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Abstract-In both lupm and broad bean, the root hptds contam paraffins, tnglycertdes, dtglycendes, free 
fatty acids and polar lipids (phosphohptds and galactohptds) The polar hptds and the tnglycendes are the 
more abundant classes The root galactohptds are mono- and dt-galactosyldrglycendes, two steryl glycostdes 
are also present The phosphohptds m both species are phosphattdyhnosttol, phosphattdylchohne, phos- 
phattdylglycerol, phosphattdylserme, phosphattdylethanolamme, dtphosphattdylglycerol and phosphattdtc 
aad Thts last phosphohptd represents 8 3 ‘A of total hptd phosphorus m Luprnus against 2 3 ‘A m Vwa 
The other acidic phosphohptds represent 30 4% m Luprnus against 20 9% m VICJU The hptds of Luprnus 
are nch m hnolemc acid whereas those found m V~cra are ncher m hnoletc acid The vartous subcellular 
fractions prepared from the roots of both spectes have an homogeneous hptd composmon, reflectmg exactly 
that of entire cells The calcmm passive flxatton capacity m mtcrosomes and mttochondna of Lup~nus roots 
IS more tmportant than that m the same organelles of Vxru fabu roots Thus a relattonshtp IS suggested 
between the amount of phosphohptds m membranes and the passtve fixation of calcmm 

R&sum&Dam les deux especes analystes, les hptdes racmatres comportent des paraffines, des tnglycendes, 
des dtglyc&tdes, des actdes gras hbres et des hptdes polatres (phosphohptdes et galactohptdes) Les hptdes 
polatres et les tnglycendes sont les categones maJontatres Les galactohptdes racmatres sont les mono- et 
dt-galactosyldtglyc&tdes, on y a trouve en outre deux sttrylglucostdes Les phosphohptdes dans les deux 
esp&ces sont phosphatrdyhnosttol, phosphatrdylchohne, phosphattdylglycerol, phosphattdylstnne, phos- 
phattdyl&hanolamme, dtphosphattdylgly&ol et actde phosphattdtque L’actde phosphatrdtque renferme 
8,3 % du phosphore hptdtque dans le Lupm contre, 2,3 % dans la Feverole Les autres phosphohptdes actdes 
representent 30,4 % dans le Lupm contre 20,9 ‘A dans la Wverole Toutes les cattgones hptdtques des racmes 
de Lupm sont riches en actde hnolbmque, celles des racmes de Feverole sont plus nches en actde hnoletque 
Les dtfferentes fracttons subcellulaues pr&par&es a parttr des racmes des dew especes ont une composttton 
hptdtque homogene, refletant de pres la composttton des cellules entttres La capacttb de fixation passtve 
du calcmm des mtcrosomes et surtout des mttochondnes de racmes de Lupm est sup6neut-e a celle des 
mf?mes orgamtes de racmes de Mverole Une relation est amst sugger6e entre l’abondance des phosphohptdes 
actdes dans les membranes et la capacttt de fixation passtve du calcium 

INTRODUCTION 

LE LUPIN et la FCverole sont deux ltgumtneuses fourragtres qut se distmguent essenttelle- 
ment par leur capacite d’absorption de certams ions mmeraux, le calcmm en parttcuher 
Le Lupm jaune (Lupmus luteus L var Wetko III) est une plante calcifuge, ne poussant 
pas naturellement sur terrains calcaires Au contratre la Ftverole (V~CKZ faba var Mmor) 
est une plante cahcole, se developpant naturellement sur terrain nche en carbonate de 
calcium l 

Une hypothtse de travail peut etre formulee a propos des capacttes d’absorptton differ- 
entes du calcium presentees par les racmes de Lupm ou de Feverole: les membranes des 

1 SALSAC, L (1970) These de Doctor-at d’Etat, Pans 
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cellules racmalres de ces deux plantes seralent dlf%remment affines ou permtables VIS h 

