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R&m&-Lea lipidea extraits du parenchymo do pomme ont ttk divi& en plusiours c&gories (pa&&s, 
glyckrides et phoapholipides) par plusieura pro&&a chromatographiquea. Lcs lipides neutres foment 
seulement lo quart du poids da lipides totaux. Auame diff&ence signi&ative n’a &6 trouvb dam les 
compositions en acida gras des lipides neutres ou polaires. La phospholipidea des tisms, &pa& par 
cbrornatographio sur cache mince ou sur papier silic&, sont principalement: la phosphatidyl&hanolamine, 
la phosphatidylcholine, l’acide phosphatidique, la phosphatidyl&rino, le phosphatidylinositol et plusieurs 
autresconstituantsmineurs. Les produits de d&acylation de ccs phospholipides de pomme ont Ct6 prtperts. 

AWraet-Tho lipids extracted from apple parenchymo have been divided into several classea @ratEm, 
glycerides and phospholipids) by several chromatographic prccedurcs. Neutral lipids form only onequarter 
of total lipids (on a wight be.&). No a&n&ant di!ferencea havo been found in the fatty acids compositions 
of neutral or polar lipids. The phospholipids of the tissue separated by thin-layer or silica loaded paper 
chromatography are mainly phosphatidylethanolamino, phosphatidylcholine, phosphatidic acid, phospha- 
tidylserine, phosphatidylinositol and several other minor constituents. Deacylation products from these 
apple phospholipids have been prepared. 

DE NObiBREUX travaux ont 6t6 consac& B l’&ude du m&abolisme des glyckides et phos- 
pholipides des tissus animaux ou des microorganismes.1-3 Les recherches concernant le 
m&.abolisme de ces m&es lipides chez les plantes supkieures sont beaucoup mains nom- 
breuses.s-5 L’analyse chimique des glyckides ou phospholipides, dans certain.9 tissus de 
v&&aux supkieurs (feuilles, tubercules, rhizomes, cultures de tissus) a cependant 6ti 
effectu& rkemment par plusieurs auteurs. 6-12 Dans le p&sent travail, nous abordons 

1 R. J. R. Rossrrmt et K. P. STRICKLAND, In Lip&ie Metabolism (Edited by K. BLAH), p. 69. John Wiley, 
New York (1960). 

2 R. M. C. DAWS~N, In Eways in Biochmristry @dited by P. N. CAMPBJU and G. D. GFZE~ILIX), Vol. 2, p. 69. 
Academic Press, New York (1966). 

3 R. M. C. DAWS~N et D. N. RIWDFS, Metalwlism and Physiologic01 Significance of Upldr John Wiley, 
New York (1964). 

4 E. J. BARRON et P. K. Snrsrpp, Biochmt. Biophys. Acta 60,329 (1962). 
5 G. M. CHENUE, P&ant Physfof. 40,235 (1965). 
6 B. W. NICHOU. In New Biochemicul Sqmrat&ns (Edited by A. T. JAMES and L. J. Moms), p. 322. Van 

Nostrand, New York (1964). 
‘P.S. sAsrRYctKATBs.~m&tfy 3,1271(1964). 
* B. W. NICEKU, Phyrochem. 4,769 (l%S). 
9 C. F. FREEMAN, P. GOOD, H. F. DAVIS et S. D. FOWLKR, Rio&em. fi&‘s. &s. Commun. W, 424 (1964). 

10 R. 0. WBHNINK et F. B. SHORLAND, WlocMm. Bbphys. Acta 84,613 (1964). 
11 B. W. NICHOLS et A. T. JAMFS, Ferre, Stifen, Amtrichmitte~66,1~3 (l%S). 
12 R. Doucz, Compt. Rend. 2S9,3066 (1964). 

687 



688 P. MAZLIAK 

l’etude du metabolisme de ces substances dam le parenchyme de pommes. Uncertain nombre 
de don&es ont en effet ete acquises recemment sur le mktabolisme des acides gras dans le 
parenchyme de pomme et cela nous a incite a entreprendre, dans ce m&me tissu, l’etude du 
metabolisme des lipides bruts, glycerides et phospholipides non hydrolyses. 

Meigh et Hulme13 ont montrt que la maturation de la pomme s’accompagne dune 
biosynthtse importante d’acides gras ins&u& (notamment d’acide linolbique) dans le 
parenchyme de la ” pelure" du fruit; paralltlement l’activite lipoxydasique des mitochondries 
de ce parenchyme de “pelure ” s’accroit au cows de la maturation. Mazliak et Pommier- 
Miard14 ont aussi observe une augmentation notable de l’acide linoleique dans le parenchyme 
central (“pulpe”) de pommes murissant a basse temperature. Des experiences d’incorpora- 
tion d&State-1-r4C dans les acides gras du parenchyme central de pommes vertes”-r6 nous 
ont permis de noter, en 1965, que l’acide oleique est tres rapidement synthetise dans ce tissu a 
partir de ce precurseur ; l’acide linoleique se forme plus lentement et beaucoup plus lentement 
encore les acides palmitique, stearique et linolenique. Dam une drie de recherches r&centes 
sur l’incorporation de divers pr&rrseurs marques (acetate-l-C14, malonate-l-3-C14, glucose- 
U14-C) dans les lipides des mitochondries du parenchyme central de pomme, Ben Abdel- 
kaderr’-I8 a constate que ces particules cytoplasmiques synth&isent tres activement, a partir 
des divers precurseurs, les acides mono&hylCniques, oleique et palmitoleique, moins active- 
ment les acides satures palmitique et stearique, trts peu l’acide linoleique. Ce travail suggtre 
que le site cellulaire de la biosynthbe des acides imatures, dam le parenchyme de pommes, 
pourrait se trouver par exemple sur les membranes de l’ergastoplasme, si riches en phos- 
pholipides. Dans l’ttude present&z ci-dessous. nous cherchons h savoir dans quelles molecules 
lipidiques entitres (phospho-, di- ou triglycerides) sont incorports les acides gras form& 
par les cellules entieres du parenchyme, a partir de l’ac&ate-l-*4C. Le renouvellement des 
autres parties des molecules lipidiques est egalement etudie dans le tissu entier, en suivant 
l’incorporation dans les molecules de deux autres p&curseurs marques: le glycerol-l-3-14C et 
l’acide phosphorique marqut au 3zP. 

