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In light or dark grown Euglena gracilis cells, the DPG content, in contrast to the PG content, is dependent on the 
carbon source. These results are closely related to the electron microscopy observations, showing structural chnages 
in mitochondria varying with the carbon source of the media. 

Two media have been used: the first one contains L-glutamic and DL-malic acid and the second contains DL-lactic 
acid. The phospholipidic analysis shows that PC and PE are the two main phospholipids. 

1. Introduction 

Les mitochondries des vdgCtaux superieurs pos- 

Gdent une composition phospholipidique profond& 
ment diffirente de celle des chloroplastes. En parti- 
culier le diphosphatidylglyc&ol ou cardiolipide, 
prt%ent dans les mitochondries en forte proportion, 
est totalement absent des chloroplastes, alors que le 
phosphatidylglyct%ol, present en faible quantitd dans 
les mitochondries, est le phospholipide le plus 
abondant des chloroplastes [ 1, 21.11 Btait done 
interessant de rechercher sur d’autres organismes 
photosynthCtiques la localisation prdcise de ces poly- 
glyc&ophospholipides. 

Apres avoir Btudie la composition phospho- 
lipidique globale d’Eugl&nes vertes et CtiolBes, 
cultivkes sur diffirents milieux comme l’on fait 
Haverkate et Van Deenen [3] nous rapportons la 
composition en phosphatidylglycCro1 (PC) et en di- 
phosphatidylgly&ol (DPG) de leurs mitochondries 
et de leurs chloroplastes. 

2. MatMel et m&hodes 

Souche: Euglena gracilis, lignke 2, (Cambridge no. 
1224-5d). 

Le premier milieu utili& (Milieu I) qui renferme 
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cornme source de carbone l’acide L glutamique et 
l’acide DL malique (GM) a CtB d&it par Greenblatt 
et Schiff [4]. Le second milieu (Milieu II) qui 
renferme comme source de carbone l’acide lactique, 
33 mM (L) a la composition suivante: K2HP04 
3,4 mM; MgS04 2,04 mM; CaClz I,8 mM; 
(NH&HPO, 1,52 mM; FeCl, 18,s X 10m3 mM; 
ZnSO, 0,30 mM; MnS04 0,37 mM; thiamine 
2 X 10v3 mM; cyanocobalamine low6 g/l (pH = 3,5). 
Dans les deux cas on ajoute au milieu 0,6 mCi de 
H3 32P04/1. Temperature d’incubation 27”. 

Les cellules sont soumises (Eugl&nes vertes) ou non 
(Euglt?nes BtiolBes) g un Cclairement de 3 000 lux 
avec alternance d’une p&iode de 12 h d’obscurit6 et 
de 12 h de lumihe. Les Euglenes ont un temps de 
g&&ation de 12 h dans les deux types de milieu; elles 
sont prilevr5es en phase exponentielle de croissance. 

Les chloroplastes sont extraits selon la mCthode 
de Eisenstadt [S] . Les mitochondries sont extraites 
selon la methode de Bonner adaptde au materiel [6]. 

Apr&s futation des cellules par l’Cthano1 bouillant, 
afin de dCtruire la phospholipase D (EC 3.1.4.4.), les 
lipides sont extraits selon la mCthode de Bligh et 
Dyer [7]. L’extrait chloroformique des lipides est 
alors d.5posa sur une colonne de gel de silice (Biorad 
325 mesh). Les graisses neutres, les acides gras et la 
majorit des pigments sont &mint% par lavage avec du 
chloroforme, les phospholipides sont ensuite 61~1% 
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Tableau 1 

Phospholipides 

I II 

0 L 0 L 

Phosphatidylcholine 
Phosphatidyletanolamine 
Phosphatidyldrine 
Phosphatidylinositol 
Diphosphatidylglycdrol 
Phosphatidylglycdrol 
Acide phosphatidique 
Lysophosphatidylcholine 
Lysophosphatidyldthanolamine 
Phospholipides totaux 
Azote 

