
N8 o16RbfŒ 

50~iG 
/\ q~+ 

'1q4 

T H E s E 

présentée à 

L'UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE 

pour obtenir le grade de 

DOCTEUR ES-SCIENCES NATURELLES 

P A R 

Christel HASE 

APPROCHE GENECOLOGIQUE PAR VOIE BIOCHIMIQUE DU 

COMPLEXE U L E X 

DANS LE NORD ET L'OUEST FRANCAIS 

Soutenue le 29 JUIN 1977 devant la commission d'examen 

R. LINDER, Président 

D. COUSTAUT, Rapporteur 

J. MONTREUIL, Examinateurs 
G. BIZERTE, 

H.F. LINSKENS, Membre Invité 



APPROCHE GENECOLOGIQUE PAR VOIE BIOCHIMIQUE 

DU COMPLEXE ULEX 

DANS LE NORD ET L'OUEST FRANCAIS 

par Christel HASE 

Travail effectuê aux 

Laboratoire de Physiologie et Biologie végétales 
Faculté de Pharmacie 

en collaboration avec le Centre de Technologie Biomédicale, INSERM 
59000 LILLE 

Laboratoire de Cytogénétique et d•Ecologie · 
Université des Sciences et Techniques de Lille 
59650 VILLENEUVE o•ASCQ. 



7 

TADLE DES MATIE RES 

I. Il~'l,RODUCTION • ..•...••.•......•••..•.•.....•..•..••.....•..... 8 

A Importance actuelle des isozYJJl.eS dans la 
biochimie génétique ........................................ . 8 

1. Les isozymes dans la cellule, dans les tissus, 
da:r1s un. organisme •••••••••.•••..••••••••••••••••• 10 

a) isozymes et compartimentation. • • • • . • • . • . . • • • • . • . • • . • • 10 

b) 1.sozyrnes dans les tissus d'un même organisme .•••.••.. 11 

c) isozymes dans 1m même organisme................... 12 

2. Variants isozymatiques définis dans des organismes 
différents.............................................. 13 

B - But du travail. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22 

II. - MATERIEL UTILISE............................................... 23 

A Ta.x.inomie du genre Ulex., ................................... . 24 

B Caractères phytogéographiques et phytosociologiques des taxons24 

c Caractères des formes analysées .•.•.••.•.•.••••..••.•••••••.• 28 

D - Prélèvement du matériel véeétal................. . • . • . . • • • • • • • 30 

III. ANALYSE DES PROTEINES TOTALES SOLUBLES ...•.••.••••...•.••.••. 31 

A- Intérêt de l'analyse des proteines solubles (électro-
phorèses en disques sur gel de polyacrylamide) .•.....••...••• 32 

B - Résu:L tats.................................................... 32 
1. des électrophorèses en disques sur gel de 

polyaccyla.mide. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32 

2. des Rf calculés . ............................ • · . · . . . . . . . . 32 

3. de la recherche d'un autre mode de représentation .•.•••• 36 

4. du coefficient de similitude ............................ 36 

c Dis eus sien .................................................. . 39 

D - Rés lliné . • . • . • • . • • • • . • . • . . . • • . . . . . • . • • • . . • . . . • . . • • . • • \ • • . . • . . • . 4 1 

• 



IV. 

v. 

- ANALYSE DES LEUCINE-AMINOPEPTIDASES. . ........................ . 
A - Introduction. . .......................................... . 
B - Résultats ................ . .................................... 

1. de l'électrophorèse. ................. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
2. de 1' estimation du poids moleculaire. ...... . . . . . . . . . . . . . 
3. de la détermination du point isoélectrique. ............. 

42 

43 

46 
46 
47 
49 

C - Discussion............................................... 54 

D - Rêstllllé..................................................... 55 

ANALYSE DES ESTERASES. . ....................................... . 56 

A - Introduction. ................................... 57 

B - Résultats.................................................... 60 

1 • de 1' activité spécifique estérasique •• . ................ . 
2. de l'activité estérasique dans l'extrait brut •••••• 

3. des isoestérases et des électrophorèses sur gel de 

60 
62 

poly acryl am.i de ........ ·. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62 
a) 

b) 

influence du substrat 1-Naphthylacétate. 

utilisation d'autres substrats synthetiques • 

. ....... . 

. . . . . . . . . 
62 

63 

4. Estimation du poids moleculaire ••..••.••••••.••••••.•••• 64 

5. Analyse des isoesterases par focalisation isoelectrique 
préparative............................................. 65 
a) 

b) 

résultats qualitatifs 

aspect quantitatif de 

........................... 
l'analyse des isoestérases. 

65 
68 

c) analyse des cinétiques isozymatiques •••.••••••••.•••• 70 

influence 
influence 

du pli . ........... . 
de la température. ...... 

C - Discussion •• ................................................. 

70 
72 

73 

D - Résumé • ••••••••••••••••••••••••••••••••• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 75 

VI. - ANALYSE DES PEROXYDASES. . . • • . • • . . . . . • . • . . . . • . • . • . . . . . . . . . • • • . . 76 

A - In tro duc ti on. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77 

B- Résll.ltats .... ............... · · · ........................... 79 



1. de l'activité totale peroxydasique des tissus chloropr~l-
liens des Ajoncs ........................................ . 

a) influence du pU sur l'activité totale ..•....•••.••••• 

b) influence de la température ...••.••••••••••••••.•.•.• 

2. séparation des isoperoxydases •••.••..••.•.•.••••.••.•••. 

a) analyse par électrophorèse sur disques •• ~ .•..••.••••. 

b) séparation préparative des isozymes peroxydasiques 
par focalisation isoélectrique préparative •..•••••••• 

ê) comparaison des isoperoxydases des Ajoncs •••••••. ·~·· 

d) analyse quantitative des isoperoxydases séparées •.••• 

e) cinétique des isoperoxydases isolées ..•••••.•••••.••• 

3. activité AIA-oxydasique des isoperoxydases .•••••••.••••• 

a) comparaison des taux de purification des peroxydases 
et . .PJ..A-oxydases •.. : ••..•.••••••••.•••••••••.•• •••••.• 

b) influence du pH sur 1 1 activité AIA -oxydasique dans 
1 'extrait brut . ................ · . · · . · · · · · · · · · · • • · • • · • 

c) inn uence de la température sur 1' activité AIA­
oxydasique dans l'extrait brut ..•••.••••••••••••••••• 

d) analyse des isozymes isolées •••••.••••••••••.••••••• ; 

e) cinétique des isozymes ••••••••••••••••••.••••••.••••• 

4. l'inhibiteur de peroxydase .•.••.•••.••...••.••••.•••••.• 

a) mise en évidence d'un pouvoir inhibiteur •••• · •.••••••• 

b) la nature de l'inhibiteur ••.••••.••••••••.••••••••••• 

c) action de l'inhibiteur ••••••••.•••••••.•••.•••••••••• 

d) conclusions ......................................... . 

5. inhibition de l'activité AIA-oxydasique .••.•...•••••••.• 

C - Discussion .................................................. . 

D - Rés Ulllé .•••••••..••.••••••••..••.•• , •••••.•..•.•...•.••••..••• 

79 
'.82 

82 

82 
82 

84 

86 

9.0 

92 

93 

93 

95 

96 

. 96 

98 

99 
100 

101 

103 

105 

107 

108 

110 

VII. - DISCUSSION FINALE ......•......•...... . •....................... 112 

VIII. - RES lJ!vfE FIN~ . ...•......•............................ ~ . • . . . . . 115 

IX. - ABREVIATIO!IS UTILISEES ...•.•......................•........•.• 1 16 

X. - BIBLI OG'RA.PHIE . .......•.•...••..... · ·. . • • • . . . • • • • . . . • • . . . • . • • . • • . • 117 

0 

' 



PLANCHE HORS TEXTE 

ULEX EVROPAEVS L., Ambleteuse, 31-3-75. 

VLEX GALLII Plan ch. , Cap Fréhel, -9 
dans un peuplement d'V,. europaeus. 

VLEX GALLII Planch., 
4-9-76. 

VLEX MJNOR Rothm., près Dinard , 5-9-76. 

7 



-)_..INTRODUCTION 

A. - IMPORTANCE ACTUELLE DES ISOZYMES DANS LA BIOCFIIMif] GENETIQUE. 

L'hct~rogcnéité enzy~atique est une notion oncienne mais, attribu~e 

~ dea artefacto ou modifications secondaires issues des processus de purification, .., 

elle resta longtemps inexploitée. 

En 1959, MARlŒRT et M~LLER (97) désienèrent sous le terme d '"ioozymcs" 

(ou "iaoenzymes") ces :formes multiples moléculaires d'enzymes. Ces dernières mmees 

la liate des en~~es qui presentent des formes multiples s'allonge sans cesse. Cet 

essor est étroitement lié ~ la multiplicite et au perfectionnement des tcchniqu~s 

électrophorétiques et ~ leur association de plus en plus frequente aux techniques 

histochimiqucs (~ogrammes) (15, 145). Parallèlement~ l'extension de nos connais­

sances, la nécessité de les classer s'est impos6e selon leur origine, leur dé­

terminisme génétique et leur structure, d'après SCM~D~OS ~34) ; on distingue des 

isozymes non plus· au sens le plus large mais des isozymes "allelique,non allcliques, 

homo-ou hétùropozymères". 

Dennomhreuses analyses bioChimiques ou de biochimie gGnétique, se dé­

gage un tait marquent : leur onmiprésence dans les organismes. Leur presence a.ppa­

raît actuellement comme un trait banal du métabolisme. Le tableau I illustre diver­

ses porticipationsimportante~de quelques isoz.ymes v6gétales dans l'orientation du 

métabolisme : formation de la. lignine ( cinna.moyl - CoA ligase ; phenylalalline - am­

monium lyo.se, etc •• ~) ; dans la. photosynthèse (ribulose-diphosphate ca.rboxylc.se ; 

phosphoénol pyruvate carboxylase); dans le catabolisme hormonal (indole acétate 

oxydase). Ainsi, leur omnipresence est directement liGe à la. multiplicite d.es voies 

métaboliques • qu'elles vont contrôler. 

Cependant. cette liste n'est pas exhaustive et l'on peut s'attendre ~ 

un ~largissement plus net de nos connais~ances dons les prochaines Binees. En effet, 

l'identification des isozymes est presque exclusivement basée sur des différences 

de composition en acides aminés exprimées par des modifications de leurs migrations 

dans un champ electriq,ue. Cr, 3i une ::ncdif'ication rele7ée pa!" le c!lange!>:ent .i 'un 

acid.e wné dana une aéqt:.enc~ pol~e?tid.iqt:.e es"t à 1 'origine de .c~"';te identification~ 

elle n'est ~as pour autant to~jours res~cnsable de~ dif~rences de mcèilité él~ctrc­

phorétique cbaervées ( î1, 96, 134-) ; secles è.e nouvelles techniq_ues :plU!l sensi­

ble3 en pe~ttront la. révélation • . 



Tableau I. -Enzymes végétales. 

~INH ~Cl.f1 TURE 
EN.'Y~'[ 

CO:~i!SS!ON 
OR!GWE 1\~t(REtiCES 

·---------------------------------------·--------------------------------------------------------------------------------------------------

Ac~tyl gluco~Mli nidauc 

AD!'-Clucusc-a-1,11·:Cluc·ul!lc-a-4-,;J. ucocyl trWl,, f~rnuc 

Al~iM wninotranof~rnse 
Alcool déshydrog.~nase 

Aldolase 

wnopcptida•e 

Aznylase 

ARN-polymérnse 

Ascorbnte oxydase 

Aspartate 11111inotransférnse 

Catala~e 

Cellulase 

Cinnamoyl-CoA-lignse 

Cinn8lJlYlalc.ool déohydrog~n11se 

p-Coumaryl-CoA-ligaae 

Cutinase 

Déhydroqui nase 

Dêhydroqu.i os te déshydrntnse 

Désoxyribonuclésse 

Est~ rase 

Formate déohydrcgénase 

Fumarue 

13-Galactosidase 

0-1,~-gluccnne-~hosphate-glucosyltransf~rL•e 

a-1,4-glucnnne-o-1 ,4-glucnnne-6-glucosyltranl ré rase 

a-1,4-glucanne-aynthétase 

Glucose-6-pho~phate déshydrogénase 

11-Glucosidase 

Glut&Qnte déshydrogénase 

Glut~ate oxaloacétate transaminase 

Glycéroldêshydrogénase 

Indole-3-acétate oxydase 

Indole-3-acétald~hyde réductase 

Indophénol oxydase 

Invertase 

Iaocitrate d~shydrogénase 

Lactate déshydrogénase 

Lipase 

Lipoxygénase 

Malate déshydrogénase 

Malate enzyme 

lucléotidnse 

Peroxydase 

Phénylalcnine ammonia lyase 

Phénol oxydase 

Phoaphatase acide 

Phoaphat&Je alcaline 

Phoaphénolpyruvate carboxylase 

Phoerhotructokinace 

Phoaphoglucomut~e 

6-Phoaphogluconat.e d~shydrogénase 
Phoophoexo~e iao~rase 

Pho3phorylaae 

Ribonucléue 

Ribuloaedipho•ph~te caro~xyla~ë 

~nt't'Ï n•t:.- :tt::qnvt1rnac!na.ae 

Sulhte "enn~!l.'le 

Superf'Jxyrle li.i::mut&a~et 

~r~onin~ dLJ1DÜn~e 

TrenJ&.i.l~lasc 

Trenoké to 1 .._,., 

Tr.io .. ,.pnn:.:~hf\t.•~ i:lorwr":rnne 

IH!P-gl u~_,~.,-~ -·~pi:n.~ rnu" 

3.2.1.29 

2.4.1.b 

• :.>.6.1.2 

1. 1. 1. 1 

4.1.2.7 

3.4.1.2 

3.2.1.1 

2.7.7.6 

1.10.3.3 

2.6.1.1 

1. 11.1.6 

3.2.1.4 

1 ".2.1.10 
1
3.1.".5 

3.1.1.1 

. 1.2.1.2 

. 4.2.1.2 

; 3.2.1.23 

• 2.4.1.18 

: 1.1.1.49 

3.2.1.21 

1 .4.1.2 

: 2.6.1.1 

1 1. 1. 1.6 

3.2.1.26 

. 1. 1. 1.42 
1 1. 1.1.27 

:3.1 .1.3 

! 1.13.1.13 

1. 1.1 .37 

'1. 1,1.38 

; 3.1.3.5 

i 1 .11.1. 7 

: "· 3.1.5 
: 1.10.3.1 

:3.1.3.2 

3.1.3.1 

·11.1.1.32 
1 
2. 7. 1.11 

2.7.5.1 

. 1.1.1.113 

5.3.1.9 

2.4.1.1 

2.T.T.·16 

. 4.1.1.39 

1.3.')9.1 

1. 15.1.1 

4.2.1.16 

2.2.1.2 

2.~.1.1 

'. 1. 1. 1 
,,1.1.2 

V.ictvo~ t~l ia 

C!fallidùun 

1 z~.a 

Ph(J.jCOlt!!>, Z~a, T!fPI!a, PV!~ 

Sp-i ttacia, R.tphan!U, Va((Cu.\ 

P.U.um, Pl:<t.~cot~ 

Zea,Tt{ticum,Scr.ate 
T1uûcum, MycUM. 

P.intt& 

Sp~ttacia,Zca,Cuc~bita 

Zea 

C-Ult~ 

Petun.ia 

Glyd•te 

Glycittc, Pc.tun.ia 

Ftt.~aM.wn 

1/e~ol>po!Ul 

1/e~o.~po!Ul 

Pl>eudomo•tltl> 

Pha.~>col~ ,Ho.tdewn,Pùea 

BapW..i.a 

L!{copeMicwn 

S<tpû.~>.i.a 

Cya!UcUum 

Cyan.i.di.um 

0JtyZC1 

CancUda, V.i.an.th~ 

f).ic.tyol>te.U.a 

1Uci11~ ,ll!fcUu 

Zu,TM.Ucwn 

BaptiA.i.a 

P.Uum 

Cu.cwnU. 

S<tpt.u..ût 

H a.er•ru~thu.\ 

P .VUL4 malu.&, Mvcuu 

f).<.anthu.& ,lieUI!ol>po!Ul,Sola.num,MycUu 

Plta.~>eolu4 

Püum 

1/e~ol>pOII.a, Sp.i.tta.cfa, Z ea,li.i.c.o.Uana, Equ-U. c.tum 
LycopeJr.J~cwn,Solanwn 

Funa.M.a 
Cucu.Jtb.i..ta,Va.tuJta,Zea. 

Au cul~ 

Q.uVLc~ 

Ma.b.i.do p~>.U 

f).(.c,tyo~>te.U.a 

Chlamydomotta.~>,Ph~eotu.&,Ca.k.i.le,Goi>I>!{Piwn 

LycopeJ~A.i.wm 

LycopeM.i.cwn 

Lyco~.icum,V.ianthu.~,CancUda. 

LycopeJr.J.ic:wll 

SolanW!I 
P.ùtt.t.~. 

·'. Avena 
Zea 

/leu,TOI>PO!tll 

Spinacia, 3p i tu.l ina 

1J.i.c.ttjvlte.Ua 

CIJ.IIJ.ida 

C.u1d.ida 

Pilwfl 

Plur4a.'u..or 

.90 

46 

7:,133,131,,·. 

15ë 

10,137' 170 

20,73,1154 

56,102 

161 

1,rô,152 

13~ 

54 

124 

174 

79,123 

122 

52 

52 

108 

2,9 

141 

63 

"141 

46 

·46 

120 

104,159 

90 

84,S5 

6o,139 

141 

29 

17 
141 

86 

85,133 

16 ,E5, 104, lê: 

132 

23 

8,3C,114,157 

16,€3 

128 

14,::2,88 

21 

:6,1ê 

69 

90 

7,22,110,16:: 

63 

63 

63,1'l4, 159 

63 

51. 

98 
155 

109 

99 

92 

90 
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- Fonctions des iso?.ymea : 

Omnipresentes, leurs activité~sont etroitement liees à leur localisa­

tion. Cependrnt l'etude de leur comportement conduit à dissocier : 

I - les iso~ea dont la présence appartient no~alement à une cellule ou à un même 
orgnniome ; -Il - les isozym~s qui peuvent être considerees comme des variants electrophor~tiques - dont la pré~ence ou l'absence dans des oreanismes différents sera un critère 
pour distinguer ces organismes. 

I. - LES ISOZ!r-~S D.A!lS LES CELLULES, DANS LES TISSUS, DANS UN ORGANISME. 

Le comportement des isozJ~es est nuancé, leurs diverses fonctions sont 

étroitement liees à leur localisation cellulcire et à leurs rapports avec la corepar­

timentation intracellulaire ; elles participent à la régulation différentielle des 

voies metaboliques ; elles interviennent enfin, dons la difterenciation et le de­

veloppement non seulerr.ent des difffrcnts territoires de la cellule ou du tissu 

mais egalemr~t de l'orgnnisme tout entier. 

I.a- Isozymes et comrnrtimentation: 

Un excellent exemple de leur polymorphmame en fonction de leur locali­

sation intracellulaire est donné par LONGO et SCANDALIOS (89), Les malates-deshy­

drogénases poss~dent des isozymes cytoplasmiques differentes de eelles de la frac­

tion mitoChondriale. 
. ' . - ., . ·: .. ·; ·. ( 

- l.!!.Q.7!YJ!leS et regulation : La présence d' iBOZYJ:lCB différentes dans une même orea-

nite semble curieuse mais se justifie : exemple présent6 par WIIKINSCN ( 17, At3). 
Chez E~ch~chla ~otl, l'aspnrtate-kinase contrôle la formation de trois acides 

emines : lysine, méthionine et thréonine. Trois isozymes participant à cette bio- · 

synth~se sont identifiées. er. au cours du processus, l'une d'entre elles est inhibée 

selectivement par l'un des produits f'inat~ (reedback inhibition), ce qui 'en d'au­

tres termes, signifie qu'une seule isozyme 6tnit à l'origine de chacune des trois 

voies conduisant aux trois acides amin6s ; ces troiXO~~aholiques sont deja bien 

s6parées bien qu'une ~ême r6acticn se déroule selon le sché~. 

lf11:~-. • .. 4cAI"~-um. .. tne. , \ Th:r1onhte. 



Cet exemple est intéressant parce qu'il illustre l'intérêt que presente l'analyse 

de la cin0tique ioozymntique dans 1'6tude de la regulation m~tabolique. 

I.~- !BOZ)~es et tinr.u~ d'un ~~me orcanisme 

Au cours de la différenciation, la participation d'enzymes est necessai­

re pour e.ssurer les beso5.ns aux mêmes specifiques de··:Chaque tissu. Comme chaque 

iaozyme eat le produit direct de 1' action d'un g~ne, on peut suivre par 1' analyse 

de leurs chrmge:ment3, 1' expression génique différentielle liée a.u développemr.nt et 

à la difi~renciation (J34, 133). Cependant l'analyse du développement permet de 

nuancer ia qualité de la variation iaozymatique aelon qu'elles agissent spécifique­

~nt dans une étape bien définie ou encore qu'elles sont caractéristiques d'un cer­

tain tissu. Ce3 v&riations de la compoaition ioozymatique observées au cours du 

développement sont quantitativement rapportées et il apparaît nettement que la pré­

sence ou l'importance de l'action isozymatique sont liees au bon fonctionnement, 

lui-même variable, d'un organisme au cours de son existence. 

Chez les végétaux, l 'étuàe de l'activite isozyzr.atique en relation avec 

ln différcnbiation, se limitent largement ~ la description des changements observés 

ce qui, nctuelleoent, ne fait guère progresser noa connaissances de l'influence 

g~nétique dans le contrôle du développement et de la différenciation. 

Par contre, l'efficacité de l'action iso~atique peut être bien com­

prise en considerant l'exemple de l'analyse du po~orphisme de la lactate-deshydro­

genase qui • selon les tisau.s où se localisent ses isozynles présentera des dif::f.'€ren­

ces conGiderables de leur cinétique selon les tisous .(173). 

Généralen~nt, des sous-m1it~s en nombœe variable, apparaissent'chez 

les isozym<!a polym.eriquce •. ftiU~ [ deux formes homotetramESriqucs de la lactico­

dSshyd.rog(;nase:: sont identifi~es : l'une est présente dans le tissu musculaire 

squelettique (LDH-M) • 1' autre appartient au muscle cardiaque (LDH-H). Si ces deux 

formes ~tnient présentes dans le même tissu, la formation d'héteropolymères serait 

possible, dnns cetto éventualité 5 iso~es sont connues et correspondent aux for­

mes sui vantes : 

- une première torme homotétr~ère dité M4, constituee de quatre so~-unités de 
tne M ; 

- t:rois tor.::es hét&tot~trs:nè:N!s l'•.me M3a cc'Il"pnnd 3 sous-uni'tes Met ".l..ie sc~-~~:.~ê E 
l'a ut :re M:2F--2 et. >!Il t'in M 1 !:I 3 ; 

- enfin une cinquiè~ (R4) forme ho~pclymère constitué! de qua'tre sous-unités 1. 



Ces isozymes diffèrent par leurs cin6tiques : l'homot~tramère LDli - H 

localisé dans le muscle cardiaque est fortement inhibé par les fortes concentra­

tions en pyruvate. Par contre, ces concentrations sont optimales pour l 1activit6 de 

la LDH-l·i des muocles du squelette. On peut donc supposer ( 173) que dans les tissus 

des muscles du squelette la LDII-H favorise la voie qui conduit à la formation du 

lactate necessaire à la physiologio du muscle : la glycolyse anaérobie aboutit nor­

mo.l.eaent à une f'orms.tion rapide d 1 énergie sous t'orme cle !lADII. 

La LDH-H est plus adaptée au métabolisme du muscle cardiaque,elle agit 

en effet selon la voie favorisant la formation du pyruvnte qui sera oxyde par le 

cycle de Krebs. 

Le rôle des isozymes est donc preponderant dans le metabolisme en fa­

cilitant une adaptation spécifique de chaque tissu à u11e :f'o!œ.iltcl.nndonnée. Il fau­

drait t1u 'œ plus grand nombre de travaux Rasait JlEX consacré à 1 1 analyse des 

cinétiques des formes multiples d'enzymes car une meilleure connaissance de leurs 

structures et des facteurs qui influencent leura activites permettraient la recher­

che d'une conclusion plus directe en corrélation avec leurs différentes fonctions. 

I.C - Isozym0s ë.ans un mêD1e orr;nnisrr.e 

Nous venons d 1 envisager 1' influence de la présence et de 1' activite 

isozymo.tiques sur les voies Iil~taboliques d'une cellule ou de tissus hi~tologiquement 

homologues mais de t'onctions 6loign6es. Il est également possible que des isozymes 

différentes catalysent la ~ême réaction dans une même cellule si lee conditions 

offertes chaneent ; ainsi un chonce~~nt rRpide entraînent une variation de concen­

tration du substrat (en particulier sUbstrats exoeènes à l'organisme) exigera la 

pr~sence d'une ieozyme ~eux adnpt~e ~ cette nouvelle situation. Dans cette 

éventualité, un organisme qui poss2!dcrait deux isozyr.es: l'une travaillant d'une 

manière optimale pour de faibles concentrations en substrat et l'autre dont l'ac­

tivité aerait favoris~e par des concentrations importantes, sera plus fo.vorisé qu'un 

autre organisme qui n'aurait_~ sa disposition qu'une seule enzyr..e opérant moyenne­

ment d(lllB tous les cas (24). 

Ainsi 1 des isozymes facilitent l'adaptation ra~ide d'un ors~~isme à 

la variabilité d'un e~vironne~ent (71), dont les f~cteurs d~ variation sont no~ 

breux tel3 le pn, la te=;~ratur~ ~tc ••• La te~ératur~ est un ~aramètre dent l'in­

f'luence est br;onante sur le cc:rçonement des plant.!s et des. ~·i.:naux peiifilot~er::es. 

Ainsi on a ccn3taté qu'un gr'lr..d nctlb::-e de :pcissœs eu:=--J~her:::es ae con-ce~tent d'une­

seul:: enz-r....e qui !onc-';ionne s:u:.s cban::;'!!!le~t dsns une ls.r;e zone de tem?~rs.ture ( 150 } • 



Il serait int6ressant de contrôler si on observe un chnnee~~nt·r~gulier entre deux 

vale~·s relativement constantes, car dans ce cas il serait eertainement plus avan­

tageux pour l'organisme de posséder deux isozymes., 

Pour dea cha.ne;ements intervena.'lt dans une gru:nœ de valeurs plus impor­

tantes, il sera plu.'l o.vanta.geux de poF.Ioêder une enzyr1e avec dea capad.tés aaaez ln.r­

gea ; ainsi l'orGanisme ne sera p~s surchareé pnr un nombre elevG d'isozynes ayant 

chacune une gr:.we très restreinte de fonctionnement (150). 

On peut donc admettre au terme de ce premier point concernent la pré­

sence d'isozymcs dons le m~tabolisme normal d'une cellule ou d'un orGanisme qu'ellen 

interviennent ~ des niveaux multiples dans la régulation metabolique et dans l'adap­

tation optimale du tissu ou de l'organisme aux besoins métaboliques en fonction de 

l'environnement et de sa variation. 

2. - VARIANTS ISQzyl.iA.TIQ.U"~ DEFI:NIS DANS DES ORCJJliSMES DIFFERENTS. 

- Isozyme et transmission héréditaire : 

L'étude dea ioozyn~s revêt une particulière importance en g6nêtique 

car chaque isozyme ~tant le produit direct d'un ou de plusieurs gènes, sa connais­

sance sera la meilleure approche du gene. Ainsi, ces composes étant g~n~tique~~nt 

d~finis et contrôlés par un nombre très faible de gènes, leur utilisation dans les 

problèmes delicats qu 1 offre la taxinomie présentera, par consequent' un ~norme ave.n­

tase par rapport aux cri~ères morphologiques qui dependent generalemant d'un nombre 

toujours plus €lev~ de gènes. 

Enfin, l'action g~nique est elle-même connue puisque l'action isozy­

matique peut être partuitement définie ; c'est 1a un avantnce que d'autres composes 

ne pr~sentent pas, tels les flavonoides, les anthocyanes utilisées si freque1mnent 

dans les manipulations g~nétiques, leUl'B fonctions €tant toujours pluq ou moins bien 

comprises. 

Il est vraisemblable que les isozyl!les appartenant ~ une même cellule, 

ou ~ un même organisme ( 71 ·) doivent être control€es par des g~nes distincts puisque 

cha~ue isorj.me presente une fonction bien d~te~née : de telles msozymes peuvent 

être conaiderées comme des isozymes ncn-alleliqueJ. Par contre, le ccmpar~son d'or­

gttisnes dit!'~r~mts conduit à l!L ccnce-p1;icx. :ie ls. p~sex.ce d'iso:~es !t.ùléllq,~s'' 

ton.~ es pe.r exe!:!-ple par une mutation sur un locus. JOHNSON a souli,;;né ( 71 , 72) 



l' impo~ance capi ta.le de ces "va.ri ants" isozymatiques alléliques dans dea domaines 

g;;nétiques extrêrc.cment variés : origine d' eapèccs, évolution, gGn~tiq.ue des popu­

lations, sélection etc ••• L'application de la variation isozyruatique est tout aUssi 

fi'uctuaune en taxinomie dans 1' apprécio.tion des affinités entre espèces par 1 'ela­

boration "d' e..rbres genealEJgiques". Dans cette voie, SCOGIN ( 14'-') propose un schéma. 

du genre Lup(.;1U6 en se basant sur l'analyse des iaoleucine-aminopeptida.ses. Certes, 

cette tentative qui ne repose que sur l'etude d'une seule enzyme ne peut d~pasoer 

le cadre d'une simple hy:pothèse puisque l'analyse d'autres e~es conduirait pro­

ba.blement à une image totaleP.~nt ~difi~e. 

Les relations biochimiques entre les esp~ces sont égalerr~nt recherchées 

par 1' €tude de la. variation prot6ique (~.:5 ,1ZI-7). Mais ces tentatives ncccr;r;aires pour 

tû.eux conna!tre lee affinités demeurent al~atoires , car on oe base ici sur des mol~­

cules nombreuses don·t la. structure, la fonction, le déterz:ri.nio:me génétique sont 

inconnus et dcvront.être prêciséa.Ainsi que bien que les analyses enzymutiques con­

duiacnt à des conclusions plus ou moins nettement definies, le fnit qlm leur fonc­

tion est détcr~née avec precision, nous permet de mieux conn~ître et ~valuer l'im­

portrmce de leur intervention dans le o6taboliome cellulaire ainsi que les relatiovs 
11 ecnGtique-m~to.bolisne". 

Les isoz~s offrent donc de no!::breux avantages dans 1' étude de 

l'évolution et de l'origine des esp~ces. L'€tu~e de ceG sujets atait autrefois bnsee 

sur des phenom~nes morphologiques. Avant l'application d~s techniques 6lectrophorétiqu 

à cca problà:es, 1 '~volution est étu~iee.par exemple en cherchant une liaison entre 

la f'r~quence d'un · gène ca.ractérisant un trait morphologique, par exer.~ple la cou­

leur des ~cailles de Ce.paea. (24)
1

. et dea :ra.cteurs d'environnement. Une liaison 

directe entre l'environnement et la. pr~sence d'un g~ne indiqua fortement un effet 

de sélection. 

Sur ce point de vue des controverses importantes existent au niveau 

de l'importance qui doit être accordée a ces observations au point de vue selection. 

Dons ces controverses les êtudes des isoz}~cs ont été particulièrement fructueuses 

pour Glucider le problème i~portnnt qui eot l'évolution des espèces. Les contro­

verses se sont développés ~ partir de deux points de vue différents : 

' a - les changements dnns la s~quence d'acides ar.Unt;s de ccrt.nines prc--tHr.es au 
eours de l'evolution ; 

b - l 'obserra.tion d'une hété!'Oz-oJgotle...' .i.:::r;:ortante da.'la -.m seul indi"Tidu. 

. t ~ ·~ . , ~ nennen dans la. a~q~::lce des acl.~S m:unes ._es 
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moina proches, ou de la variation iaozymatique ob3er·v~e dans des populations no.­

tur!!llea est à la ba'3e de th~&Dries qui s'affrontent : celle des "neutralistes" ct 

celle des "st!lectionnistcs". 

Ces deux théories admettent l'~ventualité d'une mutation au hasard 

mais pour les neutralistes, elle est ~d~e et maintenue par une derive génétique 

également noumise nu bnsard. Pour les "tenants de la sélection" ps.r contre 1' appa­

rition de la mutation (due au hasa.."t"d) n'est maintenue par la. suite qu'en !"onction 

des av~~tages sélectifs qu'elle epp~e à l'organisme eu cours de l'évolution. 

Vo.lem:·s de ces hYJ?othèses per rapport è. 1' !lnalyae des séguences en 

acides am:i néo : 

L' aneJ.yze s~q_uentielle en ·acides emines des l'rotH n ea ayant des fonc­

tions identiqu~s (similaires),herrDglobine ou cytochrome par exerrple
1
fait apparaître 

des différences d'autant plus i~ortnntes que les eep~ces étudiées sont plus eloi­

gn€es. KltmPÂ (77) (neutraliste) suppose l'eY~stence d'un taux constant de subs-

titution des acides amin~s, maintenu au cours de l'évolution par une derive 

tique au hanard et conduisant à des composes différents dans leur structure 

mnis l!quivnlents dans leurs fonctions. 

" " gene-

primaire 

Les tenants de la sélection par contre pensent que ces mutations sont 

maintenues dans une esp~cee donnée en raison de l'avantage qu'elles représentent à 

un ~~~cnt donné du developpement. 

Un exer.ple interessant illustre ceci, c'est celui de l'h~moelobine de 

l'RorK~ (58). Pour les neutralistes, ils envisagent la po3sibilit~ de remplacer 

1 'h(n.oglobine de 1 'llo:mr.e par une h~r:oglobine provenr.D.t ( s.ppartennnt) ~ un e.nirï!Rl 

choioi au hosard, puisque les differences E~qucntielles €tant dues au haserd, elles 

n'apportent nuctme modification de leur fonction. -- , . 
Il est évident qu'une telle expérience est impossible mais deux hémoglobines 

se rencontr~~~ chez 1 'Homme :une hemoglobine "foetale" et une hémoglobine "adulte" 

qui diffèrent par la substitution de la chaine 8 adulte par la chaine y. 

Les deux hémoglobines diffèrent pour leur af:f"inité pour l'oxygène. Ceci 

peut être expliqué en considérant 1 'existence d '1.me différence de liaison du 2,-3-

diphosphoglycérate sur la chaîne ~olypeptidique, influencée par la présence de 

l'histidine (position 143} dans la chaine 8 da l'hémoglobine adulte, ou par la 

aérine qui s'y substitue dans la chaine Y'de l'hémcglobine foetale. 

-------- -
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Les courbes de diaoocintion de l'oxygène seront donc diffErentes pour les 

deux hémoglobines, celle de 1 'Mmoglobine f"oetale etant déca.l.ée vers la. partie 

gauche du tracé correspondant a l'hémoglobine adulte. 

1es modifications structuro.J.es obscrvt!es aont ~troi tcment 

liées aux besoins physiologiques imposés par chacun des différents stades du 

développement. 

Cette substitution d'acide a.min~ précis est considérée comme U.."l argument 

en faveur d'avantage sélectif pour les selectionni~tes bien que les neutralistes 

peuvent toujours allêBuer qu'il ne s'agit là que d'un fait d'cut~t pluo exceptionnel 

que généralement les études sont surtout orientéea vero le poly-..:oorphisme iaozJ'!lla.­

tique. 

- Vnrintion iEozvn~H.aue!l 

Depuis qt1elques annt!es 1 'hypoth~se d 'u"le unité g~n€tique e.u sein d'une 

eap~ce ou d'nne population naturelle est de plus en plus abandonn~e en raiGon de 

l'importance de la. variation intrasp6cifique et du polymorphisme tréq~~cnt obser­

ves dans les population~ a.u niveau en particulier du polymorphisme proteique et 

~nzyr1atique qui reflète nécessairement la. diversité de la composition gén6tique. 

Le polymorphisme proteique et enzymatique doit être pris en considéra­

tion dans l'évolution de l'espèce ; c'est le noeud du mécanisme de la sélec-

tion( lit). 

En effet, 1~ compr~hension de la. variabilite g6néti~ue entre les popu­

lations peut s'ad.'!lettre dans la. :perspective d'une __ olue<_~~u.~ -~6/J.f-al.oa_J c..e ·qui 

represente;·: . UD pus dW1S 1' evolution de 1' espèce. 

Mais avant d' envioager 1 1 Gtude expéril::enta.le de 1' innuence de la com­

poaition iaozymatique dans le domaine è.e la. génctiq'L1e deS populations t il est neces­

saire de preciser l'i~ortence que revêt la présence des v~ants êlectrop~or~tiques 

(71) selo!l les deu..x hnoth~ses q_ui s' s.t.frontent actuelle:ment,~celles des neutr3.listes 

ou des s~lectionnistes. 



Kil,.:t.'RA et Cf!OH ('{8) ccnsid(;rent our des buscs strictcr.J.cnt théoriques 

et non cxpe1·iuent:.:ù.c!J, qu'une grande variation génétique dc.n:J une populo.tion repl·6-

sente "une chm·ge gGnétique" considérable conduisant à la disparition de l' esp~ce. 

Aunsi, pensent-ils que le taux total de la variation dans une même poptùution ne 

doit ~as être impo1~ant. 

Unis ces conclusions sont nettement battues en brèche par le fort 

dcSTé de polyr.1orphicme enzymatique mis en évidence p:>.r les tec:1.niqucs électre 

phorotiques qui est apparu bion superieur aux previsions théoriques. 

Ce quo montre l'exomple de Dro:Jophil::~. p:1oudoobscura où 30% des loci 

des cènes structuraux sont pol:.rmorphco drms chaque population et le taux. de 

hétero~yeotie est de 1 ~~ (C7) chez un individu. 

