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Isolated plastids (chloroplasts and etioplasts)that are morphogically intact and free of any contamination from 
14 other cell structures can incorporate label from sn-glycerol-3-phosphate- C into monogalactosyldiglyceride. 

1. Introduction 

Si l'importance des galactolipides riches en acides 
gras polyinsatur6s dans les membranes des chloroplastes 
est 6tablie depuis longtemps [ 1], leurs voies de bio- 
synth6se, par contre, restent ~ pr6ciser. 

R6cemment Neufeld et Hall [2], Ongun et Mudd 
[3], Mudd, Van Vliet et Van Deenen [4] et Chang et 
Kulkarni [5] ont montr~ que les chloroplastes isol6s 
de feuilles d'Epinard catalysent le transfert du galac- 
rose de l'uridine diphosphate galactose (UDP-Gal) 
dans plusieurs galactolipides et notamment le mono- 
galactosyldiglyc6ride (MGDG): 1,2-di-O-acyl-3-O- 
(/~-D-galactopyranosyl)-sn-glyc6rol, et le digalactosyl- 
diglyc6ride (DGDG): 1,2-di-O-acyl-3-O-(6-O-a-D- 
gal actopyranosyl-fl-D-galact opyranosyl)-sn-glyc6rol, 
les mol6cules de galactose se fixant probablement sur 
des diglyc6rides tr6s insatur6s [4] : 

UDP-Gal UDP-Gal 
1,2-diglyc~ride ~ MGDG > DGDG 

D'autre part, il a 6t6 d6montr6 que des chloroplastes 
isol6s [6], exempts de toute contamination par d'autres 
structures cellulaires et morphologiquement intacts, 
peuvent catalyser l'incorporation de la radioactivit6 
du sn-glyc6rol-3-phosphate-14C (Gp14c) dans racide 
phosphatidique et les diglyc6rides selon un m6canisme 
mis en 6vidence pour la premi6re fois dans les tissus 
animaux par Komberg et Pricer [7] : 

CoASH, ATP, acides gras 
glyc¢rophosphate 

acide phosphatidique ~ diglyc6ride 
Pi 

I1 6tait donc int6ressant de savoir si les diglyc6rides 
ainsi synth6tis6s pouvaient ult6rieurement s'incorporer 
dans les galactolipides constitutifs des membranes 
plastidiales. 

2. Mat6rial et m6thodes 

Les chloroplastes des feuilles d'Epinard (Spinacia 

oleracea) les chloroplastes et les 6tioplastes de feuilles 
de Mai~ (Zea mays, hybride Wisconsin 355), sont isol6s 
selon une technique r6sum6e dans une publication ant6- 
rieure [8]. Des parties aliquotes des diverses suspen- 
sions d'organites obtenues sont fix6es pour le contr61e 
en microscopie 61ectronique [8] (fig. 1), ou encore 
employ6es pour le dosage des prot6ines [9]. 

La mesure de l'incorporation de la radioactivit6 
du sn-glyc6rol-3-phosphate-14C dans les lipides des 
plastes est suivie, au cours du temps, dans le milieu 
r6actionnel suivant: saccharose 0,3 M; MgC12 5 mM; 
tampon Tris 10 mM pH 7,5;CoASH 0,2 mM; ATP 2 
mM;UDP-Gal 1 mM;Gp14c 0,1 mM,3 × 10 5 cpm. 
L'addition d'acides gras n'est pas indispensable. Pour 
un volume final de 2,4 ml le mileu renferme de 5 
15 mg de prot6ines plastidiales. 

Les lipides sont extraits, s6par6s et identifi6s selon 
une technique d6crite ant6rieurement [9]. 

Le GpI4c est synth6tis6 selon la m6thode de 
Chang et Kennedy [ I 0].  
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Fig. 1. Contr61e en microscopie 61ectronique des suspensions de plastes. Fixation: glutarald6hyde-OsO 4 ; inclusion, araldite; con- 
traste, MnO4 Ba. (A) Culot de chloroplastes isol6s de feuilles d'Epinard (X 5 000). La plupart des chloroplastes ont conserv6 leur 
intdgrit6 morphologique (P 1 ). Les fl6ches indiquent quelques gonflements de leur double membrane limitante. Certains plastes 
(P2), priv6s de leur membrane externe, ont perdu leur stroma (S). (Go, globules osmiophiles). (B) Culot d'6tioplastes isol6s de 
feuilles de plantules de Maig cultiv6es ~ l'obscurit6 (X 8000). Les 6tioplastes ont conservd leur int6gritd morphologique. Go, glo- 

bules osmiophiles; Pb, corps prolamellaire; Tp, tubules primaires; S, stroma. 
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3. R~sultats et discussions 

Le tableau 1 montre que les plastes mis en incuba- 
tion dans un milieu qui conserve leur int6grit6 mor- 
phologique incorporent activement dans leurs lipides la 
redioactivit6 du Gp14c qu 'on leur fournit. Cette incorpo- 
ration, ind6pendante des conditions d'6clairement, 
exige la pr6sence d 'ATP et de CoASH dans le milieu 
d'incubation. 

