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Abstract-During ageing of isolated onion scales there is an accumulation of flavonols which increase con- 
tinuously. This is not light-dependent but is associated with a high level of respiratory gaseous exchanges. 
Phenylalanine-[U-14C] is actively incorporated in these flavonols but experiments of pulse labelling show 
that they have either a very slow or no turnover. This suggests that enzymes able to destroy flavonols are 
lacking in this material. 

R&um&Dans des fragments de tunique d’oignon isolees et maintenues en suivie (ageing), a lieu dans 
l’epiderme exteme une accumulation importante de flavonols, constamment croissante, lice a des &changes 
respiratoires tres intenses et indifferente a la lumiere. La phCnylalanine-[U-14C] s’incorpore activement dans 
les flavonols ainsi form& Des experiences de marquage de courte duree montrent que ces substances ont 
ici un turn over tres lent voire nul, ce qui tend montrer l’absence, dans ce materiel, d’enzymes capables d’en 
assurer la destruction. 

INTRODUCTION 

DE T&S nombreuses recherches sont actuellement poursuivies, qui concernent la nature, la 
biosynthbe, la degradation, la regulation de metabolisme, des polyphenols vtgetaux. 
L’ensemble de ces travaux a fait apparaitre maintenant dune man&e Cvidente que les 
polyphenols des vegetaux suptrieurs, de structures clairement apparentees et produits, 
pour la plupart, grace a des filibres de biosynthese trts semblables (voie des pentoses-phos- 
phates, de l’acide shikimique, menant aux acides amines cycliques puis aux derives de 
l’acide cinnamique) sont cependant extr&mement differents par leur localisation cytologique 
et anatomique,l-lo par les regulations de leur biosynthese’1-15 et par ce que Son suppose 
pouvoir Ctre leur role dans des processus aussi divers que la regulation de la croissance, la 
defense contre les microorganismes parasites, la photosynthbe, la rigidite ou l’arr& de 
certaines radiations. 
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Les fragments tissulaires d’organes de r&serve en survie semblent constituer actuellement 
l’un des matCriels d’ttude les moins complexes. C est en particulier le cas du parenchyme 
de pomme de terre en survie (un seul tissu, du moins pendant un certain temps),16 qui 
produit un nombre restreint de polyphCnols, surtout de l’acide chlorog6nique.‘7~*B 

Notre ttude a port6 sur des fragments de bulbe d’oignon dont on sait depuis longtempsig 
que les tuniques &hes, pCriphCriques, sont riches en querdtol. Nous avons montrC que la 
mise en survie de fragments de tuniques s’accompagne d’une synth6se tr& active et con- 
tinue de flavonols qui a pour si6ge l’tpiderme externe des tuniques; cette synth&e a lieu 
m&me B I’obscuritC; elle est corollaire du niveau respiratoire ClevC qui caractkrise la mise 
en survie. Cette syntht%e Concorde avec I’apparition d’une activit6 PAL (E.C. 4.3.1 S) qui 
est particulii?rement forte dans 1’Cpiderme externe mais se manifeste Cgalement dans le 
parenchyme.*O L’ensemble flavonique synthCtist est relativement complexe: il comprend le 
glucosyl 4’-quercCto1, *I les 3,4’ diglucoside et 7,4’ diglucoside de querc6to12* et quatre 
autres glycosides prCsents en faible quantitC et passant inaperws dans les tuniques en place 
des bulbes au repos. Nous avons fait une Ctude chromatographique et spectrophotomCtrique 
sommaire de ces corps qui sont le glucosyl 3-kaempfdrol, le glucosyl 3-querc6tol et, vrais- 
emblablement, le glucosyl 4’-kaempfkrol et le glucosyl 4’-isorhamn6tol. 

L’ttude prtsente comporte deux ClCments: (a) la mise en tvidence d’une incorporation 
de la phtnylalanine dans les flavonols, Gcessaire B l’ttude des corrtlations entre PAL et 
accumulation Aavonique, (b) une approche des problBmes de d&e de vie des flavonols, 
dans 1’Cpiderme externe des tuniques en survie et de leur Cventuel turn over, nous amenant 
g considCrer de man&e plus fondCe les rapports entre biosynthkse et accumulation de ces 
substances dans ce matCrie1. 

