50 34C
(34+

&8 b!ORDRE 363 | /3.
503316 4
MCEE

L

on

T H E S E

présentée a

L'UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE

pour obtenlr 1le grade de

DOCTEUR ES-SCIENCES NATURELLES

P AR

Christel HASE

APPROCHE GENECOLOGIQUE PAR VOIE BIOCHIMIQUE DU

COMPLEXE UL EX

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,
G. BIZERTE,

Examinateurs

H.F. LINSKENS, Membre Invité



APPROCHE GENECOLOGIQUE PAR VOIE BIOCHIMIQUE
DU COMPLEXE ULEX

DANS LE NORD ET L'OUEST FRANCAIS

par Christel HASE

Travail effectud 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 D'ASCQ.



TABLE DES MATIERES

I. - IIITRODUCTION.......Q... ooooo Ccso0 000000

A - Importance actuelle des isozymes dans la
N biochimie gENELiquUe tveveeevrceosens

® 8 @ 0000 800008 s .l......'.l.. 8

1. Les isozymes dans la cellule, dans les tissus,
dans un Organisme.seeeererssansees

@6 0080000000000 00000 00 10

e 8 0 0 00 0 10

b) isozymes dans les tissus d4'un méme organisme......... 11

® 0 00 0 0 0 12

a) isozymes et compartimentation....ceeeeeeevass

c) isozymes dans un méme Organisme.....eeveeveues

2, Variants isozymatiques définis dans des organismes
QifferentS.eeevencanesnonas

B S

B - But du travail..vesescoeees

.nooo.oaoo.;lOlOoc.o.l't.c-.o.o.o. 22

II'-MATERIELUTILISEI......0..0'.0000‘.0..'0000‘.0..0'...0"..'.00.' 23
A - Taxinomie AU EENTE ULeX.ueeueoooruorovsosasnsososssssosscanes 2b

B - Caractéres phytogfographiques et phytosociologiques des taxonsal

C - Caractlres des formes aNnalyseS.ceeeerssosssrscecscssroscssoss 28

D - Prélidvement du matériel vEgétal...ieeevevetncencasescassnnnss 30

III. ~ ANALYSE DES PROTEINES TOTALES SOLUBLES.......

G 3

o=
|

Intérét de 1'analyse des protéines solubles (€lectro-
phoréses en disques sur gel de polyacrylamide)..seeeceeeesoss 32

B— Résultats.ooooooooo-nooco-olooo

..l..l......l.....ll....l......32

1. des &lectrophoréses en disques sur gel de
polyac!ylamide......'..l.......'.’."....'.......'....'. 32

2. des Rf calculés....'...'..l..l...‘..l....‘..'........... 32
3. de la rechérche d'un autre mode de représentation....... 36

4, du coefficient de similitude..eeeeceeeeoseonons

evrene. 36

C - DiSCUSSICNecececesorosssnosssrvenssanes teeeetessttscenecanann .. 39

D - Résumé.. S 8



IV. - ANALYSE DES LEUCINE-AMINOPEPTIDASES . uetvetoetonesneeneennaones

A - Introductioﬁ.....

B

1. e 1'€lectrophoresSe.vcecesessecess

Réslﬂ-tats.....,..l...

a0 000 00

' 2, de 1'estimation du poids molculaire.veveeeeeeeeennseees

3. de la détermination du point isoélectrique.........

C = DiSCuSSion..ao..-...-o.o-...o.o.........

RESUMEB.seeennnsens

|
1

V- - ANALYSE DES ESTERASES.0.0.oooooo-.o.-o.oconcoo

A - Introduction....

B - Résultats......

® 8 0 0 0 00 500 0P E OB 000G L0 GEILEOINCEOECEOIEBIINEINDLYGOGODS

1. de 1l'activité spécifique estérasiqUe.iiseeiresenssonsnss

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

3. des iscestérases et des €lectrophoréses sur gel de
polyacrylamide.‘...‘..’..........‘.....'...‘.'..'.....'.'

a) influence du substrat 1-Naphthylacétate.....eeeeeoeoss

b) utilisation d'autres substrats synthétiques......c...

L, Estimation du poids moléculaire...

5. Analyse des isoestérases par focalisation isoélectrique
prépaﬂrative...l........l....‘..‘."'.l...........‘l.....

a) résultats qQUAlitatifsS eceveeveeeenevrsnsecrcososonsnas

b) aspect quantitatif de l'analyse des isoestérases.....

c) analyse des cinétiques isozymatiques...veeeeceeecenns

- influence du pHooo-oo'n..ooooooo-ocooo.oooaoo-oono.
- influence de la température...ceeseecscccscsescnoas

C - Discussionoooooobooolo-.000'

D - Résumé.--.......-.......

VI. - ANALYSE DES PEROXYDASES......

A - Introduction....

B - Résultats..een.n.

b2
43

L6
L6
L7
L9

54
55

56

o7

60
60
62

62
62
63

6k

65
65
68
70

70
T2

T3
5

76
TT
79

Q



1. de 1l'activité totale peroxydasique des tissus chlorophyl-
‘ liens deS AjOl’lCS.-‘.. ooooo '-oooo.ooaocoaonoo.oobotsoo.-oo 79

a) influence du pll sur l'activitd totale..v.evuivenernsss 82

...... 82

b) influence de la température....coeeeevocsvssses

2. séparation des 1SOPEYOXYABSES.ueerrerrresoneansnsaoseoes 82
a) analyse par électrophordse sur disquUeS..iicseeeseeeess 82

b) séparation préparative des isozymes peroxydasiques
par focalisation isoflectrique préparative...c.eee... Ob

€) comparaison des isoperoxydases des Ajoncs.........,.. 86
d) analyse quantitative des isoperoxydases sépares..... 90

e) cinétique des isoperoxydases is0l€eS....veeveeviesnns 92

3. activité AIA-oxydasique des isoperoxydases..veseescsssss 93

&) comparaison des taux de purification des peroxydases
et ATA-0XydaseS..eieirsressrossssssssassnsssossssensss 93

b) influence du pH sur l'activité AIA-oxydasique dans
l'extrait brutesieeeieservesssesresoenassseanons cesesss 95

c) influence de la température sur 1l'activité AIA-
oxydasique dans 1l'extrait brut...iccieeessnscessesess 96

d) enalyse des 1s0zymes 15018€S..evsevecresscssrvosecsas .96

e) cinétique des 1SOZYMeS.veveveesovosverneeessosvcnnsns 98

L. 1'inhibiteur de PEroXydase..veveeeeeereneeronnneenncesss 99
a) mise en évidence d'un pouvoir inhibiteur............. 100
b) la nature de l'inhibiteur.....vveeeivinirinnianneeess 101
c) action de 1'inhibiteur..vvvieeseceenrerravscsansanass 103

d) ConCl'LISiOl’lS...o................'o.-..........‘..-oc.. 105

5. inhibition de 1l'activité AIA-oxydasique....eeeeesesscacs 107

C = DisSCUSSIONeeevencevocncssns

I TP (o1

D - Résumé.............................;......................... 110
VII. -~ DISCUSSION FINALE. ¢ ecevsoooocvascaosssasosssscssescssssssnnaes 112
VIII. - RESUME FINAL..eoveeoeeaoscnovesvossoaossssssossacacnssssseoce 115
IX., - ABREVIATIONS UTILISEES.e.eeeevsscssnans ceereseseas

XQ—BIBLIOGRAPHIE oooooooo n-oo.-oo-oo-;. ooooooooooo o..n..olo'.oooo.o.. 117



PLANCHE HORS TEXTE [

o T

3 y N
'3
v/
W T TR s
e
o >
'S

i : DR o % £ N LS N W Y B e
ULEX GALLII Planch., Cap Fréhel, L4-9-76 ULEX GALLII Planch., Cap Fréhel,
dans un peuplement d'U. europaeus. 4-9-176.

B L 5 Al L
ULEX MINOR Rothm., prés Dinard, 5-9-T76.




—

7. INTRODUCTION

- A, = IMPORTANCE ACTUELLE DES ISOZYMES DANS LA BIOCHIMIE GENETIQUE.

L'hétérogénéité enzymatique est une notion oncienne mais, attribude
& des ertéfacts ou modifications secondaires issues des processus de purification, -

elle resta longtemps inexploitée.'

En 1959, MARKERT et MALLER (97) désignérent sous le terme d'"isozymes"
(ou "isoenzymes") ces formes multiples moléculaires d'enzymes. Ces dernidres ennées
la liste des enzymes qui présentent des formes multiples s'allonge sans cesse. Cet
essor est &troitement 1ié & la multiplicité et au perfectionnement des techniques
électrophorétiques et & leur association de plus en plus fréquente eux techniques
histochimiques (zymogremmes) (15, 3i5). Parallélement & l'extension de nos connais-
sances, la nécessité de les classer s'est imposée selon leur origine, leur aé-
terminisme génétique et leur structure, d'aprds SCANDALIOS (34) ; on distingue des
isozymes non plus eu sens le plus large mais des isozymes "ellélique,non alléliques,

homo—-ou hétéropolyméres'.

Desnombreuses analyses biochimiques ou de biochimie génétique, se aé-
goge un fait merquent : leur ommiprésence dans les orgsnismes. Leur présence appa-
raft actuellement comme un trait banel du métebolisme. Le tsbleau I illustre diver-
ses participationsimportantes de quelques isozymes végételes dans l'orientation du
métebolisme : formation de la lignine (cinnemoyl - CoA ligese ; phénylalenine - am-
monium lysse, etc...) ; dens la photosynthése (ribulose-diphosphate carboxylese ;
phosphoénol pyruvate carboxylase); dens le catsbolisme hormonal (indale acétate
oxydase). Ainsi, leur omniprésence est directement life & la multiplicité des voics

métaboliques, qu'elles vont contrdler.
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Cependant, cette liste n'est pas exhaustive et l'on peut s'attendre &
un €largissement plus net de nos connaissences dens les prochaines ainfes. En effet,
1l'identification des isozymes est presque exclusivement base sur des différences
de composition en acides aminés exprimées par des modifications de leurs migrations
dens wn champ €lectrique. Cr, a3i une mcdification relevée par le changement d'un
acide sniné dana une séquence polypeptidique est 4 l'origine de cette identificsation,
elle n'est ras pour autent toujours respensable des diffirences de mctilitd 3lectro-
phorétique cbservies (* 74, 96, 124) ; seules de nouvelles techniques plus sensi-

bles en percetiront la révélation.



Tableau I. - Enzymes végétales.

ENZYNE

Acltylglucosaminidane

ADP~Clucose-a-1,h=Clucwine-a-b-glucosyltrans férase

Alenine wninotrancférase

Alcool déshydroginase

Aldolase

Aminopeptidase

Amylase

ARN-polymérase

Ascorbate oxydase

Aspartate aminotransférase

Catalase

Cellulsese

Cinnamoyl-CoA-ligase

Cinnamylalcool déshydrogénuse

p-Coumaryl-CoA-ligase

Cutinase

Déhydroquinase

Déhydroquinate déshydratase

Désoxyribonucléase

Estérease

Formate déshydrcgénase

Fumarase

B-Galactosidase

u—l,h—glucunne-phosphatc-glucosylcransrérase

a-1,k-glucanne-a-~1,4-glucanne-6-glucosyltransférase
© a-1,4-glucanne~-synthétase

Glucose-G-phosphate déshydrogénase

B-Clucosidase

Glutamate déchydrogénase

Clutamate oxaloacftate transaminase

Clycéroldéshydrogénase

Indole-3-acétate oxydase

Indole-3-acétaldéhyde réductase

Indophénol oxydase

Invertase

Isocitrate déshydrogénase

Lactate déshydrogénase

Lipase

Lipoxygénase

Malate déshydrogénase

Malate enzyme

Rucléotidase

Peroxydase

Phénylalonine ammonia lyase

Phénol oxydase

Phosphatase acide

Phosphatese alcaline

Phosphénolpyruvate carboxylase

Phosphofructokinace

Phosphoglucomutu;e

6-Phosphogluconate déshydrogiénase

Phosphoexoze isomirase

Phosphorylase

Ribonucléanse

Ribulosediphosphate carvoxylase

Quecinate désnvdroadnose

Sulfate permCase

Superoxyde dismutase

réonine désaminase

Transai iolase

Transkltolaan

Triourphnsphnte izomirase

UDP-glucose-4-rpim’rase

1pc
ireae

HCMINCLATURE

ENZYE

COMBHSSION

3.2.1.29
2.h.1.p -
12.6,1.2
1.1.1,1
b.1.2.7
3.4.1.2
3.2. 11
2.1.7.6
1.10.3.3
2.6.1.1
L1116
3.2.1.4

1h.2.1.10
SRR
3.1.1.1
“1.2.1.2
h.2.1.2
i3.2.1.23

‘2.k,1.18

111049
"3.2.1.21
1.k1.2
2.6.1.1
t1,.1.1.6

"3.2.1.26
ERRRYT
"torter
13.1.1.3
RIRTIRT
1.1.1.37
1.1.1.38
i3.1.3.5
ERINK
k31,5
{1.10.3.1
'3.1.3.2
3.1.3.1
'h,1,1.32
2.7.1.1
2.7.5.1
11,183
$.3.1.9
FR R
2.7.7.16
ba1.129
1.3.99.1

1.15.1.1
4.,2,1,16
2.2.1.2
2.2.1.1
3.2.1.1
$.1.3.2

3.9.1.9

ORIGINE

Dictyostelia

Cyanidium

lea
Phascolus,2ea,Typha, Pirus
Spinacia,Raphanus , Daucus
Pisum, Phascolus

Zea, Twiticum, Seeale
Triticum,Mycdtes

Pinws
Spinacia,lea,Cucunbita
lea

Cithus

Petunia

Geycine

GLycine,Petunia

Fus ardium

Neurospora

Neurospora

Pseudomonas

Phaseolus ,Hordeum,Picea
Baptisia

Lycopers<icum

Baptisdia

Cyanidium

Cyanidium

Oryza

Candida, Diasithus
Dictyostelia

Rieinus ,Mycltes
Zea,Taiticum

Baptisia

Pisum

Cucumis

Baptisia

Haemanthus

Pinus malus,Mycdtes
Dianthus ,Neurospora, Solanum,Mycdtes
Phaseolus -

PLaum

Neurospora, Spinacia,Zea,Nicotiana, Equisetum

Lycopens {cum,SoLanum
Funaria
Cucurbita, Datura,lea
Acs culus
Quenrcus
Aabidopsis
Dictyostelia
Cheamydomonas , Phaseolus ,Cakile,Goss ypLium
Lycopersicum
Lycopersicum
Lycopensicum, Dianthus ,Candida
Lycopers<cum
Solanum
Pinus’
Avena
lea
Neurospora
Spinacia,Spiwlina
Dictyostelia
Candida
Candida

© Piscm

Phusarum

Phascolus

73,133,134,
15¢
10,137,170
20,73, 164
56,102
161
1,656,152

. 134
Sk

120
104,159
90
8L .85
60,139
141
29
7
1L
86
85,123
16,285,104 ,12°
132
23
8,3C,114,157
16,63
128
14,32,88
21
6,12
69
90
T422,110,163
63
63
63,124,159
63
51.
98
155

109

99

92

20

!




- Fonctions des isozymes 3

Omniprésentes, leurs activité(sont €troitement lifes & leur localisa-
tion. Cependent 1'étude de leur cormportement conduit & dissocier :
1 - les isozymes dont la présence cppertient normalement & une cellule ou & un méme
orgenisnme ;

Il = les isozymes qui peuvent €tre considérfes comme des varients &lectrophorftiiques
dont la présence ou l'absence dans des orgaenismes différents sera un critére
pour distinguer ces orgenismes.

I. - LES ISOZYMES DANS LES CELLULES, DANS LES TISSUS, DANS UN ORGANISME.

Le comportement des isozymes est nuencé, leurs diverses fonctions sont
étroitement lifes & leur locelisation celluleire et & leurs repports avec la comper-
tirentation intracellulaire ; elles participent & la régulation différentielle des
voies méteboliques ; elles interviennent enfin, dens la différenciation et le dé-
veloppement non seulement des diff€rents territoires de la cellule ou du tissu

nais €galemnnt de l'organisme tout entier.

I.Q - Isozymea et comportimentation :

Un excellent exemple de leur polymorphibsme en fonction de leur locali-
sation intracellulaire est donné par LONGO et SCANDALIOS (89), Les malates-déshy-
drogénases posscédent des isozymes cytoplasmiques différentes de eelles de la frac-
ticn mitochondriale.

A D
- Isozymes et régulation : La présence d'isozymes différentes dans une meme orga-

nite semble curieuse meis se justifie : exemple présent€ par WIIKINSCN (17, A73).
Chez Escherdchia coll, l'esportate-kinase contrdle la formation de trois ecides

: . . . . . o °+ o -~ . .
eminés : lysine, méthionine et thréonine. Trois isozymes participent & cette bio-

synthdse sont identifides. Or, au cours du processus, l'une d'entre elles est inhibée

s€lectivement par 1'un des produits finaux (feedback inhibition), ce qui , en d'su-
tres termes, signifie qu'une seule isozyme était & l'origine de chacune des trois
voies conduisant eux trois acides eminfs ; ces troif iictaboliques sont déj& bien

sépares bien qu'une mfme réaction se déroule selon le schéma.

Aspartét .
AR TN Aspartate-kinase
Aspantyl phos p)mze

Ve . TN
Lysine Hethionine \ Thttonine



Cet exemple est intéressant parce qu'il illustre 1'intérét que présente l'analyse

de la cinétique isozymatique dans l'étude de la régulation métabolique.

I.f ~ Isozymes et tissus d'un wéme orpanisme :

Au cours de la différenciation, la perticipation d'enzyres est nécessai-
re pour essurer les besoins eux mcmes spécifiques de chaque tissu. Comme cheque
isozyme est le produit direct de l'action d'un gine, on peut suivre par 1l'analyse
de leurs chanpgements, l'expression génique différentielle liée au déveioppemgnt et
& 1la différenciation (134, 133). Cependent l'analyse du développement permet de
pucncer la qualité de la variation isozymatique selon qu'elles agissent spécifique-
ment dens une &tape bien définie ou encore qu'elles sont caractéristiques d'un cer-
tain tissu. Ces veriations de la composition isozymatique observées au cours du
développerment sont quentitetivement repportées et il epperalt nettement que la pré-
sence ou l'importance de l'action isozymatique sont 1ifes au bon fonctionnement,

lui-néme variable, d'un organismes eu cours de son existence.

Chez les végétaux, l'€tude de l'activité isozymatique en relation avec
lo différentistion, se limitent largement & la description des changements observés
ce qui, actuellement, ne fait guére progresser nom connaissances de 1l'influence

génétique dons le contrOle du développement et de la différenciation.

Par contre, l'efficacité de l'action isozymatique peut €tre bien com-
price en considérent 1l'exemple de 1l'analyse du polymorphisme de la lactate-déshydro-
génase qui, selon les tissus ol se localisent ses isozymes présentera des différen-

ces considdrsbles de leur cinétique selon les tissus (173).

Généralement, des sous-unités en nombee varisble, apparsissent chez
les isozymas polymériques..f4N($[ deux formes homotétramériques de la lactico-
déshydrogénasesisont identifiées : 1l'une est présente dans le tissu musculaire
squelettique (LDH-M), 1'autre sppartient au muscle cardiaque (LDH-H). Si ces deux
formes &talent présentes dans le méme tissu, la formation d'hétéropolyméres serait
possible, dans cette &ventualité 5 isozymes sont connues et correspondent aux for-
mes suiventes :
= ::: P;émiére forme homot8tramére dite My, constitufe de quatre sous-unités de

>e H

_ t$°15 formes hatirotitramires 1'ume M33 cerprand 3 sous-unités M et une sous—wi33 E
1'autre MoEy et enfin M.d3 3 | |

= enfin une cinquidre (3),) forme homopclymére constituéd de quatre scus—-wnités 3.




Ces isozymes différent par leurs cinétiques : 1'homotétramére LDH ~ H
localisé dans le muscle cardiaque est fortement inhibé par les fortes concentra-
tions en pyruvate. Par contre, ces concentrations sont optimales pour 1'activité de
la LDH-M des muscles du squelette., On peut donc suppoger (175) que dans les tissus
des muscles du squelette la LDHI-M favorise la voie qui conduit & la formation du
lactate nécessaire & la physiologic du muscle : la glycolyse enafrocbie eboutit nor-

malement & une formstion rapide d'énergie sous forme de NADH.

La LDH-H est pius adoptée au métabolisme du muscle cardiaque,elle agit
en effet selon la voie favorisant la formation du pyruvate qui sera oxydé par le
cycle de Krebs.

Le role des isozymes est donc prépondérent dans le mitabolisme en fa-
cilitent une adsptation spécifique de chaque tissu & une fomchidondonnée. I1 feu-
drait qu'un plus grand nombre de travaux mexsoit mex consacré & l'analyse des
cinétiques des formes multiples d'enzymes cer une meilleure connaissance de leurs
structures et des facteurs qui influencent leura activités permettraient la recher-

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

I.C - Isozymes dars un mépe organisme @

Nous vencns d'envisager 1'influence de le présence et de 1l'activité
isozymatiques sur les voies métaboliques d'une cellule ou de tissus histologiquement
homologues meis de fonctions €loignfes. Il est €gnlement possible que des isozymes
différentes catalysent la méme réaction dens une méme cellule si les conditions
offertes changent § ainsi un chengement rapide entrainent une veriation de concen-
tration du substrat (en particulier substrats exogénes.a 1'orgenisme) exigera la
présence d'une isozyme mieux adaptée & cette nouvelle situation. Dans cette
éventualité, un orgenisme qui posslderait deux isozymes : 1l'une trevaillent d'une
meniére optimale pour de faibles concentretions en substret et 1'autre dont 1l'ac-
tivité serait favorisée par des concentrations importantes, sera plus favorisé qu'un
autre organisme qui n'aurait_& sa disposition qu'une seule enzyre opfrant moyenne-
rent dens tous les cas (24).

Ainsi, des isozymes facilitent 1l'adeptation repide d'un drganisme 8
la variabilité q'ur eavironnerent (71), dont les fecteurs ds veriation sont nom—
breux tels le pd, la fecpérature stc... La température est un peramitre dent 1'in-
fluence est importante sur ie ccrvortement des plantas at des{snimaﬁx pciﬂilother:es.
Ainsi on a ccnstatd qu'un grand nombre ds pcissens eury<herzes se contertent d'une

seul enzyre qui fonctionne sarns changement dsns une large zone de température (150 ).
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Il serait intéressant de contrOler si on obscrve un chengement régulier entre deux
valeurs relstivement constantes, car dans ce ces il serait eertainement plus avan-

tageux pour l'organisme de pocséder deux isozymes.

Pour des changenments intervenant dans une garme de valeurs plus impor—
tantes, il sera plus avantageux de posséder une enzyme avec des capacités assez lar-—
ges ; ainsi l'organisme ne sera pas surchargé par un nombre élevé d'isozymes syant

chacune une genme tré&s restreinte de fonctionnerent (150).

On peut donc admettre au terme de ce premier point concernent la pré-
sence Ad'isozymes dms le mEtebolisme normal 4'une cellule ou d'un organisme qu'elles
interviennent & des nivesux multiples dans la régulstion métebolique et dans 1'adep-
tation optimale du tissu ou de 1l'organicme aux besoins mftoboliques en fonction de

l'environnement et de sa variation.

2. - VARIANTS ISOZYMATIQUES DEFINIS DANS DES ORCANISMES DIFFERENTS.

- Isozyme et transmission héréditaire :

L'étude des isozymes revét une particulisre importance en génétique
car chaque isozyme &tant le produit direct d'un ou de plusieurs génes, sa connais-~
sance sera la meilleure epproche du géne. Ainsi, ces composés étant gén€tiquement
définis et contr8lés par un nombre trés faible de génes, leur utilisation dans les
problémes délicats qu'offre la taxinomie présentera, par conséquent, un énorme aven-
tege par rapport aux cridéres morphologiques qui dépendent généralement d'un nombre

toujours plus élevé de glnes.

Enfin, 1'ac£ion génique est elle-méme connue puisque l'action isozy-
matique peut &tre parfaitement définie ; c'est 13 un avantoge que d'autres composés
ne préseﬁtent pas, tels les flavonoldes, les anthocyanes utilises si fréquerment
dans les manipulations génétiques, leurs fonctions étant toujours plus ou moins bien

comprises, -

Il est vraisemblsble que les isozymes appartenent & une méme cellule,
. OU & un mépe orgsnisme (74 ) doivent €tre controles par des génes distincts puisque
cheque {gozyme présente une fonction bien déterminfe : de telles dsozymes peuvent
€tre considirées comre des isozymes ncrn-alldiiques. Par contre, lea ccmparaison d4'ecr-
garisnes qifsirents ccnduit 4 la ccncepticn de la présercs d'isozymes "all3ligues”

forzies par exemple par une mutation sur un locus. JOHKSCN a soulizné (71, T72)
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l'importance cepitale de ccs "variants" isozymatiques a.lléliqués dang des domaines
génétiques extrémement variés : origine d'espéces, &volution, géndtique des popu~
lations, sélection etc... L'applicstion de la varistion isozymatique est tout aussi
‘fructueuse en taxinomie dans 1'appréciction des affinités entre espdces par 1'éla-
boraticn "d'erbres généalugiques". Dans cette voie, SCOGIN (14%) propose un schima
du genre Lupiius en se basent sur l'analyse des isoleucine-sminopeptidases. Certes,
cette tentative qui ne repose que sur 1l'étude d'une seule enzyme ne peut dfpesser
le cadre d'une simple hypothése puisque 1'anelyse d'autres engymes conduirait pro-
bablement & une image totalement modifiée.

Les relations biochimiques entre les esp8ces sont €galement recherchées
par 1'étude de la variation protéique (83,447). Muis ces tentotives nfcessaires pour
nieux connaitre les affinités demeurcnt sléatoires, car on se base ici sur decs molé-
cules nombreuses dont la structure, la fonction, le dfterminicme génétique sont
inconnus et devront Stre précisés.Ainsi que bien que les analyses enzyrmtiques con~
dulsent & des conclusions plus ou moins nettement définies, le fait que leur fone-
tion est déterminde avec prfcision, nous permet de mieux connaitre et &valuer 1'inm~
portance de leur interveniion dans le métabolisme cellulsire ainsi qus les relatiors

"etnftique-mbtabolisme”.

les isozymes offrent donc de nombreux avantages dens 1'étude de

1'évolution et de l'origine des esplces. L'étude de ces sujets dbait eutrefois bosée
sur des phénomdnes morphologiques. Avant l'aspplication des techniques €lectrophorftiqu
& ces probliues, 1l'évolution est étudiéepar exemple en cherchant une liaison entre

la fréquence d'un - glne caractérisant un trait morphologique, par exerple la cou-
leur des Ecailles de Cepaea (2L),. et des facteurs d'environnement. Une liaison

directe entre l'environnement et la présence d'un glne indique fortement un effet
de sélection.

Sur ce point de vue des controverscs importantes existent au nivesu

de 1'importance qui- doit &tre accordée & ces observations ou point de vue stlection.
Dans ces controverses les études des isozymes ont &té particuliérement fructueuses
pour Elucider le problime important qui est 1'évolution des esp¥ces. Les contro-
verses se sont développés 3 partir de deux points de vue différents :

' & = les changements dans la séquence d'acides aninés de certaines prctéires au
cours de l'évolution ;

Y - l'observsotion d'ure hétdrozygolie: importarte dans un seul individu. ,

Llappriciation q artitative et guelitetive des chadgexenta qui inter—

viennent dans 1a sdqueace des acides aminfs des protfines chez des eapéces plus ou



moina proches, ou de la variation isozymatique observie dans des populations na-
tureclles est & la base de thépries qui s'affrontent : celle des "neutralistes” et

celle des "sélectionmnistes".

Ces deux théories admettent 1l'éventualité d'une mutetion au hasard
mais pour les neutralistes, elle est puidée et maintenue par une dérive génétique
égalerent soumise au hesard. Pour les "tenants de la sélection" par contre 1'appa-
rition.de la mutation (due au hasérd) n'est meintenue par la suite qu'en fonction

des evantages sélectifs qu'elle epprzrte & 1l'orpanisme eu cours de 1'évolution.

- Veleurs de ces hypothises per ropport & 1'snelyse des s&quences en

ecides eminés

L'anelyse séquentielle en ecides aminés des protéines sysnt des fone-
tions identiques (similaires), hémoglobine ou ecytochrome par exemple fait spperaitre
des différences d'autant plus irportantes que les espéces étudifes sont plus €loi-
gnfes, KIMURA (77) (neutraliste) suppose l'existence d'un taux constant de subs-
titution des acides amin€s, meintenu eu cours de 1'évolution par une dérive géné-
tique au hosard et conduisant & des composés différents dans leur structure primaire

mais équivalents dens leurs fonctions.

ILes terents de la sélection par contre pemsent que ces mutations sont
naintenues dans une espices donnée en reison de l'aventege qu'elles représentent &

vwn rzment donné du développement.

Un exerple interessant illustre ceci, c'est celul de 1'hémoglobine de
R'Rorme (58). Pour les neutralistes, ils envisagent la possibilité de remplacer
1'L€xoglobine de 1'Homme par wme héroglobine provenent (sppartensnt) & un eniral
choisi au hesard, puisque les différences séquentiélles étant dues au heserd, elles

n'apportent aucune modification de leur fenction.

—_—— 7 1

Il est évident qu'uné téllé expérience est impossiﬁle mais déux hémogloﬁinés
8¢ rencontrent chez 1'lHomme : une hémoglobine "foetale" et une hémoglobine "adulte"
QQUi différent par la substitution de la chaine B adulte par la chaine Y.

Les deux h&moglobines diffSrent pour leur effinité pour l'oxygéne. Ceci
peut €tre expliqué en considérant l'existence d'une différence de liaison du 2,3-
diphosphoglycérate sur la chafne polypeptidique, influencée par la présence de
l'histidine (posiyion 143) dans la chaine 8 da l'hémoglobine adulte, ou par la

3érine qui s'y subatitus dans la chaine ¥ de 1'hémcglobine foetale.