La chromatographie des lipides radioactifs sur 
papier irnpr6gn6 de gel de silice [ 11 ] montre,  apr6s 
autoradiographie des chromatogrammes (fig. 2), que 
la majorit6 de la radioactivit6 incorpor6e (60 h 70%) 
se localise dans deux phospholipides qui, apr6s d6s- 
acylation [9] ,  donnent du glyc6rophosphate. Ces deux 
lipides ont 6t6 identifi6s comme 6tant respectivement 
l'acide phosphatidique (AP) et son d6riv6 lyso (lysoAP). 
Ce r6sultat confirme, en les 6tendant, les travaux de 
Sastry et Kates [12].  Nous devons toutefois signaler 
que l'acide phosphatidique ainsi marqu6 pr6sente, 
dans ces conditions, un R[ tr6s inf6rieur ~ celui d 'un 
t6moin d'acide phosphatidique obtenu par d6gradation 
de la 16cithine du jaune d 'oeuf  sous l 'action de la 
phospholipase D (EC 3.1.4.4). Un tel comportement  
est sans nul doute imputable h la tr6s grande insatura- 
tion de l'acide phosphatidique activement synth6tis6. 
En effet, les acides gras utilis6s pour l 'acylation du 
glyc6rophosphate sont d'origine endog6ne donc poly- 
insatur6s [ 13]. 

,i ......... 

MG 

MGDG 

AP 

PG 

PC 

Iy~OAP 

2 0  4 0  6 0  120  120  m n  

, - Ol]Phl 

Tableau 1 
Incorporation de la radioactivit6 du Gp14c darts les lipides 
totaux des chloroplastes et des 6tioplastes isol6s. 

Milieu 

GP incorpor6 
(nmoles/5 mg prot6ines) 

Chloroplastes l~tioplastes 

Epinard Mai~ Mai~ 

complet 
lumi~re 33 12 24 
obscurit6 30 13 20 

sans CoASH 3 1 2 

sans ATP 6 3 4 

La composition du milieu r6actionnel est d6crite dans le texte. 
La dur6e de l'incubation est de 60 min. 

Fig. 2. S6paration, par chromatographic sur papier impr6gn~ 
de gel de silice, des lipides d'6tioplastes de feuilles de Mai~ 
ayant incorpor6 la radioactivit6 du GPx4C pendant des temps 
vari6s (20, 40, 60, 120 min). TG, triglyc6ride; DG, diglyc6ride; 
MG, monoglyc6ride; MGDG, m onogalactosyldiglyc6ride; AP, 
acide phosphafidique; PG, phosphatidylglyc6rol; PC, phos- 
phatidylcholine; lysoAP, acide lysophosphatidique. Solvant, 
diisobutylc6tone-acide ac6tique-eau (40:25:5, v/v). R6- 
v61ation ~ 4C autoradiographie. La composition du milieu 
r6actionnel est d6crite dans le texte. II renferme (+) ou non 

(-)  de I'UDP-Gal. 

D'autre part la fig. 2, ainsi que le tableau 2, mon- 
trent qu'en l'absence d'UDP-Gal dans le milieu d'in- 
cubation les galactolipides ne sont pratiquement pas 
synth6tis6s alors que les diglyc6rides ont tendance 
s'accumuler. Par contre, si le milieu renferme de I'UDP- 
Gal les r6sultats obtenus sont profond6ment diff6rents. 
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Tableau 2 
Incorporation de la radioactivit6 du GP 14 C dans les galactolipides et les diglyc6rides des chloroplastes et des 6tioplastes isolds. 

GP incorpor~ 
(nmoles/5 mg prot6ines) 

Chloroplastes 

Epinard Mais 

I~tioplastes 

Mai~ 

sans avec sans avec sans avec 
UDP-Gal U D P - G a l  U D P - G a l  U D P - G a l  U D P - G a l  UDP-Gal 

MGDG 0,2 5 0,1 2 0,2 5,5 
DGDG 0 0 0 0 0 0 
D iglyc6ride s 4,5 1,0 1,4 0,2 3,4 0,5 

La composition du mileu r6actionnel est d6crite dans le texte. La dur6e de l'incubation est de 60 min. 

En effet, MGDG est activement synth6tis6 et, dans ces 
conditions, les diglyc6rides ne s 'accumulent plus. En 
r6sum6, les r6sultats obtenus indiquent que les plastes 
isol6s (chloroplastes et 6tioplastes) poss6dent toutes 
les enzymes qui catalysent l ' incorporation de la radio- 
activit6 du GpI4c  dans MGDG. Nous avons montr6, 
en particulier, que les diglyc6rides synth6ti~6s par la 
voie de Kornberg et Pricer pouvaient servir de substrat 
pour une galactosylation 6ventuelle. 

Cependant, dans ces conditions, routes les tentatives 
que nous avons effectu6es pour mettre en 6vidence la 
galactosylation du MGDG en DGDG se sont sold6es par 
un 6chec. Nous inclinons alors ~ penser que les enzymes 
qui catalysent, d 'une part, la galactosylation des diglyc6r- 

ides, et, d'autre part, celle du MGDG, sont, au sein du 
chloroplaste, spatialement dloign6es l 'une de l'autre. 
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