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Biosynthése des acides gras par le parenchyme de pomme "’
I
par P. MAZLIAK

Laboratoire de physiologie végitale appliquie, Sorbonne.

BIOSYNTIESE DES ACIDES GRAS
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RESUME. — 1) Des fragments de parenchyme de pomme immer-
gés dans une solution glucosée de précurseur radioactif contenant de
I'ATP, des ions Mn™ ", et divers sels, synthétisent des acides gras
marqués. L’acétate -1-11C, le malonate -1-14C ou le glucose -U-14C
sont incorporés dans les acides gras saturés et insaturés du tissu (il
s’agit principalement des acides linoldéique, palmitique, stéarique,

- oléique, et linolénique).

2) Le carbone marqué de l'acétate -1-'*C est incorporé dans les
acides gras environ cinq fois plus activement que celui du malonate
-1-11C et dix fois plus activement que celui du glucose -U-'1C, Une
température de 25°C, un pH voisin de la neutralité, une atmosphére
riche en oxygéne sont les conditions les plus favorables aux synthéses.

3) L’acide ol¢ique est trés rapidement formé. Cet acide incorpore,
aprés des temps d’'incubation courts (15 a 6o mn) plus de 50 % de
la radioactivité totale des acides gras. Aprés 8 heures d’expérience
I'activité de l'acide linoldique rattrape celle de I'acide oléique. Les
acides palmitique et stéarique se forment plus lentement et n'incor-
porent jamais plus de 12 a 15 % de la radioactivité totale. L’acide
linolénique reste constamment relativement peu marqué,

4) En l'absence d’oxygéne toutes les synthéses d’acides gras sont
diminuées. Le pourcentage d’incorporation de l'acétate dans les
acides saturés se maintient aux alentours de 12 9, tandis que le pour-
centage de la radioactivité totale incorporé dans V'acide oléique tombe
de 50 ”, (en présence d’oxygéne) a 15 ", en atmosphére d’'azote.

La biosynthese des acides gras, par les tissus antinaiux ou les micro-organismes, a été intensément éludiée durant ces dev-
niéves années (1, 2, 3). Ces études ont permis d’expliquer la formation, dans ces tissis ou organismes, des acides gras sativés
ou monoéthyliniques.

Un nombre beaucoup plus vestreint de travauy concerne la synthése des acides gras dans les tissus des végétaix supérvieurs :
STUMPEF et ses collaborateurs (4,5) étudient la forination de ces acides dans le mésocarpe d’avocat principaleinent ; JAMES
(6, 7) effectue des recherches paralléles sur les feuilles vertes de diverses plantes (vicin, laitue) ; CANTVIN (8, 9), enfin, vient de
publier une série de résultats obtenus sur diverses graines de plantes oléagineuses (rvicin, carthame, lin). Nous avons de notre
c6té suivi la biosynthése des acides gras dans les cives cuticulairves de pomme (10) ou dans les graines du miéme fruil (11). Dans
le présent article nous étudions la formation des acides gras dans le pavenchyme de pomme. Toules ces rvecherches conduites
sur des tissus végétaux permeltlent d’aborder le probléme de la synthése des acides gras polvinsaturés (linoléique et linolénique
notamment), particuliévement importante chez les plantes supérieures.

I. TECHNIQUES EXPERIMENTALES

Les fruits utilisés sont des pommes de la variété au laboratoire, dans une chambre & 0% C. Les expé-
“Golden Delicious ' cueillies vertes et placées en survie, riences sont conduites sur des fragmentsde parenchyme
) uits ver 11 : ique. s frag-

(*) Les acides gras du parenchymie des pommes. [ Analyse des de fruits \elts” e ?On etat pllyblol'oglql}e_ Les hag
acides gras. . Mazliak, Fruits, vol. 20, 10 10, 10v. 1065, p. 330 & 564. ments sont découpés dans la partie médiane de la
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pulpe ; on a pris soin de n’utiliser dans les expériences
ni la zone verte périphérique, ni la zone carpellaire.

