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ABREV l AT l ONS . - 

D P N - D P N H  : Formes oxydée e t  r é d u i t e  du diphospho-pyridine nucléo- 

( =  N A  D e t  N A D  H) t i d e .  . 
T P N - T P N H :  FormeJoxydée e t  r é d u i t e  du triphospho-pyridine-nucléo- 

( =  Id A D  P H )  t i d e .  

+ 
N A D  - N A D H :  Formes oxydée e t  r é d u i t e  du nicotinarnide adénine 

d inuc léo t ide .  

N A D  P  +- N A D P H : Formes oxydée e t  r é d u i t e  du n icot inamide adénine 

d inuc léo t i de  phosphate 

F M I J - F M N H 2  : Formes oxydée e t  r é d u i t e  du f l a v i n e  rnononucléotid-2. 

F A D - F A D H 2  : Formes oxydée e t  r é d u i t e  du f l a v i n e  adénine d inuc l6o t ide .  

E D T A :  

A T P  : 

D C P  I  P :  

Acide éthy lène diamino té t raacé t i que  

Adénosi ne tri phosphate 

Dichlorophénolindophénol 

S D  S Sodium dodecyl s u l f a t e  



I N T R O D U C T I O N  

Les n i t r a t e s  sont généralement considérés comme l a  source p r i n c i -  

pale d 'azote pour les p lan tes  supérieures, except ion f a i t e  des légumineuses. 

Leur incorporat ion dans les acides aminés nécessi te une sé r ie  de réduct ions 

dont l a  première e s t  leur  t ransformat ion en n i t r i t e s ,  étape catalysée par 

l a  n i t r a t e  réductase (E.C. 1.6.6-1 1 .  

y Lorsque des ce  l l u  les  végétal es sont CU l t i v é e s  en suspens ion dans 

un m i l i e u  non renouvelé, e l l e s  u t i l i s e n t  p lus  ou moins rapidement l es  éléments 

n u t r i t i f s  du m i l i e u  e t  assurent a i n s i  leur  p r o l i f é r a t i o n .  Cel le-c i  s ' a r rê te  

avec 1 'épuisement du m i l i e u  en ses éléments essent ie ls .  La durée, pendant 

laque l le  une quan t i t é  d é f i n i e  de c e l l u l e s  e s t  capable de c r o i t r e  e t  de se 

m u l t i p l i e r  dans des cond i t i ons  contrô lées de température, de lumière e t  

de m i l i e u  peut d é f i n i r  un c y c l e  de croissance de la  suspension. 

' Un t e l  c y c l e  comporte a l  o rs  une s é r i e  d'évènements physi o lcg  iques 

e t  biochimiques dont l ' o r d r e  e t  la  durée sont ca rac té r i s t i ques  du végétal 

étudie.  Dans l e  cas de l a  suspension c e l l u l a i r e  de Si lene - alba, l ' un  des 

tous premiers évènements déclenchés avant même que la  c r o i  ssance e t  les pre- 

mières d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s  ne soient  amorcees, e s t  une synthèse t r è s  brève 

dlARN (DUBOIS e t  Col l ., 1976). D'autre par t ,  l a  réduct ion des n i t r a t e s  

s'opère pendant une pér iode assez brève qu i  se s i t u e  au début de l a  phase 

exponent ie l le  de croissance de l a  suspension (POULLE, 19771. 1 1  appara i t  

par conséquent important de savo i r  s i  ces deux f a i t s  précoces sont en 

r e l a t i o n .  C'est dans c e t t e  perspect ive que s ' i n s c r i t  ce t r a v a i l .  

-f Celu i -c i  s ' e s t  donc at taché à p réc i se r  l e  moment de l ' a p p a r i t i o n  

de I t a c t i v i t é  enzymatique e t  sa s i g n i f i c a t i o n  e t  à c a r a c t é r i s e r  c e r t a i n s  

fac teurs  qui  pouvaient l a  m o d i f i e r .  

Y Enfin, des essais de p u r i f i c a t i o n  de l a  p ro té ine  enzymatique o n t  

été e n t r e p r i s *  . L 1  isolement de l a  n i t r a t e  réductase e n t r e  dans un p r o j e t  

de recherche u l t é r i e u r e  qui  d e v r a i t  conduire à l ' ob ten t ion  d'un immun-serum 

contenant les ant icorps  de l a  n i t r a t e  réductase e t  permettre a i n s i  une 

étude p l  us f i ne de l a  successi on d 'évènements mol écu l a i  res  qui  appara i s- 

sent l o r s  d'un cyc le  de croissance de l a  suspension c e l l u l a i r e  de S i  lene - albe. 

*Une pamXe du &UV& de pwUdication de l'enzyme a ézé eddectuée à La 
h$ation de ttechmche agmnomLque de Long Abhton (G.B. ) daizd Le labottato.&c 
du P o c t w ~  E .  J .  HEWITT, ghace à une ~ubvcntion du W h  CouncLL. 



H I S T O R I Q U E  

I l  STRUCTURE ET MECANISME D'ACTION DE LA NITRATE REDUCTASE CHEZ LES EUCARYOTES 

A) F A D ET GROUPEMENT PROSTHETIQUE 

Les premiers travaux e f fec tués  sur Neurospora crassa e t  l e  Soja 

on t  révélé que l e  FAD e s t  l e  groupement prosthét ique nature l  de l a  n i t r a t e  

réductase (NASON e t  EVANS, 1953 ; EVANS e t  NASON, 1953). Son r61e, comme 

t ransporteur  dlélectrons, e s t  mis en évidence (NICHOLAS e t  NASON, 1954a 

e t  1955) selon l e  schéma suivant  : 

- 
T P N H --+ F A D (OU F M NI --+ Mo --*NO3 . 
D P N H  

Des études précises de chromatographie e t  de f luorornétr ie  montrent 

qu'une molécule d'enzyme na t i ve  chez C h l o r e l l a  con t ien t  au moins deux molécu- 

l es  de F A D (SOLOMONSON e t  Col l . ,  1975). Certains auteurs observent que 

l e  F A D st imule l ' a c t i v i t é  de l a  n i t r a t e  rbductase obtenue après g e l - f i l t r a -  

t i o n  e t  q u ' i l  exerce un e f f e t  p ro tec teur  cont re  l a  dénaturat ion thermique 

(ZUMFT e t  Coll., 1970 ; RELlMPlO e t  Coll., 1971 ; BAREA e t  Coll., 1976 ; 

DE LA ROSA e t  Co l l  ., 1977 ; ROUSTAN e t  Col l., 1974). En outre, comme nous l e  

verrons ul tér ieurement, l a  n i t r a t e  réductase e s t  souvent considérée comme 

une f lavoproté ine.  

BI PRESENCE DE GROUPEMENTS THIOLS 
t 

, L ' i n h i b i t i o n  enzymatique exercée par l e  parachloromercuribenzoate, 

rendue réve rs ib le  par l ' a d d i t i o n  de cystéine, de g lu ta th ion  ou de d i t h i o t h r é i -  

t o l  , suggère l a  présence d'un ou p lus ieu rs  groupements t h i o l s  à l a  surface 

a c t i v e  de l'enzyme (NASON e t  EVANS, 1953 ; EVANS e t  NASON, 1953 ; SCHRADER e t  

Col l . ,  1968 ; WRAY e t  FILNER, 1970). Ces observat ions ont  condui t  de nombreux 

auteurs à a j o u t e r  dans les  m i l i e u x  d 'ex t rac t ion ,  des protecteurs t e l s  que l a  

cys té  i ne, l e  g l u t a t h  ion, l e  d i  t h  i o t h r e i  t o l  ou encore l e  6-mercaptoéthano l , 

Toutefois, l a  dose de cys té ine  à employer pour o b t e n i r  une p ro tec t i on  maximale 

e s t  var iab le  selon l'espèce e t  l a  na ture  du t i s s u  (HEWITT e t  NICHOLAS, 1964). 



La présence de cystéine peut être indispensable (BEEVERS et Coll., 1964) ou 

inutile (WALLACE et PATE, 1965). JONES et SHEARD signalent même un effet 

inhibiteur de la cystéine, sur l'enzyme de pois (JONES et SHEARD, 1973). 

De même, le 6 mercaptoéthanol exerce un effet néfaste sur I'activité des 

enzymes de l'Ortie et de l'épinard (WELANDER, 1978). 

Cl PRESENCE DU MOLYBDENE 

NASON et EVANS (1953) constatent que l'enzyme du Soja renferme 

probablement un métal qui peut être soit le molybdène, soit le manganèse. 

Cultivés en absence de molybdène, des plants de choux fleurs manquent ou 

ne possèdent que très peu d'activité nitrate réductase (CANDELA et Coll., 

1957 ; AFRlDl et HEWITT, 1964). Le molybdène est Identifié comme étant le 

métal de I1enzyme de Neurospora et ce1 le du Soja (NICHOLAS et NASON, 1954b 

et 1955). 

VEGA et Coll. (1971) montrent le besoin absolu de ce métal pour 

l'activité enzymatique chez Chlorella fusca. 1 ls concluent que le métal est - 
incorporé, in vivo, à l'intérieur de I'apoenzyme préexistante et inactive 

et que son rôle est lié, à la réduction des nitrates en nitrites. Des 

épinards, cultivés.en absence de molybdène, ne présentent pas d'activité 

nitrate réductase (NOTTON et HEWITT, 197la). En fournissant à ces plantes 

du molybdène marqué, NOTTON et HEWITT( 197la) observent, après purification, 

que les seules protéines radioactives sont celles associées à la nitrate 

réductase sur le gel d'acrylamide. Ils suggèrent que l'enzyme est une pro- 

téine molybdène dépendante renfermant le métal. L'incorporation d'un analo- 

gue structural, le tungstène, provoque l'inhibition de l'activité enzymatique 

chez IIOrge, le Tabac et le Mars (WRAY et FILNER, 1970 ; HEIMER et FILNER, 

1971 ; ASLAM et OAKS, 1976). Le tungstène peut empêcher l'insertion du maly9- 

dène dans le complexe nitrate réductase. Selon WRAY et FILNER (1970) le 

molybdène ne serait pas nécessaire à la formation de I'apoenzyme, mais 

pourrait agir commeco-inducteuravec les nitrates ou fonctionner comme groupe- 

ment prosthétique de l'enzyme ou encore les deux à la fois. 