Avant d’exposer nos recherches purement physiologiques, nous presentons dans un 
premier article les resultats fournis par les diverses techniques chromatographiques que nous 
avons employees pour analyser les lipides bruts du parenchyme. 

RESULTATS 

1. Acides Gras des Lipides Totaux 

Les lipides totaux sont extraits du parenchyme des fruits par le melange chloroforme- 
methanol selon la methode de Folchlg modif& par Bligh et DyerzO. Les acides gras des 
lipides totaux sont analyses sous forme d’esters methyliques par chromatographie en phase 
gazeuse et chromatographie sur couche mince de silice impregnee de nitrate d’argent; pour 
analyse complementaire, les esters d’acides insatures sont tgalement separb des esters 
satures aprts formation de complexes mercuriques avec les corps ethyltniques. Nous avions 

13 0. F. ME~GH et A. C. HULME. Phytochem. 4,863 (1965). 
14 P. MAZLIAK et J. POMMIJZR-Mm. Fruits (Paris) 18. 177 (1963). 
15 P. MAUIAK, Compt. Rend. 261,2?16 (l%$. . . . 
16 P. MAZLIAK, Fruits (Paris) 20,605 (1965). 
17 A. BENABDELKADER et P. MAZLIAK, Compt. Rend. X1,2942 (1965). 
18 A. BEN ABDELKADER, These (3 &me cycle), Facult6 des Sciences de Paris (1966). 
~~J.FoLcH,M.LEEs etG.H. SLOANE-STANLEY,L Biol. Chem.226,497(1957). 
20 E. J. BLIGH et W. S. DYER, Can. J. Biochem. Biophys. 37,911 (1959). 
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deja employ6 toutes ces techniques pour l’etude des acides gras totaux du parenchyme extraits 
par saponification directe du tissu2’ et les r&ultats obtenus sur l’extrait lipidique total se sont 
r&v&% identiques a ceux obtenus prkkiemment sur le melange d’acides gras resultant de la 
saponification directe. Les acides idemit% sont group& dans le Tableau 1; les principaux 
sont l’acide hnoleique (53 YJ, l’acide palmitique (3 1 %), l’acide oleique (7 “h, l’acide stkrique 
(4,2”h et l’acide linolenique (4”/d. On compte en plus une dixaine d’acides gras mineurs 
apparaissant A l’etat de traces. Les pourcentages des acides ont ettc mesurks B partir des 
surfaces des pits chromatographiques. 

TABLEAU 1. PIUNCIPAUX ACIDBS GRAS ID~~WIF’& PAR CHROMA~RAPME DANS ~89 LIPIDES ~AIJX, 
LesLIPxDEs- ET IES PRINCIpAUX PHCXPHOLIPIDPS DU PARENCHYME DE POMMB 

o/O des acidea gcas totaux 
, , 

Phospholipides Principaux phospholipides 
Acideat Lipides Lipides totaux (et autre!i I \ 
idmtitXa totaux neutm3 lipidea polaires) PI* PC* PS PE* PA* 

lo:o et 
acides in- 
f&ieurs 

12:o 
14:o 
14:l 
16:0 
16:l 
17:o 
18:0 
18:l 
18:2 
18:3 
19:o 
20:o 

13J3 
l@ 

traces 

2: 
63,36 
4999 

tracea 
traces 
traas 

- 

440 

(MO 
459 

traces 
31.48 54 18,8 27 lf7 16 
traces 

5,95 2UO 10,9 26,3 17.3 $2 
6,17 8980 16.4 17,8 16,l 27,3 

5027 12 41,2 29 37,8 39,6 
4,73 - 12$ - 16,4 12 

traces 
trace3 
tracea 

t LB acides sont d&G&s par le nornbre d’atomes de carbone qu’ils contiennent, suivi aprts les deux points, 
par le nor&e de doubles liaisons. 

+ PI=phosphatidylinositol; PC=phosphatidylcholine; PS=phosphatidyl&ine; PE=phosphatitidyl- 
ethanolamine; PA=acide phosphatidique. 

2. Sdparation ah Lipides Bruts en Diverses Classes 

Les lipides totaux, en solution chloroformique sont divisks en diverses classes par chroma- 
tographie sur couche mince de silk, selon la methode de Mangold. Cinq spots (quelque- 
fois six) apparaissent sur les chromatogrammes (Fig. 1) et l’on peut faire correspondre 
les quatre spots principaux, (aprks comparaison de leurs R, avec ceux de substances temoins, 
ou en comparant les chromatogrammes obtenus avec ceux pubhb par Mangold) aux cat& 
gories suivantes: parafIines, triglycerides, diglycerides et phospholipides. Un petit spot 
suppl6mentaire, migrant entre les diglyckides et les phospholipides, a meme Rf qu’un sterol. 

D’aprb la densite des spots sur les chromatogrammes, les phospholipides puis les tri- 
glycerides sont les deux classes de composes les plus importantes. 

21 P. Wu, Fruits (Paris) 20,559 (l%S). 
2~ H. K. MANWID, J. Am. Oif Clremlsts’ Sot. 38,708 (1961). 
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Fro. 1. ~OMA’~OC%U’HIE 8UR COUCHE MlNCJl DE9 LIPIDES TDTAUX DU PAWN- DE FOMME. 

