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RESULTATS ET DISCUSSION 

L’observation des microsomes par spectroscopic diffkrentielle montre, au tours de la 
survie, une augmentation de la teneur en cytochrome b, et une apparition de pigments 
de type P,,,. 11 se dirveloppe kgalement une activitt- pkroxydasique. Le Pd5,, est toujours 
accompagnk de P,,, qui semble un produit de dkgradation du premier. 

Activith pe’roxydasique 

Les microsomes de tubercule avant survie n’ont pas d’activiti: pkroxydasique. Celle-ci 
apparait tr& rapidement puisqu’elle est dbjja nette aprks 2 hr de survie et elle atteint un 
maximum g la 14e heure de survie (Fig. 1). Les microsomes trait&s par les solutions salines 
(KC1 2M) ou par I’EDTA (0,005 M) perdent seulement une partie de l’activitk pCroxydasi- 
que. Ceci peut 6tre dfi: soit ti l’existence de plusieurs pkroxydases likes plus ou moins forte- 
ment aux membranes microsomales: soit B la localisation orientke d’une seule ptroxydase. 

’ COTTE-MARTINON, M., DIANO, M., MEUNIER, D. et DUCET, G. (1969) Bull. Sot. Fr. Physiol. Vhg. 15, 279. 
’ BEN ABDELKADER, A., CHERIF, A., DEMANDRE, C. et MAZLIAK, P. (1973) European J. Biochern. 32, 155. 
3 HAKTMANN, M. A. and BENVENISTE, P. (1973) C. R. Acad. Sci. Paris 276, D, 3143. 
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Les microsomes de nos prkparations se prtsentent en microscopic Clectronique sous forme 
de vksicules closes.’ Nous pouvons admettre que la vtsiculation a pu SC faire de telle sorte 
que certaines vk.icules aient la pkroxydase <i l’cxtkrieur done extractible par les solutions 
ioniques, tandis que pour d’autres vksicules. la localisation B I’intPricur la rendrait inacces- 
sible. 
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FIG. i. ACTIVITY PI~ROXYDASIQIJl. DAVS t.I:s MICROSOMt:S IIt POhlhE Ix ‘n2RRI. 

Variation de la constante de vitesse de pkroxydation en fonction du temps de surcie. K en mn ’ mg 
de protkines- ‘. Temps de survie en heures. 

Auymentatiorz dc> la conwntrution rn cytochrome b5 

La teneur en cytochrome b, augmente pendant la survie comme nous l’avions d&jB 
observi::’ la Fig. 2 montre les spectres de diffirence (oxydk-rkduit ii l’hydrosulfite) de mic- 
rosomes avant (courbe 1) et apt& (courbe 2) survie. 11s correspondent :I un cytochrome 
de type bj accompagnt’ d’autres pigments absorbant vers 450-455 nm. Lc minimum 
observk entre 465-490 nm correspond ti la prksence de flavoprott;incs. ce qui a ktk virifik 
par mesure de fluorescence. Mais la diffusion de lumike provoque kgalement des dkforma- 

tions de spectres et nous n’avons pas calculi: la quantiti des flavoprotkines prksentes. Nous 
avons seulement observk qualitativement un accroissement de fluorescence 1iL:e aux flavo- 
protkines durant la survie. 

La presence de carotkno’ides. cn particulier /j IutCine’ dans les microsomes peut per- 
turbcr les spectres d’absorption en dkformant la bandc dc Sorct du cytochrome b,. 

Cytochrome de tlpr PhSO 

La Fig. 3 montre les spectres de diffkrence (rt-duit en prksence de CO contre Gduit) des 
microsomes avant (courbe 1) et aprks (courbe 2) survie. Aprks w-vie, deux bandes nettes 
apparaissent centrkes h 452 et 420 nm avec un autre maximum vers 575 nm et des vari- 
ations d’absorption ininterprktables dans le reste du spectre. .4vant survie, nous observons 
kgalement des maxima d’absorption vers 421 et 450 nm mais nettement moins intenses. 