De m~me c:10z l'IIommo,sur 71 loci exœninés,28% sont polyuorphes dans 

une popub.tion ct le taux d(hot<fozygotie est de 6, 75~ par individu (5L) .::.mfin 

chez lc3 plantes, los estj_mD.tiOYJ.S considèrent que chez Avena sp. 31 à 54~~ 

des loci sont polyraorphcs dn.ns une population ( 2). 

A~"lai KI!-!l.JllA et CROI-T ('T8) ont essaye de maintenir leur theorie en 

:rornulant 1 'hypothèse de la neutrnlitiS selective : la. charge génétique dans une po­

pulation n'est pas accrue par la présence du polyn.orphim:ne enz~n.tique si les va­

riants ~lcctri~llor6tiqucs ne précentcnt pas de différentes consi,t5rables dans leurs 

propriétes;l'inf.luence de la s~lectian au niveau de ces variants n'e~t pas modifiee. 

Do.ns la plu:part des exeoples connus • le polymorphisme dnna les populations naturelles 

ref.l~te dès lors un cbang~ment du hasard et sera sans conséquence métabolique. Cette 

theorie est diecutnble, cnr les di:ff~rents dep,rGs du polymorphisnll! sont lies a la 

fonction physiologique de l'enzyme 6tudié. En fait on a observé que certaines clas­

see d'enzyme a ainsi ~tablics en relation avec leur fonction sont beaucoup plus 

varinbles que d'autres. Actuellement, aucune explication génétique ne peut rendre 
MUfl'a.Lité 

cette observation compatible avec la t!lée:i-e selective (71). GILLESPIE et KOJIY.A (53) 

ont ~..::..-::·; ~ proposé 1 'existence d'une relation entre le polymorphisn1e enzymatique et 

la variabilit~ des substrc.ts o\1ferte à ces enzymes. Ainsi • la variation sera plus 

faible pour les en~s intéress~es à la production énergétique que pour celles qui 

dégradent los substrats exogènes. Cette ~rpothèse est ~tayée par de nombreux réaul-
~v f'.(M·tte 

t t ~ · t i · t" · " t' " • r· .a. s exp·2rl.men aux, en part cul1.er les enzym·~S carac erl.sees p!.l.r une .t.~ spec1. l.-

cité d.g substrat:; sent nette~~.ent :-9lus va:"iables que celles qui utilisent des slfua­

trata ha,_tte!!.e::lt e:p~cit:.•1ues • .rc:I:~JQ!'l (71) 3. t:rès larG:e!llent ête:r:.du cette h;::ct.~èse. 

Il ~_pgxti t à cet ~!!'et lë3 enzymes en trois classes selon q<Je l:!s e~::J.œs ;1m-c 



- pnr une gr~nde variabilit~ ~e eubatr~te (r) 

trent \m dee:l·~ elevé de pol,.r.norphiome ; 

et qui mon-

- par l~ur fonction d6 r~~ulatio~ dans le ~étabolis~rrrJt 
relativcrr~nt plua élevée que c~lle du troisième ~~oup~ ; 

- pc.r l'abucnce da fonctions dans la rê{Iulatio-ü(Tii) .. 

dont la vu.riation sera 

Il eat Gvident que des,ahang~~onts interviennent B\U' des loci, correa­

pond~~t ~ des enzyt~cs intervenant duns la r~~ulation vent induire des modiric3tione 

beaucoup plus i~portMtea au nivenu du ml!ta.bolis:me que ei ces loci correspondaient 

a des enzyrc.cs non résulo.teurs ot qui atteignent en g~n6ro.l tr~s vi te 1' équilibre do lr· 

rGaction. Auoai ces enzy=:cs • ccttB vitesso do r6o.ction ét:wt &u:p·~rieuro à ca q~ 

est nêcouso.ire au :f'l~--; exigerait pour influcnco la. régula.tion néta.bolique une r~­

duction consiùGrable ~e leurs activit6s. 

En B~néral, les enzyrrss qui participent a la rSgulation catulyncnt deg 

réactions soit d'une tr.nni~re irréver~ible, ooit an n'c.tteignant qu9 diff'icile"-l~nt 

l'6tut d'~quilib~e~:Ce sont des enzyp~s qui se citonnt nu d6part d'uno voie nGt~­

boli~uo ou ~ un carrefour de cos voies. 

Le tc..blcau (selon Jom;so:r (71) ) r(.;unit lcn taux r:oyens d 'h~téro-

zygoticsrelcvfs pour ce3 trois clesaes d'enzy~es testfes dans diffGrcnts o~c~~iameo. 

1 

Classes d'enzy~es Ore;nnismeo 

-----------~-----------r---------------
Drosophila Petits vert~bres l!o:nt>e 

.I 0,24 0,22 0 '1!3 . 

II 0,19 o, 14 0,13 

III 0,06 o,o6 0,005 
, -

On observe ~ue dans ehe.que eM • l 'hét~rozygotie est vari&blE:, elle 

sera la pl,~ fo~e ~ur les en%Jme3 i aubstr~ts ~on s~écifi~~es Tariables (clas~e I), 

&!58~~ !'crta pour le• er.::yr:.~s de la el8.3!!e I! q_ui inte:"Viei:.nen-,: dans la ré;uls't!cn 

et e~!i elle a-rJ?ar8Ï 't e~:rec les t~u:t l~!!l plus f&ibles ,our !.es ~!l~f=l'!G 'lui n'in­

terviennc.nt paa dans la. :r~b'..:.la'tion ( els5 ~e !II). 



Av~c une prob~bilit6 n~3cz élevé, eco ~iff~rcnce9 Gont rêellc3 cc qui 

~ontr~ clairc~ent que le rôle phyaioloeique du pol~orphisr.e releve du niveau des 

loci corresponclrmt à ces enzyw!s du m(jtabolisme est 6troitement liG à la. régula­

tion du metaboliome. 

L!'l. port~e ùe ces r~sultats contre la. th€orie de la neutralit~ s(!lective 

est considerable. Il est trèa difficile d~ rnnintonir que l'hypoth~ce bas~e sur l'ac­

tion des al.l~les poJ~tmorp~es qui sersit s~lectivement ~quivalente pourrait ex:pli­

qu~r les Rl't.~al[ relations relevl!es entre polymorphisme et fonction enzymatique. 

L'influence de 1 'hêtérog~néité de 1' environnement est souvent évoquée 

peur expliqu.:r 1 1 importent degre du polymorphisMe enzymatique relevé. On a donc émia 

l 1hypoth~se que le polyrr.O!'J_)hÎsMe renè:te rcelle!ilent la Ca!_)acite de compenser un 

C!l.o.nc;eroent antérieur. Ainsi, soumis à un environne~cnt variable, 1 'organisme au 

COtU'S de son ~vol'l.l.tion. serait susceptible de développer une "stratégie optilllale" 

erûce ~ la préseuce de plu~ieurs fort1es alternatives asourant une ~&me réaction. 

La presence de ceo tomes multiples tm,reorro't1aiidmzt serait nettenatrtnt 

plU!l avantaceune pour un orgoniw,e que celle d'une forme enzyma.tique unique malgré 

une plus larr,c cnpacité enzJ~tique. La connaissance des cinétiq~s et des pro­

prietfs ~~~sico-chir~quea de chacune de ces formee multiples d'enzymes doit permet­

tre de mieux COlllprendre leur existence. Il est égal.cment necessaire de mie:lX ·connaî­

tre les !acteurs extérieurs de l'environnement qui interviennent sur la fréquence 

des diff~ronts allèles prê3c~tn dans une population. Enfin, il faut démont~l!r 
• 1 

l'interventi~~ directe de la s~lection sur la fréquence allélique pour cela ~vant 

idcnti!i~ le fucteUl· de sSlection il est nécessaire de prouver que ce facteur agit 

directement sur le locus analysé. 

Duns la tentative d'une recherche des.effets d'une sélection l'utilisa­

tion du polyl!lorphiame enzyt'la.tique est particulièrer.1ent favorable p·1.1isqu'elle conduit 

à l'idcnt:i.fication simultanée dus loci à travers la fonction enzymatique qu'ils 

codent. 

Si noua connrdssons la nature des di:f'f"érences qui ca.ractérioent les • 

différentes isozymes, la fonction de l'enzyme analysée et 1'6cologie de l'organisme 

il devient possible da postuler un ou plusieurs facte~ sélectifs et de rechercher 

une rele.tion entre ces facteurs et la. !1·&quence des gènes· 

Un bon exempl~ de cette rec±e:-chedi!L !cnction i!o:yr:atiq.ue da:1s 1 'é,,·o­

lution est ~-:;r>orté !laT le3 travaux rie CLA..~q: et .!.l. ( 24) d.ans 1 'ét1:de des :~.lccoli!e3!l.y·­

drog:]nases (:.DR) c.~e2: O.,....tJ.lopit.U.a.. 
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Lc3 po:p.j!L\ations naturelles de V:1.o~op!~U.a. sont ca:,·s.ct~rb.~es pnr la 

présence de d~ux allèles d;5uor:::~fs AdhF et Adhs qui diff'~rent au niveau de la pr0-

acnce de leu!s enzyr.:.es F et S. L'enalyse biochimique montre que ces enzyl"'..es diffé­

rent : 

- Ear leurR a.<'!tivlt"!s (F est deu."C :f'ois plus actif que S) par rapport à un substro.t 

tel l'éthanol (par r.1oucbe, :par g d'extrait ou por 9 de vrotGine3) ; 

- J?A.r une tbe:rn:osts.bili t~ : F est nettement plus themolabile que 1' enzyme S ; 

- ~r let~ r~Rction aux variations de pH : F est ici aussi plus sensible à cette 

veriatio~ que s.; 

- par let~s ~ffinit~s à dee substrats différents tels ~thonol, n-propnnol, iso­

propanol, octanol etc ••• 

Dana toua les cas F réagit plus rapi~ment que S maia d'une n~~ière 

plus ou moins foz~e selon les substrats. L'hétérozygote F3 présente en général 

une rGaction intermédiaire. 

Parallèlement à l'eünblissement de ces importnntes car~ctéristiqucs sur 

lesquelles la variation iso~atique eat etablie, il est nécessaire de preciser la 

nnture de l'neent aelectit. Cela i~plique une bonne connaicssnce de la fonction de 

l'ADH qui chez VILO~op/Ui.a doit être pnrticulière "détox,yfinnte" puisque nes mouches 

vivent sur dea fruits en décomposition 0~ les concentrations en alcools attei~ent 

10 % et :rOOme do.vanta.ge. Or de telles concentrations peuvent être toxiques pour des 

tissus vive11ts. L'hypothèse de cette action est appuyée par le fait que 1 'on con­

naît dea mutants dépourvus de cette enzyme et qui, dans ce cas ne peuvent pas vivre 

da.ns ce milieu. 

Connaissant la fonction de l'enzyme et les dif~rences ceract6ristiques 

qui permettent de distincuer cheque isozy~ on peut e~ettre un certain no~bre de 

prédictions concenno.nt le comportement d'une population soumise à 1' expérimenta­

tion : ainsi des concentrations élevées en alcool doivent favoriser l'e>~)ression 

de l'allèle F et cela est fonction de la variation de la spécificité ~es enz~s 

pnr rappÔrt à chr.que substrat. D'autre part, 1' expression de chaque allèle 8 ezt 

favoris~e par le choc thermique, tandis que celle de 1 'allèle F sera fo.vorisée par 

l'expo~ition ~ de bas~es te~?~r~t~es. 

Toutes ces pr~visions ont ét~ cnnfi~~es ~xpJrimental~~ent, di!~2rents 

tra:.ra~ mettent ~!1 .!vii.:nce 1' existènce d '-.me ac~ion sé:ective sur les vs.::-ian::a è.u 

locus Ada. Dar-a ~es conditions bien üête~~ées, il est possible d'obtenir ~a 

variation des frequences alleliques en fonction des propriétés physico-chi-

miques des isozymes et de l'influence des facteurs d'environnement sur des 

populations artificielles ou naturelles. 



Dans des C?nditions où une sélection fortement orient~e vera l'expres­

sion d'un all~le il senble que le polymorphisme ne peut être maintenu qu'en fonction 

d'une certaine hétérogénéité de l'environnement. Ceci peut être illustré par l'exem­

I>le des allèles correspo::1dunts l4 1 1 es:t~rase d 1 un poisoon ·: Cawt.om~..UJ c.iaJ-j;.J_·,~a· Les 

fréquences eJ.lGliques des isoestéraaes sont êtuJ.ii!ea tout le long de la ri vi ère du 

Colorado (U.S.A.) ; ces fréquences montrent un rapport direct avec la tempêrnt·üre 

de l'eau. L'allèle Es-ra diminue vers le nord cependant que l'all~le Es-Ib dont 

l'optimum de terap0rature est plus ba!J sera favoris~ dans le nord (80). 

L'i~ortcnce de la sélection sur des loci génétiques peut être d6non­

tr5e par le grand nonbre et l'importance du ~plymorphisme dea vexiants isozynatiques 

alléliqucs que 1 1 on peut conddércr com:t'le les -prci!!.iers cri tùres u en faveur de 

la s~lecticn. Hnis très souvent, il est difficile àe bien c!ll"act~riser l 1 effet de 

la sGlecticn d~s chaque exei!'ple rencontr~ àe polymorphisme car rr6quemr.1cnt la foi­

blesse de la s~lection est telle qu'elle ne se manifeste pas en une seule gên~ra­

tion. 

Cependant, les faits qui militent en faveur de cette th~orie sont a•ores 

et d6jà trop im?ortants pour accepter l'objection des ten~1ts de la th~orie neutra­

liste qui les considère co~e une exception à la regle gGnêrale. 

Il est donc vraise~blable que dans les prochaines annéeo cette contro­

vcroes entra "neutraJ.istes" ct "sélectionniste:J" s'achèvera. en faveur des seconds. 



B. - BUT DU TRAV~JL. 

Les techniques biochimiques sont frGquennncnt sollici téea pour aider 

à mieux comprendre les probl~mes pos{s par le. tru:inomie. Ainsi, il est important 

ùe ù~teruiner la relation qui doit exister entre la variation de ~ort et la dis­

tribution c;Goi3Tn:rhiCJ.UO chez de J10mbrcuses er;pèccG nppr..rten~..nt êi clif.fércntes fill"".illes 

telles les Lt!cun~new.es, les Erl.cac6aa, les Plcnta,~inU.cécs OÙ des forr:es genéti­

quelllent bien definies prGoentent :rmrfois une c-~ t~rntion du port qui devient bas 

et même prostr~ en fonction d'une distribution écolor,ique détermin6es ( 26),. 

Le genre Ulex a particulièrenent retenu notre attention p!l.rce qu'on y 

rencontre dea formes basses chez difforentes espë::cea ce qui nous permettra de rc­

cherc!'ler ei le m~cenisT'..e qui contrôle 1' e.ppn.ritj.on et le maintient de ce "nanisme" 

t . d t. 1 . l' ' b .... " en l. en 1qus que que oo1 t espcce. anse comn.deree. 

Dvns 1 'hYJ?othèse que la variation du port est li~ à des che..ncements 

du métabolisroe cellulaire, nous avons recherch~ la. présence d'activit~s enzymc>.tiques 

et étudié la cot~osition ioozym~tique de différentes enz~~es. Enfin, la comparainon 

des résultats obtenU3 chez les plantes dres~~es et les plantes basses ~ .... '~ J noM 

permettra de mieux conna.!tre les diffSrenc~s qui existent entre ces ~~..!~ for-

mes. 

Au cours d.e l'analyse des isozyœs nous nous sommes eff'Drcée d'enrichir 

les donn~es pure~ent descriptives exclu3ivement baséos sur la pr~sence (ou l'absence) 

de bandes €lectrophorétiques par les donn~es plus précises apportées par technique 

de focalisntion isoélectrique :préparative (FI P). C'est une methode de f'ractionne­

lnent des protéines qui permet leur isolement dons d.es fractions pures en fonction 

de leur point is~~ectri~ue. 

En effet, les :prot~incs sont aes rr:ol~cules C..'r:photèrea ; :placees dons 

un gr~àient eu pR sous l'influence d'un char2p ~lectrique ·ç.onvenable~ent choisi, 

en cnructË!re est 'annule à un pU dcterniné pour lequel les charees positives €q_ui­

librent lea charces n~~atives. Au pH, les proteines iGol~es ne migrent plus car pH 

et pKi correspondent étroitement. Ainsi cette technique permet non seule~nt une 

analyse plus ~r€ci3e des iaozyœee sé~~ées ~ais égale~ent leur d~finiticn p~r un 

critère rl~ précis ~ue 1~ R:, le ;Ki. 

Le ~at€rial vég5tal analys1 ~=ovie~t ~e pc~ulaticns ~at~ell~s ce qui 

nous cà ccnduit l retenir 1 'inn'..:.ence ...:.; :•acteurs ;;cologiqr;.e~ 3\AZ" la. cc:~·csi-ticn 

iec~ati~ue ~t~di~~. 
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II. - MATERIEL UTILISE. 1 
1 

j. 
Le genre Ulcx est remarquable par des écotypes dresses qui deviennent 1 

bas et même prostr~s sur le littoral. Ce nanisme a souvent été attribue à une adap-1 

tation phénotypique ( anénomorphose sur les côtes balayees par le vent). Mais, 1 

après transplantation en jardin, leur port ne change pas ; les descendants issus 

de graines sont dans l'ensemble du même type. Le phenotype ainsi transmis ne peut 

être un sirnple accomodat, mais un génotype adapté au nùlieu (49). 

D'autres espèces présentent egalement, dans les mêmes variations écolo­

giques, cette altération du port ~: Sarothamnus (48) ; Erica ciliaris (27) 

Planta.go recurvata (27). 

Dans le genre Ulex cette amplitude de phénotype se rencontre chez deux 

espèces differentes : Ulex europaeus L. et Ulex gallii Planch. ; ceci permet de 

comparer dans le même genre des écotypes différents. 

A - TAXINOMIE DU GENRE ULEX. 

Avant de definir la diagnose des espèces et des types analysés, il con­

vient de rappeler les principaux traits de la taxinonùe du genre Ulex qui se révèle . ,. . 
assez 1mprec1se. 

Le genre fut longtemps monospécifique : Ulex europaeus L. (131), puis de­

vint trispecifique : Ulex europaeus L., U. gallii Planch. et Ulex minor Rothm. 

(= Ulex nanus Forst.) (129). 

Actuellement taxon spécifique, Ulex gallii Planch. a longtemps été consi­

déré comme une sous-espèce d'Ulex europaeus L. (12) et parfois comme hybride Ulex 

europaeus L. x Ulex minor Rothm. (44). 

Les caractères morphologiques des trois espèces sont conscrits dans le 

tableau II ; ils montrent qu'il est assez difficile de les separer nettement. 

C'est une raison supplementaire d'utiliser des données biochimiques pour les diffe­

rencier. 

B - CARACTERES PHYTOGEOGRAPHIQUES ET PHYTOSOCIOLOGTQT.JES DF.S TAXONS. 

Ulex europaeus L., Ulex gallii Planch. et Ulex minor Rothm. sont des es­

pèces atlantiques (27), mais chacune a une distribution phytogéographique, ainsi 

qu'une appartenance sociologique propres. 

Ulex europaeus L. est une espèce subatlantique (fi~xre 1) qui préfère en 

général un climat peu contrazté, caractérisé par une température mcyer..ne a.rmuelle 

oscillant entre 8°C et 16°C, une pluviosité ~épa..-tie unifo~ément sur to~te l'année 

(50), une insolation moyenne faible et un vent assez fort (50). Elle craint les 

fortes gelees ~ 10°C. 

C'est l'espèce qui a la :plus large répa..-.otition. Le type érigé participe 

aux fourrés preforestiers (Pr~~etalia) atlantiques et subatla.ntiques. De ce fait, 



il fait partie de l'alliance Ulicion m1nor1s, mais la deborde largement. Entre au-

tres le type érigé se trouve dans 1' association Calluno-Ericetum tetralicis des lan­

des humides. 
t 
i 

Le type prostré, appele aussi Ulex europaeus mari timus, apparaît seulement' 

dans les landes littorales qui sont climaciques : 

- la land.e thermophile sèche, halotolerante, des falaises sud-armoricaines 

tion Ulici (europaei) maritimi-Ericetum vagantis 

- la lande sèche halotolerante des pointes extrême-atlantiques association Dactyle 

-Sarothamnetum maritimi ; 

- la lande à Ajonc de Le Gall qui est en retrait de la precedente : association 

Ulici ( gallii) humilis-Ericetum cinereae où il se trouve avec Ulex gallii prostré 

(= humilis) ; 

-finalement la lande mesophile des falaises, à l'ouest de Saint Malo-Vannes, avec 

Ulex gallii prostre : association Ulici (gallii) humilis-Ericetum ciliaris; 

2. Ulex e;allii PlGnch. 

Ulex gallii Planch. se montre plus oceanique qu'Ulex europaeus L •• CORIL­

LION (27) le caractérise co~~e eu-atlantique et remarque que son aire de distribu­

tion (figure 2) recouvre le district phytogeographique à plus forte atlanticité 

du massif armoricain. 

Cette esp~ce fait avant tout partie des associations à Ulex gallii qui 

se rru1gent dans l'alliance Ulicion minoris. 

L'écotype dresse d'Ulex gallii se trouve 

-dans les landes sub-sèches,non climaciques, à Ajonc de Le Gall des régions les 

plus occidentales : association Ulici gallii-Ericetum cinereae ; 

-dans les landes mésophiles de l'intérieur de la Basse-Bretagne et du S.W. de la 

grande Bretagne : association Ulici (gallii)-Ericetum ciliaris ; 

- dans les landes humides : association Ulici gallii-Ericetum tetralicis. 

Le type prostré caractérise la lande à Ajonc de Le Gall, citee précédem­

ment. avec Ulex europaeus mari timus prostré : association Ulici (gallii) humilis­

Ericetum cinereae. 

3. Ulex miner Rothm. 

Ulex miner est caractérisé comme ibéro-atlantique plus thermophile qu'Ule) 

europaeus et Ulex gallii. Quelques stations isolées situent la limite septentrio­

nale de son aire de distribution dans le nord de la Bretagne (26). Dans le massif 

armoricain, les aires d'Ulex gallii Planch. et d'Ulex miner Rothm. s'excluent mu­

tuelle~ent. 

Cette espèce carac~é~ise l'alliance Ulicion minoris. Elle se trouve 

- dans les landes sèches : 

• les landes subméscphiles pas trcp pauvres de Gascogne 

montanae - ~ricetum cinereae ; 

?ct er.. tille 

• la lande te!!!pérée a-cla.r!t~que, sud-armoricaine et ligérien::-.- : Helian-

themo umbellatae - Ericet~ cinereae ; 

i 
j . 



• la lande submésophile non thermophile du Nord-Ouest, Bretagne, Norman­

die, Angleterre : Ulici minoris-Ericetum cinereae • 

. - duns les landes mésophiles : 

• groupe des associations Scopario-Ericeta. ciliaris 

• association Ulici minoris-Scoparietum 

• association Ulici minoris-Ericetum ciliaris 

. - dans les land.es humides : 

• association Scopario-Ericetum tetralicis 

• association Ulici minoris-Ericetum tetralicis 

L'ensemble des données phytogéographiques et phytosociologiques traduit 

pour le genre ULEX en France, un gradient d 1 atlanticité qui va d'Ulex europaeus 

subatlantique (extension la plus continentale), par Ulex minor jusqu'à Ulex gallii,; 

eu-atlantique la plus extrême dans son type humilis du littoral. 



______________________ l _________ ~~:--~~~~-~:_ ________ j _________ ~~:--=~~-:~::~~---------l---------~~~--~:~-~:~~-----------
1 

Taille 

Tige 

Pédicelle 

Uoraison 

Taille fleur 

sév&.les 

Ji:tendar.i 

Ailes 

- Carène 

- Gousse 

i 

- 2 :c1. et plus . -2 m ! - 1 :c1. et plus 

: - e.ssez souple, nombreux rameaux 

I
l emi.s du mêce point 

assez velue 

; -robuste 
1 

l abondamment velue 

- robuste 

abondamment velue 
1 

;_ ·3,5 :mm 5-8 mm 1- 3-5 ~ 

- surtout au printemps. f€vrier-juin: - ete : juillet à octobre 1- ete : juillet à octobre 

1 
14-17 mm 

12-16,5 mm 

- bien plus long que les autres 
pétales 

- un peu plus longues que les 
sepales 

- nettement plus courte que les 
ailes et les sepales 

- dépasse les sépales, 
noire, couverte de cils blancs 

:- 9-14,5 Dl!ll 

: - 8-12 Dl!ll 

- bien plus long que les autres 
pétales 

- nette~nt plus lon~~es que les 
sépales 

- plus longue que les sépales 

- 9-12 :mm 

- 8-10 :mm 

- un peu plus long que les autres 
petales 

•- un peu plus courtes que les 
: sépales 

.- de la même longueur que les sépales 

- de la même longueur que les sépale~ - de la :mê~e longueur que les sepale~ 
verte, tachetee sombre, couverte verte, couverte de poils roux 
de poils souvent dorés 

Tableau ~ • - Diagnose des esp~ces-type d'U!ex etudiees. 

__ ""',.... _____ ,.....,~~o.;:-'":""===~~~ -~·-,-.-. -,,-_~. 



Ficure 1. ·-Aire è.e diotribution d'Ut:e.x: el..UtOpct.e.lt-~ t. (-) ct licite 
prés~~~e du crudient eu-atlantique (---). 

Fieure 2. - Air~ de distribution d'U~~x gaetLL ?lsr.ch. 

l:i. 

! 



Sept forr.:es du con~plexe Ulex sont analysées. Elles comprenn~nt : 

a) des formes dressées d 1 ute.x e.uJLopr~!!lL& L. du Pa.3-de-Calais {où setù.es ces formes 

sont connues) et de Bretagne ( désie;nées ED 1 ' ED2 et ED3 ) • 

Les :formes du Pas-de-Calais sont intéreasantea â analyser car elles 

seront les temoins par leur variation de l'in:rluence Geologique d'une situation plus 

nordique. 

b) une forme bas ae d 1 U.tex ewr..opa.e.u& L. de Bretagne ( Ec} • 

c) une f'orr.1c ch·e~s~e d'Ut:.e.x gal.l.U. P.e. (GD) de Bretagne. 

d) une forne ban3e d 1 ltte.x. {]aJ..lil. P.t. de Bretagne (Ge) 

e) 'lme forme ô.reasée (connue en Fra."1ce unique!:lent Eouo cette forr".e), UC.cx mbtoJt 
Ro.:th., de Brct,a.gne (!.!). 

Dans le tableau III sont consignées les principales caractéristiques 

de chaque forme, la figure 1 indique les lieux de récolte des differentes 

formes. 

. ED
1 

est cueillie dans le Pas-de-Caln.io,dnns la vallôe do la 

Hom prè~ de Clerques à environ 100 m d'al ti tude. Cette station dist.:mte 

d'environ 25 1~ do la mer eat la plus continentale de no~ écJn .. "ltillons. 

E , deuxième forme du Pas-de-Calais, provient du pré communal d'Am-œ . 
bleteuse. Elle se développe sur une dune sableuse à 30 m d'altitude à 1 km 

de la mer. 

E,D_ est la troisième forrne dressée d'Ulex europaeus L. cueillie 
:J 

pr~s do Pleubian (Jretaene) à 30 m d'altitude à environ 1 km do la mer. 

Co site est celui qui sera le plus orient.§ à 1 1 oucat 1)our U.europ.J.eu:JL. 

Les t'ornes ba.S9CS a ue.e.x ('.U.M;JO.Cl.U>ect u. O('.u.Ll. sont toutes det~ ori-
el' a ri..· k.. cl. e. .. 

einaires du CP.p d'Erquy à 50 m ~, Ll. goU..U.. occupe le versant ouest du. c~.p d 'Erq_uy 

et ses noz:1breux coussins, très prmstrés tapissent la falaise. 

U. ewwpo.em L., situé phœ à l'est ent une forme baose mais plus élevée 

li . . 1 , " que ce e des Ajoncs de Le Ge.ll et a des engenccs p us mP--qm:·~s pour se developpe:!" 

sur un sol :pl~ r:!.che. 

d 
/il 

Les fo~es dressées à U. gallii Pl. !o~ent à 300 m d'altitude l'essen­

tiel de la ccu·rert\.U'e vég~tale du plateau de Mer.ez-Hcm (Morbihan) to'talen:ent d.egarni , 
.... 

en especes arborescentes. Ainsi, il apparaît d'après nes dis'tributicns géog~aphiques 
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Figure 3. - Stations de -prélè'rencnt des fO:!.'!'.leS· d' ue.ex. etucli.ces. 

Esll<!ce Lieu de rl?colte Port; Taille œsieno.tion longitude Latitude 

u. e.wwpa.c.U4 L. Hcm(Po.s-de-Calnis) Dress~ 1,5-2 •• 0 ED1 0,35° 

u. e.UILopaeU4 L. Ambleteuse(Pas-de-Calais) Dress~ 1,0-1 ,5 Eœ o,8o0 

u. e.Uilo paeru. L. Pleubio.n(Côtes du Nord) Dress~ 1,5-2,0 Eo3 6,05° 

u. e.uM paetu. L.· Cap d'Erquy(Côtes du Nord) Couche 0 ,5-1 ,o Ec 5,35° 

U. gCLUU PL. Menez-nom(Finistère) DreGsli 0,5-1,5 GD 7,30° 

U. gaft.U. Pl. Cap d'Erquy(Côtes du Nord) Couche 0,1-0,3 Ge 5,35° 

u. 

.. .. 

:: 5,60° 
1nÜtOII. Roth. Since(Horbihan) Dresse 0,3-1 ,o M 

Ulex mi nor Rctr..m. n'existe en France q_ue dans la forme dressée • 

Tableau III. -Provenance des types analys~s. Le carrotY?e d'Ul~:t e~tooa~~ est t~traploiie 2n = 64 ou 
hexo.ploi<!e 2n"' 96 , celui d'llti'.X ~.::ilü. e'lt ::cnr.a~lo.~C.e 2n =dO ou he~aploide 2n • ';l6 ~ 
celui d'Ulc.x mU1oJt est diploiùe 2n • 3?. cu t~trn:plcîO.e 2n =':54 (ré!'. 19, 158). 

55,45° 

55,45° 

54,30° 

54,05° 

53,60° 

54,05° 

53,00° 



/)0 
.... ; 

de nos récoltes qu'U. gctUU potu-'rait vivre dans des endroits beaucoup plua exposes 

que ceux qui abritent U. e~opa~. 

Enfin, U. rnl.nolr. Ro.th. a ét~ cufti,lli dans le golfe du l1orbihan, dans 
~ . ~ • d 1 une reg~on marecageuse presque au nl. veau e a. roer. 

~ PRBLF.VE~W.NT DU MATERIEL VEGETAL. ,JI, 

Les rameaux et phyllades d'Ulex sont récoltés dans une population 

homogène au printemps. 

L'echantillon est globalement prélevé sur plus d'une vingtaine d'in­

dividus pris au hasard dans la population. 

Le matériel végétal est ensuite congelé et gardé à -18°C jusqu'à 

son utilisation. 
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A. - IUTEHET DE L'AUALYSE ELECTROPHORETIQUE DES PTIOTEINES SOLUBLES (EŒCTnOPHû­

IŒSE EN DISQUES SUR GEL DE POLYACRYLA?1IDE). 

L'analyDe biochimique des differentes formes d'ajoncs peut être envi­

sag~e dans une premi~re étape par l'étude des protéines soluhleo. 

Depuis une dizaine d'annéesune méthode sensible et reproductible, 

1' electrophor~se en disques sur gel de polyacrylrunide, est souvent proposée pour 

mieux definir des unités taxinomiques, ce qui permettra de les différencier et de 

préciser leurs affinit~s. Bien souvent, en effet les critères physionomiques, 

morphologiques et cytologiques s'avèrent impuissants il élucider des problèmes 

trudn6miques ; 1' application et la généralisation des tee h niques electropho-

~ • ----~:2I?9~it }1n "t"' • · • • ~~~--- t ~ · · retl.ques ~.r· ~ crl. ·ere chl.lnl.ot8.Y..J.nonu.que IIi~ res enrl.Chl.esant 

chez les .Angiospermes (-11,.{~ 1~3Ji-~ {o~~o~ ,~~~.(~~"2) , les Gymnospermes ( tio6, Ac,.{ ) 1 

les Algues (11-5) et les Mycètea (~J1Z). 

Le choix de l'analyse protéique se justifie ée;alement parce qu'ainsi 

le ni veau Gt~dié sera celui du gene dont elles sont le produit direct tandis 

que l'analyse d'un caractère pnr l'étude des flavonoides ou celle des anthocya­

nes sera. d'interpretation difficile car ces composés sont contrÔles par un grand 

nombre de g~nes ( { ~ ) • 

Enfin l'analyse des protéines s'est également rGvélée prometteuse 

dans 1' anal.:yse des polyploïdes : DESBOROUGH et PELOQUIN ( 33 ) ont recherché 

il prêciaer le degré d'affinites entre differentes esp~ces de Solanum par la 

Comparaison des profils protéiques de chaque esp~ce obtenus par 6lectrophoreae 

en disques sur gel de polyacrylamide. 

Cette technique a donc ~té appliquée il notre mat6riel afin de mieux 

definir les différentes d'Ajoncs par l'établissement et la comparaison de leurs 

profils protéiques ( b ..f ) • 

JŒSULTATS. 

L'extraction dea prot~ines solubles 

~l'aide d'~ t~~cn Tris -nCl, 0,1 M, ~H 7,5 
(0 ,5 mH) et de poly'"licylpyrrolldcne ( 1 g/ g de 

Jj c Çf}J!.Il e Ç ai{ 
a €t~ r€alisee selo~1 Â 03 ) 

en prése~ce de dithiothreitol 
. . , ... ) tl.ssu c:onge ..... e • 



L' extro.i t brut obtenu est deposê directement sur les gels de polyacxj­

larnide de telle sorte que la quantité depos~e corresponde au même poids de tissu 

et non à la même quantité protéique ( Lf--0 ) ce qui pern'!'!t la co~araison en ri­

chesse prot6iqua de chacun des extraits des dif~rentes formes. Après electropho) 

rèse en disques sur gel de pozyacryla.mide :_:· · à T % à.r.ns un système be..sique 

(App. Techn. p. ) et coloration des proteines par une solution à 0,5 % d'amide-

schwarz 10 B, ~ .: Mt.t s 1- 1~c.,1dt- ace/-,·fu.e ~ .f0fo. 

1 - R~A\lltnta des ~lectrcJ2hor~sea r.n disguea sur r.:cl d.r. polya.cr;rlr..c:LÎ.de 

Les reaultats des electrophor~ses en gel de polyncrylOLÙde Dur disques 

des protéines totales solubles sont consignées dans la figure 4. Leur conrporai.son 

montre que, par cette technique, un grand nombre de bandes protéiques est scpo.ré; 

11, dans les e>..-tra.ita des formes drest;êes d 'Ulex europaeu.s (PLEUBI.JUl) et d 'tnex 

gallii (1-.IT:NEZ-HOM) ; 21, dons les extraits des fomes dressées d'Ul.ex europc.eus 

de la vallée de la Hem. 

2 - Dea Rf cnlcules : 

Les valeurs des Rt Gtablies pe~ettent l'id~ntification dru1s ces €lec­

trophorcc;ramrr.ea d'un certain nmbre de fractions et leur classement en plusieurs 

groupes selon leur identité ct la frequence de leur repr~sentation dans les dif­

t<$rentes fonœs. 

Nous pouvons sur ces bases distinguer plusieurs des fractions, celles 

qui sont connnunes il différents extraits ; celles oll la vnriabili té des valeurs 

calcul~es des Rf renète la grande diversit~ dea formes prot~iques dans ces 

extraits. 

a.) Fre.ctions communes ft différents extraits : Deux fractions protéiques ont une 

large distribution dans les électrophor~grammes : 

- la première de Rf compris entre 0,10 et 0,15 correspond à une proteine remar­

quohle par son omniprésence, sa forte concentration protéique, sa faible mobilite 

ElectrophorGtique que traduisent les valeurs de son Rf ~tabli dans un eyst~me 

basique. Cette proteine, par ces différents caractères, peut être assimilee à la 

fraction I proteique decrite par de nombreux auteurs (~o?>,~~) • 

Pour t14 e GaLIE 5 elle corres-pondrait à la ri bulcse di 1JhOB~hate carboxylase 

( 9 5 ) qui e:Jt l' enzy:n.e in~en-ensnt da:ns 1& tixation du CO ,Z au cours de 

la ;hoto~ynthèse. 

Re=arquons que mal~é son o~présenc~, c:et~e traction pr~sente une c:~~ai~e 

variabilitd des Rt calc:ul~s ~n tcnc:tion des !ormes analysées 



Figure 4. 

M 

Electrophor~cr~œ1es des :protéines solu"blcs dnns les differentes 
formes d' ute.x. ant'..lysees. 
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Figure 5 

Distribution scmi-s.:hémotiquc des ré~ultats obtenus p:~r élcctrophor\:sc (disques), 
l'évalu:llion des R

1 
et de la conœnrration pror.;iqt:<! d:~ns chJcunc des diii~rcntcs 

formes· testées. 
c1 - U. curup. dr1:ssé Cl {cm) 
c2 - U. cur(lp. dn:~s..! (1\mhktcusc) 
e3 - U. curop. drc~s.! (P!.::uhian) 
e4 - U. curup. cuuch.! iCap d'Erquy) 
g1 - U. g:lllii <.Jn:s;é (;\knct.-1 lum} 

~z - .U. gallii couché (Cap d'Erquy) 
m - U. minor drcs:;ë (Sine::) 
:-.1°- Num.!ro de ch::1quc b;:nde 
R 1 -~:<IOO 

j.'f 



V fù.eurs des Rf Formes 

0 t 14 EiJ1 ~2 ~3 E··· c a·• ê 

0,13 a·· 0 

o, 12 H 

- la deuxième fraction protéique est une fraction mrijeure de Rf 0,63 identifi~e 

chez tous les Ulex europaeus L. quelque soit le port1 et dans les formes basses 

d 1 Ulex go.llii Pl. 