VIS de l’lon calcium Parml les thtorles actuelles2 sur le transport des eons g travers les 
membranes cellulalres, un certam nombre fontjouer un r6le dttermmant aux phosphohpldes 
membranalres Ces hptdes pourralent former des complexes mtermkdlalres avec les Ions 
au cows de leur pknttratlon dans les cellules Quelques travaux recents sont Venus renforcer 
cette hypothese Rogeness et Abood3 dCmontrent que le calcium forme, avec des mono- 
couches d’aclde sttarlque des composts de coordmatlon qul augmentent la viscoslte de 
surface de ces couches en Chmmant les molkules d’eau Grace a 1 utlllsatlon de films 
monomoltculalres de phosphohpldes punfits, RoJas et Toblas,4 itudlent l’dssoclation de 
catlons avec les groupements polalres de ces phosphollpldes Dans certames condltlons 
prkses de pH et de pK du mlheu, la phosphat~dylCthanolamme et surtout la phosphatldql- 
s&me ont une capacltt maxlmale d’absorptlon du calcium cette capack est nulle pour 
des monocouches de phosphatldylchohne non chargkes ntgatlvement dans les condltlons 
enwsagtes Des expkrlences comparables de Shah et Schulman’ montrent que la halson 
du calcium avec des monocouches de phosphohpldes varle selon le degrC d’msaturatlon 
des acldes gras constltutifs de ces phosphohpldes Scarpa et Azzone’ evoquent un double 
aspect du rBle des phosphollpldes dans les membranes mltochondnales, ceux-cl mtervenant 
dans la diffusion et la hatson de? Ions Une perte de phospholipldes entrdine une dlmmutlon 
des proprktis de semlpermCablhtt de la membrane mltochondrlale et de sa capacite de 
halson du calcium, proprktts restaurtes quand la quantltt de phosphollpldes presents est 
redevenue normale 11s constatent que la phosphatldylCthanolamme est plus efficace que 
les autres phosphohpldes pour restaurer ces caractirlstlques Reynafarje et Lehnmger’ 
conslderent que les deux composants majeurs de la membrane mitochondrlale protkmes 
et phosphohpldes sont les especes molCculalres auxquelles le calcium se he par un processus 
de basse affimtt Slgnalons enfin que, tr& rkemment, Cotmore, Nichols et Wuthler* 
montrant qu’en prisence de phosphohpldes acldes le phosphore lnorganlque (PI) augmente 
beaucoup la mlgratlon d’lons Ca ‘+ d’une phase aqueuse vers une phase orgamque en 
formant un complexe compost de quantltks stoechlomCtrlques de Ca’+, PI et phospho- 
hpldes 11s constatent, en outre, qu’en l’absence de llpldes mais en prisence de phosphore 
morgamque, le calcium s’accumule ICgkement i I’lnterface des deux phases mals ne pCn6tre 
pas dans la phase orgamque 

Toutes ces Ctudes convergent done pour faire Jouer aux phosphohpldes membranarres 
un r6le dktermmant dans le transport et la fixation des Ions mmiraux par les cellules I1 
nous est done apparu nkessalre, dans une premkre &ape, de connaitre exactement la 
composltlon hpldlque de deux plantes qul ont un comportement dlffkrent dans l’absorptlon 
du calcium et c’est l’objet du p&sent article Une ttape ultirleure conslstera i essayer de 
locahser les sites intracellulalres prCf&entlels de fixation du calcium Nous avons d$a 
cependant, dans un premier temps analysk les hpldes de dlffkrentes fractions subcellulalres 
des racmes de Lupm et de Ftverole Nous avons, en outre SUIVI rn rrtro, sur ces fractrons, 
la fixation non mktabohque du calcium pour tenter de dkgager une premlke relation entre 
la composltlon hpldlque des membranes et Id fixation passive du calcium par les racmes 

’ HOKIN, L E et HOKIN, M R (1963) Am Rev Blochem 32, 553 
3 ROGENESS, G et ABOOD, L G (1964) Arch Blochem Blophys 106, 483 
4 ROJAS, E et TOBIAS, J M (1965) Blochem Bzophys Ac ru 94, 394 
’ SHAH, D 0 et SCHULMAN, J H (1965) J Lrprd Res 6, 341 
6 SCARPA, A et AZZONE, G F (1969) Btochrm Wophys Acra 173, 78 
’ REYNAFARJE, B et LEHNINGER, A L (1969) J BIO/ Chem 244, 584 
* COTMORE, J M , NICHOLS, J M et WUTHIER, R E (1971) Science 172, 1339 
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RESULTATS 

St!paratlon Prkbmmawe des Lrprdes Bruts en Catbgones h4oIt!cularres 

Les hptdes totaux extrarts des racmes sont drvrsb en classes par chromatographte sur 
couche mince de srhce Les hptdes bruts des racmes de Ftverole ou de Lupm se &parent 
amsl en 7 spots En nous referant a la migration de substances temoms et aux R, pub& 
par Mangold,g nous pouvons drstmguer de facon prehmmarre les categones hptdrques 
suwantes paraffines, trrglycertdes, dtglycendes, actdes gras hbres et hprdes polarres (phos- 
phohprdes et galactohprdes) Un spot supplementawe pouvant correspondre a des sterols 
est parfors important dans les racmes de Ftverole, et peut Cventuellement masquer celtu 
des drglyctrrdes Une analyse rdenttque a ttt reahde sur les extrarts hprdtques des fractions 
subcellularres preparees a partrr des deux vanttes ttudks Nous ne constatons cette fors 
non plus aucune drfference quant au nombre et a la quahte des hptdes presents dans les 
orgamtes cellulan-es des racmes de Lupm ou de FCverole Nous retrouvons les constttuants 
prmcrpaux rep&es dans les racmes en&es hprdes polarres, stbrols, drglycerrdes, tngly- 
cerrdes, paraffines 

TABLEAU 1 REPARTITION QUANTITATIVE DES DIVERSIB CATEGORIES LIPIDIQUES DANS LES RACINFSENTIERES, 
LES~~~~HONDRIESETLESMICRO~~MFSDERACINESDELUP~ ETDEFEVEROLE 