(Couch0 mince de silicbsolvant: ether do p&role-&her bthyliquc-acida acbiquc: 9O:lO:l en 
volumes) 1,2,4, 5, 7: divmcs quautitts d’cxtmit lipidique total en solution dans It chloroforaw. 

Ttmoins: 3: T&rad&xnc; 6: Phosphatidylcholine; 8: sitostCro1; 9: triolcine. 

F.S.: front du solvant; Pa: pamtbes; T: trig&&rides; D: diglyc&idcs; S: stbols; P: phospholipides. 
Rhrclation: Dichlorofluoractine et rayons U.V. La densitt du hachurt traduit la densitt dcs spots. 

La &paration des lipides totaux en diverses classes est Cgalement r6alis6e sur papier 
silk&, selon la technique de Marinetti. 23 Sur les chromatogrammes (Fig. 2) l’extrait lipidique 
total se divise en cinq fractions principales identifkks par comparaison avec la migration de 
substances t6moins ou A l’aide des chromatogrammes prkent& dans la publication originale 
(Tableau 2). Ces fractions correspondent aux parffies, triglyckides, diglyckides, mono- 
glycerides et phospholipides. Un spot peu important, present quelquefois entre les triglydr- 
ides et les diglyckrides n’a pu @tre identifik (On peut, d’aprb le Rf, penser A un spot d’acides 
gras libres, prknts en faibles quantitk) Le spot des phospholipides prkente trks nettement 
la plus grande densiti et correspond A la categoric de lipides la plus importante dans le tissu. 
Les rkwltats de l’analyse des diverses catt5gories de lipides sur papier silk4 s’accordent done 
bien avec les Aultats obtenus par chromatographie sur couche mince de silk. 

Ces resultats sont encore co&n& par des chromatographies de lipides bruts totaux 
extraits de fragments de parenchyme ayant mCtabolis6 divers prtkurseurs radioactifs : (Fig. 3). 
Lorsque l’ac&ate-1-W sert de prkurseur, ce sont essentiellement des acides gras qui sont 
synth&isks par les cellules du tissu16 et toutes les fractions lipidiques brutes pr&demment 
reconnues sont intens&nent marqu&s A l’exception des parties et des monoglyckides: 
une autoradiographie des chromatogrammes de sbparation des lipides bruts montre trois des 
cinq spots pr6ckiemment r&l& A la Rhodamine. Lorsque c’est du 32P (sous forme de 32P- 

23 G. V. Mm, J. F. ERBUND et M. BRA, 
p. 71. John Wiley, New York (1964). 
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phosphate inorganique) qui a 6ti dorm6 A mCtaboliser aux fragments de tissu, seul le spot de 
phospholipides est activement marque: les autres spots ne sont absolument pas radioactifs. 
E&n lorsque du glycerol-l-3-*% a et& foumi aux fragments de parenchyme, tous les spots 
apparaissent sur les autoradiogrammes il l’exception des paraB.nes: les glyckides sont t&s 
fortement marques (saufles monoglyckides), les glyckophospholipides sont moins marques. 

1 2 3 4 3 

, 

=3 

=2 

Sl 

0 

FIQ. 2. CHR~MA~ WR PAPIER SILK& DES LIpIDes TtYUUX DU PAIIENCHYMB DB RXfbiE. 

(0: ligne de dcpst des m&mges & chromatographier; S1: front du premier solvant: chloroforme- 
m&hanol: l/l en volumes; Sz: front du second #okant: heptaneAkwbutyl-c&one: l/l en volumes; 
Sa: front du troisitmc solvant: beptanexliisobutyl cktone-acide acktique: %/6/0,5 a volumea). 
2,3,5: divenw quantitka d’extrait lipidique total en solution dans le chloroforma. TU: 1: trio- 
lti wmmerciale (t&s impure); 4: acide phosphatidique. M&nea abrkviations qu’B la Fig. 1-M: 

monoglyckides. Rtvtlation & la Rhodamine. 

ede3 
Diglyckridea 
Mowglyckides 
Phospholipides 

1 1 
0,85-0,90 Ow-0,~ 
450-0,~ 0,X3-0,58 
436-0.43 441-0,50 
O,aM,lO 0,00-0,10 

Les lipides neutres de l’extrait lipidique total (essentiellement tri- et di-glyckides) peuvent 
&re facilement Stpar& des lipides polaires (phospholipides) par chromatographie sur colonne 
de silk. 452 mg d’extrait lipidique brut se divisent ainsi en 102 mg de lipides neutres Cl& 
par le chloroforme et 350 mg de phospholipides 6luts par le melange chloroformem&hanol. 
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La nature des fractions &&es hors de la colonne de silk est v&i&e par chromatographie 
des tluats sur papier silk& 

L’analyse par ~~omato~ap~e en phase gazeuse des esters methyliques des acides gras 
presents dans les moltkules constitutives de ces deux fractions rWle une certaine similitude 
de composition en acides entre lipides neutres et phospholipides (Tableau I). Dans ces deux 
categories se retrouve we composi~on en acides gras rl peu p&s analogue B la composition 
globale des lipides totaux du parenchyme. Les phospholipides semblent cependant un peu 
plus riches en acide palmitique que les lipides neutres; ceux-ci contiennent au contraire un 
peu plus d’acide linoleique (acide majeur) et sensiblement moins d’acide palmitique (13 7; 
au lieu de 30%). 