RESULTATS 

Caractkes g&ram de I’incorporation 
Plusieurs expkriences ont Ct.6 rCalistes, au tours desquelles des fragments de tuniques 

internes de bulbe d’oignon ont et6 maintenues en survie pendant douze jours. ParalMement 
aux mesures portant sur 1’activitC des flavonols purifits en sont effect&es d’autres con- 
cernant 1’activitC globale des extraits hydroac&oniques (qui contiennent des acides aminks 
et, en particulier, une part importante de la phinylalanine incorporCe, des sucres, les poly- 
phCnols peu ou pas polymtrists, etc.). 11 leur correspond une mesure dite de ‘radioactivitt 
soluble’. L’activitt globale des poudres rCsiduelles, contenant surtout les protCines, l’amidon 
et les parois cellulaires represente alors la ‘radioactivitC insoluble’. 

En moyenne, I’ordre de grandeur de la quantitt de radioactivitt incorporCe dans les 
poudres est Cgal B la radioactivitk soluble. La nature des composts porteurs de la radio- 
activitC soluble change au tours de I’expCrience : essentiellement portCe par la phknylalanine 
exogkne, au d&but, celle-ci s’Cpuise plus ou moins rapidement suivant la quantitC fournie 
et se retrouve alors dans les d&iv&s solubles (polyphCnoliques), la phknylalanine subissant 
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ainsi des transformations irreversibles, ou insolubles, parmi lesquels les proteines peuvent 
peut-etre restituer une partie de phenylalanine au tours du temps, du fait de leur turn over. 

Rkpartition de la radioactiuitk soluble dans I’ipaisseur des tuniques 
L’accumulation flavonique est ici iimitee essentiellement a l’epiderme externe, lequel, au 

contraire de l’epiderme interne, est malheureusement inseparable du parenchyme. Pour 
6valuer l’ordre de grandeur du rapport radioactivite flavonique/radioactivitt soluble totale 
dans ce tissu, il est necessaire de connaitre la gtomttrie de la repartition de la radioactivite 
soluble dans l’ensemble de la tunique. 

Pour cela, on realise trois fractions constitutes respectivement: (a) d’epiderme externe 
et de parenchyme; (b) de parenchyme pur; et (c) d’epiderme interne (facilement decohe). 
Les deux premieres fractions sont obtenues en sectionnant des fragments de tunique suivant 
un plan tangentiel proche de l’epiderme externe. Pour l’ensemble des essais effect&s huit 
jours apres marquage par la phtnylalanine-[U- 14C], la radioactivite se repartit en propor- 
tions tout a fait cornparables a celles indiquees au Tableau 1. 

TABLEAU 1. REPARTITION DE LA RADIOACTIWTE SOLUBLE DANS L’EPAISSEUR DE LA TUNIQUE D’OIGNON HUIT 
JOURS APRES MARQUAGE DE 10 mn p.4~ LA PHENYLALANINE-[U-W] 

Fraction 
Masse fraiche 

k) 
Activitk par g. 

@pm) 
Teneur flavonique 

(DO-ml/g) 

R.A flavonols 
R.A soluble 

(%) 

Exteme 1,62 10 617 450 64 
Moyenne 2,71 10 370 29 4 
Interne 0,16 5016 100 30 

La radioactivitt soluble est done a peu prb uniformtment repartie dans l’ensemble des 
fractions externe et moyenne. Ce resultat am&e deux conclusions. Premierement, il n’y 
a done pas d’accumulation preferentielle importante des derives solubles de la phenylalanine 
dans l’tpiderme externe. Sachant que les flavonols sont localises dans ce tissu, ce fait renforce 
I’idCe dune synthese d’autres derives polyphtnoliques au niveau du parenchyme, qui 
posdde d’ailleurs sa propre activite PAL. 2o En second lieu, le rapport des radioactivites 
solubles de l’tpiderme externe et du parenchyme est sensiblement Cgal au rapport de ces 
deux tissus. L’epaisseur du parenchyme est extr&mement variable d’un point a l’autre d’une 
mCme tunique et d’une tunique a l’autre (variations de 1 a 20). Pour les estimations ulterieures 
nous utiliserons la valeur trbs approximative de l/5 pour le rapport moyen Cpiderme 
externe/parenchyme. 