’ COsTI S. c. ((‘ommunication personne!kJ. 
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I1 semble done que la survie induise I’apparition de deux pigments qui s’apparentent aux 
P 450 et P4,,, induits par divers agents dans les microsomes de tissus animaux5-’ et au 
P 450 observe dans l’Arum8 L’allure generale des spectres rend difficile l’utilisation de 
points isobestiques et done I’application des formules d’Omura et Sato pour le calcul des 
quantites de P,,, et P420 presentes. 
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FIG. 2. SPECTRES DIFF~RENTIELS DU CYTOCHROME b, DANS LES MICROSOMES DE POMMES DE TERRE, OXYD~: 
CONTRE R~DUIT A L’HYDROSLJLFITE DE Na. 

Trajet optique: 10mm. Courbe 1 -0 microsomes frais (6 mg de proteines par ml); courbe 2 t-0 
microsomes apris 24 hr de survie ($5 mg de proteines par ml). \ 

FIG. 3. SPECTRES DIFF~RENTIELS DES CYTOCHROMES Paz0 ET P,,, DANS LES MICROSOMES DE POMMES DE 
TERRE. 

Trajet optique 10 mm. Courbe 1 -0 microsomes frais (6 mg de proteines par ml); courbe 2 -0 
microsomes apres 24 hr de survie (55 mg de proteines par ml). 

L’induction par la survie du P,,, et du P,,, n’a pas ete toujours nette. Elle semble lice 
a l’etat de conservation du tubercule et dependrait de conditions physiologiques ma1 
definies. Ce nest qu’a partir du 6e mois de conservation a environ lo” que l’induction com- 
mence a itre observee apres survie. De plus, dans des preparations obtenues a partir de 
tubercules ayant 10 mois, de conservation a la temperature ordinaire, nous observons la 
presence nette de P,,, et P,,, dans les microsomes, meme sans survie. Quelques essais 

s IMAI, Y. and SIEKEVITZ, P. (1971) Arch. Biochrm. Biophys. 144, 143. 
6 FUJITA, T. and MANNERING, G. J. (1971) Chem. Biol. Interactions 3, 264. 
’ MCLEAN, A. E. M. and MARSHALL, W. J. (1971) Biochm. J. 123, 28. 
’ YAHIEL, V., GILEWICZ COTTE-MARTINON, M. and DUCET, G. (1974) Phytochemistry 13, 1649. 



indiquent que le P,,, apparait d&jja apres 6 hr de w-vie et qu’au-d&i de 15 hr de survie 
les rksultats sont peu reproductibles. Ceci est en corr&lation avec un bruniswment des 
tranches de tubercules qui se manifestc h partir de la 14e hcure de survie. 

Lorsque les enregistrements spectrophotom&riqucs sont r&p&t& toutes les 10 mn sur 
un mEme &hantillon, nous obscrvons un accroiwmwt dc la hande d’absorption ;I 420 
et une diminution de ccllc ii 450 nm. cc qui indiquc une degradation du P,?,,. Dans lcs 
mcmes conditions. le P,,,, d’A/.iwi cst plus stable.” 

L’absorption observtie ;I 575 nm semble cn corr&tion avcc l’absorption G 420 11~17 plutGt 
qu’avec celle B 450. Nous pensons qw l’absnrption 2 420 en prkxnce dc CO peut corrcs- 
pondre it un pigment du type P,,,, ct L:galcment au compiexc oxydc de carbone-pt:roxy- 
dase. Une telle bande a t;tG obscrvtic par Banner ct Plesnicar” sur la fraction mitochon- 

drialc d’hypocotylcs dc haricot ct dc spadices dc “skunk cabbage” ct attribuk ii la pGrox!-- 
dase pr&ente. 

