crispum variegated'
49 P. cucullatum 1,64 1,8 3,19 8,22
50 P. extipulatum 1,49
51 P.  'Fragrance Lil ian Pott.' 0,3 1 3,12 0,17 0,47 0,78
52 P.  'Fragrance old spice' 0,24 1,01 2,43 0,32 1,11
53 P.  'Fragrance variegated' 0,78 3,25 4,27 0,29 0,2 2,12
54 P . 'Fragrance white' 0,77 3,61 4,19 0,19 0,12 0,09 2,11
55 P. hispidum 0,71 0,6
56 P . 'Lemon fancy' 1,59 0,12 0,33
57 P. mutant 1,73
58 P. papillonaceum 0,92
59 P. myrrtifolium 0,26
60 P. praemorsum 0,25 6,56 7,14
61 P.  'Robert lemon rose' 0,38 0,61 3,47 2,24 0,16 0,24 0,13
62 P. scabroïdes 0,4 0,25 0,86 8,74 0,24 1,42 0,38 0,67
63 P.  'Li lac' 0,08 3 0,21 0,49 1,2
64 P. grossularoides 2,07
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1  P.capitatum 0,80 0,16 3,27
2 P. radens 1,67 2,01
3 P. graveolens
4 P.  cv. 'Bourbon' 0,37 0,21 0,92 0,11
5 P.  cv. 'Chine' 0,12 0,59 0,18 0,37 1,68 0,17
6 P.  cv. 'Egypte' 0,17 0,23 1,34 0,20
7 P.  cv. 'Grasse' 0,12 0,50
8 P.  cv. 'Toussaint' 1,16
9 P.  'Candy dancer' 0,11 1,32
10 P.  tomentosum 0,09
11 P.  'Pepper' 5,51
12 P.  'Prince of Orange' 0,52
13 P.  'Clorinda' 0,19 0,84
14 P.  'Fragrance' 1,05 0,17
15 P. citronnelum 0,05 1,09 0,06
16 P. denticulatum 0,65 2,59
17 P. otaviens
18 P. crispum minor 0,37
19 P. vitifolium
20 P . 'Toronto'
21 P . 'Scarlet unique' 0,77 2,11 12,17 3,28 2,76
22 P.  odoratissimum 0,19 0,08 0,09
23 P.  'Blandflordianum' 0,20 0,70 0,73 3,42
24 P . 'Charity'
25 P.  'Crispum peach' 2,64 0,95 0,78
26 P.  'Concolor lace' 7,58 2,87 4,52
27 P.  'Lavender' 14,69 0,9
28 P.  'Mabel grey' 0,05 0,12 0,1 0,07 1,55 0,22
29 P.  'Lady plymouth' 1,07 0,91
30 P.  'Lemon juicy' 0,04 3,44
31 P. trifidum 0,34
32 P.  'Lady l i lac' 0,27
33 P.  'Attar of rose' 0,12 0,96 0,6 0,94 1,56 0,24
34 P.  'Aurore unique' 0,86 0,61 1,87 12,76 1,86 1,09
35 P.  'Fi l icifolium' 6,59 4,22
36 P . glutinosum 0,29 9,71
37 P.  'Royal oak' 3,09 3,18
38 P. quercifolium 7,82 0,86 3,25
39 P . 'Radula' 0,07 0,82 0,56 0,12 1,31
40 P.  'Karrooense knuth' 0,07 0,22
41 P . 'Velvet rose' 0,01 0,45 1,2
42 P . 'Crispy' 0,1 0,13 0,65 0,17 1,42 0,18
43 P.  'Abrotanifolium' 0,32 1,57 1,33
44 P.  'Angulosum'
45 P.  'Capit. attar of rose' 0,26 0,09 0,07 0,42 0,22 0,11
46 P . 'Toment. chocolat' 0,28 0,45 0,12
47 P.  'Clorinda variegated' 0,17 0,72 0,42 0,11
48 P.  'Crispum variegated'
49 P. cucullatum 1,86 1,75 0,41
50 P. extipulatum 2,69
51 P.  'Fragrance Lil ian Pott.' 0,49 0,19
52 P.  'Fragrance old spice'
53 P.  'Fragrance variegated' 1,63 0,7
54 P . 'Fragrance white' 2,08 0,48
55 P. hispidum 5,05 0,6 1,95 0,48 0,2
56 P . 'Lemon fancy' 0,07 7,51 0,05
57 P. mutant 1
58 P. papillonaceum 5,08
59 P. myrrtifolium
60 P. praemorsum 0,38
61 P.  'Robert lemon rose' 0,15 1,32 0,72 0,76 0,32 1,63 0,25
62 P. scabroïdes 0,43 0,34 0,74 1,11
63 P.  'Li lac' 0,13 0,15
64 P. grossularoides
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1  P.capitatum
2 P. radens
3 P. graveolens
4 P.  cv. 'Bourbon' 0,13 1,83 0,28
5 P.  cv. 'Chine' 1,74 0,06 2,12 0,16