Ainsi nous pouvons noter l'identité de comporte~ent des formes no~Ales kx et 

basees d 'Ulex europaeus L. et des f'omes basses d 'Ulex ecl.lii. Par contre, les 

formee norrnles d'Ulex enllii ~1. et d 1Ulex miner Roth. vont s'éloicner par les 

variations de ~obilitê êlcctrophor~tique (fraction I protéiqt~) ou par la dis­

parition de la fraction protéique de Rf • 0,63. 

b) Fractions fi valeurs vnrb.bles renéto.nt une v-ande diversité pr.oté:i.oF~ dan§_ 
lee différentes fo:n::es : Lo. comparaison t!.eo électrophoré~arnr.:co des dii'i'""érents 

• Qx trAit'$ . of! • • _. • 
crtmrrtxxr:p~;:J:ICC JnCt en evJ.dcnce une mtù.tJ. tude de bondes prott:J.ques de Rf V3.-

riablcs qui traduisent une grande diversité protéique. 

Cependant, il est possible d'identifier dans les extraits des formes du Pas-de­

Calais des bandes proteiques communes (Rf : 0,46, 0,52, 0,63, 0,74, 0,81) mais 

elles diff~rent entre elles cependant dans une zone de Rf compris entre 0,35 

et 0,45 o~ en particulier deux fractions proteiques de Rf 0,38 et 0,40 sont 

absentes chez les Ajoncs de la vallee de la Hem mais apr.artiennent par contre 

aux t'ormes plus littorales (Ambleteuse, les formes basses d •mcx europaeus L. 

du Cap d'Erguy). 

Ces obaervations montrent qu'il est difficile de saisir des diffErences entre 

les t'ormes : individuellement, chaque forme possède un profil proteique spGcifi­

que sans que cela n'entraîne pour chaque esp~ce d'Ulex un profil proteique dê­

termin~ comme cela a ~t6 constaté par d'autres chercheurs (33,83) pour d'autres 
... eakleces. 

' Aussi pour mieux saisir les di!'!'érences apparues dans la coz::position des !'ra.ction3 

nous a.vo~s rech~rché un autre mode .!e re:;>r~sentation de ces bandez -par rl!;):;>O~ 

aux Rf calcul~. 
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3 - De l~herchc d'un aut:!"e rr.od.e de renr6sentntion 

Afin de mieux saisir les différences qui séparent leo formes au niveau 

des protéines solubles, nous avons considGre corome homologues les bsndes qui se : 

chevauchent entièrement ou à 50 % au moins. 

Dans la figure 5, chaque bande est schematisee selon son Rf' de.ns les 

différentes formes o~ elle est pr~sente. D'autre part, nous avons essaye egale­

ment d'apporter un caractère qu~ntitatif en representant la variabilite des 

fractions selon leur importance. 

Par ce mode de représentation, nous retrouvons nons seulement les res­

semblances constatées ci-dessus au niveau des bandes de Rf de 0,14 et 0,63 (ban­

des 10 et 33) mais surtout ines différences. En effet, l'examen de ce tableau 

pe~et, en fonction de la mobilite electrophorétique des protéines, d'établir 

dea reeoelliblances faibles entre les formes dressées de Pleubian (Ulex europaeua t: 
et les autres formes car~~ les fractions protéiques 28, 31 et 43 (Rf res­

pecties : 0,51 ; 0,57 et 0,83) appa1~iennent à cette forme littoraleseuie. 

Par contre, de fortes reeeernblences existent entre les formes no1~ales 

d 'Ulex g!\llii
1
; Ulcx ninor Roth!;'\.. et tn.e:x euro!lo.eusLde Pleubie.n (ba.'ldcs 18 et 25, 

de Rf rccpcctif's 0,30 et O,)J5) ou entre les formes norme.les et basses d'ID.ex 

gallii Pl. et d'tUex minor Roth. (bandca 30 et 37, de Rf respectifs 0,53 et 

0 Il 72). 

4 - Du cocf~icient de similitude : 

Le coefficient de similitude est basé sur la comparaison des bandes 

communes chez deux formes par rapport au nombre total de bandes relevées dans 

les differents electrophorégraw~es (app. Tech. p. ). Ainsi compris, sans en 

-les formes bnsses d'Ulex cnllii sont plus ~roches des formes basses d'Ulex 

europaeus L. (59%) que des forces dress6os d'Ulex gallii Pl. (22 %). 

Les Ajonc3 du Pas-de-Calais sont en moyenne sussi proches d'tnex 

_,i. ~ ~· ""'(, d ""l"""d) g9..1.l J. dresse q,ue d'L'lex g3.!1_J. couche 59 ,, a-ppr. e :11~ 1 ... u e • 

Enfin ~our L'lex minor la for-~ la plus ;~ache est' L'lex gallii dres3é 

(54%}, la plus éloi~5e es~ L~ex gallii ccuch~ (~5 ~). 
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ED1 100% 

ED2 79% 100% 

ED3 38% 29% 100% 

Ec 58% 65% 36 ~~ 100% 

Go 50% 50 ~6 36% 43% 100% 

Ge 47% 53% 30% 59% 22% 1009~ 

M 39% 44% 31% 31% 54% 26 ~6 100% 

Eo1 ED2 ED3 Ec Go Ge M 

Fivu-e 6. 

Electrop'horèse des :r:n·ot6ines solubles : e.u'l)licE!.tion du calcul 
de sinilitu-1e (t l'êtrtblisse!'!ent des e.ffinitês entre les diffG­
rentes formes consid~r~cs • 

Figure 7. - Electrophorèse en Gei 
de polyacryl&~ide à 1 % des pro­
téineo solublen de'3 rrr.ain~n d' ute.x 
eu..'Lopae.tt-6 drcos~, ED:?. knblcteuse 
(coloration à 1 'a:::ido-sc'hmlrz). 
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Tableau IV. - Di~zr~~.c: des f'.f:"ini t~s rel::~.ti ·.res des !o~~!.! 
GD au.:x n::.:.t:·es .:'o.!T-~3 nnaJ.:r3:~es. 

1 

J 
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Un diagr~mm3 peut êtr~ établi en se bea~nt cur les différentes valeurs 

de ce co0fficient1 dcmo la conpar,.ison d'une fonr.e aux six autre!'l, par exemple 

Ulex euror-aeua L. de la val.l~e de la Hel:l. Ulex europneus L. ·.du Cnp d 'Eraey (tor­

~ ba.ose) puis Ulex eollii Pl. (rorme norn.ale) (.Ta-b.li;). 

Dnns le premier cas, Ulcx europs.~JUS de lfl vn116e ~e ln Hem eot dans 

l'ordre l'lus proche des :t'ornes normales d'Ar.bleteu~e, puis de3 :tow.es b.u.sses 

du Cap d'Erel~· Par contre. les for~ea dressée~ d'Ulax curopco~s L. de Pleubian 

et d'Ulex ~~nor Roth. s'en 6loignent. Pnr cette m~thode la pogition d'U~ callii 

Pl. est co::1firmée, quelq~ aoi t sa forma, cet ajonc montre toujours une aimi-. ' 
litÙde moyenne aux types érigés d'Ulex europaeus L. ,. 

..., 



La comparaison d'Ulex.europaeus du Cap d'Erquy avec d'autres formes 

montre que ce type prostré est assez proche de ceux du Pas-de-Calais et 

d'Ulex gallii prostré (GC)
1

mais, qu'il s'eloigne nettement des types érigés 

d'Ulex ~uropaeus de la Bretagne (ED
3

) ainsi que d'Ulex gallii dressé (GD) 

et d'Ulex minor (M). 

Enfin, le tableau montre egalement une forte ressemblance entre 

GD et M. La forme la plus éloignée de GD est Ge. 

B2 - Corœcntrntion protéique àca t:i.ssu.s chloror,hyllienn : 

La concentrvtion protéique des tir.sun chloropl1ylliens est dÙterPinée 

telon la m( thocle de Loury ( P:r:p. technique p. T ) et expriL€-e :pe.r trC>m:e de 

tiSDUS (fiC• 8). 

On constate que les formes dreo:::éeo d 'Ulex europueus L. et d 'laex r.,inor 

Roth. présentent ëes concentr~tions protfiquco nctterrent s~érieures ~ celles 

des :f.'orrr.es basses {Ulex europueus L.) et des forr.1es normales ou be.secs â. 'Ulcx 

E,:allii F'l. 

C. - !!J.GC!JRSIW. 

L'rnalysc électrophorétique des ~rot~ine~ des ti~sus chlorophylliens 

conduit ~ è.es r~sultP.ts cor.plc>:•"'S et di vers rendent toute tentf.ti ve è. 'interpre-

t~tion delic~te et difficile. C~ci ~st d'autant plus n~t qu'à l'interieur d'une 

même espèce les diverses formes s'ecartent davantage que les mêmes formes entre 

espèces differentes. 

l)es esp(ces è..i :f'férentes peuvent présenter plus è.e simili tude entre 

elles qu' e.vec des forL:es appartene.nt à la Jtêu:e espèce. 

Cette frunùtJ converc;ence du port que pr(sentent les formes basses d 'Ulex 

europneus L. et à 1Ulex galli1 ~~Pl. laissait su~poser l'existence d'nffi­

nit~s profonc'les ou bien que leurs profils prot;;iques soient trèc proches, on 

ne l>eut n6clit;cr l'hypothèse de l'influence de la:pro::r.iLùtG è.'hubitats écolo­

giques sur la. CO!r.f'Osition p:>otéique. Ainsi, choqtl·~ forne a.ntùysGe sous la dou­

ble influence du f~norr..e et Ô.es Cl'lC ... "l("err.ents de 1' environnerr..ent pourrait et~blir 

1, t .,. • Lill • N un corr.p ~rren :prote1que spcCl••CJ.UC. 

34.::.è!lCe3 •1 1 .\.j O!lC:J • 

) , une cor..:.pcsi tien prc~~L1ue plt13 ::rtable 

les modific~ticns ~ du mili~u 
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Un exemple J..t~s !'i'!::;uJ.tP•tR c1e 1 1 C'nn.lyf-1~ 6lcct.:rophor~tique c1eB rr1•ines : ts t:' cnnf>ÏI":nt!· 
1 

dr>J1S ln. f:trnre 8. L~u:r COT'!>le~::t t13 e~t !'lW'l r-lev(e, c~c no::-brc·~u!len br:nclen !)rot6i-

qur.s ::;or.t nf:r>a.:r.:;cs. Cc~cnda:nt, 1 1 O.!.Jpli c:ltion du cc.lcu.l (le sin_-i.li tude fc.i t e:ppa­

rnître une identité des ~cnrts q_uelque Eoit le r:atCriel analys6 (tissus chloro­

phylliens;, eraines) ce Q.ui confiri;.e nos d(;cl'llctions concernant les relations 

possibles entre le!:: dif:('(;rentes fon1es ûllalys~es. 

CE'penùPnt, l'l c:rr.nrle COl"jÙe:r.itG è.cs rêsult~tfl de l 1 e.nc.l~rse êlectropho­

rétique des tissus chlorophylliens et des (:;ruines conù,.lit a douter de 1 'utilité 

ou do la validité de cetëe prospection. Il est vrai qu'en ne la con3idéra~t 

miquelJent dr1ns 1 'optique d'une sir.ple technique d 'r~pproche elle s'est révélée 

prGcieuse DO!' les di~f(:!'cnccs profondes que r.oulicne la cot~~aiRon ~eo co~po­

si tions protéic:;:ue~ dc:s àifrCrents J.joncs snr.J:ysés. Ceci ne peut être cor:prio 

que par la recherche àe plusicUl~~ procédés de co~arrdson : aécoupr-re des rela 

au hll.nsrd ( ~3 ) , recherche d 'tonolof?_cs protéiques perrr,ettcnt la clnr.sifi­

cation des prot6ineo selon leur de~é da pr~scnce. 

- d~coupaee <1es cels ou clifférentes zones éte.blies f.\U ha.s:u-d et co!Trpa­

raison des zones : ce procede; utilisé afin d<! nd.eu."'C sérier les traits saillants 

des rcss'?nblances, ne sa.tisfei t c~uère. En effet, le découpafre étnnt effectué 
'd . .. . 1 ,.. t . t . au hasn:rd, on ne posr,e e nucune cert~ tude C!_Ue lef3 Drotc:1nes d m r.:er.~e crr1 ol.-

re pon::.èc:ent suffisrJ:'!t'ent de ca.ractèrer. comrmns jw,;tifir.nt leur position clona 

cette zone et pv.r consequent notre cot1pnrnison. 

~ essa1. de classification des band=s selon leur degré de présence (ou 

d'absence). Un tel classement est également critiquable parce qu'il repose sur 

la notion d'homologie protéique, qui ne peut être établie par la seule mobili.té 

electrophorétique car elle suppose une connaissance précise non seulement de la 

charge et de la taille de ces molécules, mai~ au0si de leurs fonctions. Or 

cette hypothèse d'homologie des bandes protéiques n'est pas prouvée même dans 

·le cas où les formes comparées sont taxinomiquement proches. 

La plus ,rranè.e pruC:ence s'irpose èonc~ è.cns l~.;.r.terpr~-tr~ticn è.es 
( 

dif~re~ces ~rotêiqucs oh~e~r€e~. Cerenëant, 8~ette tectni~ue ~~~?perte 

z::es, elle rrf:ser.te ;ar ccr.'tre t:n aou1:le av1-1nta.::e : celui de nct:s -pe~:ettre 



tout à. 1 ~borù U!J.C L;.eillcm·e ulJ},.Il'OCl.i.e ÜCS c..f:[';Î.l;.it(3 C!l définÎD!H::.nt tin )jro::i.l 

protCique p<.:.:rti culic1· ~ ch;;.q-ww cleto forJ.:.Cs c.no.l~·::;Ge::;, 2. cJ..G::'c:.ut <.: 1 un pro :fil 

pl·otGy_~ C.:.e 1 1 e~l•L~cc. 

L~ sccor.~ lieu, cette technique no~s cera très pr~cicuzc non :Jeule~cnt 

parce qu'elle justii'le la n~ce:::.d t6 des c.nal';;scs biochir:.'.ics clo.ns la t~inot~ie 

ou 1 1 écologie r:.nis curtout pnr les nomrellcs voieo qu 1 elle ouVl·e. En pnrtictù.icr, 

J.'l d ,. . cl t 1 1 t. Il t"'. . ,. . Il est evenu cvl. cr. que os re ~ J.ons pro c~nes-e:q:>ressl.on o:·nl.que ne 

sc:ront cor~.::-iscs que pc.r l'identifico.tion et ln définition d'activités çnzy­

matiqucs. 

C'est donc vc.::-s la recherche de la présence et elu rôle è.P.s fornes J"\ulti­

ples d 'cnzy;:;cn que no'..ln nllœu:: ori~nter notre travail. Le fait ici c111e 1~ 

fonction p:r0cioe des cnzy1'\es e!::t connue fe.cili tera le.rr,cr-.cnt notre comrrr;hen­

sion de la. vn.lcur elu pol:tnor:phb:::1e enzyr.1~tiq_ue dms le m6tebolis!:";e d~s diffi:5-

rcntcs fol"':::cs ona.lysi!Ses. 

C~rtc3, une r,rcndc dif:iculté r0side dans le ChOÎX de~ en~JL1CS Ù analy­

ser (12) sachant que la. rê~lntiou nGta'bolique et le m6ta.'Loli3me seront forte­

n:ent in:flu·~nc6s et perturb0s par tous chanr,euents intervenant P..u ni veau dc!J 

enzyrr,cs qui les contrÔlent qu'ils ne le serE>ient peo.r des en?.y:ecs non réeula.-

D.- ~~· 

De trèa no~b:::"eus·~3 b::u1des '!)rot~iques sont s~parfes ct id•:mtifi0cs rw.r 

électrpphor~se sur disques en gel de polyacrylaDid~. casque fo~e analys~e est 

caractérisée par un :Profil proteique spécifique qui perr1et d '6tuolir des rcs­

sembl3Ilceo plus ou lJoins fortes. Cependant, la. co~.i?le:.dt.$ des rGsultats -cote­

nus et les limi.tefl de cette techni.qu-~ interdisent toute conclusion nette. 

'1 
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CHAPITRE IV 

A N A L Y S E D E S L E U C I N E - A M I N 0 P E P T I D A S E S 
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J 

Il. I U ~ R 0 D U C T I 0 N ---------------
L' ane.lyee enzymatique projetee débutera. par 1 'étude des leucine-emino-

t .d ,. "'t" t ,_. è.<!:f:O.: • t • t"' t :pep 1 ases ; ces er:zY"•es c:cnc ·1q_ucr.en L'lcn . t: .~.n1es flon 1n .cressen es pE>..r 

leur ptJ.·ticipt·ticn <lc:ns J.a r.(n[tique et le r<t~tolinre è.es êtr~s Yi ve:.nts. 

C 'e!:;t pctu-q\:oi, la li ttfre.ture foisorme d 'exe:rrrplea où leur ~tude e. 

per·trl.s d 'nborc"cr r.vec nuccÙG la recherche è.e 1 1orieine des _esp(ôces (g3,~3-t, ~tl, A~S) 

qui e~t à lu. base d.c 1' établissen:ent rationnel des relc.tions tP.xinordques, 

ou encore ln d6:r:onstrc.tion par 1' ~e.l~rse biochiroQue du coractère rr.endGlien 

cle 1 'hérédi t6 (~3~}1.-,5). Ainsi, SCA.NDPJJIOS e isole et défini 4 isoleucine­

vninopeptid~ses dEna l'endouperme ~iquidc du mais. Gelon les lir,nécs, des 

variants électrophor::tiques sont caractérisés pour deux de ces isozyr::ns A et 

n. L'analyse <le lu. trans1:1iGsion hét;é.di.taire <le 1' un dt eux ( visua.lisG l'ar 

J.a bfmde A, pr:œ exClq>le) nontre que A 1)eut présenter selon les lit_r-écs testées 

deux v.:u:iants: l'tm ù NÏ.grD.tion rr.pide {TI), l'autre ù migration lente (L). 

Une forme hftCrm~ycote pour ces deux variants (H) et (L) est obtenue' par 

croiBe'!":1.cnt t1e ces deux licnées J!ures. Le croisement en retour a·-rec 1 'un des 

:rmrents per1~ct en F1 W1e distribut:i.on è.es variants (L) et (RL) selon un pr...r­

tace 1 : 1 ; en F2 ln. distribution 1 : 2 : 1 est ~ratique1..,ent obtenue. Ainsi 

ces clcux vc.ri..,nt~ (L) ct (R) rcpr~r;entent des isozy!:!es alléliques en...Ds dom-

nMce. 

Une autre déduction sur la structure de l'enzyme est possible à partir 

de cette expérience : comme l'hétérozygote (comportant les bandes Ret L) 

ne montre pas de bandes intermédiaires, il est probable que l'enzyme est tme 

monomère, car on n'observe pas l'apparition d'hétéropolymère. 

D 1 autre part, les étude a de biochin:ie c:;Gn~tique effectu~es chez Phaseo­

lu3 ( A:f-o > ~ettent en évidence deux iaozymes contrôlées par des c::~:~::::;~ a.llè­

les~a~douù.nanee. Deux iaoz:1mes sont égale.r.ent identifi~es c~ez ?i~u.--:. ( ~ô~ ) 
et chez Picea a.bies ( 9 ~ ) : une isoleucine-a.minopeptidc.se est contrôlée 

par ua loci!-)Itono!!lorphe, 1 'autre par un loc&.spolymorphe _sans dordna."lce all~li~ue. 

l"...,te ... ~-::"'!>""•"'s ......... l~"~ '• ---- -· ~..... -- ~.... --

! 
1 
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Figure 8. - Concentro.tion noycnne des protéines foliaires pnr g de tissu 
des formes d' l!te.x analysées. 

Figu:-e 9. 

.. 0,2 

- 'Zl~c":r':)DJ.1or~~'}==-::~ des isol~ucin~-a::-.ino;~-;;tid.a.s2s de .1 'e:~r~t 
brut ( s·.Ü dè :tol:;o.cr:.·l~ide '), 7 ~). 



Les aninorr.ptidr.nes sont en c:'fct den c::-:o~optiùr_s(>s qui in~CCl"r.!.enncnt 

ÙD...'1S la è..~crr~tion r·rot(ic,;_"..lC ~u ni V(:::\U C:.c 1' t>.cit1e r·.r'.id) N-terr:inc~. C<;tte fonc-

ti on er.t non S(·ulcr ent j_I'lte:res r,antc, r pcn<lant ht {.':ClTÛndion (elle r.ssure la 

mobilizo.tion des proté:i.ncs de 1·éserve). mds 6c;r.ùement au cours du m0tc.bolisnte 
clet~\.<;, 

nortlal oùYJ.e. d6r:r2-<1.ntion et la synthèse permr11ente des protéines (t'llTnover) 

les m.rinoreptië.~.:;es EW.ir.:cntent le pool des acides runinés libres. 

r.r:cer.JN.mt, l' intE;rvcr:tion Ces cr..inopeptiCr.ses drms la synthèse protéique 

a ~te n;ontrfc : 'DJIRTII ( 5 ) a consteté Q.Ue les w.inopcptidases des ri'boso-

d 'E l . h. 1· t t" . ,.. ~ •..t:t• .t.. " mes ·sc 1er~c 1a co l. son cc.ra.c .erl.sees par une spt:ClJ.lCJ. e r.m.rq,u.\:e potX 

ùes pcptiè.cc co~".portant la r.:Cthicnine cor.r.e acide rJ,,iné !~-terrins~. La locelisa.­

tion intro.celluldre ile cette cuzyr::e le.isnc c-upposer 'l:JJe intervention !Josnihle 

duns la synthè:ne proteique. Il cet".ble en effet, q_u'cn C!~cocic.tion EO.vec 'l.me 

d(·forzcylll.Ze q.C.:cifiçy.e, 1' C'r:dnopcptiè.r.se à.lscocie le coryle:~e "forryl-r;(thio­

nine" r.:nrqu{'ur ir. terne du début des chi:'Înes polypepti~ues • .f..insi l' e.r.·ir:o:rcpti­

è.ase joue un rôle il"~portant en contrôlent et en rfgulant la tra.nsforr:ëe.tion 

d'une chnîne polypcptidigue en protêi:qe fonctionnelle à un lf',orr.ent dcnn~ de 

cette 11 foncticnd.isation 11
• 

Selon 'DATI:L'H 6 ) 1 'intervention c'les ar;'..Ïnopeptià.f!.ses à ècux ni vec.ux 

. f ,. t cl 1 ''t Il t" . t ... t 1 ... t. ,. . t di fcrcn s CJJS e · urn ovcr pro e~qt:e peu e re sc t::r.:c. ~st: cor~e SlU : 

:PHOT'EINE l:ATIVE 

~inoreptiè/ase \ 
sp(d. fi que 

Fndopeptièase 
~:E~'-POL'l'PL'"P'I'IIl:Z 

d6forirYl&se P~:P'.iTDE 

F-ret.polypeptiél.e 

h ' ... \ synt er.e prote1que 

ACIDE A MJ!~E LI:BPE 

action C?écifique VQ.I"iable selon la na:tur~ ~t la -,oai ti on d'un [':rend no.r.ü1r'!! 

d'acides arin~s ( 



Ùl:J. petit [-C'lr.: ~etive S'l~r èes c1:eÎncs rolJ.!?e;tiël:ÎCJ.U<:'S CO!"'I'Ortent CO''Hre edèe 

r:.;r.:in€ !-7-tC'r:. :ir..r.l : lt, :'t:r.yl-nJ.e.nine, le. le1.'CÎr.P-, lE'. yr.f.thi onil".e, 1 'iscleucine 

et 1 1 [1r:nir.e. 

Leur spécificité analysée avec des dipeptides dépend également de la 

nature de l'acide aminé en position C-terminale, c 1 est ce que montre la varia­

bilité des rendements d'hydrolyse de divers dipeptides utilis~s comme substrat 

- 100% (Phe-Ala) 75 % (Phe-Glu) ; nul (Phe-Pro). 

Df'ns cc trave.il nous avons utilisé un substrnt llrtificiel chromor~ne 

(leucine-p-nitrrnilide ou leucine - ~ -naphtylc..I".ièe-liCl) qui corrporte la 

leucine cm·1r:e nciè.z r.tdn0 rT-terr.'inr..l. Hous e.ppelleror.s donc leudne-nl"'.inopep­

tid.G.Be ou L.~P 1 1 enzyr'e dont nom one.lysons 1 1 activité. Il est bien évid.ent 

que cette appellation n 1 e~;t q_u' U.."'l.e cœ:-a;:odi té è.e travail qui n 1 exclut pt•.s 1)our 

1 .... 'l't"' "" -'1 - ; • 't" , ... cette enzy1:.e, a poss~ 1ll 1 ~ ecu...~.er:ent ae posse::der une act1 Yl ·e sp(oCl.:fJ.q_ue 

pour d' e.utres Hcides el;Ün(s. 

1 - è.e 1 1 ~ :_ e ctl.•o,··bc•J·0se : 
------------~------

Pe.r électrophorèse en disques nur gel de polyncrylœ::ide à 7 % de con-

centration en polye.crylœ:tide, dana tm systèrle ba.sique (Ap:p. tech. T ) 

2 n 3 bondee ÎOOZYTlfl.ti(lU0.S ?J. activitÛ leucine-nr.inopeptidnd'lue sont scpllrDes 

selon les e:{trn.its ( fir.ure 9) : 2 d.nns les J!OJ.ru.lutions d 'Ulc:< europc.eus L. et 

d 1 Ulcx ca.llii Pl. , 3 ch(!Z Ulex rrinor Roth. Le cü.lcul des nf est précieux. 

1 - il souliV'le lJ.ic.~cnti té cle ccmJ.>ortc:r!ent x.'I enzynatiqu~ : 

- des fon~o dr~~n(es ù Ulex europaeus L. : chez ~Df BD2 ' ~' les 

bandes 1 et 2 ont pour Rf respectifs 0,47 et 0,64 ; 

- deo fo~cs bRsses où les valeurs du Rf des bandes 1 et 2 s'~l8vent 

(0,~9 et 0,67). 

2 '1 , ·· ~ l' · · _., · ._, d. + ... d -f'o 1 d''.~-· ex - 1 SO\.:..;.. : . .:;.~e en~~n or1;:;1n:.u..l. ~~·~ u cor.:por ... e::lC!h cs • r....:es no~e_es _ 

Chez le pre::ri.ar, ll!s valeurs du Rf' des à.e'..U ba!::. des l' et 2 des iscleu­

c~ne ~~oape9tida~~s 3on~ pl~ fai~lea· (0,45 et 0,~0 reo~ective~~~). 



Que::Ht ~ Clc:...;: r.üuor 3 icoleucine w:~ir.Ol>t:J.ltil:.u.ses sont sê1w.:rCes : les 

ùtux J,lrer.i~l"es out t:.e~;; .~...ip·:: ... ticnn (lectrOI)l:crCtiqucc iC.entic;p . .:.cn ~ celles ücn 

fol'M:o Ùl'l!ti~;;:ét.i ~:.u> t:Jcx curo:pL..eus L., la. troisièr::c, kC nicrc~ticn ~lcctropho­

retique plus rt-..pit:.e .csi.. t;ctW.c:n,ent oric;inr.J.t.! :pu- son CHtc::dyJe, q_uontitr..tive 

elle repr~s~r.te en effet 45 % ë!e 1 1 Etcti vi té enzyl"atiq~e totale è.oo[e par 

è.ensitorft.rie {es c:elt'. 

/dn:>i pc..r le cùcul è.cs r:f è.eo vurir . .nt.!; t:lectrophorGttq:qe:n des inolcu­

cine-rr..inopcJ!tidanes sont CflractérisCs. Ces Ynriant.s r·em·~mt, sur lo. bacc de 

la valeur de leur x::ir.retion tlectrophorGtiq_ue, être q_uclifiés clc vo.rim:tz ra­

pides (n) on lents (L) cmT,e cela 1 1 R dGj~. été pro:po::;ê ( 13lf ) . Le fc::.t 

que les vuriu.tions (r:) ou (L) de ces VP.:rients s'effectuent è.~ns le 1·ê1;;e t:ens 

pour dcu:: ino~yr~cn d..' A.MA.e. (c.-v.... e.-· 

que ces isozyr.:es E;Ont contrôlées pP.r è.es rè·nes li~s. 

Ces diffGrcnces de miera.tion observées doivent être précisées. L 'élec­

trophorèse en cel c:e polyncr:,-lc.::iè.e utiliüGe pour les sé-parer e~t une n;;thode 

de fracticn.ncJl!cnt bao(e sur la. cho.rgc électriq_ue è.cs r.:olecules. Blle se co:::rpor­

te ~ga.l.cucnt cc;:::-..c un "tc.;..ri.o" :::oléculaire, l:t s::pv.rr.tion protE!i'lue est fonction 

de le'l.U' taille • ./l.ll:JSÏ les dif::'érences èe r:iQ"ntion clectrophorétiqœ dOÏ'Tent 

donc rel<::ver de lu. V;-i.ria.ùilité deG tailles noléculaircs et/ou de celle ùos 

charBes e>~érieures (point i~c~lectri~~e). 

Dsns le but de mieux ùêfinir les i~JoleucineJl."':inopeptiduses s8:)nr6es, 

la dêterl:ri.nation de ces deux constantes physièochir.liques (pl-::i et poids ~.ol:5cu-

2 - ~~~i~~~!~~-~~-E~i~~~~~~cU!~iE~ : 
Le poids rr.olcculaire d.es prot~ines rlobulaires peut être estb~é :p!.lr 

électrophnrè~se en dir::c]_ues sur ~el de !)Olync:cylanide à différentes concentra­

tions (5, 7 et 10 ;~)et en prfsence de :protl!ines de r8férence dont les ~oicls 
moleculaires sont coru1us (A,p. Tee~. T ). 

Les r..3sultats oi:.t;llus sont consit:,:1~s .lans le tableau V. L'e.x.:l::eu de 



_pH 
pH 

DO 
·-·LAP 6 

0,10 ....... ·, 
0 , • 

0,00 ;· '·'"'\ 5 

O,OG 
\ 0,04 4 ........ ·- ...... 

0,02 ·-·' ..... 

10 20 30 Fractions 

Fieu.t"e 10. - Sch'!L:o. d 'élution des isole"...lcine-a.mnon~")tid<?.ses d 'll!e.x. 11Urt6Jt 
(AmphoJ.ine pH 3,5-10 ; h8 h ; +4°C ; 5oo v ; fro.ctions de 
2,5 ml). 

Rf 
Or---.-·---r---.--~--~ 

05 

tO Extr. 19 20 
brut 4,34 4.40 

22 
4,57 

25 
4,87 

Fraction 
pKi 

Fi 11 El , .... ~ + • ..., ... gtn"e • - ectrophoreg:-l.l!:'1:es de controle des .__ o.c~10:1s t:_uees p9.!' 
!oca.lisatic:1 i~oélcctricll~ '0:--:barati-:e et ~:o:::-::.>.::.i.so!l aY":!C 
l'extr!lit br•.1t (leucin~~~-n;op;!'tiüa:;es d'U.Ze.x r.:.i.nott Roth.) 

'fa .,, 

: 



TABLEAU V. Estimation du poids mol~cula.ire des lso··LAP 

Forn.es analyst:es 

Bc.ndea ÎSOE!Ylha.tiques 
t:' '!;' 

GD -D .... c cc M 

1 101 000 5h 000 102 000 54 0~0 112 000 

2 68 000 33 000 77 000 30 000 73 000 

3 81 000 

D::ms ce tublcn.u, les vvJ.eurs des poicb r:'!oléculni~cs des for:;.1es 

nonaules. (l:D' GD et l!) GOllt u.usez proches ; celles des fon.1 CS bassef.>, (qrd.­

veJ.cntcs entre elle a sont 50 ~; environ plus fai "bles que celles des for~es 

C:reccGcs. L~ teille do ceB r.:olûcules intervient probable!::ent dtms la vo.ria.­

tili t6 de le m·s r:.i crut ions. 

La focnJ.isc~tion isoflectrique est v.ne teclmiqœ fine c3.e fr&.ctionneLent 

protHque q.ui perr.et shultr:r..ér..ent la. s2pn.rv.tion des :prctfines ct leur défi-

nition pc.r la. dùtcrrd.nE:.tion de leur point isoifil:ectriq1~e (Ar'P· techn. p. ) 

Uouo ~.vons V.PI'liqué cette m€thode pour s~perer les isoleucine-e-..rrino­

peptidases. La détcr~inntion des conditions expérirr.~nteles opti~ales est ef-
,. o o ( 6Z) · o ... ,. 

fectuee chez t"lex onor Roth. Nous s.vons retenu dens u11e prer.:~~r~ -;;t'lr-~, 

ls. sé}?EJ.ra.tion des isoz~es à~ns ur.e f;!'!T'1!'e essez lerse de pH {p!! 3 à 10). Le 

schéma. d'(lution d'une colonne d'~T?holine d~~s les conditions prêcisfcs 

dans 1 1 appendice technique (T ) est représent6e dans la figure 10 : l'ac-

tivit~ leucine-ru~inopeptidasique eat localisée èans un seul ~ic trts as~e­

trique. Son h:;t.Jrog~ntit(; enzymatique est r6véléc lors d 'u)n ~lectro?horèse 
(ft.~. 11 

de contrôle des fraction:; 1 forte activit~ enzy:r..:ntique. Il :1pparaît dn!3i 

que les trois isozy::1es, pr~~s:ie":'~ent c~.rs.ct~ris :es ds.!is 1' ~x:trai t t:r"..!t; s~ 

trois iso:.r-e~ d.3:ls una gn:;m.e ..ie pH r>lus étrcite (p:Fi 4:;, 5). 

'1 
1 



DO 
660 

nm 

0.10 

0,08 

0,06 

0,04 

0,02 

DO 
280 

nm 

0,3 

0,2 

0,1 

-pH 

·-·LAP 

······ 00280nm·_...~.\ 
...... \\ .. 

\ 

pH 

6 

5 

4,28 4,51 
........... /., 4J8 

. l' '· 0 • .... ......... .......... ·, / ..... , 
~----------~--------~~----~----~'~· .... ------~·-~·-~·=-~·--~·~~----~4 

5D 

10 . 20 30 40 Fractions 

. Figure 12. - Sché~a. d' élutio!l des isoleucine-aninopeptidases è..nns utex. 
mlnoJt ( e.=·r>holine :p:I 4-6 ; 'l2 h ; +4°C ; Ooo V ; :tractions 
de 2,5 l'!'.l). 

0.5 
,. 

1, 0 '-----'-----1-----'------' 
Extr. 20 2 9 35 Fraction 

brut 4,28 4.51 4.73 pKi 
. 
1 

'1 

Figure 13. - :::1 e ct rop hor6 rrr "'"''" è.e contrôle des ~ac ti ons él ué es po= !'oc!l- ! 
lization isoé:.ec't::-iqu~ ïJrfpc.::"~.:ti ·r~ ct c~~e.r?.iso-:1 ~·;ec 1' ex-

. t (, . . .... . . . ,.,. . ) tral. brut _eucJ.::J.e-·,-, :c.o!:cp ... J.c...<:.ses .::~"15 ~~x n~u•ctt • 



!!ou:;; ElYOJîG 

iscGlcct~i~p::! è.c::> e:-:tro..its d 'Ul~x "ri.::1or lot':. en utiliac.r:.t 1.:.n~ ,;? ... ""!c::e rlc :p1 

plu::: re:;;tr-2 int ~ {:;!I 4 ~ r)). De ... "ls ces conë\.itio!lS, le sc"'l~rr:!\ d '6lution , 
re]) re-

flcnt1 do.'l3 la fiGure 12 n:ont~e Cl,\le trois pic:J sont netterr.~nt sépRr6s. 

Une··.f.k~t..:~I (lectr0n'hor0se de contrôle des fractiœ13 à activit~ enzy-
• • (_/cq. 13~. • . ,. . 

rr.e.t::L'lue ll-:>po:t·t.:llt:8 11c0:r.h1"':'1e la parfal te s<::ps.rn.tlon des isozyr.:es et leur d~-
t' : 

finition pc..r l~~m·r, l,)ki l"t~S_r>ectits q_ui gont, selon les b?.nd~s : 

1 ~ de pki 4,7!3 

2 - è.e pki 4,51 

- 3 . de p~d 4,28. 

Cette tec:lnique a ~Gillerr~nt ét~ e.:p~liquée 1 la s8pa.rAtion de:; iscleucine­

ll.l:':Ïnopeptida.se3 d' u."lc autre for:r:'.c cl' Ajonc, zD
3

, où deux banè·~s enZ.)"':.o.ti'1ues 

sont caract~risf:!es dans les zyn~ocrru~es des extraits brut3. La foco.l.isution 

iso~lectriq,u'3 pcr:':et une sé:pu.re.tion de c~s c'l.~'~.X ijoleucine-aTdnop~ptidases 

· t t · t t 1 ~., · " cl • (!iaAif · · d "1 t h ' ClUl. son o r~c 0:~1?!1 OC8...1.1S•~P.9 do~s ~ux p1cs~ Ic1 e.uss1 es e ec :ro:' orcses 

de cont!"Ôl~ en I!O.l da polyacryl:S::1ide pcrnet 1' assimilation de c~s doux :pics 

a 1' acti ... r:i t~ ; ':"0 1 . .:''~d'îe-a'":ii:ncl'le")ti~ad:aue nr~c~dei!"~ent recounnue dans les 
. (f . . 1 ~) . • J: • - J:'" 

extra1 ts brut!'~ 1 .Aln'n d~ux J.sozy!T'es sont prr~sentg de~s cet extraits ; elles 

sont defhies par le pki (bs.nd.e 1 ?ki :a 4,81 ; bande 2, pki 4,43). 