Rl e S,



1es courbes de dissociation de 1l'oxygéne seront donc différentes pour les
deux hémoglobines, celle de l'hémoglobine fdetale étant décalée vers la pertie

geuche du tracé correspondant & l'hémoglobine adulte.

fes modifications structurales observées sont &troitement
li€es aux besoins physiologiques imposés par chacun des différents stades du

développement.

Cotte substitution d'acide aming précis est considirfe comme un argument
"en faveur d'aventage sélectif pour les sélectionnistes bien que les neutralistes
peuvent toujours alléguer qu'il ne s'egit 13 que d'un fait d'cutant plus exceptionnel
que généralement les &tudes sont surtout orientfes vers le polymorphisme isozyma-
tique.

-~ Varintion isozvmatiaques :

Depuis quelques annfes 1'hypothlse d'une unité gfnétique su sein d'une
espdce ou d'mne population naturelle est de plus en plus abandonnfe en raison de
1'importence de la varietion intraspécifique et du rolymorphisme fréquomment obser—
vés dans les populgtions au niveeu en particulier du polymorphisme protéique et

enzynatique qui refléte nécessairement la diversité de la composition génZtique.

Le polymorphisme protéique et enzymatique doit €tre pris en considéra-
tion dans 1l'évolution de 1l'espdce ; c'est le noeud du mécanisme de la sélec-
tion(Z#)- |

En effet, la compréhension de la variabilité gfnitique entre lga popu-

lations peut s'admettre dens la perspective d'une‘_4uQQ%?amﬁ,faaﬁﬂfOKbc<jCe - qui

représente;. un pas dans 1'évolution de 1l'espdce.

Mais avant d'envisager 1l'¢tude expérizentsle de l'influence de la com
position isozymatique dans le domeine de la génétique des populations, il est néces-
- sedre de préciser 1'importence que revdt la présence des veriants &lectrophorétiques
(71) selon les deux hypoth3ses qui s'affrontent actuellement celles des neutralistes

ou des silectionnistes.
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KIiURA et CROW (7€) ccnsidérent sur des bescs strictement théoriques
et non expériventales, qu'une grande veriation gén€tique dans une population repré-
sente "une cherge glénétique" considérsble conduisant & la disparition de 1'espéce.
Aussi, pensent-ils que le taux total de la variation dans une méme population ne
doit pas €tre importent. ‘

lMais ccs conclusions sont nette mont battues en bridche par le fort
degré de polymorphlume enzymatique mis en évidence pnr les techniques dlectro

phorcthueu qui est apparu bicn superieur aux previsions théoriques.

Ce que montre l'excmple de Drosophila pscudoobscura ou 305 des loc1
des genea structuraux sont polymorphes dans chaque population et le taux de
héterozygotie est de 1Z3 (C7) chez un individu.

De nlme chez l'llomme,sur 71 loci examinds,2C% éont polymorphes dans
une population et le teux d{hétdozygotie est de 6,7+ par individu (5&).Enfin
chez lcs plantes,loa estimotions considérent que chez Avena sp. 31 & 54%

des loci sont polymorphes dans une populatlon (2).

Aumsi KIMURA et CROW (78) ont essayé de maintenir leur thlorie en
formulant 1'hypothése de la neutralité s8lective : la charge génétique dans une po-
pulation n'est pas acerue par la présence du polymorphisme enzymatique si les va-~
riants &lectrB8hordtiques ne précentent pas de différendes considirables dans leurs

propriétés;ltinfluence de la sélection au niveau de ces variants n'ect pas modifite.

Dans la plupart des exerples connus, le polymorphisme dans les populations naturelles

refléte a&s lors un changement du hasard et sera sans conséquence métsbolique. Cette

théorie est discutable, car les différents degrés du polymorphisme sont 1liés 3 la
fonction physiologique de 1'enzyme &tudié, En fait on a observé que certaines clasg-
ses d'enzymes ainsi €tablics en relstion avee leur fonction gont beaucoup plus

varisbles que d'autres. Actuellerment, %uﬁ??e exnllcatlon génétique ne peut rendre
reutralite

cette observation compatible avec la théorie sélective (71). GILLESPIE et KOJIMA (53)

ont :’~.. proposé l'existence d'une relation entre le polymorphiswe enzymstique et
la variabilité des substrets obferts 3 ces enzymes, Ainsi, la variation sera plus
faible pour les enzymes intéressées & la production &nergétique que pour celles qui
d€gradent los substrats exogines. Cette hypoth3se est &teyée par de nzg?zzux résul-
- tats expirimenteux, en particulier les enzymes caractérisfes par une ro@me spéeifi-
cit€ 3= substrats scnt netterent plus variables que celles qui utilisent des suba-
trats hautement apécifiques. JCIUN3ON (74) a trZs largement €tercu cette hy:ciilas,
Il répartit § cet 2ff2t les enzymes en trois classes selon que l2s anZyzes :ont

caracteriades



- par une grande variabilit$ de substrets (T) ' : et qui mon-
trent un depré €levé de volymorphisme

= par leur fonction da r&rulation dans le mitabolisrme et dont la varistion sera

relativerent plus &leviée que celle du troisidme groupe

- per 1'sbscace de fonctions dans la réguletion (TN ).

Il est @vident que des, ghangenents interviennent sur des loci, corres-
pondant & des enzymes intervenant dans la rZjuletion vent induire des modificotions
béaucoup plus importantes eu nivenu du mftabolisme que si ces loci correspondaient
3 des enzymes non régulateurs ot qui atteignent en génfral trds vite 1'€quilidre de lc
réaction. Aussi ces enzymes, cette vitesse de rfaction &tant supfrieure 3 co gqui
est nicessnire ou flux exigerait pour influence la régulation nétabolique une ré-

duction considfreble de leurs activitfs,

En génfrel, les enzyras qui participent 3 la régulation catalysent des
réactions soit d'une manilre irréversible, soit en n'etteignant que difficilenment
1'état a'dquilibre.:Ce sont des enzyres qui se sitwont ou dfpart 4'une voie méta-

bolique ou & un carrcfour de ces voies.

Le tadbleau  (selon JOURSOT (74) )} réunit les taux moyens d'hétéro-

zygoticsrelevis pour ces trois clesses d'enaynes testées dans difflrents organismes.

Valeurs des taux royens d'hétérosyqotiel

- I
Clssces d'enzymes Organismes
Drosophila Potits vertlbiris Houre
B 0,2% 0,22 0,18
11 0,19 . 0,14 0,13 ;
IIX 0,05 0,06 © 0,005 |

On observs que dans chaque cas, l'hét&érozygotie est variable, elle
sera la plus forte pour les enzymes 3 substrats nen spéeifiques variadles (classe 1),
asazer fcrte pour les anzyr2s de 1a clzase II qui interviecnent gans la rézclaticn
&t 23M3 elle apparait avec les taux les plus Faibles nour les enzymes qui a'in-

terviennert pas dans la rigulation (clasee II1).



Avoe une probebilité asscz élevd, ces différences sont réelles ce qui
rnontre clairement que le rdle physiologique du polymorphisre relevé du nivezu des
loci correspondant 3 ces enzymes du mitabolisme est Etroitement 116 & la régula-
tion du métebolisme.

La portée de ces riésultats contre la théorie de la neutralité sélective
est considfrable. Il est trés difficile ds maintenir que l'hypoth@8se basée sur 1'ac—
tion des &lldles polymorphes qui sersit sélectivement €quivalente pourrait expli-

quer les mnxyrmkimpimx relations relevies entre polymorphisme et fonction enzymatique.

L'influence de 1'hétéroginéité de 1l'environnement est souvent &voquée
pour expliquer l'importent degré du polymorphisme enzymatique relevé. On a donc émis
1'hypothése que le polymorphisme ref;éte réellenent la capacité de'compenser un
chongeument antérieur. Ainsi, soumis & un environnement varieble, l'organisme au
cours de son &volution serait susceptiﬁle de développer une "stratigie optiwale"

grice & la prisence de plusieurs formes alternatives sssurant une méme réaction.

La présence de ces forrmes nultiples wonmebiwgweient serait nettenextnt
plus aventageuse pour un orgenisme que celle d'une forme enzymatique unique malgré
une plus large copacité enzymatique. La connaissence des cinétiques et dés pro-
priétés physico-chimiques de chacune de ces formes multiples d'enzymes doit permet-
tre de mieux couprendre leurexistence. Il est également nécessaire de mienx-connai-
tre les facteurs extérieurs de l'environnement qui interviernent sur la fréquence
des différents alliles p;éseéts dans une population. Enfin, il faut démontzer
l'intervention directe de la silection sur la fréquence allélique pour cela ayant
identiri le fucteur de sflection il est nécessaire de prouver que ce facteur agit

directement sur le locus analysé.

Dans la tentative d'une recherche des .effets d'une sélection l'utilisa-
tion du polymorphisme enzymatique est particulidrement favorable puisqu'elle conduit
& 1'identification simultenée das loci & travers la fonction enzymatique qu'ils

codent.

. Bi nous connuissons la neture des différences qui caractérisent les. i
différentes isozymes, le fonction de l'enzyme analysée et 1l'€cologie de 1l'organisme
i1 devient possible de postuler un ou plusieurs facteurs sélectifs et de rechercher
" une relation entre ces facteurs et la fréquence des gines.

e

Tn bon exerples de cetite recherchedfs Zenetion isozymatique dans 1'Svo-
lution est arporté par les travaux de CLAFKE et al. (Gh)'iana 1'étude des 2lccolldszhy-

droginases (ADE) chez [Drosopiila.
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Les poplketions naturelles de Drodopiila sont caractériades por la
présence de deoux £113les dénoxmds AdhT et AdhS qui @iffdrent au niveou de 1a pri-
scnee de leurs enzymes F et S. L'enalyse biochimique montre que ces enzymes difrfé-

rent @

- par leurs setivitis (F est deux fois plus actif que S) per rapport & un substrot

tel 1'éthanol (par mouche, par g d'extrait ou par g de protéines) ;

- par une thernostabilité : F est nettement plus thermolabile que l'enzyme S ;

- pexr leur résction aux variations de pH : F est ici ausai plus sensible & cette

variation que S.;

= por leurs affinités 3 des subatrats différents tels €thanol, n-propanol, iso-

propanol, octanol ete...

Dans tous les cas F réagit plus rapidement que 8§ mais d'une maniére
plus ou moins forte selon les substrats. L'hétérozygote F3 présente en général

une réaction intermédiaire.

. Paralldlement & 1'€heblissement de ces importantes carectéristiques sur
lesquelles la variation isozymetique est éteblie, il est nfcessaire de préciser la
nature de l'agent s&lectif. Cela irplique une bonne connaicsance de la fonction de
1'ADH qui chez Daovsophila doit €tre particuliére "détoxyfiante" puisque pes rouches
vivent sur des fruits en décomposition ol les concentrations en alcools etteignent
10 % et mime davantage. Or de telles concentrations peuvent &tre toxiques pour des
tissus vivants. L'hypothcse de cette action est appuyle par le fait que 1'pbn con-
nalt des mutants dépourvus de cette enzyme et qui, dans ce cas ne peuvent pas vivre

dans ce milieu.

Connaissant le fonction de 1'enzyme et les différences ceractéristiques
qui permettent de distinguer cheque isozyme on peut émettre un certain nombre de
prédictions concemnant le comportement d'une populstion soumise & 1'expérimenta-
tion : ainsi des concentrations &levées en alcool doivent fovoriser l'expression
de 1'alléle F et cela est fonction de la variation de la spécificité des ennymes
por rapport & choque substrat. D'eutre pert, 1'expression de chaque alllle S est
favorisée par le choc thermique, tandis que celle de 1'all&le F sera favorisle per

" l'exposition 3 de basses tempiratures.

Toutes ces prévisions ont &t3 cnnfirmies expérimentalement, difSSrents
travaux mettent en dviiance 1'existence d'une action sélective sur les variania du
locus Adn. Dana des conditions bien &8terminées, il est posaible d'sbtenir ure
variation des fréquences alléliques en fonction des propriétés physico-chi-
miques des isozymes et de 1'influence des facteurs d'envircnnement sur des

populations artificielles ou natureslles.
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Dans des conditions ol une sflection fortement orientle vers l'expres—
sion d'un allZle il serble que le polymorphisme ne peut €tre maintenu qu'en fonction
d'une certaine h&téroztnfité de l'environnement. Ceei peut &tre illustré par 1'exem—
ple des allcles correspondants I 1'emtérase d'un poisson :Cafasioinus clarkis Les
fréquences elléliques des isoestérases sont étudifes tout le long de la rividre &u
Colorado (U.S.A.) ; ces fréquenceé montrent un repport direct avec la tempdrature
de 1'eau. L'el1dle ES-I® diminue vers le nord cependant que 1'alldle Es-IP dont

L'optimum de température est plus bas sera favorisé dans le nord (§0).

L'importence de la s€lection sur des loci génétiques peut @tre démon-
trée par le grend nombre et Y'importance du pplymorphisme des veriants isozymatiques
al1éliques que l'on peut considérer comme les premiers critéres mz en faveur de
la sélecticn. Mois treés souvent, il est difficile de bien ceractériser l'effet de
le sélecticon dans chaque exerple rencontré de polymorphisme cer fréquerment la fai~
blesse de la sélection est telle qu'elle ne se manifeste pas en une seule généra-

tiona

Cependont, les feits qui militent en faveur de cette thlorie sont d'oresi
et dé¢ja trop irportants pour accepter l'objection des tenants de la théorie neutra-

liste qui les considére comme une exception & la régle générale.

Il est donc vrelsemblable que dans les prochaines annfes cette contro-

verses entre "neutralistes" et "sélectionnistes" s'achévera en faveur des seconds.,




B. = BUT DU TRAVAIL.

' Les techniques biochimiques sont frliquemment sollicitfes powr aider
4 mieux comprendre les probldmes posfs par le texinomie. Ainsi, il est important
de déterminer la relation qul doit exister entre la variation de port et la dis-
tribution glographique chez de nonbreuses espcces appertencnt 3 différentes fomilles
telles les Légumineuses, les Ericacfass, les Plentaginéctes ou des forrmes généti-
quement bien définies précentent parfois une cltfration du port qui devient bas

et mtme prostré en fonction d'une distribution &cologique détermindes (26),

Le genre Ulex a particulicrement retenu notre attention parce qu'on y
rencontre des formes basses chez différentes espcces ce qui nous permettra de re-
chercher si le mfcanisme qui contrdle l'apparition et le maintient de ce "nanisme"
est identique quelque soit 1'espéce basse considérée.

Dens l'hypoth&se que la variation du port est lided des chengements
du métebolisne cellulaire, nous avons recherché la préscnce d'activités enzymetiques
et étudid la composition isozymatique de différentes enzymes. Enfin, la comparaison
des résultats obtenus chez les plantes dressfes et les plantes basses o <l nous
permettra de mieux connaitre les difffirences qui existent entre ces &dl3wesmian for-

Ies,

Au cours de l'analyse des isozyres nous nous sommes efforcée d'enrichir
les données purement descriptives exclusivement bas€es sur la présence (ou 1'absence)
de bandes &lectrophorétiques par les données plus précises apportées par technigue
de focslisetion isoélectrique préparative (F I P). C'est une méthode de fractionne-
ment des protéines qui permet leur isolement dans des fractions pures en fonction

de leur point izoffectrique.

Fn effet, les protfines sont €es molécules erphotdres ; placfes dans
un greéient éu pH.sous'i'influence d'un chemp Electrique convensblerent choisi,
en cersctire est ennulé & Wl pH déterriné pour lequel les charges positives &qui-
_ librent les charges n€gntives. Au pH, les protéines icolées ne migrent plus cer pH

et pXi correspondent €troitement. Ainsi cette technique permet non seulement une

enalyse plus précise des isozymwes séperées mais également leur définiticn par un

eritére plus précis que le RS, le pKi.

Le zmetériel végital analysi ctrovient de pepulations naturelles oz qui
nous xui ccnduit 3 retenir 1'influence & . Zacteurs &cologigues 3ur la ccopesitien

isczymatique Studife.
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II. - MATERIEL UTILISE.

Le genre Ulex est remarquable par des €cotypes dressés qui deviennent

bas et méme prostrgs sur le littoral. Ce nanisme a souvent &été attribué & une adap-|

tation phénotypique (anénomorphose sur les cotes balayées par le vent). Mais,
aprés transplantation en jardin, leur port ne change pas ; les descendants issus
de graines sont dans l'ensemble du meéme type. Le phénotype ainsi transmis ne peut

etre un simple accomodat, mais un génotype adapté au milieu (L9).

D'autres especes présentent également, dans les mémes variations écolo-~
giques, cette altération du port : Sarothamnus (48) ; Erica ciliaris (27) ;

Plantago recurvata (27).

Dans le genre Ulex cette amplitude de phérotype se rencontre chez deux
espéces différentes : Ulex europaeus L. et Ulex gallii Planch. ; ceci permet de

comparer dans le méme genre des &€cotypes différents.

A - TAXINOMIE DU GENRE ULEX,

Avent de définir la diagnose des espéces et des types analys€s, il con-

vient de rappeler les principaux traits de la taxinomie du genre Ulex qui se révéle

assez imprécise.

Le genre fut longtemps monospéeifique : Ulex europaeus L. (131), puis de-
vint trispécifique : 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-esp&ce d'Ulex europaeus L. (12) et parfois comme hybride Ulex

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

Les caractdres morphologiques des trois espdces sont conscrits dans le

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

C'est une raison supplémentaire d'utiliser des données biochimiques pour les diffé-

rencier.

B - CARACTERES PHYTOGEOGRAPHIQUES ET PHYTOSOCIOLOGIQUES DES TAXONS.

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

péces atlantiques (27), mais chacune & une distribution phytog€ographique, ainsi

qu'une appartenance sociologique propres.

1. Ulex eurcoasus L.

Ulex eurcpaeus L. est une espéce subatlantique (figpre 1) qui préfire en
géréral un climat peu contrastd, caract@risé par une température mcyerne annuell
oscillant entre 8°C et 16°C, une pluyicsité répartie uniformément sur toute l'année
(50), une insclation mcyenne faible et wn vent assez Tfort (50). Elle craint les
fortes gelZes £ 10°C.

C'est l'espéce qui a la plus large répartition. Le type ériéé parficipe

. » - . . . . - .
sux fourrés préforectiers (Prunetalia) atlantiques et subatlantiques. De ce fait,

|
|
|
|




- 25 |

il fait partie de 1l'alliance Ulicion minoris, mais la déborde largement. Entre au-
tres le type érigé se trouve dans l'association Calluno-Ericetum tetralicis des lanf'
des humides. :

le type prostré, appelé aussi Ulex europaeus maritimus, apparalt seulemenﬁ

dens les landes littorales qui sont climaciques :

i

- la lande thermophile sé&che, halotolérante, des falaises sud-armoricaines : associ:

tion Ulici (europaei) maritimi-Ericetum vagantis ;

- la lande séche halotolérante des pointes extr@me-atlantiques : association Dactylc
~Sarothamnetum maritimi ;

- la lande & Ajonc de Le Gall qui est en retrait de la précédente : association

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

(= humilis) !
- finalement la lande mésophile des falaises, & l'ouest de Saint Malo-Vannes, avec E

Ulex gallii prostré : association Ulici (gallii) humilis-Ericetum ciliaris.

2. UNex pollii Planch.

Ulex gallii Planch. se montre pius océanique qu'Ulex europaeus L.. CORIL-
LION (27) le caractérise comme eu-atlantique et remarque que son aire de distribu-
tion (figure 2) recouvre le district phytogéographigue 8 plus forte atlanticité
du massif armoriceain.

Cette espéce fait avant tout partie des associations & Ulex gallii qui
se rangent dans l'alliance Ulicion minoris.

L'écotype dressé d'Ulex gallii se trouve
- dans les landes sub-séches,non climaciques, & Ajonc de Le Gell des régions les
plus occidentales : association Ulici gallii-Ericetum cinereae ;
- dens lesllandes mésophiles de 1'intérieur de la Basse-Bretagne et du S.W. de 1la
grande Bretagne : association Ulici (gallii)-Ericetum ciliaris ;
~ dens les landes humides : association Ulici gallii-Ericetum tetralicis.

Le type prostré caractérise la lande & Ajonc de Le Gall, citée précédem-
ment avec Ulex europaeus maritimus prostré : association Ulici (gallii) humilis-

Ericetum cinereae.

3. Ulex minor Rothm.

Ulex minor est caractérisé comme ibéro-atlantique plus thermophile qu'Ules
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 minor Rothm. s'excluent mu- |
tuellerent. %

Cette espéce caractérise 1l'alliance Ulicion mincris. Elle se trouve f
= dans les landes séches : . l

. les landes subméscthiles pas trcp pauvres de Gascogne : Pcterntillo |
montanae - Ericetum cinereae ;

. la lande tempérée atlartique, sud-armoricaine et ligérienrn= : Helian-

themo umbellatae — Ericetum cinereae ;
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. la lande submésophile non thermophile du Nord-Ouest, Bretagne, Normean-

die, Angleterre : Ulici minoris-Ericetum cinereae .

~ dans les landes mésophiles :
. groupe des associations Scopario-Ericeta . ciliaris
. association Ulici minoris-Scoparietum

. asssociation Ulici minoris-Ericetum ciliaris

- dans les landes humides :
. association Scopario-Ericetum tetralicis

. association Ulici minoris-Ericetum tetralicis

L'ensemble des données phytogéographiques et phytosocioclogiques traduit

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

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

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




l Utex europaeus L. | Ulex gallili Planch. Ufex minon Roth.

P L L L T P e T L T ———— - 2 o e D 0 e v o 8 4 S e e = = e

Taille ~ 2 n et plus . =-2m - 1 n et plus
Tige - robuste , - robuste .- assez souple, nombreux remeaux
. | émis du méme point
abondamment velue ' sbondarment velue assez velue
Fédicelle - 5-8 mm l - 3-5 mm i i-'3,5 mm
Floraison - surtout au printemps, février-juin' - §té : juillet & octobre - &t& : juillet & octobre .
L ' : i
Taille fleur o= 14=17 mm i = 9-14,5 xm _ - 9-12 mn
sépales Lo 12-16,5 m i - 8-12 mm - 8-10 mm
. [ .o ' H
Etendard ¢ -~ bien plus long que les autres . = bien plus long que les autres ‘— un peu plus long que les autres
' pétales © ' i pétales : ' pétales
. t !
Ailes ' = un peu plus longues que les ' - nettement plus longues que les ;= un peu plus courtes que les
: sépales sépales _ ' sépales
.- Caréne * = nettement plus courte que les ' = plus longue que les sépales .~ de la mfme longueur que les sépales
' ailes et les sépales : . ;
' !
i : : - .
~ Gousse ) * - dépasse les sépales, . ' - de 1la méme longueur que les sépales - de la méme longueur que les sépales,

' noire, couverte de cils blancs ©  verte, tachetée sombre, couverte verte, couverte de poils roux
! de poils souvent dorés

Tableaun I . - Diegnose des espdces-type d'lUlex étudifes. : .




Flgure 1. = Aire ée distridbution d'UEGX ewropaeus L. (—) et limite
présune du gradient eu-atlantique (---).

Figure 2. = Aire de distribution d'Ulzx gallil Planch. .
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Sept formes du complexe Ulex sont analysées. Elles comprennent :
a) des formes dressiées d'Ufex ewropcous L. du Pas-de~Calais (ol seules ces formes
sont connues) et de Bretagne (désignées Ej,, E_, et ED3)‘

Les formes du Pas-de-Calais sont int€ressantes & anélyser car elles
sercnt les térmoins par leur variation de 1'influence &cologique d'wme situation plus

nordique.

b) wne forre basse d'UCQx»eunopaeuA L. de Bretagne (E;).
c) we férme dressée d'Ulex gallii PL. (GD) de Bretsgne.
d) une forrme basse d'Ulex gallil PL. de Bretame (Ge)

e) we forme dresste (connue en France uniquement sous cette forre), Ulex minor
Roth., de Bretagne (M).

Dans le tableau III sont consignées les principales caractéristiques
de chaque forme, la figure 1 indique les lieux de récolte des différentes

formes.

Epq est cueillie dans le Pas-de~Calais,dans la vallde de la
Hom prés de Clerques a4 environ 100 m d'altitude.Cette station distante

Atenviron 25 km de la mer est la plus continentale de nos échantillons.

Eppo deuxidme forme du Pas-de-Calais, provient du pré communal d'Am-
bleteuse. Elle se développe sur une dune sableuse 3 30 m d'altitude & 1 km

de la mer.
EDB‘est 1a troisilme forme dressde d'Ulex europacus L. cucillie
prés de Pleubian (Dretagne) & 30 m d'altitude i environ 1 km de la mer,
Ce site est celui qui sera le plus orientd A ltouest pour U.europacusl.
Les forries basses & (llex europacusect U, gollil sont toutes dew: ori-
ginaires du Cep 4'Erquy 4 50 m .'ad‘,‘ Aadegaﬁ’u occupe le versant ovest du Cep 4'Frquy

et ses nombreux coussins, trés poostrés tepiscent la Tfalaise.

U. ewropaeus L., situé plus & 1'est est une forme basse mais plus élevée
que celle des Ajoncs de le Gell et a des exigences plus merqufes pour se Gévelopper

sur un scl plus riche.

. -
Les formes dressées d U. gallii Pl. forment 3 200 m d'altitude 1'essen-

tiel de la ccuverture végitale du plateau de Menez-Hom (Morbihan) totalement dégarni .

~
s a r . . . . ‘A ' -~ - . - - ..
en especes arborescentes. Ainsi, il apparait d apres ncs distributicns géographigues

. |



Esplce Lieu de récolte Port Taille Désignation Longitude Latitude

U. eunopacus L. Hem(Pas-de-Calais) Dressé 1,5-2,0 ) Ep, 0,35° . ) 55,45°
U. europaeus L. Ambleteuse(Pas-de-Calais) Dressé 1,0-1,5 Ep 0,80° . 55,45°
U. europaeus L. ' Pleubian{COtes du Nord) Dressé 1,5-2,0 Epg 6,05° 54,30° |
U. europacus L.: Cap 4'Erquy{CStes du Nord) Couché 0,5-1,0 E, 0 5435° 54,05°
U, gallil pi.. . . Menez-Hom(Finistdre) Dressé 0,5-1,5 Gy 7,30° 53,60°
U. gallii P1. Cap d'Erquy(Cdtes du Nord) Couché 0,1-0,3 Ge 5,35° 54,05°
U, minon Roth.== Since(Morbihan) ’ Dressé 0,3-1,0 ’ . M 5,60° 53,00°

¥ Ulex minor Rothm. n'existe en France que dans la forme dressée.

Tableau III. - Provenance des types analysis. Le caryotype a'liZex eurovacud est tétrapiolide 2n = 8k ou
hexaploide 2n = 66 , ceiui d'llex gallid est ;pns-ckoi&e 27 = 30 ou hexaploide 2n = 96
celui d'lfex minon est diploide 2n = 32 cu ti3traplelde 2n = ok (réf. 19, 153).
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de nos récoltes qu'l. gallii pourrait vivre dans des endroits .beaucoup plus exposés
que ceux qui abritent U, ewropacus.

Enfin, U. minor Roth. a ét& cutilli dans le golfe du Morbihan, dans

une région marécageuse presque au niveau de la wer,

D, PRELEVEMENT DU MATERIEL VEGETAL.

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

homogéne su printemps.

L'échantillon 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 & -18°C jusqu'a

son utilisation.
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A. - INTERET DE L'ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES PROTEINES SOLUBLE3 (ELECTROPHO-
RESE EN DISQUES SUR GFL DE POLYACRYLAMIDE).

L'enclyse biochimique des différentes formes d'sajoncs peut &tre envi-

sagée dans une premiére étape par 1l'étude des prot€ines solubles.

Depuis une dizaine d'annéesune méthode sensible et reproductidle,
1'€lectrophordse en disques sur gel de polyacrylemide, est souvent proposée pour
mieux définir des unités texinomiques, ce qui permettra de les différencier et de
préciser leurs affinités. Bien souvent, en effet les critlres physionomiques,
morphologiques et cytologiques s'avérent impuissants & €lucider des problimes
taxinfmiques ; l'epplication et la généraslisation des teeh niques &lectropho-
rétiques gaxx%ﬁggﬁxik g2 critire chimiotaxinomique sm¥x&ifixswm trés enrichissant
chez les Angiospermes (144333 k5 logtot M340462) , les Gymnospermes ( 406, 464 ),
les Algues (/75) et les Mycdtes (10,472),

‘ Le choix de l'analyse protéique se justifie €galement parce qu'ainsi
le nivesau étgdié sera celul du géne dont elles sont le produit direct tendis

que l'anslyse d'un caract@re por 1'étude des flavonoldes ou celle des enthocya-
nes sera d'interprétation difficile car ces composés sont contrdlés par un grand
nombre de gines ( 13 ).

Enfin l'enalyse des protéines s'est &galement révélée prometteuse
dans l'anelyse des polyploides : DESBOROUGH et PELOQUIN ( 33 ) ont recherché
& préciser le degré d'affinités entre différentes espices de Solepum par la

Gomperaison des profils protéiques de chague esp&ce obtenus par Electrophorése

en disques sur gel de polyacrylamide.

Cette technique a donc été appliquée & notre matériel afin de mieux

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

profils protéiques ( 614 ),

L'extrection des protéines solubles a été rfalisde selon’{ 403 )
d 1'aide d'un tarpen Tris -ACl, 0,) M, pE T,5 en présence de dithiothreitol
(0,5 mM) et de polyvinylpyrrolidone (1 g/g de tissu congelé).

. —— —————- i v o A+
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. L'extrait brut obtenu est déposé directement sur les gels de polyacry-
lanide de telle sorte que le quentité dépose corresponde au méme poids de tissu
et non & la ridme quantité protéique ( 40 ) ce qui permet la comparaison en ri=
chesse protéique de chacun des extrnits des différentes formes. Aprds électropho)
rése en disques sur gel de polyacrylomide 8 T % dsns un systéme besique
(App. Techn., p. ) et coloration des protéines par une solution & 0,5 % d'amido~
schwarg 10 B, © .dous Llavole acehpue @ .