6 P.  cv. 'Egypte' 6,39 0,84 0,40 3,52
7 P.  cv. 'Grasse' 6,24 1,70
8 P.  cv. 'Toussaint' 0,19
9 P.  'Candy dancer' 0,16 1,04 0,18
10 P.  tomentosum
11 P.  'Pepper' 0,36 0,42
12 P.  'Prince of Orange' 0,29 0,38
13 P.  'Clorinda'
14 P.  'Fragrance'
15 P. citronnelum 0,20
16 P. denticulatum
17 P. otaviens
18 P. crispum minor 0,43 2,99
19 P. vitifolium 13,18
20 P . 'Toronto' 13,03 1,44
21 P . 'Scarlet unique' 0,51
22 P.  odoratissimum
23 P.  'Blandflordianum' 2,29 1,40 0,74
24 P . 'Charity' 6,16
25 P.  'Crispum peach'
26 P.  'Concolor lace'
27 P.  'Lavender'
28 P.  'Mabel grey' 0,29
29 P.  'Lady plymouth' 0,72 1,12
30 P.  'Lemon juicy'
31 P. trifidum 0,15
32 P.  'Lady l i lac'
33 P.  'Attar of rose' 0,31 1,42 0,1 2,12
34 P.  'Aurore unique' 4,81 0,52
35 P.  'Fi l icifolium'
36 P . glutinosum 2,73
37 P.  'Royal oak' 0,46
38 P. quercifolium 0,41 1,51
39 P . 'Radula' 0,96 2,26
40 P.  'Karrooense knuth' 2,09
41 P . 'Velvet rose' 0,6 2,2
42 P . 'Crispy' 4,06 0,4 3,56
43 P.  'Abrotanifolium' 0,2
44 P.  'Angulosum' 0,83
45 P.  'Capit. attar of rose' 0,08
46 P . 'Toment. chocolat'
47 P.  'Clorinda variegated'
48 P.  'Crispum variegated' 0,61
49 P. cucullatum
50 P. extipulatum
51 P.  'Fragrance Lil ian Pott.'
52 P.  'Fragrance old spice'
53 P.  'Fragrance variegated'
54 P . 'Fragrance white' 0,1
55 P. hispidum 1,88 0,35
56 P . 'Lemon fancy'
57 P. mutant
58 P. papillonaceum
59 P. myrrtifolium
60 P. praemorsum
61 P.  'Robert lemon rose' 0,37 1,68 0,1 1,87
62 P. scabroïdes 0,55 0,21 18,73
63 P.  'Li lac' 1,14 0,16 9,85
64 P. grossularoides
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Annexe  41 | ACP sur les 64 accessions de Pelargonium (1 individu par variété) pour les composés 
présent à une concentration > 1% dont l’aire a été rapportée au standard. L’axe des abscisses 
représente 7.7% de la variabilité et l’axe des ordonnées 6.9%.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe  42 | Variables explicatives de l’ACP sur 56 accessions de Pelargonium pour tous les composés.  
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Annexe  43 | ACP sur les 56 accessions de Pelargonium des compositions chimiques après 
regroupement des molécules en 17 groupes représentant les voies de biosynthèses communes. Les 
variétés classées fruité et aromatique ont été éliminées. 56 variétés avec 101 composés 
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 Annexe  44 |Cinétique de distillation pour les six composés majoritaires de l’HE de Pelargonium. Les 
concentrations sont exprimées en ppm (µg de composé.kg-1 d’eau de distillation). Les barres d’erreurs 
représentent les écarts-types (n = 9). 
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Annexe  45 | Design industriel de l’appareil de stripping utilisé en Égypte dans le projet Pelargonium 
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Annexe  46 | Analyse de la qualité finale de l’HE de Pelargonium avec intégration de l’HE récupérée 
grâce à l’opération de stripping 

