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Mitochondria and plastids isolated from various plant tissues by methods which exclude contamination by other 

cell organelles lack phospholipase D activity. 

1. Introduction 

Bien que signalee dans de tres nombreux tissus ve- 
getaux [ 1- 1 I] , la localisation intracellulaire de la 

phospholipase D (phosphatidylcholine phosphatido- 
hydrolase, EC 3.1.4.4.) reste encore a preciser. Pour 
certains auteurs, cette enzyme serait, en effet, pr6 
sente au niveau d’organites cellulaires tels que les 
plastes [2] et les mitochondries [ 10,12] , alors que, 
pour d’autres [4,5], elle serait localisee dans la frac- 
tion soluble de la cellule. 

Or, il est certain que l’etude des voies de biosyn- 
these des principaux phospholipides des vegetaux su- 
perieurs ne peut etre conduite que sur des fractions 
depourvues de toute activite phospholipasique D. En 
effet, la presence de cette enzyme dans les suspensions 
d’organites isoles entrake, au tours du temps, au sein 
meme des membranes, une liberation d’acide phos- 
phatidique [ 131 que l’on sait etre le precurseur des 
principaux phospholipides complexes [ 141. 

Aussi avons nous repris 1’Ctude du probleme de la 
localisation de cette enzyme, en nous attachant plus 
particulierement au cas des plastes et des mitochon- 
dries. 
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2. Mat&iel et mdthodes 

Les mitochondries utilisees proviennen t soit de 
choux-fleurs du commerce (Brussica oleracea L., C.V. 
Botrytis), soit de plantules de Phaseolus aureus L. 
cultivees a l’obscurite pendant 4 jours. 

Les chloroplastes sont extraits soit de feuilles 
d’Epinard (Spinaciu olerucea L.) provenant du com- 
merce, soit de feuilles de plantules de Mais (Zea mays 

L., hybride Wisconsin 355) cultivees sur milieu de 
Knop et soumises a un Cclairement de 3000 lux pen- 
dant 14 hr par jour. Nous avons tgalement CtudiC le 
cas d’etioplastes isoles de feuilles de plantules de Mais 
maintenues B l’obscurite totale pendant 14 jours. 

L’obtention de mitochondries physiologiquement 
actives a CtC realide par centrifugation differentielle 
selon une technique rCsumCe par Bonner [ 151. La SC- 
paration des mitochondries pures est effectuee par 
centrifugation sur un gradient continu de concentra- 
tion de saccharose (0.4 a 1.6M) a 15000 rpm pendant 
1 hr (Spinco rotor SW 25) [ 161. 

Les chloroplastes et les Ctioplastes sont isoles et pu- 
rifies selon une technique d&rite dans une note pre- 
cedente [ 171. Des parties aliquotes des diverses sus- 
pensions d’organites obtenues sont fixees pour le con- 
trole en microscopic Clectronique [ 181, utilisees pour 
le dosage des proteines [ 181, ou encore, employees 
pour verifier leur integrite physiologique [ 18,191. 
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L’activitt phospholipasique D est mesuree en sui- 
vant l’apparition de l’acide phosphatidique a partir de 
la phosphaditylcholine du jaune d’oeuf dans le milieu 
reactionnel suivant: tampon acetate 0.1 M pH 5.6, 
CaCl, 60 mM, phosphatidylcholine Bmulsionnee 4 
mM. Pour un volume final de 4 ml on ajoute 1 ml 
dither. A la fin de l’incubation, les phospholipides 
sont extraits selon la methode de Folch et al. [20] . 
L’acide phosphatidique apparu est &part rapidement 
de la phosphatidylcholine par chromatographie sur 
papier impregne d’acetate de Baryum a l’aide de me- 
thanol, puis dose selon la methode de Ducet [21]. 
L’activite enzymatique est exprimee en nmoles d’acide 
phosphatidique 1ibCrC par mg de proteines et par 
heure. 

