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Abstract Ageing of potato tuber slices induces an increase in the nitrogen content and in the respiratory 
activity of the mitochondrial fraction. An increase in lipid phosphorus and in fatty acids is also observed. 
These results suggest a synthesis of new mitochondrial membranes during ageing. The incorporation of 
acetate-l-14C in vivo and in vitro into the mitochondrial fraction isolated from fresh and aged tissue was 
examined: the labelling of lipids and of fatty acids increases strongly after ageing, particularly during in vivo 
incubations; in this case, a rise of the synthesis of di-unsaturated fatty acids is found. These results give also 
some evidence of an integration of the lipid constituents newly synthesized during ageing into mitochondria. 

I N T R O D U C T I O N  

DANS des art icles pr6c6dents, 1'2 nous avons appel6 " s u r v i e "  (ageing), le vieil l issement en 
condi t ions  artificielles de f ragments  d 'o rganes  v6g6taux main tenus  en a6robiose pa r  ag i ta t ion  
dans  de l ' eau distill6e f r6quemment  renouvel6e. Dans  le cas de t ranches de tubercules  de 
p o m m e  de terre, cette " s u r v i e "  s ' accompagne  d 'une  exal ta t ion de la synth~se des lipides. 1-5 
La  quest ion se pose de savoir  si cette exal ta t ion des syntheses co r respond  ~ un renouvel lement  
plus g rand  des l ipides dans  le tissu ou h une accumula t ion  nette des mati~res grasses. Wi l l emot  
et S tumpf  4 ont  sugg6r6 qu ' i l  se fo rmai t  de nouvelles membranes  p lasmiques  ou mi tochon-  
driales au cours  de la " s u r v i e " ,  donc que l ' exa l ta t ion  des syntheses l ipidiques ent ra ina i t  un  
gain net  des mati~res grasses dans  les tissus. De  m~me, d ' au t res  observat ions  6'7 sugg~rent 
que le nombre  de mi tochondr ies  augmente  pendan t  la " s u r v i e "  de disques de p o m m e  de 
terre;  ces conclusions d6coulent  de r6sultats de dosages d ' azo te  prot6ique dans  les culots  de 
mi tochondr ies  pr6par6s avant  ou apr~s " s u r v i e "  et d ' examens  au microscope  61ectronique. 

Pou r  cont r ibuer  h l 'effort  g6n6ral d ' expl ica t ion  des ph6nom~nes a c c ompa gna n t  la  
" s u r v i e "  de disques de pa renchyme de p o m m e  de terre, il nous  a pa ru  int6ressant d '6 tudier  
la synth~se des l ipides et, en part icul ier ,  des phosphol ip ides  des mi tochondr ies .  Nous  avons  
commenc6 p a r  suivre l ' augmen ta t ion  de la quanti t6 de prot6ines mi tochondr ia les  aiasi~que 

(~*_I][ e~e partie de la s6rie: La lipogen6se dans le tubercule de pomme de terre (So lanum tuberosum). 1 

:X 1 A. BEN AaDELKADER, Physiol. Veg. 6, 417 (1968). 
2 A. BEN ABDELr, ADER et P. MAZLIAK, C.R. Acad. Sci., Paris 267, 609 (1968). 
3 C. WILLEMOT et P. K. STUMFF, Can. J. Botany 45, 579 (1967). 
4 C° WILLEMOT et P. K. STUMPr, Plant Physiol. 42, 391 (1967). 
s W.-J. TANC et P. A. CASTELrRANCO, Plant Physiol. 43, 1232 (1968). 
6 D. P. HA¢~:ETr, D. W. HAAS, S. K. GRIEEITHS et D. J. NIEDERFRUEM, Plant Physiol. 35, 8 (1960). 
7 S. G. L~E et R. M. CHASSON, Physiol. Plantarum 19, 199 (1966). 
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l 'accroissement de l'activit6 respiratoire des culots mitochondriaux au cours de la "surv ie" .  
Les membranes plasmiques ou mitochondriales 6tant riches en phospholipides, nous avons 
ensuite tent6 de relier l 'accroissement de la quantit6 de prot6ines mitochondriales ~t une 
augmentat ion de la masse des phospholipides ou de la masse des acides gras mitochondriaux.  

Dans  l'6ventualit6 d 'une  format ion de constituants lipidiques mitochondriaux parall61e 
la formation des prot6ines, l 'emploi d'ac6tate marqu6 auI4C devait nous permettre de suivre 

directement l ' int6gration dans les mitochondries des lipides n6oform6s apr6s " su rv ie"  des 
tissus. Enfin, pour  mieux connaltre la nature des transformations m6taboliques qui accom- 
pagnent  la " surv ie" ,  nous avons 6tudi6 les effets d 'un  inhibiteur de la synth6se des prot6ines, 
l 'actidione (cycloheximide). 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Augmentation de la Quantitd de Protdines Mitochondriales au Cours de la "Surv ie"  

Le dosage de l 'azote prot6ique selon Thompson  et Morrisson 8 ou le dosage des prot6ines 
par  la m6thode du Biuret ont  6t6 effectu6s sur les culots mitochondriaux obtenus ~t partir 
de la m~me quantit6 de tissu avant ou apr6s 24 hr de "survie" .  On constate une augmentat ion 
de plus de 100 ~ de la quantit6 des prot6ines ou de l 'azote prot6ique mitochondrial  apr~s 
"surv ie" .  On peut retenir une moyenne de 30/zg d 'azote  prot6ique par  gramme de tissu avant 
" su rv ie"  et une moyenne de 60/xg apr6s " su rv ie"  (Tableau 1). 

