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Abstract—During the ageing of potato tubers, a labile cytochrome of the P, 5, type appears, always accompanied
by the presence of P, ,-type pigment. This induction of P,s, coincides with an increase in peroxidase activity
together with an increase in the amount of cytochrome b.

Résumé—Pendant la survie du tubercule de pomme de terre apparait un pigment de type P, s,, labile et toujours
accompagné d’un pigment P,,,. Cette induction de P, 5, est accompagnée de I'apparition d’une activité péroxy-
dasique et d’'un accroissement de la quantité de cytochrome b,.

INTRODUCTION

Nous avons observé pendant la survie (ageing) du tubercule de pomme de terre, dans la
fraction microsomale, outre 'augmentation de la concentration en cytochrome bs,' I'ap-
parition d’une activité péroxydasique et de pigments du type P,s, €t P,,,. L’apparition
du P, 5, pendant la survie est 4 relier plus ou moins directement a Pactivité de désaturation
de l'acide oléique observée par Abdelkader et al.? et aux inductions de stérols décrites par
Hartmann et al.?

RESULTATS ET DISCUSSION

L’observation des microsomes par spectroscopie différentielle montre, au cours de la
survie, une augmentation de la teneur en cytochrome b et une apparition de pigments
de type Ps0. Il se développe également une activité péroxydasique. Le P45, est toujours
accompagné de P, qui semble un produit de dégradation du premier.

Activite peroxydasique

Les microsomes de tubercule avant survie n'ont pas d’activité péroxydasique. Celle-ci
apparait tres rapidement puisqu’elle est déja nette aprés 2 hr de survie et elle atteint un
maximum a la 14¢ heure de survie (Fig. 1). Les microsomes traités par les solutions salines
(KC1 2M) ou par TEDTA (0,005 M) perdent seulement une partie de I'activité péroxydasi-
que. Ceci peut étre di: soit a I'existence de plusieurs péroxydases liées plus ou moins forte-
ment aux membranes microsomales: soit a la localisation orientée d’une seule peroxydase.

! COTTE-MARTINON, M., DIANO, M., MEUNIER, D. et DUCET, G. (1969) Bull. Soc. Fr. Physiol. Vég. 15, 279.
2 BEN ABDELKADER, A., CHERIF, A., DEMANDRE, C. et MAZLIAK, P. (1973) European J. Biochem. 32, 155.
3 HARTMANN, M. A. and BENVENISTE, P. (1973) C. R. Acad. Sci. Paris 276, D, 3143.
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Les microsomes de nos préparations se présentent en microscopie ¢lectronique sous forme
de vésicules closes.! Nous pouvons admettre que la vésiculation a pu se faire de telle sorte
que certaines vésicules aient la péroxydase a I'extéricur donc extractible par les solutions
ioniques, tandis que pour d’autres vésicules, la localisation a I'intéricur la rendrait inacces-
sible.

k, mn'mg™! x 107¢

Temps, hr

FiG. 1. ACTIVITE PEROXYDASIQUE DANS LES MICROSOMES DE POMME DE TERRE.
Variation de la constante de vitesse de péroxydation en fonction du temps de survie. K en mn™' . mg
de protéines™ . Temps de survie en heures.

Augmentation de la concentration en cytochrome b

La teneur en cytochrome b, augmente pendant la survie comme nous l'avions déja
observé:' la Fig. 2 montre les spectres de différence (oxydé-réduit a 'hydrosulfite) de mic-
rosomes avant (courbe 1) et aprés (courbe 2) survie. Ils correspondent & un cytochrome
de type bs accompagné d’autres pigments absorbant vers 450-455 nm. Le minimum
observé entre 465-490 nm correspond a la présence de flavoprotéines, ce qui a été vérifié
par mesure de fluorescence. Mais la diffusion de tumiére provoque également des déforma-
tions de spectres et nous n’avons pas calculé la quantité des flavoprotéines présentes. Nous
avons seulement observé qualitativement un accroissement de fluorescence li¢e aux flavo-
protéines durant la survie.

La présence de caroténoides, en particulier § lut¢ine* dans les microsomes peut per-
turber les spectres d’absorption en déformant la bande de Soret du cytochrome b.

Cytochrome de type P45,

La Fig. 3 montre les spectres de difference (réduit en présence de CO contre réduit) des
microsomes avant (courbe 1) et aprés (courbe 2) survie. Aprés survie, deux bandes nettes
apparaissent centrées a 452 et 420 nm avec un autre maximum vers 575 nm et des vari-
ations d’absorption ininterprétables dans le reste du spectre. Avant survie, nous observons
¢galement des maxima d’absorption vers 421 et 450 nm mais nettement moins intenses.

