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Ahstrac-In Allium cepa bulb scales, incorporation of ‘*C-phenylalanine, cinnamic acid and glucose were studied 
in relation to flavonol synthesis. The best incorporation into flavonols is obtained with either cinnamic acid or 
phenylalanine. “C-glucose gives a slow incorporation into flavonol aglycone; this is because there is a big pool 
of free glucose in the scales in which the precursor is diluted. Under certain conditions, free cinnamic acid is 
quickly incorporated in a complex which may be a glycoside. After short labelling experiments with phenylalanine 
or cinnamic acid, some free precursor can be found in the scales a few days later but it is not available for 
flavonol synthesis. In these conditions, flavonol analysis shows in some cases, no turnover and in others, a turnover 
of loo/, per day due to catabolism. 

INTRODUCTlON 

Toute une serie de composes phknoliques d&ivant, pour 
une bonne part, de la phtnylalanine, sont form& et accu- 
mules par diffkrentes espkces de vtgetaux supkieurs, au 
niveau de differents types d’organes. Certains de ces com- 
poses, comme les flavondides, sont considerb comme des 
metabolites terminaux, n’ayant d’autre issue que I’accu- 
mulation. Cette conception appelle plusieurs remarques: 
(1) fl existe de nombreux cas d’accumulation trb forte 
de metabolites secondaires biochimiquement non ter- 
minaux (exemple l’acide chlorogknique) (2) Le noyau fla- 
vonique peut Stre scinde, au moins cha certains 
vegetaux sup&ems et, de toute manitre, ces composes 
sont des substrat possibles pour phknolases et peroxy- 
dases. (3) En ce qui conceme les flavonoides, on peut 
actuellement les localiser a trois niveaux tr&s differems 
du materiel vkgetal: a) dans le sue vacuolaire des tissus 
superhciels d’organes a&iens [1,2-j b) dans les chloro- 
plastes de divers vegetaux supkieurs [3,4] c) sous forme 
d’aglycones dans les produits de s&r&ion de divers bour- 
geons, de bois de coeur [S]. S’il est clair que cette der- 
nitre categoric correspond bien a des pro&its physiologi- 
quement terminaux, cela est beaucoup moms evident 
pour les dew autres. Auk, il nous apparait que des 
etudes minutieuses des modalitks de la biosynthkse et 
de l’accumulation de ces corps in viva sont nkessaires 
pour apprehender la signification physiologique de leur 
presence dans le materiel vtgetal 

Nous avons poursuivi l’etude de l’accumulation 
flavonique dans les irpidexmes des tuniques de bulbe 
d’Allium cepa L. Dans les tuniques en survie, s6park? 
et maintenues en milieu a&C, humide, se dtveloppe une 
activite PAL importante, associb a une forte accumu- 
lation de flavonols. L’activitt PAL, comme chez le Mais, 
est indiffkente a la lumibe [6]. Les flavonols s’accumu- 
lent dans les kpidermes, surtout l’kpiderme exteme. Ces 
substances sont essentiellement des derives du querc&ol, 

dont une part importante prksente une glycosylation en 
position 4’. 

RESULTATS 

P&!tration des substances marquhes; rt$artition dam les 
tu?ll@les 

Par trempage des tuniques darts les solutions aqueuses 
des molecules marquees, le glucose et la phknylalanine 
p&t&rent en quantitb stisant aux experiences en 20 
et 10 mn, a partir de solutions meres de 0,l mCQO0 ml. 
Pour l’acide cinnamique, la p&&ration est beaucoup 
plus rapide: l-5 mn sufhsent pour le m&me rbultat. La 
repartition de la radioactivitt dans l’tpaisseur des tuni- 
ques se fait de manitre sensiblement uniforme: au bout 
dun jour, la quantite de radioactivite rkcuperable par 
tincage et frottement des surfaces par un coton imbiW 
d’eau, reprksente 1% seulement de la radioactivite incor- 
pork Si l’on divise la tunique d’oignon en 4 parties 
successives: fraction superticielle, (kpiderme exteme + 
parenchyme immkdiatement sous-jacent), parenchyme 
exteme, parenchyme inteme, Cpidetme inteme, chacune 
de ces parties contient respectivement 21, 27, 44 et 7% 
de la radioactivitt incorpork La teneur par unite de 
masse s&he est, pour chaque fraction, de 34, 24, 35 et 
92dpm/mg. La radioactivitt se r&at-tit done largement 
dans la profondeur des tuniques. Les extrtmitks de-s tuni- 
qua, plus ou moins dizsskchkes, sont Gninkes. Huit 
jours apr&s le marquage, la repartition de la radioactivite 
dans les ditTkrentes parties de la tunique reste sensible- 
ment inchangk 