Six grammes de parenchyme, découpés en petits
cubes de § mm d’aréte environ sont plongés, aussitot
découpés, dans 2,4 ou 5 ml d'une solution contenue
dans un becher de 100 ml. La composition de la solu-
tion de base est la suivante :

— solution minérale d’"HELLER (12) employée pour
la culture des tissus, glucose (a la concentration de
0,33 M)*, A. T. P. (0,1 mM), acétate de manganeése
(0,1 mM). Le pH de la solution est ajusté au cours des
essais avec un volume de tampon phosphate (0,1 M)
pour un volume de solution. I.’acide citrique, ajouté
a la solution a des concentrations de 10 ou 20 mM, ne
modifie pas les résultats de facon appréciable, bien
quun effet stimulant de ce corps sur les syntheses
d'acides gras ait été rapporté (13). Les précurseurs
radiocatifs utilisés sont 'acétate -1-*C, le malonate
-1-1C ou le glucose -U-4C; quelques mg du précur-
seur sont ajoutés a 1oo ml de la solution de base de
fagon a réaliser une concentration isotopique de 5 p. Ci
par ml. L'atmosphére gazeuse au dessus des fragments
de tissus peut étre renouvelée par une circulation de
gaz. Au cours des expériences de longue durée on

* 11 M = 1 molécule-grammme par litre.
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ajoute dans le becher un peu d’eau distillée pour main-
tenir le niveau du liquide constant. Les réactions se
déroulent dans des enceintes a température constante,

Divers controles ont été faits a I'appareil de Warburg
pour s'assurer que le parenchyme reste vivant dans
nos conditions d’expérience. La figure 1 présente quel-
ques courbes d’activité respiratoire de fragments de
parenchyme plongés dans la solution de base contenant
quelques pg d’acétate ou de malonate. La respiration
des fragments de tissu est active mais le Q. R. devient
vite trés élevé lorsque 'atmosphére de la fiole d’ex-
périence n’est pas renouvelée. Les expériences d'in-
corporation ont donc été conduites soit & I'air libre,
soit en atmosphere renouvelée.

Apres un certain temps d'incubation dans la solu-
tion marquée, le tissu est rincé abondamment a I'eau
distillée, puis broyé dans la potasse alcoolique bouil-
lante et soumis a la saponification directe, pendant
deux heures, en entretenant une ébullition douce du
mélange. Apreés séparation préalable de l'insaponi-

I'16. 1. — Activité respiratoire de fragiments de parenchyme de

pomme immergés dans la solution glucosée utilisée pour les expé-

riences de biosvntheése. Le poids de tissu frais introduit dans la fiole

de Warburg est indiqué pour chaque courbe, a c6té du précurseur

d’acides gras essayé. Les volumes de CO, dégagés ou d’O, absorbés
sont portés en ordonnées.

MALONATE 15

80

o?
ACETATE1,5g

ALETATELS,

e o

L)
0 15 30 45 60 75 30 105 mn



Fruits — Vol. 20, nv 11, 1965

fiable, les acides gras sont libérés de leurs sels par
I’acide chlorhydrique, recueillis dans I'éther de pétrole,
puis méthylés en présence de trifluorure de Bore comme
catalyseur. Les techniques d’extraction, de méthyla-
tion et d’analyse des acides gras ont été exposées en
détail dans un article précédent (14).

Les acides gras principaux mis en évidence dans le
parenchyme sont les suivants : acide palmitique (31 %),
acide stéarique (4,5 %), actde oléique (4 % & 8 %), acide
linoléique (53 %), acide linolénique (7 %,).
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Les expeiiences conduites avec des précurseurs
radio-actifs permettent de suivre la biosynthese des
divers acides dans le parenchyme. Lorsque les acides
gras analysés sont marqués par le C, les vapeurs
d’esters méthyliques sortant du chromatographe sont
collectées directement sur des cristaux d’anthracene
et la radio-activité de chaque fraction recueillie est
mesurée dans un compteur a scintillation Tri1-CArB
Packarp. Cette méthode de mesure des activités a
été décrite par Pascauvp (1s).