1 - Résultata des €lectrophordses en disques sur gel de polyacrylcuide :

Ies résultats des €lectrophoréses en gel de polyascrylamide sur disques
des protéincs totales solubles sont consignées dens la figure 4, Leur comparaison
montre que, par cette technique, un grand nombre de bandes prot€iques est séparé;
11, dans les extraits des formes dresfées d'Ulex europeeus (PLEUEIAN) et d'Ulex
gallii (MENWEZ-HOM) ; 21, dans les extraits des formes dressées d'Ulex europseus
de la vallée de la Hem,

2 ~ Deg Rf eanlculés

Les valeurs des Rf établies permettent 1'identification dans ces &lec-

trophorégrarmes d'un certain nombre de fractions et leur classement en plusieurs

groupes selon leur identité et la fréquence de leur reprisentation dans les aif-
férentes formes.

Nous pouvons sur ces bases distinguer plusieurs des fractions, celles
qui sont communes & différents extraits ; celles oll la variabilité des valeurs
calculées des Rf refldte la grande diversité des formes protéiques dans ces
extraits. '

a) Fractions cormunes 8 différents extraits : Deux fractions protéiques ont ume
large distribution dens les €lectrophorégremmes : |
- la premidre de Rf compris entre 0,10 et 0,15 correspond & une proline remar—

queble per son omiprésence, sa forte concentration protéique, sa faidble mobilité

basique. Cette protéine, par ces différents caractdres, peut €tre assimilée & la

€lectrophorétique que traduisent les valeurs de son Rf &tabli dens un systlme |
fraction I protéique décrite par de nombreux suteurs (103,1%0). I
' |

|

Pour MARGULIES elle correspondrait 3 la ribulcse di-phosthate carboxylase
( 95 ) qui est 1'enzyze in%ervenant dans la fixetion du CO, au cours de

la jhotogynthése.

Remarquons que malgré son omniprésence, cette fraction présente ure certaine

variabilitd des Rf calculis =n fcnetion des formes analysées :
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Figure 4, - Electrophorégrermes des protéines solubles dans les différentes

formes d'lUfex anelysées.
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Figure 5

Distribution scmi-schématique des résultats obtenus par électrophorése (disques),
I'évaluation des R, et de la concentration protéique dans chacune des diiférentes

formes' testées.

e, — U. curop. dressé
¢, — U. curop. dressé
ey — U. curop. dressé (Pleudion)

¢, — U. curop. couché (Cap d'Erquy)
g — U. gallii dressé (Meneez-Hom)

(Hem)
{Ambicteuse)

., — U. gallii couché (Cap d’Erquy)
m — U. minor dressé (Since)

N° — Numéro de chaque bande
R,— R, x 100




Valewrs des RYE Formes
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- la deuxiéme fraction protfique est une fraction majeure de Rf 0,63 identifiée
chez tous les Ulex europaeus L., quelque soit le port)et dens les formes basses
d'Ulex gallii P1.

Mnsi nous pouvons noter l'identité de comportement des formes normsles kx et

basces d'Ulex europacus L. et des formes besses d'Ulex gellii. Per contre, les
formes norrales d'Ulex gallii Bl. et d'Ulex minor Roth. vont s'€loipner par les
veriations de mobilité €lectrophorétique (fraction I protéique) ou par la dis-

perition de la fraction protéique de Rf = 0,63,

b) Fractions & valeurs varinbles reflétont une prande diversité protéicve dans
les diffirentes forres : La comparaison Ces €lectrophorégrarmes des différents

. GXf ) . . . P
uxzxxxtqugyiﬁzxx met en €vidence une multitude de bandes protéigues de Rf va-

riables qui traduisent une grande diversité protéique.

Cependant, il est possible d'identifier dans les extraits des formes du Pas-de-
Calais des bendes protéiques commmes (Rf : 0,4, 0,52, 0,63, 0,74, 0,81) mais
elles différent entre elles cependant dans une zone de Rf compris entre 0,35

et 0,45 ol en particulier deux frections protéiques de Rf 0,38 et 0,40 sont
gbsentes chez les Ajoncs de la vellée de la Hem mais sprartiennent par contre
gux formes plus littorales (Ambleteuse, les formes basses d'Ilex europaeus L,

du Cap 4'Ergwy).

Ces observations montrent qu'il est difficile de saisir des difffrences entre
les formes : individuellement, chague forme posséde un profil prot€ique spéeifi~
Qque sens que cela n'entraine pour chaque espice d'Ulex wn profil protéique &é-
terminé comme cela & &té consteté par d'autres chercheurs (33,83) pour d'autres

espices,

I [ L d ) ‘
Aussi pour mieux saisir les différences apparues dans la corposition des fractiona

nous avons rechercké un autre mode de représentation de ces bandez par ragport

aux Rf ecalcould.

|



3 ~ De la recherche d'un autre rode de représentation :

Afin de mieux saigir les diffErences qui séparent les formes au niveeu
des protéines solubles, nous avons considéré comme homologues les brndes qui se |

cheveuchent entidrement ou & 50 % au moins.

Dans la figure 5, chaque bande est schématisée selon son Rf deans les
différentes formes ol elle est présente. D'autre part, nous avons essayé &gale-
ment d'epporter un caractére quentitatif en représentant la varisbilité 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 Res différences. En effet, l'examen de ce tableau
permet, en fonction de la mobilité électrophordtique des protéines, d'établir
des resseublances faibles entre les formes dressées de Pleubian (Ulex europacus L
et les autres formes car sewita les fractions protéiques 28, 31 et 43 (Rf res-
pectigs : 0,51 ; 0,57 et 0,83) appartiennent & cette forme littoraleseufh.

Par contre, de fortes ressemblences existent entre les formes normeles
a'Ulex gallif?‘Ulex ninor Rothw.et Ulex curonaeuslde Pleudbien (bandes 18 et 25,
de Rf rcspccﬁifs 0,30 et 0,45) ou entre les formes normales et basses d'Ulex
gallii Pl. et d'Ulex minor Roth. (bandes 30 et 37, de Rf respectifs 0,53 et
0,72).

4 - Du coefficient 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 différents €lectrophorégrammes (app. Tech. p. ). Ainsi compris, sans en
retenir 1l'aspect quantitatif, ce coefficient n'apporte qu'un caractére stric-

tement qualitatif. I1 indique que :

- les formes dressées littorales d'Ulex europaeus L. de la Bretagne (Pleubian)
s'éloignent de toutes les autres formes & Ulex europaeus L. (28238% de similitude

N ' |
-~ les formes basses d'Ulex gallii sont plus froches des formes basses d'Ulex !
europacus L. (59 %) que dea formes dressfes d'Ulex gellii Pl. (22 %),

les Ajoncs du Pas-de-Calais sont ea moyenne sussi proches d'Ulex

g2111i dressé que d'Ulex gallii couché (59 ¥ appr. de similitude).

EnZin pour Ulex minor la forme la plus ppoche est’ Ulex gallii dressé

(5% %), 1a plus ElcignBe est Ulex gallii ccuchd (25 %).



3F

Figure T. — Electrophorise en gel
de polyacrylenide & 7 & des pro-
t3ines solubles des graines atlUlex
ewropaeus dresss, B, Artleteuse
(coloration i l'arido-schwarz).
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Un diagramme peut étre étebli en se besent sur les diffirentes valewrs i
de ce coefficient, tlans la compareiscn d'une forme aux six sutres, per exerple
. Ulex europseus L. de la vallfe de la Hem, Ulex europaeus L..du Cap &'Erguy (for-
re basse) puis Ulex gollii Pl. (forme normale) (. Tab, I7.).

Dons le prenier cas, Ulex europecus de la vallée de la Hem ast dons
ltordre plus proche dcs formes normales &'Ardleteuse, puis dea forres husses
du Csp 4'Erguy. Par contre, les formes dressées d'Ulex curopecus L. de Pleudien
et 4'Ulex minor Roth. s'en &loignent. Par cette néthode la position a'U. gallii
5

Pl. est confirmfe, quelqus soit sa forme, cet ajonc montre toujours une simi-

litude moyenne sux types €rigés d'Ulex europaeus L.
v .

]
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La comparaison d'Ulex europaeus du Cap d'Erquy avec d'autres formes
nontre que ce type prostré est assez proche de ceux du Pas-de—-Calais et
d'Ulex gallii prostré (GC),mais; qu'il s'@loigne nettement des types érigés
d'Ulex europacus de la Bretagne (E
et d'Ulex minor (M).

D3) ainsi que d'Ulex gallii dressé (GD)

Enfin, le tableau montre &galement une forte ressemblance entre

G

D et M. La forme la plus &loignée de GD est G

c

B2 - Conrentrotion protéigue des tissus_chlororhylliens :

La concentretion protéique des tissus chlorophylliens est déterrinte
gelon la réthode de Lovry (epu. technique p. T ) et exprirfe par rreave de
tissus (fig. 8).

On constaté que les formes dressfes d'Ulex eurcpaeus L. et d'Ulex ninor
Roth. préscentent aes concentretions protéiques netterent supérieures & celles
des formes basses (Ulex europseus L.) et des forres normales ou tesses d'Ulex
gollii Fl.

C. - DISCUSSION,
L'enalyse electrophorétique des protéines des tissus chlorophylliens

conduit i des rfcultats corpleyws et divers rcnaant toute tentetive d'interpré-

tetion aélicate et difficile. Ce01 est d'autant plus net qu'a 1'intérieur d'une
méme espéce les diverses formes s'écartent davantage que les mémes formes entre

espéces différentes.
Des esplces différentes peuvent présenter plus de similitude entre

elles qu'evec des forres eppartensnt a la nméire espéce.

Cette grande convergence du port que présentent les formes bassés d'Ulex
europacus L. et d'Ulex gallil mrissm Fl. laisseit supposer l'existence d'effi-
nités profondes ou bien que leurs profils protéiques soient trés proches, on
ne peut négliger 1'hypothlse de 1'influence de la proximité &'habitats &colo-
giques sur la corposition popotéique., Ainsi, chaquz forme.analysée sous la cdou-
btle influence du gZnome et des chengements de l'environnerent pourrait €teblir

un corplérent proitéigque spéeifique.

Aussi, afin &2 misux cermar les limitas de 1'influence de l'envircnnemeat
sur le polymcrpaisca de la compositicn pretéijue, 2vens-nous analysé et comma-

¢ les protiines da3 sanences 4'ljones. Les gralnes présautont d‘apria de acm~
breux aucears (43 45 23, ACF, 00 ), une compesiticn preoséijue pius stable
que celle d=3 $isgus ~h‘oroynj‘l¢ens AIAXANATL parce que moing influengaeble par

les modifications xv2 du pilieu a2 3sisyy,
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Un exemple des risultsts de 1'enalyse électrophorfiique des greines req b consimi
dnns la firure 8. Lour corplexitd est nlus flevie, de norbreuses bandes nrot8i-
ques sont sénarfes. Cependent, l'enplication du celceul de gimilitude foit appa~
raltre une identitl des €carts ocuelque soit le ratlriel snalys? (tissus chloro=
phylliens, graines) ce qui confirie nos dlductions concernent les relations

possibles eantre les diffirentes formes analysces.

Cependent, 1n prende corplexité des résultsts ée l'anclyse &lectropho-
rétique des tissus chlorophylliens et des graines conduit I douter de lfutilité
ou de la validité de cetbe prospection. Il est vrai qu'en ne la considérant
wmigquenent dens l'optique d'une sirple technique &'epproche elle s'est révélée
priécieuse par les différences profondes que souligne la corperaison des compo-
sitions protéiques des difffrents Ajoncs snalysés. Ceci ne peut &tre corpris
que par la recherche de plusicurs procédés de corparaison : &écoupsge des rela
gu haserd ( 33 ), recherche d'torologies protéiques permettznt la classzifi-

cetion des protéines selon leur degré de présence.

- découpare des pels ou différentes zones €teblies au hasard et corpa-
raison des zones i ce procédé utilisé afin de mieux sérier les traits saillants
des ressernblances, ne getisfeit gufre. En effet, le découpage &tant effectud
au hasard, on ne posséde aucune certitude que les protéines d'wn rére territoi-
re posscdent suffisarment de caractéres comruns justifiant leur position dens

cette zone et per conséquent notre corparaison.

= essai de classification des band=s selon leur degré de présence (ou
d'absence). Un tel classement est &galement critiquable parce qu'il repose sur

la notion d'homologie protéique, qui ne peut €tre €tablie par la seule.mobilifé

€lectrophorétique car elle suppose une connaissance précise non seulement de la
charge et de la taille de ces molécules, mais gussi de leurs fonctions. Or
cette hypothdse d'homologie des bandes protéiques n'est pas prouvée méme dans

"le cas ol les formes comparées sont taxinomiquement proches.

]

La plus grande prucence s'irpose dorc, deons lzinterprét&ticn des
différences protéiques ohservées. Cepencent,®tette tecknigue n'crporte pes
un critire setiszrniscrt perrettent de mieux evpricier llamectitude dec
"ecupures" Ztsrlies sur des eritires wofvholoriaues entre lee Gifffrontes Scre

res, elle prissnte Tar contre un doutle avantaze : celul de ncus pervetire

™)
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tout d'abord wune reillewre approchie des offinitls en &lfinissent un prolil ' L

A

protlique poriiculicr & chugune des Torres enalysies, & défcut ¢'un profil

Cprotlique e l'esplcee.

et

_ En sccond lieu, cette technique nous cera tris pricieuse non seulement
parce qu'elle justifie la nlcescit? des enalyses biochimies dans la toaxinomie

ou l'Ccologie rais surtout par les nouvelles voies qu'elle ouvre. En.particulier,
il est devenu évident que los rclaztions "protéines-expressicn gfnique” ne

seront corprises que par l'identification et la d&finition d'activitds enzy-~

natiques.,

C'est donc vers la recherche de la prisence et du rdle des formes multi-
ples d'enzymes que nous allons orienter notre travail. Le fait iei que 1a
fonction priécise des encymes ect connue feciliteres larpgement notre comprihen-
sion dz la valeur du polymorphicme enzymatique dans le mitsbolisre des 4iffi-

rentes formes analysfes.,

Certes, une pgrende difficulté réside dans le choix des enzyumes 2 analy-
ser (7)) sachant que la régulation nétabolique et le mitalolisme scront forte-
rent influencés et perturbis par tous changenents intervenant eu niveau des
enzyres qui les contrSlent qu'ils ne le sereient par des enzyres non rigula-

tours.

D. - RESUVE.
De tr3s nomdreus2s bandes vrotiiques sont sdparfes et identififes par
€lectrpphorése sur disques en gel de polyacrylarnide. Chaque forme analysfe est
caractérisée par wn profil protéique Spécifiqﬁe qui permet da'Gtablir des res-
gexblances plus ou woins fortes. Cependant, la complexit? des risultats obte-

nus et les limites de cette techniqu: interdisent toute conclusion nette.
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ANALYSE DES LEUCINE-AMINOPEPTIDASES
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A, IETRODUCTION

L'enalyse enzymetique projetée débutera par l'étude des leucine-emino-
peptidases ; ces enzymes plnétiquerent bien d&finies sont intéressentes per

leur ptrticipetion dens la gfnétique et le ritevolisre des &tres vivents.

C'est pourcuoi, la littéreture foiscrnne d'exemples ol leur &tude e
permis d'sborcer avec succds la recherche de l'origine des espices (33,437, {42, 465)
qui est & la base de 1'établissepent rationnel des relations texinomiques,
ou encore lg dlronstrction per 1l'anelyse biochimique du caractére mendélien
de 1'hértaité (384L5). Ainsi, SCANDALIOS & isol? et défini 4 isoleucine-
sminopeptidases dens 1l'endosperme liquide du mals. Selon les lignées, des
variants électropﬁorétiques sont caractérisés pour deux de ces isozymes A et
B. L'analyse de le transuission héséditaire de 1'un dleux (visuelisi par
la bande A, par excrple) nontre que A peut présenter selon les lignées testfes
deux variants : 1'un & migration repide (R), l'autre 4 migretion lente (L).
Une forme h&tlrozyrote pour cecs deux variants (%) et (L) est obtenuc par
croiserment de ces deux lignées pures. Le croisement en retour avec 1l'un des
parents permet en Fq une distribution des verients (L) et (RL) selon un par-
tepe 1t 1 3 en Fo lo distribution 1 : 2 : 1 est pratiqﬁewent obtenue. Ainsi
ces deux verisnts (L) et (R) représentent des isozymes alléliques sans domi-

nance.

Une autre déduction sur la structure de 1l'enzyme est possible & partir
de cette expérience : comme 1'hétérozygote (comportant les bandes R et L)
ne montre pas de bandes intermédiaires, il est probable que 1l'enzyme est une’

-~ . .
monomcre, car on n'observe pas l'apparition d'hétéropolymére.

D'autre part, les &tudes de biochimie sénltique effectules chez Phaseo-
lus (A10O ) mettent en évidence deux isozymes contrdlées par des EETSTTH alld-
1es> ¥ doninante . Deux isozymes sont Sgalement identififes chez Pisux ({38 )
et éhez Picea abies (9% ) : une isoleucine—aminopeptidcse est contrdlie

| par va locilyronomorphe, l'autre par un lockspolymorphe sans dominance allélique.

Les isoleucina-amdncneptidases sont &7alement interdszantas ser las

foredicons zitanoliques gu'ellas assurens.
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Les wiincoprpiidoses sont en elfet des exopeptidases qui interviemnent
dans la ¢fArrotion rrotiiicue au nivesu e 1'eeide crind N-terrincl. Cette fone-
ion ect non sculerent intiéressante.” pendant la germinction (clle cssure la
mobilisat&.on des protéines de réserve) rcois Cenlerent au cowrs du métcbolisme
nornmal oﬁYggsdﬁgradation et la synthise peruecnente des protéines (turnover)

les aminopeptideszes alinentent le pool éGes acides eminés libres.

REcerxent, l'intervertion cdes crinopepticeases dens le synthCse protéique
8 €18 montrée : BARTH ( & ) a constetd que les aminopeptideses des ritoso-
mes a'Escherichia coli sont ceractérisdes par une spleificité marquie pour
des peptidec corportent le mlthicnine corre acide ewiné N-terrinal. La locelisa-
tion intracellulcire de cette enzyre leisse cupposer wne intervention possible
dons la synthise protfique. J1 serble en effet, gu'en ssceociction evec une
déforrylase spécifique, l'euinopeptidese discocie le corplexe "forryl-rnéthio-
pine" rerquevr interne éu début des choines polypepticues. Ainsi l'eriropepti=-
dase joue un rtle inportant en contrélent et en r€pulent la trensformetion
d'une cheine polypeptidigue en protéine fonctionnelle & un moment dcnné de

‘cette “foncticnslisetion".

Sclon BARII 5 ) 1'intervention des aninopeptideses & Ceux nivenux

différents dens le "turn over" protfique peut &tre schinetis? comre suit :

PROTEINE NATIVE

aminopepticdasze
spéeifique
Fnlopeptidase
MET-POLYFEPTIDE :

déforrylase PEPTIVE

F-Yet.polypeptide
Arinopeptidese
synthése protéigue\ -

ACIDE AMINE LIBEE

Tnzymes i larre spécificitd de substrats, les zmincpentideces ont ure
action gpécificque vnriable selon la naturs et la pDosition d'un c~rand nomnre

d'acides arinés ( ASA Yo BLLEMAN ( 26 ) a einsi isolé upe amireweptidase

4




J
du petit peis sctive sur des chelines polymertidiques corrortent conre scice
grinf F-terrinel : le »tinyl-alenine, la levcine, le réthionine, 1l'iscleucine
et 1'clrnire.

Leur spécificité analysée avec des dipeptides dépend également de la
nature de 1'acide aminé en position C-terminale, c'est ce que montre la varia-

bilité des rendements d'hydrolyse de divers dipeptides utilisés comme substrat :

- 100 % (Phe-Alsa) 3 75 % (Phe~Glu) ; nul (Phe-Pro).

—

Dens ce traveil nous avons utilis& un substrat srtificiel chromogéne
(leucine-p-nitrrnilide ou leucine -/5 -nephtylamide-lCl) qui comporte la
leucine corre ocide cviné N-terminel. Kous sppellerons done leucine-erinopep—
tidese ou LAP l'enzyre dont nous cnalysons l'activité, Il est bien &vident
que cette appellation n'est qu'une conmodité ée travail qui n'exclut pes pour
cette enzyme, la possibilitl Cpalenent de posséder une activité spécificue

pour d'eutres ecides adnis,

B. - PRCULTLTS.

o et et s st o

1-de 1'@’Pctro'low? se

Per €lcctrophorése en éisques sur gel de polyacrylanide & 7 % de con-—
centration en polyecrylaxdide, dans wn systéme basique (App. tech. T : )
4 3 bandes isozymaticues I activité leucine-ardinopeptidasique sont séparies
selon les extraits (fipure 9) : 2 dans les populations d'Ulex europzeus L. et
d'Ulex gallii Pl., 3 chez Ulex minor Roth. le calcul des Rf est précieux.

1 - il souligne 1tidentité de comporterent ia enzymetiqus @
- des forres dressfes & Ulex europaeus L. : chez EDf ED2’ %B’ les
bandes 1 et 2 ont pour Rf respectifs 0,47 et 0,64

- des formes basses ol les valeurs du Rf des bandes 1 et 2 s'€livent

(0,49 et 0,07).

2 - il sowlze enfin 1'orizinalit® du corportement des forres normeles d'Nex

gallii 2. 2% d'Ulex xincr Doth.

Chez le prexiasr, les waleurs du R des deux bandes 1 et 2 des iscleu-

cine aminopectideses sont plus faiblas (0,45 et 0,50 regpectiverent),
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Quant & Ulex rdnor 3 1aoleuc1ne eiropepticuses sont sépexles @ les

-~ 13

deux prerdcres ont des wdgraticns {lectropherltiques icentiques % celles des

forues Gressces ces Ulex europteus L., la troisicdme, e rmigraticn €lectrepho-
rétique plus rapice st égulenent origivale per son aoxalyse, ouantitative
elle représerte en effet 45 % de L'activité enzyratique totale dosée par

densitorétrie ces rela.

Ainsi por le celeul es D des varionts €lectrophoritijges des isoleu-
cine-eninopeptideses sont ceractéristés. Ces veriants peuvent, sur la bace de
la valeur de leur rigretion €lectrophorltigue, €tre qualifiés de variants ra-
pides (R) ou lents (L) corme cela 1'a a4jd 6t% proposé ( 13% ). 1e foit
que les variutions (R) ou (L) de ces verients s'effectucnt dens le réue sens
powr dewx isouymes d' mue  fore laissent supposer

que ccs isozymes sont contrdlées per des glnes lifs.,

Ces différences de migration observées doivent €tre précisfes. L'Glec-
trophorése en gel de polyacrylericde utilisle pour les séperer est une mithode
de fracticnnement tasle sur la chorge €lectrique des moléeules. Dlle se corpor=—
te €galenent come un "tads" moléewlaire, la séparction protfique est fonction

de leur taille. Anssi les diflérences e rigration &lectrophorétique doivent
. P

done relever de lu variabilité des tailles nol8culalrecs et/ou de celle des

cherges extériewres (point iscBlectrique).

Dons le but de mieux G¢finir les isoleucine-pminopeptideces séparfes,
la détermination de ces deux constantes physicochimiques (pKi et poids molicu-

laire) est envisagte.

e - nstlratlon du v01us rollculaire :

Ie poids moléculaire des protéines globulaires peut 8tre estim? par
€lectrophorlse en disques sur gel de nolyacrylamide & difffrentes concentra-
tlono(), T et 10 ; )et en présence de protéines de r3férence dont les noids

roléculsires sont connus (Anp. Tech. T ).

les risultats obtanus sont consiomés dans le tablesu V. L'exaren 4

(14

ces résultats mentre que les poids mollculaires des isozymes anpertencnt aux
formes éressied du comslexe Tlex QUrceDAAUS L. zont »lus ou moins identigques.

C'est donc la valaur noyenne 3du neilds mollfeulaire Jes izozyues 2 cas formes

.aD .

i.}

reprisentdes par 1'uappellastion le
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Figure 10, = Schima d'€lution des isoleucine-aminopentidases a'lUfex minox
(Anmpholine pH 3,5-10 3 48 h ; +4°C ; 500 V 3 fractions de
2,5 ml).
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Figure 11. - Electrophorégrarmes de contrSle des fractions &lufes pax
focalisatica iscélectriqua priperative et comparaison avee
1'extrait brut {(leucine-sminopenticases d'Ulex miior Roth.)



TABLEAU V. : Estimation du poids moléculaire des Iso-LAP

Bandes isomymetiques

Formes analysfes

129 o Gy Cq M

1 101 000 54 000 A102 000 5% 000 11é 000
2 68 000 33 000 77 000 30 000 73 000
3 - - - - 81 000

Dans ce tubleau, les veleurs des poids molfculaires des fories
normules.(ED, G, et 1) sout ussez proches ; celles des forres basses, Coul-
velentes entre elles sont 50 f environ plus faitles que celles des formes

-

Cresst

es, Lo taille de ces nwolécules intervient probsblerent dans la varia-

Lilité de leurs nigrations.

3 - Diterrinstion du point_isoflectrione :

e e e B e P e = et e et et s B O

Lo focalisction isotlectrique est vne technique fine ée fracticnnerent
protéique qui perret sirulterérent Za sSparetion des protéines et leur aéfi-

nition peor la dltermingtion de leur point iscfYectrique (App. techn. p. )

Nous evons &ppliqué cette mfthode pour séperer les isolencine-exino-
peptidases. Ls déternmination des conditions expfrimentsles optimales est ef-
fectufe chez Ulex finor RothﬁzNous evons retenu dens une prenifre Itare,
la séperation des isozymes dsns une gemre essez lerge de pH (p¥ 3 & 18). Le
gchéma 4'€lution d'une colonne d'Arpholine dans les conditions précisées
dans l'sppendice technique (T ) est représentde dans la figure 10 : l'ac-
tivit¢ leucine-aminopeptidasique est locslisée Gans un seul pic tres asyré-
trique. Son hétéroginéité enzymatique est révélée loﬂi'd;zp Zlectrophorese
de contx»dle des fractions 1 forte activiti enzymatique?'ll apparait ainsi
que 123 trois isozymes, précfderment ceractirisfes dans 1l'extrait truty
tetrouvant dang ce pic, mais leur sfnaration Siant irmmaerfaits, li 3ftercina-
tion des ki dereurs immricize, Aizd, 1'atilisatiecn d2 cette mé<tnode naz
satisfait tulre a2u -roxzier akhord, tais“si on ne la consiicre aue comma u
étace priliminaire ¥et ells oréseniz l'avantace 4

e
trois isozymes dms une gomme de pH plus étroite (ph 4 3 3).
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. Figure 12. - Schéra d'élution des isoleucine-aminopeptidases cans Ufex
mion (ezpholine pd 4-6 ;3 72 h ; +4°C ; 800 V ; fractions
de 2,5 ml).
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Figure 13. - Zlectrophorfgrammas de contrdle des fractions Sludes var foca-
lisaticn isoéiectrique pripaorstive et corperaison avec llexs

- - -

+rait brut (lesucine-c=irorepticdases dans Ul2x miwon) .
2y -t
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Nous avons donc renris la séparation des isozyes mar focalisation

-

iscllectrique des extraits d'Ulex minor Roti. en utilisent une rame de ol

plus restrzintz (91 h $). Dans ces conditions, le schfma d'dlution repré-—

sent? dans la Tigure 12 rontre que trois pics sont netlterent séparis.

Une #iuckart flectrophordse de contrdle des fractions 8 activitd enzy-
. . ¢ 43?,- . . . Y »
retique 1rportsnd@?%on.1rme la parfaite séparation des isozymes et leur as-

finition par leurs pkl resnectifs qui sont, selon les bandes ¢

- 1-de pxi 1,73 '
- 2-3d pki b,51
P

- 3.3 pxi W,2

»
=1

Cette technique a &palemant €48 epplinuie 3 la séperation des iscleucine-
erinopentidases d'une autre forme a'Ajonc, E“3, ol deux bandes enzyvotiques

sont caractlirisfes dans les zymogramres des extraits bruts. La focalisation
iso%lectrique perret une séparetion dz ces denx 1 oleusine—-aminopeptidases

qui sont stricterent localisfes dons deux plCS? Ici eusgi des €lectrophordses

de contrdlz en gel de polyacrylénide permet l'assimilation de ces deux pices

3 1tactivit? iqoagxdne-amincpeptidasique pricidemrent recounnue dans les
extraits brut;?'ﬂigsi deux isozymes sont présents dens cet extraits ; elles

sont définies par le pki (bande 1 pki = 4,31 ; bande 2, pki : 4,43).

Cette élérente mithode est €palewent remerquetle per so firesse ; elle
perret en effet de ceractériser de trés faibles activitis enzyzatiques. Cette
qualité est intéressente car l'asctivité enzyretique testfe Gens les tissus
anelysés est relativement faible (epp. 0,006 pﬁble/mg protéines). Toute puri-
fication rére partielle entreine une esugrentetion de cette veleur (0,02 pmole/
mg protéines dens les % extrsits briits) ce qui correspondra lers de la focoli-
sation isoflectrique & & une ectivité totsle enzyretique de 0,2 urole/ms pro-
tfines par colcnne (le a8t = 10 mp vrotéines). Cette rctivit? dbien que feible
pour €tre nettement décelée par d'sutres techniques peut €tre enelysée per

focalisstion isoflectrique.

Aptliquie successivererzt 3 l'ensertle des extraits bruts des diff
Ajoncs, cstiz mlthede vo neus perzettre ls siparaticn, 1l'ilentificaticz, le

déliniticn et 12 comgersiscn de laurz isclaucize-erincpectidaces. .

Les rcyennas de pki cbienues 2 l'isaue ¢2 plusizurs (3 eu minirm)

focalisaticns scnt reportles dars le tadleau VI,
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Figure 14, - Schina d'€lution des isoleucine-eminopeptideses dans ULex
ewropacus , E. ., (empholine pH 4-6 ; 72 h 3 +4°C ; 800 V 3
frections de” 2,5 ml).
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Figure 15, = IZlectrophorigrarmes de contrdle des fractions obtenues pax
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leucine-sninopeptidases dans (lex ewicrcels dressé EDS)'
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TADLEAU VIL ¢ Veleurs nmoyennes Ces pki des isoleucine-eadropeptidases.