* Costes. C. (Communication personnelle).
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11 semble donc que la survie induise 'apparition de deux pigments qui s’apparentent aux
P50 et P4y, induits par divers agents dans les microsomes de tissus animaux>’ et au
P45, observé dans I'Arum.® L’allure générale des spectres rend difficile I'utilisation de
points isobestiques et donc I'application des formules ’Omura et Sato pour le calcul des
quantités de P, s, et P,,, présentes. -
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F1G. 2. SPECTRES DIFFERENTIELS DU CYTOCHROME by DANS LES MICROSOMES DE POMMES DE TERRE, OXYDE
CONTRE REDUIT A L'HYDROSULFITE DE Na.
Trajet optique: 10 mm. Courbe 1 O——0O microsomes frais (6 mg de protéines par ml); courbe 2 @——@
microsomes aprés 24 hr de survie (5,5 mg de protéines par ml).

Fi1G. 3. SPECTRES DIFFERENTIELS DES CYTOCHROMES P, ET P,,, DANS LES MICROSOMES DE POMMES DE
TERRE.
Trajet optique 10 mm. Courbe 1 O——O microsomes frais (6 mg de protéines par mi); courbe 2 @——@
microsomes apres 24 hr de survie (5,5 mg de protéines par mi).

L’induction par la survie du P, et du P, n'a pas été toujours nette. Elle semble liée
a Pétat de conservation du tubercule et dépendrait de conditions physiologiques mal
définies. Ce n’est qu’a partir du 6e mois de conservation a environ 10° que l'induction com-
mence a étre observée aprés survie. De plus, dans des préparations obtenues & partir de
tubercules ayant 10 mois de conservation a la température ordinaire, nous observons la
présence nette de P, s, et P,;, dans les microsomes, méme sans survie. Quelques essais

5 IMaL Y. and SIEKEVITZ, P. (1971) Arch. Biochem. Biophys. 144, 143,

8 Fusita, T. and MANNERING, G. J. (1971) Chem. Biol. Interactions 3, 264.

7 McLEAN, A. E. M. and MARsHALL, W. 1. (1971) Biochem. J. 123, 28.

8 YaHIEL, V., GILEWICZ COTTE-MARTINON, M. and Ducer, G. (1974) Phytochemistry 13, 1649.
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indiquent que le P, s, apparait déja aprés 6 hr de survie et qu'au-deld de 15 hr de survie
les résultats sont peu reproductibles. Ceci est en corrélation avec un brunissement des
tranches de tubercules qui se manifeste d partir de la 14e heure de survie.

Lorsque les enregistrements spectrophotométriques sont répétés toutes les 10 mn sur
un méme ¢chantillon, nous observons un accroissement de la bande dabsorption a 420
¢t une diminution de celle & 450 nm, ¢e qui indique une dégradation du P,5,. Dans lcs
mémes conditions, le P, d’ Aruim est plus stable.?

L'absorption observée 4 575 nm semble en corrélation avec labsorption a 420 nm plutdt
quavee celle a 450. Nous pensons que 'absorption 4 420 en présence de CO peut corres-
pondre a un pigment du type P, et également au complexe oxyde de carbone-péroxy-
dase. Une telle bande a &té observée par Bonner et Plesnicar” sur la fraction mitochon-
driale d’hypocotyles de haricot et de spadices de “skunk cabbage™ et attribué a la péroxy-
dase présente,

Instabilité du systéme microsomal de la pomme de terre

Alors que les préparations microsomales d’ 4rum renferment relativement peu dé P, *
celles de Pomme de terre montrent généralement plus de P, que de P+, et la destruction
de ce pigment est relativement rapide. Toutes les modifications de milieux de broyage ou
de lavage que nous avons testées n‘ont pas permis jusqu'a présent d’obtenir des micro-
somes enrichis en P 5, ou dans lesquels ce pigment serait plus stable. Nos essais de frac-
tionnement sur gradient de saccharose des microsomes “bruts™ ont mis en ¢vidence deux
bandes: une de couleur jaune (1,06 <d <1.12), lautre de couleur beige (1.12 <d < 1.19)
et un culot beige (d > 1,19). L'é¢tude spectrale de ces trois fractions a montré une diminu-
tion notable des cytochromes P, et P 5,.

Nous avons pensé que le syst¢éme microsomal de la Pomme de terre préparé dans nos
conditions ¢tait instable. Des recherches de Cotte-Martinon'® ont montré que des
phénomenes d’autoxydation se manifestatent dans les microsomes du tubercule de Pomme
deterreaboutissantenparticulierala destruction descaroténoideset d’acides gras non saturés.