Catkgones 

‘A des hpldes totaux 

Lupm Fkverole 

Racines RaCllleS 
en&es Mltochondrres Mlcrosomes entkres Mltochondnes Mlcrosomes 

Phosphohpldes 
LipIdes neutres 
Monogalactosyl- 

dlglydnde 
Dlgalactosyl- 

dlglycknde 

67,5 72,5 71,5 80,6 83,4 82,3 
21,0 27,5 12.3 10,8 16,6 11,l 

638 Traces 892 537 Traces 3,2 

497 Traces 830 299 Traces 394 

Un autre type de developpement a Ctt utrhse pour mettre en tvrdence spectalement les 
galactohprdes Dans le cas des racmes entrkes, l’extrart hprdtque se separe en hurt spots pour 
la Feverole et en sept pour le Lupm. Nous pouvons identifier prehmmarrement par leur R,, 
et en se rapportant aux donntes pubhkes par Gardner, lo la nature de ces spots phospho- 
lipides, drgalactosyldrglycerrde, monogalactosyldrglyceride, deux sttrylglucosrdes, liprdes 
neutres et prgments Aucune drfft%ence majeure n’est apparue entre les drfferentes fractions 
subcellularres , SI ce n’est une intensrte plus farble des drfferents spots observes, notamment 
des galactohprdes dans les noyaux et les mltochondnes. Un dosage des drfferentes categorres 
hprdtques a partrr du pords de leurs esters methyhques respecttfs (Tableau 1) montre que les 
phosphohprdes correspondent B la categone hprdrque majeure dans les deux ttssus (673% 
des hprdes totaux du Lupm, 80,6x dans la FCverole) Les hprdes neutres sont plus abon- 
dants dans les racmes de Lupm (21% du total contre 10,8x pour la Feverole) Les galacto- 
hprdes sont presents en farble quantrte dans les deux especes. Nous constatons dgalement 

g MANCWLD, H K (1961) J Am 011 Chemasts' Sac 38, 708. 
lo GARDNER, H W (1968) J Lrpd Res 9, 139 
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que les proportions des d1fErente.s cattgorles hpldlques sont comparables dans les fractions 
mltochondrlales et mlcrosomales isoltes par rapport aux rksultats obtenus avec les racmes 
en&es 

Les rCsultats qualrtatlfs p&&dents sont confirm& par des chromatographles d’extralts 
hpldlques bruts de fragments de racmes ayant mCtabohst pendant 16 hr du [I-‘4C]acCtate 
L’acCtate marqud est mcorpork dans les divers acldes gras et les restes glyckol ou sttroi 
des divers hpldes Les autoradlogrammes, rkahsts avec des extraits hpidlques marques 
provenant de racmes entkres ou de fractions subcellulalres montrent toutes les fractions 
prCcCdemment repBrCes $I l’exceptlon des paraffines On salt que le mkabolrsme de ce type 
de constltuant peut Ctre t&s lent dans certams organes l1 

Analyse Sptcrale des Phosphohpzdes 

Trols mkthodes chromatographlques ont CtC utlhskes pour analyser les phosphohpldes 
Dans le cas des racines de Lupm, la prkence d’une quantltt importante de hpldes neutres 
nous a parfols conduit g tlmnner ceux-cl de I’extralt hpldlque total par un fractlonnement 
prkalable sur aclde slhclque selon la technique de Tang et Castelfranco l2 

Une premkre analyse est rhahste par chromatographle umdlmenslonnelle sur couche 
mince de slhce selon la mCthode de Lepage 13*14 Nous avons pu amsl identifier dans les 
racmes ou fractions cellulalres analysdes, les phosphohpldes smvants phosphatldylmosltol, 
phosphatldylchohne, phosphatldylglyctrol, phosphatidylstrme et phosphatldylCthanola- 
mine, des glycohpldes dlgalactosyldlglycCrlde, et monogalactosyldlglycCnde et un spot 
de hpldes neutres Aucune d&Xrence essentlelle n’apparalt quant au nombre ou & la quahtk 
des spots entre les deux var&Cs de racmes CtudlCes 

La chromatographle bldlmenslonnelle sur couche mince de slhce (CHCI,-MeOH-H,O, 
65 25 4, et Me,CO-HOAc-H,O, 100 2 1) confirme les rCsultats obtenus cl-dessus Cette 
dew&me mtthode a l’avantage de s&parer plus nettement les spots les uns des autres et 
nous avons pu amsl mleux repkrer et ldentlfier les galactohpldes prCsents dans I’extralt 
hpldlque total Une autre analyse des phosphohpldes est effect&e par chromatographle 
ascendante sur papler s111cd selon la mkthode de Marmetti l5 Cette mCthode nous permet 
de &parer et de retrouver tous les hpldes polalres, notamment les phosphohpldes, rep&& 
lors des chromatographles sur couche mmce de slhce De plus, parml les phosphohpldes 
acides, le dlphosphatldylglycCro1 (DPG) se stpare dans ce systtme de I’aade phosphatldlque 
Nous pouvons mslster 1~1 sur la prCsence constante d’un spot migrant au mveau de l’aade 
phosphatldlque et qm paralt assez dense dans le cas des racmes de Lupm Des autoradlo- 
graphles des chromatogrammes de phosphohpldes extraits de racmes ayant mktabohst 
du [I-‘4C]acCtate permettent de confirmer ces rCsultats Nous constatons que tous les spots 
de phosphohpldes sont marquks amsl que les hpldes neutres, auw been dans le cas de 
racmes entkres que de fractions subcellulalres La rtpartltlon de la radloactwtC entre les 
spots est un peu dlffkrente entre les deux types de racmes et cccl peut mdlquer un mCtabo- 
hsme hpldlque dlffkrent dans les deux plantes 