Fories enalystes

-Isozyres - - o ‘
' “p1 ro 3 Fc % e M
1 | k76 4,83 4,81 . 487 k96 k82 4T3
2 B b, b9 4,43 L6 B,66 AT L0
3 - - - - - - 4,29

Cette dftermination des pki est irportente, car les diffirences de mi-
. ’ . D . .
gration #lectrophorftique des bandes 1a et 2a par exerple que n'expliquuisnt
pas les veleurs de leurs poids moléculaires respectif§ sont corprises per la

basicité élevie de leurs pki.

L'enserble des r@sultats obtenus par les difffrentes techniques Zlec-

trophorétiques est consigné dans le tebleeu VII.

Bande 1 ..Bande 2 . Bande 3
PM P, R, PM P, ©ORg PM PK, R
Ej, 106 000 4,76 0,47 71 000 4,44 0,64
Ep, 96 000 4,83 0,47 66 000 4,49 0,63
Ej; 101 000 4,81 0,47 67 000 4,43 0,64
Eg 54 000 4,87 0,49 33 000 a,ae' 0,67
6, 102 000. 4,97 0,45 77 000 4,66 0,60
C, 54 000 4,82 0,48 30 000 4,47 0,66
M 112 000 4,78 0,47 77 000 4,50 0,64 81 000 4,29 0,74

TABLEAU VII: Résultats groupés de toutes les formes analysées




C. DISCUSSION.

Le "couplage" de plusieurs techniques &lectrophorétiques conduit & une
bonne séparation et & une excellente d&finition des isozymes par 1'estimation

de leurs poids moléculsire et de leur pki,

Ces résultats permettent de mieux comprendre les différences de migra-
tion observées en approfondissant les ceuses. C'est sinsi, qu'il pouveit pa-
raltre surprenant que des formes basses manifestent un corportement identique
bien qu'eldes sppertiennent & des espéices difffrentes. Précédemment, l'analyse
protéique avait montré que des ressemblences ausez importantes se dégsgesient
cntre ces formes basses. Iei, 1l'identité de comportement de leurs isoenzymes

perret de les séparef totelement des formes normales.

D'autre part, la comparaison des polds wrolfcuwlaires des isozymes des
formes normales laisse supposer qu'une relstion de type "dimcre-monomdre"
existe entre elles. Or, il & &t€ irpossible par des tentctives &'hybridation
des isozymes sur gel de ceractériser chez les formes normeles des monoméres.
D'autre part, aucun feit réel ne nous autorise & penser qu'une telle associa~
tion des monomeres en diméres n'appereitreit exclusivement chez les formes

normales,

Les résultats de l'snalyse des isoleucine-erinopeptidsces est €galement
importente per les arguments qu'elle epporte dens l'eppréciction des relations
qui doxvent exister entre formes normalee et basses d'Ulex gollii Pl, d'une
part et, d'autre part, entre les formes des deux corpleres : Ulex europaeus L.
et Ulex gellii Pl.

Les isoenzymes des formes norrzles et basses d'Ulex g2llii Pl. difflrent
par les valeurs de leurs pki et par celles de leurs poids moléculaires., C'est
12 un arsumeg%ofggg%'ggt dens notre étuce qui se propcseit de rieux saisir
les liens possibles entre ces deux espices. Ces réues carnctéres physico-
chimigues qui définissent les isoleucine-eminopeptidases s'cpposent & toute
hypothése feisent d'Ulex eurcpeeus L., le type de base coxplémentaire entre

les isozymes de ces formes.

C'est ainsi que les isozymes des deux formes basses s'en 2loignent net-
tement par la faiblesse de leurs poids mol3culairs, Celles d23 formes ncrmales
d'UClex zallii, ce poids melfculaire idertique s'en distinguent 3 leur tout

par les valeurs de leurs vki.

Znfin, Ulex miner Poth. spyparzit leci, comme une espsce totalement mar-

Zinale par la présence i'une troiziime isozyme.




D. - RESUME D&S LAP.

Les isoleucine-sminopeptidases des Ajones ont été isolées et analysfes
per différentes techniques &lectrophorétiques (électrophordse en disques
sur gel de polyacrylamide & diffirentes concentrations en polyacrylamide,

focalisation isoflectrique préparative, zymogrammes),

Des variants &lectrophorftiques sont caractérisls. L'enalyse de leur

comportemcnt suggérent que ces isozymes sont contrdlées psr des pgénes liés.

Pour mieux comprendre le cormportement de ces variants des leucine-
aminopaptideces leurs constantes physico-chimiques, poids moléculaire et
point iscflectrique, sont Ctablies. La détermination de ces constantes s'est
révélée intéressente non seulement parce que l'enalyse de lewrs variations
expliquent les différences &lectrophorétiques observies mois &gulement parce
qu'elle permet le slparation des Ajones en quatre groupes

-~ 1l'un, rénnissont les formes normales d'ULex europaeus L.
- le second, comprenant les formes basses (Ulex europacus L. et Ulex gallii P1.)
- le troisiéme, correspond aux formes normales d'lUlex pallii PL,

- et le quatricme sera uniquement représenté par les formes normoles d'Ulex

minor Roth.

.

Ainsi, au niveau moléculaire, les formes basses se distinguent nette-
ment des formes dress€es. L'originalité d'Ulex minor Rothm. forme dressée est
confirmée, la composition et le comportement des leucine-aminopeptidases jus-—

tifient sa position dans un groupe marginal.
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A, = INTRODUCTION.

Les estérases (ici restreintes aux carboxylestérases, E.C. 3.1.1.)
sont un groupe complexe et hétérogéne qui hydrolysent in vitro de nombreux

esters (81).

’ Leurs fonctions mftaboliques ne sont pas déterminfes avee certitude
cependont quelques travaux soulignent 1'intéré&t &z leur &tude puisqu'il sem-
ble qu'elles interviennent dans la physiologie de la croissance, dans les
relations du potentiel cytopénétique et écolbphysiologigue des plantes avec

2es fluctuations des facteurs du miliecu.

C'est ainsi que leur participation & la formstion
des perois et & la conduction 8es substances sont sugrérées par la localisa-
tion d'une activité estérasique sur ces sites notarment au niveau des plas-
modeamé%toDea liens étroits ont &galement &t§ reconnus por WILKINSON entre
la variation numfrique ou de l'activité des isoestérases et les veriations
de 1l'activité mitotique observie selon les différents stades de développerment

des plantules d'oignon.

Ces propriltés rendent leur étude particwlidrement intéressante dans
1'analyse du déterminisme du "nanisme" qui pourrait &ventuellement dépendre
d‘we lignification précoce decs parois cellulaires, ce qui, évidemment limi-

terait la croissance,

Meis leur €tude sera d'autent plus intéressante qu'un effet direct

de la stlection sur leur polymorphisme & &t& mis en Evidence,

Le premier pes qui dfémontre 1'intervention de la s€lection en un locus
donné a €té apporté par l'cbservation d'un changement de la fréquence allé-
lique au niveau d'we isozyme chez des orgenismes sowmis & un gradient géogra-

phique.,

Plusieurs excmples pourraient €tre cités dens le domaine enimsl, mon-
trent chez les estéroses, l'augmentation de l'alléle majeur C dans les popu-

lations de Drosophile enmnassee du Pacifique en direction sud wrs 1l'équeteur

(714).

Rappelons &zalement 1'axemple cité dans notre introducticn, ecelui
de Catastom us clarkii (30 ) ol les £riquences des alldles subigsaiant

une var*a.lon,.co spondant 3 la diminuticn de l'allldle Ts5-I% vers le ncrd,

v

cerendant que dans cetta m3me situaticn, 1'alldle 3-I0 24ait favorisie




Chez les végftaux, nous rapportons quelques travaux : NAKAGAHRA et

al. (/42 ) relévent un changement de la composition isoestérasique dans

des populations de Riz sounises 8 un gradient glographique dans l'Asie du

sud-est. N

Cette variation isozymatique en fonction d'un gradient géographique
peut correspondre & une sorte d'avantage présentle par une isczyme donnée
dans des conditions climatiques définies. Mais cela ne peut &tre considéré
comrze &tant la preuve d'wme s€lection. Il est en effet possible que deux
populations isolées primitivement et dont les compositions iscestérasiques
sont différentes présentent un début de chevauchement de leurs aires ce
qui créera l'image d'un gradient gfograsphique influengant les fréquences
alléliques.

Une déronstration plus marquante, de l'effet direct de la sélection
gur les isoestérases de 1'Orge est spportée -(ALLARD et coll.) ¢ (2 )
ils nesurent les fréquences de glnes et de génotypes sur 4 loci estéresiques
pendant 25 génfrations dans une population espérimentale. Ils visaient ainsi
2 obtenir des preuves expérimentales concernant l'équilidbre des forces res-
ponseables @

- des fortes différences observées dens les fréquences alléliques entre des

plents d'orge originaires de différentes régions &coglographiques du monde ;

-~ de l'importante vaeriation allélique décelée dans des populations locales

d'Orge.

Les analyses des changenents trds significatifs des fréquences allé-
liques observées dans ces populstions montrent leur dépendance d'une "action

sélective dirigée" qui favorise certains alllles plus particuliérement.

Par contre, ils ne dépendant aucunement de divers processus tels
rutations, migrations ou dérivé génétique., Ces auteurs conclurent en souli-
gnant le rdle prédorinant joud par la sélection naturelle dans la détermina-
tion des pfofils iscenzymatiques et la variation allélique observée pour
1'Orge. '

Il est rezretiible que ces isoczymes n'alent jarmais €t 130lfes et que

o

leurs cindtigues ne scisnt nas d3zarmindes pour 2tayer les différences obser-

vées ertrs chajyue isozywe et pricisér jusqu'i quel soiat la présence d'ure

2
isozyms plutls qu'une autre reprifsente un aventag? 3 certaines conditions
&cologiques. La connaisaence d'une zmedification au nivesu des cindtiques ser—

virait l'hypothése de l'action 4'm facteur sélectif <t de sa nature.
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Il est &galement possible que le polymorphisme des estérases en lui-
méme ne présente aucun avantage s€lectif, celui-ci serait sous la dépendance
@'une lieison directe des loci estérasiques avec des loci qui contrdlent une
expression "diff€rentielle" en réponse & différents facteurs utilisée expé-~

rimentalement (tempSrature, photopériode, intensité lumineuse, etc...) { & ).

Les isoestlreses sont contrBlées génétiquement (£35{+0) SCHVARTZ e aé-
nontré chez le Mais la présence de 7 alldles en un locus estérasique (770 ).
Le croisement de plantes différentes pour deux alléles conduit & la formation
d'w hétlrozygote qui réveéle outre les doux bandes parentales, une troisicme
bande hybride intermfdiaire ce qui laisse supposer que les estérsses du Mais

poss&dent, en ce locus, wne structure dimdre (740 ).

Ainsi, l'€tude de la composition isoestéresique sera intéressante &
différents points de vue par leur intervention deans les processus de la for-
mation des parois, par leur définition géndétique et égalemept par le fait
qu'elle perret la démonstration d'un effet sllectif direct sur les loci

.estérasiques.

B. - RFSULTATS.

Avant de procéder & la séparation et 8 la recherche de 1'évmatuelle
présence de forues multiples chez les estérases, il nous a paru intéressent
de tester l'ectivité totale estérasique dans les différentes formes d'Ajoncs
ainsi que 1l'influence de quelques paremétres (veriation de pH, teppérature)

sur cette activité.

1 = Activité spécifique estérasique :

Sa mice en €vidence est décrite dans 1'sppendice technique (T ).
Elle est trés veriasble selon les formes anslysées (figure 16) qui vont possé-

der individuellement un_certain niveau d'ectivité spécifique estérasique.

La figure 16 permet la corparaison des ectivitfs totales estérasiques
. (exprimfes en uriole/rz/mn) dans les extraits des diff?rentes forres analysées.
L'activité estérzsione Aosfe est plus ferte dons chacune Jes Zormes basses
(0,28 et 0,33umole/iyzern) auz chez les formes ncrmeles qui leur correspcnédent
(0,2 ; 0,23 e5 0,15 wicle/azron).
Mais la valeur de ces observations est difficile 3 estimer,c'est ce
que confirme notre tentative de mesure de l'activité estdrasique par gramme
de tissu, comparées donc parallélement 3 la variation de la concentration

protéique.
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La calcul de leurs Rf et le nombre de bendes séparbes permettent la

classification des isoestérases en deux grownes

-~ celles dc Rf cormris entre 0 et 0,5 : C'est une région & nombre de bsndes

€levéces mais trés varicbles et ol l'activité enczymatique est la plus faible.
C'est pourquoi dans la figure 49 seules sont reprfsentées les bandes dont

la fréquence de présence est la plus constante.

- celles de Rf comoris entre 0,5 et 1,0 : Dans cette zone, l'activité enzyma-

tique la plus élevie apparolit sous forme de bandes irportantes quantitative-

ment et dont la friquence de distribution est la plus stable.

&b = Utilisation d'autres substrats szgghétiques :

Deux autrei_srbspratﬁ synthdtiques : le 2-nephtyl-acétute et le
sont utnilises
2-naphtyl-propicnates L€ couporiement des estérases pour ces 3 substrats

peut Gtre corpris en considfrant l'exemple des formes Basses d'Ulex euro-

poeus L. (figure 20).

La bende de Rf 0,2 na réagit qu'avec le 1-Naphtyl-ecState ; avec le
2+Raphtyl- propionate une nouvelle bande large spparait (Rf. 0,30 - O,L4).

Les bandes importantes réxélées en présence du 1-naphtyl-acétute
(R£. 0,60 et 0,64) présentent des activités qui vont décroissuntsavec le
2-naphtyl-acitate et surtout avee le 2-nephtyl-propionsate.

Par contre, les bandes caractérisfes par une migration rapide (Rf. 0,76

ct 0,85) montrent une activité plus £levée avec le 2-nephtyl propicnate.

Ainsi, chaque isocstérase monifeste une affinité spécifique particulid-

~

re & chacun des substrats utilisés. Leur spfcificité est trds marqufe

puisqu'elle tient corpte entre le 1-1IA et le 2-YNA de la position de l'acétate

sur le naphtol.

Ce caractére de epécificité Yifs Etroite retrouvé lors de l'utilise-

tion des deux sutres substrats synthétiques ne surprend pvlus puisque le
2-nephytl-acétate et le 2-nszhtyl-propionate diffdrent par la longueur des
chaines des acides.

Ceci explique l'stsence de diffirenczas neiies otservées Jans les méca-
nisze3 d'action enzymatique des 23tdrases et 2e3 linssas, Ces 2arnidres en
effat 3ort des estirasss qui iatarviennent sur les 2iaiscns unizsant un acide

gras 3 lengue chaize I wn gravlament sleonol.



L'applicetion de 1la focslisation isoflectrique a €té envisage pour
pieux comprendre le comportcment de ces iszozymes. Nous n'svons retenu, pour
cette - technique, que les isoestérases csractérisfes per une activité splei-
fique Glevie, de Rf suplrieurs 2 0,5 rejetent einsi les eutres isoestérases
dont la présence est soumise exclusivement & différents facteurs tels &ge

du tissu, le stade de d€éveloppement, etc...

Reppelons que c'est la foRalisation isoflectrique des estéreces qui
nous a servi d'exemple pour l'application de cette mdthode 3 l'hnaly;e des
isozymes végétales (App. Techn., T ) et les conditions de sfporation sont

ainsi ddcrites dans l'appendice technique T ).

Dons les fractions pures une meilleure définition des isoestérases
est recherchfe par 1l'étaoblisscrent de leurs constantes physico-chimigues

respectives,

} - pstimotion du poids moléculaire :

L'estination des poids moléculaires est réalisée

- , par &lectropho-
rise swr disques en gel de polyacrylamide (& concentrations variasbles de
polyacrylamide) en présence de protéines de références de poids moléculaires

connus .

Dans le cos des isozymes de Rf corpris entre 0,6 et 0,T, 3 bandes
importantes de Rf respectifs 0,65, 0,67 et 0,70 sont observées sur ces
électrophorégrammes. Elles sont remarqucbles per l'identité des variotions
de leur migration en fonction des concentratiévs différentes en polyacryla-
mlde. Cec1 signifie qu'elles possddent .Uy poids moléculaires identique..
qui eont da

e b
- 50 000 pour ié§~;éoestérases I, 81
Deux autres isozymes Ih et IS’ qualitativement importantes, de Rf
respectivement de 0,62 et 0,50 ont des poids moléculaires de 59 000 (Ih)
et 65 000 (I ). '
Ces valeurs sont ici inférieures i celles qui sont propostes par exem=-

ple pour 1'Orge (124 ) : 29 500, ou de 165 000 pour ure estérsse du pore qui

est constitufe de 3 sous-urités de 38 000 [ 32 J.
lcrs de l'apalyse Siectrophorftique des iscesidrases Il iI,, =i
-
b « Les coroctSres de leurs misraticns (elles

scnt peu difTfrentes) 3% L'identitl de leurs roids meldculaires laissent sup-
pccer que nous pous trouvors en prisence d'isozymes ginftiguement dien ad-

finies qui scnt des formes d'iscectérazes alldlijues en um mEne lecus.




5

I1 est certain qu'ici, 2os observations ne peuvent conduire qu's des
hypothéses qui, ceprendent trouveraient une justificotion dans les grendes

similitudes de ces bandes qui sont proches :
par l'effinltv ou 'elles présentent aux substreats ;
' _ﬁi {otuces .
- par 1 ana$¢tc ae leur chorge qui explique %es feibles difflrences de
nignation observies ; '
- par L' 3dentité de leurs poids moléculuires.
Ces arguments biochimiques correspondent & de véritables critdres

qul militent en faveur de 1la présence de formes elléliques.

& - pnslyse des Iscestérasses (quantitativement importantes) per focalisation

isofleetrique préparative.

Une expérience préliminaire & €t& envisagle en utiliscnt une ganme de
pll de 3 & 10. Elle révele que les isocestérases (de Rf eppr. 0 ,6) ont un
pki corpris entre 4 et s, Au 381, comwme dans le cas précéderment envisegt
des leucine-ardnopeptidases une gamme d'arpholine de pH 4 & 6 sura retenue
dons 1'enslyse des estérases(Zf).

Ies profils d'€lution de chacune des formes enclys€es ne rontrent
pour les Aifffrents extraits que des veriations infires & l'issue des foce-
1lisetions successives, attestont ainsi la bonne reproductibilité de la tech-
nique (App. Tech. T ) et ausei l'excellente stabilité de ces isozymes
dans les tissus prveweut c[cpé"lm‘es ifférentes d'uue wibwe populabiou,

De r€re que pour les leucine-cpinopeptidssces des contrdles électropho-
rétiques (en aisc-£lectrophordse) sont effectufs pour identifier les pics
obtenus. '

8) résultets qualitatifs :

5 isogymes scnt finelerent identififes dens les forres enalysées
et leurs cerectéristioues respectives sont consignées dens le teblesu VIII,

et lo (\% 24,




- el s, e et e e T T Y SRS — — R R e b Y ey

TABLTAU VIII.

Isoestéruses pki Rf TM
I, 4.ho 0,703-0,718 50 000
I, 4.63 0,667-0,680 50 000
13 4.78 0,644-0,650 50 000
I, 5.07 0,612~0,622 59 000
1‘.5 ' 5.30 | 0,488-0,503 | 65 000

Ies bandes I1, I,,et I3 présentent des poids moléculaires identiques
or les écarts de pki ou de Rf sont aussi &levis entre I, et I, d'une part
et entre 12 et 13 d'autre part.

Ces.résultats supgdrent 1'existence d'une structure dimére pour les
estérases ainsi que SCIWARTZle supposeit ( A4O ) correspondent & 2 ho-

modinéres I1 et 13, et 1 hiétérodimére 12

Mais une telle hypotheése ne peut &tre soutenue en l'ebsence d'Ctudes

epproffidies pénttiqueset de celle de la conformetion protéique.

- La corgperaison des difflrentes formes d'Ulex appelle quelques erut

remerques f-einci les formes normales d'Ulex euronaeus L. (ED1’ Eﬁz et

253) montrent une cormposition isozymatique identique pour les isoestéra-

ses 11, 12 et I,.

3
ot drece e
2 -D'sutre part, les fornes besses’oX i Ulex gellii g Fl. et d'Ulex eu-
ropacus Ixroxhirmxix . sont également proches par le corportcrent de leurs
isoestireses et & se distinguent des formes normcles d'Ulex eurcpaeus per

le présence d'une quatriline iscestérase Ih‘

> - Enfin, Ulex minor est toujours asussi marginel per les estérases I,

12, I3 auxquelles vient s'ejouter une sutre bzacde unique I5°

La corparziscn des diatriduiicns dz2s igoeztfroces dans la ccoolexe
Ulex ccnduit 3 des cbeervations trfs proches de cellas nu'a epporté 1'8iude
L 2 192

deg leucine sminopentideoses,

Pour les AP et les EST les forres normales d'Ulex euroczeus L. preé-

- ~ v . - -
) sertent une irarte “rls horcgtne d'esplce. Ulex minor pesside jour ces deux

growpes d'isczyzes ure bande supplizentairs unique, de =fme la composition

. ~ |
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en isolAP ou en isoestérases est identique pour les forres basses d'Ulex
gallii F1l. et d'Ulex ewropeeus L.

"les estéreses diffirent cependent des leucine-~aminopeptidases cer
les formes normeles d'Ulex gallii et les deux formes bacsces ont la rére

composition isozymatique.

Sur 1lcs bases des doonbes epportes por 1'étude des iscestérases,
une distribution des difftrentes formes du complexe Ulex peut &ire €tadlie

selon 3 grovpes @

- g v a & ~ A ]
- un prewier groupe & Ulex europacus L. dressé dans leguel D1° ED2 et ED3 f

1 12 et I3.

- un deuxidme groupe comprenant les Ulex 5alliibquelque soit leur forme

sont 4éfinis por la présence et les ceractdres de I

et les forres besses d'Ulex europseus L., c'est & dire EC’ GC et GD’ for—
mes définies pur les isozynes I1, Ios I3 et I).

- enfin, un troisilre groupe réunira les formes & Ulex minor carectéricées
per les isozymes I1, 12, I3 et IS'

b) Aspeet quentitetif de 1'sanelvee des isocestéroses @

Dans le cadre de 1l'étude iscestérasique, les donafes de 1'analyse
qualitatives peuvent €tre complétées par celles de l'enalyse quentitative
en raison de la forte activité enzynatique recllle per les tissus et per
la conctance des profils d'€luticn. La quentité reletive de cheque isozyre
per repport & la sorre fes ectivit8s enzyratiques reconnues dans le zone

de pH oU les 5 isoryres enelysfes sont inclues.

La figure 22 illustre la superposition des profils d'élution de &
échantillons : ED3 représente 1l'ensemble du groupe ED, les profils d'ED1
et E;, étant sensiblement identiques ; G représente l'espéce Ulex gallii

Planch.

Les forrmes eppertenant au groupe 2 précédemment &ifini sont repidement
identifiles par le présente de I),. le pic qui pourreit cerrespondre & une
activité icoestéressique intermfdisire entre 13 et I) ne peut €tre interpré-
té corme tel car per enzlyse €léctrephorétique des fracticns (disc éles:rcpho-
rése) sucure btance acuvelle n'est observatle 3 ce niveau. Il est dore scssi-
ble que la fcrmaticn artificiells ce cs pic resulie de la superzositicn de

T

).

deux pics voisins (spp. tech.
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A partir de ces profils 4'éluticn, 1l'éstinution des pourcentages
respectifa d'sctivits isoestérasique sont €tetlis per rapport & l'activité
totale e ws pics reunis ( fig. 23).

La comprreison des 3 forregs normales d'Ulex ewropeeus L. montre
que chez E., 1'isozyme I3 est tr8s prépondérante (61 % de 1l'sctivité), ce

qui explique la présence unique d'une bande trés importente i ce niveau.

dans Lauulyse pq;"&'sc_-é@gdropﬁ&é,sc“dc t'e)(/;?,M Lt (Fy. 14, ‘
. Les formes réunics dans le deuxicéme groupe (EC, Go et GD) sont ca-

4 —

ractérisées par la présence de Iy, quantitativement importante.

Ulex minor Rothm. peut &tre défini par la présence de 15’ bien que
cette isozyme ne soit pas majeure : elle ne représente que 19 % de 1l'ac-
tivité totale, alors que I3 est.ici 1l'isozyme majeure comme dans le premier
groupe (ED) .

L'enelyse quentitetive confirme donc psm scs dennfes celiés de l'ana-
lyse qualitetive. Elle permet &galement l'estimstion des valeurs quantita-

tives respectives de chaque isozyme dans son contexte enzyzatique.

¢) Anslyse des cinftiques isozymatiques

Cette enslyse s'imposait en raison des profondes différences quali-
tetives et queatitatives qui ceractérisent la composition isocestérasique
et de notfe ignorance quasi totale de leurs fonctions dans ce complexa,
C'est par le biais de l'étude de 1'influence du pH et de la température

pur l'activit? enzymatique que cette &tude sera conduite.

L~influence du py

La sensibilité montrée par les isozywes aux variations de pl est
123 varieble. Des essais préliminaires établissent que chaque isozyme
présentera corme llextrait brut une activité maximwa & pH 5,8. Cependant,
contrairement & l'extrait brut, ce maximum est plus accus? puisque l'ac-
tivitd dininue considéreblement en fonction de faibles veriations de pil.
Ceci nous a conduit & analyser les valeurs de cette activité corrélative-

ment 3 des valeurs trds proches de pH : pH 5,4 ; 5,8 et 6,2 (figure 23).

On constate que les isoestlrases sont trds sensibles 4 toute varia-
ticn du rH wvers des valaura wrés acides. I: " 13 possedent encore 50 %
appr. de leur activiid 3 pI 5,4 ; Ih; olus sensible ne présezzz plus que
30 % de 3cm activiid medmele nour ces valsurs de oE {5,4). Dour tcutes

&

les isozymes, leur activiié est encore approxizativement de €0 % 3 pH 6,2.
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Les faibles aifférences cbservies entre les iscestérases I1 8 I3

pugpdrent que le centre actif n'est pas touché par les chanpements qui sont

3 la base des valcurs différentes des pki.

b~influence de 1l température :

L'influence de le temp€rature est €tudife sur des extraits bruts et
sur chacun des &luots de la focelisation isoélectrique contenant les dif-

ffrentes isozymes slparées.

Dans ce but, les fractions pures countenant l'isocestérase I3 sont sou-
mises 3 des températures variables pendant 5 minutes.
Si nous comparons (fipiwe=2h} les activitis rofxduellcs aprés troite-
91__ /4
rant thermique (80°C, 5 mm) de 1'isoestfrasc %t %e 1lextrait brut? 1le
thermostabilité de l'isozyne I3 est plua €levie mmexrmnikz (05 % de son acti-~

vité initiale) que celle de 1l'extrait brut (13 % de son activité initiale).

En roicon de cette thermostebilité, l'expirience a €té modifiée non
plus par la mesure de l'activit® rfsiduclle aprds S mg(ﬁwgfs temératures
variebles mais en étudiant l'influence d'un traitement’y 30°C sur l'activité
eetﬁraQ1que (fig.vv.25). Les r3sultats obtenus nous perrmettent nar leur
netteté de relier les valeurs das pki 3 la thermostabilitd : 1l'enzyme

sera d'autant plus thermostable que la valeur du pki est plus dbasique.

Une relation est recherchée entre la localisstion glogranhique des

différentes formes et le degré de therrostabilité des estdrases.
Les igsozymes les plus thermolabiles eppartiennent essentiellement

'n1 et Epp)

sont davantage présentes dans les formes de Bretagne (EC, GD et GC)’ enfin

c'est chez Ulex minor Roth. qui représente la forme la plus au sud de la

aux formes du Pas-de-Calais (& 3 les isocestdrases thermostebles

Bretagne que se rencontre l'isozyme le plus thermostable.



C. - DISCUSSICH.

L'annlyse &lectrophordétique des i1soestlrases est extrémement irmportante

par le norbre et l'originalité des critéres physico-chimiques qu'elle epporte.

Ainsi, en se basant swr les isozymes définies par un pki compris entre
pH 4,0 et 5,5 et sur le feit que ce pritére correspond 8 des isozymes quantita-
tivenent et gualitativenent importente, les T formes d'Ulex €tudifes peuvent
8tre distribufes en 3 groupes trés proches des b4 groupes propozés & 1'i§sue de

1'onalyse des isoleucine-eninopeptideses.,

Ces 3 groupes corprennent
1 - dans le prewier, les formes normeles & Ulex europacus L. ol E et

Ens

2 - dans le dewxilme groupe seront réunies non seculerent les forres becnpes
(GC et EC ) meis &gelement les formes dresses d'Ulex gallil P1.

E

D1?* D2

sont dffinis par 1'identité de leurs profils isozymatiques ;

3 - enfin, un troisidmre prroupe r&duit aw: formes norrmeles d'Ulex minor Roth.

trés originales per l'epperition d'une bande trds spfcifique ok 4 cet Ajone
ce qui lui confire un profil isozymetique différent des forurules normales

a'Nex europacus L. ol de celles des Ulex gallii P1.

Sacheont cowbien certains paramdtres sont importents en €cologie, l'in-
flucnce du pil et de la terpérature sur les cinitiques respectives des isozy-
mes est envisagle. La varistion de lewr thermostadilité est un critére qui
pernet de 1 distivguer fes  isoeskérases .
Dans 1'analyse il faut vérifier alors si le profil iscestérasique
établi pour les formes d'Ulex europaeus L. érigé du Pas—de-Calais et de
la Bretagne est le méme dans toute l'aire de répartition de l'espéce..
Ceci revient & se demender si les isozyres prmkrsk potentielles du génotype
gont totalerment exprimfes ; une réponse doit pouvoir €tre deunfe dens la
connnissance des profils estéresiques d'Ajoncs situés dens un gradient d'atlen-

ticité plus marqufe (Peys-Bas, Espagne).

. . ”» [3
Il est possidle que ces génotypes soient csractérisés par la présence
d'vre iscestires» dcnt le cersctire thermcstable £levé sera plus avantaceux
pour ces Ajcnes en rfomcticn du climat que ne le serait scn expressica czez les

Ajones situfs plus au Herd.