II. INCORPORATION DU CARBONE

DE DIVERS METABOLITES RADIO-ACTIES

Les acides gras saturés sont synthétisés dans les cel-
lules par condensation d'acétyl-CoA et de malonyl-
CoA (1). Le mécanisme de synthése des acides gras
insaturés est encore ignoré et HiLpitcH (16) a avancé
I’hypothése d’une biosynthese directe de ces acides a
partir de précurseurs en C, dérivés des glucides. Nous

DANS LES ACIDES GRAS

avons donc fourni trois précurseurs radio-actifs aux
fragments de parenchyme : acétate -1-*C, malonate

Fic. 2. — lucorporation de divers précurseurs radio-actifs en solu-
tion glucosée dans les acides gras totaux de 6 g de parenchyme de
pomme. La composition exacte de la solution est donnée dans le texte.
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p7/1§ §7/4 w vy r /4 I Fia. 3. — Radiochromatogrammes des esters méthy-
=T liques des acides gras du parenchyvme de pomme,

Z F- 5 ¢ g aprés incubation de 6 g de tissu, a 25°C, pendant
Ig- ACEfafE 1 heure, dans la solution de base glucosée contenant

430

10 e d'un de trois précurseurs indiqués sur la figure.
Les barres grises portées sur le graphique indiquent
les pourcentages de la radio-activité totale incorporée
dans les acides gras que 'on retrouve dans chaque
fraction collectée. Les temps de collecte sont indiqués
en haut du graphique ; les acides présents dans les
différentes fractions sont les suivants : fraction I

acides gras a chaine courte (<<TCyg); fraction II :
acide palmitique ; fraction I1[: ? (longueur de chaine
moléculaire équivalente : Cy;); fraction IV : ac. stéa-
rique; fraction V' : ac. oléique ; fraction VI : ac. lino-

léique ; fraction VII: ac. linolénique ; fraction VIIT :
ac. a plus longue chaine moléculaire.

sion est en bon accord avec les travaux
récents des autres auteurs (5, 6, 8) et in-
cite a abandonner I'hypothese d"HirpircH.
Une partie de 'acétyl-CoA peut étre car-
boxylée en malonyl-CoA pour la biosyn-
these des acides saturés. Lorsque le glu-
cose est utilisé comme précurseur, c’est

| el P 1 PO 11, .

Fn

vraisemblablement l'acétate formé par
glycolyse qui sert de matériau pour la
biosyntheése des acides gras. Le malonate
fourni au tissu peut étre utilisé directe-
ment sous forme de malonyl-CoA ; une
partie cependant doit donner de l'acétate
par décarboxylation préalable.

mn () Effet de la température.

-1-14C et glucose -U-4C. L’A. T. P. ajouté au milieu
fournit I'énergie nécessaire 4 la liaison des ions acé-
tate ou malonate avec le.coenzyme A.

Les résultats obtenus (fig. 2) montrent que l'acé-
tate est le précurseur incorporé le plus activement
dans les acides gras totaux du tissu ; les activités spé-
cifiques des acides gras saturés et insaturés sont, avec
ce précurseur, environ dix fois plus élevées qu’avec
le glucose et cinq fois plus élevées qu’avec le malonate.
Les pourcentages de la radio-activité totale incorporée
retrouvés dans les divers acides gras se sont révélés gros-
sierement semblables avec les trois précurseurs (fig. 3).
(On note toutefois avec le glucose ou le malonate une
incorporation importante du précurseur radio-actif
dans un corps émergeant de la colonne & peu preés en
méme temps que l'ester de I'acide en C'%. Nos expé-
riences ne nous ont fourni aucune indication sur la
nature de ce corps).

Ces résultats montrent que I’acétate est un précurseur
commun des acides satureés et insaturés. Cette conclu-

Une série d'expériences de différentes
durées, a différentes températures, a montré que
I'incorporation du précurseur radio-actif (acétate ou
glucose) dans les acides gras du parenchyme est
maximum aux alentours de 25° C (pourvu que les
biosynthéses se prolongent plus de 15 mn) (Iig. 4).
L'incorporation du précurseur est la plus importante
vers cette température, aussi bien dans les acides
saturés que dans les acides insaturés.

Effet du pH.

Une autre série d’expériences de différentes durées
(30 mn et 60 mn) et a différents pH (réalisés avec des
mélanges de tampon phosphate) nous a montré que
I'incorporation d’acétate -1-C dans les acides gras
majeurs du tissu (saturés ou insaturés) est maximum
aux alentours de la neutralité (pH : 7, 71) (fig. 5).

I1 faut remarquer que ces expériences ne peuvent
déterminer directement les pH optimum pour I'acti-
vité des enzymes intervenant dans les synthéses parce
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Fi6. 4. — Incorporation d’acétate -1-*C dans les acides gras to-
taux de 6 g de parenchyme de pomme en fonction de la température.