Une tro&me s&e d’analyse des glyc&ophosphohpldes des racmes CtudlCes est effectke 
en prkparant les products de dksacylatlon des phosphohpldes selon la mCthode de Benson 
et Maruo,16 par hydrolyse alcahne mCnagCe des halsons esters entre glyc6rol et acldes gras. 

‘I MAZLLUC, P (1968) Prog Phytochem 1,49 
I* TANG, W J et CASTELFRANCO, P A (1968) Plant Physlol 43, 1232 
I3 LEPAGE, M (1964) J Chromafog 13,99 
I4 LEPAGE, M (1967) Llprds 2,244 
I5 MARINE~I, G V (1965) J Llpprd Res 6, 315. 
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Pour faclhter la ddtectlon, les phosphohpldes des racmes ont Ct6 au prdalable marquds par 
le 3zP Les products d’hydrolyse des prmclpaux phosphohpldes sont chromatographlks 
sur papler (mbthode bldlmenslonnelle) selon les mdlcatlons de Douce l7 Les products de 
dksacylatlon ldentlfiCs d’apr& leur R, dans les deux syst&mes chromatographlques utdlsCs 
(Tableau 2) correspondent blen aux phosphohpldes dlrectement &par& par les chromato- 
graphles sur papler slhc6 ou sur couche mmce de slhce Aucune dlff&ence quahtatlve 
majeure n’apparait amsl entre les racmes entltres de Lupm et de FCverole 

TABLEAU 2 ANALYSE CHR~MAT~~RAPHIQ~~-~-D SUR PAPIER DES PRODUITS DE DESACYLATION 
DES PHOSPHOLIPIDES DES RACINES DE LLJPM ou DE FEVEROLE 

Products de dksacylatlon 

RI (l&e nugration) R, (2bme nugratlon) 

Racmes Temoms” Racmes T&moms” 

Gly&ylphosphorylcholme 0.87 0.88 0,63 0,65 
Glydrylphosphoryl6thanolamme 0,54 0,57 0.31 0,32 
Glyckylphosphorylglyckrol 0,33 0,37 0.55 0,58 
Glyckrylphosphorylsbrme 0.15 0,16 0,31 0,32 
Glyckylphosphorylmos~tol 0,08 0,08 0,17 0,18 
Diglyc&ylphosphorylglycefol 0,ll 0,12 0,52 0,55 
Glyckrophosphate 0,22 - 0,63 - 

ler solvant PhOH-HI0 (100 38), 2bme solvant’ MeOH-HCO,H-H,O (80 13 7) 

Les quantltts des dlfkents phosphohpldes sont mesurdes par dosage colorlm&nque du 
phosphore prtkent dans les dlff6rents spots d’un chromatogramme obtenu sur papier 
~111~6 Les rksultats moyens de plusleurs analyses sont prCsent& dans le Tableau 3 Pour 
les deux espkes Ctuddes, les phosphohpldes majeure sont la phosphatldyl&hanolamme 
(respectivement 24 et 28,9x) et la phosphatldylchohne (37,5 et 47,35%) Un spot migrant 
au mveau de l’aade phosphatldlque reprdsente 8,49x des phosphohpldes totaux du Lupm 
contre seulement 2,30% pour la FBverole Les autres phosphohpldes acldes forment 
ensemble 30,35% des phosphohpldes totaux du Lupm et 20,95% des phosphohpldes totaux 
de la Fkverole. La composltlon en phosphohpldes des orgamtes subcellulalres refl&te assez 
fidklement celle du tlssu entler Les proportions relatives de phosphohpldes acldes et neutres 
en partlcuher, restent dans des rapports ldentlques dans le tlssu entler et dans les fractions 
subcellulalres de racmes. 

La mesure de l’actwtk apparente de la phosphohpase-l) dans les tlssus nous a semblC 
mdlspensable (a tltre de contrble) en ralson de l’lmportance relative de l’aclde phosphatldlque 
dans les racmes de Lupm On peut en effet suspecter une IlbCratlon artlficlelle de ce phos- 
phohplde au tours de l’extractlon, sous l’effet des phosphohpases-D endogPlnes,18 dans les 
racmes de Lupm Nous avons done pro&d6 au dosage de l’actlvlt6 phosphohpaaque-D 
dans les deux racmes, sulvant la technique rrkemment muse au point par Clermont I9 
Contralrement ii ce ii quo1 nous pouvlons nous attendre, nous avons trouvd une actlvlt6 