Alors quc lcs prkparations microsomales d’ilrzrn~ renferment relativement peu de’ P,,,,8 
celles de Pomme dc terre montrent gC&ralement plus de P,2,, que de Psi(, ct la destruction 
de ce pigment est relativement rapidc. Toutcs lcs modifications de milieux de broyagc OLI 

de Iavage que nous avons test&s n’ont pas pcrmis jusyu’A prt;sent d’obtenir des micro- 
somes enrichis en P,,,, ou duns lesq~~els ce pigment wait plus stable. Nos essais dc frac- 
tionnement sur gradient de saccharosc dcs microsomcs “bruts” ant mis cn L:vidcnce deux 

bandes: unc de couleur .iaunc (1.06 -cd < 1.12). I’autrc dc couleur beige (I.12 <tl < 1.19) 
et un culot beige (d > 1.19). L’t;tude spectralc de ccs trois fractions a montr& me diminu- 

tion notable des cytochromes Pbj,, et P,zo. 
Nous avons pensi: que le systeme microsomal de la Pomme de tcrrc prkpari: dans nos 

conditions &it instable. Des recherches de Cotte-Martinon”’ ont montrC yuc des 

pht-nom&es d’autoxydation se manifestaient dans les microsomes du tuberculc de Pomme 
deterreaboutissantenparliculi~r~~1adestructiondescarotCno’ideset d’r\cidesgrasnonsaturt;s. 

Des essais ont i’tL; conduits pour mettrc plus directemont en Cvidence ccttc instabilitk: 
nous avons fait dcs m~langcs de suspensions de microsomes d’.-lrur~~ ct de Pomme dc terre 

et suivi lcs transformations du P,,,, et du P,zo cn fonction du temps. Les r&ultats sont 
report& dans la Fig. 4 et montrent qu’effectivcmcnt le P45,) dc 1’,3wrr se transformc plus 
vote en P,,,, que ccla n‘awit L:tk observt: pour lcs microsomcs de I’.~~u~JI seul.* Les micro- 
somes d’Alurn utilis& dans cct cssai contenaient 94 p-mol de P,,,, et 10 p-mol de P,,,, 
par mg de prott:inc. tandis que ccux de Pomme dc terre renfermaient rcspcctiwment 34 
et 33 p-mol par mg dc protcine. Lacontt-ihution spcctralc dcs tnicrosomcs de pornme de terre 
ne peut done expliquer la formation du P,zo au cows du temps. Cependant la Fig. 3 B 
montre qu’aprks 45 mn unc bande 2 485 nm apparait dans Ic spectre dc diff&-ewe. Par 
analogie avec les r&hats obtcnus par l’un de nous” cctte bande pnurrait correspondrc 
B la disparition de carot&ndides dans l’@chantillon sitnplement rt-duit. tandis qu’cn 
prksence d’oxyde de carbone cette destruction n’aurait pas lieu ou strait moindrc. Dans 
ces conditions deux autres bandes dues aux carotCnoi’des doivcnt exister: l’me vers 460 
nm ii peu pr&s t:galc en inti‘nsitC ;i cellc il 3X5 nm mais mas~~ui;c par la handc du PA,,,. I’sutre 

vers 430 nm. dc faible intensitL; et done ne moditiant pas la bande &I P,,,,. II cn rCsultc 

” PLLSNICAK. M.. BO\YI K. K. I>. and SIOKI \r. B. T. (10671 P/cr,>i Ph\~.sio/. 42. 3. 
‘I’ GLI-IX I(‘/ COTTIEMAR I IUA. M. (1974) Thkae dc Doc~orat de 3Cr& c~clc I I_‘. K. De t.~~r~~in~-hl;~~-aclll~. 
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que I’absorption reelle du PdSO est plus faible que celle mesuree dans le spectre de dif- 
ference: la disparition du P,,, serait plus importante que ne le montre la variation d’ab- 
sorbance a 450 nm. 
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F1c.4. EVOLUTION SPECTRALE DU &LANGE DE MICKOSOMES D'Arurn(Ar)F~ DE POMME DF T~KKE(P~)EN 

FONCTION DC TEMpS. 

