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Abstract-A cytochrome of the P 450 type has been shown to exist in the microsomal fraction derived from Arum 
spadices. It appears to be present in greater quantities than the cytochrome b,. It is transformed, partially at least, 
into a pigment of type P,,, under the action of salts and detergents. 

RBsum&LJn cytochrome de type P,,, a et& mis en kvidence dans la fraction microsome du spadice d’Arum et 
semble prksent en quantitk plus importante que le cytochrome b,. I1 se transforme au moins partiellement en 
pigment de type P4z0 sous l’action d’agents chaotropiques. 

INTRODUCTION 

LA PR&ENCE d’un cytochrome de type b (cytochrome b5) dans la fraction microsomale de 
cellules vCgCtales est connue depuis les travaux de Martin et Morton,’ (qui lui donnent le 
nom de cytochrome b, mais ce constituant isol& par Hill est facilement soluble alors que 
le cytochrome b, microsomal n’est solubilisable qu’aprks traitement aux dktergents ou aux 
protkases). de Banner’ et nous l’avons observke dans celle du tubercule de pomme de terre.3 
Par contre, la prtsence d’un cytochrome de type P450 semble beaucoup plus variable et 
n’a Ctt signalke que dans quelques vkgktaux sup&ieurs4 et un champignon.5 Dans l’ktude 
du spadice d’Arum italicurn et Arum maculatum, nous avons observk sur la fraction micro- 
somale, un pigment de type P,,, p r&sent en quantitk importante. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

La fraction microsomale du spadice d’Arum it&cum, apr&s rtduction A l’hydrosulfite 
montre dans un spectre de diffkrence (rkduit contre rCduit en prksence d’oxyde de carbone) 
une forte bande d’absorption prksentant un maximum A 450 nm, accompagnke d’une 
bande plus faible, variable selon les Cchantillons, centrke A 420 nm. 

La Fig. 1 montre les spectres de diffkrence oxydC contre rkduit A l’hydrosulfite (courbe 
1) et rtduit en prtsence d’oxyde de carbone contre rkduit (courbe 2) de la fraction microso- 
male du spadice. Sur la courbe 1 la bande SI du cytochrome de type b, est bien visible, 
centrte vers 560 nm, la bande B est de faible amplitude et la bande y a un maximum A 
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429-430 nm mais se prksente d&form& et asymktrique. Cette bande de Soret est certaine- 
ment composite et doit correspondre ;i la prknce du cytochrome de type b, et du pigment 
de type P450 (spectre d’oxydo-rkduction). La courbc 2 montre une bande intense centrke 

i 450 nm accompagnke d’un maximum secondaire faible ccntrk ii 423 nm. Aucunc ahsorp- 
tion nette n’est visible dans la rkgion des bandes x. Cette courbe est done tr& semblable 
i celle qui correspond au spcctre du P,,,, contamirk par un peu de P,,,, dans lcs micro- 
somes des tissus animaux. 
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FIG. 1. SPECTKtS IXFFI:Kt.NI.tl-I.S 1)t.S (‘YTOCHKOMI S hi. P,,,,. Pdz,l DANS L&S MICROSOMES D’,~IWtl. 

Trajet optiquc JO mm 5 mg de prottiincs par ml. Courbe 1 l -0 rCduit contre oxydC; courbc 2 
0 0 rkduit contre rkduit + CO. 

FIG. 2. ACTIVATION IX LA CohVl.KSION lx c YTocHKoMt. P,,,, IN (‘1 Tm’HKoMt P,zCi PAK KSCN. 
Le spectrc dc di%-ence (rkduit contrc rkduit + CO a ktk enregistrk aux temps 0, 15.30 et 45 min. KSCN 
a ttt: ajoute (concentration finale 0.8 M) i 55 minutes (Ache) puis lc spectre de dtfkcnce cnregistre 
h 60 et 75 min. t----0 Absorbance 9 450 nm par rapport ;I la ligne de base: x x absorbance LS 

420 nm par trapport ;I Is lipne dc hasc. 

Avec les coefficients d’absorption donnCs par Sato. ’ il y aurait prkents par mg de pro- 

teines microsomales environ: 310 p-mol de P,,“, 30 p-mol de P,,,, et 210 p-mol de cyto- 
chrome b, d’aprk la bande T OLI 330 p-mol de cytochrome b, d’nprks la bande de Sorct. 
Cettc dernikc cst fortcment dt:formt:e. et la valor du maximum n’cst pas utilisablc. 