Cette élC:~e.nte mCthode est ira.lercent rer.1~rqul".l-le pcr sn fir.esse ; elle 

p~r:rr~t en effet à.e cr.ractE:riscr de tr~s faibles e.cti vi t~s enzy:::e.tigues. Cette 

ClUalité est int~ressrntc car l'activité enzrLe.tique test6e dens les tissus 

o.ne.lysés est rele.tiven:ent faible (o.rp. o,oo6 F" .. ":cle/rng protéines). 'route :puri­

fication !""ê:rre pt~rtielle entrd:ne une c.1.1~ente.ticn de cette ve~eur (0,02 }l!!'..Ole/ 

mg protéines drns les x e-xtr!li ts brûts) ce qui corres!)ondra lors de la. focs.li­

sation iso(lectrique lit à une ectivi té totE'le enzyrre.tique èe 0,2 t:..."role/n:g pro­

tHnes par colcnne (le d6-p~t :a 10 zrt :protéines). Cette F.cti vi té bien que fcible 

pour être nett~:r;;ent è.ecelée par d' C.l.:.tres techniques peut être enelysfe pfJ.r 

focalis~ticn isoélectriClue • 

.A?~liq'..l.!e s~:.cces~ivete!:t 3. 1 '~nse~r.è:le èes e:ctrdts bruts è.es d.if!'~rents 

Aj S C .--.;.. "'.,'+"" ...... ~ .... ., ~ -..,.,....."3.~..,'Jli"Q"' s~-.n ..... ..,+l.'cn l'i~en·~Çt.:c..,.,..:c~ ,., one , e .. ,~ -.- ......... ~ev ........ aus .::'"-·-~- .... ~ ... s. ·;;;'..-....-~ , -- "'~.;..., ...... ~ •• , .... _ 

d(;.:'ioi tien et :Ï..!3. cœ.:;"3r1?.i'3cn d.e leu:-9 iscl~'.:ci::e-'lr'i.:lcpe:;1::~ses •. 

Les !!'cy~nne:3 âe pid cbt~!ll!~S à. 1 'i~aue è.:! ?lusieurs ( 3 8U :-inir"t.:r.) 

f'ocalis!l.ticns scn't :e?ort~es d~s le ta::les.u YI. 
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Figure 14. - Schér..a d' élution des isoleucine-e..'1'.inopeptide..~cs è.2.!lS U.te.x. 
e.uJr..opa.eu..6 , ED.., ( e.Jr.!)holinc pH 4-6 ; 72 h ; +ll°C ; 800 V ; 
fractions de 2,5 ml). 

Rf 
o~----~----~--~ 

1,() . 
extrait 

brut 
29 

4,43 
39 

4,81 
fraction 
pH 

~? ,, 
\)"-' 

Figo.;re 15. - :::!.ectrophor~~?..:'!!::es de contrôle rlt:s :"!"actions o'b";enu.es -pe.::­
FIP ( leucL"le-:o-"·'inopep tid<lse s è.a.ns L:.Ze..x. e.tL'tCFC:.c?..t~ d.re s s.§ Ej)

3
) • 



'l'.t.Lk.".U VI. 

F'ozy.:es e.nalysces 

·Isozyr..tes 
,r:;D1 

p li' Ec GD Ge 1>1 

1 

2 

3 

""'D2 '"'D3 

4,76 4,83 4,81 4,87 4,96 4,82 4,78 

4,44 4,49 4,43 4,46 4,66 4,47 lt~50 

4,29 

Cette d~terci.nation des p~d est ir:portsnte, car les diff6rences è.e rr..i-
. .. "'t. d b 1 2 1 (o.ll) ' • • c;ro.tlon ~lectrop~or8 l(}.Ue cs nndes a et o. pur exe!::p e, que n expll.!J.U.r.'.l.~nt 

pns les valeurs de leurs poids r.oléculaires renpectifs sont co~rises p~ la 
1 

basicité élev6e de leurs pki. 

L'cnsc~ble tes resultat~ obtenus pur les différentes techniques (lec­

trophor~tiques est consicn~ dans le t~blceu VII. 

Bande 1 Bande 2 Bande 3 

PM pKi Rf PM pKi : Rf PM pKi Rf 

ED1 106 000 4, 76 o, 47 71 000 4,44 0,64 

ED2 96 000 4,83 0,47 66 000 4,49 0~63 

ED3 101 000 4,81 o, 47 67 000 4,43 0,64 

Ec 54 000 4,87 0,49 33 000 4,46 0,67 

GD 102 000. 4,97 0,45 77 000 4,66 0,60 

Ge 54 000 4,82 0,48 30 000 4,47 0,66 

M 112 000 4,78 o, 47 77 000 4,50 0,64 81 000 4,29 o, 74 

TABLEAU VI!: Résultats groupés de toutes les formes analysées 

• '·1 
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.C. DISCUSf>ION, 

Le "couplage" de plunieura techniques électrophorétiquea conduit à une 

bonne a~pnration et à une excellente definition des isox.ymes par l'estimation 

de leurs poids moléculaire et de leur pki. 

Ces résultats permettent de mieux comprend.re les différences de migra­

tion observées en approfondissant les caunes. C'est ainsi, qu'il pouvait pa­

raître surprenant que dea !ormes ba.ases manifestent un co~.portem~nt identique 

bien qu'el~es appartiennent à des espèces difrêrentes. Précédemment, l'annlyce 

protéique avait montrG que des ressemblances &lsez importr~tes sc dégageaient 

entre ces formes basses. Ici, l'identit~ de co~portcment de leurs icoenzymes 

permet de les séparer totalement des formes nonnalee. 

D'autre part. ln coMpro-aison èlea poids lTOlêculaires deo iaozyr.1es des 

formes normales laisse suppoaer qu'une relation de type "è!.imè:re-r.:onomère" 

existe entre elles. Or, il a été ir,possible pnr des tentctives d'hybridation 

des isozymes sur gel de ce.ractériser chez les formes nonnules des monomères. 

D'autre pe.::t• aucun fa.it 1·eel ne nous e.utoriae ~ penser qu'une telle associa­

tion des monom~rcs en dim~res n' app['.re.!t:re.i t exclusi vc111ent chez le a formes 

normcù..es. 

Les résultats de l'analyse des isoleucine-erlnope~tidnces est ~galement 

invortente par les ro-gurr.ents qu'elle apporte c'!.r-.:ns 1 'e.pprccir.tion des relations 

qui doivent exister entre forrr.cs norJ"L.O.les et bo.eses d 'Ulex c:r..llii Pl. d'une 

part et, d'autre pa_~, entre les formes des deu.."C coJ:.Iller:ea : Ulex europaeus L. 

et Ulex gallii Pl. 

Les isocnzymes dea formes norr.:::Jes et baD ses d 'Ulex t::"''.J.lii Pl. diffèrent 

par les valeurs ~e leUl·s pki et par celles de leurs poi(.s ~olfculaires. C'est 
~ ~ bio~hir.ü.<'lue d , è • · t d · • • .~.<:~. un a.rc.,-utlen"C l.n:pol·-co.nt ens notre t:tu .e qw. se propcsB.J. . c r.ueux Bal.Sl.r 

les liens possibles entre ces deux espèces. Ces r:êr:tes ca.rnctères physico­

chiuiques qui definissent les isoleucine-eJ:ÜnopelJtido.scs e 'oppo~cnt à toute 

hypoth~se fd.se.nt d 'Ulcx europe.eus ·L., le type de base CO:!..l)lé~entaire entre 

les ieozymes de ces fo~s. 

C'est ainsi que les iso~ynes des rie1l..."'t !'o:nr~s baf!ses s'en .él.oigr..ent net-

te~~t par la fsiblesse de leu:3 poids ~oléc~aire. Celles d~s for.=es nc~es 

d''L"'le.x ~o.l:.ii, è.e ;oills z.cl~cu.la.ire i:ier.tiq_'..!e s'en di3ti:cgt.;.ent à leur tout 

par les val~ur:l d.e le'C:':o IJki. 

En!'in, Ul~x !!liner ?.oth. s:;:?&r:lÎt ici. com:œ une es-pècs totale!:le:lt m:J.r-



.D. - RESUEE DES LAP. 

Les isoloucine-&minopeptiùaoes des Ajoncs ont été isolées et analysges 

par différentes techniqueB Electrophorétiqucs (électrophor~ae en disques 

sur gel de polyacrylarr~de ~ di!f6rentes concentrations en polyncrylamide, 

focalisation isoùlectrique préparative, ~ogrammes). 

Des variants €lectrophor~tiquos sont cnractériAés. L'analyne de leur 

co~ortemcnt suggèrent qua ces iso~es sont contrôlées par dea e~nca liés. 

Pour mieux comprendre le coororte~ent de ces variru1ts dqs lcucine­

a...'"lino:poptid(~~es leur::: constantes phyoico-chimiques, poido l'lolccula.ire et 

:point iodllectriquc, oont établies. La di:!tern:ination d.e ces conntantes s'est 

t•évélGe int0re3sente non seule:::J.cnt parce que 1 1 e.na.lyse de leurs 'rariationo 

expliquent lca diff6rences électrophorétique:J observées uo.is éecl.ement parce 

qu'elle pe~t la aépur~tion dez Ajoncs en quatre crot?eG : 

-l'un, rénniss:mt les formes norr:1:ùes d'ULex europaeua L. 

- le second, cooprenant les fo:n~s ba.saes (Ulex europo.eus L. ct Ulex gallii Pl.) 

-le troisièr1e, correspond aux formes normEùes d'tD.e:r. c;nllii PL. 

t • " • é .. --, d 1 Ul - et le qw:~. rlëT'lC sera un1.queJ11ent repr sente :par les form~s no.nl.I.U...I.CB ex 

rninor Roth. 

Ainsi, au niveau moleculaire, les formes basses se distinguent nette­

ment des formes dressées. L'originalité d'Ulex miner Rothm. forme dressée est 

confirmée, la composition et le comportement des leucine-aminopeptidases jus­

tifient sa position dans un groupe marginal. 



CHAPITRE V 

ANALYSE DES ESTERASES 



A. IUTRODUCTIO~. 

Les estérases (ici restreintes aux carboxylestérases, E.C. 3.1.1.) 

sont un groupe complexe et hétérogène qui hydrolysent in vitro de nombreux 

esters ( 81). 

Leurs fonctions l:létaboliques ne sont pas determinees avec certitude 

cependnnt quelques travaux soulignent l'intérêt de lP-ur etude puisqu'il se~­

ble qu'elles interviennent dons la physiologie de la croissance, ds.ns les 

relations du potentiel cytoceuêtique et écolophyoiologique des plantes avec 

!es fluctuations des facteurs du ~ilicu. 

C'est ainsi que leur participation à la formation 

des parois et ~ la conduction ~.ee subr.trotceB sont sueeérêes pa:r la localisa­

tion d'une activité esterasique sur ces sites notru!1!.'lent au niveau des l?tas-
( 12,-i) (H::, 

modeemes. Des liens etroits ont ~ea.leroent ~tG reconnus pnr l-7ILKIHSON entre 

la variation n~~~rique ou de l'activite des isocstêrnnes et les variations 

de l' acti vit~ ml totique observ~e selon les différents sta.den de développeM~nt 

des plantules d'oicnon. 

Ces propriétés rendent leur ~tude prxticulière~nt intéreGaante dans 

1' analyse du d:!terminisrœ elu "ns.nistle" qui pourrait éventuelle:r-ent dépendre 

d'une li(;ni:fica.tion précoce des parois cellulaires, ce qui, 6vid~mment limi­

terait la croissance. 

Mais leur étude sera d'autant plus intéressante qu'un effet direct 

de la s6lection sur leur polymorphisme a €té ruis en Gvidence. 

Le premier pas qui démontre l'intervention de la s~lection en un locus 

donn6 a ~t~ apporté par l'observation d'un chanGement de la fr~quence e.lle­

lique au niveau d'une isov.yme chez des organismes soumis à un eradient geogra­

phique. 

Plusieurs excn..-ples pourraiE:nt être ci tés dens le domaine animal, mon­

trent chez les estérnses, l'augmentation de l'allèle majeur C dans les popu­

lations de Drosophila en.anasse.e du Pacifique en direction sud~ l'équateur 

( 11 ) . 

Rap~elons ~gale~nt l'ax~mple cit~ d&•s notre introduction, celui 

de Ca.tastom. un clarkii { 30 ) où les 1'::-fquences des a1:.~1ea sw.bisaa.ient 

une va:ia~i;n,:corr~s~cndant à la di~nuticn de l'allclle ~3-I& vers le nord, 

ce~~nd3nt que d~~s ce~t~ ~~~e gituatic~, l'nllèle ~s-Ib était !~vorisée. 



Chez les végétaux, nous rapportons quelqu~s travaux : tl.AKAGA.HRA et 

al. { ;f..-12 ) relè~nt un changement de la composition ieoestêra.sique dans 

des populations de Riz soumises à un gradient géographique dana l'Asie du 

sud-est. 

Cette variation isoz~~atique en fonction d'un gradient géographique 

peut cor1~spondre à une sorte d'avnotnge présentée pnr une iac~~ donnée 

dan!l des candi tians cli1:1a.tiques définies. Hais cela no peut être considéré 

co~~o étant la preuve d'une s6loction. Il est en effet possible que deux 

populatiœls isolées primitivement et dont les compositions isoestcra.Giques 

sont différentes présentent un debut de chevauchement de leurs aires ce 

qui creera l'image d'un gradient géographique influençant les fréquences 

allt;liquee. 

Une clél~Onstration plus marquante, de l'effet direct de la selection 

sur les isoestêrases de 1 'Orge est e.pport€e -{.ALIJ'ùULet ·colL} ( (Z ) : 
ils r~aurent les fréquences dA gènes et de aénotypea sur 4 loci estérasiques 

pendnnt 25 gén6rations da~s une population ecpêrinentale. Ils visaient ainsi 

~obtenir des preuves exp~rimcntales concernant l'équilibre des forces re3-

pono able3 

- des fortes différences observées dans les fréquences alléliqucs entre dos 

plants d'orge originaires de différentes régions écocÛo[7aphiqu~s du monde 

- de 1' importante variation allêlique d~celée duns des populations locales 

d'Orge. 

Les nnllly:Jes des chanaer:ent:J trl;s significatifs d-as frtfquences all~­

liques observ~es dons ces populations montrent leur dépendance d'une "action 

sélective dirigée 11 qui favorise certains allÈ!les plus particulièrmr.·3nt. 

Par contre, ils ne dépendant aucune~ent de divcr~ processus tels 

~tations, migrations ou dérivé gGnêtiquo. Ces auteurs conclurent en souli­

&nn.."lt le rôle pr~dorr.in~"lt joue par la sélection naturelle dans la détermina­

tion des ptofil~ isoenzymatiques et la variation allélique observée pour 

l'Orge. 

Il est r!!z:rettJ.ble que ces isozr.nes n'aient j~ns ;t~ i3ol~es et qt:.e 

vée!l er::'::~ ::!l;J.:rle is~z:r.ne et pr~cisé::o j l.lSCJ.U 'l q:~cl :;>ai:11; le. :pr§Jance d'une 

i:soz:,r.z:e :l=lut.ê~ 'l"-l'U.~e S.:J.t::'~ repr;;sente un avent.a~'! a c~rtainea conditions 

~co!ogiques. La connais3~"lcs d'une :c±ifie~~ion ~u ni7es.u des cinétiques se:­

virait l'hno~hèse r!~ :•ac-cion i''.m facteur sélectif.,~ de sa ne.t.".l!'e. 



activité specifique 
(jJmole/ m1n ·mg protéines) 

0,2 

Fie;ure 1G. -Activité sp~cifiqu~;? mO"yenne d'estérn::>e dc.ns l 1e>..-trait brut 
d'Ue.c.x.. 

activité {J-Jmole/min · g de tissu} 

2 

1 



Il est egalement possible que le polymorphisme des estérases en lui­

même ne présente aucun avantace sêlectit, celui-ci serait sous la dépendance 

d'une liaison directe des loci estérasiques avec dês loci qui contrôlent une 

expression "di~férentielle" en réponse it difr<Srents facteurs utilisée expé­

rimenta.lement {tempurature, photop~riode, intensité lumineuse, etc ••• ) ( Z ). 

Les isoeatêro.ses sont contrôlées génétiquement ({~O,<:ro) SCrrtTARTZ e. de­

montré chez le Hais ln pr6oence de 7 all~leg en un lncus estêrasique ( {!JO ) • 

Le croisement de plontcs différentes pour deux a.llf:les conduit n la fol·mation 

d 'u11 h6t~1·ozyc-;ote qui rév~le outre les doux bandes pn.rentoles, une troicième 

bande hybride inter100cüa.ire ce qui laisse supposer que les eatére..ses du Maie 

poasadent, en ce locus, une structure dimf.!re ( 14-0 ) • 

Ainoi, l'~tude de la corJposition isoefltcraaique sera intéressante it 

dif.f'Ùrents pointa de vue par leur intervention dans les processus de la for­

mation dea parois, par leur définition gfnétique ct ecalerent po.r le fait 
) 

qu'elle permet la démonstration d'un effet e6lectif direct sur les loci 

. est~ro.ziqucs. 

B, - RFSl.TJ:,TA'm. 

Avant de procéder it la s~paration et ~la recherche de l'Svnfttuelle 

p1·éaence de f'orucs :tlultiplea chez les estGrases, il noua a paru intêrensant 

de tester l'activité totol.e estérasiquo duns les difffrentes formes d'Ajoncs 

ainsi que l'influence de quelques pa.r8.!!1ètrea (variation de pH, teppératm·e) 

sur cette activité. 

1 - Activité r.rfcirisue e~t{)rasique : 

Sa roiae en ~vidence est décrite dans l'appendice technique (T ), 

Elle est très variable selon les formes anE>~ysêes (figure 16) qui vont possé­

der individuellement un_certain niveau d'ectivité sp~cifique eatérasique, 

La figure 16 ~~rmet la comparaison des activit6s totales estérasiques 

(ex_prim~e:J en w..ole/!"lG/zr.n) dr..'ls les extraits des di:f'f'Srentes forr.es analysées. 

L'activit~ est~ras:il,,le llo::;~~! est plue ter-te d:>.ns chacur..e .:.es !'o:::.-...es basses 

(0 ,28 et 0 ,23ll1'lO!e/:.:;::··l!'!l) 'l'<~ c~:~z les .!"or:1es z:cr!!!el.es qui leur corres-pondent 

Mais la valeur de ces observations est difficile à estimer,c'est ce 

que confirme notre tentative de mesure de l'activité estérasique par gramme 

de tissu, com-parée donc parallèlement -::1 la variation de la concentration 

protéique. 

,, 
l' 
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Le calcul de leurs Rf et le nombre c1.e br.ndes s~parêe3 pemettent la 

classification des isoeatérases en deux grot~es : 

- c~llcs de Bf co~ris entra 0 et 0,5 : C'est une r~gion ~ nombre de bandes 

élevées mais très variables et o~ l'activite enzymatique est la plus faible. 

C'est pourquoi clans la figure ~q seules sont reprSaentées les bandes dont 

la tr~quence de présence e~t la plus constente. 

- ccllef1 (!_e P.f cor:mris entre 0 25 et 1,0: Dons cette zone, l'activité enzyma­

tiq_ue la plus ~lcvCe appr.ro!t sous :f'orrac de bandes inporto.ntes quanti tati va­

ment et dont la. :fréquence de distribution est la plus stable • 

.;b - Ut~!i!!E:~~!!-~~!:~~~-~bn~nt~~::Œ:!:hét!.g~~~: 

Deux autres su'hst:::-ntr: synth~tiques : le 2-naphtyl-acétu.te et le 
~o."t u·b~i:,~s ' 

2-na.phtyl-propiorüitë', .W~ c:oi,ll?Ol'tement des eatGra.oes pour ces 3 substrats 

peut être con~ria en considérant l'exemple dea formes Uaases d'Ulex euro­

pneus L. (figura 20). 

Lal;>and.e de Rf 0,2 na réaeit qu'avec le 1-N8.pht-yl-Etct3tate; avec le 

2·~No.phtyl-propionate une nouvelle bande laree apparaît (Rf. 0,30- 0,44). 

Les bondoa importantes re:r:6lces en présence du 1-naphtyl-acEState 

(Rf. 0,60 et 0,64) pr~sentent des activités qui vont dccroisswntsavec le 

2-nnphtyl-ac~tate et surtout avec le 2-na.phtyl-propionate. 

Pnr contre, les bandes caract6risfes par u.11e td.fjra.tion raJ:lide (Rf. 0, 76 

ct 0,85) montrent UJ;le nctivit6 plun tlevee avec le 2-naphtyl propiono.te. 

Ainsi, chaque isocstérase n::~-11ifeste une affinite s:pécii"iq_ue particuliè­

re à chacun de::~ nubstrata utilisés. LeU!" ep6cifici t6 est très rm.rqu~e 

puisqu'elle tient co!:!pte entre le 1-!!A et le F_-NA de la :position de l'acétate 

sur le nnphtol. 

Ce caractère de spécificité t~és Gtroite retrouve lora de l'utilisa­

tion des deux autres substrats synth~tiques ne su~rcnd plus puisque le 

2-nP.~hytl-acétete et le 2-ne.;.ht:rl-p:::-opiona.te di!'!'è::-er:.t par la longueur des 

cbdne~ des aeide~. 

Ceci e::&.-plique 1' a.bs-!nce ·le di .t"f~:-en::3s nta.t"t1!3 ob5e::-Tées ·!a::s les mét::!l.­

uis~:s d.' 3Ction en.::ytla.tique de3 est.~!"!'.:~ es et !~:3 li:;-!'..S~s. Ces !~rnières en 

et!'~t aont des est~r~es <r-li i:1t,~men..-:.~.r..t s~...r les !.iabcns unb:Jant un acide 

gr~ ~ lcn:'.le ch~.:be .1 un gr~·-~ ~~.~nt s.lc')ol. 

,1 

,· 



L'applic~tion de la focalisation isoélcct~ique a étG envisage pour 

mieux corr.pl'endre la conportcment de cos isozyncs. l~ous n'avons retenu, pour 

cette-technique, que les isocstéranes c&ract~risécs par une activitG speci­

fique ~levée, de nr aupérieurs à 0,5 rejet~t einsi les autres iaoestêrases 

dont la présence est soumise exclusivement à différents facteurs telE âce 

du tissu, le stade de developpement, etc ••• 

ne,pelons que c'eot la fo~nlisation iso6lectrique des eat~renes qui 

not~ aser\~ d'exemple pour l'application de cette ~5thode à l'analy~e des 

isoz.;')'1ü.'3S véGéto.les (Apl1• Techn. ~ ) et les concü ti ons de s6p:~.re.tion sont 

ainoi d0cri tes dans l' appenclice technique T ) • 

Dons les fl•actions pures une neilleura définition des inoesteraqes 

ent recherch6e pnr l'êtablisocr;J3nt de leurs constF..ntes physico-chimques 

respecti~s. 

t - ~~~!~~~i~~~-~2ids ~ol~cu!ai~_: 

L' estiLlntion des poids moH!culnires ent relllisêe 

par electropho­

rê3Ge sur disques en gel de polyacrylmnide (à concentrationo vuria.bles de 

polyncrylronide) en pr~sence de prot~ines de r6férencee de poids noléculaires 

connus. 

Dnns le cn.s des isozyn-.es de Rf compris entre 0,6 et 0, T, S bandes 

importunteo de Rt respectifa 0,65, 0,67 et 0,70 sont observées sur ces 

électrophorégrrunmes. Elle3 sont remarquc..bles pa.r 1 1 identité des varia.tions 

de leur nigration en fonction des concentrations différentes en polyacr,yla~ 

mi de. Ceci signifie qu'elles possèdent .W't poids moléculaires identique .. 
est 

qui oont da : 

- 50 000 pour len isoestéreses I 1 à r 3 
Deux autres isozymes r 4 et r

5
, qualitativement importantes, de Rf 

respectivement de 0,62 et 0,50 ont des poids moleculaires de 59 000 (r4) 

et 65 000 (!5 ). 
Ces valeurs sont ici inf~rieures ù celles qui sont proposées par exem-

ple pour l'Oree (~~~) : 29 500, ou de 165 000 pour ~e estéruse du po~c qui 
gl est con3tit~fe de 3 3o~-unités d~ ;a 000 ( ' J • 

Lcr9 de 1' ana.l:rse Gl~C't:rophorétique d.e:s isces~~.r~P.s I
1 

l !
3

, :!1'-::::~.;...."'iml 

b. ~ LP.s ccrn.ctères de le~s ci~a·tic~s { ell~s 

sent reu dif~~re~tes) -~ l'identit~ de l~urs r-oids ~~l~culaires !ais3en~ s~­

pcser qu~ noU!3 ~ous tr~~vor.s ~n ;;r~~ence d.'i3o:::r=ez g~::.~tiq_ue::ent bien c!é­

f!n.ie3 qui sent è.~s :for:les d' i::Joe•.:rté!":l.ZP.s a1:~li:J.,1.:.es en -.m -::'.ê:te locus. 

' l' 

'! 
i 

'! 1 
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Il eat certain qu'ici, l:~e observations ne peuvent conduire qu'à. des 

hypoth~ses qui, cerendent trouveraient une ju!3tificntion dt>.llS les grr.nè.es 

simil;tudea de cee band~s qui sont proches 

- pù.r 1' e.ffini t6 a_u' elles présentent aux substrats 
· iv.. ~, ~~ d·'{(uf-uce.s 

- po.r i =iâ<.li""147ité c.e leur cho.rc;e qui eY.plique lt~s fv.iblea différences de 

mienntion observfes 

- pnr l',dentité de leurs poids mol~culuircs. 

Ces argtl!!lents biochimi<l,uea correspondent à de vf.ri tables cri tè:reB 

qUi militent en faveur de la présence de formes el.lélique:J. 

g - J,nsJ.yse des Isoest6rascs (quanti tati vcment importantes) pm- focal.isation 

iao~ltëctrique préy.a.rnt5.vc. 

Une exréricnce préliminaire e. ét~ envisaaGe en utilisc.nt une gamme de 

pll de 3 ft 10. Elle révèle que les isoest6r~.scs (de Rf o.prr. 0,6) ont un 

pki cot;:vris entre 4 et 5. Aussi, cornme dans le cas précéderm·ent erivica!)é 

des lcucine·-or.d.nopflptillnees une comme cl' ru~)holine de pH 4 ii. 6 sure. retenue 

dons 1 'ena.lyae des estérases ( 2R). 

I~a profils d'~lution de chacune des formes ene~ysees ne r~ntrent 

pour les d.iff(rcnts cxtrni te que c1.ea V('rintions infi!'"·.es ii 1 'in sue d.es f'oca­

lioetions succesBiv~s, atteetr'.nt a.in~i la bonne reproductibilité de la tech-

nique (App. Tech. T ) et e.usei 1 'excellente ete.bilit~ de ces isozymef; 

d.ane lee tiaaus f"o~e•wut J.c.- pf;u.des .t."(fé,euf.es. i'vr{e, VV<êw~ f 0tui4.f;ou., 

De zr~me que pour les leucine-fpinope),Jticls.E.es des contl'Ôles électropho­

rétiques (en disc-~lectrophor~se) sont effectuGs pol~ identifier les pics 

obtenus. 

e) re~\Ù trts gunli tati fs : 

5 ioo~es Eont fin~~e~ent identifiées d~s les !orrr~a cnnlysecs 

ct leu~ c~ract~risti~ues recpectives eont consicn~es d.ens le tebleau VIII. 

~t lo., f~ . ~A . 

1 

i. 
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TABL'SAU VIII. 

IsoeatGrMes pki Rr 

r, 4.lt9 0,703··0,718 50 000 

!2 4.63 0,667-0,680 50 000 

I3 4.78 0 ,641~-0 ,650 50 000 

I4 5.07 0,612-0,622 59 000 

I5 5.30 0,488-0,503 65 000 

Les b&nàes I 1, I 2,et r 3 prGsentent deu po~as ruoléculaires identiques 

or les ecarts de pki ou de Rf sont aussi ~levt!a entre I:t et I 2 d'une part 

et entre I 2 et r3 d'autre part. 

Ce a. r~sul tats suc:e~rent 1' e:dst"!nce d 1U.'1e structure dh:ère pour les 

estéruBes ainsi que SC~ril.AF.TJ.le suppoae.it ( 1'1-0 ) correspondant à 2 'ho-

rtod.i.n~res I 1 et I
3

, et 1 hêt6rodiL'lère I 2 

Mr..io une telle h:mothèse ne peut être soutenue en l' nh~~cnce d'études 
~ . ~ ~t· t d l . ,. f'.l):prOJ.ndleB r;ene ·1quœ e e ce le de le. conforr'.~.t1.on prote1qu8. 

La coz:rpm.·aison dca diffÎ3rentHs forues d 'Ulex a.plK!lle quelques cr..n 

renw.rques :/-~insi lea formes normales d 'Ulcx europacuo L. {EDl, ED2 et 

:r~ 3) montrent une composition isozyrectique identique l'Our les iaoeatéra-

6es r,, !2 et !3. 
et ~"'('-.t-'es, 

66 

2- D'autre po.rt, lcn forE~G 'be.sse~li. Ulex e:~ùlii Jl Pl. et d'L'lex eu­
L, • CDV..C~~ Ec 

rOl)D.CUS ::rxmrlf.:r.mm.X ...... sont ce;c-.lew.cnt proches pr..r le COt.'VOrtct:ent de leurs 

isoent~rc.ses et i se distinguent des forn1efl norr.1rJ.es c'l' Ulex eurcpneus p!:'.r 

le. pr~sence d'une quntriè1-::.e isoest~rasc r 4 • 

... ~ -Enfin, Ulex miner est toujours aussi ma.rginnl pe.r lee esteras es I 1 , 

I 2 , r3 auxquelles vient s'ajout~~ une autre b~èe unique r5• 

?oul" les :.;.:p ~t les i:ST les :!'oru:es noi'I!!.:ù.es d 'v'le:c eu..~:;.eus !.. pré-

+ ... • .a. ..... h .... ~' " .. .,., . ...._ . 
se~ ~e'G ... ~e l;:s..:e ~::-;..s ot:.eg:.::ne u. ~spc.:ce. u.J.ex mn or ~c-3 s~::.e ;ou: ce:.> c.e"..lX 

1.:nioue è.e :r.~ la co.:=. os i 'ti on 
- 1 

,, 
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en isoLA? ou en i3oestGr~.sea est itlentique pour les forl.'"..cs ba5ses d' Ulex 

cnllii Pl. et d 'tn.ex euro:i.)e.eus L. 

·tes estér~nes diff~rent cependant des leucine-ruminopeptid~~es car 

les forr:œa nornal.ee d 'Ulex gs.llii et les deux formes basEes ont la xrême 

cor.Jposition iso7.yt~B.tique. 

Gur les bnsûs d.co donn6es e.:pportées po.r 1' Gtud.e des isoest6ra.ses, 

\llle distribution des dif;f:'ê;:rentes fo!'T'les du complej:e Ulcx peut. être €tablie 

selon 3 crolTes : 

-. un pre~icr croupe O. Ulex europacus L. dresr;é dana lequel EDl, ED2 et F"'D3 
sont definis por la prcr.ence et les c~act~res de I

1
, I

2 
et r

3
• 

- un deuxiet;J.e croupe com)!rena.nt _les Ulcx caJ.lii quelque soit leur forrne 

et les fort~s besses d 'Ulex. europueus L., c'est ù dire EC' Ge et GD, for­

Jl'leB dffinics por les isozyt:Jes I 
1

, I
2

, r
3 

et I4. 

- enfin, un troisiè~e ero\tpe reunira les fo~s à Ulex. ninor caractérisées 

per les isozymea I 
1 

, I
2

, I
3 

ct I
5 

• 

b} Aa~~quantit__?.tif de_).'t'..nol.Yee c1~n iooestC:ro.r:es : 

Dans le cadre de l'étude isoestérnsique, les données de l'analyse 

qualitatives peuvent être complétées par celles de l'enalyee quantitative 

en raison de la forte activit~ en~1atique recGlCe p~x les tiss~s et pei 

la con~tance des profils d'élution. La qurntité rel~tive de cr.cque iao~11:e 

po.r rapport O. la. sor.-.r'f! l'.ea ~ctj.vi t~s cnz:rratiques ·reconnues dona lo. zone 

de pH o\1 les 5 iso~:·Tes enaJ.ysiSes sont inclues. 

La figure 22 illustre la superposition des profils d'élution de 4 
échantillons : ED3 représente l'ensemble du groupe ED' les profils d'En

1 
et ED2 étant sensiblement identiques ; Ge représente l'espèce Ulex gallii 

Planch. 

Les foriœe cppo.rtenant au croupe 2 pl·Ûcede!Ulllent d~fini sont rapidement 

identifiées par la ]?r~sente de r 4, Le pic qui pourrci t ccrresponfu·e & une 

nctivité isoestérc:.sique interr:~dieire entre r 3 et I4 ne peut être inte:-pré-

té cc~ tel car per en2lyse €lêctrophor~tique des fructicna (dise éle~:~cpho­

rèee) aucune banë.e :1cuvelle n'est obser-rible à ce niveau. Il est donc _?-:3d­

ble q~e la. fcr::e:ticn arti::'ici~ll~ è.e ce p1c r..3sulte <!e la. supe!";ositic":l •.ie 

de~~ ~ics voisi~s {a?~· te~~. T ). 
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A partir de ces profils d'éluticn, l'ét:ti~ation de::~ l"Ourcentat,:es 

re~pectifa d'nctivit~ iaocst~ro.nique sont étsblis par rapport à l'activité 

totale cie ces pics "~w,~_(~ ( {t~. 23). 

La compr~aison dea 3 forreea ncrmalea d'Ulex europaeus L. montre 

qt1.e chez ~1 l'ieozyme I
3 

est très prépondéran-te (61% de l'activité), ce 

qui expH.qu.e la prfsence unique d'une bande trè!'> import~nte ~ ce niveau. 
J.a11-.s. l~wJ.'f~C pl)s''Ji!>c_-.éf.e_cùopf3.G-tè.3e" dt:. t'ex./:~;./- 1-,ur(rj.l~ ,_ . _ • 

Les formes réunies dans le deuxième groupe (EC' Ge et GD) sont ca­

ractérisées par la presence de r 4, quantitativement importante. 

1-0 

Ulex miner Rothm. peut être defini par la présence de r 5 , bien que 

cette isozyme ne soit pas maJeure : elle ne représente que 19 % de l'ac­

tivité totale, _alors que r
3 

est. ici l'isozyme majeure comme dans le premier 

groupe (ED). 

L' ane..lyse qu~IDtitctive confirme d.onc prur ses dcnn~es celles de l'ana­

ly3e qualitative. Elle :permet également 1' estimation des valeurs quanti ta­

tive~ respectives de chaque isozyrne dans son contexte enzy=atique. 

a) An~lyoe des cin~iques iaozY,!!!~tiqu'!s : 

Cette enal.yse El 'imposait en raison d.cs profondes différences quali­

tatives et quentitativc3 qui ccractérisent la composition isoestérasique 

et dG notre ignorru1ce quasi totale d~ lcur3 fonction3 d~,s ce complexe. 

C'eat par le bi:U.a de l'etude de l'influence du pH et de la température 
t •• ~ t' ~ . eur 1 actl.VJ.t•l enz~u 1quc que cette etude aera. condu1te. 

,,-j_nflueTwe d11 pH : 

La. sensibilité montree par le:J iso:z~es aux variations 'le :pll est 

~ variable. Des es~ais :preli~airea établissent que chaqua iso~ 

presentera comne l'extrait brut une activité maximuu à pH 5,8. Cependant, 

contrair~ment à l'extrait brut, ce roaximum est plus accusé puisque l'ac­

tivito dioinue conaidérable~ent en fonction de faibles v~xiations de pll. 

Ceci nous a conduit ~ analyser les valeurs de cette activité corrélative­

ment ~ des valeurs trtls proches de :pH : pH 5,4 ; 5,8 et 6,2 (figure 23). 

On eonst.::.të:l G."Je les iscle:::t~ras~s sont tr~s aensibles d. toute V!irÜ.­

ticn du ~H 7~r~ ~~3 7ûl~~3 ~rd3 aciJes. !. ; :_ posstJent encore 50 % 
1 .J 

appr. de leur a.etivit~ à p:I 5,4 ; 14 ~, 7lus sensible r.e :;Jrésez:-:a plus q_ul! 

30 % de 300 acti ·ri té r.le::C..:"'lcl.e :!fOUT ces v~ ~urs c'.e :;:E ( 5, 4) • :?our toute 3 

.t 
•! 
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Les faibles a.irrérences observées entre len isocstérasês I 
1 
~ r

3 
oug(:;~rent que le centre actif n'est ps.s touche par les chfllle;eruents qui sont 

à la. baze des valeurs diffgrentes des pld. 

b-inf].uenc€' ·je le. temp~rature : 

L'influence de la temperature est étudiée sur des extraite bruts et 

sur chacun des éluc.ts de la focalisation isoGlectrique contenant les dif'-
~ . , ~ 

J.~.;;rentes J.sozymes separees. 

Dnns ce but, les fractions pures contenant l'isoestérase r
3 

sont sou­

JI!ieea a des temp6ratures variables pendant 5 minutee.· 

• ( ~ . "' l. \ • • ~ ~ • 11 ..... t . t Sl nou3 co~aron3 .1.·-..q~ure i::ory les actl Vl t~~.fl rer~due cs a:prea rtu e-

û { 8 o ) ' . " ]:-fA ~:l:_!t , • Lf.'J!_ld4_), 
t:!~nt thern que 0 C, 5 r:.."l de 1 J.soest;:;ran<; ~ tle 1 'extra~t brut·, a 

thernostabilite de l'isozy:ca r 3 ent plus ~lev~e ~nlli.I {G5 % de son acti­

vité initin.le) que celle de l'extrait brut ( 18 % de son activité initiale). 

En raison de cette thermostabilité, 1 'exp~rience a été modifiée non 

plt~ par la ~~sure de l'activit~ r~ciduclle apr~o 5 mn~ dps te~ératures gov.4e 
variables m~is en ftudi~~t l'influence d'un traitement a-~Ô°C sur l'nctivit~ 

est~ra.!:dq~te (fig .. ·;"'· 25). !Jes r~m.ùtats obtenus noua pemettent :;>?.r leur 

nettet6 de relier les valeurs d;~s :pki cl la therreostabilit~ : 1 'enzyr!e 

sera. d' autnnt plus thermostable que la valeur du pki est plus basique. 