 

 

 

Composés Spécifications 
HE Pelargonium 
IFF-LMR 

HEconv 

Égypte 
HEstripping 
Égypte 

92% HEconv + 8% 
HEstripping 

α-pinène   0,35  0,32 
limonène < 0,4% 0,14  0,13 

cis-oxyde de rose 0,7-1,5% 0,81 0,45 0,78 
trans-oxyde de rose 0,3-0,6% 0,32 0,13 0,30 
menthone <2,1% 0,80 0,51 0,78 
isomenthone 4-8% 4,95 5,25 4,97 
linalol 4-8% 4,73 17,45 5,75 
β-caryophyllène   1,30  1,20 
6,9-guaiadiène <0,5% 0,34  0,31 
citronellyl Formate 5-8% 7,32 0,11 6,74 
géranyle Formate  2-6% 3,39  3,12 
citronellol 26-34% 28,37 28,26 28,36 
géraniol 11-18% 15,06 23,86 15,76 
géranyl butyrate 0,7-2% 1,47  1,35 
citronellyl tiglate   0,35  0,32 
géranyl tiglate 0,9-2% 1,50  1,38 
phényléthyl tiglate 0,5-1,2% 1,01  0,93 
10-γ-épi eudesmol 4.5-6% 6,75 0,48 6,25 



- Annexes - 

| 402 

Annexe  47 |Plantation de Pelargonium en Égypte en octobre-novembre à Regwa 

 

A 

C D 

B 

G 

E F 

A – Essai d’installation d’un paillage mécanisé dans le but d’éviter les mauvaises herbes, de garder la chaleur et 
l’humidité pendant la nuit. B – Reprise d’une bouture de Pelargonium 3 semaines après sa plantation. C – Champ 
expérimental de Pelargonium avec un paillage en plastique noir. D – Forte mortalité des boutures sans traitement à 
l’AIB et à la vitamine C (< 60%). E – Préparation du terrain avec humidification pour la reprise les boutures. F – 
Plantation manuelle de nouvelles boutures (420 000 boutures par Ha). G – Très bonne reprise des boutures de 
Pelargonium suite au traitement  (< 5% de mortalité).  
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Annexe  48 | Evolution d’une plantation de Pelargonium d’octobre (plantation) à juin-juillet (récolte) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

A – Reprise de la plantation au mois de novembre (15ème jour), il est impératif que les boutures soient enracinées 
avant la chute des températures nocturnes qui ont lieu en décembre sous peine d’une très faible croissance en 
mars. B – Peu de croissance jusqu’en fin février car les nuits sont très froides et ralentissent fortement la 
croissance du végétal (3ème mois). C – La reprise de la croissance s’amorce à partir du mois de mars (4ème mois). D 
– Forte croissance à partir du mois d’avril, l’apport en engrais doit augmenter à ce moment car la plante puise 
énormément dans le sol (5ème mois). E – Les premières fleurs apparaissent au mois de mai, cependant il est 
nécessaire d’attendre encore un peu l’augmentation de la quantité d’HE dans les feuilles (6ème mois). F – La 
plantation en en pleine floraison et peut être récoltée. La parcelle ne sera plus irriguée pendant une semaine afin 
de provoquer un stress hydrique bénéfique à la production d’HE (7ème mois).  