RPpartition de la radioactivite’ ci la suite de l’extraction 
et de la purification desfIavonols 

L.es glycosides flavoniques des Bpidermes sont extraits 
en quantites proches de la totalite par l’acktone a 80%, 
a temperature ordinaire. La radioactivite des poudms 
acktoniques est toujours forte: SW/, de la radioactivite 
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Tableau 1. Rkmanence des prkcurseurs apres marquage court 

Dose incorporee Stades 
dpm/g ( x 10’) 0 1 2 3 

Acide 
cinnamique 1.3 100%. - 54% 38% 

100% - 37% 25% 
Phtnylalanine 3 100% too”/, 35% 30% 

Glucose 1.5 lW/, -- 92% 70% 

Nota: la radioactivitt prkente sous forme de prkcurseur 
libre imm&liatement apr6s Ie marquage est arbitrairement 
reprksentke par 100% 

incorporke pour le glucose, 20 a 30% pour la phenyl- 
alanine et l’acide cinnamique. Une partie importante de 
cette radioactiviti peut, chez l’oignon, &tre r&up&e en 
poussant l’extraction hydroacetonique. II ne s’agit done 
pas dune fraction insoluble r6elle, engagQ darts des 
molecules nouvellement synthetis&s. Pratiquement, d&s 
l’incorporation de l’acide cinnamique, on peut constater 
dans la plupart des lots. la disparition dune fraction 
importante de la radioactivite cinnamique libre, ce 
phenomtne &ant totalement indtpendant de la synthh 
flavonique. On met en evidence par CCM un compose 
tr&s polaire qui lib&e par hydrolyse acide de I’acide cin- 
namique et qui en est vraisemblablement un derive gly- 
cosyic 

CinPtique d’incorporation des prhcurseurs aux substances 
synthttiskes par Poignon 

Acide cinnamique, phenylalanine, glucose, utilisb 
comme marqueurs, sont doses au tours de la survie. Des 
quamites importantes de ces corps sous forme libre 
persistent tout au long des experiences (10 j), aprts 
marquage court. L’acide cinnamique utili.s& qui est un 
melange de forme cis et trans ne peut &tre utilise que 
SOUS sa forme trans. Nous verrons plus loin que la non- 
utilisation de l’isomere cis ne peut rendre compte a elle 
seule de la persistance de la radioactivite cinnamique en 
fin &experience. 

La phenylalanine persiste aussi en quantitb impor- 
tantes en tin d’experience. Son tventuel engagement dans 
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Tableau 2. Incorporation de la radioactivite aux fiavonols 

PrCurseur 

Phenylalanine Acide cinnamique Glucose 
dpm dpm dpm 
totale dpm totale dpm totale dpm 

incorpork flav. incorporee flav. incorporke tlav. 
(x 104) (x 10’) (x 104) 

52 8% 23 10% 22 3% 
35 9% 2s 5% _- 

320 9% 150 3,5% - 

_._ 250 1% - 

la synthise proteique, alors que le pit d’activite enzyma- 
tique est dtja d&pas& au moment du marquage, apparait 
comme un ph&nom&ne mineur qui ne peut 6puise.r le 
stock de forme libre. Le glucose pr&ente la persistance 
maximale patmi les pr&useurs utilis&s. La molecule 
marquee s’ajoute a un pool de glucose libre t&s impor- ’ 
tant qui subit une utilisation proportionnellement faible. 

Marquage des jlavonols 

Les trois pr&useurs utilises s’incorporent aux fla- 
vonols. Les rendements d’incorporation les plus forts 
obtenus sont de l’ordre de 10% (Tableau 2). Si l’on admet 
que la radioactivite se repartit unifonnement dans 
Epaisseur de-s tuniques et que le rapport masse des 
epidermes/masse totale de la tunique est inferieur ou &gal 
a l/S, on atteindrait pour les epidermes des taux d’incor- 
poration sup&ieurs ou egaux a W/, darts ce cas. 

Le taux dincorporation de l’acide cinnamique, darts 
les conditions optimales, atteint lW/,. Compte-tenu du 
fait que le marqueur est constitut d’un melange cis-crun.s, 
ce rendement est vraisemblablement su@ieur pour la 
forme trans, a celui de l’incorporation de phenylalanine. 
Comme nous I’avions signale anttrieurement [7], I’incor- 
poration de la ph&nylalanine aux flavonols constitue, au 
niveau des Cpidermes, la voie essentielle de transforma- 
tion de ce pr&useur. Le glucose est incorpore en quan- 
tit& plus faibles que les deux autres p&urseurs. 