I6 BE.N.WN, A A et MARUO, B (1958) Baochlm Blophys Acta 27, 189. 
I7 DOUCE, R (1964) Compt Rend 259,3066 
lo VAN DEENEN, L. L M et DE HAAG, G H (1966) Ann Reu Blochem 35,157. 
I9 CLERMONT, H (1971) Physiof Vkg 10,153 
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phosphohpaslque apparente beaucoup plus ClevCe dans les racmes de FCverole que dans 
les racmes de Luprn Une mauvalse extraction des hpldes auralt done beaucoup plus de 
chance de prodwre de l’aade phosphatldlque chez la Ftverole que chez le Lupm, et nos 
rCsultats de dosage ne peuvent done pas &tre mls au compte d’un artefact Nous avons pros 
cependant la prkautlon, pour les deux types de racmes d’tbomllanter le mat&e1 frais 
pendant 5-10 mm avant d’en extrawe les lipides bruts Nous supprlmons amsl toute 
posslblhtt d’actlon des dlff&entes hpases contenues dans ces racmes 

TABLEAU 3 COMPOSITION EN PHOSPHOLIPIDES DES RACINES ENTIERES ET DES FRACTIONS SUBCELLULAIRES DE 
RACINES DE LUPIN ET DE FEVEROLE 

Categories 

% du phosphore hpldlque total 

Racmes de Lupm Racmes de Fkverole 

Racmes Racmes 
entleres Mltochondrles Microsomes entlbres Mltochondrtes Mlcrosomes 

PI 8,25 & 2,6 12,72 14,lO 9&O & 2,4 13,18 10,35 
PG + PS 15,35 i_ 3,39 12,88 9,53 7,15 * 3,7 15,09 13,55 
PE 24 f 3 23,68 28,21 28,9 rir 7,l 20,30 26,62 
DPG 6,12 & 0,8 8,95 7,46 4,18 4 1,7 3,20 5,27 
PA 8,49 & 3,27 8,95 5,80 2,30 f 2 1 2,13 
PC 37,46 & 3,68 32,82 34,90 47,4 + 7,2 47,23 42,08 

Abrdvratrons PI-phosphatidyhnosltol, PG-phosphatldylgly&rol, PS-phosphat]dylsBnne, PE-phos- 
phatldyl&hanolarnme, DPG-d~phosphat~dylglycQol, PA-acrde phosphatldlque, PC-phosphatldyl- 
chohne (R&hats moyens de chx analyses pour les tlssus entIers) 

Analyse et Dosage des Acldes Gras 

Une partle ahquote des hpldes totaux des racmes entkres et des fractions subcellulalres 
ou blen les catkgorles hpldlques partlcuhkes pr&alablement &pa&es sur couche mince 
sont sapomfites et les esters mkthyhques des acldes gras sont analysis par chromatographle 
en phase gazeuse Les rksultats obtenus sont port& dans les Tableaux 4 et 5 

TABLEAU 4 PRINCIPAUX ACIDES GRAS IDENTIFIJZS PAR GLC DANS LES LIPIDES TOTAUX DE FRACTIONS 
~UBCELLUL.~IRESDE RACINES DE LUPIN ETDE FEVEROLE 

Acldes 
ldentlfies 

% des acldes gras totaux 

Lupm Wverole 

Noyaux Mltochondnes Mlcrosomes Noyaux Mltochondrles Mlcrosomes 

C 12 2S 
C 13 24 
C 14 591 
C 14 1 - 

C 15 - 

C 16 21,7 
C 16 1 338 
C 17 - 
C 1s 5.4 
: 18 1 10,2 

18 3 499 
C 18 J 43,7 

334 
2,2 
3,2 
- 

178 52 
198 397 
2S 493 
- - 

2;1 2x4 
290 Traces 
199 238 
690 530 
536 2,7 
997 6,4 

4497 49,5 

1x5 
28 

?,1 
695 

39,9 
10,9 

397 
399 
370 
- 

2:3 
I,3 
- 

537 
491 

50,4 
794 

293 
3,4 
3,2 
3,4 
491 

19,5 
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Les prmcipaux acides gras tdenttfits dans les racmes sont communs aux deux vartttes 
CtudtCes Constatons cependant que l’acide gras maleur est l’acide lmokique (49,4x) pour 
la FCverole et l’actde lmokuque (52,4x) pour le Lupm Les autres actdes gras dominants 
dans les deux racmes sont l’actde palmttlque (17,3 et 22,2x dans la Feverole et le Lupm, 
respecttvement) et l’actde stearlque (4,3 et 5,6%) Nous pouvons tgalement remarquer 
qu’il extste une quanttte d’actdes gras a chaine courte (< C 1 6) plus grande dans les racmes 
de Ftverole (19,40x) que dans les racmes de Lupm (4,84x) 