Un cytochrome de type P,,, 1651 

Le cytochrome PbsO de l’Arum est stable: il ne se d&grade pas pendant l’isolement des 
microsomes et durant ies essais qui suivent. Des parties aliquotes de la fraction microso- 
male ont ttt: congelkes A - 20” immkdiatement aprbs leur obtention. Elles prksentent, aprks 
dkongklation, le mtme spectre quantitatif que celui obtenu sur des khantillons frais et 
ceci mkme aprks trois mois de conservation ti - 20”. Le cytochrome PhsO peut etre trans- 
form& sous l’action d’agents chaotropiques (sels, dktergents) en cytochrome P420.7*8 La 
Fig. 2 montre une diminution du PbsO et une augmentation du Ph2,, accCl&Ce s par l’addi- 
tion de sulfocyanure de potassium. 

s’il y a transformation intkgrale du P450 en PbzO, les courbes de la Figure 2 indiquent 
un rapport des coefficients d’extinction diffkrent de celui des coefficients donnCs par Sato. 
Cette diffkrence peut &tre rCelle si les Pd5,, et Pbzo de 1’Arum ont des coefficients d’absorp- 
tion diffkrents de ceux des microsomes des tissus animaux. Elle peut aussi &tre due ?I des 
modifications de spectre sous l’influence de la diffusion de lumkre dans les suspensions 
microsomales. 

Les spectres de la Fig. 1 ont ktt: obtenus A partir de spadices provenant de spathes non 
ouvertes mais prlsentant dtjja un d&but de dkroulement. Les microsomes de spadices plus 
jeunes (spathes non dkroulkes) ont une concentration en P,,, plus faible (70 p-mol/mg de 
protkines). 11 n’est pas possible de dire si les diffkrences de teneur sont dues aux &tats de 
dkveloppement diffttrents ou A la conservation des khantillons. En effet, les spathes ont 
Cti: rCcoltCes le m?me jour, classkes par stades de dkveloppement et conservkes en chambre 
froide. Les spathes les moins dkvelopptes ont Ctt: analyskes en dernier. L’analyse des micro- 
somes du spadice d’Arum maculatum a kgalement montrC la prksence en quantitir impor- 
tante de P450 accompagnke d’un peu de P,z,J. 

La maturation de la spathe s’accompagne d’une exaltation considkrable de l’intensitk 
respiratoire du spadice. Les mitochondries ont kgalement une forte activitk oxydative. La 
concentration importante de P450 q ue nous avons observke dans les microsomes laisse 
penser qu’un systtime microsomal de transfert d’klectrons utilisant l’oxygkne molkulaire 
peut kgalement ;tre actif lors de la maturation du spadice. 

METHODES EXPERIMENTALES 

Pr&zrarion. Les spathes d’Awn italicurn ou Arum madatum ont it& rtcolties en mai. Environ 200 g de mas- 
sues sont broykes dam un milieu contenant: Saccharose 0,3 M, EDTA*, 0,003 M pH 7.4, chlorhydrate de cystkine 
0.005 M. Toutes les manipulations se font B 2-3”. Le broyat est maintenu g pH 7 par addition de Tris M et 
pass? ensuite sur un broyeur a triple rouleaux de porcelaine Pascall. La suspension est centrifugke d’abord 5 
mn g 1000 CJ pour kliminer une grande quantitk d’amidon, puis 20 mn A 10000 9 pour skdimenter une fraction 
de mitochondries et enfin 1 hr g 33000 y. Le culot de cette dernikre centrifugation repris avec du saccharose 
0.3 M, constitue la fraction microsomale. 

Dosngrs. Les protkines sont estimt-es par la mttthode du Biuret.’ Le cytochrome b, est mesure & partir d’un 
spectre de difftrence (oxydt-rtduit a l’hydrosulfite de sodium) obtenu avec un spectrophotomttre qui permet 
d’kliminer en partie I’effet de la diffusion de lumikre dans les suspensions troubles. Les cytochromes P,,, et PbzO 
sont mesurks par spectrophotomttrie de diffkence aprbs rkduction A l’hydrosulfite. les kchantillons Ctant trait&s 
I’un par I’oxyde de carbone et I’autre par l’azote pendant environ 30 sec. 

Pour les calculs. nous avons utilisk les coefficients #extinction d’Omura et Sato: pour le PdsO et le PbzO respec- 
tivement: 91.10m3 M-‘cm-’ 110~10-3 M-’ cm-’ en prenant 490 nm comme point isobestique; pour le cyto- 
chrome b,: bande X: 28, 5.10m3 M-’ cm-’ bande y: 161, lo-” M-’ cm-’ en prenant respectivement 575 ou 
410 nm comme point isobestique. 

La conversion du cytochromc Pd5” en P,,, est suivie en fonction du temps sur I’khantillon rkduit et trait6 
g l’oxyde de carbonc. L’acct:li-ratlon de la conversion est obtenue par addition de sulfocyanure de K 0.8 M final. 

* Acide kthyltne diamino tktracktique. 
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