De même, SUBRAMANIAN et SORGER(1972c) pensent qu'en absence de 

molybdène ou en présence de tungstène, les unités protéiques du complexe 

enzymatique de Neurospora sont toutes,synthétisées mais que le site de fixa- 

tion du molybdène est replié in vivo de telle façon que le m6tâl ne peut 

être lié in vitro. L'induction par les nitrates semble dépendre d'A-R N 

messagers pour la synthèse de Itapoprotéine suivie d'une activation rapide 



par le molybdène indépendemment de la synthèse protéique (JONES et Coll., 

19781. 

Quant au mécanisme d'inhibition par le tungstène, i l  peut se tra- 

duire par la formation d'une enzyme non fonctionnelle qui serait rendue acti- 

ve, in vivo, par l'addition de molybdène en absence de synthèse protéique 

(HEIMER et FILNER, 19711. Ceci est confirmé par NOTTON et HEWITT (1971b1, 

NOTTON et Coll. (1972) qui montrent la formation d'un tungstoprotéine Inac- 

tive. 

Chez l'épinard, i l  est possible de reconstituer, in vitro, une 

nitrate réductase active à partir d'un complexe contenant du molybdène obtenu 

par traitement acide de l'enzyme purifiée, et de I1apoprotéine de l'enzyme 

obtenue à partir de plantes carencées en molybdène (HEWITT et Coll., 1977). 

NICHOLAS et NASON (1954a et 1955) démontrent le rôle du molybdène comme 

transporteur d'électrons chez Neurospora et le soja. 

0) LES DIFFERENTS DONNEURS D'ELECTRONS 

1 )  Spécificité des nucléotides à pyridine N A D H ( 0  P N Hl 

e t N A D P H ( T P N H 1  

Chez Neurospora crassa et Aspergillus nidulans, la nitrate réduc- 

tase est essentiel lement T P N H spécifique (NASON et EVANS, 1953 ; NICHOLAS 

et Coll., 19541 tandis que celle, extraite du soja, utilisent T P N H et 

D P N H (EVANS et NASON, 19531, L'enzyme provenant de 15 des 16 plantes 

supérieures étudiées par BEEVERS et Coll, (19641, a un besoin spécifique 

ou préférentiel de N A D H ; seule celle du soja fonctionne avec N A D H et 

N A D P H. Cette spécificité du N A D H comme donneur d'électrons est confir- 

mée chez le pois (WALLACE et PATE, 19651, la tomate (SANDERSON et COCKING, 

1964a),11épinard (PANEQUE et LOSADA, 19661, Chlorella fusca (ZUMFT et Coll., - 
19691, le pommier (KLEPPER et HAGEMAN, 19691, la fève (OJI et IZAWA, 1969a1, 

1 'orge (WRAY et FILNER, 19701, le mars, la courge et Ifépinard (SCHRADER et 

Col l . ,  19681, Thalassiosera pseudonana (AMY et GARRETT, 19741, le blé 

(UPCROFT et DONE, 19741, le tournesol ( CHlSHûLM et GALITZ, 1975) et 

8 graminées (DUSKY et GALITZ, 1997). 

Par contre, chez les champignons, l'enzyme semble être N A D P H 
spécifique (ITO et SUZUKI, 1978 ; GARRETT et NASON, 1969 et DOWNEY, 1971). 



La p o s s i b i l i t é  d'accepter des é lec t rons  à p a r t i r  de N A D H e t  de 

N A D P H par l'enzyme de Soja e s t  l ' o b j e t  de controverses. En e f f e t ,  WELLS 

e t  HAGEMAN (1974) montrent que les  e x t r a i t s  de soja e t  de mars renferment 

une phosphatase qui c o n v e r t i t  N A D P H en N A D H (WELLS e t  HAGEMAN, 1970). 

De ce f a i t ,  i l s  concluent que l'enzyme e s t  N A D H dépendante, 

JOLLY e t  Col l , ,  (1976) e t  CAMPBELL (1976a) séparent, chez l e  soja, l a  

N A D H n i t r a t e  réductase e t  la  N A D P H n i t r a t e  réductase, c e t t e  dernière 

étant  l i b r e  d ' a c t i v i t é  phosphatase. CAMPBELL (1976b) i s o l e  du scute l lum 

de mafs 2 n i t r a t e  réductases, l 'une ayant son maximum d ' a c t i v i t é  avec 

N A D P H e t  l ' a u t r e  avec N A D H. Ces deux enzymes, nommées N A D H : 

n i t r a t e  oxydoréductase (E.C.1.6.6.1.) e t  N A D (P l  H : n i t r a t e  oxydoréducta- 

se (E.C.1.6.6.2.) sont par t ie l lement  séparées chez des p lan tu les  de r i z  

(SHEN e t  Col l . ,  1976). La 2e enzyme, qui u t i l i s e  directement N A D P H, peut 

ê t r e  i ndu i te  par l e  chloramphénicol (SHEN, 1972 ; SHEN e t  Coll., 1976). Chez 

l 'ép inard e t  l e  mars, PANEQUE e t  LOSADA (19661, SCHRADER e t  C o l l .  (1968) 

n'obtiennent l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase avec N A D P H que s i  F M N e t  

N A D P réductase sont a joutés au m i l l i e u  d ' incubat ion.  

Enf in, chez les  algues Duna l i e l l a  t e r t i o l e c t a  (LE CLAIRE e t  GRANT, 

1972) e t  parva (HEIMER , 19761, Ankistrodesmus braun i i  (AkIYED e t  SPILLER, - 
1976) e t  C h l o r e l l a  var iegata (HIPKIN e t  Col l . ,  1979) N A D H e t  N A D P H sont 

tous deux e f f e c t i f s .  

2 )  Les autres donneurs d 'é lec t rons  

F M N Hz et ,  dans ce r ta ins  cas, F A D Hz sont des donneurs d1élec- 

t rons  pour l'enzyme e x t r a i t e  des p lantes supérieures (PANEQUE e t  Coll., 1965 ; 

SCHRADER e t  Coll., 1968 ; WRAY e t  FILNER, 1970 ; OJI e t  IZAWA, 1969a; 

KLEPPER e t  HAGEMAN, 1969 ; JOLLY e t  Col l . ,  1976 e t  CAMPBELL, 1976a),De même, 

F A D H2 peut f o u r n i r  des é lec t rons  à I 'enzyme de Neurosoorq (GARRETT 

e t  NASON, 1969) e t  F M N Hz à c e l l e  de Ch lo re l l a  (ZUMFT e t  Coll., 1969). 

Les a c t i v i t é s  n i t r a t e  réductase, en présence de méthyl viologène 

ou de benzyl viologène r é d u i t s  sont mesurées chez les p lantes supérieures 

(HAGEMAN e t  Col l., 1962 ; OJI e t  IZAWA, 1969a; SCHRADER e t  Coll., 1968 ; 

PANEQUE e t  Coll., 1965 ; JOLLY e t  Col l . ,  1976 e t  CAMPBELL, 1976a) les  

champignons(GARRETT e t  NASON, 1967 e t  1969 ; DOWNEY, 1971) e t  les  algues 

(ZUMFT e t  Col l . ,  1969 ; AMY e t  GARETT, 1974 ; AHMED e t  SPILLER, 1976 ; 

ITO e t  SUZUKI, 1978 ; HlPKlN e t  Col l . ,  1979). 



Chez l 'orge,  deux systèmes permettent de métabol iser l es  n i t r a t e s  

dans des e x t r a i t s  de rac ines : un composant soluble u t i l i s a n t  N A D H (COUPE 

e t  Coll., 1967 ; MIFLIN, 1967) e t  une f r a c t i o n  p a r t i c u l a i r e  u t i l i s a n t  l e  

succinate p lus  faci lement que l e  N A D H (MIFLIN, 1967). Une réduct ion  des 

n i t r a t e s  st imulée par  l e  succinate, dans des f r a c t i o n s  p a r t i c u l a i r e s  de 

d i f f é r e n t s  organes de tomate, es t  aussi signalée (SANDERSON e t  COCKING, 

1964b). 

Toutes ces informations peuvent ê t r e  réunies dans un schéma général 

du mécanisme de réduct ion  des n l t r a t e s  où f i g u r e n t  donneurs, accepteurs e t  

t ransporteurs d 'é lec t rons .  De t e l s  schémas sont reprodu i ts  dans l e  paragraphe 

suivant. 