Deux types d’incorporation de la phbnylalanine ou de I’acide cinnamique darts les flavonols 
de I’oignon, aprb marquage court. 
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Cint%ique des incorporations aprh marquage ponctuel 

Now avons anttrieurement d&-it une cinttique d’in- 
corporation de la ph6nyialanine dans les flavonols d’une 
race d’oignons, A la suite d’un marquage ponctuel de 
10mn. Nous avons r6pM cette exeience aver des lots 
d’oignons d’bat physiologique di!Qrent; Les rbultats 
obtenus montrent (Fig. 1) une tr& forte incorporation 
dans les deux jours qui suivent le marquage. Deux cas 
peuvent ensuite se produire: (1) La radioactivitk flavoni- 
que totale reste alors stable, bien que la masse flavonique 
accumul& continue de s’accroitre. (2) Dans un certain 
nombre de cas, la radioactivitt, flavonique totale &roit 
lentement B partir du troisitme jour apr&s marquage. Les 
marquages avec l’acide cinnamique nous donnent des 
do&es du m&ne type avec les deux possibilit&: main- 
tien ou Ibg&re dhroissance au cows du temps de la 
radioactivitt flavonique totale (Fig. 1). Le marquage avec 
le glucose apporte WI tlbent physiologique nouveau 
(Fig. 2): contrairement & ce qui se passe avec les autres 
p&urseurs, la radioactivitk flavonique totale croit con- 
stamment pendant toute la dur6e de I’exp&ience. Le 
pr6curseur stockt est done lib&b et utilise progressive- 
ment. 

Eflet des doses croissantes de marqueur en incorporation 
ponctuelle 

En marquage ponctuel, da essais, de doses, de phCnyla- 
lanine et acide cinnamique ont ete effectues. Dans un 
essai antCrieur, nous avions d&i une dose de phhyla- 
lanine qui entrainait une croissance continue de la 
radioactiviti flavonique (4 x IO6 dpm/g), et qui corres- 
pondait done B un comportement physiologique diffhent 
de celti obtenu avec lea doses inRrieures. Avec des doses 
comprises entre 30 x 10’ et 25 x lo* dpm de phtnyl- 
alanine ou d’acide cinnamique par g de matbiel vbgbtal, 
les courbes de radioactivitk flavonique totale en fonction 
du temps sont d’aspect tr&s semblable (Fig. 3). Cependant, 
alors que le rendement d’incorporation de la phhyl- 
alanine aux flavonols reste constant quelle que soit la 

I I 1 I 1 
) Accumulation flavoniqw 
) Racliaactivit( flavonlqw totalb 
I Aativit~ rpkifiqur des flavanolr 
I Activit6 sphifiqur des flovanals 
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ra flav. totale 
f 

Fig. 2. Incorporation du glucose, aprC marquage court, dans Fig. 4. Cinktique apparcnte de disparition des flavo~ol~ dans 

les flavonols. Its cas oti elk se prtiuit. 

Fig. 3. Evolution de la radioactivitt flavonique totale aprts 
marquage court avcc la phinylalanine ou I’acide cinnamique. 

dose employ& (9% environ) (tableau 2), It rendement 
d’incorporation de l’acide cinnamique dans les mi%nes. 
compo& d&roit de 10 B 1% lorsque la dose appliqu& 
augmente. Ce phCnom&ne semble correspondre B la mise 
en place d’un cloisonnement physiologique qui dttour- 
nerait I’acide cinnamique plus que la phhylalanine des 
sites de synth6se flavonique. 

Application des mesures rblis6es 6 des estimations de turn 

Contrairement au ghzose, avec la phhylalanine et 
l’acide cinnamique, la radioactivitt totale incorporte 
dans les flavonols reste stationnaire voire d&roit Or, 
des quantitb non Ggligeables de p&urseurs persistent 
g Mat libre dans le ma&e1 v&#tal. II nous faut done 
conclure qu’elles ne peuvent avoir ac& aux sites de 
synth&se flavonique. Si l’on admet que ce blocage est 
total et que les conditions de dbtermination d’un turn 
over sont parfaitement r&ah&a, on peut dbterminer les 

I I I I 
2 4 6 6 
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ordes de grandeur du turn over en differents etats physio- 
logiques: 

(a) Lorsque la radioactivite flavonique totale reste 
stable le turn over wait nul. 

