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Phospholipids, neutral lipids and, to a lesser extent, glycolipids are the principal
lipid components of mitochondria of young olive tree leaves. These lipids are rich
in palmitic and oleic acid content.

The in vivo incorporation of l-14C-acetate into the mitochondrial lipids takes place
especially in phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine and phosphatidylglycerol.
The saturated, and especially monounsaturated, acids of these lipids constitute the
most actively synthesized fatty acids.

7/i vitro, neutral lipids (mono- and diacylglycerol) and phospholipids (lysophospho-
lipids, phosphatidylglycerol and phosphatidylcholine) incorporate a major percentage
of radioactivity and in them the saturated and monounsaturated fatty acids are most
actively synthesized.

Les mitochondries de tissus photosyn-
thetiques ont ete 1’objet de etudes peu
nombreuses: les difficultes de methodo-
logie que suppose 1’isolement de ces or-
ganites dans ce type de tissus en sont la
principale cause. Cependant, dans la bio-
chimie des lipides vegetaux, les travaux
de Mazliak et al. (17) sur les mitochon
dries isolees & partir de differentes espe-
ces vegetales sont devenus classiques par
la vaste information fournie sur la capa
city biosynthetique et les facteurs la limi
tant. Ces auteurs ont mis en evidence
une biosynthese d’acides gras bien definie
qui serait rigoureusement dependante de

I’dtat morphologique et de la fonction
respiratoire.

Recemment, & propos d’etude de grai
nes en germination, certains auteurs ont
suggere la localisation exclusive de la bio
synthese des acides gras dans les plastes.
lesquels agiraient comme source de radi-
caux acyles dans la synthese des lipides
de structure mitochondriaux (20, 21). Ces
r&ultats sont en contradiction avec ceux
de Mazliak et al. (17),

Dans ce travail nous avons recherche
le capacite de biosynthese des lipides par
les mitochondries de jeunes feuilles de
plantulcs d’Olivier, en suivant 1’incorpo
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ration de d iff erents pr^curseurs radio-
actifs.

Materiel et methodes

Materiel Vegetal. On a utilise des jeu-
nes feuilles (2-3 mois) de plantules d’Oli
vier {Olea europaea L. cv. Marteno) en
phase de croissance vegetative, mainte-
nues en serre a 15-22° C de temperature
et soumises 4 une photoperiode de 16 heu-
res/jour sous un eclairement de 8.000 lux.

Preparation des initochandries. Les
mitochondries des tissus photosyntheti-
ques forment un groupe de particules qui
ne sont pas nettement separ£es des chlo-
roplastes, peroxysomes ou des microso
mes par des procedds classiques de la
centrifugation differentielle. L’obtention
de preparations pures, depourvues de
chloroplastes. peroxysomes ou de mem
branes microsomales, necessite le passage
des culot bruts sur gradients de densite.

Les mitochondries de feuilles d’Olivier
sont preparees par centrifugation diffe
rentielle puis purifiees sur un gradient de
densite selon les techniques precedem-
ment decrites en detail par Daza et al.
(6). Le progres de la purification est suivi
en notant 1’accroissement de 1’activity
NADH-cytochrome c reductase sensible &
1’antimycine, ramenees au mg de protei-
nes. L’absence de contamination des pre
parations obtenus par d’autres organites
cellulaires est verifiee en etudiant 1’acti-
vite d’autres enzymes marqueurs: la
NADH-cytochrome c reductase insensi
ble & 1’antimycine pour les microsomes,
la uricase et la catalase pour les pero
xysomes et les chloroplastes par leur con-
tenu en chlorophylle. Le maximum d’ac
tivity specifique de la NADH-cytochrome
c reductase sensible a 1’antimycine mar
que la position des mitochondries dans
les gradients.

Au point de vue physiologique les ac-
tivites respiratoires et l’efficacit6 des phos
phorylations oxydatives se deroulant dans 

les mitochondries de feuilles d’Olivier ont
ete mesurdes par la methode amperome-
trique de Chance et Williams (5). Ces
resultats indiquent que les mitochondries
purifiees se montrent capable d’oxyder
1’acide succinique et que les phosphory
lations d’ADP en ATP y sont effective-
ment couplees aux oxydations respiratoi
res. Par ailleurs, un examen en microsco
pic dlectronique montre que les culots
contiennent en majeure part des mitochon
dries, ayant conserve en general leur in
tegrity morphologique. Il faut remarquer,
que les culots que nous avons obtenus
contiennent des chloroplastes et des vesi-
cules membranaires de taille diverse en
nombre assez faible (6).