A gauche : les biosynthéses ont duré 120 mm; a droite : 30 mn.

que les fragments de tissu entier réagissent de fagon
complexe en face des variations de pH. Il est donc
explicable que nous ne retrouvions pas ici les résultats
obtenus par STuMPF (4) avec des particules cytoplas-
miques isolées du mésocarpe d’'avocat : biosynthese
préférentielle des acides saturés en pH alcalin. Nos
expériences nous permettent cependant de choisir un
pH du milieu favorable pour les incorporations. (Les
incubations de parenchyme en pH tres acide entrainent
la formation dans le tissu d’acides gras nouveaux, non
identifiés, sortant en fin de chromatogramme, aprés
l'acide linolénique. On sait que les lipoxidases des vé-
gétaux (17) semblent plus actives aux pH extrémes (8
ou 5) et vraisemblablement les acides gras inhabituels
représentent-ils des produits d’oxydation des acides
gras naturels du parenchyme. Nous avons par ailleurs
constaté une incorporation trés importante du pré-
curseur radioactif dans ces acides de fin de chromato-
gramme pour les pH extrémes (4,5 ou 9,2).)

Effet de la teneur en oxygéne de l’atmosphére.

En utilisant des bechers permettant une circulation

ac.t
5104 1104
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F16. 5. — Incorporation d'acétate -1-19C dans les acides gras to-

taux (ac. t.) ou dans les acides palmitique (Cyg) ou oléique (Cig: ;) de

6 g de parenchyme de pomme en fonction du pH. A gauche les bio-
synthéses ont duré 30 mn ; & droite : 60 mn.

continue de gaz pendant les expériences de biosyn-
thése, nous avons constaté que l'incorporation d’acé-
tate 1-14C dans les acides gras du parenchyme est
beaucoup plus active en atmosphére d’air ou d’oxy-
géne qu'en atmosphére d’azote, au moins pour les
temps d'incubation supérieurs a une heure (fig. 6).
(L’incorporation est aussi intense sous azote que
sous oxygene pour de courtes durées de biosynthéses.)
Compte tenu des trés grandes variations observées
dans la synthése des acides insaturés en fonction de la
teneur en oxygeéne de l'atmospheére, nous étudierons,
dans un paragraphe spécial, l'effet de la composition
de I’atmosphére sur les biosyntheses.

Nous pouvons conclure des expériences précédentes
que les conditions optimales d’incorporation de l'acé-
tate radio-actif dans les acides gras de parenchyme des
pommes a partir d’une solution glucosée contenant de
I'A. T. P., desions Mn*+ et divers autres sels, sont les
suivantes : pH : 7,71, température : 25° C, atmosphere
d’oxygene.

C’est dans ces conditions expérimentales que nous
avons suivi les cinétiques d’'incorporation du précur-
seur dans les acides gras principaux du parenchyme.

2
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I'16. 6. — Incorporation d’acétate -1-'* C dans les acides gras to-
taux de 6 g de parenchyme de pomme sous courant d’azote (0 % O,),
dans I'air (20 9, O,) et sous courant d’oxygene (100 % 0,).
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Fig. 7. — Incorporation d’acétate -1-'* C dans les acides gras prin-

cipaux de 6 g de parenchyme de pomme a 25° C, sous courant d’oxy-

géne (les autres conditions expérimentales sont données dans le texte)

I'1c. 8. — Pourcentages de la radio-activité totale incorporée trou-

vés dans chacun des acides principaux du parenchyme (mémes con-
ditions expérimentales qu'a la figure 7).

III. CINETIQUES DE L’INCORPORATION
DU CARBONE 14 DE L’ACETATE DANS LES ACIDES GRAS

La figure 7 montre 'évolution au cours du temps
des activités totales des principaux acides gras du
parenchyme. Nous avons obtenu des courbes tout
4 fait similaires dans une autre série d’expériences ou
nous avions ajouté 20 mM d’acide citrique a la solution
du précurseur.

Remarquons que dans un tissu comme ce paren-
chyme de fruit, en équilibre physiologique, il revient
au méme de raisonner sur les activités totales ou sur
les activités spécifiques des acides (18).