Etudes de la cinktique d’incorporation de la phknylalanine [U-‘“Cl 
Les differentes experiences realistes confirment toutes que, au tours de la survie, l’accumu- 

lation flavonique augmente regulierement et qu’elle correspond a une activite PAL con- 
stamment maintenue a un niveau tlevte (Fig. 1). Nous avons Ctudie la fourniture de la 
phenylalanine marquee suivant deux modalitts: (a) en abondance suffisante pour obtenir 
pendant une periode de plusieurs jours une incorporation maximale, et (b) a la suite des 
rtsultats obtenus, on determine la quantite et le temps d’incorporation les plus favorables a 
des conditions de ‘pulse labelling’. 
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Murquuge long. En debut de survie, on realise deux trempages de 20 mn &par& par un 
intervalle de 24 hr. Les resultats obtenus sont resumes dans le Tableau 2. 

:I Acc”m”lo+lo” flavanlque 

J FI wtesse joumal~&re moyenne d’occumulotion 
flavonlque. 

PAL Actlvit6 de lo phinylalanlne-ommonioc-lyose 

Accumulation flovonique (FL) 

0 2 5 
Temps, jours 

FIG. 1. EVOLUTION, AU COURS DU TEMPS,DE L'ACCUMULATION FLAVONIQUE ET DE L'ACTIVITE PAL 
DANSLATUNIQUEDEBULBED'OIGNONENSURVIE. 

Le Tableau 2 montre l’existence d’une incorporation continue dans les flavonols pendant 
la durte de l’experience. Cependant, l’intensite d’incorporation apparente (la variation de 
la quantite de flavonols accumules, qui represente le dtnominateur de ce rapport est le bilan 
de la synthese et d’un tventuel catabolisme) est beaucoup plus forte au debut. Ce fait est a 
rapprocher de l’existence d’une activite PAL egalement plus forte a ce moment et aussi d’une 
vraisemblable baisse de la teneur en phenylalanine marquee disponible, au tours du temps. 

TABLEAU 2. CINETIQUE D'INCORPORATION DE LAPHENYLALANINE DANS LES FLAVONOLS APRES MARQ~AGE DE 
2x20mn 

Lot 
Temps R.A spec. Flav. 
(jours) (dpm/DO-ml) (DO-ml) 

R.A Flat. 

R.A. Flav. R.A sol. x l/S R.A sol. x l/5 I. 
(dpm) (dpm) (%) incor. 

1 3 60 293 18 000 316 000 56 90 
2 5 47 510 25 000 470 000 573 32 
3 9 40 1163 46 500 750 000 6,2 32 

Temps-Temps en jours apres le deuxitme marquage. R.A spec.-Radioactivite specifique des flavonols. 
Flav.-Teneur en flavonols de la quantite de materiel vegetal fournissant 1 g de poudre adtonique. R.A 
Flav.-Radioactivite incorporee dans la m@me quantite de flavonols. R.A. sol x l/5-Estimation de la 
radioactivite de l’extrait hydroacetonique de la quantite d’epiderme superieur correspondant a un gramme 
de poudre acktonique de tunique. R.A F1avJR.A sol. x l/5-Rapport entre la radioactivite incorporee dans 
les flavonols et la radioactivite soluble totale Cpidermique estimee pour une m&me quantite de materiel 
v&g&al. I. incor.-Intensite d’incorporation apparente de la radioactivite dans les flavonols nouvellement 
synthetises depuis le prelevement precedent, en dpm/DO-ml. 

Un autre point remarquable reside dans l’augmentation de la radioactivite soluble au tours 
du temps. 11 tend a montrer l’existence d’echanges entre les fractions insoluble et soluble. 