(b) Lorsque la radioactivite flavonique totale decroit, 
on peut exprimer le turn over (T.O.) (Fig. 4) par la for- 
mule 

T.O = ~WQIAI - Qz.AJ 
(7’2 - T,)A, .Ql 

Qi, Q2 representem le contenu flavonique et A, et A2 
l’activite specifique des flavonols aux temps Ti et T2 (en 
jours). T.O. exprime done la proportion dtgrad&e par 
jour dune unite flavonique synthetisee au moment du 
marquage. La figure 4 montre qu’un tel calcul applique 
aux decroissances observ&es dans un certain nombre de 
cas permet d’haluer l’ordre de grandeur de la degrada- 
tion flavonique a 10% par jour. 

DMXJSSION 

Chez l’oignon, la physiologie du bulbe en “survie” est 
telle que les pr6curseurs incorporb sont partiellement 
accumules pendant des temps assez longs Contrairement 
a la phenylalanine, le stockage du glucose pcrmet un 
a&s progressif aux sites de synthbe flavonique pendant 
toute la duree d’experience. On peut done penser que 
Ie glucose incorpore est accumuli dans les mimes condi- 
tions que la reserve glucidique naturelle des tuniques, 
qui est effectivement constituee de glucides simples, solu- 
bles, presents en quantitb t&s importantes dans la 
vacuole. La t&s grande taille du pool de glucose libre 
a pour consequence une dilution inerte du precurseur 
marque et peut certainement expliquer la continuiti de 
l’incorporation dans les tlavonols apres marquage court. 
La respiration n’entraine pas, en cows d’exp&ience, de 
baisse visible de la reserve. Cependant, I’intensite d’incor- 
poration aux flavonols, trt%s forte immMiatement aprts 
marquage, est beaucoup plus faible par la suite, alors 
que la teneur en glucose 14C libre est inchangec ou pres- 
que. Un changement de localisation doit done intervenir 
entre ces deux etapes: si I’hypothtse d’un changement 
au niveau histologique est peu vraisemblable, par contre 
des modifications au niveau cytologique seraient poss- 
ibles: le glucose await, seulement au tours de la deux- 
i&me &ape, une lccalisation limitire, vraisemblablement, 
vacuolaire. 

Phenylalanine et acide cinnamique ont en commun 
avec le glucose un marquage flavonique intense immedi- 
atement apr6s I’incorporation. Par la suite, l’incorpo- 
ration parait t& faible voire nulle pour les deux pre- 
miers composes. Tout se passe comme si le prtcurseur 
libre n’accedait plus aux sites de synthbe tlavonique. 
Pour l’acide cinnamique, la possibilite qu’a I’oignon de 
l’engager dans une molecule plus complexe joue vrai- 
semblablement un role important dans son cloisonne- 
ment. 

Pour les turn over, les estimations obtenues constitu- 
ent une limite inferieure puisque I’on ne peut exclure 
absolument une faible poursuite de I’incorporation du 
precurseur radioactif. L’existence d’un turn over appar- 
ent nul dans certains cas, et d’un turn over apparent 
de 10% par jour dans d’autra, peut etre interprttee de 
deux manieres differentes: (1) dans le cas du turn over 
apparent nul, on ne peut exclure totalement I’eventualite 