TABLEAU 5 PRINCIPAUX ACIDES GRAS DANS LES LIPIDES TOTAUX, LES PHOSPHOLIPIDES, LES LIPIDFS NEUTRES, 

LE MONOGALACTOSYLDIGLYCERIDE (MGDG) ET LE DIGALACTOSYDICLYCERIDE (DGDG) DE RACINFS 

ENTIERES DE LUPIN ET DE FEVEROLE 

Lupm 
% des acldes gras totaux 

FCVCKJk 

hades 
tdcmfiCs 

LIpIdes Phospho- LIpIdes Lipxdes Phospho- LIpides 
totaux @Ides IK”UcS MGDG DGDG totallY. hptdes ncutres MGDG DGDG 

L’examen des rtsultats d’analyse des acides gras des dtfferentes categortes hpidtques 
am&ire les remarques suwantes Les categories hpldtques de la FCverole ont une composition 
en acides gras trts votsme de celle des hpides totaux avec cependant des pourcentages en 
acide hnolemque (24,3 et 26,4’?) plus tmportants pour les galactohpldes Dans le cas du 
Lupm par contre, seuls les phosphohpldes et les hpldes neutres ont une composition en 
actdes gras qut refltte celle des hptdes totaux 11 est curteux de constater que dans la racme 
de Lupm les galactohprdes sont relattvement plus pauvres en actde lmoltmque que les 
autres categories hpidiques 

Les fractions subcellulaires des deux racmes CtudiCes prtsentent des composlttons 
globales en actdes gras trts semblables a celles observtes dans le ttssu entter (Tableau 5) 
Les fractions subcellulan-es de Lupm presentent done l’actde lmolemque comme actde 
majeur, les fracttons de Feverole ont de leur c&C l’actde lmolttque comme actde majeur. 

Fixation Passrve m vitro du Calcrum SW les Mltochondrres et les Mlcrosomes des Deux 
Racmes 

Les dtfferences de composttton hptdique observees entre les deux types de plantes nous 
ont amen& a smvre la fixatton passive du calcmm sur deux fractions subcellulatres de 
racmes mitochondrtes et mtcrosomes 

Les resultats de cette etude sont presentb dans le Tableau 6 et sur les graphtques de la 
Fig 1 Nous constatons que les teneurs mitiales des orgamtes en calcium sont tout a fait 
cornparables dans les deux especes La capacne de fixation du calcium sur les mlcrosomes 
des racmes des deux plantes est du meme ordre de grandeur (environ 1 peq/mg de prottme) 
Par contre le comportement des mitochondnes VIS B VIS de ce cation est nettement different, 
en effet, les mitochondnes du Lupm en fixent deux fois plus SI l’on Ctudte le rapport 
quanttte maximale de Ca fixC/quantttC mlttale de Ca, on remarque alors des dtfferences trts 



1872 A OURSEL,A LAMANT, L SALSAC~~P MAZLIAK 

senslbles entre les deux espkes, ce rapport est deux fols plus Important pour les fractions 
subcellulalres du Lupm compartes B celles de la Ftverole De m&e, SI l’on ram&e la 
quantltt de calcium fixt au pg de hpldes membranalres, on observe une valeur trols fols 
plus Clevte du rapport (6,2 et 20) pour les mltochondrles de Lupm, la dlffirence ttant plus 
falble dans les microsomes (11,8 Fkverole, 17 Lupln) 

Mitochondries 

FIG I FIXATION PASSIVE DU CALCIUM, EN FONCTION DE LA CONCENTRATION DU CATION DANS LE 
MILIEU,SLJR LES MITOCHONDRIESET LES MICROSOUES DE RACINES DE LUPIN(~) ET DE FEVEROLE(~) 

TABLEAU 6 FIXATION PASSIVE DU CALCIUM WR LES MITOCHONDRIES ET LES MICROSOMES DE LUPIN ET DE 
FEVEROLE (CONDITIONS D’INCUBATION DECRITES DANS EXPERIMENTALE) 

mreq CR fixt/mg prottme 
Teneur mm.& 

Quantltk max de Ca fix.5 
(pour 50 pat de Ca 

Ca fixklv hpide 

mfieq Ca/mg prote,ne (dam ie mdieu) Quantltk mltrale de Ca 
(pour 50 &at de Ca) 

(dans le mrheu) 

Mltochondrles 
Lupm MlCKBOltXS 

Mltochondrles 
Fevtrole Mxrosomes 

80 680 85 20 
850 

;: 
17 17 

310 
80 

4.4 
850 10.6 

DISCUSSION 

Les r&.ultats de l’ttude analytrque des lIpides de racmes de Lupm et de FCverole permet- 
tent-11s d’enwsager une exphcatlon de leur comportement dlffkrent dans l’absorptlon du 
calcium 7 