TABLEAU 1. INFLUENCE DE LA " S U R V I E "  SUR L ' I N T E N S I T E  R E S P I R A T O I R E  ET LA TENEUR EN PROTEINES DES 
C U L O T S  D E  M I T O C H O N D R I E S  C O R R E S P O N D A N T  ]k 1 0  g D E  TISSU 

Exp. n ° 1 Exp. n ° 2 
A * t 

T~moin Apr6s ~ T6moin Apr~s o/-/o 
avant 24 hr augmen- avant 24 hr augmen- 
survie survie tation survie survie tation 

mg prot6ines mitochondriales 1,75 3,8 114 2 4 100 
/zg azote prot6ique 280 600 114 320 650 103 
i.r./zl O2/hr/10 g tissu 72 162 125 90 185 105 
i.r./xl Oz/hr/mg prot6ines 41 42 2 45 46 2 
i.r./~102[hr/mg azote prot6ique 256 262 2 280 280 0 

Augmentation de l'Activitd Respiratoire des Mitochondries au Cours de la "Surv ie"  

L 'oxyda t ion  du succinate par  les mitochondries isol6es d 'une meme quantit6 de tissu 
est d e u x f o i s p l u s i m p o r t a n t e a p r 6 s " s u r v i e " q u ' a v a n t t o u t e " s u r v i e " ( T a b l e a u  1). L'intensit6 
respiratoire (i.r.) mesur6e est en moyenne de 80 /zl O2 par  heure pour  les mitochondries 
extraites de 10 g de tissu frais et de 170/A O2 par  heure, pour  les mitochondries extraites de 
I0 g de tissu ayant  6t6 maintenu 24 hr en "survie" .  Cependant,  les i.r. rapport6es ~t 1 mg de 
prot6ine sont sans changement  avant et apr6s " s u r v i e " :  environ 40/zl  O2 par heure et par 
mg de protdines. 

Ces r6sultats corroborent  bien ceux obtenus pr6c6demment par  Lee et Chasson;  7 ces 
auteurs expliquaient l 'augmentat ion de l'intensit6 respiratoire par  un accroissement du 

s j. F. THOMPSON et G. R. MORRISSON, Anal. Chem. 23, 1153 (1951). 
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nombre de mitochondries. En effet il a 6t6 observ6 qu'il n'y a pas de divisions cellulaires dans 
les disques de parenchyme en "survie"  pendant au moins 48 hr. L'augmentation de la 
quantit6 de protdines mitochondriales ne peut done s'expliquer que par la multiplication du 
hombre des organites dans chaque cellule ou bien par une n6oformation abondante de 
compos6s protdiniques ~ l'int6rieur des mitochondries primitives. Une augmentation du 
hombre des mitochondries a pu ~tre mise directement en 6vidence par comptage des organites 
sur des micrographies de racines de patate douce 9 et sur des micrographies de tranches de 
betterave, apr~s "survie ' .10 

L'accroissement de l'activit6 respiratoire de la fraction mitochondriale explique l'accrois- 
sement de la respiration des cellules enti~res (160 70 apr~s 24 hr de "survie" :  l'i.r, des disques 
de tubercules passe de 36/~1 h 91/zl O2/hr/1 g de tissu). 

Augmentation de la Masse des Lipides Mitochondriaux au Cours de la "Survie"  

Analyse des lipides. L'extrait lipidique brut de la fraction mitochondriale contient plusi- 
eurs classes de lipides: phospholipides, glycolipides, compos6s st6roliques, lipides neutres et 
acides gras libres. 

Les r6actions color6es spdcifiques et la comparaison des distances de migration avec celles 
des t6moins purs ont permis d'identifier les phospholipides suivants: phosphatidylcholine 
(P.C.), phosphatidyl6thanolamine (P.E.) (ce sont les deux phospholipides majeurs), 
phosphatidylinositol (P.I.), phosphatidylglyc6rol (P.G.), Phosphatidyls6rine (P.S.), acide 
phosphatidique (P.A.), diphosphatidylglyc6rol (D.P.G.). Le monogalactosyldiglyc6ride 
(M.G.D.G.), et le digalactosyldiglyc6ride (D.G.D.G.) sont les deux glycolipides pr6sents. En 
outre il existe un st6ryl glueoside (S.G.) un st6ryl glucoside est6rifi6 (E.S.G.) et des sterols libres. 

Cette composition en cat6gories lipidiques est proche de celle signal6e pour  la ceUule 
enti~re de parenchyme de tubercule de pomme de terre, 1' 11 en particulier en ce qui concerne 
l 'abondance de la phosphatidylcholine et de la phosphatidyl6thanolamine et la pr6sence des 
cat6gories lipidiques. Une analyse de Douce 12 portant sur les phospholipides des mitochon- 
dries de tissu de Scorson~re a abouti ~t une composition phospholipidique similaire. 

Les acides gras principaux d6termin6s par chromatographie en phase gazeuse sont les 
acides linol6ique (plus de 50 70 des acides gras totaux), palmitique (20 70) et linol6nique (16 70) 
(Tableau 2). Cette composition en acides gras est tr~s voisine de celle des mitochondries 
isol6es de divers tissus v6g6taux (pomme, 13 poire, 14 carotte15). 

Augmentation de la masse des lipides au cours de la "survie". La d6termination par pes6e 
directe 6tant impossible ~ r6aliser pour les tr~s faibles quantit6s pr6sentes, nous avons dos6 
colorim6triquement le phosphore lipidique d'une part et d6termin6 la masse des acides gras 
par chromatographie en phase gazeuse, d'autre part. 

On dose le phosphore lipidique des culots de mitochondries pr6par6s h partir des tissus 
avant et apr~s "survie".  Les valeurs, variables selon les exp6riences, sont constamment plus 
61ev6es apr~s "survie" ,  allant jusqu'~t doubler (Tableau 3). La quantit6 de phospholipides 
rapport6e au mg de protdines et non plus ~t la quantit6 de tissu ne varie pratiquement pas. 

La masse des acides gras totaux des culots mitochondriaux pr6pards ~t partir d'une m~me 
quantit6 de tissu est deux lois plus 61ev6e apr~s "survie"  que dans le tissu frais. Une 
9 T. ASAm, Y. HONDA et I. URrrANI, Plant Physiol. 41, 1179 (1966). 