Une relc.tion est recherchée entre la. localisation g0ot;ra~hictue dea 

differentes formes et le dezré de ther~ontabilite des estérancs. 

Les ioocym:!O len plus thermolabiles appartiennent essentiellement 

aux formes du Pas-de-Calnia (ED
1 

et ED2) ; les isoeot~rases thermostebles 

sont dn.vuntngc prcnentcs d:::ns lea formes de nretP.gne (SC' GD ct Ge), enfin 

c'est ~~ez Ulex miner Roth. qui repr~sente la forme la plus au sud de la 

Bret~e que se rencontre l'iso~ le plus thernostable. 
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C. - DISC1!r:JOIOli. 

L'unP.~se électrophorétique des iooestérascs est extrêmcJ~nt ir-portante 

par le nombre et l' oricinnlité des critères physico-chim.i.quea q_u 'elle apporte. 

Ainsi, en ee bn.sr.mt sur les iaozymes définies par un pki compris entre 

pH 4,0 et 5,5 et sur le fait que ce rritère correspond à des isozymea qun.ntita­

tiveinent et qualita:tiverecnt importante, les 7 form.es d'Ulex êtuà.iéea peuvent 

être diotribu~es en 3 groupes tr~s proches des 4 croupes proposés' à l'issue de 

l'analyse des i~oleucine-uuinopeptidnses. 

Ces 3 eToupes cOF:prcnncnt : 

1- duns la prcL~er, les forr~s normales à Ulex europaeus L. où ED1' ED2 et 

ED3 sont définis ~ar l'identit~ d~ leura profils isozymatiqu~s ; 

2 - dans le <lem~icne c;roupe seront réunies non seule.r:ent les forr.~es be.soes 

(Ge et Ec ) mcis ~ealcn~nt les fo~es dre~sces d'lQcx r,allil Pl. ; 

3 - enfin, un troisi?D1e c;rouJ:le r~duit nux formes nomcl.es d'Ulex r.rl.n.or Roth. 

très oricinnlcs !'~".r l'npp~.rition d'une bande trÈ':J sp6cif.ique ct à cet Ajonc 

cc qui lui confère un profil iso1.yrw,tique différent èeo forur.nùes norr.m.les 

d 'UJ.ex europncus L. où de celles des Ulex eoJ.lii Pl. 

Sachont combien certains pa.ramotres sont importante en écologie, 1 'in­

nucnce du pH ct de la tcr:-q>~rature sur les cinGtiques renpcctives des isozy­

mca est enviaag0e. La variation de leur the~o~tabilité est un critère qui 

pcr1:1et de 1 J,; d;i~A..guer Qes iso.Qstexo:ses. 

Dans l'analyse il faut vérifier alors si le profil isoestérasique 

établi pour les formes d'Ulex europaeus L. érigé du Pas-de-Calais et de 

la Bretagne est le même dans toute l'aire de répartition de l'espèce. 

Ceci revient à se de~ender si les isozyrres pxm±nx% potentielles du ténotype 

sont totE>.lei!'ent expri!!l~es ; une réponse ô.oi t rom·oir être dc~.mt:e e.ens la 

connaissance d.es :profils est~rE'~iq\1ee d'Ajoncs si t\O.~S dans ~n {:"radient d' atlen­

ticit~ plus ~arqu~e (Pr~s-Bas, Espazne). 

Il est possible que ces génotypes soient csraetsrisés par la présence 

d'une iscest~!'E..3~ !cnt le ce.rs.ct;re t.!:.er;:I;.cst.a":.le flev~ .ser:1 -pl1.:.s avsnta.:.~e'I;X 

pour ces Ajc!lc~ e!l foncticn. liu clillio.t ·1u~ ne .:e s.:ré.Î t :ocr. ax;rassic.n ~e.: les 

Ajoncs si t.1.:.~s ,pl~ au :;crd. 

Ainsi, il a~par!Ït très 3Cllilaitable de 3 1 aèr~sser ncn plus à de~ popula­

tions naturelles ~s l des po~ulaticns e~~r~e~tnles afin de v~ritier si la 

c:o~T..,csiticn iso:;r.r.!!.ti~t:.e varie en fcncticn ie la transnlen'tation des A.jcncs d. '-...::::.~ 

ai ... .... t' t• . .. .. :a a. cs.rac .. ere a ... ar. l..::;:t~e ~4lr.5 ~me e.:..re a caract.;r~ ib~rc-at!.s.ntiQ.1.le. 



De telles expériences permettent de comprendre la distribution géo­

graphique des différentes formes d' Ulex 

-ainsi si le génotype d' Ulex europaeus L. ne peut exprimer une l.sozyme plus 

thermostable, son extension vers le sud sera limitée ; 

-par contre, le caractère ibéro-atlantique d'Ulex minor Rothm. pourrait 

s'expliquer par le pouvoir du genotype d'exprimer une isozyme plus thermo­

stable. 

L' a.nt:ùyoe <le a iooestfrases contlui t à placer dans un ~ rr.ême e;roupe, les 

CerLics bs.sses d 1Ulex eurcpacus L. et les formes norrr.cl.ee et b~.sses d'Ulex t;nl­

lii PL (les affini t(s ne resident donc plus un.iquet:-:mt dens le port). 

On peut suppoaar qu 1 entre les formes be.sses d'L'lex europaeus L. et d 'Ulex 

ev.J.lii rl; de cré.ndes e.ffinit5s ecolot_:lques sont & la base d 1 0chane;e génétique 

responsable de la tr~s {~a~de convergence du port et l'identité de la co~osi­

ticn isoz:rr,e.ti que. Ulex gallii Pl. est d 1 ailleurs le. rrieux o.daptée dea formee 

b~.3neS à SOn ecolocie ~:p~dfique sur les feJ.PÏSeS que ne le Sont les. fort'.e8 

bo.nsea d 'Ul~x europMus I,. Aurwi pou.rrHit-on objecter que :pot,r 1:1:ieux j,;rer le 

c:rnnd. der;re d'effinit~ qui unit ces espèces et pour li!riter l'influence elu cou­

rent de cè-neo C}.Ui circule entre les forr:ez, il scr~..it sotiliftita'hle de JŒ~ pou­

vct.r prflcvcr let'! échMtillons den forrr.es basses à tllex europe..eus L. au coeur 

des populations d'Ulex europa.eus L., dons un site nettement plus E;loigne de 

celui qui }lC:rrJCt le è.évelopl>err.~mt des deux formes. 

Cette objection cet d'importance limitfe, puisque les poF.sibilités d'hybrida­

tion penaanente entre les formes d'Ulex demeurent faibles en raison de l'êloi­

flleJ;~nt des p(:riodes de floraison l. 

Le troisiètr.e critère intGressant concerne l'estimation des poi.a!.d nnlecul::.ires. 

Xl: Les isoestGraces I 
1 

ii. 1
3 

ont sensible1~:er.t le l.".êt~ :poiè.s tt'..Ol€c1.ùnire, Jl'l • .::~is 

1 ,. t"' I "" t è. ''t 't · ... ""è.' • "c~.,. ct~r· t' R.,. ~socs erPse 2 preser. e es r~ ~nvcr~~ l.~~res ~c ~ 1s 1ques : ~. 

pki et ther:>testë..bilité. 

isc:z.:;r:ea I
1 

~ r
3 

seraient è.cs .iir:ères c'tr.ï?cs~::;; ries ~cus-<::r.it~:3 A et 3 • . ~.yant 

dea poil~·> :rol5culai:::"es id.entiq;œs, I 1 et r
3 

:;;:cuvent êt:::"e cor..siü.2rées ccx::!"'_e 

des honcd~,~=ra ~our les~~~lles : 
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I
3 

ccrcit ccr.~on(e ete 2 f;ouu-lmit~s :n 

Qut1.n6. ti I 2 , elle peu~ être considérée cor;;me unohGtt3roèir;;ère forué de 

l'associution d'une sous-tmité A et d'une sous-unitê B ; cette utructure ezpli­

qu~re.i t donc les co.re.cttres interr&édio.irer; observées e.u ni veuu è.es chargea ex­

têrieureo et de la thermostubilité. 

Il est donc certdn qu'il ne e 'e.git là que d'une hypothèse de tre.vnil. Sa vé­

rifi c~tion cxir;cro. la reconstitution cle ces mof)J!IJ,1ères e.f:in d 1 en oncl.yser les 

structuree. 

D. - IŒf:JUJ.n~. 

Le polyrnorphir.me des cst6ranes est établi : 5 isoest~rascs I 1' I 2 , I
3

, 

I
4 

et I
5

, El ont cara.ct6ris0es et clé finies par. leursr>ki co7rpria entre 4,0 et 5,5. 

En se 1)a.:Hmt our la. vn.rio.tion de leur con:posi ti on isocst6ra.sique, nous 

pouvons répartir les Ajonc:J en 3 groupes : 

. , 't - le pre;lller rtnl•·u tous les Ulox europaeua L. d~~t les formes sont normales 

ED1' ~2 et ED3 ; 

- le deuxième dons lequel les forn:~s basses d 'Ulcx europMus L. voisinent avec 

les Ulex e~llii Pl. quelque soit leur port ; 

- enfin un troisi~~e réduit aux for~es à Ulex minor Roth. 

L'cnolyse des cin~tiques des isocstéranes is~l~es rer~et de ~ettre en 

évidence la variation élevée du caractère ther:moste.ble de ces cnzyn:.es. Leur 

thern:oetabili t~ est d' o.uttmt plu3 f:lev~e qüa les valeurs è.u pki seront plus 

basiques. 
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CHAPITRE VI 

Al'JALYSE DES PEnOXYDASES 
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L'!s rërox;rd.a:!es aont d.ê!:J cnz;r.~eo 'lui c~tr;.ly3~nt 1 'o;cycl;~tion è.e no:::.breux 

eo:r.po~Gti ~n t\~ÎsM.!1t en ~J.'O}~·~~as~t'l eon p:r'~?:l?;lCe c~ •;r;p2 ou co~e ~-e eit::;~les 

o::lÇ{ë':'l.an s. Yr=ur at:!"',~cturc Sf!m'JlP. êt.r.e celle (P un~ ~Jeule c"h~ine polypei,tidique 

d''lri poiil'l 1aol~culel~ de 40 000 ( <1~8r4'69.). 

I:e tr;;s nordn·eu.f.H'!B recherches enrichicrumt noa connaiaBtmces de leurs 

t'onction~ in vitro ruri:J dont l'irrportr:-.ncll :r~olle in vivo n 1eGt !>~démontrée 

I.a. mul ti :pl id t~ de leura fonctions ser:,ble en relut ion svec \Ul poly-rnor­

phi15D"'-' eu~yrntÏQ.\1<: ~lové ( 4 3 5 ) , leur tJtructure «?t la diverrdtG de leur 

loctùi~5s.tion dCJls lea ps.roi~S ou l<?s ).I':Q;n·o:nne$, J\in~i histochi;r.iqueltent, il a. 

~tu u.ontr~ qu' ellos sc-nt a,sscci€es ;.t l.e. pru.·oi d~ no;ï."oreux ort:t~ni tes ( dG" If- ) 
et qu'alles sont l~~;èreJ:\Ont li5es o.tl.."{ r:-..4lr;-:t>rane3 du r6ticul'U:'l endor.r>ltl!J!'ÙQ.ue, 

de l' n:)IHI.reil ~c Col ci, du V:-1CUor:~ et rles ribonor.cs ( 4 ~ '1- ) • 

La â.iversité ~e ces fc11ctionm o.ttribu~e~ on reconnue!l B.\lX })eroxydases 

est re.,portGe dnns le to.ble~.u IX. 

!-~da leur !Jn::.·tÎCÏ?ation it la ilhysioloti~ d~ ln crOÏ!JS['nCe et a t!8. 

r(culnticu r~tient notre att~ntio:1. 

L6j.:} 'EV!üS en 196-3. n cor:<:t'~~ l' a.cti ·rit~ r,~::-cx:rd~ique c\1ez le!l to::::l­

tes norrr.ol.es et nein,-,o, Il Il noté uni! fortl! o.uy.-:\!ntliticn è.a c~tt~ activite 

chez leu ~l:mtea ns.in'l3. D~pub leur })~.rtici;,:!.ticn plU3 ou !."oins dir9ctc au 

contrôle ae la croisGance eat soulicn~ p~ de no::breux t::-~V:l.UX. 

Ainsi les peroxydases associées à la paroi (154) limitent le proces­

sus de croissance en intervenant sur l'extensibilité de la paroi : soit en 

favorisant la polymérisation oxydative de la lignine ce qui entraîne un dur­

cissement précoce des tissus, soit en contrôlant la quantité d'hydroxypro­

line de la paroi (91). 

par '1I1a ac~i,.Jn ::.~r~:çJ:!~i\.t,~o q;.Û, ~n l'1.:.t.~~nc~! '.1'~1~~J,.,, 1:33~-'l :'oAJè...l~i~:l d.e 
-- -

. 
t 
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Leur action plus ou moins nunncêe sur la croissance semble en relntion 

avec \me va1·iation de la composition isozymatique ( ) . 
Ainsi lee; J>:ul tiples Mpects è.e 1' o.cti vi t-6 re:ro>::ydusl.(}ue nous concluit 

~ cnvisr..r,er ln. pr..:rticipation de ces peroxydcses dons le d~termini::me et le 

mo.inticn :· de 1' ü tér~tion du port des Ajon co. Cependfl.nt, il fe.u.t noter qu!"! le 

polyr.'.o:t·phisme des p~ro~·~t>.sea est à 1 'origi.ne àe quelques t:ruve.u.x génétiques 

Blui leur sont conse.cré!3. Chez les VÉ:gtte.ux, tm contrôle génétique des iaope­

ro~rdnses ést connu : 2 isopero:r.yda.:3es chez Ho1·è.euu { /;-4 ) , 1 isoperoxydc.se 

chez Hicotiana, Cucurbito. ( 32, 61;- ) , sont contrôlGes l)fi.T ë'-c:~s ..1;'2:~ a.llf:lru;- -. 

c,.'1domin(-nts. La tre.ns:r-d.r.sion héréditaire de ces ir.oZJT'.CS eE;t 1:1enè.Glienne, 

s.ucune br-.nùe qui l::Or~trcrait la for:r..a.tion d'un h6térozycote lore clca processus 

d'hybrid~tion aur cel, n'cot mise en Gvidcncc. Ceci estcn n.ccord o.vec les ré­

Dultnts de 1' m.?lyse biochi!"!ique concluisant ~ E>.clr-:ettre J?OU.l" ces pcroxyda..ses 

une structure nonomGriquo. 

FOOCTIOO 

Oxydation de 1 1 acide {b -indolylacétique 

Formation de la lignine 

Formation de 1 'éthylène 

Réduction de nitrate 

Destruction de!o.chlorophylle 

Oxydation des polyphénols 

Résistance contre des maladies 

Respiration 

Influence sur l'extensibilité de la paroi 

Formation de dityrosine 

TABLEAU IX: Fonctions des pe~oxydases 

------------
REFERENCES 

,2 ~ s-s; g -', ~If, /~ ~ A'.Z6/ ~/(.61 ,/ lf:f 

gif-
gif 
9lf 

A4,-1 

11ft ilf:f 
/f!b 

/f-6 
J1 
If 
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B. - RESULTATS • 

1 - Activl.tê totale _I?P.:roxydn.nirn.,_/! d~s tiFJr.us chlorophyll:i.ens "-'?S Al12!~=· 

L'activité totale pero>:yda.siqu'! est déterJT.inée selon PUTTER ( T Z1) 
en presence du go.ie.col et de 1 'eau oxygénée conrr.1e substrata. I.e gaiacol est 

un subatrct spécifique des peroxydases ; l'apparition de sa forme oxydee 

est mesurée à 436 nm • 

. L'activité totale peroxyda.sique dêterminfucla.ns les extraits des dif­

rerentea formes d'Ajoncs' est exprim0e par l!'l..g de prot~ines et pe.r g de tissu 

( fiE;ltre 27 et 28) • 

L'examen de ces ré~ultats montre que les valeurs de l'act~vité pero­

xydasique sont : 

- assez basses et sensiblement identiques chez les types normaux d'Ajoncs 

(ED1' ED2 et ED3) 

élevées chez Ulex miner noth. et Ulex gallii Planch. érigé (M et GD) ; 

intermédiaires pour les types prostrés d'Ule~ europaeus L. (EC) et d'Ulex 

gallii (Ge) • 

Le !ait que les rnpports d'activité observes sont identiques quelque 

soit le mode de comparaison retenu (mg de protéines ou g de tissu) indique 

qu'il s'agit de différenc~s d'activité réellea. 

Une ~ctivi t~ spécifique pl ua fo.ible n' appa.ro.!t pas chez les forme a 

basses ( 3€ 1 '21 9_ ) mais la compa.raioon d'espèces différentes montre que 

1 'o.ctivit6 la plus fÜ.ible est cnre.ctéris~e dans les formeG normales les plus 

hnutes (Ulex europe~us L.) et invcrae~~nt, elle est la plus élevée pour 

l'espèce Ulex t1inor Roth., qui repr~sente une forme nornm.le ~ taille la. plus 

faible. Ulex gallii Pl. poss~de une to.ille dresoce intermédiaire entre ces 

detŒ exemples ci-dessus, les valeurs d'activita peroxydasique évaluées sont 
~ al ' " ' • • ' ' i trxdJ.e- ' ti d' t' 't~ ~g ement J.nterm.eduu.res. AJ.nsJ. var1.at ons de ~ et ve.rJ.e. ons ac ·1v1 t: 

peroxydasique sont inversement li~es. 

Ce premier stade de comparaieon doit être approfondi de façon à ~ta­

blir si les peroxydases participent r~ellement à 1& régulation de la c.-ois­

sence par un c~rtain degr~ de leur -po.lymorphisn:.e :pe!':le'ttl!!lt 1 'in~ gal~ acti­

Titâ de leurs isoperorJda3es. 



-~..!:!::..;;~~~--- --- ..•• ----...:.. -----~----·-·· ...... --. ---.--::·-~~~-=---
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activité specifique 

(}Jnlole/min ·mg protéines} 

Fieure 27. - Co:r!1araison de 1' o.cti-vi té spécifique -p~ro:>.-ydasique dans 1 'ex­
trni t brut des fOr.:lCS d 1 Ue.e.x nnalyseeS. 

activité 
(jJmole/min ·g de tissu} 

10 

5 

. Figure :?8. - Cor;:?erl3.i:.cr~ t<,e 1' :'.C"ti ~ri "t;} :D~=-r::-x:..·é!.Ad.nue rnr r-; de t:.ssu de 
l'extrait t~ut des èi~~rente~ fc~es d'ee~x. 
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a ) Inflwmcc du pH sur 1' nctivfté totr:t..le : 

L'influence du pli sur l'activité totale enzymatique est mesurfe dans 

l'extrait brut. 

L'activitti maximum est localisée dons un plateau de pli compris en-

tre pH 4,8 et pll5,8. De port et d'autre de ce plateau (fig~~.::·; 29) elle bais­

se rapidement. Ainsi lea valeurs de cette activite totale sont plus acides 

que celles qui ont été ùto.blies po.r JUDEL ( f.b' ) oil les extraits de Tour­

nesol poss~dent une activité totale peroxydasique dont le pR r~rnum eBt 

compris entre pli 6,8 et 7,3. 

Ir) In:f'lu~nce de la templ';rat.ur~ 

Après U."l traitement de 5ni:n pour chacune des temperatures retenues, 1 '.ac­

tivité résiduelle est déterminée (ficure 30). Les peroxydases semblent assez 

thermostables ccr après 5 ndnutes à 80°C l'activité residuelle repr0Gente 

encore 50 % de l'activit~ initiale. 

Les pcro~dases sont des enr,rmes où la. thermoatabilité a souvent été 

conoto.t~e ( 31, ::f-5 ) , aussi de nombreux auteurs mesurent-ils cette activité 

dans dea extra.i ts à ten::péra.ture ambiante { 3 2 ) • Personnellciœnt nous 

avons maintenu de grands soins dans la pr~pa.ra.tion dea cxtrai ts enzymatiques 

et dans la dStermin&tion deo activit6s car nous pens ons q'un certain degré 

de ther.roosta.bilit6 doit v~ier en fonction des isorJmeB analysées qui, étant 

plus ou moins thermolabiles risquent d'être inactivées. 

En raison des pertes de 1' acti.vi tG qui ~ont très fci.bles, 1' innuence 

d'un tro.itement prolonge à 80°C (fig.. . 3,) est étudié ; tme dininution ra-
. 

pide et nette ~e l'activite est ooservée. Cependant, après 20 minutes ~ 

80°C, 25 % da l'activité initiale sont encore releves. 

2 - pe~aration des pero3rdases : 

Bien que lee variations de l'activité spécifique observfes dans les 

difterenteB formes soientr~~bles, la recherche de form2s multiples de 

peroxydases a 6té envisng~e afin de dif~rencicr les formes normales et les 

formes basses. ,, . ,., . _ ,.. _J •. 
a) Analyse par électrophorèse sur disques 

Dans ce bu\, 1~3 extraits bruta des A.joncs s'ont soumis ~ une €lectr'J-

phorèse sUl" di3q,'.i.es en ~1 de ~c.:.j3.C:t""'Jlmde à 7 % d:ms un systè:::.e basique 

( ai'p. tech.. T 

sentons ci-après 

) • Ct!! aont les résultats de ces :eymog:r~.,....,es que nous -pr~-



• 

lt~ibU!'e 32. - Zyr.1o[;rt'.J'1!:~cs è.cs inopéroxydaseo de l'extrait brt1.t des différentes 
for~cs d 1 ueex. 

!-·-·--' 

21 Ge 
extrait 3,20 

brut 

39 

5,01 

46 

5.81 

55 

6.90 

62 71 FRACTION 

7,82 8.81 pH 

Fi~Jre 34. - ~:~-::o.~.t~-.:-:::s -!c ::on~:-êl·~ Q:~:J !"::-':'.::~ic~n o'hte::~~'J. "9"'= FI? ·!":. 

C0:':'9 .. "'~i!:•.)n e:1ec l 'ext:--:.it b.rut • 



Un nol.1brc variable d' isozyrr,~ 3 a 5 selon les forrr,es. eat ce.ractéSrisé 

(fig-.:~:. 32) : 5 ir.o~rznes confèrent une nette identi tG aux dia(;t'a.mn::cs des for­

rr:es dresscco cleB tn.ex europecus (de··~s. vo.llee èl.e la llem et d'Arolbleteuse) et 

des tn.ex gn.llii Plj : .. 

(. 4 isozymea l'Our l<!s zym.oe;ra.mmeG des Ulex europaeun L. de Pleubian, 

3 isozymea E>pportent enfin we grende Bimilitud.e aux zymogrammes des formes 

basses. 

Enfin, notons que 3 iso~s seulement sont identifi6es dans les 

diagrnmmes d 1Ulex miner Roth. mais la première bande isozymatique eet légè­

rement décalée pnr rapport à celle de toutes les autres formes. 

Il e ot d'ailleurs remarquable de constater que seules les formes nor-
.;' 1. 1 •.• ~ l' 

males d'Ajoncs possèdent cette première bande isozymatique à migration ra-

pide (Rf • 0,3). 

b) S~p~J.rction pre;para.tive è!.es ioozymes pero:xyde.siquea pa.r focalir:e.­

tion ieoé61P.ctr5.'1,ue nrfi:p~l"8.t:ive : 

Afin de m:ieux cnrn.ctGriaer les iaoperoxydases 1 nous les avons sépar~ea 

par focalisation iso~lectrique préparative. Une excellente separation est 

realia~e pnr cette méthode ainsi que le montre le ecb~ma d 1élution (figure 33} 

obtenu par :roceli eation ieoélcctrique dc3 extraits des !'orrr.es bo.ssea d 'Ulex 

r;a.l.lii Pl. 

Dana ln gamme de pH retenu, pH 3 à 10, 8 isopero~dases sont nctte~ent 

s6pareca. Cba.cu."le d'elles sera d~finie par son poj.nt isoélectrique. Elles 

seront également définies par leurs Rf respectifa établis apr~s ~lectro­

phorèse de contrôle sur disques en gel de polyacrylrurlde. Uotons que dona 

le co.s de deux isozymea les plus ba.siquos, de pki ro!lpectifa 9,12 et 9, 73 

qui ne migrent pas dans un gel ba!àique, leurs Rf ont ~té établis par élec-

trophorèse dans un système acide {app. Techn. pT ). Leur présence dans 

l'extrait brut est v~rifiée, ce que nous n'avnns pas recherché jusque là. 

La fine~se et la sensibilité de cette méthode est ein3i bien prouvée 

par cet cxenple puisqu'elle sépare un plus grand noobre d' isozYJDe s q Ul! i ne 

le permettait l'électrophorèse sur disques en gel de polyac~lamide. En par­

ticulier cette technique a surmonté la diff~culté qui résidait dar.s la fai­

blesse qu:mtitative de quelques isozymes dans les extrait.3 enzyma-ciq_ues 

(quelques pour cents de l'activité totale). Nous avons voul~ égale~ent œontrer 

qu'il ne s'agissait pas d'nrtéfacts issus des processus de ptrrific~tion en 

recherchant la présence de ces isczymes directement dans l'extrait brut. 
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• Au~si, pour pcllier ~ la difficul­

te de la faible tE'neur enzy.fl'.atiqtm, avons-nous a:pporté d~s le~ cele une 

"surcharr,e enzymatiCJ..ue" : de.ns ca ens, les bondee q_ui, primi tiver.~ent étaient 

distinctcB, ne sont plus discernées puisqu'elles ee confondent èl u...·w 

large br.nde mois, par contre, lca bandes qus.ntita.tivcment f'niblea apparais­

sent. La présence effective de ces ieozyn~s est donc montrée ce qui réfute 

toute possibilité d'une formation artificielle dana la colonne au cours de 

la focalisation isoêlectrique. 

C) Conrr.>nxaison dea ~soueroxyd~.ses detJ _bjoncs .: 

L'image des pcroxydnses apportee po.r f'oc!Üisc.tion iooêlcctrique·prêpa­

rative eBt complexe puj.sque 10 isoperr7.VdMes sont séparées et définies. 

pa.r··· leurs pki ct par leurl Rf respectifs. 

Re~arquons qu'en rnison de lel~s migrations a~sez faibles, il nous 

a 6t6 imposoible de déterminer leurs poids moléculciree par électrophorèse 

sur disques dn gel de pol1acrylami~~ (à différent~a concentrntiona en poly­

s.crylo.mide). 

D'ailleurs, le"s isozymes dont le pki est assez basique, ne pénètrent pas 

dans les gels et ici aussi aucune estimation n'est pc1~ise. 

Les valeurs moyennes des pki et dea Rf des :l.soperoxy-d.aees eGpe.rées 

sont regroupGes dnns la figure 35 (tableau X ). Les isoperoxyduses sont 

~um~rotées de 1 ~ 10 (P1, P2 , P
3

, etc ••• ). 

C'est la forme normale de la vallee de la Hem (ED
1

) qui renferne 

le nombre le plus élevé d'isozymes (10). Cette forme est rernarqunble éga­

lement pnr la présence exclusive d'une isozYJile de pld 4,22. D'autre part, 

cet Ajonc et celui d'fl~bleteuse sont lee seules formes à posséder une iso-
te.sp ec.l."vew.e ,._t 

zyme d~finie pa.r son pld, 3,79, ~rco. 3,72 
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IBOeytr.OG pki Rf 

r, 3,17 0,31 

p2 3,75 0,40 

p3 4,22 0,47 

p4 5,07 0,25 

p5 ,,93 0,20 

p6 6,91 0' 16 

PT 7,8T 0 '12 

Pa 8,69 0,06 

p9 9.05 0 42~: 
' 

p10 9,72 0 ,61 ~: 
.. .. 
Rf dans un gel acide 

Les autr~s iso:ynca oont omnipr5sontes dans loB différentes ro~es 

à l'exception des Ajoncs de Pleubinn (ED3) c~ectfriaGes por l'aboen~e 

cl'uno ioop~roxyd.a.~e de pki C.J:llJro::dllC.tif' de 5,0ti'lf-). 

On note Gc~~enent qu'à l'isoveroJcyda'a r 5 (pki 5,9 ; Rf • 0,2) se 

ESubstit\lC dana les formes norne.les Ulex s:ùlii Pl. deux ban~cs iao.i}eroxy­

d~iques dietinctes, no~~as P5a et P5b définies rcspective~ent pour r 5a 
par un Rt do O, 19 et \m pld de 6,26 et è.aus le ens do P5b pe.r un nf' è!.e 

0,215 et un pki d~ 5,65. 

Enfin, Ulax zr.inor Roth. est r~narquel>le pe.r le dG cela~ de le. première 

bcnd<l i.ooeynatiqu'!t Pa tel que noue ldavions dt!jil oboervG en Eilectrophorèse 

dena un système banique. 

La dif!'Srence de snigration do cotte inoperoxydaae node ici Peo. doit 

êt1-.t imputée A une différence de poids mol5culo.iro vroinccl>lablecent plU5 

ts.ible, pui3~U'l ton !>ki e!!t identique A calui des !)'!ZOO~d~~s h<me>locues 

d.ma les aut:-es !or:nes. 

De ::.ê~ • il e:lt tout aus~i vraise:::bl:l.ble q_ue :es isa;-e:::or,rd.ases P ~ ~t .. 
P

3 
dei Te~t i des ~ida ~l~clair~• ?1::3 !'Aibles G.œ c~lci de ? 1 -pci~q~.:.~ 

mAl&'~ un ~k.i ,pll.bl buiqœ, leu::-s .m~atic.n.a scn"t ?l;:.a :-a~iè~s d3r.s un ~l 

d.e po.l7ac..-;lcid! d~s '.::1 37~tè~ be.tsiq,u.e. 
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Ainsi, en conclusion, le nombre d'iaopcroxyd~ses o~p~r6co par foca­

liaation iaoélcctrique pre~arative est nettement SU?~rieur à celui qui est 

apporté par électrophorèse sur disques en gel d~ pclyacrJlWJ.d.e. La composi­

tikn isozymatique ~~xdi ne presente pas non plua de différences profondes : 

P1, P
5 

à P10 sont omnipe~senteB à l'exeption de P
5 

chez les formes norrunles 

d'Ulex eallii Pl, et de PB chez Ulex miner Roth. 

dJ AnalyF;~ C!Uonti to.ti ve des isopero:x;yda.êea sépo.r~ea : 

Il noua n pe.ru int~ressant d' e.ppro:t'ntldir l' a.naJ~se de ces isoperoxy­

dases par la dGtcr~inntion ~unntitative de chacune des isoperoxydasea par rap­

port il 1' nctivi té totale testee de la colonne {Fig-•. ~·:· 36). 

Chaque forne peut, d'après l'examen de cette figure, être définie par 

un profil isozyv.a.tique qui perll'~t lo. compars.iaon des formes a..'lalysées entre 

elles etd~.ieux appr~cier los nff'init~s poeoibles qu'elles pr~sentent. Uous 

constntoll!J ainsi les grr...nd.en uimili tudes que prGsentent les forn..es bam~ea 

entre elles1 confirMent ninsi les r~sultats précédents obtenus lors de l'ana­

lyse d'autres isozymes (isoleucino-acinopeptidases et iaoestérases). 

Une seule isozyme, P10 , peut différencier les formes basses car elle 

est une des isozymes majeures chez Ulex europaeus L. prostré, mais quantita­

tivement plus faibles chez Ulex gallii Planch. également prostré. 

L' ioopero:r.ydase ·, P 
7 

présentera. de 25 il 35 % de 1' acti vit~ total.e 

et sera prépond5rsnto chez ED1 , ED2, EC et CC ; par contre, pol~ le3 for­

mee dressées ~ Ulex gallii et à Ulex oinor, ce sera Pe qtrl repr~sentera 

l' iaozyme la plus importnnte. 

Enfin, Et>.3 est particulier par un profil isopero:xydasique tr~s original 

par 1' im.portance marquée dea isozymea basiques. 

Si l'on compare cos r6sultats avec ceux précédemment obtenus (protéines 

et enzymes) les pro!ils prot~iques et ceux des isoperoxydases montrant une 

nette similitude notEOment pour les profils de ED1 ' ED2' Ec et Ge d'une 

part et d'autre part pour c~u.x de ~ et de M. De 1r.ê.;ne pour les traits très 

perticulle~s que pr~gen~ent ED3• On ~eut dir~ que ces profils ici, sezble~t 

davanta~ êt!"e d.êt<!r-...i:l~s par l'~1:at -rhy'siologiq_•.le de la.;>le.nte et p~ l'i::l­

tluence des tacteur3 écologiques. 
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Au contraire, les profila issus de 1' ar1P.lyse des iso1eucine-n.ndno­

peptid6ses et ùeo isoestéra~es ~:d:)~Rg~ refl~tent d~v~tnce l'acti­

vité du g~notype. 

e) C:i.nétiquc <leit i:sop-~o-Y.y ;;;;~~s iB oJ ~es : 

L~ focalisation isoélectrique conduit à dea fractions pures, periTet­

te.nt 1' analyse de 1' activité enzymatique. J~e.is no'U1.J n'avons retenu ici que 

,.{.;-

1 'étude dea isoperoxydaoes P 6 à P 10 en raison de leur importance quanti ta­

tivà, Ce CJ.ue le3 isozymee P,- P2 , P
3

, P4 et P
5 

ne permettaient paa, l'a.ctiv-lté 

isozymatiqu.e étd t en effet trop faible 1nous faisant atteind.."'6 ici les lirei­

tea da la technique de dGtermination e~zymatique. 

-influence du pH sur l'activité en;cy:mo.tiq:ue: cette influence a ft€ étudiée 

sur les tractions pures des isoperor,ydnges P6 à P 10 • Les resultats aont repré­

sentés (iens la :figure 37 et com.paréa au comportement de 1' extra.i t brut (qui .: :-~~: 
,·~t .. ·' ...• , f ~:1/:t.: 

correspond à la figure 29). 

On n'observe p~g ~e différences maje,~es entre ces isoperoxydaees, le pH 

~rodmum ent locc.lis6 pour les 5 iooeymes entre pH 4,8 et 5,8 plateau qui a 

~tG déjà constaté pour l'extrait brut. 

1ov.r- les ioopero:>-:yduses acides (P 6 à P8) le pU mrudoun est ai tué i;t pH 5,8 ta.Tlclis 

qu'il nppoxr~t dccalGes vers des valeurs plus acides pour les inopero>~dnzes 

plus be.siques (pJI,..al( 4,8). 

Cependant, ces différences demeurent moins ioportantes que celles notées pour 

les pli. Ainni leur centre actif ne doit pes être influence p~x les chargea 

exti:!rieures des prot6ines. Il en résulte que le poly-Irorphisne que nous rele­

vons chez les peroxydases est i~d~pendant d'une variation de l'activite iso­

pero~dnaique pnr rapport ~ l'influence du pH. 

- influenC'e de la tempernture sur l'nctivité enzy:ratiquc d.es isop~roy;yd.8.!3ea 

comme nous 1' avons pr:icGdmr.ment recherchée dans 1 'extra.i t brut, 1' influence 

de la température sur l'activité en~atique des iso~~ro>~dnsen est €tudiée 

en sourr~ttant les isozymes isol~es à un tr&itement à 80°C pendant des te~a 

variables de 2 s 20 :inutes (!igure 38). Des di!!érences considérables entre 

ces iso-perc..-cyda!!"!S anù~rsée!3 sent observées. Certaines sent assez ther=ola.-
" 

biles (~lles ne possèlent pl~ ~u~ 20 ~de leur ac~i7ité·initiale anr;s 

2 mn à. 80°C (Pa e~ P9). Mai!! ce~te sctivi-té résiduell~ ~eut se ::naintenir 
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apr~s 20 T~ ~ Ü0°C. p~ eontr~, d'nutreo inoz~~eB ncrdant relnt!v~ment ~~U 

d'nctivit~ a~r~B dCB trP~te~nte ~ltW b~ef~ (2 ~ 5 rn a 80°C), mnfa cett~ 

activité dhdnue et cox-respond :f'inale:mP.nt ~ 15 't d~ l'activit~ initinlo 

f;prèr:J un trr..i tcl"'..ertt plu!l lont; (P 
10

). L'ioopfro:r.ydn<>e le. pl'l.l!l thcr!!'.or.table 

est P6 s tt:pr.~~ t!a\L"t r.inut.es il C0°C, 93 % d3 1' o.ctivité initio.le per!lintent 

et r~êloo np~~s 20 minuteo 45% d~ l'a.ctivit~ initial~ petr.-ent tmcora être 

msur6:!S. 

...., 
·v 

Les i~Oiloro~·clo.aes sont tlonc plus ou l:l'.oil'~a themoetablca oelon les isozy;-:-.es 

consid~r~on, mnie les d1.tf'6rencas relevt::efJ ici t!.!'>PI:\ru.iFJDcnt rluo comrle:r.cs 

que celleiJ co.'1atntées pr~cGd.el1J.',~nt chez le~ iso-estf~raoes. Chez eco derni(:rea, 

thern.>Ostc·bilitli et pki 6ttù.ent en liaison tiireete f)t les isozy~::a les plu:J 

therr.!ontvl>l~s t.ppnrtd.saaient di'!Jl8 le~ ro~s plue e.u sud de lu. nl'eta[!ne. 

Ici il fo.ut considérer que les paro~:yduaea sont dea l;m:.y~es a t'o!'lctions n;ul­

tipleo dont la cinGtique ost influonct5e pnr les c}H'J1L,;et~ntn cle cu1>ctrc.ts. 

C'oat pourquoi nous avons ex~G les r~actions dos peroxydeaca en pré~ence 

d'un autre substrat qui rréaente d&ns notro ~tude un certain int~rêt : hor­

J:One de croi~ao.nce ou e.cid.e-3-indolylncftique (AIA). 