Pulse label&g. 48 hr apres le debut de survie (la periode de synthese proteique tres active 
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se termine alors) on rtalise un trempage de 10 mn dans la solution de phenylalanine [U-‘“Cl. 
Au tours du temps, la radioactivite soluble epidermique approximative, constituee au 
temps 0 par la phenylalanine seule, decroit de moitie en 3 jours puis se stabilise assez nette- 
ment (Fig. 3). Elle represente alors environ l/20 de la radioactivite soluble de l’experience 
prectdente. L’activite specifique des flavonols purifies est maximale au bout de 3 jours et 
decroit ensuite jusqu’a 50% de cette valeur au bout de 10 jours (Fig. 2). La radioactivite 
flavonique totale est pratiquement stable des le troisieme jour. Au contraire de l’exptrience 
prectdente, l’intensite d’incorporation apparente est done pratiquement nulle des ce moment. 

\ 
Q 
\,Rodioactlvitk soluble totale f/ 

\ . 

\ 

\ Accumulation 

\ 
flavonlq~ 

\ 
9 

‘. 

i 

____c--s 4 

% 

. -0 

Rodioactiwt& incorporif 
dons les flavonols /g 

FIG. 2. INCORPORATIONDEPHENYLALANINE-[UJ‘T] FIG. 3. VITES~E D'ACCUMLJLATION PLAVONIQIJE ET 
DANSLESFLAVONOLSPARUNMARQUAGEDE 10mn. D'INCORPORATION DU 14C APRES MARQUAGE DE 

10 mn. 

A partir du cinquieme jour, la radioactivite flavonique reprtsente 70 % de la radioactivite 
soluble estimee pour l’epiderme externe et d&passe meme 100% dans ,les experiences de 
controle (cette valeur excessive pouvant btre due a la tres faible precision des estimations du 
rapport des tpaisseurs Bpidermelparenchyme). On peut done affirmer que, des ce moment, la 
radioactivite soluble de l’tpiderme externe est pratiquement totalement portee par les 
flavonols (alors que ceux-ci ne representent que 5-604 de la radioactivite soluble dans le 
marquage long). 

CONCLUSION ET DISCUSSION 

La phenylalanine marquee s’incorpore activement dans les flavonols, chez l’oignon. Ces 
substances y sont done formees gdce a une activite PAL importante et suivant un schema 
biosynthetique conforme a nos connaissances actuelles, contrairement a ce qui semble se 
passer dans quelques cas.11*13 

La comparaison des marquages de longue et courte duree nous montre que, dans le 
second cas, les conditions d’un pulse labelling sont rassemblees, dans le compartiment 
Cpidermique. Des le deuxitme prtlevement, on peut affirmer que toute la phenylalanine 
fournie a ttC incorporee. L’essentiel en a Bte engage dans des molecules flavoniques. 