10 R. F. M. VAN STEVENINCK et M. E. JACKMAN, Australian J. Biol. Sci. 20, 749 (1967). 
11 T. GALLIARD, Phytochem. 7, 1907 (1968). 
12 R. DotJCE, C.R. Acad. Sci., Paris 262, 4067 (1965). 
t3 p. MAZLIAK, A. BEN ABDELKADER et A.-M. CAISSON, Physiol. Feg. 5, 237 (1967). 
14 R. J. ROMANI, R. W. BREDENBACH et J. G. VAN Kooy, Plant Physiol. 40, 561 (1965). 
Is L. DAL~ARNO et L. M. BraT, Biochem. J. 87, 586 (1963). 
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TABLEAU 2. VARIATION DES POURCENTAGES RESPECTIFS DES ACIDES 
GRAS ET AUGMENTATION DE LA MASSE DES ACIDES GRAS AU COURS DE 

LA "SLrRVIE" 

des Acides totaux 

Principaux T6moin 24 hr 
acides gras avant de 
identifids "survie . . . .  survie" 

Palmitique (C16) 20 22,5 
St~arique (C1 s) 3,5 5,5 
O16ique (Cls: 0 2 3 
Linol6ique (C18: 2) 55 49 
Linol6nique (C1 s : 3) 16 19,5 
/xg acides gras/10 g tissu 33 64 

TABLEAU 3. AUGMENTATION DE LA MASSE DES PHOSPHOLIPIDES M1TOCHONDRIAUX AU COURS 
DE LA "SURVIE"  

T6moin  Apr~s 
#g phosphol ip ides  avan t  " s u r v i e "  24 h r  " s u r v i e "  A u g m e n t a t i o n  

Exp. n ° 1 
#g/10 g t issu 275 525 90 
/~g/mg protdines 150 130 - 13 

Exp.  n ° 2 
/xg/10 g t issu 350 600 70 
/xg/mg prot6ines 150 170 13 

Exp. n ° 3 
/~g/10 g t issu 400 800 100 
/~g/mg prot6ines 200 200 0 

m6thode utilisant un t6moin interne d 'acide heptad6canoique 16 permet le dosage des acides. 
On peut  retenir une moyenne de 33/~g d'acides gras pour  un culot correspondant  5. I0 g de 
tissu avant " su rv ie"  et 64/~g pour  la m6me quantit6 de tissu apr~s "surv ie"  (Tableau 2). 
En ce qui concerne les propor t ions  relatives des divers acides gras, il n 'y  a prat iquement  
aucune variation avant et apr+s "surv ie" .  

Cette augmentat ion de la masse des l ipides--phospholipides et acides gras- -peut  ~tre mise 
en parall61e avec l 'augmentat ion de la quantit6 de prot6ines darts les mitochondries au cours 
de la " surv ie" .  Pour  les deux types de constituants biochimiques, les teneurs sont approxi- 
mativement doubldes. Asahi e t  al. 9 ont signald une semblable 616vation de la teneur en 
phosphore  lipidique darts les mitochondries de racine de patate douce. 

Pour  ce qui concerne les lipides, on peut pr6ciser, h la suite de nos propres experiences, 
que les synth6ses accrues provoqu6es par  la " su rv ie"  portent  sur toutes les cat6gories de 
lipides mitochondriaux et que les produits finaux (acides gras ou phospholipides) sont formSs 
dans les m~mes propor t ions  que dans la cellule avant "survie" .  

Ces r6sultats appuient donc consid6rablement l 'hypoth6se d 'une format ion de nouvelles 
membranes  lipoprotdiques mitochondriales au cours de la "surv ie" .  Des r6sultats indiqu6s 
plus haut  et concernant  l 'augmentat ion de l'activit6 respiratoire au cours de la " surv ie" ,  on 

16 D .  LECHEVALLIER, communication personnelle. 
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peut prdsumer que ces membranes n6oformdes sont actives en ce qui concerne la possibilitd 
d'oxydation de l'acide succinique. On peut encore montrer, h l'aide de prdcurseurs marquds, 
que les lipides nouvellement formds apr~s "survie"  sont intdgrds dans des mitochondries 
actives. 

Augmentation de l'Incorporation de l'AcEtate-l-14C dans les Lipides des Mitochondries aprks 
"Survie'" 

Nous utilisons l'Ac6tate-l-14C comme pr6curseur pour suivre le m6tabolisme des diff6r- 
entes classes de lipides pr6sents dans les organites. L'ac6tate pr~urseur  est en effet pr6f6r- 
entiellement incorpor6 dans les acides gras des divers lipides. 

Si les lipides nouvellement form6s au cours de la "survie"  ne sont pas englob6s dans des 
enclaves inertes mais au contraire s'ils sont pr6sents dans des structures dynamiques, on doit 
s'attendre ~ un marquage important des lipides et des acides gras mitochondriaux apr~s 
"survie" .  C'est ce que nous allons essayer d'&udier en suivant r incorporation du pr6curseur 
in vitro et in vivo dans les mitochondries. 

Incubation des mitochondries in vitro. L'incubation en pr6sence du pr6curseur a lieu 
pour un volume de suspension mitochondriale correspondant ~t une m~me quantit~ de tissu 
avant et apr~s "survie".  Le temps d'incubation en presence d'Ac6tate marqu6 a 6t6 fix6 ~t 
2 hr ~ 25 °. La cin6tique d'incorporation du pr~curseur dans les lipides--en pr6sence du 
succinate de sodium comme substrat17--s'est r6v616e lin6aire jusqu'h deux heures. 

On constate (Tableau 4) une augmentation de la radioactivit6 totale de 170% environ 

TABLEAU 4. EXALTATION DE L'INCORPORATION DE L'ACI~TATE-I-14C DANS LES LIPIDES DES MrrocHONDRIES 

AU COURS DE LA "SURVIE".  L'INCUBATION A L I E U  i l l  v i v o  OU i l l  vitro. 

In vitro In vivo 
A A .~ • r 

T6moin Apr~s % T6moin Apr~ % 
avast 24 hr de Augmen- avant 24 hr de Augmen- 
survie s u r v i e  tation survie s u r v i e  tation 

Radioactivit6 des lipides 1,6 4,6 170 1,2 7,9 550 
105 cpm/10 g tissu 

105 cpm/mg prot6ines 0,8 1,1 37 0,7 2,1 200 
mitochondriales 

m/~moles Acdtate 5,2 14,8 184 3,8 25,5 560 
incorpor6esll0 g tissu 

m/zmoles Acdtate/mg prot6ines 2,6 3,7 42 2,1 6,7 210 

Les conditions exp6rimentales sont indiqudes dans le texte. 

apr~s "survie".  Cette augmentation est du mSme ordre de grandeur que l'accroissement de 
la masse des phospholipides ou des prot6ines mitoehondriales pendant les 24 hr de "survie"  
pr6c6dant l 'incubation: la radioactivit6 incorporde rapport6e au mg de protdines mitochon- 
driales varie beaucoup moins. 