3 - Act:tvit6 AIA - O?cy<.~~ · Oefl· i~onerc:dc'l~-'31'!3 1 

~B lüA-oxydues uont c'!ea cnzyr-.es qui dt!crc.<.knt l' acic:e 3-indolylt.cG­

tique et !lui intervier .. nent drns le. rér.:ulation de la croissance. Cette a.cti­

vit6 eat nouvent e.DsociGe li une ectivitE pPro:KydMi<l\\a. Quelqnca auteurs 

ont r~unsi ~ ~ïGpru-er ces deux activitt':i) (-114-J) Jl"o.is rlin~r~·l.c::r.tmt ceB tentntivcs 

ont ~chou(· ( Z9,.'39 1_5'S',GS,I/f.:f. JS"J ). L'~vontur~ité rJ'un.c enzyr.:e·ll. e.eux 
,es+ 0/0Ïu e~ 1 

centre& c.ctil'E'cr..:·1. c~:yë.r..tion i!e l' AIA ent réE.:.lis~c en 1' abocnco d 'H2o2 • 

subntrnt tr~s spéciriquo pour l'c.ctivitG peroxydt..Bique. miDO ( 3-::f ) r.:'!lntre 

pc.r e::er.:rlo • que l' v.:pmm:zyr.:e è.e lo. pero~dnsc (nans h(;ne) o. perdu 1 'r.eti vi té 

pEtroxyd.eoique ~ds poso(W.e encore une e.cti vit~ AIA-o~dasique. 

Dana le cc.dl·e ee notre ~tuè.e, nous e.vous retenu la ë~t,lrcinc.tion de 

l'activit~ AIA-oxydnsiQ.ue etes isoperoxydrwes ieol~es psr ro.pport a leur ac­

ti~it~ per~dn~iqua. 

a, - ~oom-·~.!":!.hc~ de!! t~.'t":r d"' i"Jri fi<:"'.tic-n ~~!1 't'er.~,;zdr.!'!,..~ ~t ·~' .Q.U,-cxy1!!~e_ : 

l'e.etiTita r'!l!!'r~~ .U.A~l.ïd.!.sia.u.e est rel~tiT~:-.e:lt .rt.i:,l~ d...l.r.3 l~s tiU'.l3 

c:hloro;-t;;llie!::J ~;c.:."ci~~!J. C<!ci lie'"--: a 'e::"Ç·litpler ps.r la nati.U"! du l!'.!'l.t.~riel 

'f\!~~ttù qci. u 'est i'U ~!l périeC.e <!2 t'cr'!.e croi~Bl!nC9 e~ q,ui 11:S"t è.~j:J. l!:;:ùrié. 
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Cette t::.iblt! activitt? est c~rt:1in"!'r~cnt. tt la ba!3e d.!! notre il!I'VUisoAAee à lo­

csl.iflcr ce:J .P.IA-oY.Jd~.nes our les :;~ls <1.~ ..,ol~rr:.cryla:r:!ids. 1'10U9 n' eYons pu 

la d6t..:-min~r qua- p&r U!l essai photornétriqtAe, ce qui ne :précise pes ~i eut" 

to gel Clltte nctivitt; AIA-ro.:yda.siqua coincicte ~vec l's.ctivit~ ~erozydosique. 

C'eat pourquoi, ln doteroinntion dca t~ux da purificnti~~ des d~ux an~~a 

~te.it précieuse ~ éttlblir. Ce!J r~sul.to.ts pernottcnt ef'foctive~nt de GU!'.PO:!Elr 

qu~ c~o deux activités 2ont a~sociées : le teblenu XI montre que les AIA­

oqdc.3es f:Ollt :pm.-ifiéc3 (lMS leB nê::~o proportions que les poro:cyde.se!3o Le 

r~?port activitô ~ero~d~iqu~/activitG .~A-~ero~Jda~ique re5te incb~~~ê 

au cours do la p\~ificntion de l'activité poro4Ydasi~uo. 

extrnit brut 

extro.i t puri fi~ . 

axtrnit brut 

extrc.i t puri ri~ 

Tau:t de pm·i-
ti cation 

PI.m 

11,7 

47,0 

I>::ï:R 

1,35 

.20 ,30 

15 

Activit6 totale (ft.AM.olc.-(Vvvi~t) 
A!A-ox. A /A l'cr Jül\.-ox. 

1,17 10 

J,4o 

AIA-ox. 

0,37 

14,90 

17 

'l'n.bl~o.u XI. - Taux de puri!ic~tion ders o.cti vi tt! a pcroxydnsique et 

AIA-o:v.ydar>ique. 

Ainzi dan!3 l 'extrtrlt P'll"ifié lea deux aetivit~s enzy:J'.e.tiQuas se trouvent au 

rwê::.e ate~e ~()purification par re,port ~l'extrait brut. De plw., l'extrait 

puri!i~ :s:.!.ni!e~te les l:ê:x.es :pro,ortiona d'aetirlt~. 

in.tluence a èt~ r~±e:::-·~b.,~e. L' '!.t.~:r.e ~ossèë.e '.!:1 -pil !!!AXi::r.::l très i~~a.'l"C 

l ~!I 5,8 (!i.z-~;. 19) ~t 8C!l ac"ti'Tit~ !:!C!l't::-3 'Jl!e gl"JU:è.e ee:nsibili~.S &\4X TJl­

riatia:.s de ~n vers ~21 •raleurs baaiq,~s. A:inai d~3 '.::1 p.tl 6 ,2, c' ut ~ dir~ 



86 

.a 0,4 uuitt: cl~ p!I <lu pU 1:.ax., on ne t;ot:rouve 11lus que 20 ~de l'activit5 

WJJ:iuun. L'e~:i5tcncc d'"'.n dow;:i~r';o r.!n.:dr.:..i.U'l,n<.:tter:ont pltm fcûblll, ~pU 4,8 
in <li que dCjt;. ln prrisoncc d' iscz~·l';,es. 

Cette courbe a 6té cozrpl"-r~e ti celle de 1' o.ctivi té pero}:;ydeeique {fic~·-·':· 29), 

e.ucuno res!Wl.wl::~.."'l.ce n' O.l'l?nro.!t. 

û - ittfln~_r~,ca • .!'Ll6. tt"'r:p~:r."lt.Hre a ur 1' r..cti vit~ AIA-o29•àr'1i_c_1~1e dr..r:!J_l '~.,ctrd t 
.h!:l1. r l' e:xtru.i t brut ent so~ia 5 1r.n .:1 di!fCrcntea tcqié:rA.twes. L' a.cti vi tG 

en::o~'7<:ntiqüe est v..:;1;e~ stc.ble jusqu'li. une te1'•1JfWctture él.e 60°C (fic~·.-:··~ 40) ruis 

pour dea tet:o!Jtiratvrea Bl'V~rieure" à 6oc-c, 1' activité en~tique.:eat ra:pi­

de~nt ùttruito. 

Cc!J courbes GOnt cor:pnr6en aux courbe a €tabli021 avec le a paro;eydr-~es ( fir:ure 

30). L~ cor.~ortement ~a deux activités enzyn~tiques est totule~ent diffo­

rent. Plnsi, p~~ exer.pl~, l'activit~ pero~·ùenique ~anif~ote encore 50% de 

l' nctivi tG rr.&.xii.!tUU fl.pr(:s ~ wn l\ Ü0°C, l'acti vit~ AIA-m .. ·ydE'.sique, d::·na les 

sJJn:~?s coo<!itions ne r>t-i!acnte plus que 20 % de l'activité ~arlmt:n. 

Ces rfsult~ts ne perr::ettent }HUI d'établir èt~B conclUEdonB pn.rce <!,UG nous 

avons dena chr.que cas, t.o.nalya6 un J.::{:lcnc,e d 'iaot:yr..tea dont chacune doit 

posa~d.~r l:.n cœ:porte1aent difrtfrout et spécitiqu'l • 

. ti - !JYHV:vr.c dna i ~o~yi'1e9 iF-ol~eA ' elle a été entreprise &ns le but de xnottre 

en 'vida nee 1 1 e.cti vi t6· J.IA-oxyt!nsique. Pour cel&, nous avonn d(herr.An6 l'ne­

ti vit~ tJA-or.yè.t.nique C.es iGopero:xyclru:c&. 

De toute Cvidenctt• ces ivoperol;ydanea po~Gtè.ent une e.ctivité AIA-o~dc•siqu~ 

puisque la. r.:~l:.e ~:oH~cultt l)l.•otéique catnlyse dew. rt1r:ctions enZ\{J:lC.tiqucs di:r­
!Grentos et ici, cette ~olécule prot(i~ue (i~opcroxydc~~B) est, npr(s foca­

lis~tion iao~lcctriq~ pr~pcrntive,ncttc~ent pt~iriGe (conparéc à l'extrcit 

brut, nous avons pu esti~er le taux de ~urific~tion à 500 rois 1). Ccpenàent 

la contad.na.tio:l c1e~ f~~r.ctionc pœ- l~s Jrr~holinca, ne ~ce1-r-~et pas la clC:ter­

JUinntion de le. cooce:ntrf'.tion prot~iq\te dt.Ds les Gluo.ts cbtenue e.y,r?!o focali­

sation iao~lect1·ique, ni pu consfquent ls. conpts.rrl a on des ncti vi t~s epéci­

fiquea de c.he.que iscey~e. Au~ai, e:lVilse.;erons-~o't;S uniqueœ&t les rap!Jorts 

d'~~ivit~a. 

tt'~ :-l:a1ù.~a.t11 obtc;n~~ sont ccn:Jii:7.Î!5 lie.!".S l" ~.=~e 4 t. :1~,llA.!I les iso:!;J.::-.e3 

? 1 i ?3 qui ~r~~e~tent 1~e ae~iTit~ tr~~ r~i~le ne 3ont ,aa ~x~~1ntes. 
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Lee ioo~~oa d~finicft par~~ pki tr~3 b~si~ue (P8, P
9 

et P 10 ) ne dif.f~rent 

@l~re • J::llea préuontent 5 à 6 foio plUCJ d 1 s.c:f.t:!ri t(i pl'!ro~·d.D.siQ.UO qtte dt e.cti­

Yi t6 AIA-o.)o-yl!~i'.dq,ue. 

Mda au i'ltr et è1. 1:.>e-oure quo le a velouzoa des pld dovieuncnt a.cidet1 ,1' activité 

pel·o:cyd~siq_u') ëtirùnue : ainsi I.JO'Ilr 1 'l!,~c-z-~ P4 (!;ki 5 ,07) cette nctlv1té 

p!!TmcydasitlUe n'eat plus qu~ 2,4 fois plus forte quo l'activitù !JA-œcyd~si-

que. 

~~0.A9t-ce 
Le co.:-.1porton:unt ~~ da c.~o.cuna ~.es ieozy:neo est ~, elle a. inter-

vi~nnent diffé:t·e::.~nt dn!la le. débl"a1e.tion de 1' ll.Ci<'le B-inc!olylncetique. Lee 

~.t plu' e!ficeces ~tont le~ i3o~~oa "acidea". 

L'importance de chaque isozyme dans le métabolisme cellulaire ex1ge 

une meilleure connaissance de leur localisation intracellulaire. On peut se 

demander si cette localisation est spécifique pqur chaque isozyme et si ainsi 

les isoperoxydases plus efficace dans l'oxydation de l'AIA (P4 ou P
5

) sont 

importantes dans le métabolisme malgré leur quantité faible. 

e) Cineti.otte dea ico2yrnes. : 

L'influence du pH et de la tempertture sur l'activité AIA-oxydasique 

des p~ro:xydae:es P8 , P 
9 

et P 10 est enal.ys~e e.f'iu de mieux comprendre la réac­

tion d'oxydation de l'acide a-indolyacetique et de la comparer à celle des 

isoperoxydoses. 

- influence d.e la tenm~rr.ture : les} trois isopero:xydases montrent une activité 
(f.'q .lf-3 

maximum apr~s 5 minutes à 40°C.~Cctte activite diminue considétablement.dès 

50°C et pour P8 et P 10 il ne reste plus que 20 %de l'activi~~~~·~rès 
5 minutes à 80°C, .i•iso%Y!!Je p 9 est plus stable et garde dsns les r.êmea eon­

di tiens encore 70 ~ d.e son e.ct.ivi •..â ma.ri.zm.;m. 

Ce cox::;>orte!!:ent ind.i11ue que les activi tas ~e::-~;qdasique et .AIA-crJd:J~iq,~ 

d'une ~ê~e isorfr~ dif!è:~nt ccnsid~rable~ent. 



Nous nvons comparé (figure 42) les deux activitl!s de isopero:xydP.se Pa soumise 

à l'influence d'un traitement thennique. L'activité peroxydaaique apparaît 

nettement plus thermostable que l'activité AIA-oxydaoique. 

- influ.r~nce du _pH te~oopero:xydases Pa, P 
9 

et P 
10 

montrent un pH me.ximum si tu­

it pH 5 ,a. Ce mo.ximum est plus ou moins prononce selon les isopcro:xydases. 

L' isoperoxyda.oe P 
10 

:preeente uu pU maximum tr~s €troi t si tué entre pH 5 ,a 

et 6,0. Co~e d~~s l'extrait brut, l'activité à pH 6,2 n'est plus que 50 % 
de l'activité mnY~malQ. 

Les isopero:xydnses Pa et P9 sont moins sensibles aux changements de pll. 

Ainsi, pour ces trois iaoperoxydaaes, le pH maximum est d' auta.11t pl ua pro­

noncé que le pki de l'iaozyme est plus basique. 

L'étude de l'influence du pH &ur lea deux activités ~zymatiques montre ici 

aussi la faiblesse de leurs ressemblances (figure 37). 

En concluzion, l'examen de l'ensemble de ces résultats nous conduit à emettre 

l'bypoth~se de l'existence de deux centres actifs chez ces isoperoxydasea 

(3~) z l'un à affinité importante pour n2o2 comme sUbstrat ; l'autre catalyse 

l'o7.Yd&tion de certains composes, tel l'J~A, en absence d'H2o
2

• 

~) L'inhibiteur de pero>zd.ases : @ 
C'est pe.r pur hasard, et apparemment sans aucun lien o.vcc nos prëoc­

cupations que la présence d'un inhibiteur de l'activite peroxydcaique a été 

soupçonnée dc.:ns les extraits bruts des tissus chlorophyllieno. 

L'intervention d'inhibiteurs de l'activite peroxydasique n'est pas · 

une idée nouvelle ( · , '3Ïf'1 J{oo, AA:f) bien que leur nnture biochimique ne soit 

pas nettement définie : la présence d'un inhibiteur est signal€e dans la 

gousse des Anthyllis (.34-) sa nature chimique ici auasi n'a pas été élucidée. 
' 

,A,(:(. 

PAR!SH (lgJeO) constate la présence de composés fluorescents dans 

les feuilles de blé qui influencent l'oxydation de l'AIA par les peroxyda­

ses du Raifort. Un inhibiteur, ~ caractère protéique, est reconnu au cours 

de la :maturation des It.ailgues par l-!ATTOO et !-:ODI ( A. o O ) , son innuenc~ 

aur les peroxydases présentes dans un même tissu est SLa.l;rsée. 
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Noua avons ~ealer:ent.remarqu~. dans les tissus chlorophylliens, la 

manifeatation d'une activité inhibitrice. Ausni aYons-nous envisage d·~ dê­

ter.adner la. nature d'un inhibiteur localisE dons les mêr:-:.es tissus que les 

pcroY-YdaBes et les modalités de aon action sur ces ~eroxydanea. 

a.-H:ise en,.§yid.;~nce d'un pouvoir inh:i.bi tc-ur : C'est au coura des contrôles 

de la. persistance d' \me acti vit~ pero:ey-da.sique a 1 'issue des di :f:f'érentes 

€tnpea de purification, qu'une anomalie a été observée. En effet, cette 

activit~ est contrôlée pour di~:f'êrentes val!ura du pH (pH 4,8 et pli 7,0) 
d~:~ns l'extrait brut, dons le premier prGcipite (Pi) par le sulfate d'D.ll'n'OO­

nium ~ 33 % de saturation, dans le surnageant S1 (le précipité ~tait re­

pris par un to.rlpon Tria liCl, O, 1 M, pH 7 ,5). 

Les r~sultats de cee contrôles sont rapport~s dana le tableau XII. L'ac­

tivit~ peroxydasique mesurée est exprimee en ~mole/minute. 

Activité pcro:x:ydasique (~~~~ }1n1oletrul.min·.~; .) _ 

pH 4,8 pli 7,0 
____ -!' _____ __._ _____________________________ ___ 

E>..'tro.i t brut 54,70 30,60 'c 

Précipité P 1 2.81 1 ,03 

Surne.eeant S 1 50,30 44,40 

p1 

p1 

+ s, 53,11 45,43 

+ 81 (%) 91 % 148 % 

Tableau XII. - Comparaison de 1' activite pero:xydaaique pendant la. 
purification ~ des pli différents. 

x Le pU mrur..ir.rœn se situe entre pH 4,8 et pH 5,8 ; de Ct! fait l'activite 
mesurée sera évidemment plus forte à pH 4,8 qu'à pH 7,0 pour le même 
extrait brut. 

' 

1: 
' 

1 
1 
! 

Nous constatons que l'activit~ mesur~e dans 1' ense::1ble - s u...-na..ge a:c. t " , 

eat netteœnt plus êlev.;e ( 148 ;l) q_ue dans 1 'en::-ait br".lt l ~H 7,0. 

L'hypoth~~e de la ~r~2ence dans l'ext::-ait d'un cc~o~â inhibiteur ~r1cipi­

table par le sulfate d'~~cnium et inactif à ?H 4,8 est dès lor3 envisagée. 

i 
1 
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Cette hypoth~oe peut être vérifiée en repr~n~1t l'exp~rience en sena inverse 

c 'cot (1 dire en ajoutant de faibles :fra.ctiona du précipité au surne.c;cant. 

L'activit6 est mesurée à pli 7,0 (si aucune précision n'est donnêe, tous les 

do3agcs seront effectués selon cette valet~ du pH). Les résultats de ces 

mesures sont consignés dons le tableau XIII ; l'activité peroxydnsique est 

expri~ee en vmole/ml.;~. 

ActivitG peroxydasique (lJmole/ml. 'nm) 

--------·----------------------------------------------------------
p 0,206 

s 0,320 

p + s 0,365 a 65 % de l'acti,~té theorique. 

Tableau XIII z Mise en ~vidence d'un po-uvoir inhibiteur. 

Cette e'~~périence confirme la presence d'un pouvoir i~hibiteur. La nature 

et les modalit6s de aon action doivent être €lucidées. 

b-r.v.ture de l'inh~_biteu'r : PuisCJ.ue ce compose précipita par le sulfate d'am­

monium et est tr~s sensible aux chE'.ngements de pH, on peut supposer que sa 

nature est prot~ique. 

Dans cette hypothèse, il est possible qu'il s'agisse d'une substance r~elle­

:ment inhibitrice ou d'une enzyme qui utUiserait lo(s) même(s) substrat(s) 

que les peroJ~dnses d'où le ralentissement de la réaction peroxydnsique. 
Dans le cas des peroxydases les deux substrats sont possibles : le gaiacol 

et l'eau oxyeénée. 

'?Ü'lffEKJ ({2,,() 

.. ·,_. k._w.i~ selon '{li' le eaiacol a u.."le spêcifici té tr~s mo.rquee 

pour les peroxydases ; il n'est donc pas oxydé par d'autres enz~es, phcnol­

oxydD.Ses • par exemple. Mais une telle oxydation ne peut pas être res-po~ able 

de 1& diminution d.u chane~.::J.ent de densit~ optiq_ue par minuta. En effet, la 

mesure de l'acth·ita pe.ro:~qdaaique es't baaé'! sur le dé·relo-ppe-::lent d'une colo­

ration d.'.le ~la tor::1.a:tion d'u.."'l ~reduit d'o::cyd..:1.ticn du ga:b.col. Ainsi. è.e9 

me:nœes de contrôle sent e:t"i"dct-:.lées ~n l' 9-bsence d •n2o2 , auc,.m chant;~!::ent 

de densit~ ~?tiq~ n'est observé. 
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~ TI2~_: l'hypoth~se que l'inhibiteur serait une catalase utiliannt 

1 'eau o:çrgên~e du milieu est retenu~. Un e3sai basG su!' la dispnri ti on de 
-rz-'1 

n2o2 ce qui peut être auivie ù 240ruu (-4), ne met en €vidence aucune activité 

catolc.siqlli~ dana 1 'extro.it brut, ni dans le précipité. 

De m;F..e cla.."ls les conditions de 1 'essai pero:xydrudque, nous n'observons aucune 

deatruction de H2o2 en absence du gaïacol, 

Ainsi, pnr ce a dêterm.inatiom. l'hypothèse du care.ct~re protéique de 1' inhi­

biteur peut être retenue. Afin de 1' étayer davantne;e, nous avons étudié 

l'influence ~ la tew)érature sur ce pouvoir inhibiteur. 

L'inhibiteur mo.nifcnte uns activi t~ mrucimum ~ 40°C ( f:i.g·;~·~.- 45) et cette 

activit~ dicinue ra.pidclUent pour des valeurs plus €levees. Mais, la possibili­

t~ d'une inhibition persiste apr~D 5 minutes à 80°C. Noun avons mcsur~ le 

pouvoir inhibiteur résiduel apras des traitements prolongés à 80°C, ainsi 

apr~B 20 minutes à 80°C, tout inhibition a disparue (Figure 46). 

Le dernier critère enviaag~ dans le but de prouver la nature protGique de 

l'inhibiteur est l'influence du pH sur cette activité (figure 47). L'activite 

maximum est comprise entre pH 6,5 et pH 7,0. Pour des valeurs du pH proches 

da 4,8, une ~légère action inhibitrice est encore présente ; mais au­

dessus de pH 7,5, l'inhibiteur est inactif. 

c-Action de l'inhibiteur t L'action de l'inhibiteur est recherchee dans l'ex­

tro.i t bru·t;, dons une preparation partiellement purifiée cle peroxydases, dans 

les ~lunts obtenus pur focalisation isoélectrique. 

~ inhibition de l'extrait brut : une faible inhibition peut être re­

levee dnne l'extrait brut. Elle persiste ai, lor9 de l'essai en~JIDStique, le 

pr~cipi to est ajouté à 1 'extrait brut (fig-..::-..:: 48) ~ 
Nous constat'.ons que la réaction enzymatique de 1' extrait brut est ralentie 

en présence d~ l'inhibiteur sans que la vitesse initiale soit influencée . 

.. ~ inhibition d'une urêuaration pe.rtiellement.;ourifiêe de ueroxy­

daeee (P3) : las ~snti t&s variables d~ 1 'inhibiteur"(prép\lraticn P~ sent 

x t'a.n.6 c.u t.x~~U:~nc.t~ 11. !1.C!. 1c:t.:Lt o~ ot.ti::Uvr. que ;tou.6 n~ .,o~~~datU p~ de ~'te.4 
dl.Jr.ec.U. po U/t l val!J..e.:t 1..z ca~ c.e.n~::ut.:t.i.o tt .li. t' htit.w..UZ.u..:r.. l!. ~ 1 .I.q-U: .ie. .,,u := a:w.ü.a i1 2. ~ ~ z.c.­
..tu.~U Il j:>!l.'L.Ût d~ d.i.'J~U z.x.:cta..LO b.t!l.~ fJÙ. le. VO.ll:,.;i·:?.. du "?lt~c.J.:c.i..:t}. C.O-~te..MJOnci éllCI.!e. 

6o.U au a:~~ po.i.:!4 de. fu.HL \.l.!q!.t::.l. :le. p.il.L& da.\u c.hac!..i.2.. ~ U u.t né:.u~~u. de 
dl!.t.vr..-r..i.Jte.,'t l.' a.cti.v.Ltl. pe. 'LC x.:_:r1.2!l.{n_u.e e.x..'tt!te dœt~ lz. ptL~u::û..tL 
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ajout~s à la préparation pnrtielle~nt purifi~e de pero~de.nes (P2.). Nou.'3 

ccn!}tntons que le rapport entre la. concentr'ation en inhibi-teur n 1ef3t pas 

lin~a.i.re à l'inhibition mr:.is conduit vens un état de saturation (figure 49). 

-: :f.nhihition dcB isoperox;r.do.nea isol~ea pf\r t'OC!).liRa.tion ÎFI('II'!le~trio~: 

cette inhibition p:mt être testée par addition de quantitGs é~a.l.es d 'inhibi­

teur aux ~luctn obtenus par focalisation iso~lectrique. Ainsi les poUl·centa­

gcs d'inhübition établis pour chacune des isozJLnes sont consignés dru1s 

le t<Jbleau nv ci -npr~s :_ 

IsozyM Inhibition 

p6 6' % 

PT 52 % 

Pe 52 % 

p9 56 % 

p10 49 % 

Tableau XIV. - Inhibition dea isoperèxydases (exprimée en pourcentage). 

L'action de l'inhibiteur sur les isozymes ne montre paa de différences fon­

dnmcntnlcs entre chacune d'elles. L'addition de q~tités croisoantes d'i~bi-
c..tUSS• 

biteur aux isozyrres ne modifie paa ,comme cela :·_·à""et~ constat~ dana l'extrait 

brut, la vitesce initiale de la r~action mais ralentit beaucoup plus rapi­

dement la réaction. L'exemple ~e P10 (figure 50) est ici rapporté. La réac­

tion seaait identique si nous avions consid~r~ l'exerr.ple d'autres isopero­

xydanes telles P6, P7, P8 ou P
9

• 

CONCLU::IœW. 

Un i~~ibiteur des peroxydsses est reconnu dans les tiasus chlDro­

phylliens des Ajoncs, ses propriét~s nous conduis~nt à proposer une struc-

tun :prct~iq,~. ~ effet : 

a) u est ;>r5c:!.;it~ ;ar le 3ul.!"at~ d 1 8!IU!lC!lium . ~ 

b) il e:rt sensible :J:u:c Yariatic~:s ë.e pH ; 

c) il est inac:ti ·ré ps.r 'Jn t:::-ait~;r.ent 
.. des te="?é'!"3t"..L.-e 3 éleï2t!s. a 



retrouvée 

"100 

50 x"" 
x 

~x--
x""' 

x 

Figure 49. 
0,1 0,2 0,3 01. 1 0,5. ml 

quantité d'inhibiteur 
Influ=nce d.: la quP.ntité d'inhibiteur sur l'c:.ctivité përox:y­
ùs.si'lue. 

DO 

0,7 

0,6 

0,5 

0.4 

x + 0· 

a + 0,1 

•. + 0.2 

a + 0,3 

0 +0,4 

A + 0,5 
x , 

x 
/ 

x 
/ 

x , 
, 

,x 
x 

X. Il 
/ g' 

al' x Il' / , 
x a 

1 , 
. 11 x , 
/ ,a , 0 .o-• 

x a o .. o 
, o" 