3. Resultats 

Le tableau 1 montre que, quelle que soit la nature 
du tissu vegetal consid&, les suspensions de mito- 
chondries obtenues par centrifugation differentielle 

(A) et physiologiquement actives [ 181 presentent 
toujours une intense activite phospholipasique D. 
Cependant, il est difficile de rattacher l’activite phos- 
pholipasique mesuree dans ces preparations a la pre- 
sence d’une phospholipase mitochondriale car les rC- 
sultats varient considerablement d’une extraction a 
I’autre. De plus, on constate que ces preparations ren- 
ferment toujours une proportion non negligable de 
vesicules diverses [ 171 . 

Tableau 1 

Activitd phospholipasique D des fractions mitochondriales 

isolees de divers tissus vdgktaux. 

Acide phosphatidique apparu 

(nmoles/mg protdines/h) 
Origine 

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 

Chou-fleur A 2.680 1.120 , 4.720 
B 130 50 240 

Phaseolus aureus A 750 2.100 1.500 
B 35 120 85 

A: mitochondries obtenues par centrifugation differentielle 

1151; 
B: mitochondries purifiees par centrifugation sur gradient 

continu de concentration de saccharose [ 161. 

En revanche, les mitochondries purifiees sur gra- 

dient de saccharose (B), qui conservent neanmoins 
un couplage Ctroit entre les reactions d’oxydation et 
de phosphorylation [ 161, ne possedent pratiquement 
plus d’activite phospholipasique D. Les images Blec- 
troniques montrent que les mitochondries purifiCes 
sont assez homogenes. En particulier, la plupart des 
vesicules ont disparu. 

Le tableau 2 montre egalement que les suspensions 
de chloroplastes obtenues par centrifugation differen- 
tielle a forte vitesse (20 min a 8000 g) (A’) presentent 

une activite phospholipasique D importante. Ce re- 
sultat confirme les observations anterieures de Kates 
[2]. Cependant, les chloroplastes ainsi obtenus sont 
contamines par d’autres fractions cellulaires. Dans ces 
conditions, il est difficile, la encore, d’affirmer que 
l’activite observee dans ces preparations est lice a la 
presence d’une phospholipase D plastidiale. 

En revanche, les chloroplastes purifies par passage 
sur un gradient discontinu de saccharose (B’) sont de- 
pourvus de toute activite phospholipasique D. Les 
images Clectroniques montrent que les chloroplastes 
purifies ne prtsentent aucune contamination par 
d’autres structures membranaires [ 171 . 

L.e comportement des etioplastes est analogue a 

celui des chloroplastes. Une fois purifies par passage 
sur gradient discontinu de saccharose, ces organites 
ne presentent plus aucune activite phospholipasique 
D. 

Tableau 2 

Activite phospholipasique D de fractions chloroplastiques 

isolees de divers tissus vegktaux. 

Origine 

Acide phosphatidique apparu 

(nmoles/mg proteines/h) 
______ ---- 

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 

Mafs A’ 790 950 580 

B’ 0 0 0 

Epinard A’ 720 890 1250 

B’ 0 0 0 

A’: chloroplastes obtenus par centrifugation differentielle 

[21; 
B’ : chloroplastes purifies par centrifugation sur gradient dis- 

continu de concentration de saccharose [ 171. 
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4. Discussion 

L’absence d’activite phospholipasique D dans les 
mitochondries et les plastes isoles de divers tissus n’est 

probablement pas imputable a une perte massive de 
l’enzyme au tours du processus d’extraction et de pu- 
rification des divers organites Ctudies. En effet, l’examen 
des culots de plastes et de mitochondries au micros- 
cope Clectronique permet d’affirmer que presque tous 
les organites isoles ont conserve leur membrane limi- 

tante [ 171. 
Nos observations posent sous un jour nouveau le 

probleme de la localisation de la phospholipase D dans 
la cellule vegetale. Des travaux preliminaires nous ont 
permis de constater qu’un faible pourcentage (2 a 5%) 
de l’activite phospholipasique D totale peut etre re- 
trouvee dans certaines structures membranaires. En re- 
vanche, la majorite de l’activite est presente dans la 
fraction soluble de la cellule. I1 nous faut cependant 
encore preciser si elle est localisee dans le cytoplasme 
ou bien dans le systeme vacuolaire. 
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