La r6partition de cette radioactivit6 dans les diffgrentes classes lipidiques subit peu de 
changements apr6s "survie"  (Tableau 5 et Fig. 1): la phosphatidyl6thanolamine reste le 
lipide le plus fortement marqu6, puis on peut citer par ordre de radioactivit6 d6croissante, 
les lipides neutres, le phosphatidylglyc6rol et la phosphatidylcholine. Cette distribution de la 
radioactivit6 dans les lipides est tr6s voisine de celle obtenue dans une analyse ant6rieure 
portant sur des mitochondries de parenchyme de pomme. 13 
17 p. MAZLIAK, C.R. Acad. Sci., Paris 267, 1720 (1968). 
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TABLEAU 5. INCORPORATION DE L'AC~TATE DANS LES DIFFl~RENTES CATI~GORIES LIPIDIQUES DE LA FRACTION 
MITOCHONDRIALE 

In vitro In vivo 
j~  J,  

r 

T6rnoin Apr6s T6moin Apr6s 
avant "survie" 24 hr "survie" avant "survie" 24 hr "survie" 

% % % % 
102 Radio- 102 Radio- 102 Radio- 102 Radio- 

cpm/10 g activit6 cpm/10 g activit6 cpm/10 g activit6 cpm/10 g activit6 
tissu totale tissu totale tissu totale tissu totale 

P.I. 37 1,2 57 0,7 18 2,8 160 3,7 
P.C. 183 5,9 738 9,0 190 29,0 1114 26,0 

P.G. 465 15 926 11,3 97 14,9 268 6,2 

P.S. 49 1,6 144 1,8 8 1,2 53 1,2 
P.E. 1306 42,1 3222 39,3 24 3,8 370 8,6 

P.A. 47 1,5 155 1,9 43 6,6 194 4,5 
L.N. 83,4 26,9 2312 28,2 210 32,0 1668 38,8 

Autres 266 5,8 639 7,8 81,4 12,3 516 10,6 
lipides 

La s6paration des lipides est effectu6e par chromatographie sur papier silic& 
Les abr6viations sont indiqu6es dans le texte. 

Le Tableau 6 indique que la radioactivit6 des acides gras totaux provenant de la mSme 
quantit6 de tissu est plus 61ev6e, aprbs "survie", d'environ 120 ~,  que celle du t6moin avant 
"survie".  Les radioactivit6s sp6cifiques rapport6es au/zg d'acides gras, par contre, varient 
peu. 

La r6partition de la radioactivit6 dans les acides gras est la m~me avant et apr~s "survie" 
(Tableau 7); on peut d6celer seulement une 16g6re augmentation du pourcentage de la radio- 
activit6 des acides diinsatur6s dont on ne saurait affirmer qu'elle soit vraiment significative. 
Les acides satur6s et monoinsatur6s restent de loin les plus fortement marqu6s; dans les acides 
gras des mitochondries du parenchyme de pomme 13 ou de chou-fleur, 18 c'6taient aussi ces 
deux cat6gories qui 6talent les plus marqu6es apr6s des incubations in vitro des organites. 

Ainsi, lors des incubations in vitro, l 'augmentation de la capacit6 de synth~se des lipides 
mitochondriaux est du na~me ordre de grandeur que l'616vation du taux de prot6ines et de 
lipides pendant la "survie". Nous pouvons en conclure que la "survie" a provoqu6 l'appari- 
tion, dans les organites, des complexes enzymatiques n6cessaires ~t la lipogen~se, habituelle- 
ment pr6sents dans les mitochondries. Le renouvellement de certaines cat6gories lipidiques 19 
peut ainsi 6tre assur6. Nous constatons 6galement ~t la suite de ces exp6riences, que les lipides 
accumul6s dans les organites ont le m~me taux de renouvellement que les lipides des mem- 
branes mitochondriales pr6sents avant "survie" puisque la radioactivit6 incorpor6e par mg 
de prot6ines mitochondriales reste constante ind6pendamment de la "survie". 

Incubation des rnitochondries in vivo. Dans cette deuxibme s6rie d'exp6riences, nous 
incorporons l'Ac6tate marqu6 dans les tranches de tissu avant d'isoler tes mitochondries. 

18 p. MAZLIAK et A. BEN ABDELKADER, en pr6paration. 
19 p. MAZLIAK, U. STOLL et A. BEN ABDEL~ZADER, Biochem. Biophys. Acta 152, 414 (1968). 
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FIG. 1. INFLUENCE DE LA "SURVIE" SUR L'INCORPORATION in vitro ET in vivo DE L"ACI~TATE-I-14C 
DANS LES DIFF]~RENTS LIPIDES TOTAUX ET LIES ACIDES GRAS DE LA FRACTION ~ H O N D R I A L E .  LES 

ACTIV1T~ SONT RAPPORT~ES .~ 10 g DE TISSU FRAIS. 

Abr6viations: S = acides gras satur6s; M = monoinsatur~s; D = diinsatur6s. 