La composltlon en catCgorles de hpldes bruts de ces deux racmes est trb volsme, notons 
cependant une quantltt suptrzeure de hpldes neutres et de galactohpldes dans le Lupm 
par rapport 21 ce qu’on trouve dans la FCverole Le dosage des phosphohpldes, composants 
maJeurs des lipIdes bruts dans les deux plantes Ctudkes rCvtle quelques dlffirences, la 
plus Importante, est la presence dans les racmes de Lupm d’un phosphohplde migrant au 
ruveau de I’aclde phosphatldlque et reprdsentant 8,3x des phosphohpldes totaux (contre 
2,3x seulement dans la Ftverole) La prCsence de ce phosphohplde aclde ne peut Ctre 
exphqute par une actwltC phosphohpaslque artlficlelle plus Intense au moment de l’extrac- 
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tlon dans les racmes de Lupm pulsque le dosage de la phosphohpase-D dans les deux 
plantes montre que l’enzyme est beaucoup plus actwe dans la FBverole que dans le Lupm 
Les phosphohpldes acrdes sont plus abondants dans le Lupm (30,4x) que dans la Ftverole 
(20,9%) Dans les deux espkes par allleurs les phosphohpldes majeurs sont les mi?mes; 
phosphatldyl&hanolamme et phosphatldylcholme 11 est mtkressant de remarquer que c’est 
l’espke calclfuge qul renferme la plus grande quantltk de phosphohpldes acldes Or, 
d’apr&s les premiers rksultats obtenus, la capa& de fixation non mttabohque du calcmm 
par les mlcrosomes et surtout les mltochondrles de racmes de Lupm est beaucoup plus 
lmportante qu’elle ne l’est par les m&mes orgamtes de Ftverole D’autre part, des exp&lences 
prkhmmalres semblent mdlquer que la proportion de calcmm Cchangeable apr6s fixation 
est plus falble chez le Lupm que chez la Fdverole 11 parait done mtiressant de signaler le 
paralltltsme entre le caracttre cabfuge, la rlchesse en phosphohpldes acldes et la plus 
grande capacltk de fixatron passive du calcmm des racmes de Lupm Jaune Par allleurs les 
hpldes du Lupm prtsentent tr6s nettement un taux d’msaturatlon plus grand que ceux de 
la FCverole Le degr6 d’msaturatlon plus grand des hpldes de Lupm, cornparts ir ceux de 
la FCverole, favorlseralt la fixation du calcmm au mveau des membranes cellulalres, d’aprts 
les travaux de Shah et Schulman 5 

Afin de confirmer ces premltres donnkes, une Etude slmllalre sera entreprlse au mveau 
du plasmalemme des racmes des deux esptces Cette membrane Joue t&s vralsemblablement 
un rale maJeur dans la fixation du calcium L’lsolement de cette nouvelle fraction cellulalre 
went d’8tre rkemment mls au point par l’un d’entre nous 2o 

EXPERIMENTALE 

Materiel bzologzque Notre Ctude a port6 essentzellement sur deux Ugummeuses fourrag&ea’ le Lupm 
Jaune (Lupzus lutelcr L ) esp&ce calczfuge (stlectzon commerczale allemande Wezko III) et la Fbverole (Vzczu 
fabu L , var Minor), calczcole (Fiwerole de pnntemps ‘Lorrame’) 

Condztzons de germznutzon et de developpement L.es graznes ap&s avozr 6tt dbznfect&s par une solutzon 
d’hypochlonte de calczum & 30 g/l pendant 1,5 hr sont mzses B germer dam un bat en plastzque contenant 
une fazble quantzte d’HzO Les grames sont recouvertes d’une feuzlle de papzer filtre, unbzbee d’eau renouve- 
I&e. chaque Jour, et placees dans une enceznte mamtenue a 28-30” Au bout de 3 B 4 Jours, les graznes germ&s 
sont repzqu&s sur des plaques en plastzque perforkes po&es sur des bats contenant de l’HtO dbzomsQ iz 
laquelle on aJoute 100 ml d’une solutzon nutrztzve contenant les composts suzvants (NO& Ca. 0,l mM, 
PO*HIK 0,l mM-MgSO, 0,l mM Le hquzde de culture est constamment a& et rempla& toutes lea 
24 hr La temperature de l’encemte de gezmmatzon est mazntenue ir 25-29” Germmatzon et crozssance des 
Jeunes plantules se font & I’obscuntk 

Extractron et an&se des lzpzdes totuux Cette extraction est fazte selon la technique de Folch” modzfik 
par Bhgh et Dyer 22 La stparatzon des lzpzdes bruts en dzverses categones mol&ulazres est effectub par 
chromatographze sur couche mmce de szhce, sozt selon Mangold’ pour l’&ude d&ad& des hpzdes neutres, 
solt selon GardnerlO pour 1’Btude plus d&al&e des glycohpzdes Les phospholzptdes ont ttb &pan% de 
l’extratt total par adsorpt:on sur aczde szlzclque (technique de Tang et Castelfranco I2 Lea stparatzons chrom- 
atographzques ultdrzeures sont faztes 1”) sur couche mznce de szhce (technzques de Lepage1’s’4 ou Gardner” 
2”) sur papzer sh& (technique de Mannettz15) Le phosphore hpzdzque a Ct6 dosd colonm&nquement selon 
la m&hode de Shzbuya, Honda et Maruo 23 Les products de dbacylatzon ont btt analysCs par chromato- 
graphze bzdzmenszonnelle sur papzer selon la technique de Deuce *’ 