E) FONCTIONS, MODELES STRUCTURAUX e t  MECANISME D'ACTION DE LA 

NITRATE REDUCTASE 

1 )  Chez les champignons : 

Depuis les  premiers travaux de NASON e t  EVANS (19531, l'enzyme 

de Neurospora crassa a é t é  l ' o b j e t  de nombreuses études. SORGER (1965) émet 

l'hypothèse que c e l l e - c i  e s t  un agrégat de deux polypeptides, L'un t ranspor te  

des é lectrons à p a r t i r  du T P N H au F A D e t  de là, au cytochrome C ; l ' a u t r e  

accepte des é lec t rons  du F A D r é d u i t  du l e r  polypeptide, les transmet au 

molybdène, pu is  au n i t r a t e .  Ultérieurement, GARRETT e t  NASON (1967) montrent 

I t assoc ia t i on  d'un cytochrome de type b à l'enzyme. Ainsi l a  N A D P H n i t r a t e  

réductase de Neurospora ( E  C 1.6.6.2.) e s t  carac tér isée comme une su l fo -  

molybdoflavoprotéine soluble, contenant l e  cytochrome b 557' de poids molécu- 

l a i r e  de l ' o r d r e  de 230 000. E l l e  présente 4 types d ' a c t i v i t é  d ' a i l l e u r s  

associées les  unes aux autres ; ce1 l e  de l a  N A D P H n i t r a t e  réductase, 

qu i  représente I ' a c t i v i t é  enzymatique g loba le  (N A D P H --+ NO - 1  e t  semble 
3 

ê t r e  physiologiquement l a  p lus  importante. Les 3 aut res  correspondent à des 

mai l lons  d i f f é r e n t s  de l a  chaîne de t r a n s p o r t  des é lec t rons  en présence de 

donneurs e t  d'accepteurs na tu re l s  ou a r t i f i c i e l s ,  ce sont : I 1 a c t l v i t é  

N A D P H - cytochrome C réductase F A D dépendante (N A D P H --*cyto. Cl ; 

I 1 a c t i v l t é  (FiA D HZ) n i t r a t e  réductase ( F  A D H ~ - - + N o ~ - )  e t  I 1 a c t i v i t é  



méthyl viologène r é d u i t  ( M  V H) n i t r a t e  réductase (M V H --+  NO^-). 
(GARRETTet NASON, 1967 e t  1969). Le diagramme suivant représente l e  t rans-  

f e r t  des é lec t rons  l o r s  de l a  réduct ion  des n i t r a t e s  par l'enzyme de 

Neurospora. 
- 

Le groupement fonct ionnel  majeur de l'enzyme de Aspergi l  lus 

nidulans e s t  une f lavopro té ine .  L'enzyme pu r i f i ée ,  d'un poids molécula i re 

de 197 000, n'a pas l a  s t ruc tu re  de type cytochrome qui a peut-être é té  

perdue au cours des procédés de p u r i f i c a t i o n  (WWNEY, 1971). 

2) Chez les algues 

Chez les algues, l 'exemple l e  p lus  é tud ié  e s t  c e l u i  de Ch lo re l l a .  

L'enzyme, hautement p u r i f i é e  de C h l o r e l l a  -' fusca e s t  d é c r i t e  comme une 

protéine d'un poids molécula i re de 500 000 qui possède deux a c t i v i t é s  

enzymatiques : une diaphorase N A D H spécif ique e t  l a  n i t r a t e  réductase 

proprement d i t e  (ZUMFT e t  Coll., 1969). Comme pour Neurospora, l a  présence 

d'un cytochrome e s t  mise en évidence au niveau de l'enzyme de Chlore1 l a  

pyrenoïdosa (VENNESLAND e t  JETSCHMANN, 1971). Ce cytochrome e s t  de type b 

chez l a  chlore1 l e  " B e r l i n  s t ra in " .  L'enzyme, comme les autres n i t r a t e  réduc- 

tases, révè le  les deux a c t i v i t é s  signalées : cytochrome c réductase (diaphora- 

se) e t  n i t r a t e  réductase proprement d i t e  (SOLOMONSON e t  VENNESLAND, 1972). 

Les r é s u l t a t s  de I l ana lyse  des groupements prosthét iques de l a  n i t r a t e  réduc- 

tase de C h l o r e l l a  vu lga r i s ,  suggèrent que l'enzyme na t i ve  con t ien t  un minimum 

de deux molécules de chacun des éléments : F A D e t  molybdène. De plus, c e l l e -  

c i  est  composée d'au moins t r o i s  sous-unités (SOLOMONSON e t  Col l . ,  1975) e t  

possède un poids molécula i re de 356 000, 1 1  e s t  à noter  que les  poids molé- 

cu la i res  dans l e  genre Ch lo re l l a  e t  en général dans les algues sont t r è s  

6 levés par rapport  à ceux signa lés  chez les champignons ou les  p lantes 

supérieures. Ainsi,  l'enzyme p u r i f i é e  de Duna l i e l l a  t e r t i o l e c t a ,  e s t  une 

molybdoflavoprotéinesoluble, de poids molécula i re supérieur à 500 000 qui 

es t  capable de fonct ionner comme cytochrome c réductase (LE CLAIRE e t  

GRANT, 1972). Ce1 l e  de l a  diatomée Thalassios i ra pseudonana, possède un 



poids molécula i re de 330 000 e t  fonct ionne comme N A D H, F A D H2 e t  M V H 

n i t r a t e  réductases e t  N A D H cytochrome c réductase (AMY &GARRETT, 1974). 

Chez hnkistrodesmus b r a u n i i ,  l e  poids molécula i re du complexe enzymatique * 

es t  de 475 000 (AHMED e t  SPILLER, 1976). BAREA e t  Col 1 .  (1976) proposent 

l e  schéma suivant  du mécanisme de réduct ion des n i t r a t e s  chez Chlamydomonas 

r e i n h a r d i i  

r d .  

OX. 

Sclzha d e  Ca i r é d u d o n  enzymat ique  d u  W e 4  en ammonium chez Ckeaniydo- 

monad (seCoiz J.L. BAREA e.t C o l t . ,  7975). 

NO3 Rabe = n & a X e  i i éduc tase  - NO2 Rase = ni&Ae iréductaae 

Fd = F e m e d o x i n e .  

" 3) Chez les  p lantes supérieures 

PANEQUE e t  Col 1 .  (1965) montrent chez l 'ép inard  que l a  N A D (Pl H 

n i t r a t e  oxydoréductase (EC 1.6.6.2.) e s t  en f a i t  un mélange de deux proté ines 

d i f féeentes  ; N . A  D P réductase e t  n i t r a t e  réductase proprement d i t e ,  c e f t e  

dernière é t a n t  classée comme F M N H2 (F A D H2) n i t r a t e  oxydoréductase 

(une molybdoprotéine).  

SCHRADER e t  Col 1 .  (1968) suggèrent que l'enzyme, e x t r a i t e  de 

f e u i l l e s  de maîs, de courge e t  d'épinard, e s t  probablement composée de sous- 

un i tés  capables d ' u t i l i s e r  aussi b ien N A D H que F M N Hp. Les auteurs 

pensent que l a  n i t r a t e  réductase, chez les  p lantes supérieures, d o i t  ê t r e  

désignée :N A D H : n i t r a t e  réductase (E.C. 1.6.6.1). De même, i l s  

proposent l e  schéma su ivant  représentant l a  n i t r a t e  réductase e t  les  échanges 
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d 'é lec t rons  à p a r t i r  du N A D H. 

NAOP J Na2S204 (etc) 

reducto s e  n 
FMNH 

NAD 

a reducto s e  L< 

l n  

3 ,  FAD Mo Se 

- R e p t h W o n  achhahque de la trédudon de nLtmta p a ~  la nLtta.te tréduc- 

&ae. s d o n  L. E .  S C M A D E R  & Col&., 1968. Un mowhe Le &hx d'iXe&ov~cl à p a n -  
.WL a h  AIADH et du NADPH. Le FMN b a t  dlintemnEci&.he e&e Le NADPU ou &a 
t~Educke~lhb chimiquec, et Le F A V .  

L'enzyme, issue des feui  l lés  de fève, se présente comme deux sous- 

u n i t é s  ét ro i tement  l i é e s  : diaphorase N A D H spéc i f ique e t  F M N H2 : 

n i t r a t e  réductase. La diaphorase peut former l'enzyme su l fhydry lée  qui 

s ' i n t e r p o s e r a i t  dans l e  t r a n s f e r t  d 'é lec t rons  en t re  N A D H e t  n i t r a t e  

(OJI e t  IZAWA, 1969a). Le n i t r a t e  i n d u i t  les a c t i v i t é s  N A D H : nid-rate 

réductase, F'M N H2 : n i t r a t e  réductase e t  N A D H : cytochrome c  réductase 

chez l 'o rge (WRAY e t  FILNER, 1970). En f a i t ,  ces t r o i s  a c t i v i t é s  sera ien t  

c e l l e s  d'un même complexe enzymatique comprenant deux composants de d i f f é -  

ren tes  s t a b i l i t é s  e t  mesurables comme N A D H : cytochrome c  réductase e t  

F M N H2 : n i t r a t e  réductase ; l a  réac t ion  générale du complexe pe rmet t ra i t  

l a  réduct ion des n i t r a t e s  en n i t r i t e s  avec N A D H comme donneur d 'é lec t rons .  



cyt. c,, FMNH 

sensitive 
labile 

Hcat-stable 

NAD+ 

S;DruWe du complexe enzyrnatujue b d o n  J.L.  WRAY d P. FILMER, 1970. 

Ce complexe a& dotun& d'au moim d u x  compoaéb ayant d u  aRabiLitén 

àildélrentes. L'un = NADU c y t o c h m e  c tréduc-e, LtaLLtrre = F14NU2 - ni&tate 

tréduc.We, La n é a d o n  geobde a pom fibuCta.-t La tréducZion d u  datu 
avec NADU conrme d o n n m  d' e R e e . 0 ~ 0 ~ .  