Ainsi, il avvarait treés acuheitable de s'ecérasgsar ncn plus 3 des pepula-
tions naturelles maig 31 des populsticns expirirentales afin de virifier si la
eorpesiticn isozymatigue varis en fencticn de la transplentation des Ajcnes d'unc

aire 3 carscilres atlantigque 2ors une eire 3 caractire iblrc-ailentique.




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 isozyme plus

thermostable, son extension vers le sud sera limitée ;

-par contre, le caractére ibéro-atlantique d'Ulex minor Rothm. pourrait
s'expliquer par le pouvoir du génotype d'exprimer une isozyme plus thermo-—
stable.

L'antlyce des isoestéreases conduit & placer dens un xzRuyx rlie groupe, les
€fries besses d'Ulex eurcpacus L. et les formes norreles et besses d'Ulex gel-

1ii Pl. (les affinitls ne résident done plus uniquerent dens le port).

On peut supposer gu'entre les formes besses d'Ulex europaeus L, et d'Ulex
gellii F1; de grendes effinitls €cologiques sont & la base d'échange génétique
respoﬁsuble de la tris grende convergence du port et l'identité de la composi-
ticn isozymetique. Ulex gallii Pl., est d'ailleurs ls wieux edeptie des formes
besses & son €cologie epfeifique sur les falaises que ne le sont les forres
boasses d'Ulex europsevs . Aussi pourrait-on objecter que pour pieux jurer le
rend degré d'effinité qui unit ces espéces et pour liriter l'influence du cou~
ront de pénes qul circule entre les formes, il screit souhaitable de pxi pou-
vetr prélever les &chentillons des formes basses & Ulex eurcpeeus L. au coeur
des populations d'Ulex europaeus L., dcns un site nettement plus €loigné de

celui qui permet le éévelopperent des deux formes.

Cette objection est d'importence limitfe, puisque les possibilités d'hybrida-—
tion permanente entre les formes d'Ulex demeurent feibles en raison de l'éloi-

gnement des périodes de florsison .

le troisilie critére intéressant concerne l'estimation des poilld roléculaires.
%¥x Les isoestiérases I
1'igocstérease I, présente Ges "trait interméaicires" cerectfristiques : Rf,
pki et thermostzbilité,

1 & 13 ont sensiblerent le rfue poids moléculaire, mais

I1 est plausidble, powr cepprendre ceci de pectiler la structure zuivante : les
- . . > e ~ »
isczyres I, A I3 seraient des dindlres ctopcsés des ccus—mitfs A et 3, Ayant
des poillds moliculaires identiques, I, et I, ceuvent 8tre considiries ccrre

-

des homedirlire mowr lesquelles

I1serait compnsie de 2 sous-'mitds A




13 gereit cerposfe de 2 sous-unités B

Quend & I,, elle peut €tre considfrée comme unchittrodircre forné de
l'associction d'une sous-unité A et d'une sous-unité B ; cette structure expli-
quereit donc les carecteres internédlaires observées eu niveeu des charges ex-—

térieures et de la thermostebilité,

Il est donc certein qu'il ne s'egit 18 que d'une hypothdse de treveil. Sa vé-~
rification exigera la reconstitution de ces monpmdres efin d'en anclyser les

structures.

D. - RESUMA.

Le polymorphisme des estérases est &tabli : 5 isocestfrases I, I, I3,

Ih et IS’ gsont caractérisées et définies par leursnki corpris entre 4,0 et 5,5.

In se basant sur la variation de leur cormosition iscestérasique, nous

pouvons répartir les Ajoncs en 3 groupes :

~ le premier réunit tous les Ulex europaeus L. dont les formes sont normales

Epgs Epp o0 Bz s

- le deuxidme dans lequel les formas basses d'Ulex europacus L. voisinent avec

les Ulex gsllii PL. quelque soit leur port ;

- enfin uvn troisigre réduit aux formes & Ulex wminor Roth.

L'enalyse des cinCtiques des iscestérases isdlles perzet de mettre en
évidence la variation &levie du caractire thermosteble de ces enzymes. Leur
thermoetabilitl est d'eutent plus €levie que les valeurs du pki seront plus

basiques.
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CHAPITRE VI

ANALYSE DES PEROXYDASES




A. = IRTROLUCTICYH,

Les peéroyydsses sont das enzywres qui catelysont ltoxydiotion de nonsbreux
corponls en asisannt en pereyydases en prizence 6'3202 ou corre de sirples
oxsdases, L2ur structure semble Gtre celle &'une peule chelne polypeptidique
&'wn polds woléculelre de 40 000 ( A68,469).

e tres nonbreuses recherches enrichispent nos counaigaances de leurs
fonctions in vitro rasis dont l'irportmsnce réelle in vivo n'est pos dérontrée

(/5% ).

Ia multiplicitd de leurs fonctions semble en relation svec un polymor-
phispe enzyratique &levé ( 135 ), leur structure et le divermitd ds leur é
localisstion dens les psxois ou les rombrwies. Ainsi histochimiquement, il a
6t3 montrt qu'elles scnt essciiées A la parol de novbreux orgsnites ( /94 )
et gu'elles sont ligéremont lides sux norbranes du rfticulum endosplasmique,

de l'appareil &e Colpi, du vacuore et Ades ritosores (75 # ). i

Le diversité de ces fencticns attridbufes oa reconnues sux peroxydsses
est renportie dans le tablesu IX,

Feis leur participaticn 3 la physiologrie de 1a crcissecnce et 8 as

rlpulaticn retient notre atteatien,

D83 EVAYS en 1553, a compard 1'activitd percxydssique chez les toua-

tes nornales ot nainas., Il a noté une forte ausmentaticn da cotts activité

chez les plantea nsines. Depuis leur pearticipaticn plus ou moins directe au

.

contrdle de la croissoncs eat soulign? par de norbreux trevaux.

Ainsi les peroxydases associées & la paroi (154) limitent le proces-
sus de croissance en intervenant sur 1l'extensibilité de la paroi : soit en
favorisant la polymérisation oxydative de la lignine ce qui entralne un dur-
cissement précoce des tissus, soit en contrSlant la quantité d'hydroxypro-

line de la paroi (91).

%1las seuveant aussi agsiz 2irsctacent sur la crcissaice en la dlicgusent

par e ac%ion neroxylioigquae qui, en 1fasasnce d'1.3,, w33are lloxydatica de

“ane

- . R —_— ' - - ’ ; -
l'acxdeﬁ-;nd:lyl-acwtzquc (29,353 01‘ 3+u,bﬁr,{éé,4”é,41-f ).

¢~




Leur action plus ou moins nuancée sur le croissance semble en relation

avec wne variation de la composition isozymatique ( 3Ql 39’ A48 ).

Einsi lec rultiplee mspects de l'activitf peroxydesicue nous conduit

8 enviseger la participation de ces peroxydeses dens le déterminisme et le
mointien: de l'eltéretion du port des Ajones. Cependent, il feut noter que le
polymorphisme des peroxydeses est & l'origine de quelques traveux génétiques

ful leur sont consecrés. Chez les Végé€taux, un contrdle génétique des isope-

roxydases est connu : 2 isoperoxydeses chez Hordewa ( 4 A ), 1 isoperoxydcse
chez licotiana, Cucwrbita ( 34, 64 ), sont contrblles par des Eimn alléles -« |
esdominants. Lea transrission héréditeire de ces isozyrmes ect mencélienue, !
gucune bonde qui mortrerait la forrmetion d'un hétérozypote lors des processus
d'hybridation sur gel, n'est mise en &vidence. Ceci est en accord ovec les ré-
sultats de l'enalyse biochimique conduisant 3 edrettre pour ces peroxydases

une structure ronomérique.

FONCTION REFERENCES
Oxydation de l'acidelb-indolylacétique 29/ 5:9; 9/, 5)4’—, //-7‘{/ //vZE’/ {%//#-7
Formation de la lignine _ {//;L
Formation de 1'éthyléne ‘?4’
Réduc;t:ion de nitrate | 91/—
AAA

Destruction delachlorophylle

Oxydation acs polyphénols ‘7#/ //#F

Résistance. contre des maladies /4/6
Respirétion ' ) /%é
Influence sur l'extensibilité de la paroi \?4
Formation de dityrosine if

——

TABLEAU IX: Fonctions des peroxydases




B. -~ RECULTATG.

1 - Activité totale peroxydasique des tissns chlorophylliens des Afiones: -
Ltactivité totale peroxydasique est déterminée selon PUTTER (T 21)

en présence du galecol et de 1l'eau oxypfnée corme substrats. Le geiacol est

un substret epéeifique des peroxydases ; l'spporition de sa forme oxydée :
est mesurfe & U436 nm, '

_ L'activité totale peroxydasique déterminfedans les extraits des dif-
férentes forres d'Ajoncs, est exprimie por mg de protéines et per g de tissu !
(figure 2T et 28). '

Ltexamcn de ces récultats montre que les valeurs de l'actdvité pero-
xydesique sont : ' - . {
- assez basses et sensiblement identiques chez les types normaux d'Ajoncs

(E 1» B et ED3) ;

- élevées chez Ulex minor Roth. et Ulex gallii Planch. érigé (M et GD) ;

D D2

- intermédiaires pour les types prostrés d'Ulex europaeus L. (EC) et d'Ulex

gallii (GC).

Ie fait que les repports d'activité observés sont identiques quelque

soit le mode de comparaison retenu (mg de protéines ou g de tissu) indique

qu'il s'agit de différences d'activité réelles,

Une sictivité spécifique plus faible n'epparait pes chez les formes
basses ( 38,23 ) mais la comparaison d'espices différentes montre que
1'activité le plus fuible est caractérisée dans les formes normales les plus
houtes (Ulex europeeus L.) et inversement, elle est la plus €levée pour
1'espéce Ulex minor Roth., qui reprdsente une forme normale & taille la plus
faidble. Ulex gallii P1l. possdde une taille dressfe intermédiaire entre ces
deux exemples ci~dessus, les valeurs d'activité peroxydasique évaludes sont
€galement intermédisires. Ainsi veriations de pgé¢fét variations d'activité

peroxydasique sont inversement lifes.

Ce premier stade de corperaicon doit étre spprofondi de fagon & Eta-
blir sl les peroxydases participent réellement & la régulation de la crois-
sence par un csrtain degré de leur polymorphisme perxzettant l'indgale acti-

vité de leurs isoperoxydases.
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Figure 29. - Influcnce du p¥ sur llactivité peroxydasique de l'extrait brut.

Figure 30. - Influence de la température (prétreiterent de 5 rn) sur l'actl-
vité peroxydasique de llextrait brut.
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Q) Influence du pH sur l'activité totale :

Ltinfluence du pH sur l'activit? totele enzymetique est mesurée dans
l'extreit brut.

L'aetivité maximum est locelisfe dans ua plateeu de pH compris en-
tre pH 4,8 et pll 5,8. De part et d'autre de ce platesu (figi:s 29) elle bais~
se ropidement. Ainsi les veleurs de cette activité totale sont plus acides
que celles qui ont €t& &tablies par JUDEL ( F5 ) o) les extraits de Tour—
nesol possddent wne ectivitd totele perowdasiqﬁe dont le pH maxinum est
corpris entre pH 6,8 et 7,3.

&) Influence de la température :

Aprés un traitement de Srnpour chacune des tempéraetures retenues, l'ac-
tivité résiduelle est déterminée (figure 30). Les peroxydeses semblent assez
thermostebles cor aprés 5 minutes & 80°C 1'activité résiduelle eeprisente
encore 50 % de l'activité initiale.

Les peroxydsses sont des enzymes oll la thermostabilité a souvent été
constatle ( 371 . F5 ), eussi de nombreux suteurs mesurent-ils cette activité
dans des extraits & température ambiante ( 32 ). Personnellerent nous
avons maintenu de grands soins dens la préparation des extraits enzymatiques
et dans la déterminstion des ectivités car nous pens ons q'un certein degré
de thermostabilité doit verier en fonction des isozymes enalysées qui, &tant
plus ou moins thermolabiles risquent &'EBtre inactivées.

En raison des pertes de l'activitd@ qui sont trds feidles, l'influencs
d'vn troitement prolongé & 80°C (fig. - 31) est étudié ; wme diminution ra-
pide et nette de 1'esctivité est observie. Cependant, aprés 20 minutes 3

80°C, 25 % de 1l'activitéd initiale sont encore relevis.

2 - Béparation des peroxydases

Bien que les varietions de l'activité spécifique observées dens les
différentes formes soien%r§aibles, la recherche de formes multiples de
peroxydeses a €t€ envisagfe afin de difftrencier les formes normeles et les

W

formes basses. j o . 2 e oa .
a) Analyse par &lectrorhoreése sur disques :

Dans ce but, les extraits bruta des Ajoncs sont soumis 2 une &lectro-
phordse sur disques en gel de Felyacrylamids 3 T % dans un sysidme dasique
(app. tech. T ). Ca sont les résultats de ces z:ymcgrinz:-es que nous pré-
seatons gi-aprés
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Un noubre variable d'isozymes, 3 & 5 selon les formes, est caractérisé
(figee e 32) : 5 isozymes confirent une nette identité auwx diaegrames des for-

mes dressCes des Ulex europecus (de"le vallée de la Iem et d'Arbleteuse) et

~ des Ulex gallii P1; ",

Gy isozymes pour les zymogrammes des Ulex europseus L. de Pleubian,
3’isozymea spportent enfin wne grende sgimilitude aux zymogranmes des formes

basses.

Enfin, notons que 3 isozymes seulement sont identififes dans les
diagremmes d'Ulex minor Roth. mais la premiére bande isozymetique est 1lége-
rement décalfe par rapport & celle de toutes les autres formes.

I1 est d'eilleurs remarquable de constater que seules les formes nor-
nales d'Ajoncs pessédent cette premlere bande isozymatique & migration ra-
pide (Rf = 0,3).

b) Séparetion préparative des isozymes peroxydesigues par focalisa-

tion isoflectrique vréparative

Afin de micux caractériser les isoperoxydases, nous les avons sépares
per focelisation isoflectrique préparative. Une excellente sCparation est
réalisfe por cette métbhode einsi que le montre le schéma d'élution (figure 33)
obtenu par focelisation isoflectrique des extraits des formes basses d'Ulex
gallii Pl.

Danse lo gexme de pH retenu, pH 3 & 10, 8 isoperoxydases sont nettement
séparéen. Chacune d'elles sera définie par son point isoélectrique. Elles
goront €gelement dSfinies per leurs Rf respectifs &tablis aprds €lectro-
phorlse de contrdle sur disques en gel de polyecrylamide. Notons que dens
le cas de deux isozymes les plus bssiquos, de pki respectifs 9,12 et 9,73
qul ne migrent pes dan s un gel basique, leurs Rf ont té €teblis par €lec-
trophorése dans un systéme acide (app. Techn. p T ). Leur présence dans

. P . -
1l'extrait brut est vérifiée, ce que nous n'avbns pas recherché jusque 1la.

La finerse et la sensibilité de cette méthode est ainsi bien prouvée
par cet exerple puisqu'elle sépare un plus grand nombre d'isozymes que X ne
le permettait 1'électrophordse sur disques en gel de polyacrylamide. En par-
ticulier cette technique a surmonté la difficulté qui résidait dans la fai-
blesse quantitative de guelques lsozymes dans les extralts enzymatigues
(quelques pour cents de l'activité totale). Nous avons voulu £galement montrer

qu'il ne s'agissait pas d'artéfacts issus des processus de purification en

recherchant la présence de ces isczymes directement dans l'extrait brut.
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o Aussi, pour pellier & la difficul-
t€ de la feible teneur enzymatique, avons-nous apporté dens les gels une

"surcharge enzymatique" : dans ce cas, les bondes qui, primitivement &taicnt
distinctes, ne sont plus discernées puisqu'elles ge confondent i wne

large bende mois, par contre, les bandes quentitativement faibdles opparais—
gent. La présence effective de ces isozymes est donc montrée ce qui réfute
toute possibilité d'une formetion ertificielle dens la colonne au cours de

la focalisation iso€lectrique.

C) Comporaison des isoveroxydeses des Ajoncs ¢

L'image des peroxydeses spportée por focalisetion isoflectrique prépa-
rative est complexe puisque 10 isopermydsses sont séperfes et définies.
par:: leurs pki et par leurf Rf respectifs.

Reasrquons qu'en raison de leurs migratiens acesez faibles, il nous
a €t€ impossible de dfterminer leurs poids moléculeires par électrophorése
sur disques én gel de polysacrylamide (& différentes concentrations en poly-
scrylomide). '

D'ailleurs, les isozymes dont le pki est assez basique, ne pénStrent pas

dans les gels et ici aussi aucune estimation n'est permise.

Les valeurs moyennés des pki et des RI des isoperoxydases sépearfes
sont regroupfes dans la figure 35 (tsbleau X ). les isoperoxydsses sont
nunérotées de 1 3 10 (P1, Py, P, etceee).

C'est la forme mormale de la vallée de la Hem (EDl) qui renferme
&e nombre le plus €levé d'isozymes (10). Cette forme est remarquable &ga-

lement par la présence exclusive d'une isozyme de pki 4,22, D'sutre part,

cet Ajone et celui d'Arbleteuse sont les seulss formes & posséder une iso-
P respechvente it
zyme 4&finle per son pki, 379, eppre. 3,72
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. Figure 35. — Caractéristiques physico-chimiques par le pki et le Rf des iso-
peroxydases des formes d'Ufex. : S
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TARISAU X. - Veleurs royennes des pki et des Rf des isoperoxydases.

Igozynos pki Re
P, 3,17 0,31
P, 3,75 0,40
Pq 4,22 0,47
P, | 5,07 0,25
PS 5,93 0,20
Pg 6,91 0,16
PT T,87 0,12
Pg 8,69 0,06
?9 9,05 0,lL2%
Py 9,72 0,61%

(¥4

"Rf dans un gel acide

Les autres isozymes sont omniprésentes dons les différentes forres
X l'exception dca Ajoncs de Pleubian (HD3) esractlriasfes por l'absence
a'une isoperoxydase de pki epproxiunetif de S,O('P,L),

On note fgelement qu'd 1'isoperoxydese Pg (pki 5,9 ; R = 0,2) se
substitus dans les formes normeles Ulex gallii Pl. deux beandes isoperozy-
dasiques distinctes, norafes PSa et PS‘b définies respectivement pour PSa
par un Rf de 0,19 et w pki de 6,26 et dens 1le cas de PSb per un Rf de
0,215 et un pki de 5,65.

Enfin, Ulex rinor Roth. est remarqueble per le dfcelage de le premiére
bende isozymatique P8 tel que nous ldaviens d%j3 observé en €lectrophorése

dcns un systlme basique.

La @ifférence de migration de cette isoperoxydase normée ief P doit
stre imputfe X une différence de poids moldculaire vraiseublablerent plus
feidle, puisque som pki est {dentique & celui des paroxydases hormologues

dans lea autres formes.
De zi=e, il est tout aus3i vraisemdblible que ies isoperoxydases P
Py deivent 3 des poida molfculaires plus faidles que cslul de P, puigque

pelyrd un pki plus basique, lawrs amisraticza scot plus rapides dars wn gal

de polyscrylanids dcms o aystéze dasique.
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Ainsi, en conclusion; le nombre d'isoperoxydases sfpacfes par foca-
lisation isoflectrique préparative est nettement supdrieur I celul qui est
apporté par &lectrophordse sur disques en gel 32 polyacrylamide. La composi-
tikn isozymatique sxux#x ne présente pas non plus de différences profcendes ¢
Py» P5 a Py sont cmnipefeentes 3 l'exeption de P5 chez les formes norneles
d'UVlex gallii Pl, et de P8 chez Ulex minor Roth.

d) Anslyse quontitotive des isoperoxydeses séporées :

Il nous & peru intéressant d'spprofondir l'analyse de ces isoperoxy-
dases par la dftermination quentitative de chacune des isoperoxydases par rap=-
port & l'activité totale testfe de la colonne (Fig.: - 36).

Cheque forme peut, d'eprds l'examen de cette figure, &tre définie par
un profil isozyratique qui permet la comparsison des formes ecnelys€es entre
elles et38i eux spprécier les affinités possibles qu'elles présentent. Nous
constatons ainsi les grendes pimilitudes que présentent les formes basses
entre elles, confirmant ainsi les résultats précédents obtenus lors de l'ana-

lyse d‘sutres isozymes (isoleucine-aminopeptidases et isocstérases).

Une seule isozyme, P10, beut 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.

Ltisoperoxydsase P? présentera de 25 % 35 % de l'activité totale
et sera prépondérante chez ED1 s Bpps I et GC ; per contre, pour les for-
mes dressées & Ulex gallii et & Ulex nminor, ce sers Pp qui représentera

1'isozyme la plus inportante.

Enfin, Eo3est particulier par un profil isoperoxydasique trds original
par l'importance merquée des isozymes basiques.

8i 1'on compare ces résultats avec ceux précédemment obtenus (protéines
et enzymes) les profils protéiques et ceux des isoperoxydases montront une
pette similitude notamment pour les profils de Enys Epps E, et G, d'une
part et d'autre part pour ceux de G et de M. De réme pour les traits trés

perticuliers que prézentent E.,. Cn peut dire que ces profils ieci, sezblent

D3
davantage 2tre détarminés par l'3tat physiologique de la.plante et par 1'in-

fluernce des facteurs écclcgiques.
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Au contraire, les profils issus de l'anelyese des isoleucine~amino~
peptidases et des isoestéreses smmiofnvrmizgm refldtent daventape llacti-~

vité du génotyype.

@) Cinltigue desisoﬁmﬁgyﬂzgésisolées :

La focelisation isoflectrique conduit & des fractions pures, permet-

tent 1l'analyse de 1l'activité enzymatique. Meis nous n'avons retenu ici que

1'étude des isoperoxydases Pg 8 P, en reison de leur importance quontita-

10
tive, Ce que les isozymes P1, P2, P3, Ph et PS ne perrmetteient pas, l'activité
isozymatique Cteit en effct trop feible nous falsent atteindre ici les limi-

tes de la technique de déterminstion emzymatique.

~ influence du pH sur l'activité enzymetique : cette influence a &té €tudile

sur les fractions pures des isoperorydases Pg¢ a Pig- Les résultats sont ropré-
sentés dens la figure 37 et comperfs au comportement de l'extrait brut (qui «u7
tey s ,_-,‘.(- el .

cérreapond & la figure 29).

On n'observe pes de &ifférences nmajeures entre ces isoperoxydeses, le pH
paximm est locelisé pour les 5 isozymes entre pH 4,8 et 5,8 plateau qui a

6t8 aéji constatd pour l'extrait brut.

les isoperosxyduses acides (P6 a P8) le pH maxinun est situé & pi 5,8 tandis
qu'il sppareit dfcalées vers des valeurs plus acides pour les isoperoxydases
plus basiques (pH,,, 4,8).

Cependant, ces différences demeurent moins importaontes que celles notées pour
les pki. Ainsi leur centre actif ne doit pes &tre influencé par les charges
extérieures des protfines, Il en résulte que le polyrorphisme que nous rele-
vons chez les peroxydases est indépendant d'ume variation de 1l'ectivité iso-

peroxydasique par rapport & l'influence du pH.

- inflvence dc la tempSrature sur 1l'activité enzymatigue des isoreroxydsses

comye nous l'avons prictdemment recherchée dans l'extrait brut, l'influence

de la température sur l'activité enzymatique des iso%groxydasen est €tudide

en soumettant les isozymes isolSes 3 un treitement & 80°C pendant des termps

variebles de 2 § 20 zminutes (figure 38)., Des différences considérables entre
ces isopercxydases analysées scnt cbservées. Certaines scnt assez thermola-

biles (elles na pcssédent plus que 20 % de leur activits initiale apris

2 m & 80°C (PB (3 Pg)‘ Mais cette activité@ résiduella peut se maintenir




aprds 20 rn } 80°C. Por eontre, A'outres isozymes nerdent relativement peu
‘A'ectivit? aprds des treiterents plus brefs (2 8 5 mn & 80°C), mnis cette
activité dirdnue et correspond finelement A 15 £ de l'activité initiale
eprens un treitement plus long (Pio). L'isopfroxydase le plus therrontable
est Pe 1 eprds deux rinutes & C0°C, 93 % ds 1'octivitd initinle persistent
et rére eprés 20 minutes LS Z da l'activitC initiale peuvent encore &tre
reaurts.

lms isoperoxydases sont donc plus ou roins thernostables gelon les isozyies
considdrien, nals lcs aifférances relevfes {ci apparaissent plus corplexcs
qus cellea constatées prfclderpent ches lea isoestfrases, Chez ces dernicres,
therrostcbiliths et pki étaient en liaison directe et les isozypszs les plus
thermontables epparaisseient dens lem fornmes plus eu sud de lz Dretagne,

Ici il faut considlrer que les peroxyduses sont des enzymes & fonctions mul~

tiples dont la cinftique ast influcncée par les chanpgermnts de cubstreis.

C'ost powrquoi nous avons exawiné les réactions des peroxydescs en précence
d'un autre subatrat qui présente dens notre &tude un certein intérEt : hor-
rone dc croissance ou scide~3~indolylacftique (AIA).

3 ~ Activité ATA = oxydasique des faopercrideses 3

Ies ATA-oxydaces gont Ces enzyres qui dfcradent l'ecice 3-indolylecé-
tique et Aui intervicnnent dens ia rérulstion de la croissance. Cette acti-
vité est pouvent assocife & une ectivité peroxydasigque. Quelques euteurs
ont rfussi & slporer ccs deux activités 0wa) mais ginlrelement ces tentsatives
ont €choué (2/9 39,559,675, /4-7 A53 ). L'évontuslitf é'ure enzyrme & feux
centree actlT“ zye%c~\cation de 1'AIA ent rfelisfe en l'atcence d' h202,
substrat trés spfcifique pour l'activité peroxydesique. ENDO ( 37 ) rontre
pex exexplo, que 1'opopnzyrs cde la peroxydase (sens hime) a perdu L'activied

peroxyéesique rels posntde encore une ectivité AIA-oxydssique.

Dens le codre de notre &tude, nous evons retenu le éétermination de
1'activité AIA-oxydesique des isoperoxydases isolées par rapport & leur sc-
tivité peroxydasique.

- eormersissn dea tavrx da purificaticn des meroxydeses el A'4Tf-cxvdnce

1tactivitd ralevis aTA-cxydesigue est relstive-ent feible dans l=s ¢izsug
chloroptylliens excmirés. Cecl peus z'sipliquer par la nature du metiriel

wigétal qui n’est pas en péricdes de fcrie croizaaznce et qui est d3ji lignifié.,
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Cette foidle activité est certainenent I la base de notre irmuisseance & lo- -
csliser ces AIA-oxydeses sur lea rfels de »olvecerylatida. Nous n'evons pu
la abterminer que per un essal pliotométrique, ce qui ne précise pas i sur

m gel cette activité ATA-mydasique coineide svee L'activité peroxydosique,

C'est pourquol, la détermination des taux de purification des deux ensymes
Eteit précisuse 3 Stablir. Ces résultats permettont effectivenant de supposer
que cosg deux ectivités gont associées : le tebleau XX montre que les ATA~
oxyd&ses gont purififes dans les rSmes proportions que les peroxydases. le
repport activitd perorydasique/activité AIA-peroxydacique reste inchangé

au cours d¢ la purification de l'activitd peroxydasizue.

Activits totele (/muxOlh/Unﬁuj

# -
PIR ATA-ox. Aoor / Apra-ox.
extrait brut 11,7 1,17 10
extroit purifig 47,0 5,40 8,7

Activité apécifiquo (/M(MO/(L {\M?I ' (Mibt\

PIR ' - AJA~ox.
extrait brut 1,35 0,37
extrait purifid 20,30 14,90
Taux de puwri-
fication 15 17

Tableau XI. = Tsux de purificetion des activités peroxylasique et
AIA-oxydesique.

Ainsi @ans l'extrait purifié les deux sctivitfs enzymetiques se trouvent au
rire stete do purification par repport % llextrait trut. De plus, l'extrait
purifis msanifeste les rfzes proporticne 4'activité,

F = inflosces dy w1 gur 1'activisl ATA-~rrdasizue dans 1'axtrail drt : ceste:

infMusnce a 8t% recheschie. L'erxyre posséde m pd maxizum trés imperzan
203 5,8 (£iz.:. 29) et scn activitf mentrs ure grands gansidilitd aux 7a-

riaticns de $H vers des valewrs daaiques. Ainsi d33 un pd 6,2, c'est d dire



96

A 0,4 wnis? de pi du pi nmax., on ne totrouve plus qua 20 ¥ de 1'activitd
paxigun. L'esistence d'va deuxilre raxirmwi,netteront plus faidle, & pi 4,8

indique ACji la prisence d'isczyunes.

Cette courbe a &té@ corperle ¥ celle de 1l'activit? peroxydesique (figi-v 29),
eucung resserblonce n'apparait.

~ inflience de la tertérature pur 1'ectivité ATA~oxy@cnioue dens 1'extreit

brut ¢ llextrait brut est gounis 5 wn & ciffCrentes terplratures. Ltactivité
enzyretique est eskes steble Jusqu'i une tenplwature de GO°C (figs > 40) puis
pour des tenpératurea supirieuren @ 60°C, Yl'activité enzmatiqueest mapi-

Geuant détruite,

Ces courbes gont corporfes aux courbes €tablies avee les poroxydeses (fisure
30). Lo corporteument des ceux activités enzymotiques est totolement aiffé-
rent, Ainsi, per exerplae, l'activité peroxydesigue manifeste encore 50 % de
1'activité raxinum eprés 5 wn & 80°C, l'activité ATA-oxydesique, dwns les

stnes conditions ne priésente plus que 20 % ¢e 1'activitf rmoximuem,

Ces résultsts ne perrettent pas a'¢tnblir ées conclusions parce que nous
avons dans chaque ces, snalysé wn willonge d'isoryrss dont chacune doit
posséder un comportewent difffront et spéecirique.

- enlyne dos isoryiea irolfes 1 elle m &té entreprise dena le but de mottre

en &vidence 1'ectivité ATA-oxydesique. Pour cels, nous avons dterrdné 1'ac-
tivité MIA-orydesioue Ces {soperoxydnsee.