Technique de fixutzon passive zn vitro du culczunz sur les mztochondrzes et les mzcrosomes Les fractzons 
1sol6es sont reznzses en suspenszon dans l’eau dzstzllQ et les protimes do&es par la mkthode du Bzuret ‘* 
Le mzlzeu d’zncubatzoz? contzent la solutzon de CaCl,, 0,6 ml de tampon Tns-HCl (pH = 7,2). la suspen- 
szon d’organztes, le mzheu est ajustt a 2 ml avec de l’H*O dzstzllQ Les mcubatlons, en fonctzon des con- 
centrations de CaCll sont r6ahs&s sur 1 mg de prot6mes entre 3 et 5” et constamment agzt&s pendant 15 mzn 

2o LAMANT, A et ROLAND, J C (1972) Compt Rend 274,339l 
21 FOLCH, J , LEES, M et LOANE STANLEY, G H (1957) J Bzol Chem 226,497 
a BLIGH, E G et DYER, W J (1959) J Bzochem Physzol 37,911 
53 SHIBUYA, I, HONDA, H et MARUO, B (1967) Agr Bzol Chem 31,111 
2* GORNALL, A G , BARDAWILL, C L et DAVID, M N (1949) J Bzol Chem 177,751 
I5 Row, C S , AZZI, A et AZZONE, G F (1967) J Bzol Chem 242,951 
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Apr&s fixation, le mlheu d’mcubatlon est centrifuge (10 000 g, 15 mm pour les rmtochondrles, 100 000 g, 
60 mm pour les mlcrosomes) Les culots sont IavCs plusleurs fms B l’H20 dlstlllee L’extractlon du calcmm 
i%xe est realis&? avec 1 ml de HN03 N/10, & 80” Apr&s addltlon d’un correcteur d’mterfkrence (Las+), le 
calcium est dad par photomCtrle d’absorptlon atomlque (Photomttre Hdger et Watt) 

Anulyse des aadesgrus Les acldes gras sont obtenus par sapomficatlon raptde PUS methylatlon en presence 
de BF3 de l’extralt hpldlque total ou de dwerses categories moleculalres hpldlques, selon le pro&de de 
Metcalfe et al 26 moddiC par Lechevalher ” Les esters mCthyhques sont separes et Identdib par GLC Afin de 
doser les acldes gras on aJoute aux esters methyhques repros dans un volume donnt de pentane une certame 
quantlte d’un temom mterne, l’heptadecanoate de m&hyle L’analyse des acldes gras a &e effectuee avec 
deux types d’apparelts Chromagaz C G 2 (Profit), mum d’un dCtecteur a lomsation de flamme et Varlan 
Aerograph 1 400 Les esters sont &pares dans deux systemes compltmentalres L’un comporte une phase 
statlonnalre polarre Butane-dlolsuccmate (BDS), 20 % sur chromosorb W hexamethylsdamsC, 60-80 
mesh, le ddbtt d’azote est de 3 l/hr (la temp du four est de 185”) longueur de la colonne 3 m L’autre 
systtme comprend une phase stationnalre apolalre le slhcone 710 lmpregne a lo”/, sur le chromosorb W-le 
d&t de l’azote, gaz vecteur, est de 3 l/hr, la temperature du four est 275’ L’ldentlficatlon des acrdes gras 
se fait en apphquant la 101 de James et Martm ” 

Prepuratron des frnctlons subcellularres Les fractions subcellulaues des deux types de racmes aont pre- 
parees par centrifugatlon d~fferent~elle selon la techmque de Wlslwh et Bonnerz9 legerement modlfiee par 
Mazhak 3o Les racmes sont mfiltrees 10 mn, a +l” enwron dans un rmheu tamponne Tns-HCI, pH 7,2 
contenant du manmtoi (0,3 M), de I’EDTA (1 mM), du BSA (0,l “/!,), du MgCl, (1 mM) et de la cysteme 
(0,05 %) Aprks aver passe les racmes au broyeur de Jones et Hulme,3’ on recwlle le melange sue cellulalre 
+ mrheu de broyage sur 3 epalsseurs de gaze Le melange est homogenelse dans un Potter par un piston 
en teflon pms centrlfugk & vrtesses crmssantes pour obtemr successwement les culots de noyaux (acoiltratlon 
1500g x 10 mm) rmtochondrles (15 000 p x 10 mm), rmcrosomes (100 000~ Y 60 mm) et le surnageant 
final 

Techmque de mse en zncubutron duns l’ucttute-1 -W Les racmes sont separees des plantules et decoupees 
en tronGons de 1 cm enwon Ces fragments sont mcubts dans une fiole pendant 16 hr Le mlheu d’mcubatlon 
est constltuk d’eau deslomsee a laquelle on aJoute le precurseur (ICI l’l-‘%-acetate) a ralson de 2 &/ml 
de miheu Au bout de 16 hr, les hpldes totaux sont extralts des racmes selon les techmques exposCes prkcedem- 
ment La rachoactwk totale des lIpIdes est dCtermmCe par comptage direct en sctntdlatlon hqulde d’une 
partle allquote (melange scmtdlant PPO 0,5 % dlmtthyl POPOP 0.03 74 dans le tolut?ne) 
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