Le complexe enzymatique, chez l e  mai's, de poids molécula i re 270 OC3 

fonct ionne comme N ,A D H, F M N H viologênes r é d u i t s  n i t r a t e  réductases, 
$2' 

N A D H f e r r i cyan ide  réductase e t  N A D H diaphorase (ROUSTAN e t  Col l., 1974). 

JOLLY e t  C o l l .  (1976) ont  pu i so le r ,  des f e u i l l e s  de soja, les N A D P H e t  

N A D- H n i t r a t e  réductases de poids molécu la i r e  220 000 e t  330 000 respect ivs-  

ment. Toutes deux présentent une a c t i v i t é  cytochrome c réductase. 

Plus récemment, NOTTON e t  Co l l .  (1977) s igna lent  chez l 'ép inard  

l a  présence d'un cytochrome de type b qui s'engage dans la  réduct ion des n i t r a -  

t e s  avec N A D H, 

Selon HEWITT (19751, nous ret iendrons que chez les eucaryotes, t o u t e  

n i t r a t e  réductase présente t r o i  s fonct ions : 

a )  une réduct ion  des n i t r a t e s  N A D ( P l  H dépendante 

b) une N A - D  (P l  H déhydrogénase avec cytochrome c, D C P I P, 

fe r r i cyanure  ou se ls  de té t razo l i um comme accepteurs 

c )  une a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase avec méthyl-viologène r é d u i t  , 
benzyl viologène r é d u i t  , F M N Hz, F A D H e t  rarement ferredoxine comme 2 
donneurs d 'é lectrons.  



CAMPBELL e t  SMARRELLI ( 1978) ont  é tud ié  l e  mécanisme de c iné t i que  

enzymatique de l a  n i t r a t e  réductase des p lan tes  supérieures. I l s  proposent 

a i n s i  un mécanisme "p ing  pong" dans lequel l a  n i t r a t e  réductase r é d u i t e  

t r a n s f e r r e r a i t  les é lec t rons  à p a r t i r  du s i t e  N A D H au s i t e  n i t r a t e  selon 

l e  schéma suivant  : 

AiodèLe c ine t i que  j ~ r o p o ~ é  parr W.H. CAMPBELL e.t J. Jtr. SMARRELLI, 7976 

Des nombreux exemp les  t i rés  de l a  1 i t t é r a t u r e ,  BUTZ e t  JACKSON ( 1977; 

proposent qu'une n i t r a t e  réductase membranaire formée de 4 monomères disposé$s 

en té t raéd re  assu re ra i t  l e  t ranspor t  des ions n i t r a t e s .  La réduct ion  e t  l e  

t ranspor t  sera ient  accomp l i s  par l e  même comp l exe enzymatique. Une A T Pase 

s e r a i t  associée à l'enzyme tétramérique. Le tét ramère s e r a i t  apparemment o r i en -  

t é  de t e l l e  façon qu'un. monomère s e r a i t  d i r i g é  vers  l ' e x t é r i e u r  du plasmalem- 

me tand is  que les 3 a u t r e s  sera ien t  s i t u é s  du cô té  cytoplasmique. 

Cet te o r i e n t a t i o n  p e r m e t t r a i t  l e  mécanisme réac t ionne l  où l e  t rans- .  

p o r t  e t  l a  réduct ion d'un ion n i t r a t e  s e r a i t  accompagné par  l e  t r a n s p o r t  

de 2 ions n i t r a t e s  supplémentaires. 



Nitrote r\ 

nylote binding site on ATPose 

LNADH binding site on nitrote L reductose 
Nitrote binding site on nitrate 

reductose 

R e p b  e - n t d o n  bchérnaticjue du complexe R m é Q u e  nL&c&-~EdueXane - 
ATPue o h é  v w  l a  dace intetrne (cÔ.té cyXopladmiyue) de La cettuRe, ~ ~ O J Z  

R.G. BUT2 1 - d  W.A. JACKSON, 7 917 .  

f 
I I ) .  PURIFICATION DE LA NITRATE REDUCTASE 

Les premières p u r i f i c a t i o n s  de n i t r a t e  réductase ont  é té  réa l i sées  

par EVANS e t  NASON (1953) à p a r t i r  du Soja e t  de Neurospora crassa. 

Le procédé u t i l i s é  comprenant une adsorpt ion sur gel phosphate de calcium 

e t  des p r é c i p i t a t i o n s  par  l e  s u l f a t e  d lamn ium,  n'a fourn i  que des prépara- 

t i o n s  enzymatiques par t ie l lement  p u r i f i é e s  (envi ron 70 f o i s )  avec des bas 

rendements (de l 'ordre de 10 $1. L t  i n t roduct  ion de nouvel les méthodes, t e l  les  

que l a  gel f i l t r a t i o n ,  l a  chromatographie sur  hydroxy lapat i te  ou sur  D E h E 

ce l lu lose,  l a  p r é c i p i t a t i o n  par les s u l f a t e s  de protamine e t  de streptomycine 

dans les procédés de p u r i f i c a t i o n  n 'on t  permis que l ' ob ten t ion  de f r a c t i o n s  

faiblement p u r i f i é e s ,  avec des rendements tou jou rs  f a i b l e s .  C'est a i n s i  que 

l'enzyme f u t  p u r i f i é e  130 f o i s  chez l 'ép inard  (PANEQUE e t  Col l . ,  19651, 75 f o i s  

chez l e  maïs (ROUSTAN e t  Col l . ,  19741, 3 f o i s  chez l e  soja (JOLLY e t  Coll., 

19751, 487 f o i s  chez Neurospora crassa (GARRETT e t  NASON, 19691, 250 f o i s  chez 

Aspergl l l u s  n idulans (DOWNEY, 19711, 30 f o i s  chez Duna l i e l l a  t e r t i o l e c t a  

(LE CLAIRE e t  GRANT, 19721, 40 à 230 f o i s  chez Ch lo re l l a  pyrenoîdosa (SCHLOEMER 

e t  GARRETT, 19731, 200 f o i s  chez Tha lass ios i ra  pseudonana (AMY e t  GARRETT, 

1974) e t  30 f o i s  chez Ankistrodesmus b raun i i  (AHMED e t  SPILLER, 19761. 



La difficulté majeure à purifier l'enzyme semble provenir d'une 

part de la nature très instable de I'enzyme et de la difficulté de trouver 

un procédé rapide et spécifique de purification (HAGEMAN et HUCKLESBY, 1971). 

Le problème fut résolu grâce aux applications de la chromatographie d'affinité. 

En effet, de nombreuses enzymes qui possèdent un site nucléotidique appelé 

l1dinucleotide fold" peuvent être identifiées et isolées par passage sur bleu 

dextran Sépharose (THOMPSON et Coll., 1975). 

De même, certaines enzymes à N A D H, N A D P et A T P se lient 

au bleu dextran Sépharose et peuvent être ensuite éluées spécifiquement par 

de faibles concentrations de leurs coenzymes nucléotidiques (WILSON, 1976). 

WILSON (1976) conclut que toutes les "enzymes à nucléotides" réagissent avec 

le bleu cibacron FJGA, identifié comme étant le chromphore du bleu dextran .. 
(BOHME et Coll., 1972 ; THOMPSON et Coll., 19761, ceci se produit probablement 

du fait de la similitude de structure qui existe entre le chromophore et les 

nucléotides. 

Le complexe N A D H nitrate réductase de Chlorel la vulgaris, déjà 

purifié 640 fois (SOLCIMONSON et Coll ., 1975) a pu ainsi être purifié 930 
fois avec un rendement de 60 $ (SOLOMONSON, 1975). Dans ce cas, I'enzyme, liée 

au bleu dextran sépharose, est él uée avec un gradient 1 i néai re de O à 100 PM 

de N A D H. 

Employé comme seule étape de purification, le passage sur bleu dex- 

tran sépharose ou sur bleu sépharose a permis de purifier 325 fois l'enzyme 

à N A D ( P l  H du soja (CAMPBELL, 1976a),150 fois celle de la courge (CAMPBELL. 

et SMARRELL1,1978) et 140 fois cet-le du scutel lum de mars (CAMPBELL, 1978) 

avec les rendements respectifs de 81, 50 et 20 %. 
Utilisé comme étape finale, i l  a permis de purifier 2600 fois l1enzy- 

me d'épinard (NOTTON et Coll., 1977) ; 630 fois celle de mars (CAMPBELL et 

SMARRELL1,1978) ; 224 et 182 fois celles de Chlorella variegata (HIPKIN et 

Coll.,  1979). 

Les enzymes extraiies.de Dunaliella parva sont purifiées respective- 

ment 145 fois et 110 fois par passages sur N A D H - sépharose (HEIMER et 
Coll., 1976). 



NITRATE REDUCTASE ET SYSTEME D'*INDUCTION. INFLUENCE DU SUBSTRAT 

A )  NATURE INDUCTIBLE DE L'ENZYME 

La nature i n d u c t i b l e  de l a  n i t r a t e  réductase f u t  mise en évidence, 

par  EVANS e t  NASON (19531, chez Neurospora crassa. En e f f e t ,  ces auteurs 

constatent l a  présence de l'enzyme dans du mycélium c u l t i v é  sur  n i t r a t e s  

ou n i t r i t e s  mais non pas dans c e l u i  c u l t i v é  sur ammonium ou a lanine.  

Des études s i m i l a i r e s ,  chez l e  soja, n 'on t  t o u t e f o i s  pas abouti  à l a  même 

conclusion (NASON e t  EVANS, 1953). 