Pour utiliser les rtsultats obtenus pour des mesures de turn over, deux remarques doivent 
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&tre nottes. En premier lieu, des quantites faibles de phenylalanine incorportes dans les 
prottines sont vraisemblablement reemises progressivement du fait du turn over de ces 
substances. Cette r&mission pourrait Ctre a I’origine de la valeur non nulle de I’intensitt 
d’incorporation dans les flavonols, au cows de la derniere Ctape de l’experience. Dam une 
experimentation ulterieure, consacree a la mesure de turn over de la PAL, il sera done bon 
de mesurer soigneusement le turn over de l’ensemble proteique et de realiser un marquage 
par l’acide cinnamique. Notons cependant que le remplacement de la phenylalanine par 
l’acide tram cinnamique pour le marquage de l’acide chlorogenique des feuilles de Xantl~ivm 
n’entraine pas de modification tres importante des courbes d’activitt specifique de l’acide 
chlorogenique en fonction du temps. 23 Secondement, on ne possede pas de connaissance 
Claire du fonctionnement du compartiment constitue par le parenchyme de i’oignon; 
cependant, il est net que la phenylalanine s’y incorpore dans des derives phenoliques 
(existence d’une importante activite PAL et de polyphenols dans le parenchyme) suivant 
une chronologie semblable a celle de l’tpiderme.20 Tout se passe done vraissemblablement 
comme si, pour les metabolismes qui nous occupent, les deux ensembles Cpidermique et 
parenchymateux devenaient rapidement des compartiments distincts, fonctionnant plus ou 
moins synchroniquement. Ces observations Ctant formules, les resultats experimentaux 
obtenus tendent a montrer que le turn over des flavonols est tres faible, voire nul dans ce 
materiel, pendant la durte d’experience au tours de laquelle les flavonols synthttises 
seraient done integralement accumules. 11 faut d’ailleurs noter que les niveaux d’activite 
PAL et d’accumulation des flavonols sont du m&me ordre de grandeur et ne permettent pas 
d’envisager I’existence d’un turn over rapide. Ce rtsultat montre l’originalite du metabolisme 
de l’oignon en survie et confirme la diversite des destins des polyphenols dans le materiel 
vCgCta1: En effet, Taylor et Zucker mettent en evidence un turn over tres actif pour l’acide 
chlorogenique dans le parenchyme de pomme de terre en survie et la feuille de XatztfziunzZ3 
et Barz et a1.24 montrent l’installation d’un catabolisme important du kaempferol a 
l’obscuritt, dans la plantule de pois-chiche. A une Cchelle de temps plus longue, au tours 
de la vie de la feuille de differentes especes, l’accumulation Aavonique giobable peut subir de 
fortes baisses qui font egalement apparaitre l’existence d’un catabolisme, surtout en fin de 
croissance. 8 

Dans I’epiderme externe d’oignon en survie, les caracteres particuliers de I’accumula- 
tion flavonique sont les suivants: forte activite PAL longtemps maintenue, croissance 
continue de l’accumulation flavonique associte a un turn over lent ou nul. Ce dernier fait 
et le maintien de quantites importantes de quercttol dans les tuniques seches tendent a 
montrer I’absence de systemes enzymatiques aptes a detruire les flavonols chez I’oignon. 

Tous ces elements definissent bien un metabolisme d’accumulation typique dont il sera 
interessant de voir darts quelle mesure il peut exister Cgalement au tours de la vie normale 
de l’oignon et quelles sont ses relations avec l’accumulation de quercttol libre dans les 
tuniques seches. 

I1 faut d’ailleurs noter que, chez l’oignon, ce que nous avons appele la mise en survie n’est 
pas aussi nettement distinct de la vie normale que dans les cas typiques: la survie typique 
est obtenue en maintenant dans une atmosphere a&e, humide et aseptique, des tranches 
fines de parenchyme d’organes de reserve (ex. pomme de terre) qui deviennent alors le 
siege d’echanges respiratoires tres intenses correspondant a un mttabolisme respiratoire 

23 TAYLOR, A. 0. et ZUCKER, M. (1966) Plant PhysioI. 41, 1350. 
24 BARZ, W., HOSEL, W. et ADAMEK, C. (1971) Phytochemistry 10, 343. 
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particulier, B une rkorganisation importante de l’ultrastructure du parenchyme25 et au 
dkveloppement de diverses activitks enzymatiques (ex. phCnol-oxydases26 qui pourraient 
&re les effecteurs du catabolisme de l’acide chlorogknique chez la pomme de terre). Chez 
l’oignon, nous plaqons dans les conditions de survie, un materiel constitk d’un parenchyme 
de rCserve et d’kpidermes, ou la coupure est ici t&s peu importante et ne perturbe pratique 
ent pas l’organisation normale de la tunique. L’augmentation des Cchanges respiratoires et 
la stimulation mktabolique sont cependant manifestes. Un Ctude comparte des mttabo- 
lismes de survie chez l’oignon et dans des parenchyme d’organes de rkserve au comporte- 
ment typique serait done certainement inttressante. 

PARTIE EXPERIMENTALE 
Cultures. Des oignons de la vari& ‘Jaune paille des Vertus’, de diametre allant de 7 & 10 cm sont d6s- 

infect& superficiellement. Les deux premieres tuniques sont &artCes et les tuniques suivantes sont coup&~ 
en deux et dispos&s sur du papier filtre dans lequel de l’eau St&rile circule par capillaritk, les surfaces de 
section reposant sur le papier. 2o Ce dispositif est install6 ir la tempkrature du laboratoire, dans une enceinte 
dbinfec&. Chaque experience est &p&k 2 ou 3 fois. 