A B 

C D 

F E 
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Annexe  49 | Rendements en biomasse et en HE pour les 14 parcelles en champ en 2013.   

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les barres noires représentent les moyennes obtenues sur les parcelles de contrôle (n = 6) ; les barres brunes représentent les moyennes obtenues sur 
les parcelles de traitement avec les fertilisants (N:P:K) (3 traitements) (n = 2) ; les barres bleues représentent les moyennes obtenues sur les parcelles 
traitées avec des agents d’enracinement (vitamine C + IBA) (4 traitements) (n = 2) ; les barres oranges représentent les moyennes obtenues sur les 
parcelles traitées avec une phytohormone (28-homobrassinolide) (2 traitements) (n = 2) ; les barres vertes représentent les moyennes obtenues sur les 
parcelles traitées avec un micronutriment (zinc) (2 traitements) (n = 2) ; les barres mauves représentent les moyennes obtenues sur les parcelles traitées 
avec une phytohormone (putrescine) (3 traitements) (n = 2). Les barres d’erreurs représentent les écarts-types.  
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Annexe  50 | Rendements en biomasse et en HE pour l10 parcelles en champ en 2014. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Les barres noires représentent les moyennes obtenues sur les parcelles de contrôle (n = 3) ; les barres bleues représentent les moyennes obtenues sur 
les parcelles traitées avec un agent d’enracinement (vitamine C) et une phytohormone (28-homobrassinolide) (4 traitements) (n = 2) ; les barres mauves 
représentent les moyennes obtenues sur les parcelles traitées avec un agent d’enracinement (vitamine C) et une phytohormone (putrescine) (3 
traitements) (n = 2) ; les barres vertes représentent les moyennes obtenues sur les parcelles traitées avec un agent d’enracinement (vitamine C) et un 
micronutriment (zinc) (2 traitements) (n = 2) ; les barres rouges représentent les moyennes obtenues sur des parcelles traitées avec l’ensemble des 
traitements (n = 2). Les barres d’erreurs représentent les écarts-types.  
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Annexe  51 | Récolte du Pelargonium en juin-juillet à Regwa 
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Annexe  52 | Composition de l’HE du Pelargonium cv. ‘rosat Bourbon et Chine’, cultivés en Égypte durant 1 an, analysée par GC-FID (% de l’aire 
des pics) 

 

Composés 
Specs IFF-LMR HE Pelargonium cv. ‘rosat’ Bourbon A Bourbon B Chine A Chine B 

Égypte Bourbon Chine Égypte Bourbon Chine en Égypte en Égypte en Égypte en Égypte 

