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The polypeptide heterogeneity of the chloroplast envelope has been compared with these of other fractions of 
Spinach chloroplasts: thylakoi’ds and stroma by means of SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. The envelope 
electrophoretic pattern shows many polypeptides whose mobility differ from those of the thylakiii’ds. The possible 
identity of the small subunit of RudF’carboxylase with a polypeptide of the chloroplast external membrane is 
discussed. 

1. Introduction 

La double membrane limitante ou enveloppe des 
chloroplastes presente des CaractCristiques morpholiques, 
chimiques et des propri&s fonctionnelles qui la 
distinguent des membranes des thylacoi’des [l-5] . 
Elle est ddpourvue de chlorophylle [l-4] , possbde une 
composition en carotenoi’des [l] et en lipides 
particulihre [ 1,4] et presente une activitC ATPasique 
qui est diffkrente de celle du facteur de couplage 
associt aux thylacoides [ 1,5] . Ses propriCtc5s ne sont 
cependant pas encore connues avec certitude. Pour 
prtciser le nombre de fonctions enzymatiques spkcif- 
iquement associCes B I’enveloppe, l’btude de son 

h&Zrog&it6 en protCines a BtC effectu6e compara- 
tivement g celle des autres fractions chloroplastiques. 

2. MatCriel et m&hodes 

Les chloroplastes sont extraits de feuilles d’bpinards 
(Spinucia oleraceu f.) selon la methode de Walker [6] . 
La suspension de chloroplastes ainsi obtenues renferme 

une forte proportion de chloroplastes ayant conserve 
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leur enveloppe (type A et B de Hall) [7]. Elle est 
cependant contaminde par des chloroplastes casses 

(type C) [7] des mitochondries et divers systemes 
membranaires de nature inconnue. L’obtention de 
chloroplastes morphologiquement intacts, hautement 
purifies est alors effectuCe selon la m&hode de Leech 

PI. 
La preparation des diverses fractions chloroplastidales, 

notamment celle de l’enveloppe est r&lisee selon une 
technique d&rite pr&Cdemment [I] . 

Les prot&nes des divers systbmes membranaires 
(fractions 2 et 4 d&rites dans 1) ainsi que celle du 
stroma sont solubilides pendant une heure B tempkrature 
ambiante dans le sodium dodecylsulfate B 4% (Matheson, 
Coleman and Bell : M.C.B.) ou (British Drug Houses : 
B.D.H.). La dissolution est achev6e par un traitement de 
10 min g 60°C apr&s addition d’un 6gal volume du milieu 
suivant: Tri-HC162 mM, pH = 6,8;P-mercaptoCthano1 
0,2 M; Glycerol 20% (v/v). 

La s6paration des protCines est r&&see par Clectropho- 
rbe suivant la m&hode de Laemmli [9] dans des gels de 
SDS-polyacrylamide (Acrylamide: 10% et bis mCthyldne- 
acrylamide: 0,36%) (Eastman Kodak Co.). Le tampon 
d’Blectrophor&se dont le pH est ajustd ?I 8,4 a la composi- 
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Fig. 1. Electrophorbse des polypeptides des thylacoi’des 
(SDS M.C.B.): a) gel charge avec 90 ng de proteines; b) profil 
densitometrique correspondant obtenu au Chromoscan MK2 
(Joyce Loebl) Les poids moleculaires (en kilodaltons) sont 
indiquks en correspondance des principales bandes color&es 
et des pits densitometriques au-dessous des gels. 

tion suivante: Tris-HCl 25 mM; Glycine 190 mM; SDS 
O,l%. L’electrophorese est realisee a amperage constant 
soit 2 mA/gel pendant 4 hr Q temperature ambiante. Les 
gels sont color& par le bleu de Coomassie (Sigma). Les 
poids moleculaires des divers polypeptides sont deter- 
mines par reference a des proteines de poids moleculaire 
connu [lo] : albumine de serum de bovins (68 000 
daltons); albumine du jaune d’oeuf (43 000 daltons); 
a-chymotrypsinogene (25 000 daltons); cytochrome c 
( 12 400 daltons). 