De toute {vidence, ces iuoperoxydases possdlent une sctivité AIA-oOxydusique
puisque la xdue nolécule protéique catalyse deur récctions enzymetiques aie-
férentos ot icil, cette molécule protlique (isoperoxyduses) est, aprfs foca~
lisation isodlectrique priparative,nctterent purifife (corparée & llextreit
brut, nous avons pu estiner le teux de purification % 500 foias !). Cependent
Ra conterdnstion des(gpcticns par les frpholines, ne perret pes la diter-
uination de la concentretion protéigue dens les Elunts cbtenus sprés focali-
sation iscBlectrique, ni per consfquent la cormpereison des activités spéci-
fiques de cheque iscryre. Ausai, eavisazerons-vous uniquerernt les rapports

d'activitis,

Les zfaultats obtanus scnt censizrds dens 1a fizure 41, Jeules les isoxymes

Py 3 ?3 qui priseztent ure ac3ivitd tres faidle pe 3out pas examinles,
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Les {sozymes dffinies par un pki trés basique (Pa, P9 et P1O) ne aifflrent
guire. Llles nrloontent 5 3 6 fois plus d'actixité perosydosique que d'acti-

vit§ AlA-~oxydasique.

Mels au fur et 4 reoure que les valeurs des pki deviennent acides,l'activité
peroxydasique diminue : ainsi pour l'ésozyre Ph (rki 5,07) cette activitd
peroxydasique n'est plus que 2,4 fols plus forte aue llactivité ATA-oxydasi-
que. t

el o
le comportement sa%sTiTee de chacuna des isozymen est 2;?§§§§§, elles inter-
viennent dlfférermant dans 1z dégredation de 1'acide B-indolylacftique. Les
22 plus efficaces &tont les isozymos "acides”. .

L'importance de chaque isozymé dans le métabolisme cellulaire exige
une meilleure connaissance de leur localisation intracellulaire. On peut se
demander si cette localisation est spécifique pour chaque isozyme et si ainsi
les isoperoxydases plus efficace dans 1l'oxydation de 1'AIA (Ph ou PS) sont

importantes dans le métabolisme malgré leur quantité faible.

e) Cindtioue des icozymes

L'influcnce du pH et de la température sur l'activité AIA-oxydasique
des peroxydaees P8’ P9 et P,, est enalysée afin de mieux comprendre la réac~
tion 4'oxydation de l'acide B~indolyecétique et de la comparer & celle des
isoperoxydoses. '

- influence de la tempéreture :‘%Es trois isoperoxydases montrent une ectivité

maxinum aprés 5 minutes & 40°C.¢ Cette activité diminue considérablgmeg}lgés

- N el
50°C et pour P8 et P10 il ne reste plus que 20 ¥ de l'activit® meximum, Apres
S minutes & 80°C.4f'isozyme P, est plus stable et garde dens les uémes com-

?

ticns encore 70 % de scn activi+d maximum.

Ce corportament indique que las activitds peroxydasique et AlA-cxydasiqus

d'tne mére isozyme diff3rent ccnsidSrablemernt,




Nous avons compearé (figure %2) les deux activités de isoperoxydese Pg soumise
4 l'influence d'un traitement thermique. L'activité peroxydesique epparsit
nettement plus thermostable que l'activité ATA-oxydasique.

&

- influence du pH ¥ gsopero:qrda,ses PS’ P9 et P10 rontrent un pH meximum situ-
3 pH 5,8, Ce moximum est plus ou moins prononcé sclon les isoperoxydases.
L'isoperonrda.ue P10 préegente w pH maximm trds &troit situf entre pH 5,8

et 6,0. Comme dens l'extrait brut, l'activité & pH 6,2 n'est plus que 50 %
de l'activité maximale. '

Les isoperoxydsses PB et P9 sont moins sensibles aux changements de pH.

Ainsi, pour ces trois isopero;q'dases, le pH meximum est d'autent plus pro-

noncé que le pki de 1l'isozyme est plus besique.

L] [ ] L d V.d lw' [ - [
L'étude de l'influence du pH sur les deux activités sozymatiques montre ieci

sussi la feidblesse de leurs ressemblances (figure 37).

En conclusion, l'examen de l'ensemble de ces résultats nous conduit 8 €uettre
1l'hypothése de l'existence de deux centres actifs chez ces isoperoxydsses
(3%) : 1'un & affinité importante pour H_ O, comme substrat ; l'autre catelyse

272

1loxydstion de certains composés, tel 1'AIA, en ebsence d'H202.

4) L'inhibiteur de perorydases : @

C'est par pur hasard, et apparemment sans eucun lien avec nos préoc—
cupations que la présence d'un inhibiteur de 1'activité peroxydasique a Eté

goupgonnée dens les extraits bruts des tissus chlorophylliens.

L'intervention d'inhibiteurs de l'actiﬁité peroxydasique n'est pas
une idfe nouvelle ( -, 3# 400, 44F) bien que leur nature biochimique ne soit
pes nettement définie : le présence d'un inhibiteur est sipgnalée dans la |
gousse des Anthyllis (.3({-) sa nature chimique ici aussi n'a pas €té€ &lucide.

ALY
PARISH (Xg 400 ) constate la présence de composés fluorcscents dans

les feuilles de blé qui influencent l'oxydation de 1'AIA par les peroxyda-
ses du Reaifort. Un inhibiteur, & caractére protéique, est rcconnu au cours
de la nsturation des mangues par MATTOO et MODI ( A©OO ), son influence

sur les peroxydases présentes dans un méme tissu est acalyse.
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Nous avons égalerment remarquéd, dans les tissus chlorophylliens, la
manifestation d'une activité inhibitrice. Aussi evons-nous envisagé d= dé-
terminer la nature 4'un inhibiteur localisé dans les mémes tissus que les

peroxydaces et les modalités de son cction sur ces peroxydases.

a~-Mise en €vidence d'un pouvoir inhibitcur : C'est au cours des contrOles

de la persistence d'une activité peroxydasique & l'issue des différentes
€topes de pwrification, qu'une enamalie a &t& observée. En effet, cette
activité est contrdlée pour dif¢férentes valdurs du pH (pH 4,8 et pH 7,0)
dens ltextrait brut, dons le premier précipité (P() par le sulfate 4'ammo-
nium & 33 # de saturation, dans le surnageant S4 (le précipité était re-

pris par un tarpon Tris HC1, 0,1 M, pH 7,5).

Les résultats de ces contrGles sont rapportés dans le tsbleau XII. L'ac-

tivité peroxydasique mesurfe est exprimfe en umole/hinute.

Activité peroxydasique (eszwismiwun umolelml.minuﬂ.)

pH 4,8 pH 7,0
Extreit brut 54,70 30,60“
Précipité P, 2,81 1,03
Surnegeant S 50,30 Lk, %o
Py + 84 53,11 45,43
Py + 84(%) 9T % : 148 3

Tebleau XII. - Comparaison de l'activité peroxydasique pendant la
purification & des plI différents.

X Le pH maximum sé situe entre pH 4,8 et pH 5,8 ; de ce feit l'ectivité
mesurfe sera évidemment plus forte & pH 4,8 qu'd pH 7,0 pour le ménme
extrait brut.

Nous constatons que 1'activité mesurée dens l'=nsemble "pricipit? - surnazeant”
q ag

est nettezent plus &levéae (143 ) que dans l'extrait brut 3 ¥ 7,0.

-

L'hypotidse de la présence dans l'extrait d'un ccmposi innibitewr pricipi-

table par le sulfate d'arzenium et insctif 3 oH 4,8 est dds lors scvissgéa,
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Cette hypothd&se peut €tre vérifile en reprénaﬁt l'expérience en sens inverse
c'est & dire en ajoutent de faibles fractions du précipité au surnegcant.
L'activité est mesurée & pH 7,0 (si aucune précision n'est donnée, tous les
dosages seront effectufs selon cette vaieur du pH). Les résultats de ces

mesures sont consignés dous le tableou XIIT ; l'activité@ peroxydasique est
exprinfe en umole/ml.pm.

Activité peroxydasique (pmole/ml. ym)

P 0,206
S 0,320
P + 8 0,365 = 65 & de 1'activité€ thiéorique.

Tableau XIII : Mise en &vidence d'wn pouvoir inhibitewr.

Cette expérience confirme la présence d'un pouvoir iphibiteur. La nature

et les modalités de son action doivent &tre €lucidfes,

[L-Toture de 1'inhibiteur : Puisque ce composé précipitd par le sulfete a'an-

monium et est trés sensible aux changements de pH, on peut supposer que sa
nature est protéique,

Dens cette hypothdse, il est possible qu'il s'egisse d'une substance rfelle-
ment inhibitrice ou d'une enzyme qui utiliserait le(s) wfue(s) substrat(s)

que les peroxydases d'ol le ralentissement de la réaction peroxydasique,
Dans le cas des peroxydases les deux substrats sont possibles : le gaiacol

et 1'eau oxygénée.

PurTed (724)
..=1e gaiscol : selon {5y le gaiacol a une spécificité trés marquée

pour les peroxydases ; i1 n'est donc pas oxydé par d'autres enzymes, phénol-
oxydeses, par exermple. Mais une telle oxydation ne peut pas étre resporsable
de la diminution du changeazent de densit? optique par minute. En effet, la
mesure de l'activitd peroxydasique est bazée sur le développement d'une colo-
ration due 3 la formation d'un produit d'eoxydaticn du gaiacol. Ainsi, des
mesures de contrdle scnt erfectuies en l'absence d'HQOQ, aucun changerment

de densitd optique n'est observé.
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- 1,0, 1'hypoth@se que l'inhibiteur serait une catalase utilisant
1'eau oxygtinée du milieu est retenue. U& es3sai basé sur la disparition de
H202 ce qui peut €tre suivie & 240nm (@), ne met en évidence aucwme activité

catolesiqua dens l'extrait brut, ni dans le préeipité.

De mome dans les conditions de 1l'essal peroxydesique, nous n'observons aucune

Gestruction de H202 en gbsence du gaiacol,

Ainsi, par ces déterminations l'hypothdse du caractére protéique de 1'inhi-
biteur peut €tre retenue. Afin de l'étayer davantage, nous avons &tudié

1'influence de la température sur ce pouvoir inhibiteur.

L'inhibiteur manifeste une activité maximum & 40°C (figy-= 45) et cette
activité diminue repidement pour des valeurs plus &levées. Mais, la possibili-~
t€ a'une inhibition persiste aprds 5 minutes & 80°C. Nous avons mesuré le
pouvoir inhibiteur résiduel aprés des traitements prolongés & 80°C, einsi
aprés 20 minutes & 80°C, tout inhibition a disparue (Figure U46).

Le dernier critére envisagfé dans le but de prouver la nature protéique de
1'inhibiteur est l'influence du pH sur cette activité (figure UT). L'activité
maximum est comprise entre pH 6,5 et pH 7,0. Pour des valeurs du pH proches
de 4,8, une ¥xguw 1&ulre action inhibitrice est encore présente ; mais au-
dessus de pH 7,5, l'inhibiteur est inactif.

t-Action de )'inbhibiteur ¢ L'action de 1'inhibiteur est recherchfe dens l'ex-

trait brut, dens une préparation partiellement purifiée de peroxydases, dens

les €luats obtenus par focalisation isoélectrique.

=~ inhibition de 1'extrait brut : une fﬁible inhibition peut €tre re-

levée dons l'extrait brut. Elle persiste si, lors de l'essal enzymatique, le

précipité cst ajouté 3 l'extrait brut (figw-c 48). .
Nous constat’ons que la réaction enzymatique de 1l'extrait brut est ralentie

N 3 . . hd hd Pl
en présence de l'inhibiteur sans que la vitesse initiale soit influencée.

‘= inhibiticn d'une vrévaration partlellem»nt nurlflne de veroxy-
dases (P3) : Ras gusntités variables de 1'inhibiteur (p*enaratlcn P) scnt

X Dans ces expdriznczs {2 ne {aut vas ouolien que ious ne wossédon.s ras de meil1ed
ditect poun Jvaluen 2a eoncentration a2 L'ianiditur. 12 3'aaif de ondzaration 24{2c-
udes 2 pariit de divews 2xtialts Sauts ol e velur2 du onfedsdtE contespond cracue
4{ois au mime podds de Llssu vicital, Ve plus dond cracuz cas (L est ndczssalre de
d3tanniner L'activiil percxdasdoue exacte dans 22 prlolpdi3.
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ajoutés & la préparation partiellement purifife de peroxydeses (P3). Nous
constatons que le rapport entre la concentration en inhibiteur n'est pas

linfaire & 1'inhibition wais conduit vers un état de saturation (figure L49).

inhibition des isoperoxvdnrces isolées par focnlisation isoflectrique:

cette inhibition psut €tre testfe par addition de quantités égales A'inhibi-

teur aux éluats obtenus per focalisation iso&lectrique. Ainsi les pourcenta-
ges d'inhibition €tadblis pour chacune des isozymes sont consignés dans
le tadbleau XIV ci-apras :.

Isozyme ' Inhibition
Pg 63 %
Py 52 %
Pg N 52 %
‘ Py 56 %
Py ko %

Tableau XIV. - Inhibiticn des isoperaxydases (exprimée en pourcentage).

L'action de l'inhibiteur sur les isozymes ne montre pas de différences fon-
danenteles entre chacune d'elles. L'addition de quantités croissantes d'ighi-
biteur aux isozyres ne modifie pas comre cela L‘Eﬁgéé constaté dans l'extrait
brut, la vitesse initiale de la réaction mais ralentit besucoup plus repi~
dement la réaction. L'exerple de Py (figure 50) est ici rapporté. La réac~
tion semait identique si nous avions considéré l'exerple d'autres isopero-
xydases telles P6, PT’ PB ou P9.

CONCLUSIONS,

Un inhibiteur des peroxydsses est reconnu dans les tissus chloro-
phylliens des Ajoncs, ses propriétés nous conduisent & proposer une struc-
turs pretiiqus. In effot ¢
a) i1 est pricipité par le sulfate d'ammeonium ;

b) il ea% sensibls aux variaticrs de E

e) il est inactivé par un traitement 3 des terpératures élevdes,

-
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Il scrdle que par les ceractires de son activitf, ce composé inter-
vienne comme un inhibiteur non-compititif, il ne nodifie pas 1'affinité de
l'enzyme pour ses différents subsirats, mais ralentit considéradblement la

réaction enzymatique.

I1 est possible que cet ighibiteur contrdle les peroxydases en 8'y |
associant. Cecl rend plus complexe l'analyse de ces enzymes & fonctions mul- i
tiples, puisque l'activit@ enzymatique in vivo n'exprime pas le niveau d'ac- l
tivité in vitro. 1

Mais ici, 3 ce stade de notre travail ol nous ignorons sa nature exac- |
te,d831 nous est ipossidle de définir sa fonction. Nous pouvons cependant
sowligner 1'identité de son action $uU¥ toutes les isozymes majeures des
Ajonco. I1 est certain que la détermination exacte de sa nature sera d'autant
plus intéressante & &tablir qu'il intervient dans le contrdle de l'activité

des pfroxydases qui interviennent elles-rfme en contrSlant divers processus
croissance, lignification, etc...

Ainsi, des &tudes plus précises apporteront certainement des indicas
nouveaux sur les mécsnismes de contrdle du métabolisme celluleire. A ce
propos, il estintfressant de rappeler qu'inhibiteur et peroxydases préscntent
les ficres localisetions. Ceci laisce supposer une intervention certaine de

la comparticentaticn celluleire entre ces deux molécules.

5 -~ Inhibition de l'activité AYA-oxydasique :

Dans 1'hypothdsce que les peroxydases posséderaient deux centres aztifs,
l'un & activité perorydesique, l'autre & activité AIA-oxydasique, il s'est
avffé intéressant d'env1eager la possibilité 4'une Hhibition de 1'actlyité
AIA-oxydasique par cet inhibiteur.

Au stade de purification P3, une inhibition de T0 4 de 1'ectivité
AIA-oxydasique est observée, or, dans les mémes conditions 1'activité pero~
xydasique sers plus faiblement inhibée (30 ¢) indiquant sinsi que l'action
inhibitrice est plus élevée au niveau de 1'activité ATA-oxydasique. Il s'est
avfié nécessaire de cwmparer également 1l'inhibition de 1'activité peroxydesi-
que qui se situe chez les isoperoxydases entre 50 et €0 %. Xim=i ces valeurs
demeurent encors inrérieures i celles que nous avons estinées lors dea la

d8termination de 1'inhiditicn de l'activitd ATA-oxydasique (tableau XV).




A8

Isozyme Inhibition
P7 - 70 %
Pg . 73 %
Pg T 3
Pyo ™ %

Tebleau XV, = Inhibition de l'activité ATA-oxydasique des isoperoxydases.
Cet inhibiteur affecte donc plus fortement l'activité AIA-oxydasique que .
l'activité peroxydasique.

C. = DISCUSSTON,

Per 1l'ensemble de nos résultats, l'hétérogénéité des peroxydases est
confirmée : 10 isoperoxydases sont isolées dons un méme tissu. I1 est sur—
prenant de constater en fonction d'un polymorphisme aussi €tendu, 1'absence

de difflrences majeures entre les différentes formes enalysées. Aussi, sur

ce point, nos observitions ne concordent pos avec celles de SMITH et al. (/8 )

qui n'ont pu caractériser aucune bande commune isoperoxydasique en fonction

d'une importante variation interspecifique chez 61 espéces de Nicotians.

Sens aucun doute, il faut prendre en considération le fait que les
esplces enalysées sont proches par leur origine et per les aires qu'elles
occupent. Ainsi |
~ les deux formes du Pss-de-Calais (ED1 et E,) sont tr&s proches 1'une de

1l'autre per la distribution qualitative et quantitative des isoperoxydases ;

- les deux formes besses d'Ulex euzppaeus L, et d'Ulex gallik Planch. sont

également proches de ce groupe.

La comparaison des isoperoxydases conduit 3§ des profils isoperoxyda-
siques qui présentent de grande similitude avec les profils issus de l'ana-
lyse des protéines solubles qu'illustre par exemple le corportement de 53
qui 8'éloigne ainsi de toutes les esutres formes, le ccrportement égalarment
deg forme3 norrmales 4'Ulex g3llii 21, et d'Ulex minor Sota. qui sextlent
asgez proctes les unes des autres ; en?in le ccrportement des forres normales
et basses de 1'Ajore de LE GALL qui paraisgsent asszez &loiznSes l'ure de

1'autre,
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’ La distribution isoperoxydssiqua semble donc, comme la distridbution
i des proteines l'avait déj8 montré, rcfléter un €tat physiologique momenta-

né soumis eu contrdle des facteurs de l'environnement.

Le falt que les peroxydases sont un groupe d'enzymes & fonctions

‘ miltiples rend difficile et délicate l'interprétation des résultats recueil-
| lis dans le codre de notre étude de l'altération du port. Cependent, l'exis-
tence 4'importentes différences dans les cinftiques des isozymes, noterment
en ce qui concerne lewr thermostabilité, nous permst de supposer que chague
isozyre intervient d'une meniére trds spécifique, en fonction de ses carac-
téristiques physico-chimiques. Aussi, nos conclusions concernent la signi-
fication de ces isozymes seront—elles prudentes aussi longtemps que la
fonction exacte de chaque isozyme et que sa localisation intracellulaires ne

seront pas précisées.

Fous ponsions caractériser des peroxydases spScifiquement lifes & la
destruction de l'acide Bindolylacétique mais nos résultats montrent que cha-
que isozyme posséde une activité AIA-oxydasique, en particulier les isozy-
mes "acides" qui sont epparues plus efficaces dans le déroulement de cette
ection. Un essei préliminaire met en &vidence l'efficacité de l'action oxy-
dante des isoperoxydases P7 et Pb sur l'eugenol ( &% ), composé naturel
qui est un intermédieire dans la biosynthése de la lignine. Il est donc évi-
dent, qu'il serait d'autant plus intéressant de poursuivre notre traveil dens
cette direction, en enalysant parallclenment & la dégradation de 1l'acide
findolylacétique, le mode de formation active de la lignine, puisque 1l'ac-
tivité spécifique pefoxydasique constatée dans les tissus lignifiés est
supérieure & celle des tissus en voie de croissence. Mais, la biosynthise
de la lignine est un processus physiologique complexe dépendant de l'activité
et du contrdle d'un grend nombre de composés et d'enzymes qui rend aléatoire
son snalyse & pertir d'une seule rbaction.

La découverte d'un inhibiteur de 1l'activité peroxydasique rend leur
€tude encore plus complexe. En particulier, l'activité de chacune des iso-
peroxydases constatée dens les tissus, ne reflétera plus un véritable &tat
physioclogique mais un &tat physiologique résultant de son contrdle par un

autre ccrposé,

Jous propcsons powr cet inhibiteur ure structure pretéique. Caci sfap-
puie sur ses principales caractéristiques :
- de précipiiation par le sulfate 4'armoniunm
- de 3ensibilitd aux changerents da pH ;

- a ibi ‘.t’ . . "~¢ s o .
de 32081bilite g termerutirsy Slevées qui inactivent ce corposé.

_;_




MY

Dans 1'€tat actuel de notre expérimentation, il est difficile de mieux
caractiriser ce composé. Nous ne possfdons, en effet, aucune possibilité q'é-
valucr la veleur de sa concentration. La connaissance de cette valewr pourrsit
¢tre &teblie en fonction de l'inhibition d'une activité peroxydasique donnée,
Mais la valewr obtenue n'exprime pas sa concentration exacte &tant donué qu'il
n'y a pas de ropport linéaire entre sa concentration et l'effet inhibitewr
produit (figure 49).

Mais i1 cst intlressant de constater que 1l'inhibiteur agit sur les
deux activités enzymatiques présentées par la molfcule peroxydasique, . 2

plus fortement sur l'activité AIA-oxydasique que sur l'activité pefoxydasiq'°.

Dens ce dernier ces, l'inhibiteur intervient corme un inhibiteur non-
campltitif puisqu'il ne modifie pas l'affinité du centre actif pour les subs-
trats mais - relentit-. .. considérsblement la réaction. Ceci indique que sa
liaison avec l'enzyme ne s'effectue pas au niveau du centre actif peroxyds-

gique.

8a forte action sur 1'activité AIA-oxydasique suggdre qu'il interfére
probsblement avee le deuxiéme centre actif dont l'existence a 6té exancte.
Plusieurs travaux récents démontrent l'existence d'wme protéine cepable de
se fixer & l'acide Bindolylecétique ( 68, /46, /6 # ). 5i 1'inhibitewr
décelté choz les Ajoncs corrvespond & cette "protéine de liaison' nous awrions
18 un composé dont la présence serait fondamentasle par son rdle dens la ré-

gulation de la croissance.

D. - R}?.S[Hfﬂ:}

Un noxbre 8levé d'isoperoxydases sont caractérisées dens les tissus
chlorophylliens des Ajones : 10 isoperoxydeses sont séperfes et définies.
Leurs pki s'étalent dans une trds large gamme de pE (pE 3,17 & pH 9,T2).

Le comportement de ces isozymes est varisble selon :

~ leurs thermostebilités et leurs affinitds relatives 3 divers substrats per
rapport & l'activité peroxydasique et ATA-gxydasique ;
- leurs sensibilités aux variations de pH pour 1'activité ATA-oxydasijue.

Chaque isozyre posiddera dcne des caractiristiques bien spicifigues
ce qui laisze supposer une fonction également trés spécifique. La diatribu-
»

ticn qualitative et quantitative des isoperoxydases conduit i répartirs les

adifrsérentes snalysiss dans tpois groupes qui corpreadront
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1 = un premier groupe réuniceent les formes normeles d'Ulex europeeus L, du
nord (FDt’ EDE) et les formes basses (Ulex europseus L. E, et d'Ulex gallii

Plench. GC)

2 - un deuxiéme groupe conprendra les formes normales d'Ulex muropacus L.
to) .
(ED3) de Pleubien

C

3 ~ un troisilme groupe oll voisinent les fornes normales d'Ulex gallii Plench.
et d'Ulex ninor Rothm.

Ainsi la similitude des profils isoperoxydesiques et protéiques nous
conduisent & une conception de 1'€teblissement des divisions trés proche de

celle résultsit de 1'enclyse protelque (e}01gnement de E différences con-

D3 }
03t
sidéredbles qul péparent Ulex gellii P anc : gnfin affinités proches entre
J/es & Uesx ol /)éa/uc&

oT=etenorfales B, et Ulex minor Rothm.).

les formes b&d i

Un inhibiteur pour lequel une structure protéique est proposfe, est
orniprésent dons tous les extraits analys€s. Il agit de meniére non compéti-

tive sur l'activité pﬁroxydaalque nais intervient plus intensément sur llac-

tivité AIA-oxydaslquﬂ, ce qui laisse supposer que cet inhibiteur doit inrluencer

directerent la croissesnce en la controlant.
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VII .. - DISCUSSION FINALE.

Ie but de ce travail &€tnit d'analyser le variation du port et de
nieux €teblir les affinités des différentes formes dans le corplexe Ulex en
fonction des crit3res biochimiques. Les protéines et les enzymes coastituent
1'un des premiers meillons de llexpression pfnétique ; elles sont done un

ré¥élateur idéal pour procdder & une epnroche génécologique epprofondie:

Les trois esplces étudides : Ulex europaeus L., Ulex gallli Pleanch.
et Ulex minor Rothm. ont une sire phytogCogrophique distincte : Ulex europacus
L. est une subatlantique dont la distribution s'étend & 1'intérieur du pays,
mais les formes prostries, plus atlantiques, sont limitfes au littorel. Ulex
gallii Plonch. est une eu-atlantique ; son typexmzk progtré ne borde que
le littoral. Ulex minor Rothm. est ibéro-atlentique, il a ea limite septen—
trionale dans notre domaine d'&tude. Ulex gollii Planch. et Ulex minor Rothm.

ont des Exigences écologiques trds voisines, mais leurs eires s'excluent.

Comme marqueurs biochimigues nous avons successivement &tudié : des
protéines toteles sdlubles, des enzymes dont LAP, EST et PER. Le polymorphésme
isozymatique & Et& &tabli et les isoleucire~eminopeptidases, isoestérases et
isoperoxydeses sont définies par leurs critéres physico-chimiques : pki, Rf
et poids moléculaires.

Les résultats obtenus nous conduisent & réunir nos analyses suivent
deux acpects 3
a) ennlyce des protéines totales solubles et des peroxydases ;

b) analyse des leucine-aminopeptidases et des isoestéraces.

a) Analyce des protéines totsles solubles et des peroxydases @

L'étude des protéines et des peroxydases permet une bonne approche
du 13tabolisme morentand - de la plante. Les différences observies entre les
formes enalys@es reldvent des divers factewrs Ecologiques (terpérsture, sol,
pluviosité, ete...). Ainsi, nous pouvons comprendre les ressemblances bio-
chimiques entre espdces différentcs corme Ulex gallii Planch. érigé et Ulex

minor Rothm. ; leurs exigences &colcgigues sont snalogues.

Il axista des airfirences de composition protéique et peroxyizsigue
jute)

entre dss Sormes <rigées d'Ulex europaeus L. Zn erfet, ie nombre de bandss ast

rédult pour les protiines et les percxydases chez ED3 de Bretagra ; 72> con-
tre, il est plus &levé chez EDI ey Eﬁz du Pes~de~Calais. On peuxt dxettrs 1l'hy-

) pothls2 que la dl‘-pannu° de nombre de bandes refldte une séleciion d'acapta~-
. ticn ‘zologique entra le Llima* sssez wniforme de Zretasne et celul du Pas-le-

Calais qui sudit plus de variaticns,

4II-;..____________________;__________#44_4,,,W
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Par contre, il faut relever &pgalement que les types Erizés du Poas—
de-Caleis ¢t les deux types prostrfs du Cap d'Lrquy oat des profils protéique
et peroxydasique similaires, ce qui s'expliquercit €gslerent per les pertur-

bations climatigues plus emples sur le littorel,

En conclusion, les profils protéique et peroxydeoique qui résultent

de 1l'analyse biochimigue du complexe Ulex mositent en &vidence une adeptation

aux facteurs d'un uéme nilieu par une convergence des formes qui gén€tiquenent

sont difflrentes. Ainsi, par l'mnalyse de wolécules trés proches du métebo-

lisme physlologique les &ffinit€s phénotypiques sont pergues.

b) Anslyse des leucine~aminopeptidasea et des isoestérases :

Les résultats des icoleucine-sminopeptideses et des iscestérases sp-
~ portent wne imege trds dlfférente cer les divergences observées reposent
certoinement sur le génotype. lLe classement qui en résulte concorde assez
Etroitenent evec les propositions de la systématique de ROTHMALER (129), &

l'exception des forres prostrées dont la position est perticuliére.

En fonction den critlres biochiniques, les T formes enelysées du
complexe Ulcx peuvent €tre réparties en 3 groupes 3

- 1 - le groupe & Ulex europeeus L. dressé ;

- 2 - le growe des formes prostrfes (ULex euwropaeus L. et Ulex gallii Pl.)
et -d'Ulex gallii $rigé ;

- 3 ~ le groupe Ulex minor Rothm.

- premier groupe : les ressewblances des profils isozymatiques (isoleucine-

eminopeptidases et isoestérases) confirment 1'eppertenence & une méme espéce

p1* Ep2
discordence que réflitel'snalyse decs protéines et des peroxydases.

des trois formes dressées &'Ulex europecus L. (T et ED3) meloré ls

- deuxidme proupe : l'enolyse des isoestéreses epportent wne imapge homogéne

per la présence d'une isozyrme supplénentaire des trois formes Eqs GD et Gc.

Pexr contre, 1l'irege donnfe per les isoleucine-eminopeptideses est plus com-

plexe ; on peut distinguer &rns le deuxilpe groupe deux subdivisions :

&) les forres prestrées d'Ulex europreus L. et d'Ulex gellii Pl. dont les

profils isozynetiques sont identiques ;

b) les fcrmes dressies d'Ulex gallii Pl. darns le prorii isczymatique et
i{ticulier. '

L'identit@ des prorils isczyma*tiques dens ies forres besses est assez sur—

prerecte en raizca de leur spnarteneance 3 des espéces diffirentes selen
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ROTAMALER (129) et qu'effectiverent nous avons constat? des diffirences mor-
phologiques et physiologiques (&loignement des périodes de floreison per

exerple). Il spparalt que des affinitfs plus importantes se monifestent entre
les forres prostrfes d'espéces aifférentes qu'entre les diverses formes d'une

réme espéce. On peut donc distinguer biochiriquewent les formes érigées des

formes prostrées.,

Le milieu pout résliser une convergence d'edaptation héréditeire chez deux
espdces différentes : une forte atlanticité se manifeste chez les deux types

prostrés, ils sont uniquement locanlisés sur les falaises du littoral breten.