Des essais ont ¢t¢ conduits pour mettre plus directement en évidence cette instabilité:
nous avons fait des mélanges de suspensions de microsomes d".4rum ct de Pomme de terre
et suivi les transformations du Py, et du Py, en fonction du temps. Les résultats sont
reportés dans la Fig. 4 et montrent qu'effectivement le Py, de I'4rum se transforme plus
vite en P, que cela n"avait ¢té observé pour les microsomes de I Arum seul.® Les micro-
somes d’Arum utiliscs dans cct essai contenaient 94 p-mol de P, et 10 p-mol de Py,
par mg de proteine. tandis que ceux de Pomme de terre renfermaient respectivement 34
¢t33 p-mol par mg de protCine. La contribution spectrale des microsomes de pomme de terre
ne peut donc expliquer la formation du P,,, au cours du temps. Cependant la Fig. 4 B
montre quapres 45 mn une bande & 485 nm apparait dans lc spectre de différence. Par
analogie avec les résultats obtenus par I'un de nous'” cette bande pourrait correspondre
a la disparition de caroténoides dans I'¢chantillon simplement réduit, tandis qu'en
présence d’oxyde de carbone cette destruction naurait pas lieu ou serait moindre. Dans
ces conditions deux autres bandes dues aux caroténoides doivent exister: I'une vers 460
nma peu pres ¢gale en intensité a celle 4 485 nm mais masquée par la bande du P, 'autre
vers 430 nm. de faible intensité et donc ne modifiant pas la bande du P,,. Il en résulte

? PLESNICAR, M., Boxxir. W, D, and SToRUY, B. T, (1967) Plunt Physiol. 42, 3.
1 GiLewicz COTTE-MARTINON, M. (1974) Thése de Doctorat de 3eme cvele L EL R, De Luminy-Marseille.
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que I'absorption réelle du P, s, est plus faible que celle mesurée dans le spectre de dif-
férence: la disparition du P, serait plus importante que ne le montre la variation d’ab-
sorbance a 450 nm.
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F1G6. 4. EVOLUTION SPECTRALE DU MELANGE DE MICROSOMES D’ Arum (Ar) ET DE POMME DE TERRE (Pt) EN
FONCTION DU TEMPS.
Trajet optique 10 mm; 8,5 mg de protéine Ar et 1.6 mg de protéine Pt. (A) Evolution en fonction du
temps: @——@ absorbance 4 450 myu par rapport a la ligne de base; x-——x absorbance a 420 myu
par rapport a la ligne de base. (B) Spectres différentiels (réduit contre réduit + CO), au moment du
mélange @——@ et 45 mn aprés x X .

Nos résultats permettent donc de penser que la survie induit une synthése de pigment
analogue au P, qui se dégrade partiellement en P4, dans nos conditions de préparation
des microsomes. Nous pensons avoir ainsi nettement montré que les cytochromes de type
P50 se trouvent chez les cellules des végétaux supérieurs comme dans les cellules animales.
Dans ce dernier cas, ils sont associés a des systémes de transfert d’¢lectrons et souvent in-
duits par des apports de substances étrangéres. Leur apparition est interprétée comme liée
a des processus de détoxification. Nos observations indiquent que la présence du P, est
nette dans un organisme a métabolisme trés spécial (le spadice d’ Arum en maturation)et
dans les tranches de tubercules en survie. Nous avons également trouvé sa présence dans
des tubercules conservés longtemps. Le P, s, pourrait donc chez les végétaux étre con-
sidéré comme associé a des étapes particuliéres du développement ce qui explique les incer-
titudes passées quant & sa présence. Ces résultats sont a rapprocher de ceux obtenus par
Abdelkader et al.* montrant I'induction, pendant la survie du tubercule de Pomme de
terre, d’'une désaturase de I'acide oléique, liée aux microsomes et dépendant d’un pyridine
nucléotide réduit et d’oxygéne pour son fonctionnement. Hartmann et Benveniste® ont
aussi observé une synthése nette de stérols pendant la survie. Ces deux types de phénoméne
(désaturation oxydative et hydroxylation) sont des propri¢tés du systéme microsomal des
cellules animales, dans lesquels le P, 5, est présent. Nous pensons que des systémes analo-
gues peuvent étre présents dans les cellules des végétaux supérieurs.
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de 2 mm d’épaisseur.
Méthodes de préparations. Un lot de 500 g est broyé immédiatement ct le fractionnement cellulaire est réalise
par la méthode de Ducet ¢t al.'! Le reste des tranches est placé dans un bain d’eau ordinaire. constamment renou-
velée, maintenu a 257 et fortement aéré avec de I'air comprimé filtré. Aprés des séjours de 2 a4 24 hr. des ¢chantil-
lons sont prélevés. puis traités comme précédemment. Le poids des échantillons est corrigé pour I'absorption
d’eau {25-30%, du poids initial aprés 4 hr) pour faire des comparaisons le plus quantitativement possible. La frac-
tion microsomale brute est obtenue par centrifugation [ hr 4 40000 ¢ uprés s¢dimentation de ki fraction mito-
chondriale (20 mn & 10000 g). Des essais de résolution ont été tentés sur un gadicm discontinu de saccharose
{densité 1,06, 1.12, 1,19). Les microsomes sont remis en suspension dans divers milieux: glveerol 307 . Tris-HCI
0,05M pH 7.4 ou KC1 0,15 M ou saccharose 0.3 M avec et sans Sgrum Albumine Bovine (17,).
Dosages. Les protéines sont dosées par la méthode du Biuret.'” Les cytochromes sont appréciés par spectro-
nhotomeétrie comme précédemment décnit.® L vité ngrmyn\ wsiaue est déterminee avee ta methode de Chance
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