Le dosage des proteines est effect& d’aprbs la 

methode de Lowry et al. [I l] . 

3. Rksultats et discussion 

3.1. Siparation des polypeptides des thylacoides 
Une vingtaine de composants polypeptidiques 

peuvent Ctre sCparCs par Clectrophorese (fig. 1). 
Leurs poids mokulaires s’echelonnent entre 

12 000 et 70 000 daltons avec un composant 
majoritaire a 26 000 daltons. Les profils obtenus 
s’accordent bien avec ceux qui sont generalement 
rapport&, chez les vegetaux superieurs, par RCmy 
[12], Klein et Vernon [13], Levine et al. [14], 
Anderson et Levine [ 151, Eaglesham et Ellis [ 161 
et Lagoutte et Duranton [ 171. 

3.2. Skparation des polypeptides du stroma 
Dans les profils Blectrophoretiques obtenus, t&s 

differents de ceux des thylacoi’des, 18 bandes sont 
clairement resolues (fig. 2) et parmi celles-ci, deux 
sont largement majoritaires. Elles representent la 
grande sous unite (52 000 daltons) et la petite sous 
unite (14 000 daltons) de la ribulose diphosphate 
carboxylase [ 13 ,I g-2 I] . 

3.3. Siparation des polypeptides de !‘enveloppe 
Une vingtaine de composants polypeptidiques sont 

separes par Clectrophorese (fig. 3). Le composant 
majoritaire est dissociable en 2 ou 3 bandes suivant les 
Clectrophorbses (29 000 et 33 000 daltons), une bande 
importante est sit&e vers 14 000 daltons et une 
huitaine de bandes bien visibles entre 40 000 et plus 
de 200 000 daltons. Les autres bandes moins marquees 
representent des especes mineures. Certaines differences 
dans les poids moleculaires apparents de ces polypeptides 
peuvent se produire en fonction de l’origine du SDS 
utilise [22] sans modification importante du profil 
general. 

Les profds obtenus sont done tres differents de ceux 
qui sont associes aux thylacoides. Or, on saic que toutes 
les activites enzymatiques associees au fonctionnement 
des deux photosystemes ne sont pas representes dans 
l’enveloppe des chloroplastes [I]. Le polypeptide 
majeur (26 000 daltons) constitutif des thylacoi’des et 
qui serait associe a l’activite du photosysteme II, a 
l’existence d’accolements lamellaires et a la presence 
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Fig. 2. Electrophorkse des protkines du stroma (SDS M.C.B.): 

a) gel chargk avec 55 pg de protkines; b) profil densitomktrique 

correspondant. 

de chlorophylle b [ 12-14,23,24] n’est pas sensiblement 
repksentk dans l’enveloppe. II en est de mCme pour‘les 
quatre polypeptides des thylacoi’des dont les poids 
mokkulaires sont compris entre 50 000 et 70 000 
daltons et qui seraient lies g l’activitk du photosystkme 
I, 1 la prksence de chlorophylle a [ 12-141 et peut- 
&tre aux deux plus grandes sous-unit& du facteur de 
couplage [25,26] . Nkanmoins, certains polypeptides 
prksentent, dans les deux cas, des mobilit& trbs voisines, 
notamment ceux qui se localisent g 29 000 et 33 000 
daltons. 