Chez l e  chou-fleur, l a  nature de l a  source azotée détermine I'appa- 

r i t i o n  de l ' a c t i v i t é  enzymatique (CANDELA e t  Coll., 1957). Plus ta rd ,  AFRlDl 

e t  HEWlTT (19641 conf irment l a  nature i n d u c t i b l e  de I'enzyme. Cependant, l a  

no t i on  d ' i nduc t ion  enzymatique, empldyée i c i ,  s i g n i f i e  que l 'augmentation 

d ' a c t i v i t é  observée r é s u l t e  de l a  réponse spéc i f ique à un st imulus inducteur 

t e l  que l ' appor t  d'un substrat,  d'un analogue ou encore d'un cons t i t uan t  

prosthét ique, ceci  n ' impl iquant  pas forcément l a  synthèse protéique. 

L 'appar i t i on  de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase, associée à l a  synthèse 

de l'enzyme i n  vivo, f u t  admise grâce à l 'emploi d ' i n h i b i t e u r s  de l a  synthèse 

protéique. De nombreux chercheurs o n t  pu montrer que des i n h i b i t e u r s  de l a  

t r a n s c r i p t i o n  des mR N A t e l l e  l a  6-néthyl pur ine e t  I 'act inomycine D, ou de 

l a  t raduct ion  des mR N A comme l e  chloramphénicol, l a  cycloheximide e t  l a  

puromycine, Inh ibent  aussi l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase chez d i f f é r e n t s  végé- 

taux  (BEEVERS e t  Coll., 1965 ; SHEN, 1969 ; FERRARI e t  VARNER, 1969 ; SMITH 

e t  THOMPSON, 1971a e t  b ; OAKS e t  Col l., 1972 ; SUBRAMANIAN e t  SORGER, 1972b ; 

SLUITERS-SCHOLTEN, 1973 ; BUCZEK, 1976 ; SASAKAWA e t  YAMAMOTO, 1977). 

INGLE (1968) é tud ie  les synthèses d'acides nucléiques e t  de proté ines 

durant l ' i n d u c t i o n  de l a  n i t r a t e  réductase dans les  cotylédons de rad is .  Ces 

r é s u l t a t s  suggèrent l ' éven tue l l e  formation d'une pro té ine  aut re  que l'enzyme 

l o r s  de l a  synthèse proté ique requise pour l ' i nduc t ion .  I I  p o u r r a i t  s ' a g i r  

- d'un e f fec teu r  nécessaire à l ' a c t i v i t é  enzymatique. Seuls les t ravaux de 

ZIELKE e t  FILNER (19711 prouvent de manière probante que l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  

réductase, décelée chez l e  tabac, représente b ien l ' a c t i v i t é  d'une p ro té ine  

synthét isée de novo après l ' a d d i t i o n  des n i t r a t e s .  

L'existence de mutants peut p l a i d e r  en faveur de l ' i n d u c t i o n  de l a  

synthèse enzymatique. A ins i ,  l ' i n d u c t i o n  de l a  n i t r a t e  réductase e t  de l a  



T P N H cytochorme c réductase ne survient, chez les mutants de Neurospora 

crassa que, si ceux-ci sont cultivés en présence d'uracile, d'adénine, d1argi- 

nine ou d'histidine qui constituent leurs exigences respectives. Ces résu-ltats 

indiquent que la synthèse protéique est nécessaire pour 1 'induction des 

deux enzymes (SORGER, 1965). 

8) REGULATION PAR LES NITRATES 

1) lnf 1 uence du substrat 

L'apparition de l'activité de la nitrate réductase, après l'addition 

de son substrat nitrate, a été confirmée chez les végétaux supérieurs (CHAMPIGNY 

1963 ; WALLACE et PATE, 1965 ; HAGEMAN et FLESCHER, 1960 ; BEEVERS et Coll., 

1965 ; SHEN, 1969 ; JOY, 1969 ; BEHREND et MATELES, 1975 ; AMINDARI et Coll., 

1978). 

Dans une suspension ce1 lulaire de tabac, l'induction nécessite 

une source exogène de nitrates (HEIMER et FILNER, 1971 ; FERRARI et Col l., 

1973 ; FILNER, 1966). L'activité nitrate réductase chute rapidement lorsque 

son substrat est retiré du milieu d'induction chez le mars (ASLAM et OAKS, 

1975 ; OAKS et Col l., 19721, chez le tabac (HEiMER et FILNER, 1971) et chez 

. Neucospora (SUBRAMANIAN et SORGER, 1972a). Toutes ces observations souiionent 

le rôle fondamental joué par les nitrates dans l'induction enzymatique. 

I I  faut toutefois signaler l'induction enzymatique par le chloram- 
phénicol chez des plantules de riz (SHEN, 1972 ; SHEN et Coll., 1976). L'enzyme, 

ainsi induite, utilise préférentiellement N A D P H comme donneur d'électrons. 

Cependant, l'induction parlies nitrites a été aussi signalée (CHROBOCZEK-KELKER 

et FILNER, 1971). Dans des .racines isolées de pois incubées en présence de 

nitrites, certains nitrites sont oxydés en nitrates qui sont responsables 

de l'induction enzymatique (SAHULKA et LISA, 1978). 

2) Nitrates et induction maximale 

S i  le nitrate est essentiel pour l'apparition de la nitrate réduc- 

tase, sa concentration dans le milieu de culture est aussi un facteur déterminant 

pour obtenir l'induction maximale. Ainsi, le maximum d'induction est enregistré 

avec 3 mM de nitrates chez Chlorella vulgaris (SMITH et THOMPSON, 1971b1, 10 PM 

chez des racines isolées d'orge (SMITH et THOMPSON, 1971a), 10 mM dans les 



pointes de racines de mars (ASLAM et OAKS, 1975) et 100 mM chez des plantules 

de concombre (BUCZEK, 1976). La formation de l'enzyme de Neurospora est 

inhibée, par contre, avec des doses élevées de nitrates (KINSKY, 1961). 

La forme, sous laquelle est fourni le nitrate, joue aussi un rôle 

important. KN03 induit une absorption et une accumulation des nitrates, ainsi 

qu'une activité nitrate réductase plusélevéesque Ca (NO 1 chez des plantules 3 2 
d'orge (BLEVINS et Coll., 1978a) et que NaN03 dans les feuilles de plantules 

de blé (BLEVINS et Coll., 1978b1. Les auteurs mettent I1accent sur le rôle 

critique tenu par les ions K+ dans l'absorption et le transport des nitrates, 

ce qui a été déjà précisé par BLEVINS et BARNETT (1975). 

3) Existence d'une période de latence 

En général, i l  existe une période de latence entre l'induction 

enzymatique et l'addition de nitrates dans 1.e milieu de culture. Celle-ci 

varie en durée selon les espèces. Elle est de 45 minutes chez Neurospora 

(KINSKY, 1961), 30 minutes chez le radis (BEEVERS et Coll., 19651, 6 heures 

chez le tabac (FILNER, 19661, 8 minutes chez Aspergillus (COVE, 19661, 30 

à 40 minutes chez le riz (SHEN, 19691, 30 à 60 minutes chez le mars (OAKS 

et Coll., 19721, 3 heures chez le soja (OAKS, 19741, et 48 heures chez 
- - - Pau 1-t-s Scar 1 et .Rose- (WHANTY et. FLETCHER, 1976). 

4) Absorption et réduction des nitrates-compartimentation 

intracel lulaire 

Dans les suspensions cellulaires d'érable (YOUNG, 19731, de Paul's 

Scarlet Rose (JONES et Coll., 1976) et de soja (HAHLBROCK et Coll., 19741, 

Itactivité nitrate réductase et la consommation des nitrates évoluent en 

parfaite corrélation, la chute de l'activité enzymatique coïncidant avec 

l'épuisement total des nitrates. Ces résultats indiquent l'existence d'une 

relation directe entre I1absorption des nitrates et l'induction enzymatique. 

NEYRA et HAGEMAN (1975) démontrent, avec des racines Isolées de mars, que 

Itinduction de I1enzyme est fonction du temps et qu'elle dépend de Itabsorp- 

tion des nitrates. Leurs résultats appuient le concept que le taux d'induction 

est régulé par l'absorption des nitrates et que l'augmentation de l'absorption 

entraîne Ilaugmentation des taux d'induction. I I  reste à savoir néanmoins 

quelle relation existe entre nitrates absorbés, nitrates réduits et induction 

enzymatique. 



Dans des tissus de radis et de maïs, l'induction de l'enzyme est 

approximativement proportionnelle à la quantité de nitrates présente dans les 

tissus (BEEVERS et Coll,, 1965). Tous les nitrates absorbés par des racines 

isolées d'orge ne sont pas réduits après différents temps d'incubation (SMITH 

et THOMPSON, 1971a). Une partie d'entre-eux s'accumule à l'intérieur des 

tissus. Après une période de latence de 25 minutes, l'activité nitrate réduc- 

tase apparait, augmente rapidement, atteint son maximum après 3 heures et 

demeure stationnaire chez Neurospora. SUBRAMANIAN et SORGER (1972a)estiment 
wr que la phase stationnaire ne résulte pas de la perte d'inductm dans le 

milieu de culture car 1 'addition supplémentaire de nitrates durant cette 

phase ne provoque pas d'augmentation d'activité. De même, OAKS et Coll. (1972) 

pensent que la chute d'activité nitrate réductase, dans les pointes de racines 

de mars, n'est pas due à une limitation en nitrates car 70 % de ceux-ci sub- 
sistent encore dans le milieu de culture. Le transfert des racines dans un 

milieu neuf ne modifie pas non plus la quantité d'enzyme. 