TABLEAU 6. INFLUENCE DE LA "SURVm" StIR L'INCORPORATION DE L'AC~TATE DANS LES AClDES GRAS DES 
MITOCHONDRIES 

In vitro In vivo 

T6moin Apr~s % T6moin Apr~s % 
avant 24 hr de augmen- avant 24 hr de augmen- 

"survie . . . .  survie" tation "survie . . . .  survie" tation 

Radioactivit6 totale 433 1018 158 640 4840 656 
102 cpm/10 g tissu 

Radioactivit6 sp6cifique 130 159 22 193 756 290 
102 cpm/10 tzg aeides gras 

m/~moles Ac6tate 1,4 3,3 135 2,0 15,6 680 
incorpor6es/10 g tissu 

m/~moles Ac6tate incorpor6es/ 0,4 0,5 25 0,6 2,4 300 
10 g acides gras 

L 'exp6rience est effectu6e dans  le tissu f ra ichement  coup6 ou ayan t  subi  24 hr  de " s u r v i e " .  
L ' a u g m e n t a t i o n  de la  radioact ivi t6  des l ipides totaux,  rappor t6e  au mSme poids  de tissu 

frais ,  est  tr~s impor t an t e :  plus de 660 70. Rappor t6e  au mg de prot6ines,  elle reste 61ev6e: 
p lus  de 200 ~o (Tableau  4). C 'es t  lb. une diff6rence impor tan te  avec les r6sultats des exp6riences 
d ' i ncuba t i on  in v i t ro:  la  " s u r v i e "  des cellules enti~res pe rme t  l ' i nco rpora t ion  dans  les mi to-  
chondr ies  anciennes ou n6oform6es de beaucoup  plus de pr6curseur  r ad ioac t i f  que cela 
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TABLEAU 7. INFLUENCE DE LA " S U R V I E "  SUR L'INCORPORATION DE L'AC~TATE DANS LES ACIDES GRAS DE LA 

FRACTION MITOCHONDRIALE DE TUBERCULE DE POMME DE TERRE 

Classes 
d'acides 

gras 

In vitro In vivo 

T6moin Apr~s 24 hr T6moin Apr6s 24 hr 
avant "survie" de "survie" avant "survie" de "survie" 

r----- ~ o~ ~ , ,~ , _% : _ _ 2 , _ _ ~  , ...... _j~ • /o % % % 
102 cpm/ Radio- 102 cpm/ Radio- 102 cpm/ Radio- 10~ cpm/ Radio- 

10 g activit6 10 g activit6 10 g activit6 10 g activit6 

Sat.t 175 40,3 385 37,8 121 44,9 856 43,8 
Mono. 216 50,0 488 46,8 124 46,0 574 30,0 
Diinsat. 4 1 32 3,2 12 4,8 458 23,4 
Triinsat. 0,7 0, I 7 0,7 3 1,2 23 1,2 
Hydro. 3 8,5 105 10,3 8 3,1 31 1,5 

Les esters m6thyliques sont s6par~s par chromatographie sur couche mince de silice-nitrate d'argent. 
jSat. = acides gras satur6s 
Mono. =acides gras monoinsatur6s 
Diinsat. = acides gras diinsatur6s 
Triinsat. = acides gras triinsatur4s 
Hydro. = hydroxyacides. 

n'6tait possible avant "survie". On doit en conclure que non seulement la "survie" a fait 
apparaltre les complexes enzymatiques n6cessaires ~ la lipog6n~se mais qu'elle a 6galement 
permis un fonctionnement plus important des complexes anciens ou nouveaux. 

La distribution de la radioactivit6 dans les cat6gories lipidiques mitochondriales change 
peu au cours de la "survie". L'augmentation int6resse surtout la phosphatidylcholine (qui 
est le phospholipide le plus marqu6: plus de 29 ~ de la radioactivit6 totale) et la phosphatidyl- 
6thanolamine (dont la radioactivit6 devient 25 fois plus forte)--(Tableau 5 et Fig. 1). Dans 
le cas des mitochondries de parenchyme de pomme, incub6es in vivo, la phosphatidylcholine 
6tait aussi le phospholipide le plus fortement marqu6, a9 

La radioactivit6 des acides gras subit une augmentation aussi 61evfe que celle des lipides 
totaux (Tableau 6). La "survie" modifie la distribution de la radioactivit6 dans les cat6gories 
d'acides gras. Elle exalte la synth~se des acides diinsatur6s, qui, faiblement synth6tis6s dans 
le tissu fra~chement coup6, sont synth6tis6s abondamment apr~s "survie". Cette augmenta- 
tion du marquage des acides diinsatur6s est accompagn6e d'une diminution de la radioactivit6 
des acides monoinsatur6s (Tableau 7). Nous avons d6jh not6,1 en accord avec Willemot 
et Stumpf 3 que la "survie" favorise la synth6se des acides diinsatur6s dans le tissu entier. 
Nous retrouvons ici cet int6ressant ph6nom6ne, avec l'indication suppl6mentaire suivante: 
les acides diinsatur6s nouvellement synth6tis6s viennent s'int6grer aux lipides mitochondriaux. 
Rappelons qu'au paragraphe pr6cedent nous n'avons constat6, dans les mitochondries isol6es, 
incub6es in vitro aucune augmentation de la synth6se des acides diinsatur6s. 

Cet ensemble de r6sultats entra~ne deux conclusions: 
(1) les enzymes n6cessaires h l'apparition des acides polyinsatur6s sont vraisemblablement 

extra-mitochondriaux et l'int6gration de ces acides dans les mitochondries sugg6re 
une coop6ration entre les mitochondries et le reste de la cellule; 19 

(2) le ph6nom6ne de "survie" active pr6f6rentiellement les enzymes extra-mitochondriales 
qui synthftisent les acides polyinsatur6s et ceci entra~ne, apr~s "survie", une int6gra- 
tion acc616r6e de ces acides dans les mitochondries. 
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Effei de l'Actidione sur la Biogenese des Lipides Mitochondriaux au Cours de la "Survie'" 

Click et Hackett 2° ont d6montr6 que les transformations m6taboliques observ6es au 
cours de la "survie" d6pendaient de la synth~se de nouvelles prot6ines. Willemot et Stumpf 3 
ont 6tudi6 l'effet de plusieurs inhibiteurs de la synth~se des prot6ines sur rexaltation de la 
synth~se des acides gras dans le tissu au cours de la "survie". L'actidione--ou cycloheximide 
--inhibe compl~tement cette exaltation, ce qui d6montre que l'exaltation des synth6ses est 
due ~t l 'apparition de nouvelles prot6ines enzymatiques dans les eellules. 