Biosynthese des lipides. Pour 1’etude
in vivo, 8,0 nmoles d’acetate-l-,4C (ac
tivity specifique 60 mCi/mmol) en solu
tion aqueuse sont deposees sur plusieurs
feuilles de petites branches de 30-40 cm
et on introduit les branches dans un vase
avec de 1’eau et le tout maintenu h 22° C
sous une illumination constante de 8.000
lux. Apr6s differents temps d’incubation,
on isole les mitochondries et on deter
mine la radioactivity incorporee dans les
lipides et les acides gras.

Lors de 1’etude in vitro le milieu d’in
cubation des mitochondries ytait consti-
tue par: succinate de sodium (2,5 mM),
ATP (1 mM), NADPH (1 mM), CoA
(1 mM), tampon Tris-CHl (50 mM), pH
7.5 et 1-2 mg de proteines mitochondries
dans un volume final de 1,5 ml. On agite
constamment pendant le temps de 1’ex-
perience, apres avoir ajouty au melange
4,3 nmoles d’acetate-1-’4C ou malonyl-
CoA-2-14C. Les protyines mitochondria-
les sont dosees par la methode de Lowry
et al. (12).

Analyse de lipides. Les lipides totaux
des mitochondries sont obtenus selon
Bligh et Dyer (4), les differents types de
lipides selon Grenier et al. (8), et les
differents molecules de phospholipides et 
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lipides neutres par les methodes de Le
page (11) et Mangold (14) respective-
ment. La determination du contenu en
acides gras a ete realisec par chromato
graphic en phase gazeuse selon Leche-
vallier (10) et le "C incorpor6 dans les
diffcrents acides gras a ete determine par
comptage en compteur & scintillation li-
quide (Packard Tri-Carb), apres separa
tion par chromatographic sur couches
minces selon la methode de Morris et
al. (18).

Resultats et discussion

Lipides des mitochondries. Les mi-
tochondries de la feuille de 1’Olivier se
caracterisent par leur contenu eleve en
phospholipides et en lipides neutres et,
en moindre proportion, en glycolipides
(tableau I).

La presence de glycolipides dans ces
fractions subcellulaires a et6 1’objet de
controverse, certains auteurs 1’ayant jus-
tifide comme un resultat de contamina
tion plastidiale (2). Cependant, Biale et
al. (3) ont mis en evidence leur presence
en proportion elevee dans les mitochon
dries de 1’Avocat.

Les lipides mitochondriaux presentent
un contenu eleve en acides oleique et pal-
mitique, fait qui caracterise ces organites
par comparaison avec d’autres especes
vegdtales riches en acides polyinsatures du
type linoleique et a-)inol6nique (1, 15, 16).

Biosynthi-.SE des lipides. Etude in
vivo. On a recherche la capacity de bio-
synthese des lipides totaux & partir de
l’acetate-l-“C par les mitochondries en
suivant 1’incorporation specifique de pre-
curseur radioactif dans les lipides totaux
en fonction du temps et, parallelement,
en determinant sont incorporation relati
ve dans les differentes molecules lipidi-
ques.

/ntensile de synthese des lipides totaux.
Dans le tableau II on montre 1’incorpora
tion de l’acetate-l-I4C dans les lipides
totaux de mitochondries. La radioactivite
des lipides mitochondriaux est faible mais
suffisante pour les analyses ulterieures.

L’incorporation se fait essentiellement
dans les phospholipides. maintenant cons
tant le pourcentage d’incorporation dans
chaque categoric lipidique (phospholipi-

Tableau II. Incorporation de I'acetate-1 -UC in
vivo dans les lipides totaux des mitochon

dries de feuille d'Olivier.
La radioactivite est exprimds en pmoles de pre-
curseur incorporS dans les mitochondries de
10 feuilles (a) et en pmoles par mg de protei-
nes (6). Resultats moyens de trois analyses.

Ac6tate-1-’4C
incorporation

Temps d'incubation (h)

1 4 8 10 24

a 1.6 6,3 7.1 8,7 8.8
b 70,8 275,4 308,1 376,1 382,5

Tableau I. Acides gras totaux et des differentes categories lipidiques de mitochondries
de la feuille d'Olivier en % d'acides gras et en pg d'acides gras totaux par mg de proteines.

Resultats moyens de quatre analyses.