Lorsque des cellules de tabac totalement induites et renfermant 

beaucoup de nitrates, sont tranferées sur un mi 1 ieu dépourvu de nitrates, 

l'activité nitrate réductase diminue, bien que le contenu interne en nitrates 

soit toujours élevé. Ceux-ci sont progressivement assimilés. HEIMER et FILNER 

(1971) interprètent ces résultats en considérant que la plupart des nitrates 

accumulés dans les cellules sont disponibles comme substrat pour l'enzyme 

mais que seule, une faible quantité peut assurer la fonction d'inducteur. 
0 3 

En d'autres termes, i l  existerait deux "pools" de compartiments de nitrates 

Intracellulaires, l'un petit et de courte vie appelé "pooIninducteur, et 

I 'autre grand et de longue v i e nomrné'(poo 1 "substrat. Les ni trates du "pool 'l 

substrat ne peuvent combler le pool inducteur. FERRARI et Coll. (1973) re- 

marquent que des cellules de tabac, contenant des nitrates et parfaitement 

induites, cessent de produire des nitrites après une heure d'Incubation 

sous condition anaérobie. Cet arrêt de production des nitrites n'est pas 

attribué à une inactivation du système réducteur des nitrates, ni même 

à la sortie des nitrates des cellules. Les auteurs proposent, conme HEIMER 

et Fi LNER (1971 1, I 'existence d'un petit métabol ique et un grand "pool" 

de stockage des nitrates à l'intérieur des cellules. La production des nitrites 

s'arrête lorsque le "pool" métabolique est totalement dépourvu de nitrates. 

FERRARI et Col 1. (1973) généralisent, chez les plantes supérieures, cette 

présence des deux "pools", dont les propriétés varient selon les espèces et 



leurs conditions physiologiques propres. Le "pool" métabolique, accessible 

au système réducteur dans lequel .Ile nitrate est converti en nitrite sous 

conditions anaérobies, serait cytoplasmique tandis que le "pool" de stockage, 

inacessible au système réducteur, serait vacuolaire. 

Le dosage des nitrites, formés sous conditions anaérobies, permet 

de mesurer le contenu du "pool" métabolique (ASLAM et OAKS, 1975). ASLAM 

et OAKS (1976) mettent en évidence une relation linéaire entre l'activité 

nitrate réductase et le contenu du "pool"métabolique. 

SAHULKA (1978) distingue en plus des deux "pools" précédemmsnt 

définis, un "po01'~ inducteur spécial chez les cellules des plantes. SAHULKA 

et LlSA (1978) proposent le diagramme suivant de la compartimentation 

des nitrates chez des cellules de pois : 

anducl ton 

B .  - D k g m m e  kephi2hen;tan.t L u  c o m p ~ e n ; t 4  c m u  d a  niahatu d a m  

lu c & d u  de t~~cUzu d e  p a b .  

S d a n  J.  SAHULKA et L .  L ISA,  7 975 
5 )  Absorption et transport: des ni trates-perméases 

Chez des plantules d'orge, l'absorption des nitrates se déroule 

en deux phases : une bhase initiale de latence et une phase accélérée 

(RA0 et RAINS, 1976). L'A T P ou d'autres intermédiaires à haut contenu 

jnergetique seraient les sources d'énergie pour l'absorption des nitrates. 



Les deux phases de l'absorption sont observées avec des racines isolées 

de maïs (NEYRA et HAGEMAN, 19751, des plantules de maïs (JACKSON et Coll., 

19731, des cellules de tabac (HEIMER et FILNER, 19711, des plantules de riz 

(SASAKAP!A et YAMAMOTO, 1978). Le déroulement de la phase accélérée dépend 

de la synthèse protéique continue (JACKSON et Coll., 1973). L'hypothèse que 

la synthèse d'une protéine spécifique transporteur des nitrates doit inter- 

venir, est ainsi proposée sans toutefois écarter que l'induction de la nitra- 

te réductase soit nécessaire à cette phase. Cette hypothèse est d'ailleurs 

soutenue par NEYRA et HAGEMAN (1975). L'induction d'une perméase favorisant 

l'entrée des nitrates, est révélée chez les cellules de tabac et d'érable, 

chez les champignons Penicillium chrysogenum, Aspergillus nldulans, et 

Neurospora crsssa (pour références, voir HEWITT, 1975). -- 
Selon BUTZ et JACKSON (19771, le même complexe nitrate réductase assu- 

rerait le transport et la réduction des nitrates. Le transport des nitrates, 

des racines aux feuilles joue un rôle régulateur beaucoup plus grand que 

la teneur en nitrates des feuilles, dans le contrôle de l'activité nitrate 

réductase chez le maïs (SHANER et BOYER, 1976). L'assimilation des nitrates, 

dans les feuilles de mals, nécessite un apport continu de ceux-ci à travers 

le xylème (JACKSON et Coll., 1973 ; SHANER et BOYCR, 1976). Ceci confirme 

I ' importance du transfert de la racine à la partie aérienne où la réduction 

des nitrates a lieu. 

BEN ZlONl et Coll. (1970 ; 1971). ont conçu un mécanisme pour expliquer 

comment la réduction des nitrates dans les plantules peut influencer I'absorp- 

tlon des nitrates par les racines. Lorsque la quantité de nitrates est réduite 

dans la pousse, une quantité équivalente de malate est produite. Une partie 

du ma late synthétisé migre vers le système raci nai re sous forme de ma late de 

potassium ; elle est ensuite oxydée en carbonate de potassium qui s'échange 

avec les nitrates du milieu d'incubation. Ainsi, la réduction des nitrates 

dans la pousse contrôle I'dbsorption par la racine. 

, - 

IV) NITRATE REDUCTASE ET NUTRITION AZOTEE - REGULATION METABOLIQUE 
A) ROLE DE L' ENZYME DANS LA NUTRlT ION AZOTEE 

I I  est admis, depuis les premiers travaux de EVANS et NASON ( 1 9 5 3 )  

sur les plantes supérieures et NASON et EVANS (1953) sur Neurospora crassa, 

que la nitrate réductase est la première enzyme qui intervient dans I1assimi- 



lation des nitrates et catalyse leur réduction en nitrites. L'enzyme responsa- 

ble de la réduction ultérieure des nitrites, la nitrite réductase, a été 

~btcnue à partir de champignons, d'algues et de plantes supérieures (KESSLER, 

1964). Si les nitrites ont pu être caractérisés in vivo dans la séquence 

de la réduction des nitrates en ions ammonium, l'existence d'autres intermé- 

dlaires est très contestée (CRESSWELL et Coll., 1965 ; BEEVERS et HAGEMAN, 

1969 ; KESSLER, 19641, notamment I'hydroxylamine. Selon les travaux évoqués 

par SANDERSON et COCKING (1964a1, les nitrates sont assimilés pour être 

transformés en ions ammonium (utilisation de composés marqués à l'azote 

1 5 ~ ) .  Les nitrates et I 'ammonium ont le même effet sur la production d'acides 

aminés libres et de protéines. L'ammonium serait incorporé directement 

à l'intérieur des substances organiques azotées par le glutamate et la 

gtutamine. La glutamate déhydrogénase est signalée être une enzyme clé 

dans I1incorporation de I'ammonium sous forme organique et sa distribution 

aux autres acides aminés ferait intervenir des aminotransférases (JOY, 

1969). La glutamine synthétase ou la glutamate déhydrogénase par 1' incor- 

poration d'ammonium permettent la production de glutamine ou du glutamate 

(MIFLIN et LEA, 1976). 

REGULAT ION DE LA NITRATE REDUCTASE 

Régulation par l'ammonium et autres substances azotées 
, . - -._.--. - - 

Les données fournies par la littérature, se rapportant à l'étude des effets 

de l'ammonium sur la formation et l'activité de la nitrate réductase, apparais- 

sent contradictoires. Chez les algues Chlorella vulgaris (SMITH et THOMPSON, 

1971b1, Chlorella fusca - (LOSADA et Coll., 19701, Chlamydomonas reinhardi 
(HERRERA et Coll., 1972) et Thalassiosira pseudonana (AMY et GARRETT, 1974) 

I'amonium réprime la formation de la nitrate réductase. Dans la plupart 

des cas, i l  inactive l'enzyme préexistante induite par les nitrates. L'inac- 

tivation est rendue réversible après le retrait de l'ammonium du milieu de 

culture. LOSADA et Coll. (1970) concluent que l'ammonium est le répresseur 

nutritionnel du système entier de la réduction des nitrates chez Chlorella 

fusca. Celui-ci n'a toutefois aucun effet sur l'activité de la nitrate - 
réductase in vitro (SMITH et THOMPÇON, 1971b ; ILVY et GARRETT, 1974). 



Chez l e s  champignons Neurospora crassa (KINSKY, 1961 ; SUBRAMANIAN 

e t  SORGER, 1972a, SORGER e t  DAVIES, 1973 ; DANTZIG e t  Col l . ,  19781, Aspergi l -  

l us  nidulans (COVE, 1966) e t  Rhodotorula g l u t i n i s  (1T0 e t  SUZUKI, 19781, i l  - 
réprime l a  synthèse de I'enzyme. Chez Neurospora crassa, I'enzyme complète- 

ment i n d u i t e  e s t  rapidement inac t ivée en présence d'ammonium (SUBRAMANIAN 

e t  SORGER, 1972b 1. 

A ins i ,  s i  l'ammonium e s t  à l a  f o i s  un répresseur e t  un i nac t i va teu r  

de I'enzyme chez les algues e t  les  champignons, i l  en e s t  t o u t  autrement 

chez les p lan tes  supérieures où l e  problème demeure obscur. 