I16tait int6ressant d'examiner l'effet de cet inhibiteur sur les ph6nom~nes que nous venons 
d'observer au niveau des mitochondries. Nous avons donc effectu6 les exp6riences de "survie" 
en ajoutant dans le milieu l'actidione (4/~g/ml), puis en la retirant du milieu par rin~age 
abondant une fois la p6riode de "survie" 6coul6e afin que les incubations se d6roulent 
normalement. Le Tableau 8 r6sume les effets inhibiteurs de l'actidione sur la biogen6se des 

TABLEAU 8. ACTION DE L'ACTIDIONE SUR LES DIFFERENTES TRANSFORMATIONS METABOLIQUES OBSERVEES DANS 
LA FRACTION MITOCHONDRIALE AU COURS DE LA "SURVIE"'" PROTEINES MITOCHONDRIALES, ACTIVITE RESPIRA- 

TOIRE, POIDS DE PHOSPHOLIPIDES, ET INCORPORATION DE L'ACETATE-i-14C in vivo DANS LES LIPIDES 

T6moin Apr6s ~ Apr6s 24 hr 
avant 24 hr de Augmen- de "survie" Augmen- 

"survie . . . .  survie" ration +Actidione tation 

/~g Azote prot6ique par culot 270 650 140 168 0 
de 10 g de tissu 

Activit6 respiratoire 43 90 100 28 0 
/~1 O2/hr/10 g tissu 

Poids de phospholipides en 340 600 70 295 0 
/zg/culot de 10 g tissu 

Radioactivit6 des lipides totaux 1,1 8,0 620 1,8 50 
en 105 cpm[10 g 

Radioactivit6 des acides gras en 0,6 5,1 750 1,1 80 
l0 s cpm]10 g 

lipides mitochondriaux, l 'augmentation des prot6ines mitochondriales, l'activit6 respiratoire 
et les incorporations d'Ac6tate-l-14C. 

Cette inhibition par l'actidione prouve bien que la s6rie de transformations not6es dans 
les mitochondries au cours de la "survie" d6pendent de m6canismes faisant intervenir la 
synth6se de nouvelles prot6ines. La "survie", effectu6e en pr6sence de cet inhibiteur qui 
emp~che la formation des liaisons peptidiques au niveau des ribosomes, ne permet aucune 
biogen6se de constituants mitochondriaux. 

CONCLUSIONS 

Cette 6rude de l'influence de la "survie" des rondelles de tubercules de pomme de terre 
sur le m6tabolisme lipidique des mitochondries nous a permis de retrouver des r6sultats d6j~t 
signal6s et d'acqu6rir certains r6sultats originaux. C'est ainsi que nous avons confirm6 
l'augmentation de la masse des prot6ines mitochondriales et celle de l'activit6 respiratoire des 
culots mitochondriaux apr6s "survie". Un premier r6sultat original concerne l'accroissement 
de la masse de phospholipides mitochondriaux et celle de la masse des acides gras totaux au 
tours de la "survie".  Ces faits renforcent l'hypoth6se d'une 6dification de nouvelles mem- 
branes lipoprot6iques; nos observations eompl&ent ainsi celles des auteurs cit6s. 

20 R. E. CLICK et D. P. HACKETr, Proc. Natl Acad. Sci. 50, 243 (1963). 
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D'autres donn6es nouvelles ont pu ~tre fournies par l'6tude de la biosynth~se des lipides 
au moyen de l'Ac6tate-l-14C. Nous avons pu constater que les constituants lipidiques 
nouveaux sont int6gr6s dans les mitochondries. L'incorporation in vitro du pr6curseur dans 
les lipides des mitochondries double aprbs "survie" ;  cette augmentation de la capacit6 de 
synth~se des culots mitochondriaux est parall61e ~ l'augmentation de masse des lipides et des 
prot6ines contenus dans ces culots; elle sugg~re que des membranes mitochondriales sont 
form6es avec une activit6 biosynth6tique ~gale (tant au point de rue qualitatif que quantitatif) 
aux membranes anciennes. 

L'incorporation du pr6curseur in vivo dans les mitochondries, qui restent alors dans le 
contexte cellulaire pendant l'incubation, augmente fortement apr~s la "survie".  L'augmenta- 
tion de la radioactivit6 est sup6rieure ~t l'accroissement de masse des lipides ou des prot6ines 
pendant la "survie",  ce qui montre que les mitochondries d6pendent fortement de l'entourage 
cellulaire pour la biosynthbse ou le renouvellement de leurs constituants. En particulier, 
l 'augmentation de l'activit6 m6tabolique des acides diinsatur6s des mitochondries est nette, 
dans ces conditions, aprbs la "survie".  

Un autre r6sultat original est l'inhibition qu'exerce l'actidione (ou cycloheximide) sur 
cette apparition des constituants mitochondriaux lipidiques ou prot6iques. Cet effet de 
l 'actidione--qui est un inhibiteur de la synth6se des prot6ines--montre que des modifica- 
tions not6es au cours de la "survie"  d6pendent de la synth~se de nouvelles prot6ines. Le 
m6canisme de d6r6pression accompagnant la "survie",  sugg6r6 par Willemot et Stumpfpeut 
expliquer que l'actidione annule tousles ph6nom~nes habituels accompagnant la "survie".  
Notons que les ph6nombnes de d6r6pression et la synth~se de nouvelles prot6ines sont 
invoqu6s pour expliquer le lev6e de dormance du tubercule de pomme de terre. 21'22 

MATI~RIEL ET MI~THODES 
Matdriel Vdgdtal 

Les tubercules "Bint je"  sont fournis par la Station Exp6rimentale de Saint-Germain en 
Laye. Les tubercules, lav6s, s6ch6s, calibr6s (poids moyen de 40 g) sont conserv6s ~ + 5 ~ + 6 ° 
en atmosphere renouvel6e. 

Conditions de la " Survie" 

Un emporte-pi~ce permet de pr61ever des cylindres de parenchyme central, plong6s 
aussit6t dans l'eau glac6e; on d6coupe ces cylindres en rondelles de 0,9 cm de diambtre et 1 mm 
d'6paisseur; 30 g de tissu frais correspondent ~ environ 6 tubercules. Ces rondelles sont 
imm6diatement rinc6es avec de l'eau glac6e (environ 6 1.). Elles sont soit imm~diatement 
utilis6es: il s'agit de rondelles tdmoins sans "survie", soit gard6es en milieu a~robie pendant 
24 hr: il s'agit alors de rondelles aprks "survie". 