Llplde C16:0
c16:1
cis-9

c16:1
trans-3 c18.0 C18:1 C18:2 C18:3

Masse totale
d'acides gras

(pg/mg->
protdlnes)

Lipides totaux 37,8 2.8 — 7.9 28,9 3.9 18,7 n.d.
Phospholipides 31,6 3.5 — 4.6 36,8 13,1 10,4 37,0
Glycolipides 34,9 1.2 — 5,0 34,7 6.0 18,2 15,2
Lipides neutres 34,8 — — 9,5 30,8 11.1 13.8 37,1

—: non dgteetd; n.d.: non d6termin£.
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des, glycolipides, lipides neutres) durant
toute 1’incubation (tableau III). Pour les
phospholipides, il faut remarquer la syn
these preferentielle de phosphatidylStha-
nolamine 4- phosphatidylglyc6rol et phos
phatidylcholine et, en moindre proportion,
d’acide phosphatidique et du phosphati
dylinositol (tableau IV).

Tableau III. Incorporation d'acetate-1-uC in
vivo dans les differentes categories llpldiques
des mitochondries de la feuille d'Olivier, en

% de la radioactivite totale incorpore.
Resultats moyens de trois analyses.

Liplde
Temps d’Incubation (h)

1 4 8 24

Phospholipides 67,0 63,2 60,7 57,8
Glycolipides 16,0 14,6 16,1 15,6
Lipides neutres 17,0 22,1 23,2 26,6

Tableau IV. Incorporation d'acetate-1-uC in
vivo dans les dlfferents phospholipides de
mitochondries de la feuille d'Olivier, en % de
la radioactivity Incorporee dans les phospho

lipides totaux.
Resultats moyens de trois analyses.

—: non detects.

Liplde
Temps d'Incubation (h)

4 24

Phosphatidylinositol — 13,3
Phosphatidylcholine 34,2 30,6
Phosphatidyldthanolamine

et phosphatidylglycdrol 51,6 49,4
Acide phosphatidique 14,2 6,8

Intensite de la synthese des acides gras.
Afin de definir 1c renouvellement des aci
des gras dans les mitochondries on a
recherche la capacite de synthese de ces
molecules.

Dans le tableau V, on montre les va?
leurs relatives de synthese des differents
acides gras mitochondriaux. Remarquons
le taux de biosynthese elevee des acides
satur^s et monoinsatures.

Etude in vitro. Les resultats de 1’in-
corporation de l’acetate-l-14C (0,72 nmo
les X heure"* X mg-’ de proteines) et ma-
lonylCoA-2-,4C (1,07 nmoles X heure-1 X
mg-1 de proteines) dans les acides gras
des mitochondries isolees de la feuille
d’Olivier, mettent en evidence avec les
deux precurseurs 1’existence d’une capa
city de synthese d’acides gras bien ddfi-
nie: ce qui suggere la presence dans les
mitochondries non seulement d’un syste-
me de synthese de novo ma is aussi de
thiokinase et d’acdtylCoA carboxylase.
A ce sujet, Macey et Stumpf (13) et
Mazliak et al. (17) avaient dejzl observe
dans les mitochondries de differents es-
peces vdgdtales 1’existence d’une capacite
biosynthetique similaire avec ces deux
pfecurseurs.

Plusieurs auteurs (13, 17) ont montre
la necessity d’ajouter aux milieux d’incu
bation des mitochondries des cofacteurs
divers (NADPH, CoA et, plus speciale-
ment, succinate) afin d’obtenir de bons
taux d’incorporation des precurseurs dans
les acides gras & longue chaine et, quoi-

Tableau V. Incorporation de l’acetate-1-uC in vivo dans les acides gras des mitochondries
de la feuille d’Ollvler, en % de la radloactivlte Incorporee.

Rdsultats moyens de trois analyses.
Temps d'Incubation

(h) SaturSs Monolnsaturds DllnsaturSs Trllnsaturds Hydroxyacldes

1 22,7 48,5 10,2 7,1 11.7
4 28,6 55,4 7,9 4,8 3.1
8 29,5 55,9 6,5 4,3 3.8

24 25,1 57,5 10,7 6,6 —

—: non detects.
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que 1’effect de ces cofacteurs n’ait pas
6t6 experimente pour la synthese lipidique
dans les mitochondries de la feuille d’Oli
vier, les milieux d’incubation utilises en
ont systdmatiquement contenu.

Le tableau VI montre les valeurs en
pourcentage d’incorporation de 1’acetate-
l-’^C dans les acides gras. Il faut remar-
quer les taux de biosynthese eleves des
acides satures et monoinsaturds rdsultats
qui concordent avec ceux signales par
Mazliak et al. (17).