.

-~ troisidime grovpe : ici se situent les formecs érig€es d'Ulex minor Rothm.

-

qui, d'aprds notre &tude, apporait comme une epplce marginale perri les for-
nes enalysées. '

Ies profils des isoestérases et isoleucine-aminopeptidases montrent la pré-
sence exclusive d'une bande sp€eifique. Ainsi, cette espSce est biochimique-

ment isolée.

81 1'on considdre les formes dressfes, l'analyse biochimique confirme
la classification systématique de ROTHMALER : il s'agit bien 13 de 3 espéces
distinctes.Par eilleurs, elle €lucide le cas d'Ulex gellii Pl. que FOURIIER
concidcére corme hybride entre Ulex eurcpacus L. et Ulex minor Rothm. or, les
estérases et les leucine-aminopeptidezes non rencontrées silleurs, la ca-

ractérisent comme taxon cutonore, ce qui infirme l'hypothise &e FOURNIIR.

L'ene)yse de le thermostabilité des isoestdrases feit ressortirc une
relation directe entre la présence de certaines isozymes et la distribution
phytogéographique, Ulex minor Rothm., de temp&rament ibfro-atlentique, posside
une isoestérase plus thermostable qu'Ulex europseus L. dont l'aire de dis-
tribution est plus nordique. Ulex gellii Planch. élabere une isoestérase dont
la thernostcdilité est intermédisire entre celle d'Ulex europeecus L. et celle
d'ULex minor Rothm. On peut einsi comprendre pourquoi Ulex gellii Planch.
peuple des stations aux conditions climatiques plus extrires qu'lllex europeeus,
par exerple sur le platesu de Menez-Hom oli ne poussent pas d'erbres et ol la
végétetion est exposée 3 une Torte insolation; il en est de r2re sur les fa-
laises du littoral qui sont fortement ensoleilldes. Ceci justifie aussi la
situatica dicchimigue d'Ulex evropmeus L. prosiré qui posséda la zéme isczyme
que les 2 types nricélents, isozyme qui est sbsente chez Ulex 2wropaeus L;

»

érizs.

P SR
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CHAPITRE 'VIIT : RESUME FINAL

L'analyse génécologique par voie biochimique du complexe Ulex (sept &cotypes des
3 espéees : Ulex europaeus, Ulex gallii, Ulex minor) dans le nord et l'ouest de la France,
a été rénlisfe sur les protéines totsles soludles, les isozymes des estérases, les isozy-
mes des leucine-aminopeptidases et les isozymes des peroxydases.

Deux ordres de résultets sont mis en évidence :

1 - 1'analyse des protéines totales solubles et des iscperoxydases montre que chacun des
sept types d'Ulex analysés a une composition spécifique qui semble refléter son comporte-
ment physiologique et E€cologique ; :

2 - 1'exemen des isoleucine-aminopeptidases et des isoestérases permet de classer les sept
- types enalysés en 3 groupes :

- Ulex europaeus L. (type érigé de 3 stations différentes) ;

~ Ulex gallii Planch. (type 8rigé et type prostré) et Ulex europaeus L. (type
prostré)

~ Ulex minor Rothm. (type érigé).

Cette subdivision se repproche de la classification systématique du genre Ulex,
effectuée par ROTHMALER, & l'exeeption d'Ulex europeeus L. type prostré, que l'analyse
isozymetique rapproche de l'espce Ulex gellii Plench. ;

I

Cet apport biochimique confirme dans l'ensemble la récente subdivision systemat1-|
qQue ainsi que le comportement génécologique des types érigés et prostrés des 3 espéces’ 1
qui traduit un gradient d'atlanticité dans 1'ordre Ulex europaseus substlantique = Ulex |
minor - Ulex gallii eu-atlantique.

|
|
|
|
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Ix ATRGVIATIONS.

Act
ADH

1=0A
2-11A
2-1ip

Per
pH max,
Phe
rki
Pro

v.
[0

Activité

Alcool dishydroginase
reide dbsoxyribonucleique

bienosine diphosphete

Acids B-indolylacktique

Oxvdase da l'ecide p~indoly1acétique .
Alanina

Acide ribonucllique

Pensitd optiquae

(Hen)
{(Ardbleteuae)
(Pleubian)
(Cap &'Trquy)
Fotnlisation isoflectrique p>fparative
Ulex gallii P1l. dressd
Ulox gellii Pl. couché

Clutaminae

Ulex europeeus L. dressé

Ulox suropasus L. drassé
Ulex euroveocus L. dressd
Ulex europecus L. couché
(}'enes—Hor)

(Cap &'Erquy)

Loucine~Aminopeptidece -
Lactate déshydreosinase
Ulex ninor Roth. (3IHCE)
1-Faphthylacitate
2-Naphthylacitote
2-Naphthylpropionate
Préeipits

Peroxydane

Pl raxirale
Phfnylalenine

Point isollactrique
Proline

Burnageant

Ulex

Uridina di n™sachate
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g) Décomposition autonome du substrat
h) Préparation de la solution colorante

i) Essal enzymatique

k) Calcul de l'activité enzymatique
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c)

D)

2) Essai discontinu

a) Préparation des solutions

b) Essai enzymatique
PEROXYDASE

1) Essai continu
a) Préparation des solutions
b) Essai enzymatique -
¢) Calcul de l'activité enzymétique .

2) Essai discontinu
a) Préparation des solutions’

b) Essai enzymatique
OXYDASE DE L'ACIDE b ~INDOLYLACETIQUE (ATA-oxydase)

1) Préparation des solutions .
2) Essai enzymatique

3) Calcul de ltactivité enzymatique -

A)

VII() FOCALISATION ISOELECTRIQUE PREPARATIVE (FIP)

APPAREIL |

1) Preparation des solutions
a) Solution dense d'électrode DE
b) Solution légére d'électrode LE
c) Solution dense D
d)'Solution légére L

e) Solution de lavage
2) Remplissage de la colonne

3) Séparation électrophorétique

~4) Elution de la colonne

5) Analyse des fractions

a) Mesure du pH

b) Mesure de la densité optique

c) Mesure de l'activité enzymatique

d) Analyse par éléctrophorése en disque

e) Analyses des Isozymes isolées
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6) Les Ampholines dans les fractions obtenues

7) La guantité protéique déposée dans la colonne

8) Exemple d'appliéation de la FIP a 1l'étude d'isozymes végétales

a) Analyse de l'activité estérasique dans la colonne
b) Analyse des fractions par électrophorése en disque

¢) Influence d'un traitement 3 80°C sur les 4 isoestérases
ABREVIATIONS UTILISEES DANS L'APPENDICE TECUNIQUE .

BIBLIOGRAPHIE DE L'APPENDICE TECINIQUE .
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I. ~ EXTRACTION DES PROTEINES TOTALES SOLUBLES ET PREPARATION DFE FRACTIONS
. PARTIELLEMENT PURIFIEES DE DIFFERENTES ENZYMES.

A - Extraction des protéines totales solubles

L'extraction (fig. T1) des protéines solubles totales est modifiée
selon McCOWN et al. (18) et ROUGE (26). Le matériel végétal congelé 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). E
Le dithiothréitol (4) est nécessaire pour la protection des groupements -SH, |
le PVP insoluble (15) compleke les polyphénols trds abondants quantitative-
ment dans les tissus €tudiés. En absence de ces deux protecteurs 1l'extrait
protéique brunit repidement par oxydation des phénols lib€rés lors du broyage,
puis ces polyphénols contractent des liaisons avec les protéines, ce qui

fausse considérablement 1l'analyse protéique. :

Aprés broyage 1l'extrait protéique est séparé des dé€bris tissulaires

et du PVP insoluble par filtration sur verre fritté (porosité G 1) et par
centrifugation & 20 000 g pendant 30 mn dans une centrifugeuse réfrigérée

CHRIST Universal Junior II KS. Toutes ces opérations sont effectuées & +4°C,
dans un matériel préalablement refroidi. Le surnageant obtenu est vert clair j
transparent dans le cas de l'extraction des protéines du tissu chlorophyllien.
Il est utilisé directement (extrait brut) en électrophordse en gel de polya-
crylamide. Dans le cas des isozymes, qui seront analysées par focalisation :
isoélectrique préparativé, une purification partielle des enzymes est néces-

saire.

B - Préparation d'extraits partiellement purifiés des enzymes &tudiées

La purification d'une enzyme montrant des formes isozymatiques est dif-
ficile si on ne connait pas la nature exacte de chaque isozyme. Les proprié-
tés physico-chimiques de ces isozymes &tant trés différentes, on ne peut pas
employér des méthodes de fractionnement qui séparent les protéines suivant
leur charge ou leur taille moléculaire afin d'obtenir un extrait des isozy-
mes totales. Ainsi nous avons di nous contenter de fractionnement successif au
sulfate d'ammonium. L'activité des isoleucine-aminopeptidases et des isocesté-
rases se concentre dans la méme Stape de fractionnement. Aprés chaque frac-
tionnement on contrdlera par &lsctrophorése en disques sur gel de polyacry-

lamide la présence des isozymes précédemment observées dans l'extrait brut.




1 - Précipitation au sulfate d'ammonium & 35 % de saturation - obtention

de P 1 : Du sulfate d'ammonium solide est ajouté dans l'extrait protéique
brut jusqu'a 35 % de saturation (pour 50 ml d'extrait brut 10 g de sulfate
d'ammonium). L'extrait est absndonné pendant 30 mn sous agitation douce ; 1le

précipité formé est récupéré par centrifugation (15 000 g pendant 10 mn) et

repris dans du tampon TRIS-HC1 0,1t M, pH 7,5. Ce précipité n'a qu'une faible
activité pour les enzymes analysées et sert surtout & €liminer les protéines

non-actives et des composés non-protéiques.

2 - Précipitation au sulfate d'ammonium & 60 % de saturation — obtention de P 2:

Le surnageant de la premiére précipitation est repris et additionné de sulfate '

d'ammonium solide jusqu'd 60 % de saturation (10 g (NHh)2SOh supplémentaire
.par 50 ml) et la précipitation est réalisée dans les mémes conditions que

pour le précipité P1. Le précipité P2 est riche en activité leucine-aminopep-

tidasique et estérasique.
q

3 - Précipitation au sulfate d'ammonium 8 90 % de saturation - obtention de P 3:

En sjoutant encore 10 g (NHh)QSOh solide par 50 ml d'extrait (90 % .de satura-

tion de sulfate d'ammonium) on obtient aprds précipitation et centrifugation
le précipité P 3 qui contient la plus grande partie de 1l'activité peroxydasi-

que.

Avant analyse par focalisation isoélectrique préparative (FIP) chaque
précipité repris dans le tampon TRIS-HC1 0,1 M, pH 7,5 est dialysé pendant
une nuit contre de 1l'eau bidistillée pour éliminer la plupart des ions qui
génent la FIP,

C -~ Exemple de purification :

Nous donnons un exemple de purificat}on obtenue pour les trois enzymes
étudiés & partir d'un seul extrait brut en comparant l'activité totale

dans llextrait brut et dans chaque &tape de purification.

ACTIVITE TOTALE ENZYMATIQUE (pmole/min)

i
! o - e
, l
i

Peroxiégse (pH 7,0) 5£stérase Leucineaminopeptidase '
f.é’.);.t-rait;. b;gt- o 1;;400 o . 14,800 0,280 o
P, . o4 1o oo
’, Lm0 e o0
s, 23,100 4y 439 0,078
P3 . 11,900 - -A: - -_M o
:____wgg____wm~._:_.aww_ﬂé;gs__m.‘h”: . Wﬂi_.:.u.ﬂ _“i_~_“m. S
Tableau I. - Comparaison des activités enzymatiques pendant "3 fractionnement.

[
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Matériel congelé

. 1
!

. ‘ Broyagc tampon TRIS-HC1 O, iM,pH 7,5;DTT 0, 5mM, |
S l PVPL 1g/g,+4°C ;

Filtration,verre friceé Gl ' : . ﬁ

l ' ' ' ;
- Filtrat - | SR
: L [ |

Centrifupgation 20 000 g,30 min,44°C

cuLot : S=Extrait brut

D1SC-ELECTROPHORESE

+ (NH,),50,,35% SAT. . |

Centrifugation 15 0CO g,10 min,+4°C
l
1
" ST
|

+ (NH“)ZSOA,6OA SAT.
Centrifugation 15 000 g, 10 min,+4°C

|
| ]

_ | P2| S2
: - . : I

+ tampon TRIS-HCL O, 1M,pH 7,5;

+ (NHQ)280“,9OZ SAT.

+4°C: 0
Dialyse,une nuit,+4°C;F1P,+4°C,72h Centrifugation 15 000 g,10 min,+4°C
- 1
L |
' P3 _ 53
Isoestérases T |

+ tampon TRIS-HCL O, tM,pH 7,5

Isoleucineaminopeptidases| — Ptalyse,une nutt,+4°CiFIP,+4°C,72h
]

Isoperoxydases

.Pigure T 1. = Schéma 4'extraction des protéines et enzymes &tudifes.




Le taux de purification de chaque préparation peut &tre déterminéd &

partir de 1'activité spécifique calculée par rapport d la concentration pro-

téique;

ACTIVITE SPECIFIQUE (pmole / mg,min)
Peroxidase .Estérase Leucineaminopeptidase

i Extrait brut 0,610 0,258 0, 00440

USRI RS BEESESSSRS S IRPRTE SEREE SRR RSt . ;
| P 0,056 0,152 0,00146 i
| P2 0,091 0,592 B 0,01085 N !
| ) . l
! P3 10, 400 - |
- ————— e e e et s e B
! Taux de purification 17,0 2,3 2,5 |

as
-~

Tableau II. - Activité spécifique des différentes enzymes

de purification.

II. - ELECTROPHORESE EN DISQUES SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE.

La séparation analytique des protéines et enzymes
€lectrophorése en disques sur gel de polyacrylamide selon
TEIN et DAVIS d'aprds MAURER (17). Nous avons utilisé des

ou acides suivant les protéines a séparer.

A - Préparation des solutions :

4‘5%&téwe basigue
a) Gel &8 7 % de polyacrylamide :

- Solution 1

HC1 1 N 48,0 ml
TRIS" 36,6 e
TEMED 0,23 ml
Eau bidistillée q.s.p. 100 ml

Poun Les abréviations utilisies, voin La Liste page T

dans les étapes

est réalisées par
la technique d'ORNS-

systémes basiques




Solution 2 :
Acrylamide
BIS
Eau bidistillée

N

Solution 3 :

Q.8.pD.

Persulfate d'ammonium

Eau bidistillée

Solution 4 :
HC1 1 N
TRIS
TEMLED
Eau bidistillée

Solution 5 :
Acrylamide
BIS
Eau bidistillée

Solution 6 :
Riboflavine

Eau bidistillée

Solution 7 :
Saccharose

Eau bidistillée

~ Tampon d'é€lectrodes
TRIS
Glycine
Eau bidistillée
a4 diluer & 1/10

g.S.p»

q.8.p.

g.8.p.

q.S.p.

Q.S.p.

IpH8,3:

q.s.p.
avant 1l'emploi

b) Gel 3 5 % de nolyacrylamide :

La solution 2a remplace la scl
- Solution 2a :
Acrylanmide
BIS
Eau bidistillée

ution 2.

7
q.3.3.

28,0
0,735
100

0,1k
100

48,0
5,98
0,46

100

10,0

2,5
100

L,0
100

40,0
100

6,0
28,8
1000

20,0
0,5
100

ERE®E o ®

B oo

mg

[1:¢]

0]

(12}




c) Cel & 10 % de po]yacrylamidé :

La solution 2b remplace la solution 2.
. - Solution 2b :
Acrylamide
. BIS
Eau bidistillée q.s.p.

Solutions pour un gel & T % de polyacrylamide :

- Solution 8 :
KOH 1N
Acide acétique conc.
TEMED
Eau bidistillée q.s.p.

- Solution 9 :
Persulfate 4'ammonium

Eau bidistillée q.s.p.

- Solutioﬁ 10 :
KCH 1N
Acide acétique conc.
TEMED
Eau bidistillée q.s.p.

- Tampon d'électrodes II pH 4,5 :
Alanine
Acide acétique conc.
Eau bidistillée q.s.p.

& diluer & 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

BEERE® B o B BB B

BEE®

Les solutions 2, 5 et 6 du systdme basique sont également employées

pour les gels acides.

Toutes les solutions sont stockdes i 1'abri de la lumidre, 3 +L°C, les so-

lutions 3, 7 et 9 sont renouvelées chaque semaine.
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B - Préparation des gels :

Les gels sont préparés dans des tubes en verre (longueur 75 mm, dia-

métre inférieur 5 mm).

a) Gel de séparation (7 % de polyacrylamide) :

Le mélange est préparé immédiatement avant la préparation des gels et dégazé
8 1'aide d'une trompe 8 vide pour éviter la formation de bulles d'air dans le

gel. La quantité préparfe dépend du nombre de gel.

- Mélange :
Solution 1 1 volume
Solution 2 2 volumes
Eau bidistillée : 1 volume
Solution 3 _ L volumes

Les tubes, placés dans un support, sont remplis avec le mélange & 1'aide
d'une seringue sur une hauteur de 5,5 mm. Une goutte d'eau bidistillée est
déposée d la surface du mélange afin d'obtenir une surface plane aprés
polymérisation. Celle-ci a lieu & température ambiante pendant 30 mn puis

l'eau est €liminée & 1l'aide d'un papier filtre.

b) Gel de séparation (5 % ou 10 % de polyacrylamide) :

Pour la préparation des gels 8 5 % ou 10 % de polyacrylamide, la solution

2 du mélange est remplacée respectivement par la solution 2a ou 2b.

¢) Gel de concentration :

20N

Le mélange est préparé & 1l'abri de la lumidre dans les proportions suivantes :

Solution L4 1 volume
Solution 5 2 volumes
Solution 6 1 volume
Solution T 4 volumes.

Sur le gel de séparation on dépose le mélange jusqu'd une hauteur de app. 8 mm.
Puis aprés dépdt d'une goutte d'eau btidistillée 3 la surface du mélange et la
photopolymérisation a lieu pendant 30 mn, 3 température amtiante, devant une
lampe fluorescente. L'eau est enlevée immédiatement avant le d48pdt de 1'Schan-

tillon.




ILe mode de préparation des gels ne change pas, seule la préparation des

mélanges respectifs sera modifiée :

a) Gel de'séparation : Mélange :

Solution 8 1 volume
Solution 2 2 volures
Eau bidistillée 1 volume
Solution 9 L volumes.
b) Gel de concentration : Mélange
Solution 10 1 volume
Solution 5 2 volumes
Solution 6 1 volume
Eau bidistillée 4 volumes

C - Dépot de 1'échantillon :

Suivant la nature et la concentration des protéines & analyser 0,01 ml

s 74

0,15 ml d'échantillon sont déposé sur chaque gel. L'extrait brut est amené

8 une concentration de saccharose de 20 % avec du saccharose solide avant le
dépot afin d'éviter tout mélange avec le tampon d'électrophorése. Les frac-
tions obtenues par focalisation iscélectrique préparative 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 ol les fractions obtenues par FIP constituent 1'échantil-
lon & déposer, le volume de l'échantillon sera important en raison de leur
trds faible concentration protéique. Un gel de concentration & larges pores

sera indispensable pour l'obtention de bandes fines.

Au-dessus de 1'échantillon chaque tube est rempli complétement par le

tampon d'électrophordse.

D - Electrovhorsse :

L'électrophordse a lieu dans une cuve BUCHLER réfrigérée 3 +L°C reliée
~

3 une alimentation BUCHLER 3-101LA qu: -permet de contrdler la tension et le

courant pendant la séparation.

1) Systéme basique :

- Conditions électrophorétiques
Courant 2,5 mA/gel

P~larité Haut - / Fond + .
+.rqueur du front : bleu de bromophenol (dans le * .wpon de la cuve

pagp
IpurLd=iavrs
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-~ Conditions &lectrophorétiques :
- Courant 4 mA/gel
Polarité Haut + / Fond -
Marqueur du front : Bleu de méthyléne (dans le tampon d'électrophorese

de la cuve supérieure).

Le courant est coupé quand le margueur du front a migré jusqu'a 5 mm de la base
des gels. Les gels sont retirés des tubes de verre & l'aide d'une éeringue
remplie d'eau bidistillée dont on introduit l'aiguille en effectuant une

rotation de cette aiguille entre le tube et le gel.

E - Coloration des gels

1) Protéines :

La coloration des protéines est réalisée par ImmpErsimm immersion des gels
pendant 1 h, dans une solution d'Amidoschwarz 10B & 0,5 % dans l'acide acé-
tique & T %. La d€coloration est effectufe €lectrophorétiquement dans 1'acide
acétique & T % pendant 15 mn dans un CANALCO Quick Gel Destainer. Les gels

peuvent €tre conservés pendant quelques semaines dans l'acide acétique a7 %.

Les leucine-aminopeptidases sont colorées par incubation des gels dans la

solution colorante (27) jusqu'd epparition de bandes bleues (30-60 mn).

— Solution colorante :

Tampon acétate 0,2 M, pH 4,k 100 ml
L-Leucyl- B-naphthylamide HC1l 20 mng
Fast Black K 25 mg

(Sel de diazonium de 4-Amino-2,5-Dimethoxy-
hr'-Nitroazobenzéne)

La couleur se développe par couplage du naphthol, libéré par l'action des

leucine-aminopeptidases, avec le sel de diazonium.

Aprds coloration, les gels sont conservés dans l'acide acétique 3 7 7%.

3) Estérases :

Les estérases sont mises en &vidence par incubation des gels dans la solu-
tion colorante (modifié aprés 26) jusqu'd apparition de bandes rouges (15—

30 mn).
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- Solution colorante :
Eau bidistillée | 9k m1
Tampon Phosphate-citrate 0,2 M, pH 5,8 b oml
1-Nephthylacétate (1 % dans 1'acétone) 2 ml
Fast Blue B . 50 mg

(Sel de diazonium_d'o—dianisidine)

La réaction est basée sur le méme principe que celle des LAP. D'autres subs-
trats sont également utilisés : 1'1-Naphthylacétate est remplacé par 2-Naph-
thylacétate, 2-Naphthylpropionate et autres sels de naphthol.

les gels sont également conservés dans l'acide acétique & T %.

4 - Peroxydases :
Les gels sont immergés dans la solution colorante modifiée eprés

PUTTER (21) en présence du galacol comme substrat.

- Solution colorante :

Tampon phosphate 0,1 M, pH T,0 100 ml
Solution acétique de gaiacol
. galacol 0,2 ml
. acide acétique & 10 % 25 ml
H,0, & 3 % . 20 ml

Ce mélange est préparé juste avent emploi. Assez rapidement (10-20 mn)
des bandes brunes sur fond incolore apparaissent. La longueur de migra-
tion de chaque bande doit &tre mesurée rapidement parce que la coloration

est fugace et disparalt aprés une heure de coloration.

E - Calcul du Rf :

Le calcul du Rf n'est pas établi selon la formule simple d'un repport de
migration de chaque bande & la migration du front, mais nous avons retenu
une formule plus complexe qui nous permet la détermination du Rf dans tous
les cas, méme si éventuellement le front de migration restait invisible aprés
coloration enzymatique (ce qui rendait 1'établissement d'un rapport simple
impossible (25)).

L«] x X

L2 x F

Rf =




Za

L1 -~ Longueur totale 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 similitude entre les différentes formes d'Ulex
analysées est calculé §elon la formule de SORENSEN (28). Dans notre travail,

ce. coefficient n'a été appliqué qu'aux bandes protéiques :

2 x C
S (%) = ————————— 100
. N

oi C - Nombre de bandes communcs aux deux formes comparées

N - Nombre total de bandes des deux formes comparées.

IV. - ESTIMATION DU POIDS MOLECULAIRE.

Le poids moléculaire de certaines protéines peut &tre estimé par élec-
trophor&se en gel de polyacrylamide & des concentrations différentes de
polyacrylamide (17, 25). Dans ce cas les conditions &lectrophorétiques étent
strictement identiques, la charge des molécules n'intervient pas, seul le
tamis formé par le gel de polyacrylamide sera responsable des différences de
migration observées pour une méme protéine dans ces gels. Cette méthode ne
s'applique qu'aux protéines globulaires & condition qu'elles puissent pé-
nétrer dans un gel assez concentré (PM inférieur & 200 OOOf’que leur pharge'

leur permette une migration dans le systdme d'électrophor@se employé.

. Pl .
Nous avons retenu quelques protéines de références pour caractéeri-

ser nos systémes d'électrophorése employés :

1) Albumine bovine PM 67 000
2) Alcool @éshydrogénase (ADH) PM 150 000
3) Ribonucléase PM 13 683

La ribonucléase ne convient pas 3 nos systimes, mais l'albumine et
1'ADH donnent.plusieurs bandes : les bandes des produits dimeéres,. ce qu’

nous permet de comparer plusieurs composés avec des PM gifférents.
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. - Nous avons utilisé une formule simplifiée pour estimer le rapport
entre le PM et le Rf, dans cette formule :
log m1/m2 = k1.PM + k2

m - mobilité dans un gel de concentration x

m, < mobilité dans un gel de concentration y

Les constantes k, et k, sont fonction de la porosité du gel. Pour des protéines
de PM et de Rf connus, on peut par la détermination des constantes k1 et k,

de systdmes électrophorétiques bien définis, évaluer le PM des molécules in-

connues.
_Exemple :
N S
gel 3 7 % . gel & 10 % ! \
, . log m,/m PM
PROTE INE 3 ! 308 Mp/My \
Rf log fo10 . Rf !log folo; |
] | | |
Albumine monomére . 0,667 2,830 0,437} 2,640 0,190 i 67 000 |
. ! !
Albumine dimére | 0,434 | 2,637 io,2143 2,330 0,307 |134 000 i
Isozyme LAP (U.gallii)% 0,446 | 2,649 io,zaa} 2,388 0,261 i ? ;
’ ! |
Pour cet exemple on obtient pour :
67 000
3 0,117
ky, = - L2 ooo0,
ce qui donne comme PM pour 1l'isozyme de LAP :
67 000
PM = 0,261 PR k2 000 = 107 000

Chaque PM donné comme résultat correspond & la moyenne de détermination obte-
nue en comparant des protéines différentes de références & une méme protéine

recherchée.

En comparant le logarithme du Rf d'une pro@éine par rapport 3 la con-
centration en acrylamide on devrait obtenir une droite. La figure T 2 ccrres-
pond aux zymcgrarmes des leucine-aminopeptidases dans des gels 3 ccncentra-,
tions variables d'acrylamide (5 %, 7 %, 10 %), la figure T 2 indique le
logarithme du Rf par rarpert d la ccncentration d'acrylamide, effz22ivement

les ccurbes obtenues sont des droites dans le cas des deux bandes socservées.
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Certes, la méthode n'est pas tr@s précise mais elle 1l'est suffisamment
pour donner un ordre d'idée de la taille d'une molécule examinée, surtout en
tenant compte du temps nécessaire pour €teblir un PM, il s'agit ici d'une
méthode trés rapide. Dans notre cas ol nous examinons la mobilité de pro-

téines dans des gels de densité différente, elle nous donne une estimation

Y - Densitométrie :

du PM paf un calcul simple sans exiger la recherche d'autres techniques. i
|
i

Les bandes &lectrophorétiques (protéique et enzymatique) sont &valuées
quantitativement par densitométrie des gels pdr un spectrophotomdtre ZEISS PMQ 2
couplé & un enregistreur Servogor et un dispositif de support et transport |
pour les gels de polyacrylamide. Les longueurs d'ondes utilisées différent

suivant la coloration des gels :

- protéines (coloration & 1'Amidoschwarz) 650 nm
- LAP . - 660 nm
- estérase .~ 530 nm
- peroxydase 436 nm.

La densitométrie permet & 1l'aide d'un intégrateur, la détermination

quantitative de chagque pic.

Pour les gels riches en bandes cette détermination quantitative est
impossible,les pics n'étant pas complltement 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. - DETERMINATION DI LA CONCENTRATION PROTEIQUE.

La concentration protéique est déterminée d'aprdés la méthode modifiée
de LOWRY (23).

A - Préparation des solutions :

Solution 1

N&2CO3 | ; . 2 g

NeOH 1 N q.s.p. ' 100 ml
- Solution 2 :

CuSOh 5H20 0,5

Tartrate de sodium 1

Eau bidistillée q.s.p. 100 ml

Solution 3 :

Mélanger 1 ml de la solution 2 avec 50 ml de la solution 1.

Solution 4 :

Réactif de Folin (commercial) dilué avec de 1l'eau bidistillée

jusqu'a la concentration 1 N.

B - Essal :

L'essal est effectué dans des tubes & essal dans lesquels on pipette

successivement :
~ 0,1 ml de la solution prot€ique (qui contient entre 10 et 100 pg de protéines)

- 1,0 ml de la solution 3. On laisse réagir pendant 10 mn & température smbian-

te puis on ajoute :

0,1 ml de la solution 4 en agitant vigoureusement et on laisse reposer 30 mn

o/

température ambiante.

- 0,5 ml d'eau bidistillée sont ajoutés pour obtenir un volume suffisamment
grand pour permettre la mesure de la DO dans des cuves optiques de 1 cm de

parcours optique.

La densité optique (DO) est mesurde & 750 nm. La valeur de la ccncen-
tration protlique correspondante est calculée 3 1'aide d'une courbe étalon

établi avec la serum-albumine tovine.

C - Courte 8tz - :

L'essai de LOWRY ne denne pas un rappert linéaire entre la densité cp-

tique et la concentration protéique. Ainsi -il ne suffit pas de partir d'une
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valeur calculée sur un &chantillon de concentration protéique connue, de cal-
culer un facteur de transformation'DO/concentration protéique", mais il faut
établir une courbe étalon avec de la sérum albumine-bovine comme référence

(figure T L).