L'ammonium ou un p rodu i t  de son métabolisme peut exercer un e f f e t  

d i r e c t  sur l a  synthèse de l a  n i t r a t e  réductase dans des rac ines iso lées  

d'Orge (SMITH e t  THOMPSON, 1971a). Toutefo is ,  l ' i n h i b i t i o n  observée n 'es t  

que p a r t i e l l e .  La répression de l a  format ion de l'enzyme e s t  montrée chez 

Lemna minor - (JOY, 1969) e t  dans une suspension c e l l u l a i r e  de tabac (BEHREND 

e t  MATELES, 1975). L ' i nduc t i on  enzymatique, dans une suspension c e l l u l a i r e  

de soja, e s t  inhibée pa r  une dose de 20 mM de s u l f a t e  d'ammonium a l o r s  que 

c e l l e - c i  n ' e s t  pas retardée par  une dose de 2 rnM (OAKS, 1974). 

Le phénomène de "feedback" ou r é t r o i n h i b i t i o n  par  l'ammonium e s t  signa- 

lé par SHEN (1969) chez l e  r i z .  Par contre, dans des rac ines de mals, I'ammo- 

. a  nium neJprovoque pas I ' inh- ib i t ion .de  I ' i nduc t i on  de 1 'enzyme, e t  n ' a f  f ec te  

pas sa s t a b i l i t é  i n  v i v o  (OAKS e t  Col l . ,  1977). De même, dans une suspension - 
c e l l u l a i r e  d'lpomoea, son apport à des c e l l u l e s  i ndu i tes  ne supprime pas l a  

synthèse u l t é r i e u r e  de I'enzyme. La q u a n t i t é  de n i t r a t e  réductase détectée 

dans des ce l l u les  CU 1 t i vées en présence d 'ammonium représente près de 25 $ 

de c e l l e  des c e l l u l e s  i n d u i t e s  au maximum (ZINK e t  VELIKY, 1977). 

Dans les  suspensions c e l l u l a i r e s  de so ja  (BAYLEY e t  Coll., 19721, 

de Paul 's S c a r l e t  Rose (MOHANTY e t  FLETCHER, 1976) e t  les apex des p a r t i e s  

aériennes du p o i s  (SIHAG e t  Coll., 19781, l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase 

e s t  p lus  élevée en présence d'ammonium dans l e  m i l i e u  de cu l tu re .  Selon 

MOHANTY e t  FLETCHER (19761, ce composé s t i m u l e r a i t  l a  synthèse de I'enzyme. 

Selon SIHAG e t  Coll. (1978), i l  augmenterait I q a c t i v i t é  enzymatique en rédui -  

sant  l a  dégradat ion de I'enzyme e t  en amél iorant  sa s t a b i l i t é  i n  v ivo.  De 

plus, ces auteurs suggèrent qu'une ou des pro té ines  i ndu i tes  par  l'ammonium 

jouera ien t  un r ô l e  de r é g u l a t i o n  dans l e  con t rô le  du contenû enzymatique. 



Selon SAHULKA (19771, i l  est possible d'obtenir les différents effets de 

l'ammonium dans les racines isolées du pois en modifiant les conditions 

expérimentales. 

Les cellules de tabac, cultivées en présence dlhydrolysat de caséine 

comme seule source d'azote, ne synthétisent pas la nitrate réductase. 

L'alanine, l'asparagine, la glycine, la méthionine, la proline, la thréonine, 

la valine, llaspartate, le glutamate, l'histidine et la leucine sont des 

répresseurs de la formation de l'enzyme dans ces cellules. Par contre, 

I 'argi ni ne et la lysine agissent comme dérépresseurs. La cystéine et 

I1isoleucine sont également des dérépresseurs excepté en présence de 

méthionine ou d'alanine (FILNER, 1966). 

L'activité nitrate réductase, d'une suspension ce1 lulaire de soja, 

est plus importante lorsque la L-glutamine, la L-alanine ou la putrescine 

sont présentes dans le milieu de culture (BAYLEY et Coll., 1972). Chez 

Chlore1 la vulgaris, l'urée, I1aspartate, le glutamate, la leucine, l'histidine, 

I1arginine, la citrulline, I'ornithine et la lysine inhibent l'augmentation 

d'activité enzymatique induite in vivo par les nitrates, alors que leurs effets 

sont nuls sur l'activité enzymatique in vitro (SMITH et THOMPSON, 1971b). 

Les auteurs pensent que les inhibitions dues à la leucine et à I'histidine 

.. . résultent dl<ef+ets secondaires sur la croissance. Celles provoquées par 
Iturée, I'arginine et la citrulline proviennent de leur conversion en ammo- 

nium, Un mélange d'acides aminés de composition voisine de celle de I'endos- 

perme de mars, inhibe partiellement l'induction de la nitrate réductase 

dans les racines. L'inhibition devient plus sévère lorsque la glutamine 

et l'asparagine figurent dans ce mélange. OAKS et Coll. (1977) proposent 

que tous ces acides aminés interviennent au niveau de l'une des phases des 

procédés d'induction, c'est-à-dire sur l'absorption ou la distribution des 

nitrates ou plus directement sur la synthèse même de l'enzyme, sans affecter 

le "turnoverll de I 'enzyme. 

Certa i ns acides ami nés, comme 1 a thikon i ne, empêchent 1 'act i vit6 enzyma- 

tique alors que d'autres, dont I'arginine, abolissent l'action inhibitrice 

des précédents (BEHREND et MATELES, 19751. RADIN (1976) conclut que la r6gu- 

lation de l'activité nitrate réductase, chez le coton, est un processus com- 

plexe engageant des interactions entre acides aminés. 



La L canavanine , analogue de I'arginine, inhibe l'apparition de 

la nitrate réductase dans des racines de mars. L'inhibition devient réver- 

sible en présence d'arginine. ASLAM et Coll. (1978) considèrént que la cana- 

vanine slincorpore dans la protéine enzymatique ce qui entraine la formation 

d'une protéine inactive. 

~ * 

2)  Régulation par la lumière et les sources carbonées - Schémas 
possibles de régulation métabolique 

Des extraits de plantes maintenues à l'obscurité, renferment peu 

de nitrate réductase. EVANS et NASON (1953) concluent qu'une teneur limitée 

de D P N réduit photosynthétiquement, diminue la réduction des nitrates. 

I-IAGEMAN et FLESHER (1960) constatent que les extraits de plantes vertes 

réduisent d'autant moins les nitrates qu'ils sont soumis à des périodes 

d'obscurité prolongées. Les plantes de tomate, renferment des quantités 

de nitrate réductase qui varient en fonction de l'éclairement reçu (SANDERSON 

et COCK I NG, 1964a) . 
' L'induction de la nitrate réductase ne se produit pas à l'obscurité 

dans des feuilles d'orge (ASLAM et Coll., 1973 ; ASLAM et Coll., 1976) et 

dans des plantules de riz dont I1endosperme a été enlevé (SASAKAWA et 

YAMAMOTO, 1977 1. Le glucose ou le saccharose peuvent remplacer la lumière. 

Le glucose permet aussi I f  induction de l'enzyme dans des feuilles épuisées 

en sucres (F.SLAI.1 et Coll., 1973). L'addition au milieu d'essai in vivo - 
de glucose, de fructose 1-6 diphosphate ou de certains intermédiaires du 

cycle de Krebs augmente visiblement l'activité enzymatique de feuilles de 

soja placées pendant des périodes prolongées à l'obscurité et à température 

6levée (NICHOLAS et Coll., 1976a). 

L'induction de l'enzyme est plus importante dans des racines isolées 

du pois alimentées en saccharose (SAHULKA et LISA, 1978). D'après ces résultats, 

i l  apparaît que la lumière et les sucres ou les produits de leur métabolisme 

Influent sur l'induction de la nitrate réduc*ase. Comment s'exerce cette 

action ? Chez le radis et le mars, la lumière provoque Ifinduction enzymatique 

indirectement en augmentant la perméabilité des tissus, ce qui accroit l'absorp- 

tion des nitrates (BEEVERS et Coll., 1965). 

Dans les feuilles de màTs, la lumière stimule le développement des 

polyrlbosomes, en même temps qu'elle augmente la nitrate réductase (TRAVIS 

et Coll., 19701, ce qui suggère que la lumi&re intervient en modifiant la 

synthèse protéique. 



TRAVIS et KEY (19711 confirment ce résultat et montrent que la lumière active 

aussi la synthèse protéique dans les feui l les âgées. La lumière peut rnod i f ier 

l'induction de l'enzyme par l'intervention d'un phytochrome (JONES et SHEARD, 

1975 ; JOHNSON, 1976). Outre ces effets plus ou moins directs sur la forma- 

tion de l'enzyme, la lumière peut agir aussi'par la photosynthèse conduisant 

à la formation des sucres. Ces sucres et leurs dérivés métaboliques peuvent 

ensuite contrôler I'induction de l'enzyme de différentes manières. Selon 

les suggestions de SASAKAWA et YAMAMOTO (1977). et de SAHULKA et LlSk (1978) 

ils peuvent fournir l'énergie pour la synthèse protéique ou le transport 

actif des nitrates dans les ce1 Iules, procurer des squelettes carbonés pour 

la molécule enzymatique ou encore élaborer le pouvoir réducteur pour l'activité 

enzymatique in vivo. 

Des intermédiaires du cycle de Krebs ou du cycle glycolytique par la 

formation de N A D H apporte l'énergie nécessaire à l'activité de la nitrate 

réductase (NICHOLAS et Coll., 1976a) . De même, SASAKAWA et YAMAMOTO (1977) 

suggjrent que l'un des effets de la lumière (ou du saccharose qui peut la 

remplacer) est de fournir l'énergie et le pouvoir réducteur par la photosyn- 

thèse. 

Selon ASLAM et Coll. (1973) l'un des principaux effets de la lumière 

serait l'apport de composés photosynthétiques favorisant la respiration, 

puis les procédés d'induction. 