La figure 8 montre les pourcentagesde la radio-acti-

vité totale incorporée présents dans les mémes acides
gras aux différents temps d’expérience. Les courbes
obtenues en présence d'acide citrique sont identiques.
Les résultats permettent de tirer les conclusions sui-
vantes, concernant la biosynthese des acides gras a
partir de I'acétate précurseur.

1) Les incorporations les plus importantes et les
plus rapides sont observées dans l'acide oléique (40 &
50 Y% de la radio-activité totale des acides gras se
retrouve encore dans cet acide apres 4 h d’expérience).
Plusieurs expériences conduites pendant des temps
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plus courts (15, 30, 60 ou 120 mn) nous ont également
montré que cet acide est le premier et le plus intensé-
ment synthétisé dans le parenchyme (fig. g).

Les expériences de marquage conduites par James
sur les feuilles vertes ou CaNVIN sur les graines oléa-
gineuses ont également montré que 'acide oléique est,
dans ces organes, ’acide gras le plus intensément et le
plus rapidement formé a partir d’acétate.

HiLpITCH (19) signale dans son traité sur les lipides
que l'acide olérque forme plus de 30 %, de la masse des
acides totaux de nombreuses graisses végétales ; jus-
qu’a présent aucune graisse ou phospholipide végétaux
ne contenant pas d’acide oléiqgue n’'a été découvert.

Dans les tissus animaux ou les micro-organismes, la
formation d’acide oléigue par désaturation de 'acide
stéarique a été prouvée plusieurs fois (3). Nos résultats,
comme ceux des autres auteurs travaillant sur des tis-
sus végétaux, ne mettent en évidence aucune relation
précurseur-produit entre ces deux acides gras.

On peut des lors envisager, dans les tissus des plantes
supérieures, une voie de synthése spécifique pour
I'acide oléique.

2) L’évolution au cours du temps des activités
totales de I'acide oléique et de ’acide linoléique conte-
nus dans 6 g de parenchyme suggérent une relation
de précurseur a produit entre ces deux acides. L'acide
linoléique pourrait se former dans le parenchyme par
déshydrogénation, a la suite de la réaction globale :

acide oléique —2H acide linoléique

A Tappui de cette hypothése, nos résultats four-
nissent les faits suivants :

1 — Aprés des incubations bréves, l'acide oléique
est toujours plus intensément marqué que l'acide lino-
léique.

2 — L’activité totale de l'acide linoléique rattrape
(et souvent dépasse) celle de 1'acide oléique apres huit
heures d’'expériences environ.

Généralement l'activité totale de ’acide oléique est
passée par un maximum avant ce temps de biosynthese.

Les expériences de JaMmEs ou Caxvin sur d’autres
tissus végétaux suggeérent la méme relation entre les
deux acides. Récemment McMAHON et STUMPF ont
mis en évidence la synthése d’acide linoléique marqué,
a partir d’acide oléique marqué, par une préparation
enzymatique extraite de la graine de carthame (20)
et HARRIS et JAMES, par des chloroplastes isolés de
chlorelle (21).

3) L'acide linolénique est toujours tres faiblement
marqué dans nos expériences. Ces résultats suggerent
pour cet acide polyinsaturé un métabolisme indépen-
dant. Le fait qu'on trouve toujours cet acide en trés
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F16. 9. — Pourcentages de la radio-activité totale incorporée, trou-
vés dans les acides gras principaux du parenchyme apreés des temps
d’incubation brefs (mémes conditions expérimentales qu’a la figure 7).

grande proportion dans les glycolipides des chloro-
plastes (22) évoque une relation possible avec la photo-
syntheése (23).

4) L'incorporation du précurseur marqué dans les
acides saturés palmitique et stéarique est moyenne,
environ trois fois moins intense que l’incorporation
dans le couple oléique-linoléique. L'évolution des acti-
vités totales au cours du temps s’accorde avec 1'hypo-
thése d'une formation d’acide stéarique par élongation
de I'acide palmitique.

En bon accord avec les résultats d’autres auteurs
(24), nos courbes donnent a penser qu’a partir de 1'acé-
tate, précurseur commun, des voies distinctes conduisent
a la synthése des acides insaturés d'une part, et des acides
saturés d'autre part, dans le parenchyme des pommes.
Nous avions déja suggéré un tel schéma de biosyn-
these pour les acides gras des cires cuticulaires (10).