D - Spécificité de 1la méthode :

La méthode utilisée présente trois désavantages importants qu'il faut

prendre en considération lors de son utilisation (12, 25) qui sont :

1 - 1l'ebsence d'un rapport linéaire entre la concentration protéique et la
densité optique. Ce désavantage peut &tre pallié par l'emploi d'une courbe

d'étalon ;

2 ~ les résultats varient en fonction des protéines utilisées. Ce désavanta-
ge ne peut pas €tre compensé mais il est indispensable de nommer la protéine

qui a servi & 1l'établissement de la courbe &talon ;

3 - sa faible spécificité. La réaction étant basée sur la réaction des acides
aminés aromatiques, des substances aromatiques (phénols, tryptophane) inter-
viennent. Dans 1'analyse des précipités (précipitations au sulfate d'ammonium)
nous avons constatd 1'inconvénient des concentrations &levées au sulfate
d'ammonium. La détermination de la concentration protéique dans les fractions
obtenues par FIP est rendue impossible car les Ampholines interférent 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-
ble que la mesure de la densité optique & 280 nm ; elle est intéressante dans
notre travail, paxxemmefgusnk en raison de la faible concentration protéique

des extraits.

VI. - DUETERMINATION DES ACTIVITES ENZYMATIQUES.

Pour la détermination des activités enzymatiques, nous avons utilisé
des méthodes photométriques, en suivant le changement de densité optique pen-
dant un certain temps (spectrophotomdtre MAROC II, JOBIN et YVON) & 1l'aide
du coefficient molaire de densité optique du produit de la réacticn ; ce chan-
gement de DO nous permet de calculer les moles de substrats transformés par
minute. L'activifé est donc exprimée en umole/mn, pour une valeur plus géné
rale on se féfére 3 une quantitd déterminéd d'extrait (umole/ml.mn). Aprés

détermiration de la concentration protéique de 1l'extrait,l'activité@ spécifique

peut €tre exprimée en umcle/mg protéines.mn.
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Pour chaque enzyme nous avons d'abord recherché . le p“max de
la réaction,qui est donc le pH indiqué dans les essais enzymatiques

ci-dessous.

Pour analyser l'influence du pH sur l'activité enzymatique dans l'extrait brut
ou de celle des isozymes isolées, le tampon indiqué est remplacé par d'autres
tampons de méme molarité & des pH différents : de pH 4 & 5 nous utilisons

des tampons acétate, de pH 5 & T des tampons phosphate, de pH T & 8 des tam-
pons TRIS-HCl1l et au-dessus de pH 8 des tampons TRIS-glycine.

Pour étudier 1'influence de la température une partie aliquote de chaque ex-
‘trait est traitée pendant un temps déterminé i la température indiquée et son

activité enzymatique sera ensuite déterminée.

A) LEUCINEAMINOPEPTIDASE (LAP) .

1)Essal continu ! A
L'essail colorimgtrique modifié‘SQLoﬁ.Appel (4) est basé
sur l1'hydrolyse de L-Leucinc;p-nitranilide.On determine
1tapparition du p-Nitrophenol libre & 405 nm.
a)Préparation des solutions:
~Solution 1:
Tampon TRIS-HCl 50 mM,pH 7,2

~Solution 2:
L-Leucine~-p-nitranilide 30,2 mg
solution 1 q.s.p. 100 ml

Les solutions sont conservées a +4°C.

b)Essai enzymatique
On pipette dans des cuves en verre:
Solution 2 2,00 ml
Echantillon 1,00 ml

Au moment ol l'échantillon est ajouté,le chronométre est déclenché
et on mesure la densité optique Toutes Les "~ 15 sec pendant
6 min & 405 nm,3 température ambiante.L'échantillon est dilué

avec de l'eau bidistillée suivant son activité.Pour l'analyse

de l'extrait bruF/O,Z ml sont en général suffisant pour donner

un changement de DO important (0,1 4 0,3 unité de DO pendant

6 min).
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c) Calcul de l'activité enzymatique !

d (parcours optique) = 1 cm

€ (coefficient de DO & 405 nm) = 9,62 cmz/ymole
Vt(volume ;oFal) = 3,00 ml
VE(volumeiqUéchautillon) = gsuivant la dilution
sD0/min(changement de DO par min) = établi par mesure

3 . » ,‘
A (activité enymatique)

A= *aDO/min (pmole /min,ml)

La décomposition autonome du substrat dans les conditions de

/
1'essai est determinée dens—uomressyi avec de lleau comme
échantillon.Cet essai donne une activité de 0,173 ‘10-'3 pmole/ml,min,

Int el , , ‘)
cette valeur est soustraite de chaque activité.

2) Essai discontinu !

Pour permettre une determination rapide d'un nombre élevé
a'échantillon (fractions obtenues par focalisation isoélectrique prépurative

par exemple) nous avons expérimenté un essai discontinu basé sur la méme réac-
tion que celle déjd utilisée dans la coloration des LAP sur gel de polyacry-
lamide. '
a) Préparation des solutions
Nous utilisons la solution colorante employée pour la coloration
des gels (voir page T ) dont nous rappecllons ici la

composition:

Tampon acdtate 0,2 M,pH 4,4 © 100 ml
L-Leucyl{ﬁ-naphthylamide HC1 20 mg
Fast Black K ' ' 25 mg

Cette solution est préparée immédiatement avant l'emploi.
b) Essal enzymatique ;

Un tube & essai est rempli de:

échantillon 0,5 ml

solution colorante 1,0 ml.

A température ambiante,la réaction a lieu et peut &tre
contrdlée visuellement par le developpement d'une couleur .
bleue.Aprés un temps suffisamment long pour le developpement

de la couleur (app.2 h) la réaction est arrétde en ajoutant
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0,5 ml d'acide acétique concentré par tube. La densité optique est mesurée
& 660 nm (longueur d'onde maximale du complexe coloré) contre un essai

effectué avec de l'eau bidistillée comme échantillon.

Cette méthode ne nous donne pas une valeur de 1l'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 méme colonne). Dans le cas ol les échentillons possdent une
activité, cette activité enzymatique sera exactement mesurée par 1l'essai
continu, ce qui permet de comparer l'activité initiale dans la colonne et

1'activité résiduelle que présenfent les différentes fractions.

L'activité déterminée selon ces deux méthodes montre une proportion
fixe et les isozymes isolées réagissent avec les deux substrats, ainsi la

méme enzyme réagit avec les deux substrats employés.

B - Estérase (Est) :

L'essal enzymatique colorimétrique des estérases est €tabli selon
une réaction basée sur l'utilisation d'un substrat telle que nous 1l'avons
employée pour le coloration des gels 3 ceci évite 1la difficulté de l'emploi

de deux substrats différents pour une méme enzyme.

1) Essai continu :

Pour tester 1'utilité de cette réaction lors d'un essai enzymatique continu
(le couplage du produit de la réaction & 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 activités 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 nécessaires pour déterminer les conditions de 1l'essai :

a) Recherche du oH max. de la r€action : la figure T 5 montre la courbe

obtenue pour des pH difffrents. Ainsi les activités ont été mesurées 3 pH 3,8,
),

Cette valeur s'@loigne un peu des pH utilisés par d'autres auteurs (1, 19, 2

app. pH T,0.

b) Longueur d'onde maximale d'absornticn du ccrrlexe colord : le complexe

formé est de couleur rouge, mais comme la




solution colorante avant la réaction est €galement de couleur
légérement rose,nous avons déterminé les maxima d'absorption

des deux colorations pour voir s}'éls ne se superposent pas.

La solution colorante/avant Fa réaction montre un maximum d'absorption
a3 370 nm (fig.7),aprés " . réactionlle maximum se trouve & 530 nm,
longueur d'onde ou la solution colorante avant lg réaction ne

montre pas d'absorption,ainsi nos mesures d'activités peuvent

¢tre determiné a 530 nm., .
c) Linéarité de la réaction par rapport a la quantité d'extrait )

Les changements de densité optique obtenus avec une série de
dilution d'un échantillon montrent une proportionaliﬁé directe
avec la quantité d'enzymes,cette proportionalité existe
évidemment seulement pour des activités pas thé importantes,
c'est-a~dire des activités qui montre un changement linéaire

de la densité optique par rapport au tcmps.
d) Determination du coefficient molaire de la densité optique

Pour pouvoir.exprimer l'activitélmesurée en umoles de substrat
transformé/il faut connaitre le coefficient molaire de densité
optique.Celui-ci peut €tre determiné avec des concentrations

LN a
connues de naphthols ,podﬁ}pﬂ 5,8 et 530 nm nous avons

obtenu une valeur de 5,2 cm2/umole.

e) Linéarité de la réaction par rapport au temps .

Ltactivité estérasique est linéaire par rapport au temps entre
-~ o N v K} , ( '
la premiére et la sixicme minute de réaction (fig.JH .Ce delai

s (] » / I3 . 3 P4
est alors utilisé pour la determination d'activité.

f) Concentration optimale de substrat ;
Pour tester si la concentration du substrat dans la solution
colorante est optiméle,nous avons fait des essais avec des
concentrations plus importantes desubstrat,l'activité mesurée
n‘éﬁ%”;as plus importantes celﬁpl‘indique que la concentration

du substrat dans la solution colorante est optimale.
) Décomposition autonome du substrat !
[} P

Pour un essai effectué avec de l'eau comme échantillon on
-~
obtient une activité de 6,33.10'3 umole/mn.ml. La faiblesse de cette acti-
vité est telle par rapport aux activitds déterminées dans les extraits pro-

téiques, qu'elleest négligeable.
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Aprés ces essals préliminaires l'activité a été determinée
comme nous 1l'expliquons ci-dessous

AD

L)

Préparation de la solution colorante ‘
La coloration a lieu i partir des mémes solutions que celle

des gels (voir page T 42 ),nous rappeglons iet la composition

de la solution coloranted il
Solution colorante:

Eau bidistillée - . 94 ml
- Tampon phosphate-citrate 0,2 M,pH 5,8 4 ml
«-Naphthylacétate (1% ds l'acétone w/v) 2 ml
Fast Blue B 50 mg
Essal enzymatique

Des cuves optiques sont remplies avec:

Solution coloraﬁte | 2 ml
Echantillon 0,1 ml

Le chronométre est déclenché au moment ou l'extrait est ajouté
et la densité optique est mesurée toufmles 15 sec/pendant 6 min

a 530 nm)é température ambiante.

Calcul de ltactivité enzymatique !

d (parcours optique) =1 cm

£ (coefficient de DO) = 5,2 cmz/pmole
Vt(Volume total) =.2,1ml
VE(Volume dtéchantillon) = 0,1 ml
ADOfmin (changement de DO par min) = 3 dterminer

. Vt
A= - aDO/min = 4,04 ADO/min (Fmole/ml'min)
6 o d VE

2) Essai discontinu

Pour les mBmes raisons que pour les LAP nous avons
q P

un

a)

b)

Teak&/aké

essal discontinu.

Préparation des solutions ¢
La solution colorante est la méme que celle de l'essai continu
voir ‘f.ci-dessus)/eue est ensuite diluée avec de l'aau

bidistillée dans les proportions 1l:1,

Essai enzymatique |
Des tubes 3 essai sont remplis de:

solution colorante diluée 1 ml

échantillon . 0, 5ml

/
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Aprés un temps assez court (épp. 10 mn) une couleur rouge se développe dans
les tubes dont 1'échantillon posséde une activité enzymatique. La réaction
est arrétée en ajoutant 0,5 ml d'acide acétique qoncentré par tube et la
densité optique est mesurée contre un essai contenant de l'eau bidistillée.
Comme pour les LAP, cet essal est seculement utilisé comme moyen rapide de
détection de 1l'activité enzymafique, pour une détermination plus précise

1'ssai continu est utilisé.

C) PEROXYDASE ! '
L'activité peroxydasique est déterminée selon PUTTER (21) en présence de
gaiacol et d'H202 comme substrats. Les concentrations de substrats ont &té
doublées parce qu'elles ne correspondaient pas 3 une concentration optimale.
On mesure 1l'apparition de la forme oxydée de gaiacol 3 436 nm. Selon PUTTER,
le gaiacol est un substrat spécifique des peroxydases et il n'est pas oxyadé

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 0,45 ml
Eau bidistillée qes.pe 100 ml

- solution 3 ’
H,0, 24,6 mM:

272
H202 a 30 % 0,28 ml
Eau bidistillée q.S.ps 100 ml

Les solutions sont conservées i +4°C et les solution 2 et 3

sont renouve.lées chaque semaine.

b) Essal enzymatique

Dans une cuve optique on mélange:

solution 1 3,00 ml
solution 2 0,05 ml
solution 3 0,03 ml
échantillon 0,10 -ml

Aprés addition de 1'8chantillon, le chronométre est déclarnché et la densité
P s

optique est resurée toutes les 15 s, pendant 6 mn,
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4 436 nm’é température ambiante.la swation de densité optique

est lindaire jusqu'a une valeur de 0,2 /min.Pour une activtle

plus importante il faut diluer l'échantillon.

¢) Calcul de l'activité enzymatique '

d (parcours optique) =1 cm . i
g (coefficient de DO & 436 nms = 6,39 cmzlpmole . i
Vt(volume total) . = 3,18 ml ‘
VE(volumc d'échantillon) = 0,1 ml
A= :t — aDO/min = 4,98 ADO/min (pmole/mlsmin )

E

Avec de 1l'eau on obtient une valeur de 0,001 pmole /ml:min,

valeur qui peut €tre négligéepar rapport aux activités obtenuss.

2) Essai discontinu !

g . ,
A partir de l'essail continu nous avons prépare;; un essai discontinu.

a) Préparation des solutions /

. » A .’ . H
Les solutions employées sont les mémes que(ﬂ&%ﬂ&l'essal continu

(voir page T )«A partir de ces solution on prépare le réactif.

Réactif:

Solution 1 90,0 ml
Solution 2 1,5 ml
Solution 3 1,0 ml

b) Essai enzymatique /|
On mélange dans des tubes & essai: .
Réactif 1,0ml
Echantillon 0,5 ml

Aprés un temps de réaction suivi par le developpement d'une couleur jaune
dans les tubes (app. 10 min),la réaction est stoppée en ajoutant

& chaque tube 0,5 ml d'acide acetique conc em b’ .

La densité optique & 436 nm est determlnee pour chague essail contre un témoin
(eau bidistillée). Les limites de cette méthode reposent sur les mémes remar-
ques précéderment faites lors de l'analyse des LAP et EST.

L'inhibiteur de peroxydase est &tudié par un essai effectué i pd 7,0. Le tam-
pon acétate 0,1 M, pd 4,8 est alors reiplacé par un tarpon nhosphate 0,1 M, .
pH 7,0.
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D) OXYDASE DE L'ACIDE /5-INDOLYLACETIQUE {ATA-OXYDASE)

Ltactivité d'AlA-oxydase est m8surégpar un essai modifié :; "= satlom
Machalkova (AL ).Ltactivité enzymatique nécessite la présence d'un effecteur

(2,4-Dichlorophenol).

1) Préparation des solutions |
- solution 1 !

tampon phosphate-citrate 0,05 M,pH 5,8 ;Mn2+ 0,1 mM

- solution 2 : A
Acide/})-indolylacétique (2 mM) 7 mg
Alcool absolu qes.p. ‘ 20 ml

-solution 3 |
2,4~Dichlorophénol (1 mM) 16,3 mg
Eau bidistillée qe.s.p. 100 ml

2) Essal enzymatique /-

Dans une cuve optique en quartz on mélange:

Solution 1 : 2,00 ml
Solution 2 ' 0,20 ml
Solutioﬂ 3 ' ' 0,10 ml
Echantillon 0,20 ml

d addibou
Le chronomdtre est déclenché ea—ajoutant 1'échantillon et la densité

optique est mésurée tous les 15 ses'pendant 6 min/é 247 nm & température

ambiante.

3) Calcul de l'activité enzymatique /
lorsdeltessai des AlA-oxydases on ne connait pas le coefficient molaire
de densité optique du produit de la réaction (/5-méthy1éneoxindole),

ainsi l'activité mésurée est exprimée en DO / cm,min.

d (parcours optique) =1 cm
Ve (volume total) =2,5 ml
Vg (volume d'échantillon) = 0,2 ml
vt
A=—————— " ADO/min = 12+ ADO/min cm
d VE



VII) FOCALISATION ISOELECTRIQUE PREPARATIVE

La focalisation isoeclectrique est une technique qui sépare les
protéines suivant leurscharges dans un gradient de pH formé a

1'aide des Ampholines sous l'influence d'une haute tension.A

la fin de la séparation chaque prdtéine se situe & l'endroit du .
gradient ou sa charge est nulle,c'est-a-dire & son point isodlectrique
pK (f€24) Ainsi ,par cette technique,on ne sépare pas seulement des
protéines mais on dékermine en mtme temps un¢constante physico-
chimique 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) APPARETL

La focalisation isoélectrique a lieu dans une colonne UNTPHOR

LKB 7900 (fig.7®(14).La colonne est stabilisée contre la convection
par un gradient de saccharose.L'appareil cornp#emd, ‘une colonne. en verre
réfrigerée a +4°C munie aux deux extrémités fle chambres d'électrodes

/

qui sont en contact avec l'intérieur de la colonne pendant la
e,
séparation mais qui peuvent étre separe ételle par deux obturateurs

mobiles.
/
1) Preparation des solutions ¢

Le remplissage de la colonne a lieu & partir d'une solution dense
et d'une solution légére de saccharose et d'Ampholines et de duux

solutions d'électrodes (dense et légére).

La cathode est situé en haut de la colonne dans le cas d'une gamme
d'Ampholine qui commence en dessous de 6,dans l'autre cas la cathode doit
8tre placée en bas ce qui empeche des précipitations en haut de

1a colonne (14).

a)solution dense d'électrode (DE);

acide phosphorique conc. 0,7 ml
HZO bidistillée 49 ml
saccharose 42 g

b)solution légére d'électrode{LE){
NaCH ‘ 0,56 g

H,0 bidistillée 70 ml
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c) solution dense (D)‘
HZO bidistillée & 1% d'Ampholine de
la gamme de pH choisi (pH 3-10 ou pH 4-6) 75 ml

saccharose ' - 50 g

d) solution légeére (L)'
H20 bidistillée a 1% d'Ampholine de
la gamme de pH choisi 100 ml

e) solution de lavage |

HZO bidistillée : 38 ml
saccharose . 20¢g

!

2)Remplissage de la colonne
Ji(qb Lo Au t
Au début du remplissage 1'obturatueur mobile du—haﬁt o, est
ie W wftiliianns 1
enlevé,l'obturateur du bas 0, se trouve en position basse.Par
l'ouverture d¢la chambre d'électrode du—bas ce, est remplie avec

1a solutlon Dﬂ Ensuite l'obttrateur o, est poussé en position haute, isolant

‘a1051 cctte chambre d'électrode e&&—;ielee—&c—ah colonne.Le surplus de la
solution(DE)situe dans la colonne est vidé par l'ouverture b,dont

le tuyau est ainsi complitement rempli de liquide.La colonne est
rincée deux fois avec la solution de lavage (vidée par l'ouverture a).
Ensuite 8es deux recipients du mélangeur de gradient LKB 8122 placés
au-dessus de la colonne,sont remplies respectivement avec la solution
dense et légére.A la solution 1légére on ajoute & ce moment l'extrait
protéique dialysé,dilué avec de l'eau bidistillée a 10 ml.Puis le
gradient de saccharose .35€ w formé3 dans la colonne.Aprés remplissage
l'obturateur mobile 0, est introduit. complétement.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 0, est abbaissé lentement.A ce momentlla chambre
d'électrodes du bas se trouve en contact avec l'intérieur dF la
colonne.Le tuyau d'équilibre D est rempli d'eau bidistillée jusqu'a
20 cm du haut et fermé.L'obturateur o, est levé et par l'ouverture e
la chambre d'électrode du haut ce, est remplie par 1; solution LE
jusqu'a 20 cm du haut du tuyau d'équilibre E.A ce moment le tuyau D

est ouvert et un équilibre se forme entre le gradient et la pression

de l'air.

3) Separation électrophorétique

Par 1l'alimentaticn LKB 3371 D une heute tension est appliqufe aux champres
d'électrodes. La valeur de cotte tension ainsi que la durée de la focalisa-

tion dépendent de la germre d'Amphoiine utilisde (tableau I1I).



o et e e e
Gamme de pH f Tension f Temps de séparation
3 - 10 | 500 V % 48 h
5- 8 | 800 V | 72 h
7 - 10 l 800 V { 72 h
b~ 6 : 800 V ! 72h-9%h |

~+.

Tableau III:Tension appliquée et temps de séparation pour les

4)

5)

différentes gammes de pH utilisées

La tension doit &tre augmentée lentement jusqu'd la valeur #elessacre
afin de ne jamais excéder 3 W (et emp&cher ainsi des échauffements

locaux dans la colonne)(lo,llf.

En régle general{}a séparation est accomplie quand le courant ne

-
dinminue plus,quand_il_nly_ajﬁihs—de molécules chargées qﬂi migrent ja.
dans la colonne,c'est-a-dire quand chaque molécule se situe & l'endroit

de son point isoélectrique dans le gradient de pH formé.

Elution de la colonne !

A la fin de la séparation/la tension est coupée,les deux tuyaux
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 & une pompe péristaltique LKB 12 000,
l'ouverture c est ouverte et l'élution a lieu avec wi debit

de 1 ml/min.L'éluat est analysé pour son absorption a
280 nm (qui est enregistréepar un enrégistreur 6520-4 de LKB) par
un photométre a flux contlnu LKB UVICORD II 8300.Les fractions .
de 2,5 ml sont r2;§$%v§2 dans un collecteur de fraction LKB ULTRORAC
7000 & +4°C,

Analyse -des fractions ;

a) Mesure du pH |
Le pH de chaque fraction est dé&erminé 4 la température de L
séparation (+4°C) (3) avec un pH -métre METROMM E300B.Il est
important de respecter la température parce que le pH change Vawi

avec la température.

b) Mesure de la densité optique!
La densité optique 3 260 nm et 280 nm est determinée pour chaque

fraction (Spectrophotométre MAROC II,Jobin et Yvoz,lampe a
4UCJM¢0 omciul .
hydrogéne,cuves en quartz).Les valeurs obtenues nlindiguert-pas %
ad
directement la concentratlon protéique car les Ampholines

montrent également une absorption a ces longueurs dtondes.
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Cette densité optique peut &tre determiné par une focalisation
" 5 blanc" (sans dépdt protéique),elle n'est pas identique

i chaque endroit de la colonne,mais dépend du pH de la fraction.

¢) Mesure de l'activité enzymatique !
Par 1'cssai discontinu,l'activité enzymatique de l'enzymé analysée
est determiné dans chaque fraction (voir partie des méthodes de
détcction des activitéds enzymatiques).lLes fractions fa - :
activité importante sont analysées par l'essai continu et.

'
ltactivitd exacte est determinée.

- d) Analyse par électrophorése en'disque :
Les fractions .d. - activité importante sont analysées par
électrophorése en disques sur gel de polyacrylamide pour relier
les pics obtenus par focalisation aux bandes enzymatiques

observées sur gel dans l'analyse de l'extrai brut.

e) Analyses des isozymes isolées !
Les isozymes sont aﬁalyséesAFax leurs comportements relatifs

aux changements de température et de pH par les essais enzymatiques

expliqués ci-dessus.
6) Les Ampholines dans les fractions obtenues /

Les Ampholines sont présentes dans chagque fraction obtenue par FIP. Dans le
cas d'une analyse des protéines elles doivent €tre éliminées. Par leur ca-
ractdre proche de celui des protéines, elles glnent la détermination de la
concentration protéique (par mesure de la DO et aussi par la méthode de LOWRY )
dans les fractions. Pour les séparer on peut proposer deux méthodes qui se
sont révélées d'application facile : .

- dialyse

- chr.:atographie 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'accompagne d'une dilution de 1'échentillon.

Dans nos fractiors,suivant la quantité protéique déposée dans une
colonne,la concentration protdique est tras faible (quelques pg/ml).
Ainsi 1l'analyse des fractions a plutdt été basée sur l'activité

enzymatique que sur la concentration protéique.Pour l'analvse
A} naid Ll 4 W !

P Lo v . - A .
enzymatique Jles Ampholines ne fanasRE pas,tie ne forment pas de
liaisons avec les protéincs (9) (les bandes protéiques sur le

. - PN .
gel se trouvent au méme n~iveau avant et apéds FIP,c'est-a-dire que

le PM n'a pas changé pendant la séparation) et ne moutrent pas

;_____—‘___________*
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8)
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dtactivité enzymatique (les fractions sans enzymes ne montrent

pas d'activité enzymatique).
La quantité protéique déposée dans une colonne :

La quantité protéique déposéesur une colonne dépend de la gamme de

pH employée et de la nature protéigque.Pour une préparation assez
homogéne,il faut déposer une quantité trés faible ( app.’1 nlg);

bour une préparation plus héte}ogéne le depbt peut étre plus

important (jusque 10 mg). Car un dépét trop.iﬁportant d'une seule

protéine, entraine sa précipitation & son point isoélectrique en raison de
1'insolubilité relative des protéines & leur pki. Les précipités sont plus
lourds que le gradient de saccharose, ils vont alors descendre plus bas
dans la colonne, & un endroit oll ne se trouvent plus & leur pki, les protéi-
nes sont alors plus solubles et entrent en solution pour migrer vers le pH
qui correspond & leur pki ol elles précipitent de nouveau et ainsi de suite

(6,22). Ainsi, pour les protéines qui sont "précipitées" la détermination

‘de leur pki est impossible car elles se trouvent toujours & plusieurs en-

droits dans la colonne dont un seul correspond & leurs pki.

Excmple d'application de la FIP a 1'étude d'isozymes végétales

Expérience No.: 137

Forme d'Ulex analysée:Ulex europaeus couché EC
Quantité de matériel végétal ' 5 g
Quantité d'extrait brut , 56 ml
Enzyme analysée:Estérase ' Est

Etape de purification utilisée P2
Quantité de P2 avant dialyse 5 ml
Activité specifique dans P, 0,64 pmole/mg min
Activité totale déposée dans la colonne 4,3 pmole/min
Quantité protéique-déposée dans la colonne 6,73 mg

Taux de purification enzymatique dans P2 2,7 fois

Gamme d'Ampholine utilisée pH 4-6
Tension 800 V

Temps de séparation . 96 h
Température de séparation . +4°C

Volume de chaque fraction ' 2,5 ml
Vitesse d'enrégistrement 60 mm/h
est/determiné dans chaque fraction: pH,D0260 nm’DOZBOnm’ACt°Est




SIS

Fraction 34 36 41 45 51
H 4,43 452 4,76 4,94 508

Figure T. 11,

Electrophorégramnes de contrSle des fractions obtenues par FIP,

colcreticn pour les estirases.
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a) Analyse de l'activité estérasique dans la colonne

Le schéma d'élution obtenu par le photométre & flux continu

est indiqué par la figurej?lLe diagramme d'élution établi

suivant les différentes valcurs determinées dans chaque colonne

est représenté dans la figureT 10.
Au total on trouve 5 pics d'activité estérasique dans les fractions 20 &
60. Les fractions supérieures ne sont pas analysées car nous savons par
des essais préliminaires qu'a pH 6 on ne trouve plus d'isozymes estérasiques
par contre un deuxifme groupe d'isozymes existe dont les pki ont des va-
leurs supérieures & pH 7, qui n'ont pas été séparés dans la gamme de pH
employée. _

Dans les fractions analysées nous retrouvons au total une activité

de 1,9 Pmole/min,ce qui correspond & 44% de l'activité mise dans de

la colonne (le deuxiéme 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

l1tactivité estérasique n'est pas tellement sensible aux

conditions extrémes de . 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 électroghorése en disque ¢
L'analyse des fractions(ft'J‘T“) Aactivité estérasiilic nous
indique la présence de 4 isozymes différents (pics fraction34,
36,40 et 51) de pK; respectifs:4,43;4,52;4,76 et 5,08,
Malgré les picés trés rapprochés les électrophoréses 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 1sozymes sont isolées:

I, pK, 4,43 Rf(gel a 7%): 0,704

I, pK, 4,52 R.( " )i 0,657
I, pK, 4,76 R.( " )i 0,626
L, pK; 5,08 R.( " ): 0,603
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¢) Influence d'un traitement & 80°C sur les L isoestérases :

- Conditions du traitement : 0,5 ml de chaque pic (2 fractions réunies)
sont traités pendant des temps variables (2, 5, 10 et 20 mn) & 80°C. Leur
activité est déterminée par l'essai continu puis comparée & 1l'activité d'un
échantillon non-traité (figure T 12). Les résultats indiquent que la stabi-

1ité thermique crolit avec le pki.

9. - REPRODUCTIBILITE DE LA METHODE.,

La focalisation isoflectrique est une technique tré€s sensible et hau-
tement reproductible. La figure T 3 nous montre un schéma d'€lution d'une
colonne de FIP, il s'agit d'une répétition (expérience 141) de 1'exemple
donné ci-dessus (expérience 137). On constate que ces schémas sont plus ou
moins identiques ce qui illustre 1'utilité de cette méthode dans un but pré-

paratif.

Dans le tableau IV nous comparons les pki obtenus dans ces deux
expériences pour les différentes isoestérases identifiées par électrophorése

en disque sur polyacrylamide.

pki
Isozyme
Exp. 137 Exp. 141
I 4,43 L, LY
I, },52 4,58
I 4,76 4,76
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APREVIATIONS UTILISEES DANS L'APPENDICE TECHNIQUE

ADH = Alcool deshydrogénase

AIA = Acide p-indolylacétique

BIS = N,N'-méthylénc—bis-acrylamide

ce = chambre d'électrode '

DO = dcnsité optique

DTT = Dithiothréitol

Est = Estérase

FIP = Focalisation isoélectrique préparative
LAP = Leucine aminopeptidase '
o "= obturateur mobile

P = Précipité

Per = Peroxydase

Pk, = point isoélectrique

PM = poids moléculaire

PVP = Polyvinylpolypyrrolidone

8§ = Surnageant

TRIS = Trihydroxyméthylaminométhane

TEMED = N,N,N',N'-tetraméthyléthylénediamine
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