3. Anrdyse des Phosp~lali~ides du Pa~enchy~e 

Une premiere separation chromatographique des phospholipides est rkaliske sur couche 
mince de silice par la methode bidimensionnelle de Lepage.24 Un chromatogramme est 
prkente & la Fig. 4. Un tres grand nombre de corps, sont presents dans l’extrait lipidique 

(Solvant A: chloroformwnethanol-eau, 65/Z/4 en volumes-So lvant B: diisobutylcttonc-acide 
acktique-eau, So/SO/l0 en volumes). PS: phosphatidylstkine; PI: phosphatidylinositol; PC: 
ph~~tidyl~ol~~; PG: ph~phatidy~y~ol (id~ti~~tion probable); DGG: digalactosyl- 
&&ride (identitication probable); PE: phosphatidylethanolamine; S: stkoide; PA: acide phos- 
phatidique; LN: lipides neutres. Tous les spots sent r&&liis par l’iode ou l’acide sulfurique 
conwntr6. Les spots r&&&s B la ni~~ine sent hachurks. Le spot i~~at~t r&& par le 
rkctif de Draggcndorf eat marque de croix. Lcs spots pomtillts sont immbdiatement r&&s en 

roses par l’acide perchlorique B 20:4. 

total puisque ces ~~omato~a~es peuvent p&enter jusqu’8 14 spots distincts. On peut 
identifier parmi ces corps les composes suivants : phosphatidyl Shrine, phosphatidyl inositol, 
phosphatidyl choline, phosphatidyl &hanolamine, acide phosphati~que et lipides neutres. 

z4 M. MAOI?, J. Chroontatog. 13,99 (1964). 
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FIG. 3. FRAC~ONNEMEKT SUR PAPIER SPLICE DE L’EXTRAIT L~PIDIQUE BRIJT DU PARENCHYME DE POMME 

EN DIVEXSES CLASSES, APRt!S INCUBATION DES FRAGMENTS DE PARENCHYME AVEC DIVERS PRfCURSEXJRS 

RADIOACITFS. 

Rtvklation par autoradiographie; 1: apr&s incubation en p&nce d’acktate-l-W, toutes les classes 
sont marqu&s A l’exception des paraffines ; 2 : aprks incubation en prkence de JzP-phosphate seuk les 
phospholipides sont marques; 3: aprks incubation en prknce de glyc&ol-1-3-14c, glyckrides et 

phospholipides sont marques. M&nes abtiviations qu’& la Fig. 2. 

[facie pcrgc 692) 
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FIG. 7. SEPARATIOV SUR PAPI~R SILK% DLS PHOSPHOLIPIDES DU PARENCHYME Dt POMME APRES INCURS- 
TION DE FRAGMEhTS DE PARENCHYME EN PRkSkNCt DE DIVERS PRkURSEIIRS RhDlOM-fIFS. 

I : mcubatlon cn prksence d’acetate I-*JC; 1: incubation en prkcnce de phosphate -??P; 3: incubation 
en prkencc de glyc&ol I-3-lW. Rtvtilation par autoradiographic. 
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1 2 

1 1 

FIO. 8. CHROMATOGRAPHIE BIDIMENS~ONNELLE SUR PAPIER DES PRODLIITS DE D~SACYLATION DE 

PHOSPHOLlPIDESDEFRAGMEKISDEPARENCHYMElNCUB~SENPRESENCEDEPHOSPHATE-3Z~. 

Solvant A: phknokau; Solvant B: butanol-acide propionique-eau. Rtvtlatlon par autoradio- 
graphie. 1: glycerylphosphorylcholine; 2: glycerylphosphoryl&hanolamine; 3: glycerylphosphoryl- 
cholme cyclique; 4: glycerylphosphorylglycerol; 5: glycerophosphate; 6: glycerylphosphosphoryl- 

s&me; 7: diglycerylphosphorylglycerol; 8: glycerylphosphorylinositol. 
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Ces phospholipides sont identif%s: (1) en comparant les Rf de chaque corps dans les deux 
systt?nnes chromato~ap~qu~ avec les Rf de substances temoins achet&s dans le commerce 
ou avec les Rf publib par Lepage (Tableau 3), (2) ii I’aide des r&&ations spt$cif?ques s&antes : 
rt!v&lation B la ninhydrine pour les phospholipides prtfsentant un groupement -NH2 librc 
c’est a dire la phosphatidyl shrine et la phosphatidyl &hanolamine; r&lation au r&tif de 
Dragendorff pour la phosphatidylcholine. I1 reste dam l’extrait huit spots non identifies. 
Trois de ces spots donnent avec Wide perchlorique a 20 % une couleur rose, cc qui peut faire 
penser & des compost!s st&oliques, d’apres Lepage. Un spot mineur sous I’empfa~ment de 
la phosphatidyl &hanolamine migre de la meme fas;on qu’un digalactosyl glyc&ide scion 
Lepage. Un autre spot mineur au dessus de I’emplacement de la phosphatidyl choline a les 
m&es R, que le phosphatidyl gly&ol, toujours d’apr&s ce meme auteur. 

Une etude compl6mentaire de ces phospholipides est entreprise par chromatographie sur 
papier silic6 selon la technique de Marinetti .25 Un chromatogramme des phospho~pides du 
parenchyme obtenu dans ces nouvelles conditions est pr&ent& & la Fig. 5. L’extrait chloro- 
formique, contenant les lipides totaux du parenchyme, se divise ainsi en 9 spots principaux. 
On peut identifier sur les chromatogrammes les corps suivants: phosphatidyl inositol, 
phosphatidylcholine, phosphatidyltine, phosphatidylethanolamine, acide phosphatidique; 
les lipides neutres sont group& dans le spot supkieur migrant presque au front du solvant. 
Ces identifications sent faites: (1) en comparant les R, des corps &par&s avec les Rf de 
substances temoins ou avec les Rf publit5-s par Marinetti (Tableau 4), (2) & i’aide des rkctions 
color&es sp&Sques suivantes; r&action de Draggendorff pour la phospbatidylcholine; 
r&action iI la ninhydrine pour la phosphatidylskine et la phosphatidyl&hanolamine, (3) en 
comparant les spectres infrarouges (Fig. 6) des substances &&s du papier silk6 avec les 
spectres ix&rouges de substan~s tknoins (ou avec ceux pub& par divers auteurs2627). 
Aux cinq cat&gories de phospho~pides citk ci-dessus, on peut ajouter les deux phospholi- 
pides suppl&mentaires suivants, identif%s avec une moins grande certitude, du fait de I’absencz 
de t6moins: le phosphatidylglyckol formant un petit spot surmontant la phosphatidyl- 
choline et s’en distinguant nettement par une fluorescence diff&ente, sow rayonnement u.v., 
apr&s r&lation & la Rhodamine; le diphosphatidylglyckol (cardiolipide) formant un petit 
spot sous l’acide phosphatidique. Deux spots supplt5mentaires sur les chromatogrammes 
reprt%entent des substances non identif&s. 