Pour cela elles sont plac6es sur un tamis en mati6re plastique de fagon h ce qu'elles baignent 
moiti6 dans la solution de "survie":  10 mM CaSO4 et 50/~g/ml de chloramph6nicol dans 

de l'eau d6sionis6e. La solution 6tant agit6e par un barreau magn6tique en t6flon, les rondelles 
sont constamment rinc6es par la solution tout en restant en milieu a6robie. L'exp6rience se 
d6roule pendant 24 hr h la temp6rature ambiante (environ 25°); la solution est renouvel6e 
plusieurs fois. 

Dans le cas de "survie"  avec actidione, on ajoute h la solution de "survie"  4/~g/ml 
d'actidione. On prend soin de rincer abondamment h la fin des 24 hr d'agitation. 

2l O. Y. H. TUAN et J. BONNER, Plant Physiol. 39, 768 (1967). 
22 M. MAOISON et L. RAPPAPORr, Plant CellPhysiol. 9, 147 (1968). 
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1"1 est ~ noter que dans des exp6riences pr6c6dentes, 2 on a proc6d6 ~t une agitation directe 
des rondelles dans de l'eau d6sionis6e. Des r6sultats similaires sont obtenus avec les deux 
m6thodes, celle du tamis paraissant toutefois donner de meilleures conditions d'a6robiose. 

Pr(paration des Mitochondries 
La m6thode de pr6paration des mitochondries est bas6e sur la m6thode II de Verleur 2a 

laquelle nous avons apport6 plusieurs modifications: pH plus 61ev4 du milieu de broyage 
(7,0 au lieu de 6,5), broyage ~t l'aide du moulin de Hulme, 24 suppression de la premi6re 
centrifugation h faible vitesse remplac6e par une filtration du broyat sur verre fritt6 n ° 3, 
selon les recommandations de DucetY 

Les diff6rentes op6rations ont lieu en chambre froide, dans la glace, ~t + 1 ° maximum. Les 
rondelles sont plac6es pendant au moins une heure dans la solution de broyage refroidie ~t+ 1 ° 
avant d'etre broy6es. On broie successivement les rondelles de tissu t6moins (30 ~t 50 g) et la 
m~me quantit4 de rondelles apr~s "survie" .  Apr~s le broyage, les centrifugations et tous les 
traitements ult6rieurs ont lieu exactement en m~me temps, afin de garantir une meilleure 
comparaison. 

Les culots mitochondriaux sont repris dans la solution 0,7 M mannitol, 0,1 70 s6rum 
albumine de boeuf dans du tampon phosphate 0,05 M ~t pH 7,0, un ml de suspension finale 
correspondant toujours ~t 10 g de tissu (poids frais). 

Contr6le par Microscopie Electronique 
La photographie par microscopie electronique montre que les mitochondries isol4es 

conservent leur int6grit6 morphologique et pr6sentent une double membrane intacte avec 
des crates bien conserv6es mais peu nombreuses. Ces micrographies de mitoehondries 
proviennent de tubercules entrepos6s depuis deux mois. Lee et Chasson 7 ont indiqu6 que 
l'entreposage modifie quelque peu la morphologie habituelle des mitochondries: il provoque 
une disparition ou une d6gradation des crates; ce fait pourrait expliquer le petit nombre des 
crates mitochondriales observ6es sur nos micrographies. Les impuret6s semblent 8tre surtout 
constitu6es de v6sicules claires pouvant appartenir h la classe des "microsomes".  

Dosage des Constituants Protdiques 
La m6thode du Biuret permet de doser la quantit4 de prot6ines mitochondriales apr~s les 

avoir pr6cipit4es avec l'acide trichlorac6tique ~t la conc. finale de 5 70. La gamme 6talon est 
effectu6e avec la s6rum albumine de b0euf. 

L'azote prot6ique est dos6 par la m6thode de Thompson et Morrisson. s 

Aetivitd Respiratoire 
Elle est d6termin6e manom6triquement ~t 25 ° ~t l'aide de l'appareil de Warburg. A 1 ml 

de suspension mitochondriale, on ajoute 1 ml de milieu de respiration (0,7 M mannitol, 0,01 M 
tampon phosphate pH 7, 0.01 M tris, 0,5 mM EDTA, 0,1 70 serum albumine de bceuf, 100 
~g/ml chloramphenicol, 100 mM succinate de sodium). Le puits central contient 0,3 ml d'une 
solution de potasse ~t 20 ~o impr6gnant un peu de papier filtre. Cette activit6 respiratoire est 
aussi d6termin6e directement dans les fioles d'incubation en pr6sence du pr6curseur radioactif. 

Incubation in vitro des Mitoehondries 
Dans une fiole de Warburg, ~t 1 ml de suspension mitochondriale correspondant ~t 10 g de 

tissu frais, on ajoute 0,25 ml de chloramph4nicol ~t 4 mg/ml, 0,25 ml de coenzyme A ~ 160 
23 j. D. VEP.LEtrR, Plant Physiol. 40, 1003 (1965). 
24 j. D. JONES et A. C. HULM~, Nature 191, 370 (1961). 
25 G. DUCET, communication personneUe. 
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/zg/ml, 0,5 ml de succinate de sodium gt 0,8 mM/ml, et 2 ml d'une solution radioactive (Acetate 
de sodium 1-14C ~t 40/zCi/ml, ATP, sel disodique 6/zM/ml, serum albumine de b0euf (0,1 ~),  
EDTA 0,1 ~ ,  SOaMn et SO4Mg (0,05 ~o), mannitol 0,7 M), le volume total est de 4 ml et le 
pH fix6 aux environs de 7. 

L'incubation a lieu pendant 2 hr 5̀  25 ° en constante agitation. On peut suivre l'Activit6 
respiratoire pendant l 'incubation en plagant de la potasse dans le puits central de la fiole, 
comme il vient d'etre d6crit. 