α-pinène    0,35 0,75 0,28 0,15 0,15 0,34 0,32 

limonène < 0,4%   0,14 0,25 0,09 0,06 0,05 0,16 0,11 

cis-oxyde de rose    0,7-1,5% 0,4-0,9 1,3-2% 0,81 0,72 1,21 0,58 0,62 2 1,91 

trans-oxyde de rose 0,3-0,6% 0,1-0,3 0,5-0,9% 0,32 0,27 0,48 0,23 0,23 0,83 0,69 

menthone <2,1% 0,3-2 <2,5% 0,8 0,54 1,79 0,16 0,29 0,18 0,24 

isomenthone 4-8% 7-10 4-7% 4,95 8,02 3,88 6,57 7,28 7,09 7,89 

menthone + isomenthone    5,75 8,56 5,67 6,73 7,57 7,27 8,13 

linalol 4-8% 8-11 2-4,5% 4,73 2,3 2,30 3,84 4,03 2,15 2,43 

β-caryophyllène  1-2 0,7-2,5% 1,3 1,3 1,3 1,56 1,19 1,01 1,24 

6,9-guaiadiène <0,5% 5-7 5,6-7% 0,37 7,68 7,68 3,52 3,21 0,18 0,34 

citronellyl formate  5-8% 7-10 8-12% 7,32 9,4 12,15 7,53 7,72 7,31 6,94 

géranyl Formate  2-6% 5-7 1-3% 3,39 6,1 2,07 5,03 5,34 2,44 2,76 

citronellol 26-34% 19-22 33-41% 28,37 18,22 34,66 24,39 24,28 33,73 32,11 

géraniol 11-18% 15-18.5 6-10% 15,06 14,11 6,77 22,36 22,07 9,76 11,77 

géranyl butyrate 0,7-2% 0,1-0,3 0,4-1,0% 1,47 1,49 0,83 1,51 1,05 0,52 0,59 

citronellyl tiglate   0,5-1,5% 0,35 0,27 1 0,27 0,35 0,38 1,02 

géranyl tiglate 0,9-2% 0,7-2 1,0-1,6% 1,5 1,65 1,65 1,44 1,23 1,72 1,98 

phényléthyle tiglate 0,5-1,2% 0,4-1 0,4-1,0% 1,01 0,69 0,72 1 1,05 1,09 1,14 

10-γ-épi eudesmol 4.5-6%   6,75 ND 0,11 0,9 1,35 5,06 3,03 
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Annexe  53 | Analyse par GC-FID du menthone et de l’isomenthone en concentration absolue [ppm] 
(µg.kg-1) et relative (%) dans les extraits des différents cultivars de Pelargonium.  

 

Les plants ont été cultivés en conditions de températures hautes (18 – 36°C) et d’humidité relative basse 
(24 – 38%) ou de températures basses (17 – 26°C) et d’humidité relative haute (52 – 60%) dans deux 
substrats différents (sable et terreau). Les analyses ont été réalisées après 2 mois (janvier) et 4 mois (mars) 
de culture sous atmosphère contrôlée. ). Les barres d’erreurs représentent les écarts-types (n = 3). 
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Annexe  54 | Analyse par GC-FID du citronellol en concentration absolue [ppm] (µg.kg-1) et relative (%) 
dans les extraits des différents cultivars de Pelargonium.  

Les plants ont été cultivés en conditions de températures hautes (18 – 36°C) et d’humidité relative basse (24 – 
38%) ou de températures basses (17 – 26°C) et d’humidité relative haute (52 – 60%) dans deux substrats 
différents (sable et terreau). Les analyses ont été réalisées après 2 mois (janvier) et 4 mois (mars) de culture sous 
atmosphère contrôlée. ). Les barres d’erreurs représentent les écarts-types (n = 3). 
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Annexe  55 | Analyse par GC-FID du géraniol en concentration absolue [ppm] (µg.kg-1) et relative (%) 
dans les extraits des différents cultivars de Pelargonium.  

Les plants ont été cultivés en conditions de températures hautes (18 – 36°C) et d’humidité relative basse (24 – 
38%) ou de températures basses (17 – 26°C) et d’humidité relative haute (52 – 60%) dans deux substrats 
différents (sable et terreau). Les analyses ont été réalisées après 2 mois (janvier) et 4 mois (mars) de culture sous 
atmosphère contrôlée. ). Les barres d’erreurs représentent les écarts-types (n = 3). 
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Annexe  56 | Analyse du ratio citronellol/géraniol dans les extraits des différents cultivars de 
Pelargonium. 