Comme dans Etude des lipides neutres, les autoradiographies de chromatogrammes 
contenant des phospholipides extraits de tissus ayant m6tabolis.6 divers p~&~~~urs radio- 
actifs, permettent de confirmer ces rkmhats. Lorsque l’ac&~+l-~% est le prkurseur, tous 
les spots sont marquks ; lorsque le 32P-phosphate est le ptirseur, tous les spots sent marqub 
sauf celui des lipides neutres; lorsque Ie glyckol-l-3-% est le prkcurseur tous les spots in 
nouveau sont marqub (Fig. 7). 

Les glycerophospholipides pr&ents dans le parenchyme de pommes sent en outre identi- 
fi& de faGon compl&nentaire B l’aide de leurs prod&s de dkacylation pn5par6s selon la 
m&ode de Dawson modifi& par Benson et Maru~.~* Les chromatographies bidimension- 
nelles sui papier (Fig. 8) des prod&s de dksacylation montrent les spots reprkntant les corps 
rassembl&s dans le Tableau 5, identifies par leur R,, et correspondant aux produits d’hydrolyse 
des principaux phospholipides prWdemment identif%s dans le tissu. 

2s G. V. Mm In New BiocWcuI Sepmotiotts (Edited by A. T. JAMES and C. J. Maruus), p. 339. 
Van Nostrand, New York (1964). 

26 G. ROUSER, G. KIUTCHWKY, D. HEI.XZU et E. LEEER, J, Am. Oil ChemW’ Sot. 40,425 (1963). 
27 M. B. ABRAMSON, W. T. NORTON et R. KATZXQI, J. B&d. C&m. W,2389 (1965). 
28 A. A. BENSON et B. MARUO, B&him. Biophys. Acto 27,189 (1958). 
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FIO. 5. %PARATEON DES PNOSPHOLPIDE!3 DU PARENCEVME DE POMMB SUlk PAF’tER !itLd (-a 
Da rtflmam). 

1: Ttmoin commmial de phosphatidyk&inc; 2: t&ok cotnmuckl da ph@s&atidyiino&ol; 
3-7: lipidea totaux du pnmchyme an solution dam k chloroform, an quantitba croissanta, da 3 
(30 4 d’cxtrait) B 7 (60 4 d’cxtrait); 8: tboii cmmmial de Phcephatidylbhanolamim 
(WphSne” impure); 9: tboii commenial da phcmphatidylcholim. M&IWJ ab&vktions et sym- 

bob qu% k Fi, 4. R&v&&m &n&ak B k Rhodamine et observation sous rayons u.v. 



5 6 7 , ‘4 P 

FIG. 6~7. 

FIG. 6. SPECIRES I.R. DES PRINCIPAUX PHOSPHOLIPID~ DU PARENCHYME DE POMME &PARES SUR 

PAPlERsILJcf PUlSlkUltPARLETEl'RAC!HLORUREDE CXRBONE. h.9SPECTRESsONTcOMPAR6.3AAvEc 

mx POURNISPAR LESTI%.IOINS COMMERCIAUK ou AWC LES SPECMES PURLII% PAR ROUSER et al.35 

On constate un bon accord entre les spectrea fournis par les corps tluk~ et les spectres don&s par lea 
substances thoins. Les abrkviations sont les mhes qu% la Fig. 5. 
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Les quantitks respectives des diErents phospholipides sont mesunk par dew mkhodes : 
(1) en dosant le phosphore p&sent dans les diffkrents spots des chromatogrammes obtenus 
sur papier silid. Le dosage du phosphore est fait selon la technique de Ducet,29 (2) en 
mesurant la radioactivit.& totale de chaque spot sur des radiochromatogratnmes obtenus 
apres incubation de fragments de parenchyme, pendant 16 hr, dans des solutions contenant 
du phosphate marqut! au 32P. Les deux techniques ont don& des resultats concordants, 
rassemblks dans le Tableau 6. I1 apparait tres nettement que les dew phospholipides majeurs 
du tissu sont la phosphatidyle~~ol~ine et la phosphatidylcholine formant respectivement 
40 et 35 % de la masse des phospholipides totaux. L’acide phosphati~que repr&ente encore, 
avec 16 %, une fraction importante des phospholipides. Les autres phospholipides identifies 
ne sont que des constituants mineurs du tissu. 

Les acides gras des diMrents phospholipides ont et& analyses par chromatographie en 
phase gazeuse apres separation des phospholipides sur couche mince dans le systeme chroma- 
to~aphique chlorofo~5m~th~ol~u/~de silicique de Lepage. Aprks migration du 

29 G. DUCET et G. VANDEWALLE, Am. Physic& V&&de 1,201(1959), 
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solvant, les diffkents bandes de phospholipides sont grattks de la plaque, saponifiees 
directement et les acides gras sont methyl& avant d’&re &par&s. Les r6sultats ont et& port& 
dans le Tableau I. Aucune categoric de phospholipide ne prkente une composition en a&es 
gras bien remarquable. On constate cependant que le phosphatidylinositol est trb riche en 
acides saturts (palmitique (54 %) et stkrique (25 %)) ce qui distingue nettement ce phos- 
pholipide des autres lipides du tissu, dont l’acide linoleique est toujours le constituant majeur. 