d’un Cquilibre constamment maintenu entre incorpor- 
ation et degradation, la foumiture de phtnylalanine 
radioactive se poursuivant tout au long de l’exp&ience, 
comme c’est le cas pour le glucose. Cependant, le stock- 
age de precurseur est assez faible, on n’enregistre pas 
de baisse convenable de celui-ci en tin d’experience et 
une compensation exacte de la degradation par la 
synthbe, amenant au maintien de I’activite flavonique 
globale parait inconcevable. Au total, cette hypothese 
parait done tr6s improbable. (2) Ce turn over apparent 
nul correspondrait a une activite nulle des processus de 
degradation flavonique dans I’oignon, dans certaines 
races physiologiques ou, pour toutes les races, a certaines 
etapes de la vie du bulbe (dormance?). A d’autres Btapes, 
(avant I’entree en dormance ou aprt+s la sortie de dor- 
mance?), ces processus pourraient fonctionner. II nous 
faut d’ailleurs noter a ce niveau que certains lots ne 
possedent pas I’aptitude ii complexer I’acide cinnamique. 
De plus, dans le bulbe en conditions normales, la persis- 
tance de quantitts fortes de querc&ol libre dans les tuni- 
ques stnescentes montre que le catabolisme flavonique 
est un phenombne t&s limit& comme le suggtrait deja 
le niveau d’activitt PAL des tpidermes, trop faible pour 
assurer une synth6se de quantitQ de flavonols bien 
superieure a celles qui sont accumultes. Notons d’ailleurs 
que les flavonols de l’oignon sont, pour une t&s large 
part, rep&se&s par des 4’glucosides qui pourraient 6tre 
plus rtsistants a la degradation que les giycosides en 3 
[8]. Cependant, la teneur en flavonols des tuniques, 
peripheriques, seches, nettement plus basse (par unite de 
surface) que celle des tuniques vivantes, pourrait s’exph- 
quer par des degradations prenant place in viva et non 
aprb la mort de la tunique. L’amplitude maximale du 
catabolisme mesuree chez I’oignon est trb vraisemblable- 
ment sans commune mesure avec celle qui concerne les 
polyphenols de jeunes pousses en croissance. Par contre, 
elle est du mCme ordre de grandeur que celle du turn 
over note par Barz et Hose1 [9] dans les feuilles de Cicer 
arietinum. Cette comparaison nous incite d’ailleurs a 
penser que, mime pour les organes atriens oh la relation 
entre flavondides et lumiere se manifeste de nombreuses 
manieres, le role physiologique des flavonols pourrait 
egalement comprendre des fonctions de protection contre 
divers itre vivants du mime biotope (fonctions qui par- 
aissent Ctre celles des flavonols du bulbe d’oignon). 11 
se pourrait que ces fonctions soient, au moins partielle- 
ment, assurees par l’intermediaire des produits d’oxyda- 
tion de la moEcule en C 15. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Des bulbea d’oignon au repos sent dtsinfectb en surface 
et coupcS diametralemeut. Lea demi-tuniques obtenues sont 
diboitkes et disposees sur du papier tiltre dam lequel circule 
de I’eau [6]. Ce dispositif est au prkalable d&infect& Au bout 
de 24-48 hr. le contenu flavonique des tpidermes d’oignon 
augmente a peu p&s linkairement jusqu’a une limite de 12 
noun environ, moment g partir duquel il eSt t&s difficile d’as- 
surer un bon &at sanitaire du materiel vtgetal. L’incorpo- 
ration se fait par trempage des demi-tuniques (en general au 
troisitme jour de survie) dans les solutions aqueuses de precur- 
seur B lOO~Ci/200 ml Le temps de trempage varie de 1 a 
20 mn suivant l’experience. L’acide cinnamique pknttre beau- 
coup plus rapidement que la phtnylalanine ou le glucose. Le 
materiel trempe est maintenu 10 mn k I’air avant de le rincer 
abondamment. Aprts marquage, des tuniques sont prelevk 
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Fig. 5. Protocole experimental de purification du quer&ol marque. 

tow les deux jours, pes&s et i~~iatern~t immergcSes dam 
pa&one et stock&s a - 15”. 

Extraction, pw$kation 

Lx probl&me pose r&side dans l’obtention de flavonols- 
totalement exempts de traces de pr&zurseurs,--exempts de 
composes provenant du materiel v&g&al et ayant pu se mar- 
quer,--exempts de substances pouvant perturber le dosage 
spectrophotomttrique des flavonols. De plus, l’obtention doit 
se faire darts un d&i compatible avec la poursuite dune 
experimentation physiolo~que. II faut done que le protocole 
soit aussi simple que possible et s’applique B de pet&s quan- 
tit&s. Apr&s divers essais [lo], le protocole que nous avons 
mis au-point et le plus &&nntent utilise-est le suivant: 
L%chantillon (150~ de mat&e fraichel est extrait oar SO0 ml 
d’acetone B temp&tture du laboratoire. Le rendem&tt de l’ex- 
traction pour les IIavonols est de 90%. Une dew&me extrac- 
tion foumit 8% de la quantiti flavonique initialement obtenue. 
La solution ac&onique est ramem% a 20ml. Une petite ali- 
quote set? au dosage des Ravonols par spectrophotomttrie dif- 
ferentielle en pr&sence de AK&. Une aliquote plus importante 
subit des pupations resum& darts la Fig. 5. 

Le quercetol clue de la CCM de polyamide par EtOH est 
dose par spectrophotometrie differentielle et sa radioactivitt 
est meat&e par scintillation dans Ie melange PPO, POPGP, 
tolu&ne, darts une bande d’energie allant de 0.65 a 4.70 Kev 

qui limite a t&s peu l’effet de quenching dit a,ux flavonols 
et permet de t&s bonna mesums, meme avec 5hM de ces 
corps. La phenylalanine est s&par&e par chromatographie bidi- 
mensionnelle sur papier et l’acide cinnamique par CCM de 
silice, ii partir de l’extrait ac&onique concent&. 
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