Incubation in vivo des Mitochondries 

Le pr6curseur est incorpor6 dans les rondelles de tissu pendant 2 hr dans les conditions 
d6crites prEc6demment: 1 15 g de tissu sont places dans une fiole de 150 ml contenant 20 ml 
d'une solution de tampon phosphate 5. pH 5,5 comprenant 50/zg/ml de chloramphEnicol et 
4/zCi d'AcEtate-l-14C/ml; l'ensemble est agit6 pendant 2 hr 5̀  25 °. A la fin de l'incubation, les 
rondelles sont rinc6es abondamment 5, l'eau glacEe et les mitochondries sont prEparEes 
immEdiatement. 

Extraction des Lipides Totaux et des Acides Gras 

Pour fixer la suspension mitochondriale, on la plonge dans 10 ml de methanol bouillant; 
apr~s avoir refroidi l'ensemble, on extrait les lipides ~ l'aide de la m6thode de Bligh et Dyer, 26 
5̀  + 1 °dans un homogEneiseur de Potter, en facilitant la dEmixion avec une solution de C1Na 
0,1 M. Apr6s centrifugation, la phase CHC13 est rEcupErEe, le CHC13 Evapor6, les lipides sont 
repris dans un volume connu (10 ml) d'un melange de benzbne/dthanol (4/1) et gardEs 5̀  - 2 6  ° 
sous atmosph6re d'azote. Dans ces conditions, les lipides restent stables pendant au moins 
deux mois. 

Pour les acides gras, on proc6de de deux fagons: soit on saponifie directement la suspension 
mitochondriale en la mettant dans 10 ml de K O H  alcoolique N, en faisant l'extraction des 
acides gras apr6s 1 hr d'dbullition et en prEparant les esters mEthyliques de ces acides gras 
comme il a dEjh Et6 dEcrit, 13 soit on saponifie une partie aliquote de la solution de lipides 
totaux (en g6n6ral 5 ml) dans les m~mes conditions. Les esters m6thyliques, repris dans un 
volume connu de pentane ou de m6thanol sont stock6s 5. - 2 6  °. La radioactivit6 totale des 
lipides--dans le cas des experiences avec le prEcurseur--est dEterminEe par comptage direct 
en scintillation liquide d'une partie aliquote (m61ange scintillant: PPO 0 ,5~ ;  dimEthyl 
POPOP 0,03 ~ dans du tolu6ne). 

Dosage du Phosphore Lipidique 

Le phosphore lipidique contenu dans une partie aliquote des lipides totaux est dEterminE 
par la mEthode de Ducet et Vandewalle. 27 

Dosage des Acides Gras 

Le dosage est effectu6 par chromatographie en phase gazeuse des esters m6thyliques. 
Nous avons, pour les dosages des quantit6s absolues d'acides, utilis6 une m&hode de Lecheval- 
lier 16 consistant/t  ajouter une quantit6 connue d'un tEmoin interne, l'ester mEthylique de 
l'acide heptadEcano~que, 5̀  une partie aliquote des esters m6thyliques des mitochondries. 

2~ E. G. BHG~I et W. J. DYER, Can. J. Bioehem. Physiol. 37, 911 (1959). 
27 G. DUCET et G. VANDEWALLE, Ann. Physiol. Veg. 11, 199 (1959). 
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Analyse des Lipides Totaux 

L'extrait  lipidique brut est analys6 par  chromatographic sur papier silic6 selon Marinetti 2s 
(solvant de d6veloppement: Diisobutylc6tone, acide ac6tique, eau (160/100/14, V/V/V), par  
chromatographic sur couche mince un i - -e t  bidimensionnelle selon Nichols et James z9 et 
Gardner. 3° Les r6actions color6es sp6cifiques sont utilis6s: A = vapeurs d ' Iode ;2s B = asper- 
sion de H2804; 31 C = R h o d a m i n e  6 G;  zs D=Dragendor f f ;  2s E=Ninhydr ine ;  zs F =  
aspersion de C104H; 31 G=r6ac t ion  ~ 1'~ naphtol. 3z 

Le phosphore de chaque phospholipide est d6termin6 par  la m6thode de Ducet et Vande- 
walle, 17 apr~s 61ution des spots par  le CHC13/m6thanol/H20/acide formique (97/97/4/2). 11 

Analyse des Aeides Gras 

Elle est effectu6e par  chromatographic en phase gazeuse des esters m6thyliques; la eolonne 
est en laiton, de 3 m~tres de longueur, de diam~tre int6rieur ¼ pouce; la phase stationnaire, 
Butane-Diol-Succinate est adsorb6e sur chromosorb w silanis6 (20 ~o d'impr~gnation). Le 
d~bit du gaz vecteur (azote) est fix6 ~t 31/hr. La d6tection est ~t ionisation de flamme. Les 
chromatographies sont effectu6es ~ 200 °. 

Les esters m6thyliques sont aussi s6par6s par  chromatographic sur couche mince de silice 
impr6gn6e de NO3Ag;3X ~t cet effet, une adaptation originale de la m6thode a 6t6 utilis6e: on 
asperge une plaque commerciale de gel de silice Merck sur une quinzaine de cm avec 25 ml 
d 'une solution alcoolique de NO3Ag ~t 10 ~o. les esters m6thyliques sont d6pos6s dans la 
zone sans NO3Ag. Au d6but de la migration, sur 5 cm de silice, les esters m6thyliques 
poss6dant un R :  tr~s 61ev6 dans la silice pure se s6parent des produits d 'oxydation 6ventuels 
qui migrent peu. Les esters m&hyliques, purifi6s, sont ensuite s6par6s selon leur degr6 
d'insaturation dans la zone contenant le NO3Ag. 

Distribution de la Radioaetivitd dans les Catdgories Lipidiques et les Acides Gras 

On s6pare, selon les cas, les constituants lipidiques par  chromatographic sur papier 
impr6gn6 de silice ou sur couche mince; et les acides gras par  chromatographic sur touche 
mince de silice impr6gn6e de NO3Ag. Une autoradiographie sur film Kodirex suivie de la 
r6v61ation du chromatogramme ~t la Rhodamine 6 G - - p o u r  les cat6gories l ipidiques--ou 
la 2-7 dichlorofluoresc6ine--pour les acides gras--indique les produits les plus marqu6s. 

On d6coupe ensuite--ou on gratte--les spots et on plonge les morceaux de pap ie r - -ou  les 
zones de silice---dans le m61ange scintillant. 
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