T4awu 5. Crr~o~~rocia~~rne. B~DIM~WIONNELLB DBS PRODUIIS DE DtkKYLATlON DES PHOPHO- 
LIPIDES DU PARENCHYME DE POMME 

Produits 
de d&acylation 

Solvant B: butanol- 
Solvant A: phtnol-eau acide propionique-eau 

, 
R, publies R, publies Phospholiiides ayant 
ParBenson par Benson dorm6 les produits de 

R, mesur&s et Mantoss 4 mesu& et Maruo*s d&cylation 

:E 
GPC cycllquet 
GPG 

ZS 
GPGPG 
GPI 

0,91-0,9s 
0,54-0,57 

:: 
0:30 
0,23-0,25 
0.12-0.31 
0,11-0,19 

0989 0.28 
0.65 

O> 
:g 

0.32 :g 
0.22 0.33 
0,14 0.13 
0,12 0.12 

039 
0.23 
- 

0.17 

8% 
0:07 
0,os 

Phosphatidykholine 
Phosphatidykthanolamine 
Phosphatidykholine 
Phosphatidylglyo&ol 
Acide phosphatidique 
Phosphatidylserim 
DiphosphatidyQlycerol 
Phosphatidylinositol 

l Cea abreviations sont les m&mea que cellos employ&s au Tableau 4. 
t Identification probable, d’aprts les dorm&es de Maruo et Bensonso. 

TABLWU 6. PtXWKElWAGE DES DIFF’kRENTS PHOSPHOLWIDFS PRf!.%NIs DANS LB 
PARIiNCIfYhSJ DE POMM@S 

Cat6gories 
% dttermints par le 

dosage du phosphore 
% d&ermi& par la 
radioactivitt due au 

‘*P 

Lysophaspholipide? 
Phosphatidylinositol 
Phosphatidylcholinet 
Phosphatidylscrine 
Phosphatidykthanolamine 
Diphosphatidylglydrol (7) 
Acide phosphatidique 

0.67 
$0 1,56 

35.20 3261 

:z 3% 
3’3 3:83 

16,80 16.28 

100,oO 100.00 

l Mis en evidence par leur radioactivit6 seukment. 
t Ce spot contient en plus une faible quantit6 de phosphatidylglyc&ol. 

DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

Le parenchyme de pomme est un tissu vegetal forme de cellules banales, non chloro- 
phylliennes dans le fruit ad&e, a metabolisme ralenti au tours de la survie au froid apr&s 
cueillette. Ce metabolisme peut cependant redevenir plus actif si le fruit est mis a mtlrir a 

30 B. MARUO et A. A. BENSON, J. Biof. Clrem. 234,254 (1959). 
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plus haute temperature. En entreposant au froid un lot de pommes dune varieti domke, 
on dispose done de nombreuses unites d’un materiel biologique stable, bien homogene au 
point de vue de sa physiologie g&kale et de sa morphologie. Lu composition en liprcies du 
parenchyme de pomme est dgalement tds uniforme d’un fnrit b I’autre et ci l’intt?rieur d’un 
m&me fruit, comme nous l’ont montrd plusieurs dizaines d’analyses d’acides gras ou de 
phospholipides effect&es sur ce materiel depuis quelques an&es. 

L.es diverses techniques chromatographiques utiliskes convergent pour Ctablir l’existence, 
dans les cellules du parenchyme des pommes, de nombreuses categories de lipides. 75 % de 
la masse des lipides, environ, est rep&e&e par des phospholipides. Ce sont essentiellement 
des glycerophospholipides se rangeant dans les categories suivantes : phosphatidykthanola- 
mine, phosphatidylcholine et acide phosphatidique. A c&6 de ces constituants majeurs, 
formant ensemble plus de 90 % de la masse des phospholipides, on trouve en plus du phos- 
phatidylinositol, de la phosphatidylkine et les mono- et di-phosphatidylglyckrol. D’autres 
lipides polaires sont encore presents, en tres faible pourcentage. Les lipides neutres sont 
essentiellement constitues de triglycerides; les diglyc&ides cependant forment une part non 
n&ligeable de la masse des lipides neutres. L.es acides gras presents dans le tissu sont repartis 
B peu pres uniform&nent entre les diffkrentes categories de lipides. Ees triglycerides sont 
toutefois un peu plus riches en acide linoleique que les autres lipides : ils contiennent plus de 
60 % de cet acide. Les phospholipides apparaissent legerement plus riches en acides satures 
(on trouve meme jusqu’a 54% d’acide palmitique darts le phosphatidylinositol). 

Nous exposons dans un deuxieme article les r&hats concemant l’etude du metabolisme 
de tous ces lipides dans le parenchyme de pomme. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Matdriel biologique. Les fruits utili.s& sont des pommes de la variete Golden Delicious, 
cueillies vertes et placks en survie au laboratoire en chambre froide, a la tempkature de 
O-2”. Les fruits d’expkrience &aient toujours en parfait &at physiologique. Lorsque les 
experiences devaient se dbouler sur des fruits m&s, les pommes choisies etaient plackes a 
18” et atteignaient la maturitk en une semaine et demie environ. La couleur des fruits mfirs 
est jaune dot& 

Les fragments de parenchyme sont d&coup& dans la partie centrale du p&ica.rpe, B &gale 
distance des couches p&iph&iques et de la zone carpellaire. On a pris soin de n’entratner 
que des tissus blancs, sans trace apparente de chlorophylle. 