Les profils ClectrophorCtiques associks 1 l’enveloppe 
(fig. 3) et au stroma (fig. 2) sont Bgalement trCs 
difftkents. Mais un des polypeptides importants de 
l’enveloppe (14 000 daltons) prksente une mobilit 

identique g celle d’un des polypeptides majeurs du 
stroma, la petite sowunit6 de la Ribulose disphosphate 
carboxylase. Or, tout au moins chez les vCgCtaux 
supkrieurs, il semble que la grande sous-unit6 de cette 

enzyme soit synthCtisCe dans les chloroplastes [27,28] c 
et sous la dependance du g6nome du chloroplaste [29], 
alors que la petite sous-unitt est synthCtisCe dans le 

cytoplasme et sous la dkpendance du gknome mol& 
culaire [30] . De plus, rkcemment, il a CtC prtcisk que 
cette dernikre est synthCtisCe sur des ribosomes 
cytoplasmiques (80 S) 1iCs g des membranes [ 181 et 
que son assemblage avec la grande sous-unit6 se ferait 
avant quIelle ne se dktache des ribosomes. Vest 
pourquoi si le polypeptide de 14 000 daltons 
reprksentait effectivement la petite sous-unit6 de la 

RudPcarboxylase on pourrait alors penser que sa 
synth&se s’effectue sur des ribosomes de type cytoplas- 
mique 1iCs i l’enveloppe. L’enveloppe purifiCe renferme 

environ 50 1.18 d’ARN/mg de protkines. (Deuce: kultats 

b / 

a ’ 

14 29 33 52 12s 

Fig. 3. Electrophorke des polypeptides de l’enveloppe (SDS 

M.C.B.): a) gel char& avec 90 pug de protkines; b) profil 

densitomktrique correspondant. 
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Fig. 4. Separation dlectrophoretique de: a) 100 fig de proteines 
d’enveloppe (E); b) 30 Mg de RudPcarboxylase + 25 g de pro- 
teines d’enveloppe (E + R); c) 40 ng de RudPcarboxylase (R) 
(SDS B.D.H.). 

non publit%). Afin de vCrifier 1’identitC de migration 

entre la petite sous-unit6 de la RudF’carboxylase et le 

polypeptide de l’enveloppe, les proteines de l’enveloppe 

et l’enzyme ont CtB soumis g une coelectrophorese. Dans 
nos conditions d’etude, la bande importante de faible 
poids moleculaire de I’enveloppe est resolue en deux 
bandes d’importance inbgale: l’une majoritaire a 13 500 
daltons, et l’autre minoritaire a 12 500 daltons. (fig. 4). 
Ce polypeptide de 13 500 daltons est indiscernable de 
la petite sous-unit6 de la RudPcarboxylase. Une identifi- 
cation chimique plus precise est cependant necessaire 

pour affirmer que la petite sous-unite de l’enzyme se 
retrouve dans la fraction purifiee d’enveloppe. 

La grande hetCrogCnCitC en polypeptides de 
l’enveloppe permet de penser que celle-ci est le siege 
de nombreuses activites enzymatiques. Cette 
hCtCrogCnCitC temoigne par ailleurs des fonctions 

diverses attribuees a ce double systeme membranaire. 
11 maintient, d’abord, en Ctroit contact avec les 
thylacoi’des les enzymes impliquees dans la fixation 
du CO?. 11 controle le mouvement de tres nombreuses 

mokules entre le cytoplasme et la phase mobile du 
chloroplaste, en particulier celui des sucres phosphoryles 
en c3 [31-381. Enfin, une fonction importante qui 

pourrait etre attribuee Q l’enveloppe est sa participation 
dans la biogentse des thylacoi’des. Ce role est attest6 par 
le fait qu’au tours du developpement des chloroplastes, 
la membrane interne de l’enveloppe presente de 
nombreuses figures d’invaginations [39]. De plus, il 

a BtC montre, recemment, qu’elle Btait le siege d’une 
synthese intense de galactolipides [40] . I1 est difficile, 
cependant de soutenir qu’il existerait une filiation tout 
a fait directe entre l’enveloppe et les thylacoi’des 
fonctionnels, les profils Clectrophoretiques des proteines 
des deux systemes membranaires &ant tres dissemblables. 
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