x , 
x , 

1 

i 

i '' 1:1 o" x , c" • 1 

0,3 

0,2 

0,1 

1 }' •' x a , 
1 , ,• _0 . 0 .c-a-a-c 

x lil g c-0 
, , o· 

le o ~a- 0 -o-o-o-o-o-o-o 
X' / ,c o·o· 

1 r:. o o o' 
x' / 'o' w 0 o, /. / ,o x'o 8' A-A·A-A-A·A-A-A-A-A-A-A 

~~~~~A .. A' • 

. ~;a;.,. .. 
/.""'"' x~~-~~· 

r:_ •• ~::J 

"" '/ ~a 

~~ 

1 
Figure 50. 

2 3 ·4 5 

~ 
~ 

6 . 
mrn temps 

I::.1fiu~nce de lo. quantit6 d'inhibiteur (de 0 à 0,5 nl) sur 
1 'c.c'.i vit~ peroxydusique de 1' isoperoxydase P 10 • 

l 



Il semble que :pnr le3 caractères d<~ son acti vit~, ce cor,lposé inter­

•-ienne C0:1J.me un inhi bi tcur non-cœ:~p~ti tif, il ne r.1od.ifie pas l' uftini té de 

l'en~·me pour ses différents substrats, ~ais ralentit considêrablcnent la 

r~action enzymatique. 

Il eat possible que cet iijhibiteur contrôle les peroxydaoes en s'y 

associant. Ceci rend plus complexe l'analyse de ces enzymes ~ fonctions mul­

tiples, puisque l'activité enzymatique in vivo n'exprime pas le niveau d'ac­

tivité in vitro. 

Ma).s ici, à ce stade de notre tro.va.i1 où nous ignorons sa. nature exo.c­

~ ,<141 no\lS est hlJ?O!lsib1e de definir sa t'onction. Nou.a pouvons cependant 

souligner 1' identité de son action .$ut" toute a les ico?;ymes ma.j eure a des 

Ajonca. Il est certain que la détermination exacte de sa nature sera d'autnnt 

plus int6resonnte ~ Etablir qu'il inte1~ent dans le contrôle de l'activité 

des pGroxyduoes qui interviennent e11es-mêmo en contrôlant divers processus 

croissance, lignification, etc ••• 

Ainsi, des études plus pr~ciaes apporteront certainement dea incüc~a 

nouveaux our les mécsniomes de contrôle du m~tnboliaxr.:e celluleira. A ce 

propos, il eatint{!reasent de rllppelcr qu'inhibiteur et peroxydaoea présentent 

les ôônes localisationo. Coci 1aisoe supposer une intervention certaine d~ 

la co~articentaticn cellulaire entre ces deux mol~cules. 

5 - Inhib;.tion de 1 'activité AIA-o:xydanique : 

Dans l'hi:pothèoe que les pero}~dases possèdcraient deux centres a~tifs, 

l'un à activité peroY.ydasique, l'autre ~ activité AIA-oxydasique, il s'e~t 

a~~é intéressent d'envioager la possibilité d'une mhibition de l'activité 

AIA-oxyda.sique par cet inhibiteur. 

Au stade de purification P3, une inhibition de 70 % de l'activité 

AIA..:Oxyda.sique est observée, or, dans leB mêmes conditions l'activité pero­

xydusique sera plus foib1ement inhibée ( 30 %) indiquant ainsi que 1 'action 

inhibitrice est plus 6lev~e au niveau de l'activité AIA-oxydasique. Il s'est 

avfé6 n€cessaire dec~rer également l'inhibition de l'activite peroxydasi­

que qui se situe c!1ez les isopero::cydases entre 50 et 60 % •• ~ ces valecrs 

demeu.-ent enco~ inf~rieur~5 5 celles que nous avons esti~ée3 lors de la 

d~te~nation de l'ir~ibiticn de l'acti7itd .~\-o~rdasi~ue (tableau XV). 
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Iso cyme Inhibition 

p7 70 % 

Pa 73 % 

p9 . 74% 

p10 74 % 

Tableau XV. -Inhibition de l'activitE AIA-oxydasique des isoperoxyaancg, 

Cet inhibiteur affecte donc plus fortement l'activité AIA-oxydasique que 

l'activité peroxydasique. 

C, - DISCU0SION, 

Pc.r 1 'ensemble de nos rt;sul to.ts, 1 'h6térogenH t~ des llerm:yful.ses est 

confirmee : 10 isoperoxydases sont isolées dans un même tissu. Il est sur­

prenant de constater en fonction d'un polymorphisme aussi Etendu, 1' absence 

de dif'férences·majeures entre lea différentes formes analysées. Aussi, sur 

ce point, noa observtltions ne concordent pus avec celles de Br-1ITH et al. (.{4:-? ) 

qui n'ont pu caractériser aucune bande commune isopero:xydnsique en fonction 

d'une importante variation interspécif'ique chez 61 espèces de Nicotiana. 

Sans aucun doute, il f'nut prendre en considération le rait q_ue les 

espèces snalyeé~s sont proches par leur origine et par les aires qu'elles 

occupent. Ainsi 1 

-les deux formes du PeB-de-Calais (ED
1 

et ED
2

) sont tr~s proches l'une de 

l'autre pe.r la distribution qualitative et quantitative des isopero.xyd.a.ses ; 

-les deux tonnes ba.oses d'Ul.ex eU!lf'PaeUS L. et d'tnex gallii Planch. sont 

~gelement proches de ce groupe. 

La comparaison des isoperoxydases conduit à des profils isoperoxyda­

aiques qui pronentent de grande similitude avec les profils issus de l'ana­

!lse des proteines solubles qu'illustre par exemple le comportement de ~3 
qui a' ~loigne ainsi de toutes les autres !o~s, le cc:::::porteœnt égs.le::ent 

des torze3 nc~a1es d'Ul~x gallii ?l. et d't~ex ~~or Roth. qui se~bl!nt 

aa:~ez :p:::-oc!:.e:s l~s ~es è.~s autr~s ; eni"i::1 le ccl:':l?ortement è.es !cr=es no!':lla.!.es 

et basses de 1 'Ajon~ de !:!: GALL qui :paraissent assez êloi~~es 1 'm:e è.e 

1' e.ut~. 
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La distribution isoperoxydasiqua eemble donc, co~~ la distribution 

des proteineB l'avait déjà montré, refléter un t!tnt physiolor,ique momenta­

né soumis au contrôle des facteurs de l'cnvironne~~nt. 

Le tait que les peroxydases sont un groupe d'enzymes à: fonctions 

multiples rend difficile et delicate l'interprétation des résultats recueil­

lia dana le cndl~ da notre étude de l'altération du port. Cependant, l'cxis­

tenco d • importrntes differences dans les cinétiques deB iaozymea, notar.nnent 

en ce qui conca1~e leur thermoatabilité, nous permst de supposer que ~~aque 

iaoz~T.e intervient d'une manière très sp~cifique, en fonction de ses cnrac­

tél·istiques phyaico-chimiques. Aussi, nos concluaions concernant la signi­

fication de ces isozymes ceront-elles prudentes aussi longtemps que la 

fonction exacte da chaque ioo~e et que sa localisation intracellulaires ne 

seront pas prGcisées. 

Nous pensions caractériser de3 peroxydases spécifiquement liées ~ la 

destruction de l'acide aindolylacétique mais nos resultats montrent que cha­

que ieozyrne posaède une activité AIA-oxydasique, en particulier lee iso~­

:mes "acides" qui sont apparues plus efficaces dans le déroulclllCnt de cette 

action. Un eooai préliminaire met en evidence l'efficacité de l'action oxy­

dante des isopero>~dases P7 et PD sur l'eugenol ( f~ ), compose naturel 

qui eat un intermediaire dans la biooynthèse de la lignine. Il est donc évi­

dent, qu'il serait d'autant plus intéressant de poursuivre notre travail dans 

cette direction, en cn~sant pnrallèlen.ent à: la dégradation de 1 'acide 

Oindolylc.cétique, le mode de formation active de la lignine, puisque l'ac­

tivité specifique peroxydnsique constatée dans les tissus lignifi~s est 

ouporicure à celle des tissus en voie de croiar.e.nce. Hais, la biosynth(!ce 

de la lignine est un processus phyoiologique complexe depend~~t de l'activité 

et du contrôle d'un grand nombre da composés et d'enzymes qui rend aleatoire 

son cnolyae à pertir d'une seule r~action. 

La découverte d'un inhibiteur de l'activité peroxyda.sique rend leur 

étude encore plus compl~e. En particulier, l'activité de chacune des iso­

peroxydases constat~e dons les tissus, ne reflètera plus un véritable ~tat 

physiologique mais un ~tat physiologique r~sultent de son contrôle ~ar un 

a ut" CCII-'P osé • 

Jo~ proposons ?Our cet inhibiteur ~e structure protêi~ue. Ceci s'ap­

puie sur ee3 princi~ales carac~~ristiques : 

- de prêci~i~~tion ~sr le sulfate d'a=rnoni~ ; 

- de se::Jsibili td a.,..:x change.:::.ento! de pH ; 

de J~ns~b:l~+d · - ......... • au:.: t~~J.'1:"~-s ~levées qui inacti ve!!t ce eo::rpoaé. 
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Dans l'etat actuel de notre experimentation, il est difficile d~ mieux 

carnctérioer ce compos~. Nous ne possédons, en effet, aucune poasibilit~ d'~­

va.lucr la vcleur de sa concentration. La connaisaance de cette valeur pourrait 

être ~tablie en fonction de l'inhibition d'une activité peroxydosique donnée. 

Mois la voleur obtenue n'exprime pas sa concentration exacte étant donnG qu'il 

n'y a pas de rappoxt lineaire entre sa concentration et l'effet inhibiteur 

produit (figure 49). 

Mais. il est intfrrsaant de constater que l'inhibiteur agit sur les 

deux a.ctivit€:3 enzymatiques presentees par la molEcule pero:>:yda.sique, :··. · J 

plus fortement sur l'activité AIA-oxydasique que Bl~ l'activité peroxydasique. 

Dans ce dernier cas, 1' inhibiteur intervient cor:ane un inhibiteur non­

compétitif puisqu'il ne modifie pas l'affinité du centre actif pour les subs­

tl·ats mnis ·· ralentii·· ... considerablement la réaction. Ceci indique que sa 

liaison avec 1 'enzyme ne s'effectue pas au niveau du centre actif' pero:>:yda­

cique. 

Sa fort.e action sur l'activité AIA-oxyda.sique sugg~re qu'il interfère 

probElhlement avec le deuxième centre actif' dont 1 'existence a Gté eJro.ncl!e. 

Plusieurs travaux récents démontrent l'existence d'une protéine capable de 

se f'ixor. à 1 'acide l3indolylacêtique ( G81 d -1 ~ 1 1'G .:f. ) • Si 1 1 inhibiteur 

dccelâ choz les Ajoncs correspond à cette ''protéine de liaison" nou.a aurions 

1a un compos6 dont la présence serait fondamentale par son rôle dans la ré­

gulation de ln croissance. 

D. - RESUI~. 

Un nombre 6leve d'iaoperoxydaaes sont caractGriaées dP~s les tissus 

chlorophylliens des Ajoncs : 10 isoperoxyda.seo sont sép~xéea et definies. 

Leurs pki s'étalent dans une très large enrnme de pH (pH 3,17 à pH 9,72). 

Le comportement de ces isozyrnes est variable selon : 

- leurs thermostabilités et leurs affinit~s relativeo a divers substrats pa: 

rf!I)port à 1' activité pero.x;rdasique et .AIA-O.Aydasiq,ue ; 

- le".ll's S'!nsibilite:s aux .,!U"iations de pH :poUl" l 1 3.Ctivité AI.A-oxyd.a .. 3i.:t,ue. 

Chaque isozyr..e 3lOS3èd.era dcnc des cars.ctéri3tiques bien s-p~c.:if'iq,ues 

ce qui lais3e supposer ~e ~onction é~ale~~nt très s~éci:iq~e. La di3t~i~u­

ticn qutùi ta.ti Ye et qunnti tati -vs de3 i:so-perozyda.ses ccndui t ?:i rê-parti: les 

d..!.!~rente3 ans.l;rs~~s d3D.3 tZ"oia g:-oupes qui cor::;?re!ldront 
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1 - un premier Bl"'Upe rt:unicsant leB formes normales d 'Ulex euro:pe.eus L. du 

nord (ED1 • ED2 ) et les formes bo.sses (U1.ex europneus L. EC et d'Ulex ge.llii 

Plrmch. Ge). 

2 - un deuxi~me groupe comprendra. les formes normales d 'Ulex e.uropo.ous L. 

(ED
3

) do Pleubian. 

3 - un troisiè1>1e groupa o\1 voioinent leo fornes normales d 'Ulex gallii Plr.nch. 

et d'Ulex ~nor Rothm. 

Ainsi la similitude des profila ieoperoxydasiques et proteiques nous 

conduioent a une conception de 1'6t&blissement des divisions très proche de 

celle résultc.!t de 1' e.nc.lyae protéiqu~ ! eloignement de ED
3 

; différences con­
f2,r~qe,; el ;fn"ost:ré 

siderablcs qui pS:pnrcnt Ulcx gallii Pranch. ; enfin affinités proches entre 
e:;),U.S d' UJ:'ex- Jr..fX.A: /-![CAA,lc.Û. 

les formes bzt!IO~Ol:!lfll!:.B u-n et Ulex minor Rothm.). . 

Un inhibiteur pour lequel une structure protéique est pro:pos~e. est 

ornnipr8sent dona tous le·a extro.its e.no.lysés. Il agit de meni~re non compGti-

tive sur l'activité pcroxydc.sique mo.is intervient plus intens6ment sur l,~.ac- 1 
i 

tivité AIA-olcydasique, ce qui laia3e supposer que cet inhibiteur doit in!.luencer: 

directcir.~nt la croiase.nce en la contrôlant. 



VII . • - DI0Gü3SIO~; FiiTALE. 

Le but de ce travail était d' eno.lyaer la variation du port et de 

mieu.x éte.blir les a.ffini tés è.en différente: a formes dana l(l coli!plexe Ulex en 

fonction des crit0rcs biochimiques. Les protéines et les enzyœes constituent 

l'un des pre~iere ~llons de l'expression génétique ; elles sont donc un 

rêiélatcur idêaJ. pour proc~der à une e.pproche gcnecologique el'Profondie,.: 

Lee trois espLces étudi~es ; Ulex europeeus L., Ulex gallii Planch. 

et t'lex z:-Jnor Rotll1!1. ont U.'1e &ire phytogéoo-n.phique clirltincte : tn.cx euro:pneus 

L. est une subatlantiq.ue dont la distribution s'étend à 1 'intérieur du pays, 

mais les for.r:es prostr~es, plu.o atlantiqttt-~c, sont lir.U. tees au li ttorlÜ. tn.ex 

ga.ll:i.i Plnnch. est une eu-atlantique ; son typexœr.:k prostré ne borde que 

le littoral. Ulcx minor Rothr.n. eBt ibéro-o.tJ.entique, il a sa limite septen­

triona.l.e dnns notre doruaine d'étude. Ulex go.llii Planch. et Ulex miner Rothm. 

ont des r!.XÎgcuces écologiques très voisine:.1, mais leurs aires s'excluent. 

Comœ mar~ueurs biochimiques nous avons successivement Etudie : des 

proteines totelee slllubles, des enzyrees dont LAP, EST et PER. Le pol.y~r.orphisn:..e 

ieozymatique a été établi et les isoleucine-Eminope:ptiduses. iaoeet6ra.~es et 

isopero:cydMes sont definies par leurs critères physico-chimiquea : pki, Ri" 

et poids molGculuircs. 

Les résultats obtenu.<J nous conduisent à réunir nos analyses suivent 

deux ar.pects s 

a) annlyoe des protéines totalos solubles et des peroXYdases ; 

b) analyse des leucino-aminopeptidases ct des isoestéraces. 

a) An(gyr,e d~s prot~ines tote~eA Eolubles et des peroxydnses : 

L'étude des protéines et des peroxydases perrlet une bonne approche 

du t~tabolirme mo1o.cnta.né · de la plante. Les différence a observées entre les 

form~s enalysGes relèvent des divers facteurs Geologiques (tenpcr~ture, sol. 

pluviosité • etc ••• ). Ainsi • nous pouvono co:'.'lprendre les resse!:lble.ncea bio­

chimiques entre espèces differentes cor.mc Ulex gnllii Planch. ~rigé et Ulex 

minor Rothln. ; leurs exiëe!lces écolcgiq_ues sont s.na.logues. 

Il ~:ciste de3 clit!'~Mnces de cozposition :protéique et pero:::cyiSJi:.ple 

eùtre ies !'or::rr~s .;rig~'.;3 d 'TJle:t euxo-pa.t!ua L. ::n etfet, :e ilombre de o~·.!es sst 

~è.:.ll~ pour les prot~ine~ et le~ !Je::'OX7d~cs c~ez 2D3 d.e BMt~e ; :;~ ccn­

tr~, il est plus cfle--ré c:Cez EDl et Eï:J2 du Ps.s-o:!e-Cslais. On pe~ ~:=e-ttre l '!1.7-

potl:':.s~ qu"! la. ùi!!'f~c~ de nol!lb:r~ è.e bandes ::--etl~ta une sélectio!l d'aè.a.pta.­

ticn ::~olozitlue entre le climat assez wi.fo:r...:e d.e 5::-etary.e et celui du ?3.3-ie­

Cala.i:i qui su.oi t plus de vB.l"iaticns. 
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Par cont:r.e, il fnut relever Sco~cmcnt que l~o tY]!es é:r.lr:;és du Pns­

de-Cnlcis ct les deux types p1·o:::trcs du Co.p d'I!rquy ont des profila protéique 

et :pcroxydru:iiquc similo.ire:s, ce qui fJ t e'::pliquerci t egal errent :pm- les pertur­

bations cliaut~~ucs plus amples ct~ le littorul. 

En conclusion, les profila protéique et pero~dc.oique qui r~sul tent 

de 1 1 nnalye:e biochimique du complexe Ulex n:ottent en fvid.c:nce tme adaptation 

aux fa.cteurs d'un mGmc tlilieu par une convergence des forrJea qui genétiquellient 

sont diff~rentes. Ainsi, pr..r l'o.nulyse de wolecules très proches du rnfta.bo­

lizme phyniolosir1ue les affinités phtnotypiC].ues sont perçues. 

b) .Anely~e des leuc5.ne-R:ninopa-ntidMe~. et des inoestêrM~ : 

Les r~~ultnts dos icoleucine-~nopcptidases et des iso€st~ranes ap­

portent Q~e image très différente car les divergences observées reposent 

ccrtoincrocnt sur le génotype. Le clasoe~nt qui en résulte concorde assez 

€troi teL.lCnt e:eec le a propositions de la. sy&téma.tique de P.OTIU1ALER ( 129) , à 

l'exception des forz::es proutrées dont la posit.ion est pP .. rticulière. 

En fonction den cri t(!res biochiniques, les 7 formes enelys~es du 

cor1plexe Ulcx pèuvent être réparties en 3 groupes 

- 1 - le groure ~ Ulex euro:pe.eus L. dressG ; 

- 2 - 1& groupe des ferues prostr~es (ULex europaeus L. et Ulex geùlii Pl.) 
et·d'Ulex gnllii ~rieé ; 

- 3 - le erot~e Ulex minor noth~. 

- Erc~~cr groupe : les rcaoemblances des profils isozfEatiques (isolcucine­

nminopeptida.ses et isoeatéra.sca) con:f'i~~nt l'appartencnce à une même espèce 

des trois formes dresoees d' Ulcx europacus L. (ED 1, ED
2 

et ED3) renl.gré la 

discordance que réftètel 1 anRly~e d~R protéines et des peroxydases. 

- deux.i.roue r;rotlJ?~ : 1' e..'Flo.lyse des isoest~ra.aes apportent tme inage :homogène 

par la. prfsence d'une isoz~e eupplêv.cntaire dea trois fo~~s Ec; GD et Ge• 

Par contre, l'imace donn6e per les isoleucine-aninopeptidnses est plus com­

plexe ; on peut distinguer dt:.nD le deuxi~œ groupe è.eux subdivisions : 

e.) les fol"'œs prcstrt:;es d 'Ulex europœus L. et d 'Ulex ~ellii PL dont les 
profils isO~Jueti;ues ~ont iaentique~ ; 

b) les !cr--es dress~es d'ù~ex gallii Pl. dans le prct~l iso~~~tiq-~ e:t 
:pll.!"ticulier. 
~et. 

L'iè.e:::ltite des pr:n'ils iso=;,rma~iques dens les for::.es be.3ses est ~sez sur-
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RO'I'InlALER ( 129) et qu'effectivel!!ent nous avons conr.ta.t~ des d.iff5rences mor­

pholoe;iques et physiolociques (éloicne111ent des p6riodes t'te flore.icon pr..r 

eJ:etrDle). Il vppo.raît que des e-.ffini tGs plus importantes se m.~ifcztent entre 

les forrr~a proEtrées d'cr.peces différentes qu'entre les diverses forrr.cs d'une 

n:ême espèce. On peut donc distin(.'1J.er biochir.:.ique:rent les form-es erieees des 

formes prostr~es. 

Le Jrd.lieu peut réaliser une convergence d' e.èta:ptntion héréditaire chez deux 

esp~cee différentes : w.1e forte atlnnticit~ se manifeste chez les deux types 

prostrés, ils sont uniquement locnlises sur les falaises du littoral breton. 

- troit=d.èJr\P. f.!Ol-J)C : ici se situent les for~s érigées d 'Ulex miner Rotpm. 
• 1 ... + "'t JI ... ... • 1 . 1 f qw., d a.pres no .. re c u ... a, appo.ra.J. t comn:e une eo:pece rna.rg1na e pù.rli.".J. es or-

Ines flllnlysées. 

Les profila den isoeatérlwes et inoleucine-aminope1>tidc.ses montrent la prG­

sence exclusive d'une bande sp6cifique. Ainsi, cette enpece est biochimique­

nxmt isolée. 

Si l'on consid.~re les f'ornes dressges, l'analyse biochimique confirn:e 

la cla.ssificatibn syst6matique de ROTHNALF.R : il e 1 aei t bien 1~ de 3 espèces 

à.istinctes .Pnr c.illcurs, elle élucide le CM d 'Ulex gallii Pl. que FOUI'J1IER 

concidère cor.me hybride entre Ulcx curopaeus L. et tn.cx miner Rothm. or, les 

cntcrascs et les lcucine-eminopeptidc.seo non rencontrées ailleurs, la ca­

ract€ricent comme taxon c.utono:me, ce qui infirrae 1 'hypothèse ae FOU!'J:II3. 

L'ene.lys~ de le. thcrmoetabilit~ des isoest~raoes :t'ait ressortir une 

relation directe entre la présence de certaines isozymes et la distribution 

phytogéographique. Ulex tuner Rothm., de tempSrament ibfro-atlcntique, posstde 

une isocat~ra.E=.e plus thermostable qu 'ù'lex euro:pa.eus L. eont 1' aire de dis­

tribution est plus nordique. Ulcx g~ii Plr~ch. élabore une isoestérnse dont 

la thernootu.bilité est intermédisire entre celle d'Ulex europe.eu.s L. et celle 

d 1 ULex 11ûnor Rothm. On peut aind comprendJ:e pourquoi Ulex r,e.llii Plan ch. 

peuple des stations aux conditions clirnntiqu.cs plus extrê1œs qu'tnex europMus, 

par exemple sur le plateau de ~-]enez-Hom où ne poussent pas d' e.rbres et où la 

végetetion est e·:xposée à une forte insolation; il en e3t de ~,ê:œ sur les f'a­

lai~es du littor~ qui sont torte~ent enaoleill~es. Ceci jugti!~e auszi la 

aitu:J.ticn b:!.ochbi.:pl~ d'Ulex ecropneus L. :pMstré ':lui pcssèè.l! la ~èze isc~e 

q_ue lea 2 t:,rpes !)r~cfè.ents, isoz~e qui est ~se!lte cl:ez Ulex europaeus L. 
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C H A P I T R E · VIII RESUME FINAL 

L'analyse genécologique par voie biochimique du complexe Ulex (sept ~cotypes des 
3 espèces : Ulex europo.eus, Ulex gnllii, Ulex minor) dans le nord et 1' ouest de la France, 
a ~té réalisée sur les protéines totales solubles, les isozymes des estérases, les isozy­
mea dea leucine-aminopeptidases et les isozymes des peroxydases. 

Deux ordres de résultats sont mis en evidence : 

1 - l'analyse des protéines totales solubles et des iscperoxydases montre que chacun des 
sept types d'Ulex analya~s a une composition spécifique qui semble refléter son comporte­
ment physiologique et écologique ; 

2- l'exrumen des isoleucine-aminopcptidases et des isoestcrases permet de classer les sept, 
types analyses en 3 groupes : 

- Ulex europaeua L. (type érigé de 3 stations differentes) ; 

- Ulex gallii Planch. (type érigé et type prostré) et Ulex europaeus L. (type 
prostré) ; 

- Ulex minor Rothm. (type erige). 

Cette subdivision se rapproche de la classification systématique du genre Ulex, 
effectuee pnr ROTHZ·1ALER, à l'exception d'Ul.ex europe.eus L. type prostré, que l'analyse 
isozymatique rapproche de l'espèce Ulex gallii Planch. 

Cet apport biochimique confirme dans l'ensemble la récente subdivision systémati­
que ainsi que le comportement génécologique des types érigés et pro~trés des 3 espèces· 
qui traduit un gradient d 1 atlantici té dons 1' ordre Ulex europaeus subntlantique - Ulex 
liÙ.nor - Ulex gn.llii eu-atlantique. 
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I. - EXTRACTION DES PROTEINES TOTALES SOLUBLES ET PREPARATION DF. FRACTIONS 

PARTIELLEMENT PURIFIEES DE DIFFERENTES ENZYMES. 

A - Extraction des protéines totales solubles 

L'extraction (fig. T1) des protéines solubles totales est modifiée 

selon McCOvm et al. (18) et ROUGE (26). Le materiel végétal congele est broyé 

en présence d'un tampon TRIS-HCL 0,1 M pH 7 ,5, de dithiothréitol (DTT) 

0,5 mM et de polyvinylpolypyrrolidone (PVP) insoluble (1 g/g de tissu végétal). 

Le dithiothréitol (4) est nécessaire pour la protection des groupements -SH, 

le PVP insoluble (15) complexe les polyphcnols très abondants quantitative­

ment dans les tissus étudiés. En absence de ces deux protecteurs l'extrait 

protéique brunit rapidement par oxydation des phenols libérés lors du broyage, 

puis ces polyphenols contractent des liaisons avec les protéines, ce qui 

fausse considérablement l'analyse proteique. 

Après broyaee l'extrait proteique est sépare des debris tissulaires 

et du PVP insoluble par filtration sur verre fritté (porosité G 1) et par 

centrifucation à 20 000 g pendant 30 mn dans une centrifugeuse réfrigérée 

CIŒIST Universal Junior II KS. Toutes ces opérations sont effectuées à +4°C, 

dans un matériel préalablement refroidi. Le surnageant obtenu est vert clair 

transparent dans le cas de l'extraction des protéines du tissu chlorophyllien. 

Il est utilisé directement (extrait brut) en électrophorèse en gel de polya­

crylamide. Dans le cas des isozymes, qui seront analysées par focalisation 

isoélectrique préparative, une purification partielle des enzymes est néces-

sa~re. 

~ -Préparation d'extraits partiellement purifiés des enzymes étudiées : 

La purification d'une enzyme montrant des formes isozymatiques est dif­

ficile si on ne cannait pas la nature exacte de chaque isozyme. Les proprié­

tés physico-chimiques de ces isozymes étant très differentes, on ne peut pas 

employer des methodes de fractionnement qui séparent les protéines suivant 

leur charge ou leur taille moleculaire afin d'obtenir un extrait des isozy-

mes totales. Ainsi nous avons dÛ nous contenter de fractionnement successif au 

sulfate d'ammonium. L'activité des isoleucine-aminopeptidases et des isoesté­

rases se concentre dans la même étape de fractionnement. Après chaque frac­

tionnement on contrôlera par électrophorèse en disques sur. gel de polyac~­

lamide la présence des isozymes précéde~~ent observées dans l'extrait brut. 



------- ~ ·y··zr- · 

1 -Précipitation au sulfate d'ammonium à 35 % de saturation - obtention 

de P 1 : Du sulfate d'ammonium solide est ajouté dans l'extrait protéique 

brut jusqu'à 35 % de saturation (pour 50 ml d'extrait brut 10 g de sulfate 

d'ammonium). L'extrait est abandonné pendant 30 mn sous agitation douce ; le 

précipité formé est récupéré par centrifugation (15 000 g pendant 10 mn) et 

repris dans du tampon TRIS-HCl 0,1 M, pH 7,5. Ce précipité n'a qu'une faible 

activité pour les enzymes analysées et sert surtout à eliminer les ·protéines 

non-actives et des composés non-protéiques. 

2- Précipitation au sulfate d'ammonium à 60 %de saturation- obtenti'on de P 2: 

Le. surnageant de la première précipitation est repris et additionné de sulfate 

d'ammonium solide jusqu'à 60% de saturation (10 g (NH4)
2
so4 supplémentaire 

,par 50 ml) et la précipitation est réalisée dans les mêmes conditions que 

pour le précipité P1. Le précipité P2 est riche en activité leucine-aminopep­

tidasique et estérasique. 

3 - Précipitation au sulfate d'ammonium à 90 % de saturation - obtention de P 3: 

En ajoutant encore 10 g (NH4)2so4 solide par 50 ml d'extrait (90 %-de satura­

tion de sulfate d'ammonium) on obtient après précipitation et centrifugation 

le précipité P 3 qui contient la plus grande partie de l'activité peroxydasi­

que. 

Avant analyse par focalisation isoélectrique préparative (FIP) chaque 

précipité repris d::ms le tampon TRIS-HCl 0,1 M, pH 7,5 est dialysé pzndant 

une nuit contre de l'eau bidistillée pour éliminer la plupart des ions qui 

gènent la FIP. 

c· - Exemple de purification : 

Nous ·donnons un exemple de purificatJon obtenue pour les trois enzymes 

étudiés à partir d'un seul extrait brut en comparant l'activité totale 

dans l'extrait brut et dans chaque étape de purification. 

-~----_ ---~-- ACTIVITE TaTALE ENZYMATIQUE (pmole/min) --~ 
1 -----------------·-,-------------------·--------------, 

! . Pcroxidase (pH 7, 0) :Esté rase Leucineaminopeptidase ~ 

:Extrait brut 19,400 : 14,800 0,280 

pl 0,447 1,015 0,012 
----------------- -------------- --------~~----- -

--~~----- 7' 62 'J 
--------- -------·---------·- .... 

1,170 0,140 

52 23,100 4,43!) o, 078 . 
------------ . --··--------·. -------- - ..... --·--·---

11,900 

SJ 9,95 . -
i --------- --------- -----

Tableau I. - Comparaison des activités enzymatiques pendant . _ fractionnement. 



Matériel congelé 

Broy<~g<',tnmpon TRIS-HCl O,Hl,pll 7,5;1>TT Cl,5mM, 
1 PVPl lg/g,+4°C 

~'lltralloll,v<•rrt• frf tté Cl 

$ 
Ccntrifu~Dtion 20 000 g,30 min,+4°C 

CUL ar S=Extrait brut 

DISC-F.LECTROPI\ORF.SE 

Ccntri!ucation 15 OCO g,lO min,+4°C 

$ 
+ tall'pon TRIS-IICl O, lH,pll 7 ,.5; 

Dlaly~e,une nu1t,+4°C;FIP,+4°C,72h 

lsoleucineaminopeptidases 

1 

Centrifugation 15 000 g,10 min,+4°C 

+ (NH
4

)
2
'so

4
, 907. SAT. 

Centrifugatio~ 15 000 g,10 min,+4°C 
• 1 

+ tampon TRIS-IICl O, tM,pH 7,.5 

Dialysc,une nuit,+4°C;FIP,+4°C,72h 

flsoperoxydases 1 

1 

. Figure T 1. - Sché~e. d'ext~a.ction des ::;:rot5ines et enz'j'!œs ~tuè.i~es. 



Le taux de purification de chaque préparation peut être déterminé à 

partir de l'activite spécifi~ue calculée par rapport à la concentration pro­

téi~ue. 

. -------------------- ---·- ----· ·--. ·-.- ...... - ···- ··- . --- - ---·-- ... ----· --- - --······.--

L----- -- ·---- --~-- ------ ~T~VI!_~_ ~-~iC.IFI_9__UY:_S>!!?o~_:__L_rn.g .~~~) _______ .. _______________ ... -·-·· : 

--~----- Peroxidase .Esté rase Leuc:~-~-~~~1-· n_o_~ep~~-~~-:'e 
1 

!i 
i i Extrait brut 0,610 0,258 0,00440 
1-------·-.. --·-------·- ----- _______ , _______ _ 
1 ! p 1 o, 056 o, 152 o, 00146 

,--·-----p2 ·-------·--·- ·-·;;~91 0,592 ' 0,01085 

--~=~;~~ .. ~·· ~-~-~r-~~~.4~0 --=r~==, ~---~~~=r~~~=~~-~=- ~ . 
Taux de purification; 17,0 1 2,3 2,5 

1 

Tableau II. - Activité spécifi~ue des différentes enzymes dans les etapes 

de purification. 

II. - ELECTROPHORESE EN DISQUES SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE. 

La séparation analyti~ue des proteines et enzymes est réalisées par 

électrophorèse e~ dis~ues sur gel de polyacrylarnide selon la techni~ue d'ORNS­

TEIN et DAVIS d'après MAURER (17). Nous avons utilisé des systèmes basi~ues 

ou acides suivant les protéines à séparer. 

A - Préparation des solutions 
,( ... .SystèCMe- bQ'-iq\Âe 

a) Gel à 7 % de polyacrylamide : 

- Solution 1 : 

IICl 1 N .. 
TRIS .. 

TEMED 

Eau bidistillée ~.s.p. 

:: PouJt leA a.bAé.v-i..a.,ti..on6 u,tLwé.eA, voLt .e.a. t~.te pa.ge T 

48,0 ml 

36,6 g 

0,23 ml 

100 ml 



- Solution 2 : 

Acryln.mide 

BIS 

Eau bidistillee q.s.p. 

- Solution 3 : 

Persulfate d'ammonium 

Eau bidistillee q.s.p. 

- Solution 4 : 

HCl 1 N 

TRIS 

TEMED 

Eau bidistillee q.s.p. 

- Sol ut ion 5 : 

Acrylamide 

BIS 

Eau bidistillee q.s.p. 

- Solution 6 : 

Riboflavine 

Eau bidistillee q.s.p. 

- Solution 7 : 

Saccharose 

Eau bidistillee q.s.p. 

- Tampon d'electrodes I pH 8,3 

TRIS 

Glycine 

Eau bidistillee q.s.p. 

à diluer à 1/10 avant l'emploi 

b) Gel à 5 % de uoly~crJl~~ide : 

La solution 2a remplace la solution 2. 

- Solution 2a : 

Acrylamide 

BIS 

Eau bidistillee 
1 

q.s.r;. 

28,0 

0, 735 

100 

0,14 

100 

48,0 

5,98 
0,46 

100 

10 ,o 
2,5 

100 

4,0 

100 

4o,o 
100 

6,0 

28,8 

1000 

20 ,o 
0,5 

100 

g 

g 

ml 

g 

ml 

ml 

g 

ml 

ml 

g 

g 

ml 

mg 

ml 

g 

ml 

g 

g 

ml 

g 

g 

ml 



c) Gel à 10 % de poJyncrylamidè 

La solution 2b remplace la solution 2. 

- Solution 2b : 

Acrylamide 

BIS 

Eau bidistillée q.s.p. 

2) êl~~~~~-~~~~~ : 

Solutions pour un gel à 7 % de polyacrylamide 

- Solution 8 

KOH 1N 

Acide acétique conc. 

TEMED 

Eau bidistillée q.s.p. 

- Solution 9 : 
Persulfate d'ammonium 

Eau bidistillée q.s.p. 

- Solution 10 

KOH 1N 

Acide acétique conc. 

TEMED 

Eau bidistillêe q.s.p. 

-Tampon d'électrodes II pH 4,5 

Alanine 

Acide acétique conc. 

Eau bidistillée q.s.p. 

à diluer à 1/10 avant l'emploi. 

40,0 

1,0 

100 

48,0 
17,2 

4,0 

100 

0,28 

100 

48,0 

2,87 

0,46 

100 

31 ,2 

8,0 

1000 

g 

g 

nù. 

ml 

ml 

ml 

ml 

g 

ml 

g 

ml 

ml 

ml 

g 

ml 

ml 

Les solutions 2, 5 et 6 du système basique sont également employées 

pour les s~ls acides. 

Toutes lès solutions sont stockées à l 1 abri de la lumière, à +4°C, les so­

lutions 3, 7 et 9 sont renouvelées chaque semalne. 



B - Préparation des gels 

Les gels sont préparés dans des tubes en verre (longueur 75 mm, dia­

mètre inférieur 5 mm). 

a) Gel de séparation (7 % de polyacrylani.ide) : 

Le mélange est préparé immédiatement avant la préparation des gels et dégazé 

à l'aide d'une trompe à vide pour éviter la formation de bulles d'air dans le 

gel. La quantite préparée dépend du nombre de gel. 

- Mélange : 

Solution 1 voliune 

Solution 2 2 volumes 

Eau bidistillée 1 volume 

Solution 3 4 volumes 

Les tubes, placés dans un support, sont remplis avec le mélange à l'aide 

d'une seringue sur une hauteur de 5 ,5 mm. Une goutte d'eau bi distillée est 

déposée à la surface du mélange afin d'obtenir une surface plane après 

polymérisation. Celle-ci a lieu à température ambiante pendant 30 mn puis 

l'eau est éliminée à l'aide d'un papier filtre. 

b) Gel de séparation ( 5 % ou 10 % de polyacrylamide) : 

Pour la préparation des gels à 5 % ou 10 % de polyacrylamide, la solution 

2 du mélange est remplacée respectivement par la solution 2a ou 2b. 

c) Gel de concentration : 

Le mélange est préparé à l'abri de la lumière dans les proportions suivantes 

Solution 4 
Solution 5 

Solution 6 

Solution 7 

1 volume 

2 volumes 

1 volume 

4 volumes. 

Sur le gel de séparation on depose le mélange jusqu'à une hauteur de app. 8 mm. 

Puis après dépôt d 'u."le goutte d'eau bidistillée à la surface du mélange -=t la 

photopolymérisation a lieu pendant 30 mn, à température ambiante, devant une 

lampe fluorescente. L'eau est enlevée immédiatement avant le dépôt de l 'echan-

tillon. 



Le mode de préparation des gels ne change pas, seule la preparation des 

melangès respectifs sera modifiee 

a) Gel de'separation Mélange 

b) Gel de 

Solution 8 vol ume 

Solution 2 2 volumes 

Eau bidistillêe 

Solution 9 

concentration 

Solution 10 

Solution 5 
Solution 6 
Eau bidistillée 

Mélange 

1 volume 

4 volumes. 

volume 

2 volumes 

1 volume 

4 volumes 

C -Dépôt de l'éch~~tillon : 

Suivant la nature et la concentration des protéines à analyser 0,01 ml 

à 0,15 ml d'echantillon sont déposé sur chaque gel. L'extrait brut est amene 

à une concentration de saccharose de 20 % avec du saccharose solide avant le 

dépôt afin d'éviter tout melange avec le tampon d'électrophorèse. Les frac­

tions obtenues par focalisation isoelectrique prêparative sont analysées telles 

qu'elles car elles proviennent d'une colonne en gradient de saccharose et 

contiennent dans tous les cas une concentration suffisante de saccharose. 

Dans le cas où les fractions obtenues· par FIP constituent l'echantil­

lon à déposer, le volume de l'échantillon sera important en raison de leur 

très faible concentration protéique. Un gel de concentration à larges pores 

sera indispensable pour l'obtention de bandes fines. 

Au-dessus de l'échantillon chaque tube est rempli complètement par le 

tampon d'électrophorèse. 

D - ElectronhorèsP. 

L'électrophorèse a lieu dans 'L~e cuve BUCHLER réfrigérée à +4°C reliée 

à une alim~ntation BU~ILER 3-1014A q~ ·=ermet de contrôler la tension et le 

courant penda..TJ.t la séparation. 

- Conditions électrophorétiques 

r.ourant 2 ,5" mA/ gel 

.. ,, l3.rité Haut - / Fond + 
·' ~.:-queur du front bleu de bromophenol (dans le -!-... -::?on de la cuve 

~ lT"~-..; 0,, 0' 



- Conditions electrophorétiques 

Courant 

Polarité 

4 mA/gel 

Haut + / Fond -

Marqueur du front Bleu de méthylène (dans le tampon d'électrophorèse 

de la cuve supérieure). 

Le courant est coupé quand le marqueur du front a migré jusqu'à 5 mm de la base 

des gels. Les gels sont retirés des tubes de verre à l'aide d'une seringue 

remplie d'eau bidistillee dont on introduit l'aiguille en effectuant une 

rotation de cette aiguille entre le tube et le gel. 

E - Coloration des gels 

La coloration des protéines est réalisée par imœ~xxi~ immersion des gels 

pendant 1 h, dans une solution d'Amidoschwarz 10B à 0,5 %dans l'acide acé­

tique à 7 %. La decoloration est effectuee électrophorétiquement dans l'acide 

acetique à 7 % pendant 15 mn dans un CANALCO Quick Gel Destainer. Les gels 

peuvent être conservés pendant quelques semaines dans l'acide acétique à 7 %. 

Les leucine-aminopeptidases sont colorées par incubation des gels dans la 

solution colorante (27) jusqu'à apparition de bandes bleues (30-60 mn). 

- Solution colorante : 

Tampon acétate 0,2 M, pH 4,4 
L-Leucyl- S-naphthylamide HCl 

Fast Black K 

(Sel de diazonium de 4-Amino-2,5-Dimethoxy-
4'-Nitroazobenzène) 

100 ml 

20 mg 

25 mg 

La couleur se développe par couplage du naphthol, libere par l'action des 

leucine-aminopeptidases, avec le sel de diazonium. 

Après coloration, les gels sont conservés dans l'acide acétique à 7 %. 

Les estérazes sont mises en évidence par incubation des gels dans la solu­

tion colorante (modifié après 26) jusqu'à apparition de b~~des rouges (15-

30 mn). 
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- Solution colorante : 

Eau bidistillée 94 ml 

Tampon Phosphate-citrate 0,2 M, pH 5,8 4 ml 

1-Naphthylacétate (1 %dans l'acétone) 2 ml 

F?-st Blue B 50 mg 

(Sel de diazonium d'o-dianisidine) 

La réaction est basée sur le même principe que celle des LI\P. D'autres subs­

trats sont également utilisés : 1' 1-Naphthylacetate est remplacé par. 2-Naph­

thylacctate, 2-Naphthylpropionate et autres sels de naphthol. 

Les gels sont également conservés dans l'acide acétique à 7 %. 

4 - Peroxyda~es : 

Les gels sont immergés dans la solution colorante modifiée après 

PUTTER (21) en présence du gaiacol comme substrat. 

Solution colorante : 

Tampon phosphate 0,1 M, pH 7,0 

Soiution acétique de gaiacol 
• gaiacol 
• acide acétique à 10 % 

n2o2 à 3 % 

100 ml 

0,2 ml 
25 ml 

20 ml 

Ce mélange est préparé juste avant emploi. Assez rapidement ( 10-20 mn) 

des bandes brunes sur fond incolore apparaissent. La longueur de migra­

tion de chaque bande doit être mesurée rapidement parce que la coloration 

est fugace et disparaît après une heure de coloration. 

E - Calcul du Rf : 

Le calcul du Rf n'est pas établi selon la formule simple d'un rapport de 

migration de chaque bande à la migration du front, mais nous avons retenu 

une formule plus complexe qui nous permet la determination du Rf dans tous 

les cas, même si éventuellement le front de migration restait invisible après 

coloration enzymatique (ce qui rendait l'etablissement d'un rapport simple 

impossible (25)). 

Rf = 

où 



L1 Longueur tot aie du gel non-coloré 

L2 Longueur totale du gel coloré 

x Longueur de migration de la bande protéique dans le gel coloré 

F Longueur de migration du front dans le gel non-coloré. 

III. - CALCUL DE SIMILITUDE. 

Le coefficient de simili tude entre les differentes formes d 'Ulex 

analysées est calculé selon la formule de SORENSEN (28). Dans notre travail, 
' 

ce coefficient n'a été appliqué qu'aux bandes protéiques 

2 x c 
s ( %) = 100 

N 

où C - Nombre de bandes communes aux deux formes comparées 

N -Nombre total de bandes des deux formes comparées. 

IV. - ESTHtfiTION DU POIDS MOLECULAIRE. 

Le poids moleculaire de certaines protéines peut être estimé par élec­

trophorèse en gel de polyacrylamide à des concentrations differentes de 

polyacrylamide (17, 25). Dans ce cas les conditions électrophorétiques étant 

strictement identiques, la charge des molécules n'intervient pas, seul le 

tamis formé par le gel de polyacrylamide sera responsable des differences de 