Extraction &s &ides totaux. Cette extraction est conduite selon la technique classique 
de Folchlg modifi&e par Bligh et Dyer. 2o 5 g de parenchyme sont broyks darts 18 ml de melange 
chloroforme-methanol bouillant (1 volume de chloroforme pour 2 volumes de methanol), en 
presence d’un peu de sable de Fontainebleau. On rajoute apr& quelques instants 6 ml de 
chloroforme puis 6 ml d’eau distilk. Le broyat est 8ltre dans une ampoule a decanter. Le 
mortier et le rksidu sont tin& par 6-12 ml supplementaires de chloroforme. Apr&s d&an- 
tation, deux phases se &parent : l’inf&ieure chloroformique, contenant les lipides est recueillie, 
une nouvelle fois tin&e a l’eau, puis concentrk sous vide en evaporateur rotatif. 

Analyse des ucfdes grus. Apres saponification des lipides par la potasse alcoolique nor- 
male, lib&ion des acides gras par l’acide chlorhydrique, et methylation des acides par le 
m&hanol-trifluomre de bore (methode de Metcalfe et 8chmidt,31) les esters methyliques sont 
trait&s de la facon suivante. 

31 L. P. Mprclrug et A. A. SCHMIDT, Anal. Ckm. 33,363 (l%l). 
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Ces esters sont d’abord purities par passage sur colonne d’acide silicique et elution a 
l’hexane selon la recommandation de Hulanicka, Erwin et Bloch.3’ L’analyse par chromato- 
graphie en phase gazeuse des esters est conduite h l’aide d’un appareil Profit (chromagaz CG I), 
a detection par ionisation de flamme, muni dun diviseur a la sortie de la colonne (l/l00 e de 
la quantite injectee passe dans le dttecteur, le reste sort de l’appareil). Les colonnes utilisees 
sont en laiton ou en acier inoxydable: leur longueur est de 3 m et leur diametre interieur d’un 
quart de pouce. Dcux phases stationnaires sont utili&s: (1) une phase polaire: le butane- 
diol-succinate adsorbs sur du chromosorb W (de calibre 60-80 mesh), hexnmethyl/silanis& 
Le pourcentage de phase stationnaire utilise par rapport au poids total de support impregne 
est de 20 y/o. (2) une phase apolaire: le silicone 710 formant 10 “/A du poids du support impregne 
(le support inerte utilise est le meme). 

L’identification des acides gras, d&zrite en detail dans une prectdente publication,21 est 
faite par comparaison des volumes de retention mesures sur les deux phases avec les volumes 
de retention de substances temoins. On verifie que les logarithmes des volumes de retention 
des acides appartenant A une s&ie homologue varient de facon lineaire. 

Deux methodes compl&nentaires ont ete utilisees pour l’analyse des acides gras des 
lipides totaux: (1) separation des esters methyliques selon leur degre d’insaturation sur 
couche mince de silice-nitrate d’argent. Les spots &pares sont tlues des plaques et les 
longueurs de chdne sont vtrifiees par chromatographie en phase gazeuse. (2) Formation des 
complexes mercuriques (selon la methode de Goldfine et Bloch33) avec les acides gras insatures; 
separation sur colonne de silice des acides saturts et des acides insatures complexes, puis etude 
ulterieure de chaque groupe par chromatographie en phase gazeuse. Toutes ces methodes 
compltmentaires confirment les r&sultats obtenus par chromatographie en phase gazeuse. 
Les resultats don& par ces mtthodes complementaires ont ete egalement publies in extenso 
darts un article antbrieur.21 

SPparation des lipides bruts en diverses classes. Cette separation est effectu&e sur l’extrait 
chloroformique des lipides totaux par les deux methodes suivantcs. 

(1) Sdparation SW couche mince de silice, selon Mangold. Des plaques de verre sont 
recouvertes d’une couche mince (0,25 mm) de silice selon la technique classique (25 g de 
silicagel G pour 55 ml d’eau) en utilisant l’etalateur Desaga. (Les couches minces de silice sur 
plaque de verre, preparees en strie par la firme Merck, nous ont egalement don& d’excellentes 
separations.) Les plaques sont activees une demi-heure a 110” immediatement avant leur 
utilisation. Le solvant de dtveloppement utilid est le melange ether de p&role-ether ethyl- 
ique-acide ac&ique (les volumes respectifs de chaque solvant sont sans les rapports 90: 10: 1). 
Le temps de developpement est dune heure en moyenne. La revelation des spots se fait en 
aspergeant la plaque a la dichlorofluorescine puis en regardant sous lumiere ultraviolette, 
ou en carbonisant les spots par S04H2 concentr& 

(2) Sdparation SW papier silk&, selon Marinetti. 23 Trois solvants sont successivement 
utilis& pour le developpement, sur le mQme papier, en chromatographie ascendante. Le 
premier solvant est le melange chloroforms-methanol (1: 1 en volumes) qu’on laisse monter 
sur le papier A une hauteur de 3 cm au dessus de la ligne de depart des spots. Le deuxieme 
solvant est le melange heptane-diisobutylc&one (I: 1 en volumes) migrant jusqu’a 6 cm au 
dessus de la ligne de depart. Le troisieme solvant est le m&.nge heptane/diisobutylc&one/ 
acide ac&ique (96: 6: 0,5 en volumes) migrant jusqu’a 14 cm au dessus de la ligne de depart. 

32 D. HULANICKA, J. ERWSN et K. BLOCH, J. B&d. Chem. 243,2778 (1961). 
3’ H. GOLDPINJZ. et K. BLOCH, J. B&d. Chem. 236,25% (1961). 
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La r&lation des spots se fait en plongeant le chromatogramme dans une solution aqueuse 
de Rhodamine 6G B 0,l mg/l. puis en regardant sous hunike ultraviolette. 