La legere synthese d’acides diinsaturds
suggere aussi 1’existence d’une activity dd-
saturante des monoinsatures. Ce fait est
1’objet de controverse et son existence
est niee par quelques chercheurs (17).
Cependant Ben Abdelkader et al. (21)
et Dizengremel et al. (7) ont signaid une
faible activite desaturasique dans les mi
tochondries vegetales.

Le tableau VII indique les taux d’in
corporation dans les categories lipidiques
mitochondriales. Il apparait un taux ele-
ve d’incorporation dans les lysophospho-
lipides et les lipides neutres (diacylglyce
rols et monoacylglycerols). Les phospho-
lipides, constituants majeurs de ces or-
ganites, se synthetisent en faible propor
tion (la phosphatidylcholine et le phos
phatidylglycerol etant les molecules qui
se marquent le plus). Ces donnees con
trastent avec les dtudes in vivo oil 1’on

Tableau VI. Biosynthese in vitro d’acides gras
des lipides totaux a partir d'acetate-1-'*C par
de mitochondries isolees de la feuille d’Oli-
vier, en 30 minutes d'Incubation et en pour

centage d'incorporation.
. Resultats moyens de trois analyses.

—: non detects.

Aclde Incorporation %

Hydroxyacides 16,5
Triinsatures —
Diinsatures 6,9
Monoinsatures 39,4
Satur6s 37,1
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Tableau VII. Biosynthese In vitro de d It furca
tes molecules lipidiques par les mitochondries
isolees de la feuille d'Olivier, it partir d'acdta-
te-1-‘C, en pourcentage d'incorporation apres

30 minutes d'incubation.
Resultats moyens de trois analyses.

Llplde Incorporation %

Lysophospholipides 22,5
Phosphatidylcholine 12,5
Phosphatidylglycdrol
Phosphatidyl6thanolamine et

15,2

phosphatidylsdrine 7,3
Acide phosphatidique 7,0
Monogalactosyldiacylglycerols 3,0
Digalactosyldiacylglycerols
Monoacylglycdrols et

2,5

DiacylglycSrols 30,1

a obtenu une synthese preferentielle de
phospholipides, ce que suggere 1’existence
d’une cooperation intracellulaire dans la
synthese des differentes molecules phos-
pholipidiques.

Beaucoup de travaux ont montrd 1’in-
capacite des mitochondries pour la syn
these des phospholipides de leurs mem
branes. Recemment, cependant, Sparace
et Moore (19) ont fourni des donnees,
en travaillant sur des graines, qui sug-
gerent 1’existence dans les membranes ex
terne et interne mitochondriales d’enzy
mes impliquees dans la synthese de ces
molecules.

De toute fagon, une ample recherche
a ce sujet met en evidence 1’existence d’un
echange actif phospholipidique entre mi
crosomes et mitochondries (9, 16).
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Resume

Les phospholipides, les lipides neutres et, en
moindre proportion, les glycolipides, sont les
principaux composants lipidiques des mito-
chondries de la feuille jeune de rOlivier. Ces
lipides prdsentent un contenu 6Iev6 en acide
palmitique et oleique,

L’incorporation in vivo de I’acetate-l-^C dans
les lipides des mitochondries se fait essentiele-
ment dans la phosphatidylcholine, la phospha
tidylethanolamine et le phosphatidylglycdrol.
Les acides salures et monoinsatures de ces lipi
des sont les acides gras qui sont synth6tis6s le
plus activement.

In vitro, les lipides neutres (mono el diacyl-
glycerol et les phospholipides (lysophospholi-
pides, phosphatidylglycerol et phosphatidylcho
line) sont les molecules qui incorporent un
pourcentage majeurs de la radioactivitd et oh
sont synthetises le plus activement les acides
gras satures et monoinsatures.

Resumen

Los fosfolipidos, los lipidos neutros y, en
menor proporcion, los glucolipidos constituyen
los principales componentes lipidicos de las
mitocondrias de la hoja joven de olivo. Estos
lipidos presentan un contenido elevado en Aci-
dos palmitico y oleico.

La incorporacion in vivo de acetato-l-C14 en
los lipidos de mitocondrias tiene lugar, esen-
cialmente, en fosfatidilcolina, fosfatidiletanola-
mina y fosfatidilglicerol. Los heidos saturados
y monoinsaturados de estos lipidos son los cici-
dos grasos mas activamente sintetizados.

In vitro, los lipidos neutros (mono y diacil-
glicerol) y los fosfolipidos (lisofosfolipidos, fos
fatidilglicerol y fosfatidilcolina) incorporan un
porcentaje mayor de radioactividad, siendo en
el los sintetizados, mas activamente, los heidos
grasos saturados y monoinsaturados.
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