Marquages. On utilise la L-ph&ylalanine-[U-%1 d’activit6 spkcifique kgale ii 270 mCi/mM, fournie par 
le CEA. On trempe les demi-tuniques dans une solution dont l’activit6 est de 0,l mCi pour 200 ml. Apr&s 
trempage, le matbiel vtZg.gttaI est Bgoutte et repose 15 mn B l’air avant d’&tre rind abondamment & l’eau 
sterile. Les tuniques, essuy&s, sont alors mises en culture. 

Extractions, purifications. Le materiel v6gktal prklevk est broyk x 3 au mixer dans l’a&tone. Les solutions 
sont r&mies, la&es par Y&her de p&role (P.E. : 6@-80”) concentr&s et ramen&% g un vol. d&ni. Une aliquofe 
sert au dosage flavonique total. Une autre aliquote, plus importante (200-1000 DO-ml de flavonols) est 
acidifiee par HCl 2 N et port&e g 100” pendant 30 mn. Les aglycones flavoniques sont extraits x3 avec 
50 ml d’Et*O. La solution CtMrique est rinc& abondamment x 10 par Hz0 puisconcentr& sousvide, depos6e 
sur papier Whatman No. 1 et chromatographi& dans l’acide ac&ique B 30 ‘A ; on d&coupe la bande qui contient 
le querc&ol et on l’6lue par le MeOH. On nCglige les faibles quantit6s de kaempf&ol et d’isorhamn6tol. 
L’6luat reconcentrb est d6pos6 sur CM de polyamide 20 x 40 cm. La plaque est d&elopp& par trois 
solvants successifs: (1) H20-EtOH-MeEtCO+MeCO)2CHz. 11:4:4: 1; (2) C6H6; (3) C6Hs-MeEtCO- 
MeOH, 2: 1: 1. La bande contenant le querc&ol est Blu& par MeOH. On dose le querc&ol dans la solution 
obtenue et on la soumet g une mesure de radioactivit& par scintillation avec le mklange scintillant PPO, 
POPOP dan le tolukne. La auantite de flavonols par flacon ne doit pas d&asser 1 KM (quenching). Les 
essais-tbmoins (mklanges de iuerc&ine non marq&z et de ph&ylalan>ne-[U~‘4C] m&rent que destraces 
de radioactivitt, au maximum de l’ordre de l/lo5 de la radioactivite initiale peuvent persister au niveau de 
la querc&ine. Le ringage de la solution Cthhrique par H,O est une Btape capitale de la purification. Les deux 
syst&mes chromatographiques ont le double rble d’achever l’&limination de la phknylalanine (R, tr&s fort 
sur papier et dans le solvant 1 sur polyamide) et d’assurer la skparation entre la querc&ine et les au&es com- 
posants du m&nge d’origine &g&tale. Compte-tenu du niveau de l’incorporation dans les flavonols, les 
traces de radioactivite ‘parasite’ sont nkgligeables. 

Dosage desflauonols. Les flavonols sont doses par spectrophotom6trie diffkrentielle en presence de AlC13. 
La mesure de teneur flavonique est directement exprimk en DO-ml par g de poudre ac&onique: cette 
mesure reprksente la DO de 1; solution oh les flavonols contenus dans la masse de v&g&al correspondant it 
1 g de uoudre ac&oniaue sent dissous dans 1 ml de solvant. 1 PM de querc&ol correspond B 22,7 DO-ml. 

h&n alcaline. Les &ycones obtenus par hydrolyse acide sent dissws dans KOH g 15 % dans l’Hz0 
et maintenus 2 hr B I’Cbullition sous reflux. La solution refroidie et acid&% est extraite par Et,O. La solu- 
tion 6thkrique est concentr&, dCposee sur gel de silice et chromatographi& dans le solvant CsH6- 
Dioxanne-HOAc, 90: 25 : 4. 
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