(3) Sdparation sur colonne des lipides neutres et aks phospholipiakv. Pour fractionner 450 
mg des lipides totaux du parenchyme en solution chloroformique, on r&l& une colonne de 
25 cm de hauteur sur 1 cm de diam&re en mClangeant 20 g d’acide silicique (qualiti pour 
chromatographie) avec 10 g d’Hyflo-Supercel puis en transformant en bouillie Cpaisse ce 
mklange il l’aide d’environ 50 ml de chloroforme. 

LYlution des lipides neutres est faite par 225 ml de chloroforme sous courant d’azote 
l&r pour crkr une leg&-e surpression & l’entrk de la colonne. Les lipides polaires sont 
tluts par 150 ml de mblange chloroform+m&hanol (1: 1 en volumes) puis 100 ml de melange 
chloroforme-m&than01 (1: 9 en volumes). La nature des eluats est control&e par chromato- 
graphie sur papier silk& comme indiqub cidessus. 

Analyse des Phospholipides 

L.e phosphore lipidique est dod selon la micromCthode de Ducet et Mencl.JO Apr&s 
min&alisation des prises d’essai par l’acide sulf’urique, dkoloration totale par l’eau oxygt%?e, 
un complexe color6 phosphomolybdique est obtenu en ajoutant au milieu du molybdate 
d’ammonium et du chlorure stanneux. Les densitks optiques sont lues au photocolorim&re 
B 733 rnp et rapport&s aux quantit&s de phosphors g&e g des courbes &talon. La dparation 
des diffkentes catigories de phospholipides est effectwk par les deux methodes suivantes: 

(1) StQnuation bidimensionnelle sur couche mince a% silice, selon I.epage.24 Les couches 
minces de silice (d’@isseur 250 cl) sont prdparks sur plaque de verre avec Etalateur 
Desaga: on utilke 25 g de Silicagel G pour 55 ml d’eau distill&. Les plaques sont a&iv&s 
30 mn B 110” immtkliatement avant utilisation. Un spot du mClange des lipides totaux en 
solution chloroformique est d6pod dans un coin de la plaque. Une premi&re migration est 
r&a&k en utilisant wnme solvant de dkveloppement le m&nge chloroforms-m&hanol- 
eau (65 : 25 : 4 en volumes). Apr&s skhage de la plaque sous azote un deuxibme d&eloppe+ 
ment, dans une direction perpendiculaire au premier sens de migration, est r&lid a l’aide du 
mClange diisobutylc&one-acide ackique-eau (80: 50: 10 en volumes). La r&lation g&&ale 
des spots est faite par l’iode, la dichlorofluoresceine ou l’acide sulfurique concenti. Les 
rWlations spkifiques de certains spots sont faites par la ninhydrine en solution dans le 
m&nge ac&onelutidine (pour les phospholipides g fonction amink libre), le r&&if de 
Draggendorff (pour les phospholipides a choline) ou l’acide perchlorique (en solution aqueuse 
g 20%) donnant une coloration rose avec les stirols. 

(2) S&mration par chromatographie ascenaknte sur papier silk? selon Marinetti.2s On 
utilise le papier Whatman impr@& de gel de silk vendu dans le commerce. La migration 
se fait en chromatographie ascendante, sur une hauteur de 36 cm au dessus de la ligne de 
d&8t des spots, dans une cuve sat&e des vapeurs du solvant depuis plwieurs heures. Le 
solvant de d&veloppement est le m&nge diisobutylcktone-acide ackique-eau (dans les 
proportions 80: 50: 10 en volumes). LarWlation des spots est faite a la Rhodamine 6G, sous 
lumk?re ultraviolette ou par autoradiographie. 

Analyse des Produits de Dt?sacylation &s Phospholipides 

Les produits de dkacylation sont pr&pa& par la m&ho& de Benson et Maru~.~ L.es 
lipides totaux de 25 g de parenchyme de pommes, marqub au 32P apr& incubation en 
prknce de 32PO$-INa2, sont repris dans le m&nge suivant : 5 ml de t&rachlorure de carbone, 
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100 ml de methanol et 4 ml de potasse akoolique 0,2 N. La saponification menag& des 
phospho~pides est conduite pendant 30 run & 37”. Les acides lib&t% sent 6x6s par 2 g 
d’Amberlite. Les produits de desacylation, presents darts le sumageant, sont chromato- 
graph& sur papier Whatman No. 2 dans deux dimensions: le premier solvant est le m&nge 
phtfnol-eau; le second solvant est le melange: butanol-acide propionique-eau. La revelation 
est faite par autoradiographie. 

Analyse des acides gras des~hospholipide~. La solution chloroformique des lipides totaux 
est depos& en bande continue sur une couche mince de silice, activee. On utilise le premier 
developpement de Ia methode de Lepage pour &parer les phospholipides. Les zones rev&es a 
la dichlorofluores&inee sont grattkes avec une spatule, saponif%es par la potasse alcoolique 
et les acides gras, methyles, sont tkudies par chromatographie en phase gazeuse. 

Examen des autoradiographies. Les films sensibles sont les films radiographiques Kodak, 
saus kcrans, qualite Kodirex (pour les chromato~~es contenant du rc) ou Regulix 
(pour les lipides marques au 32P). Les temps d’exposition varient d’une nuit a un mois selon 
les activitt5s des lipides marques. I.e revelateur concentre rapide Guilleminot est utilis6, dild 
au quart, pendant trois minutes. Apr&s un rincage a l’eau, un Cxateur constitute dune 
solution aqueuse d’hypostite de sodium et de metabisullite de potassium (respectivement 
200 g et 20 g/l.) est utilis6 pendant une demi-heure. Les plaques fixtses sont abondamment 
rim&s Weau avant d%tre mises a s&her. 