Trajet optique 10 mm; 8,5 mg de protkine Ar et 1.6 mg de protkine Pt. (A) Evolution en fonction du 
temps: t-0 absorbance B 450 rnp par rapport g la ligne de base; x .-x absorbance i 420 rnp 
par rapport a la ligne de base. (B) Spectres difftrentiels (rkduit contre rt’duit + CO), au moment du 

melange t-0 et 45 mn apris x ~ x 

Nos resultats permettent done de penser que la survie induit une synthese de pigment 
analogue au PASo q ui se degrade partiellement en PdZO dans nos conditions de preparation 
des microsomes. Nous pensons avoir ainsi nettement montrt que les cytochromes de type 
P 450 se trouvent chez les cellules des vegetaux superieurs comme dans les cellules animales. 
Dans ce dernier cas, ils sont associts a des systemes de transfert d’electrons et souvent in- 
duits par des apports de substances Ctrangeres. Leur apparition est interpret&e comme lite 
a des processus de detoxification. Nos observations indiquent que la presence du P,,, est 
nette dans un organisme a metabolisme trbs special (le spadice d’ilrurn en maturation) et 
dans les tranches de tubercules en survie. Nous avons Cgalement trouve sa presence dans 
des tubercules conserves longtemps. Le P,,, p ourrait done chez les vtgetaux etre con- 
sider+. comme associe a des &apes particulieres du dtveloppement ce qui explique les incer- 
titudes pas&es quant a sa presence. Ces resultats sont a rapprocher de ceux obtenus par 
Abdelkader et al2 montrant l’induction, pendant la survie du tubercule de Pomme de 
terre, dune desaturase de l’acide oleique, lice aux microsomes et dependant dun pyridine 
nucleotide reduit et d’oxygene pour son fonctionnement. Hartmann et Benveniste3 ont 
aussi observe une synthtse nette de sterols pendant la survie. Ces deux types de phenomene 
(d&saturation oxydative et hydroxylation) sont des proprietts du systeme microsomal des 
cellules animales, dans lesquels le PbSo est present. Nous pensons que des systemes analo- 
gues peuvent etre presents dans les cellules des vegetaux supkieurs. 
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METHODFS EXPERIMENTALES 

&lithod~,~ L/C [wG[wru t ions. tin lot dc 500 g est broyi: imm~diatemcnt et Ic fractwnncmcnt cellt~la~rc cst r&iiaL: 
par In mCthode de Ducet et LII. ’ I Le restc des tranches at plact- dans un hain d’eau ordinail-c. constamment ~rcnou- 
velCe, maintenu B 25’ et fortement airi: avcc de l’air cornprim? filtrt:. Aprbs des sejours dc 2 h 73 hr. dca cchantil- 
ions sent pr&zv&s. puis traitks comme prCc&demment. Le poids des Cch~untillons est corrlgk pour I’;ihsorption 
d’eau (25 30”,, du poids initial aprts 4 hr) pour faire des comparaisons Ic plus quantitatiwmcnt possihlc. I_:1 fi-nc- 
tion microsomalc brute est obtenuc par centrtfugatlon I hr h 30000 g aprCs >cdinwntatlon tic 1x fl-;\ctl<ln mito- 
chondriale (20 mn B 10000 0). Des CSSBIS de r&olution ont CtC- tent& sur un gradxnt dlscontiw tic saccharcw 
(densitt 1.06. I. 12. 1.19). Lrs microsomrs sont remis cn suspension dans divers milieu\: gl!ckrol W,,. Trls Hc’l 
0,05 M pH 7.4 ou KCI 0.15 M ou ssccharose 0.3 M awe et sans SCrum Alhummc Bo\~nc (I”,,). 

Doscrq~s. Lcs protCines sont do&es par la mi-thode du Biuret.” Les ~.~tochromcs sent apprL;ci& par spcctro- 
photomttrie comme pr&demment d&it.’ L‘activitt pProx~dasique cst dCtcrmin?c a\cc la mcthod~ de C’h;~nce 
et Maehlv.‘” 

I D~lctr. DIAUO. M. and MI I ~II I<. D. (1970) I’/~!,.\ro/. I ~41. 8, 35. 
I* STIIKLANI). L. H. (1951) Mioohmf. 5, 698. 
I3 CHAWE. B. and MAEHL~,. A, c'. ,2ft~t/wd,s in E~w~o/o~qy (ESTAIHWOK. K. U’. et PI 1.1 arnh. hf. L __ cds). Vol. 

2. p. 764. Academic Press. London. 