migration observées pour une même protéine dans ces gels. Cette méthode ne 

s'applique qu'aux protéines globulaires à condition qu'elles puissent pé-
et · 

nêtrer dans .ùn gel assez concentré (PM inférieur à 200 000) que leur charge 

leur permette une migration dans le système d'électrophorèse employé. 

Nous avons retenu quelques protéines de références pour caractéri­

ser nos systèmes d'électrophorèse employés : 

1) Albumine bovine 

2) Alcool déshydrogénase (ADH) 

3) Ribonucléase 

PM 

PM 

PM 

67 000 

150 000 

13 683 

La ribonuclease ne convie~t pas à nos systèmes, mais l'albumine et 

l' ADH donnent .plusieurs banè.es : les bandes des produ.i ts d:mères ,. ce qt:.'. 

nous permet de coreparer plusieurs composés avec des PM differents. 
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Nous avons utilisé lli1e formule simplifiée pour estimer le rapport 

entre le PM et le Rf, dans cette formule 

log m,f~ = k 1.PM + k2 

' 

m1 mobilité dans un gel de concentration x 

~ mobilité dans un gel de concentration y 

Les constantes k 1 et k2 sont fonction de la porosité du gel. Pour des protéines 

de PM et de Rf connus,,on peut par la détermination des constantes k 1 et k2 
de systèmes électrophorétiques bien définis, evaluer le PM des molécules in-

connues. 

_Exemple : 

1 

Albumine ' 0,667 2,830 o, 437 ! 2,640 0,190 67 000 monomere 
1 1 

Albumine dimère 0,434 2,637 1 0,214 i 2,330 0,307 !134 000 

Isozyme LAP (U.gallii) o,446 
1 

2, 649 10,244 \ 2,388 0,261 
1 

? 

Pour cet exemple on obtient pour 

k1 = 
67 000 
0' 117 

k2. = - 42 000' 

ce qm donne comme PM pour 1 1 isozyme de LAP 

67 000 
PM = 0,261 

0 '117 
42 000 = 107 000 

Chaque PM donné comme -resultat correspond à la moyenne de détermination obte­

nue en comparant des protéines differentes de références à une même proteine 

recherchée. 

En comparant le logari thir.e du Rf d'une pro.~eine par ~ap:port à la con­

centration en accylamide on de•rrai t obtenir une droite. La figure T 2 ccr~es­

pond au."< :ymcgr:l!!'lDes des leucine-aminopeptidases dans des gels 3. ccncent~a-. 

tians variables d'acryla.rnide (5 ~0 , 7 %, 10 %) , la figure T 3 india_ue le 

logarithme du Rf par ra:Fpcrt. à la ccncentration d' acrylnmide, ef~-:=-::-: i -re:ment 

les courbes obtenues sont des droites dans le cas des deux ba..."ldes ,~:ser-rées. 



Certes, la méthode n'est pas très précise ma~s elle l'est suffisanunent 

pour donner un ordre d 1 idée de la taille d·'une molécule examinée, surtout en 

tenant compte du temps necessaire pour établir un PM, il s'agit ici d'une 

méthode très rapide. Dans notre cas où nous examinons la mobilité de pro­

téines dans des gels de densité différente, elle nous donne une estimation 

du PM pa; un calcul simple sans exiger la recherche d'autres techniques. 

f- Dens:i.tométrie : 

Les bandes électrophorétiques (protéique et enzymatique) sont évaluées 

quantitativement par densi tomêtrie des gels par un spcctrophotomètre ZEISS PHQ. 2: 

couple à un enregistreur Servogor et un dispositif de support et transport 

pour les gels de polyacrylamide. Les longueurs d'ondes utilisées diffèrent 

suivant la coloration des gels : 

t ..... - pro e~nes ( coloration à l'Amidoschwarz) 650 nm 

- LAP 660 nm 

- estérase 530 nm 

- peroxydase 436 nm. 

La·densitométrie permet à l'aide d'un integrateur, la détermination 

quantitative de chaque pic. 

Pour les gels riches en bandes cette determination quantitative est 

impossible 1 les pics n'étant pas complètement séparés. Cette technique est 

surtout intéressante dans son application aux LAP, enzymes qui ne forment 

qu'un faible nombre d'isozymes. 
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V. - DE'ITŒMINATJON DE LA COJTCENTRATION PROTEIQUF,. 

La concentration protéique est déterminée d'après la méthode modifiée 

de LO\VTIY (23). 

A - Préparation des solutions 

- Solution 1 : 

Na
2
co

3 
N aOH 1 N q . s . p • 

- Solution 2 

CuS04 5H20 

Tartrate de sodium 

Eau bidistillée q.s.p. 

- Solution 3 : 

2 

100 

0,5 

100 

g 

ml 

g 

g 

ml 

Mélanger 1 ml de la solution 2 avec 50 ml de la solution 1. 

- Solution 4 : 
Reactif de Folin (commercial) dilué avec de l'eau bidistillee 

jusqu'à la concentration 1 N. 

B - Essai : 

L'essai est effectué dans des tubes à essai dans lesquels on pipette 

successivement 

- 0,1 ml de la solution protéique (qui contient entre 10 et 100 pg de protéines) 

- 1,0 ml de la solution 3. On laisse réagir pendant 10 mn à température ambian­

te puis on ajoute : 

- 0,1 ml de la solution 4 en agitant vigoureusement et on laisse reposer 30 mn 

à température ambiante. 

- 0,5 ml d'eau bidistillée sont ajoutés pour obtenir un volume suffisamreent 

grand pour permettre la mesure de la DO dans des cuves optiques de 1 cm de 

parcours optique. 

La densité optique (DO) est mesurée à 750 nm. La valeur de la concen­

tration prot2ique cor~espond~~te est calculée à l'~ide d'une courbe étalon 

établi avec la se~um-3-lbunine bovine. 

C - Courbe ~~~ ·_.:-:;. : 

L 1 essai de LOw~Y ne don::1e pas un rapport linéaire ent~e la den si té cp­

tique et la concentration protéique. Ainsi ·il ne suffit pas de pa~tir d'une 
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Figure T 5. - Innuence du pH sur l'acti'7ite estérs.sique de l'extrait brut. 
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valeur calculee sur un échantillon de concentration protéique connue, de cal­

culer un facteur de transformation"DO/ concentration protéique", mais il faut 

etablir une courbe étalon avec de la sérum albumine-bovine comme référence 

( figure T 4 ) . 

D - Spé ci fi ci té de 1 a méthode : 

La méthode utilisée présente.trois désavantages importants qu'il faut 

prendre en considération lors de son utilisation ( 12, 25) qui sont 

1 -l'absence d'un rapport linéaire entre la concentration protéique et la 

densité optique. Ce désavantage peut être pallié par l'emploi d'une courbe 

d'étalon ; 
'• 

2 - les resultats varient en fonction des protéines utilisées. Ce désavanta-

ge ne peut pas être compensé mais il est indispensable de nommer la protéine 

qui a servi à 1' établissement de la courbe étalon ; 

3 - sa faible spéc~ficité. La réaction étant basée sur la réaction des acides 

aminés aromatiques, des substances aromatiques (phénols, tryptophane) inter-. 
viennent. Dans l'analyse des précipités (précipitations au sulfate d'ammonium) 

nous avons . constaté 1 i inconvénient des concentrations élevées au sulfate 

d'ammonium. La détermination de la concentration protéique dans les fractions 

obtenues par FIP est rendue impossible car les Ampholines interfèrent égale­

ment avec la réaction. 

Mais cette méthode a été utilisée en raison de sa grande sensibilité, 

app. 100 fois plus sensible que la méthode de BIURET et 10 fois plus sensi­

b+e que la mesure de la densité optique à 280 nm ; elle est intéressante dans 

notre travail, ~axx~~~~~MHXX en raison de la faible concentration protéique 

des extraits. 

VI, - 1 '~~'I'ERMINATION DES ACTIVITES ENZYMATIQUES. 

Pour la deter1ÏÙnation des activités enzymatiques, nous avons utilisé 

des méthodes phot~métriques, en suivant le changement de densité optique pen­

dant un certain temps (spectrophotomètre MAROC II, JOBIN et YVON) à 1 'aide 

du coefficient molaire de densité optique du produit de la réaction ; ce chan­

gement de DO nous peroet de calculer les moles de substrats transformés par 

minute. L'activité est donc exprimée en Ut::ole/mn, pour ,me valeur plus gêr..é 

al "f' ' 't" ... . . "' d' . . . ( 1 ' , ' A ' r eon se re ere a une que~~~ a ae~e~ne ext~a~~ umo_e;~.rnn,. pres 

détermination de la concer..tration protéique de l'extrait,l'activité 

peut être exprimée en umole/mg protéir..es.~. 
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Pour chaque enzyme nous avons' d'abord rechcrch: le pH de 
max 

la réaction,qui est donc le pH indiqué dans les essais enzymatiques 

ci-dessous. 

Pour analyser 1 1 influence du pH sur 1 1 activité enzymatique dans 1' extrait brut 

ou de celle des 1sozymes isolees, le tampon indiqué est remplacé par d'autres 

tampons de même molarité à des pH différents : de pH 4 à 5 nous utilisons 

des tampons acétate, de pH 5 à 7 des tampons phosphate, de pH 7 à 8 des tam­

pons TRIS-HCl et au-dessus de pH 8 des tampons TRIS-glycine. 

Pour étudier l'influence de la température une partie aliquote de chaque ex­

'tra:l.t est traitee pendant un temps déterminé à la température indiquée et son 

activite enzymatique sera ensuite déterminée. 

A) LEUCINEAMINOPEPTIDASE (LAP) 

!)Essai continu t 

L 1 essai colorimttrique modifié seLon... Appel ( J() est basé 

sur 1 'hydrolyse de L-Leucinc-p-nitranilide.On determine 

l'apparition du p-Nitrophenol libre à 405 nm. 

a)Préparation des solutions: 

-Solution 1: 

Tampon TRIS-HCl 50 rnM,pH 7,2 

-Solution 2: 

L-Leucine-p-nitranilide 

solution 1 q.s.p. 

Les solutions sont conservées à +4°C. 

b)Essai . enzymatique 

On pipette dans des cuves en verre: 

Solution 2 

Echantillon 

2, 00 ml 

1,00 ml 

30,2 mg 

100 ml 

Au moment où l'échantillon est ajouté,le chronomètre est déclenché 

et on mesure la den si té optique toui.es le.~ 15 sec pendant 

6 min à 405 nm,à température ambiante.L'échantillon est dilué 

avec de l'eau bidistillée suivant son activité.Pour l'analyse 

de l'extrait brut~0,2 ml sont en général suffisant pour donner 

un changement de DO important (~,1 à 0,3 unité de DO pendant 

6 min). 



c) Calcul de l'activité enzymatique 

d (parcours optique) 

ê (coefficient de DO à 405 nm) 

Vt(volume to,tal) 

VE (volume ~Véchanti llon) 

6DO/min (changement de DO par min) 

A 
2. 

(activité enymatique) 

= 1 cm 
2 = 9, 62 cm /ymole 

= 3,00 ml 

= suivant la dilution 

= établi par mesure 

"ADO/min (pmole /min,ml) 

La décomposition autonome du substrat dans les conditions de 
1 

l'essai est dcterminée d-en:"' au essai avec de l'eau comme 
-3 1 échantillon.Cet essai donne une activité de 0,173 "10 pmole ml.min, 

ch;r thi. 
cette valeur aBt soustraite de chaque activité. 

2) Essai discontinu : 

Pour permettre une determination rapide d'un nombre élevé 

d'échantillon (fractions obtenues par focalisation isoélectri~ue prepnrative 
"" .... "" par exemple) nous avons expérimenté un essai discontinu base sur la meme reac-

tion ~ue celle déjà utilisée dans la coloration des LAP sur gel de polyacry-

lamide. 

a) Préparation des solutions 

Nous utilisons la solution.'' co loran te employée 

des gels (voir page T ) dont nous rappcllons 

composition: 
1 

Tampon acetate 0,2 M,pH 4,4 

L-Leucyl~-naphthylamide HCl 

Fast Black K 

pour la coloration 

ici la 

100 ml 

20 mg 

25 mg 

Cette solution est préparée immédiatement avant l'emploi. 

b) Essai enzymatique ,' 

Un tube à essai est rempli de: 

échantillon 

solution colorante 

0,5 ml 

1, 0 Ml. 

A température ambiante
1
la réaction a lieu et peut être 

J 
contrôlée visuellement par le àeveloppement d'une couleur 

bleue.Après un temps suffisarmnent long pour le developpement 

de la couleur (app.2 h) la réaction est arrêtée en ajoutant 



0,5 ml d'acide acétique conce'ntré par tube. La densité optique est mesurée 

à 660 nm (longueur d'onde ma.ximale du complexe coloré) contre un essai 

effectué avec de 1 'eau bi distillee comme échantillon. 

Cette methode ne nous donne pas une valeur de l'activité précise mais 

elle nous permet de localiser rapidement l'activité enzymatique dans les frac­

tions obtenues par FIP (les valeurs obtenues sont comparables pour les frac­

tions d'une même colonne). Dans le càs où les echantillons possèdent m1e 

activité, cette activite enzymatique sera exactement mesuree par l'essai 

continu, ce qui permet de comparer l'activité initiale dans la colonne et 

l'activité résiduelle que présentent les differentes fractions. 

L'activité déterminée selon ces deux méthodes montre une proportion 

fixe et les isozymes isolées réagissent avec les deux substrats, ainsi la 

même enzyme reagit avec les deux substrats employes. 

B - Esté rase (Est) : 

L'essai enzymatique calorimétrique des e·stérases est établi selon 

une reaction basée sur l'utilisation d'un substrat telle que nous l'avons 

employée pour la coloration des gels ; ceci évite la difficulte de l'emploi 

de deux substrats differents pour une même enzyme. 

Pour tester l'utilite de cette réaction lors d'un essai enzymatique continu 

(le couplaee du produit de la reaction à un autre composé peut fausser les 

rapports d'activité) nous avons effectué plusieurs essais préliminaires. Se­

lon PILZ (20) on peut extraire le colorant insoluble par des solvants, mais 

pour les activites relativement faibles comme celles présentées par les tis­

sus chlorophylliens, cette méthode n'est pas assez sensible. Mais nous avons 

pu obtenir une solution dans laquelle le colorant est dans une suspension 

tellement fine qu'elle permet la mesure directe du changement de densité 

optique. 

Expériences necessaires pour déterminer les conditions de l'essai 

a) Recherche du uH max. de la réaction la figure T 5 montre la courbe 

obtenue pour de3 pH différents. Ainsi les activités ont été mesurées à pH 5,8. 

Cette valeur s'eloigne un peu des pH utilises par d'autres auteurs (7, 19, 27), 

app. pH 7,0. 

b) Lon ..rue ur 1. 'onde ma.xi~ale d' absor.Jticn du cc::Tlexe •::olor~ le complexe 

formé est de couleur roug~, mais co~e la 



solution colorante avant la réaction est également ë!:e couleur 

légèrement rose,nous avons d~terminé les maxima d'absorption 
1 • 

des deux colorations pour voir s: ~ls ne se superposent pas. 

La solution colorante/avant }a réactio~ montre un maximum d'absorption 

à 370 nm (fig.(6) ,après · :. réaction) le maximum se trouve à 530 nm, 

longueur d'onde ou la solution colorante avant lq réaction ne 

montre pas d'absorption,ainsi nos mesures d'activités peuvent 

être determiné à 530 nm. 

c) Linéarit6 de la réaction par rapport à la quantité d'extrait : 

Les changements de densit' optique obtenus avec une série de 

dilution d'un échantillon montrent une proportionalité directe 

avec la quantité d 1 enzymes,cette proportionalité existe 

évidemment seulement pour des activités pas fiojJ importantes, 

c'est-à-dire des activités qui montre un changement linéaire 

de la densité optique par rapport au temps. 

d) Determination du coefficient molaire de la densité optique 

Pour pouvoir. exprimer 1 'activité) mesurée en }Jtnoles de substrat 

transformé)il faut connaitre le coefficient molaire de densité 

optique.Cclui-ci peut être determiné avec des concentrations 
~~ .... 

connues de naphthols ,pou~pH 5,8 et 530 nm nous avons 
2 ) 

obtenu une valeur de 5,2 cm /umole. 

e) Linéarité de la réaction par rapport au temps.' 

L'activité estérasique est linéaire par rapport au temps entre 
1 

la première et la sixième minute de réaction (fig.71J .Ce delai 

est alors utilisé pour la d~termination d'activité. 

f) Concentration optimale de substrat · 

Pour tester si la concentration d~ substrat dans la solution 

colorante est optimalc,nous avons fait des essais avec des 

concentrations ~lus importantes desubstrat,l 1 activité mesurée 
tl-(4>11- . 

n 1 ~.st pas plus importantes cel~;.::.. indique que la concentration 

du substrat dans la solution colorante est optimale. 

g) Décomposition autonome du substrat ! 

Pour un essai effectué avec de l'eau comme échantillon on 

obtient une activité de 6,3].10-3 ~mole/mn.ml. La faiblesse de cette acti­

vité est telle par rapport aux activités déterminéeG dans les extraits pro­

téiques, qu'elleest né~ligeable. 



--------------------------·. -- . 

1 
Après ces essais préliminaires) 'activité a été dctenninéc 

comme nous l'expliquons c~-dessous : 

A, ~.') Préparation de la solution colorante : 

La coloration a lieu à partir des mêmes solutions que celle 

des gels (voir page T A~ ),nous rappe ,lons i-ei- la composition 
~·-a~ 

de la solution colorantel 

Solution colorante: 

Eau bidistillée 

Tampon phosphate-citrate 0,2 M,pH 5,8 

0{-Naphthylacétate (1% ds 1 1 acétone w/v) 

Fast Blue B 

94 ml 

4 ml 

2 ml 

50 mg 

i . ;) Essai enzymatique ,. 
Des cuves optiques sont remplies avec: 

Solution colorante 

Echantillon 

2 ml 

0, 1 ml 

Le chronomètre est déclenché au moment ou l'extrait est ajouté 

et la densité optique est mesurée tou\~les 15 secJpendant 6 min~ 

à 530 nm)à température ambiante. 

/t .) Calcul de 1 1 activité enzymatique ,• 

d (parcours optique) 

t (coefficient de DO) 

Vt(Volume total) 

VE(Volume d'échantillon) 

ADO/min (changement de DO par min) 

vt A = __ ___;:;..__ __ 

e . d•V 
E 

2) Essai discontinu ,· 

• «!.DO/min = 4,04 ADO/min 

= 1 cm 
2 = 5,2 cm /pmole 

=; 2, 1 ml 

= 0, 1 ml 
' d J • = a etenn1ner 

(pmole/ml·min) 

Pour les mêmes raisons que pour les LAP nous avons ncûud~.é 
un essai discontinu. 

, 
a) Préparation des solutions ~ 

La solution colorante est la même que celle de l'essai continu 

voir ·.'.d-dessus)1 ~1l~est ensuite diluée avec de l'aau 

bidistillée dans les propor~ions 1:1. 

b) Essai enzymatique 

Des tubes à essai sont remplis de: 

solution colorante diluée 

échantillon 

1 ml 

o,Srnl 



Après un temps assez court (app. 10 mn) une couleur rouge se developpe dans 

les tubes dont l'échantillon possède une activité enzymatique. La réaction 

est arrêtée en ajoutant 0,5 ml d'acide acétique concentré par tube et la 

densité optique est mesurée contre un essai contenant de l'eau bidistillée. 

Comme pour les LA.P, cet essai est seulement utilisé comme moyen rapide de 

détection de l'activité enzymatique, pour une détermination plus précise 

l'ssai continu est utilisé. 

C) PEROXYDASE .' 

L'activité peroxydasique est déterminée selon PUTTER (21) en présence de 

gai.acol et d 1 H
2
o

2 
comme substrats. Les concentrations de substrats ont été 

doublees parce qu'elles ·ne correspondaient pas à une concentration optimale. 

On mesure l'apparition de la forme oxydee de gaiacol à 436 nm. Selon PUTTER, 

le gaiacol est un substrat spécifique des peroxydases et il n'est pas oxyde 

par des phénoloxydases. 

1) Essai continu ; 

a) Préparation des solutions : 

- solution 1 

tampon acétate 0,1 M,pH 4,8 

- solution 2 ! 

gaiacol 40,2 mM: 

Gaiacol 

Eau bidistillée q.s.p. 

- solution 3 , 
' 

H
2
o
2 

24,6 mM: 

H
2

0
2 

à 30 '7o 

Eau bidistillée q.s.p. 

0,45 ml 

100 ml 

0,28 ml 

lOO ml 

Les solutions sont conservées à +4°C et les solution 2 et 3 

sont renouve:lées chaque semaine. 

b) Essai enz~atique 

Dans une cuve optique on mélange: 

solution 1 3,00 ml 

solution 2 o,os ml 

solution 3 0,03 ml 

échantillon o,1o ·ml 

Après addition de l'echar.tillon, le chronomètre est décl~~ché et la densité 

optique est mesurée toutes les 15 s, pendant 6 mn, 



â 436 nm
1 
~ températur~ ambiante. La., V()ln'a.tfon.- de densité optique 

est linéaire jusqu'à une valeur de 0,2 /min.Pour une activd& 

plus importante il faut diluer 1 'échantillon. 

c) Calcul de l'activité enzymatique: 

d (parcours optique) = 1 cm 

6,39 2 
= cm /pmole 6 (coefficient de DO à 436 nm) 

total) = 3,18 ml 

d 1 échantillon) = 0,1 ml 

Vt(volume 

VE(volumc 
vt 

A =----=--- • A DO/min 
t· d·V 

E 

= 4, 98 Â DO/min (pmole/ml.~min) 

Avec -de 1 'eau on obtient une valeur de 0,001 pmole /ml~.min, 

valeur qui peut être négligéfpar rapport aux activités obtenues. 

2) Essai discontinu : 

A partir de 1 1 essai continu nous avons P~"'~f'Qxl; . un essai discontinu. 

a) Préparation des solutions : 

Les solutions employées sont les mêmes que celles.lkl 1 essai continu 

(voir page T 

Réactif: 

).A partir de ces solution on prépare le réactif. 

Solution 1 

Solution 2 

Solution 3 

b) Essai enzymatique 

On mélange dans des tubes à essai: 

Réactif 

Echantillon 

90,0 ml 

1,5 ml 

1,0 ml 

1,0 ml 

0,5 ml 

Après un temps de réaction suivi par le developpement d'~ne couleur jaune 

dans les tubes (app. 10 min),la réaction est stoppée en ajoutant 

à chaque tube o, 5 ml d 1 acide acétique conc ~ b....J. 

La densité optique à 436 nm est déterminée pour chaque essai contre un témoin 

(eau bidistillee). Les limites de cette méthode reposent sur les mêmes remar­

ques précéderrnent faites lors de l'analyse des LAP et EST. 

L'inhibiteur de peror.rdase est ~tu.dié par ,U..'1 essa1 effectué à pH 7,0. Le t~­

pon. acétate 0, 1 M, pH 4,8 est alors re~placé par un ta.~on ~hosphate 0, i ~1, . 

pH 7,0. 
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D) OXYDASE DE L'ACIDE fo-INDOLYLACETIQUE (AIA-OXYDASE) l 

L'ac ti vi té d 1 AIA-~xydase est mesurée par un essai mo di fié · :. /J.-t(\Y>-1 

Macha~kova (db).L'activité enzymatique nécessite la présence d'un effecteur 

(2,4-Dichlorophenol). 

1) Préparation des solutions 

solution 1 
2+ 

tampon phosphate-citrate 0,05 M,pH 5,8 ;Mn 0,1 mM 

- solution 2 : 

Acide fb-indolylacétique (2 mM) 

Alcool absolu q.s.p. 

7 mg 

20 ml 

-solution 3 1 

2,4-Dichlorophénol (1 mM) 

Eau bidistillée q.s.p. 

2) Essai enzymatique/. 

16,3 mg 

100 ml 

Dans une cuve optique en quartz on mélange: 

Solution 1 

Solution 2 

Solution 3 

Echantillon 

Le chronomètre est déclenché 

op ti que est mè'surée tous les 

ambiante. 

2,00 ml 

0,20 ml 

0,10 ml 

0,20 ml 
ru:; /',.JcL·b ~ 1-4. 
~jeutant l'échantillon et la densité 

15 sec pendant 6 min à 247 nm à température 
/ / 

3) Calcul de l'activité enzymatique .' 

Zo~sdë-1 1 essai des AIA-oxydases on ne connait pas le coefficient molaire 

de densité optique du produit de la réaction (j)-méthylèneoxindole), 

ainsi l'activité mésurée est exprimée en DO/ cm,min. 

d (parcours optique) = 1 cm 

vt (volume total) = 2,5 ml 

VE (volume d'échantillon) = 0,2 ml 

v 
A= 

t 
· A. DO/min 12 • 4DO/min cm = 

d . VE 



VII) FOC IlL TSATICN ISOELECTRIQUE PREPARATIVE 

La focalisation isoelectrique est une technique qui s&pare les 

protéines suivant leurs charges dans un gradient de pH formé à 

l'aide des Ampholines sous l'influence d'une haute tension.A 

la fin de la s~paration chaque prot~ine se situe à l'endroit du 

gradient oÙ sa charge est nulle,c 1 est-à-dire à son point isoP.lectrique 
~,('?, 

pK
1 

(2'{24) .Ainsi 
1
par cette technique; on ne sépare pas seulement des 

1 
protéines mais on determine en même temps untconstante physico-

chimiquc de chaque protéine.Les Ampholines (commercialisé par LKB) 

sont un mélange d'acides aminocarboxylés aliphatiques (29,10) avec 

des points isoélectriques continus dans une gamme de pH définie. 

A) APPAREIL 

La focalisation isoélectrique a lieu dans une colonne UNIPHOR 

LKB 7900 (fig.7f}(14).La colonne est stabilisée contre la convection 

par un gradient de saccharose .L 1 apparei 1 c~mp,re.·~ ··une colonne. en verre 

réfrigerée à +4°S munie aux deux extrémités ae chambres d'électrodes/ 

q~i sont en contact avec l'intérieur de la colonne pendant la 
t}1... , "' séparation mais qui peuvent etre separe d'elle par deux obturateurs 

mo biles. 

1 1) Preparation des solutions : 

Le remplissage de la colonne a lieu à partir d'une solution dense 

et d'une solution légère de saccharose et d 1 Ampholines et de doux 

solutions d'électrodes (dense et légère). 

La cathode est situ~ en haut de la colonne dans le cas d'une gamme 

d 1 Ampholine qui commence en dessous de 6,dans l'autre cas la cathode doit 

être placée en bas ce qui empêche des précipitations en haut de 

la colonne (14). 

a)solution dense d'électrode (nE); 
acide phosphorique cane. 

H
2

0 bidistillée 

saccharose 

b)solution légère d'électrode(LE): 

Naœ 

H
2

0 bidistillée 

0,7 ml 

49 ml 

42 g 

0,56 g 

70 ml 



--------------------------- ----

. Obturateur 
mobile (o

1
) 

Chambre· 
d'électrode 

(cP~) 

Colonne 
réfrigérée 

Enregistreur 

Alimentation 

d 
0 

Electrode (e) 

Alimentation 

Pompe péristaltique 

Collecteur de fractions 

'Figure T 8. - Sché~~ de l'appareil tK3 7900 pour la focalisation isoelectri~~e 
prêpr..re:ti ve. 



b 

c) solution dense (n) 1 

n
2
o bidistillée ' 1% d'Ampholine de a 

la gamme de pH choisi (pH 3-10 ou 

saccharose 

d) solution légère 

H
2

0 bidistillée ' a 

la gamme de pH 

e) solution de lavage 

n
2
o bidistillée 

saccharose 

( L} ! 

1% d' Ampholine 

choisi 

2)Rcmplissage de la colonne ,1 

de 

pH dj.-6) 75 ml 

50 g 

100 ml 

38 ml 

20 g 

1 
/. 

, J.J.qpo..c.W~~ 
Au debut du remplissage l'obturatueur mobile du-ftfl~t o 1 est 

d.Jilj>Mw,·~ 
enlevé,l 1obturateur du-·bas o2 se trouve en position basse.Par 

l'ouverture d( la chambre d'électrode dtl h&s ce
2 

est remplie avec 

la solution (D~.Ensuite 1 'obturateur o
2 

est poussé en position haute,;5olavd: 

ài.n'si cette chambre d 1 électrode ~-solé~ 6-e--:alf colonne .Le surplus de la 

solution(DE) situé dans la colonne est vidé par l'ouvertu~e b,dont 

le tuyau est ainsi complètement rempli de liquide.La colonne est 

rincée deux fois avec la solution de lavage (vidée par l'ouverture a). 

Ensuite ~es deux recipients du mélangeur de gradient LKB 8122 placés 

au-dessus de la colonne/sont remplies respectivement avec la solution 

dense et légère.A la solution lég~re on ajout~à ce moment 1l'extrait 

protéique dialysé,dilué avec de l'eau bidistillée à 10 ml.Puis le 

gradient de saccharose .:.se , . formé·, dans la colonne.Apr~s remplissage 

1 'obturateur mobile o
1 

est introduit.· complètement.Le reste de la 

solution DE est verséedans le tuyau d'équilibre D par l'ouverture d. 

Le tuyau de l'ouverture b trempe dans la solution de lavage et 

l'obturateur o
2 

est abbaissé lentement.A ce moment, la chambre 

d'électrodes du bas se trouve en contact avec l'intérieur de la 

colonne.Le tuyau d'équilibre D est rempli d'eau bidistillée jusqu'à 

20 cm du haut et fermé.L'obturateur o
1 

est levé et par l'ouverture e 

la chambre d'électrode du haut ce 1 est remplie par la solution LE 

jusqu 'à 20 cm du haut du tuyau d'équilibre E .A ce moment le t•..:.yau D 

est ouvert et un équilibre se forme entre le gradient et la ~r~ssion 

de l'air. 

3) Separation électrophorétique 

Par l'alimentaticn U(B 3371 D une haute tension est appliq~ée aux ch~~bres 

d'électrodes. La valeur de cette tension ainsi que la durée de la foc~lisa­

tion dépendent de la garr.rre d'!~phol~ne utilisée (tableau III). 



·---·--------·--------·-r-- ·-- ------------- ·---:- ----;~~s-·-:-~~~-~;~tio~ j 
Gamme de pH Tension 

3 10 

5 8 

7 - 10 

4 - 6 

500 v 
800 v 
800 v 
800 v 

48 h 

72h 

72h 

72 h - 96 h J 
~-------------------------------------------

Tableau III:Tension appliquée et temps de séparation pour les 

différentes gammes de pH utilisées 

La tension doit être augmentée lentement jusqu 'à la valeur M.~Ct.!>~a,·re 

afin de ne jamais exc~der 3 W (et empêcher ainsi des échauffements 

locaux dans la colonne)(10,11i. 

En règle générale}a séparation est accomplie quand le courant ne 
.tl- ~ k.t 

diminue plus,qu.at1d il n'y a~ws--Qe molécules chargées qt:ti migrent fM.t_ 
dans la colonne,c'est-à-dire quand chaque molécule se situe à l'endroit 

de son point isoélectrique dans le gradient de pH formé. 

4) Elution de la colonne ! 

A la fin de la séparation la tension est coupée,les deux tuyaux 
J 

d'équilibre sont fermés et les deux obturateurs mobiles sont rabattus 

(en ouvrant respective l'ouverture a et c).Ensuite le tuyau 

de l'ouverture b est relié à une pompe péristaltique LKB 12 000, 

1 'ouverture c est ouverte et 1 1 élution a lieu .:~vec 1ü<. i€bi"C 

de 1 ml/min.L'éluat est analysé pour son absorption à 

280 nm (qui est enregistréepar un enrégistreur 6520-4 de LKB) par 

un photomètre à flux continu LKB UVICORD II 8300.Les fractions 
""' (,.UlJ·~ 'e,.,. 

de 2,5 ml sont ~s dans un collecteur de fraction LKB ULTRORAC 

7000 à +4°C. 

5) Analyse-des fractions 

a) Mesure du pH 

Le pH de chaque fraction est d~1terminé à la température de lct 

séparation (+4°C) (3) avec un pH -mètre METROiiM E300B. Il est 

important de respecter la tempirature parce que le pH change \Ja.u (. 

avec la température. 

b) Mesure de la densité optique: 

La densité optique à 260 nm et 280 nm est deter.ninée pour chaqu~ 

fraction (Spectrophotomètre MAROC II,Jobin et Yvo~,lampe à 
~ ~i~d.ul~. hydrogène,cuves en quartz).Les valeurs obtenues~~ . as r~~ 

lA' 

directement la concentration protéique car les Ampholines 

montrent également une absorption à ces longueurs d'ondes. 
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picr 60 rr~~h, vitense de la P?~e peristaltique 60 ol/h. 

9 

. 8 1,4 

7 1,2 

. -

10 20 

Figure T. 10. - Sché~ d 1 élution de l'expérience 137 
-x- D0260 ni:!. 

0 D0280 nm 

e Do
530 

run {activité e!ltêrasi".~.:.e) 

-.-:pH 

0,3 

0,2 

0,1 . 



1 
Cette densité optique peut être determiné par une focalisation 

"à blan~" (sans dépôt protéique),elle n'est pas identique 

à chaque endroit de la colonne,mais dépend du pH de la fraction~ 

c) Mesure de 1 1 activité enzymatique : 

Par l'essai discontinu 11 1 activité enzymatique de l'enzyme analysée 

est dcterminé dans chaque fraction (voir partie des méthodes de 
.... 

détection des activités enzymatiques) .Les fractions : a · 

activité importante sont analysées par l'essai continu et. 
1 

l'activité exacte est determinée. 

· d) Analyse par électrophorèse en disque 

Les fractions . à ac ti vi té importante sont analysées par 

électrophorèse en disquey sur gel de polyacrylamide pour relier 

les pics obtenus par focalisation aux bandes enzymatiques 

observées sur gel dans l'analyse de l'extra~ brut. 

e) Analyses des isozymes isolée's ,• 

Les isozymcs sont analysées p~r. leurs comportements relatifs 

aux changements de température et de pH par les essais enzymatiques 

expliqués ci-dessus. 

6) Les hnpholines dans les fractions obtenues : 

Les Ampholines sont présentes dans chaque fraction obtenue par FIP. Dans le 

cas d'une analyse des protéines elles doivent être éliminées. Par leur ca­

ractère proche de celui des protéines, elles gènent la détermination de la 

concentration protéique (par mesure de la DO et aussi par la methode de LOWRY) 

dans les fractions. Pour les séparer on peut proposer deux méthodes qu1 se 

sont revelees d'application facile : 

- dioJyse 

- chr,, ::1tographie d'exclusion (Sephadex G 50). 
La dialyse exige une durée assez longue en raison du PM des Ampholines 

(1000-1500) (9,10), par contre la chromatographie sur Sephadex permet une 

séparation rapide mais elle s'accompasne d'une dilution de l'echP~tillon. 

Dans nos fr3ctioœ
1
suivant la quantité protéique déposée dans une 

colonne,la concentration protéique est très faible (quelques pg/ml). 

Ainsi l'analyse des fractions a plutôt été basée sur l'activité 

enzymatique que sur la concentration protéique .Pour 1 1 ::malvse 
J."' ~)W.~ A • ...W. >- -1:>-u..ù ~. t.tJ.,. • 

enzymatique les Ampholines ne àé~anà~R~ pas,~ ne forment pas de 

liaisons avec les protéines (9) (les bandes protéiques sur le 

gel se trouvent au m~me :'iveau avant et ap~s FIP,c'est-à-dire que 

le PM n'a pas changé p~~~~nt la séparation) et ne montrent pas 



d'activité enzymatique (les fractions sans enzymes ne montrent 

pas d'activité enzymatique). 

7) La quantité protéique déposée dans une colonne : 

La quantité protéique déposé~sur une colonne dépend de la gamme de 

pH employée et de la nature protéique.Pour une préparation assez 

homogène, il faut d~poser une quantité très faible ( app.'.1 ntg); 
. 1 

pour une préparation plus héterog~n~ le de~a~ peut @tre plus 
important (jusque 10 mg). Car un dcpôt trop important d'une seule 

7JA 

protéine, entraine sa précipitation à son point isoélectrique en raison de 

l'insolubilité relative des protéines à leur pki. Les précipités sont plus 

lourds que le gradient de saccharose, ils vont alors descendre plus bas 

dans la colonne, à~ endroit où ne se trouvant plus à leur pki, les protei­

nes sont alors plus solubles et entrent en solution pour migrer vers le pH 

q~ correspond à leur pki où elles précipitent de nouveau et ainsi de suite 

(6,22). Ainsi, pour les protéines qui sont "précipitées" la determination 

de leur pki est impossible car elles se trouvent toujours à plusieurs en­

droits dans la colonne dont un seul correspond à leurs pki. 

8) Exemple d'application de la FIP à l~étude d'isozymcs végétales 

Expérience No.: 

Fot~e d'Ulex analyséc:Ulex europaeus couché 

Quantité de matériel végétal 

Quantité d'extrait brut 

Enzyme analysée:Estérase 

Etape de purification utilisée 

Quantité de P
2 

avant dialyse 

Activité specifique dans P
2 

Activité totale déposée dans la colonne 

Quanti té protéique--déposée dans la colonne 

Taux de purification enzymatique dans P
2 

Gamme d 1 Ampholine utilisée 

Tension 

Temps de séparation 

Température de séparation 

Volume de chaque fraction 

Vitesse d 1 enrégistrement 

137 

Ec 
5 g 

56 ml 

Est 

p2 

5 ml 

o, 64 pmole/mg min 

4,3 pmole/min 

6,73 mg 

2,7 fois 

pH 4-6 

800 V 

96 h 

+4°C 

2, 5 ml 

60 mm/h 

est determiné dans chaque fraction: pH,D0260 nm,no280nm'Act.Est 
1 



, 

1 1 1 

Fraction 34 36 41 45 
pH 4.43 4,52 4,76 4,94. 

Figure T. 11. 

51 
~.08 

R, 
; 

ra 
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a) Analyse de l'activité èstérasique dans la colonne 

Le schéma d'élution obtenu par le photom~tre à flux continu 

est indiqué par la figureT~Le diagramme d'élution établi 

suivant les différentes valeurs detet~inées dans chaque colonne 

est représenté dans la figure.T10 · 

Au total on trouve 5 pics d'activité estérasique dans les fractions 20 à 

60. Les fractions supérieures ne sont pas analysées car nous savons par 

des essais préliminaires qu'à pH 6 on ne trouve plus d'isozymes estérasiques 

par contre un deuxième groupe d'isozymes existe dont les pki ont des va­

leurs superieures à pH 7, qui n'ont pas été séparés dans la gawme de pH 

employée. 

Dans les fractions analysées nous retrouvons au total une activité 

de 1,9 }lmole/min,ce qui correspond à 44io de l'activité mi-se d.a.r.l-s 4 
la colonne (le deuxi~me groupe d'isozymes n'est pas inclut). 

Effectivement en analysant toutes les fractions de la colonne, 

on retrouve presque 100% de l'activité ,ce qui indique que 

l'activité estérasique n'est pas tellement sensible aux 

conditions extrèmes dè . la colonne,car il faut rappeler que 

dans la colonne les différentes protéines sont isolées dans un 

milieu non-tamponné. 

b) Analyse des fractions par électrophorèse en disque ' . . . 
L 1 analyse des fractions(f··~ · T 41) à ac ti vi té estérasique nous 

oU. 
indique la présence de 4 isozymes différents (pics fraction34, 

36,40 et 51) de pKi respectifs:4,43;4,52;4,76 et 5,08. 

Malgré les piès très rapprochés les électrophorèses indiquent 

pour chaque fraction une seule bande enzymatique.Pour la fraction 

46 nous ne trouvons pas de bandes enzymatique supplémentaires 

sur le gel,nous supposons alors que ce pic est formé secondairement 

par superposition des deux pics latéraux. 

Ainsi 4 i sozymes sont iso lé es: 

11 pKi 4,43 Rf(gel à 7%): o, 704 

12 pKi 4,52 Rf( " ) : 0,657 

13 pKi 4, 76 Rf( " ) : 0,626 

t-4 pKi 5,08 Rf( 
,, ) : 0,603 



d Influence d'un trai ter.1ent ·à 80°C sur les 4 isoesterases : 

- Conditions du traitement : 0,5 ml de chaque pic (2 fractions réunies) 

sont traites pendant des temps variables (2, 5, 10 et 20 mn) à 80°C. Leur 

activité est déterminée par l'essai continu puis comparée à l'activité d'un 

échantillon non-traité (figure T 12). Les résultats indiquent que la stabi­

lité thermique croît avec le pld. 

9. - REPRODUCTIBILITE DE LA METHODE. 

La focalisation isoelectrique est une technique très sensible et hau­

tement reproductible. La figure T 3 nous montre un schéma d'élution d'une 

colonne de FIP, il s'agit d'une répétition (expérience 141) de l'exemple 

donné ci-dessus (expérience 137). On constate que ces schemas sont plus 

moins identiques ce qui illustre l'utilité de cette méthode dans un but 

paratif. 

ou 
~ pre-

Dans le tableau IV nous comparons les pki obtenus dans ces deux 

expériences pour les différentes isoestérases identifiées par électrophorèse 

en disque sur polyacrylamide. 

pki 
Isozyme 

Exp. 137 Exp. 141 

----------------------------------------------------------------------
I1 4,43 4,44 

12 4,52 4,58 

13 4,76 4,76 

14 5,08 5,09 
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ABREVIATIONS UTILISEES DANS L 1 APPENDICE TECHNIQUE 

ADH = Alcool deshydrogénase 

AIA = Acide t!J-indolylacétique 

BIS = N,N 1 -mèthylènc-bis-acrylamide 

ce =chambre d'électrode 

DO = densité optique 

DTT = Dithiothréitol 

Est = Estérase 

FIP = Focalisation isoélectrique préparative 

LAP = Leucine aminopeptidase 

o ·'= obturateur mo bi le 

P = Précipité 

Per = Peroxydase 

pK
1 

= point isoélcctrique 

PM = poids moléculaire 

PVP = Polyvinylpolypyrrolidone 

S = Surnageant 

TRIS = Trihyd~oxyméthylaminométhane 

TENED = N ,N ,N 1 ,N 1 -tctraméthyléthylènediamine 
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