56 47 
17 15 

3 4 
10 9 
14 14 

traces 10 
traces traces 
traces traces 
traces traces 

19 20 
270 347 

66 56 
17 17 

2 3 
7 9 
7 7 

traces 8 
traces traces 
traces traces 
traces traces 

28 25 
227 270 

Composition en phospholipides d’.EugZwra gracilis souche Z, cultivk sur milieu I et II en presence de lumiere (L) ou i I’obscuritd 
(0). (En % des phospholipides totaux). Les deux derni&es lignes du tableau’indiquent, pour chacune des conditions de culture la 
teneur en phospholipides totaux et la teneur en Azote, exprimd en r.ig pour lo6 Euglenes. 

par du methanol. Les phospholipides sont des- 
acyles en milieu methylique Q 37” durant 20 min en 
presence de potasse 0,l N. Apres neutralisation par 
l’amberlite IRC 50 sous sa forme (H+) [8] , les 

composes sont separes par chromatographie bi- 
dimensionnelle sur papier Whatman no. 2. Les 
phases solvantes sont les melanges phenol, eau 

(100-38, v/v) et methanol, acide formique, eau 
(80-l 3-7, v/v); les esters phosphoriques sont mis en 
evidence spkcifiquement par le reactif du phosphore. 

Afin d’identifier les taches observees, on chromato- 
grapie simultanement les esters phosphoriques 
obtenus apres desacylation de phospholipides 
temoins. L’extraction et la determination de la struc- 
ture du DPG ont Bte realisees selon des techniques 
d&rites par l’un d’entre nous dans une note 
prdcedente [93. 

Tableau 2 

Phospholipides 
I II 

0 L 0 L 

Diphosphatidylglycerol 2,7 2,g 2 1,g 
Phosphatidylglycdrol traces 2 traces 2 

Teneurs en diphosphatidylglycirol et en phosphatidylglycdrol 
d’Euglena gracilis, souche Z, cultivie sur les milieux I et II, en 
presence de lumiere (L) ou i l’obscuritd (O), exprimees en gg 
pour lo6 Euglenes. 
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3. R&ultats 

Les resultats des analyses et des dosages de phos- 
pholipides extraits d’Euglena gracilis, lignee Z, 
present& par la fig. 1 sont reunis dans les tableaux 
1 et 2. 

On voit d’aprbs ces chiffres que, quelle que soit 

la composition du milieu sur lequel elles sont 
cultivees, les Euglenes maintenues a la lumiere sont 

Tableau 3 

Phospholipides 

Mito- Chloro- 
chondries plastes 

Milieu II 0 Milieu II L 

Phosphatidylcholine 
Phosphatidyldtanolamine 
Phosphatidylsirine 
Phosphatidylinositol 
Diphosphatidylglycdrol 
Phosphatidylglycdrol 
Acide phosphatidique 
Lysophosphatidylcholine 
Lysophosphatidyletanolamine 

62 
11 
_ 

8 
22 
traces 
16 
traces 
traces 

35 
4 

_ 

6 
traces 
50 

3 
traces 
traces 

Composition en phospholipides de mitochondries et de 
chloroplastes isolds d’Euglena gracilis, South 2 (en % des 
phospholipides totaux). Les Euglenes cultivdes sur milieu II, 
soit i l’obscurite (0) pour I’obtention de mitochondries, soit 
en presence de lumiere (L) pour l’obtention des chloroplastes. 
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Fig. 1. Chromatographie bidimenionnelle sur papier Whatman 
no. 2 des esters phosphoriques lib&is par ddsacylation des 
phosphopolides d’Euglenagracilis. Premier solvant: phenol, 
eau (100-38, v/v); deuxiime solvant: methanol, acide 
formique, eau (80-13-7, v/v). Revvdlation 32P. 
0 = Euglines cultivdes i I’obscuritd. 