Les plants ont été cultivés en conditions de températures hautes (18 – 36°C) et d’humidité relative basse (24 – 
38%) ou de températures basses (17 – 26°C) et d’humidité relative haute (52 – 60%) dans deux substrats 
différents (sable et terreau). Les analyses ont été réalisées après 2 mois (janvier) et 4 mois (mars) de culture sous 
atmosphère contrôlée. ). Les barres d’erreurs représentent les écarts-types (n = 3). 
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Annexe  57 | Analyse du 6,9-guaiadiène et du 10-γ-épi eudesmol en concentration absolue [ppm] 
(µg.kg-1) et relative (%) dans les extraits des différents cultivars de Pelargonium.  

  Les plants ont été cultivés en conditions de températures hautes (18 – 36°C) et d’humidité relative basse (24 – 38%) 
ou de températures basses (17 – 26°C) et d’humidité relative haute (52 – 60%) dans deux substrats différents (sable 
et terreau). Les analyses ont été réalisées après 2 mois (janvier) et 4 mois (mars) de culture sous atmosphère 
contrôlée. ). Les barres d’erreurs représentent les écarts-types (n = 3). 
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Total = 185 Total = 282 Total = 137 Total = 132 Total = 99 

Annexe  58 | Analyse des coûts de production de l’HE de Pelargonium de 2012 à  2015. 

 

 

 

Ces coûts de production ont été évalués pour une surface de 0,4 Ha (2012), 10 Ha (2013 et 2014), 13 Ha (2015 total) et 4 Ha (2015 R&D). Les coûts de plantations 
comprennent : la préparation du terrain, le coût des boutures, la mise en place du système d’irrigation, la plantation elle-même; les coûts de cultures comprennent : les 
intrants (fertilisants…), l’arrachage des mauvaises herbes, l’irrigation; Le poste ‘récolte et distillation’ concerne tous les frais de récolte, le transport et le chargement des 
alambics de distillation ainsi que l’énergie et l’amortissement de la distillerie; Le matériel et amortissement prennent en compte le coût du système d’irrigation, de 
paillage, des tracteurs et autres machines agricoles; la location des champs est fixée d’après la valeur d’un terrain dans la zone de Regwa. 
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Annexe  59 | Enzymes responsables de la production de géraniol chez les plantes à fleurs 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Amborellales 
Nymphaeales 
Austrobaileyales 
Piperales 
Canellales 
Magnoliales 
Laurales 
Chloranthales 
Commelinales 
Zingiberales 
Poales 
Arecales 
Dasypogonaceae 
Asparagales 
Liliales 
Pandanaies 
Dioscoreales 
Petrosaviales 
Alismatales 
Acorales 
Ceratophyllales 
Ranunculales 
Sabiaceae 
Proteales 
Buxales 
Trochodendrales 
Gunnerales 
Cucurbitales Fagales 
Rosales 
Fabales 
Celastrales 
Oxalidales 
Malpighiales 
Zygophyllales 
Malvales 
Brassicales 
Huertales 
Sapindales 
Picramniales 
Crossosomatales 
Myrtales 
Geraniales 
Vitales 
Saxifragales 
Dilleniaceae 
Berberidopsidales 
Santalales 
Caryophyllales 
Cornales 
Ericales 
Garryales 
Gentianales 
Lamiales 
Solanales 
Boraginaceae 
Aquifoliales 
Escalloniales 
Asterales 
Dipsacales 
Paracryphiales 
Apiales Bruniales 

GES - Cinnamomum tenuipilum (yang et al. 2005) 

GES – Vitis vinifera (Martin et al. 2010) 

GES – Catharanthus roseus (Simkin et al. 2013) 

Nudix – Rosa hybridum (Magnard et al. 2015) 

GES – Pelargonium hybridum  

GES – Citrus jambhiri (Shishido et al. 2012) 

GES – Ocimum basilicum (Iijima et al. 2004a) + Lippia 
dulcis (Dong et al. 2013) + Olea europea (Vezzaro et al. 
2012) + Perilla citriodora (Ito et Honda 2007) 

GES – Valerianan officinalis (Dong et al. 2013) 
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