Ces différentes conclusions se trouvent confirmées
par I'étude de la biosynthése des acides gras du paren-
chyme en présence de diverses atmosphéres gazeuses.
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I'16. 10. — Incorporation d’acétate -1-'*C dans les acides gras

principaux de 6 g de parenchyme de pomme, & 25° C, sous courant

d’azote (les conditions expérimentales sont données dans le texte).

I'1c. 11. — Pourcentages de la radio-activité totale incorporée sous

azote trouvés dans chacun des acides principaux du parenchyme
(mémes conditions expérimentales qu'ala fig. 10).

I16. 12. — Incorporation d’acétate -1-'*C dans les acides oléique
ou palmitique de 6 g de parenchyme, sous oxygeéne ou sous azote.
I'16. 13. — Pourcentages de la radio-activité totale des acides gras,

trouvés dans différents acides du parenchyme, aprés incubations
sous diverses atmospheéres.
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IV. BIOSYNTHESE DES ACIDES GRAS
EN PRESENCE DE DIVERSES ATMOSPHERES GAZEUSES

En atmosphére d’azote, l'incorporation d’acétate
-1-14C dans les acides gras du parenchyme est beau-
coup plus faible que dans l'air ou en atmosphere
d’oxygéne (fig. 6) pour les expériences durant plus
d’une heure. Néanmoins les courbes d’'évolution, en
fonction du temps, de I'activité totale de chaque acide
(fig. 10), ou bien I'évolution du pourcentage de la ra-
dio-activité totale incorporé dans chaque acide (fig. 11)
permettent de retrouver les principaux résultats déja
mis en évidence : incorporation rapide et importante
dans l'acide oléique, précurseur possible de 'acide lino-
léique ; incorporation moins importante dans les acides
palmitique et stéarique.

La figure 12 montre qu’en atmosphere d'oxygene, les
synthéses d’acide oléique sont 4 fois plus actives envi-
ron qu’en atmosphere d’azote. La figure 13 montre que
les pourcentages de la radio-activité totale retrouvés
dans les acides oléique et linoléique sont également

beaucoup plus élevés pour les syntheses dans l'air ou
en atmospheére d'oxygeéne (fig. 14) que pour les syn-
theses en atmosphere d’azote.

Notons enfin que lorsque les incubations de paren-
chyme ont lieu en atmosphére d’azote, la plus grande
partie de la radio-activité (45 9, environ) se retrouve
dans les acides gras a chaine courte (ayant moins de
16 atomes de carbone) ; on ne trouve que 3 a 5 9, de
la radioactivité seulement dans ces acides en atmos-
phére d’oxygéne.

On peut donc conclure que l'absence d’'oxygene
ralentit les syntheses de tous les acides gras, mais de
fagon toute particulieére la synthése des acides insa-
turés. Les auteurs déja cités ont également montré,
dans les tissus qu'ils étudiaient, une action favorable
de I'oxygéne sur la synthése des acides gras insatu-
rés (25).

CONCLUSIONS GENERALES

IEn bon accord avec les résultats obtenus récemment par divers auteurs (STUMPF (5), JAMES
(7) ou CANVIN (g)), sur d’autres organes végétaux, nous avons mis en évidence une biosynthése
active des acides gras saturés et insaturés, dans le parenchyme de pomme, a partir d’acétate
précurseur. La synthese de ces deux types d’acides est moins intense a partir de malonate ou de
glucose.

Un pH voisin de la neutralité, une température de 25° C sont des conditions expérimentales
favorables a la formation des acides gras. L'absence d’oxygéene dans le milieu ralentit considé-
rablement les svntheses, particulierement celles des acides insaturés.

L'acétate sert d’abord dans le parenchyme a la synthese de ’acide oléique, précurseur possible,
d’apres nos expériences de marquage, de l'acide linoléique. Les acides saturés, palmitique et stéa-
rique, se forment plus lentement dans le tissu. L’acide stéarzque pourrait se former par élonga-
tion de l'acide palmitique. L'acide linolénique pourrait se former par une voie indépendante des
précédentes.

La possibilité, pour le tissu végétal étudié, de synthétiser intensément les acides oléique et
linolérgue, par un mécanisme encore inconnu, constitue une particularité remarquable de ce
matériel biologique et donnera lieu a d’autres recherches.
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