Ll = Eugl&es cultivdes i la lumike. Dans les deux cas les 
phospholipides sont extraits apr& fixation par 
l’e’thanol bouillant. 

riches en PC, et de plus, elles renferment des quanti- 
tes assez importantes de DPG. Les Euglenes main- 
tenues a l’obscurite ne renferment en revanche que 
des traces difficilement decelables de PG. Cependant, 
dans ce dernier cas, la proportion de DPG reste tres 
Blevee. 

D’autre part, si la composition du milieu ne 
modifie pas la teneur en PG des Euglbnes, par contre 
elle semble jouer un role important sur celle du DPG. 
Pappelons que les deux milieux employ& different 
essentiellement par la nature du substrat organique 
carbon& Dans le milieu I les substrats utilises sont 

l’acide L glutamique et l’acide DL malique, dans le 
milieu II le substrat utilise est l’acide lactique. 

Les resultats des analyses et des dosages de 
phospholipides extraits des chloroplastes et des 
mitochondries isolees des Euglenes, sont regroup& 

dans le tableau 3. 
Les mitochondries sont pauvres en PG, cependant, 

elles renferment des quantites importantes de DPG 
(22% de la masse de leurs phospholipides totaux). 

Nous avons d’autre part constate que les mitochon- 
dries isolees sont riches en acide phosphatidique (GP). 

Ce phospholipide est probablement forme par degra- 
dation des phospholipides azotes sous l’action de la 
phospholipase D lors de leur extraction. Nous avons 
en effect montre que ce phospholipide Ctait absent 
des Euglenes convenablement furees, alors qu’il 

appara?t en forte proportion dans les Euglenes non 
fades (fig. 1). 

Les chloroplastes, contrairement aux mitochon- 

dries, sont tres riches en PC (50% de la masse de leurs 
phospholipides totaux) par contre ils ne renferment 
que des traces difficilement dosables de PDG. 

4. Discussion 

L’analyse des phospholipides totaux a montre que 
la phosphatidylcholine et la phosphatidylethanol- 

LZ = Mimes conditions que Lr, mais extraction des 
phospholipides sans fixation prialable. 

GPC = Phosphatidylcholine; 
GPE = Phosphatidylethanolamine; 
GPI = Phosphatidylinositol; 
GPS = Phosphatidyldrine; 
GPG = Phosphatidylglycdrol; 
GPGPG = Diphosphatidylglycdrol; 
GP = Acide phosphatidique. 
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amine sont les deux phospholipides majeurs des 
Euglenes quelles que soient les conditions de culture. 
Ces resultats se rapprochent de ceux obtenues par 
Haverkate et Van Deenen [3] mais contredisent ceux 
de Hulanicka et ~011. [lo] qui ont montre que la 
phosphatidylserine est le phospholipide majeur des 
Euglenes cultivdes a la lumiere. 

Chez l’Euglene, comme chez les vegetaux 
superieurs la formation de chloroplaste entraine 
l’apparition de forte quantite de PC, phospholipide 
majeur des systemes lamellaires plastidiaux [ 1,2, 11, 
121. 

La forte teneur en DPG, observee dam les mito- 
chondries d’Euglenes, quelles que soient les condi- 
tions de culture, rappelle celle des mitochondries des 
tissues animaux [ 131 et des dgetaux [9]. Le DPG 
est absent des chloroplastes. 

Cependant nous avons constatd que la nature du 
substrat carbone utilise entraine une modification 
dans la teneur en DPG. Ces resultats sont i rapprocher 
d’observations faites au microscope dlectronique qui 
ont montre que suivant le substrat utilid la morpho- 
logie des mitochondries’differe. Dans le cas oti le 
substrat carbone est GM, les mitochondries en grand 
nombre, riches et c&es, sont de taille normale. En 
revanche, lorsque le substrat est L, les mitochondries 
nous apparaissent geantes et le plus souvent 
anastomosees*. 

I1 est interessant de noter, comme chez les 

vegetaux [ 141, que les Euglenes presentent une 
activite phospholipasique D importante. 
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