Le rôle tenu par la photosynthèse dans I 'élaboration du pouvoir réducteur 

et de l'énergie est aussi proposé par BEEVERS et HAGEMAN (19691, TRAVIS et 

C o l l .  (1970) et KLEPPER et Coll. (1971). Selon KLEPPER et Coll. (1971) les 

sucres, migrant des chloroplastes vers le cytoplasme, pourraient être la 

source première d'énergie et l'oxydation du glycéraldéhyde -3- phosphate, la 

source de N A D H in vivo, Seldn NEYRA et HAGEMAN (19761, l'oxydation du 

malate serait l'une des sources principales de N A D H pour la reduction des 

nitrates, in situ, dans des feuilles de rnaîs. Ils proposent le schéma suivant 

pour expl iquer I 'assimi latbn des nitrates dans les feui l les de mat; (NEYRA 

et HAGEMAN, 1978) : 



A s a U & o n  d u  ?lni;tiLctta dan6 Ces S U U  de m& baton C .A. NEYUA et 

R.H. HAGEMAN, 7975 .  

La lumière, l ' A  T P e t  l a  r e s p i r a t i o n  const i tuent  ensemble un mécanisme 

de régu la t i on  pour l a  réduct ion des n i t r a t e s  en n i t r i t e s  dans l e s  f e u i l l e s  

ver tes JSAWHNEY e t  Col l . ,  1971a e t  b ) .  La lumière a f f e c t e r a i t  l a  réduct ion des 

n i t r a t e s  en augmentant l ' A  T P cytoplasmique par  l a  deshydrogénation des 

- -. ., . .phosphates -formés dans les chloroplastes .durant- l a  photosynthèse e t  t ransportés 

dans l e  cytoplasme. L1adénylate a i n s i  formé dans l e  cytoplasme s e r a i t  t rans-  

f é r é  aux mitochondries. Dans ces condi t ions,  l e  N;\A D H devient  d i spon ib le  

pour l a  réduct ion  des n i t r a t e s .  

1' Dans les  t i s s u s  ne r é a l i s a n t  pas l a  photosynthèse, l e  f a i t  que l e  
n i t r a t e  modi f ie  l a  consommation d'oxygène, l a i sse  supposer que l e  métabolisme 

' r e s p i r a t o i r e  f o u r n i t  les donneurs d 'é lec t rons  pour l a  réduct ion des n i t r a t e s  

(BEEVERS e t  HAGEMAN, 1969). 

Le g l ucose peut ê t r e  un facteur  important dans l e  con t rô le  de l a  stab i - 
I l t é  i n  v i v o  de l'enzyme ou de son taux  de synthèse, en mod i f i an t  l a  d i s t r i b u -  

t i o n  des n i t r a t e s  à l ' i n t é r i e u r  des fragments de rac ine  de mars (ASLAM e t  

OAKS, 1975). ASLAM e t  C o l l ,  (1976) proposent deux mécanismes intervenant  dans l a  

régu la t i on  du "pool l' métabol l que des n i t r a t e s  ; un t r a n s f e r t  à p a r t i  r du "pool l1 

stockage qu i  r e q u i e r t  l a  lumière e t  un t r a n s f e r t  à p a r t i r  du m i l i e u  e x t é r i e u r  

nécessitant l a  lumière ou l e  glucose. I l s  présentent l e  schéma su ivant  de l a  

d i s t r i b u t i o n  des n i t r a t e s  dans les f e u i l l e s  d'orge 



1 : nécessite la lumière ou le glucose 

"Pool " stockage 

Q 

2 : nécessite la lumière 

SAHULKA et LlSA (1978) indiquent que les sucres, en plus des nombreux effets 

indirects qu'ils exercent sur l'induction de l'enzyme, peuvent aussi influencer , 
di rectement la synthèse de la nitrate réductase comme cdnducteurs ou dérepres- 

seurs de cette synthèse. 

I 2 

"Poo 1 " métabo l i que 

X I <  

3 )  Influence de la nutrition minérale 

La déficience en calcium diminue I'activité de la nitrate réductase, 

apparemment par répression de la synthèse de l'enzyme due à I'accumulation 

des.nitrites dans les plantules de blé. PAULSEN et HARPER (1968) indiquent 

que le calcium intervient dans le transport des nitrites à l'intérieur des 

cellules et non sur I'induction ou l'activité des enzymes nitrate et nitrite 

réductases. 

milieu extérieur 

NO j -  

OJ I et IZAWA (1969b) montrent que les cations univalents sont activa- 

teurs de la formation des nitrate et nitrite réductases chez le riz. K' est 

pl us efficace que ~a' ou ~b'. 

De même, PFLUGER et WIEDEMANN (1977) montrent que l'induction de la 

nitrate réductase par les nitrates, dépend de la présence de certains 

cations, et que dans les conditions naturel les K- est absol ument nécessa i re. 



- 27 - 

M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

1 )  LA SUSPENSION CELLULAIRE 

'A) LE MATERIEL BIOLOGIQUE 

La suspension cellulaire utilisée est celle de Si lene alba (MILLER) - 
E.H.L. Krause, isolée par DUBOIS et BOURIQUET (1974) .  Elle est cultivée 

dans des fioles d'attaque à fond plat de 500 ml (DUBOIS, 1975) renfermant 

200 ml de milieu. Ces fioles sont ensemencées par des cellules âgées de 

14 jours à la concentration initiale de 15 mg/ml, puis placées, inclinées 

à 45' sur un agitateur rotatif tournant à la vitesse de 70 tours/mn. 

La suspension cellulaire est cultivée à la température de 25OC et en lumière 

continue (environ 500 lux). 

Ces conditions ont été modifiées pour l'obtention du matériel 

ce1 lulaire en vue de la purification d'enzyme. 

Environ 20 grammes de cellules sont alors ensemencées par fioles 

de 1 litre renfermant 500 ml de milieu. Ces fioles sont placées sur une 

table d'agitation dans les conditions habituelles de lumière et de tempgrature, 

B I  LE MILIEU NUTRITIF 

Le milieu de base employé est celui préconisé par LESCURE (19691, 

i l  contient les éléments suivants : 

1 )  minéraux 

macroéléments : Ca (NO3I2. 4 H20 : 290 mg/l ; KN03 : 1960 mg/l ; 

' KCI : 65 mg/ 1 ; W2PO4 : 500 mg/ l ; Na2HP04, 1 2H20 : 97 mg/ l ; Mg S04, 7H20 : 
360 mg/l . 

. microéléments : FeS04, 7H20 : 2.80 111911 ; Na2 EDTA : 3.72 mg/l ; 

HJBOj : 1,5 mgIl ; MnS04, 4H20 : 4.5 mg/l ; Zn S04. 7H20 : 1.5 mg/l ; KI : 

0.75 mg/l. 



.2) Organ i ques 

3 . Saccharose : 20.10 mg/l 
. Substances de croissance : Thiamine, HCI (B 1 1 mg/l et acide 

1 
2,4 dichloroph~noxyacétique (2,4-Dl lmg/l. 

~e mi l leu est ajusté à pH 5,8 et autoclavé 25 minutes à 120°C. 

Dans certains cas, nous avons été amenés à modifier ce milieu de 

base : 

a) les nitrates ont été fournis uniquement sous forme de KNO 
3 

et le calcium est alors introduit sous forme de CaCl (BRASSART, 1976). 
2 

b) lorsque les nitrates ont été employés à des concentrations 

inférieures à ce1 les du milieu de base (KNO 1, celui-ci a été rééquilibré 3 
par un apport de KCI (BRASSART, 1976). 

cl le milieu a été parfois complété avec du molybdène, sous 

forme Na2t4004, 2H20. 

C) MESURE DE LA CR01 SSANCE 

1 )  Poids de matière fraîche (M F) 

Les cellules sont pesées, après filtration sous vide de la suspension 

sur un entonnoir Büchner garni d'un papier filtre. Le résultat est alors 
/ 

exprimé en grammes pour l'ensemble de la suspension. 

2) Poids de matière sèche (M SI 

I I  est déterminé après dessication dans une étuve à lûû°C pendant 

48 heures d'une partie aliquote de la suspension. La croissance est alors 

exprimée en grammes de matière sèche pour 1 'ensemble de la culture. 



I 1 DOSAGE DE L'AZOTE N ITRl QUE 

On utilise la méthode au salicylate de sodium (RODIER, 1971) : les 

nitrates donnent, en présence de salicylate de sodium, du paranitrosalicylaie 

de sodium, coloré en jaune et dosable par colorimétrie. 

On établit la gamme étalon suivante : 

dans une série de tubes, on introduit successivement : 

solution étalon 
d'azote nitrique 
(KN03 à 0,05 g/1 

H20 distillée 

correspondance en mg/l 
d'azote nitrique 

Témoin 1 I I 

solution de salicylate 
de sodium à 0,5 % 1 

\ 
On évapore ay sec au bain marie, on laisse refroidir. Le résidu est 

repris par 2 ml (H2S04), après 10 minutes on ajoute 15 ml H20 distillée, puis 

15 ml d'une solution d'hydroxyde de sodium et de tartrate double de sodium 

et de potassium (400 g de KOH + 60 g de tartrate de ~ a +  et de K+ dans H20 

distillée qsp 1000 ml) qui développe la coloration jaune. On effectue les 

lectures à 420 nm et on établit la courbe étalon. 

Pour les échantillons, on introduit dans un tube 10 ml de milieu à 

doser dilué au 1/400ème, On alcalinise faiblement avec la solution d'hydroxyde 

de sodium, puis on ajoute 1 ml de solution de salicylate de sodium et on 

poursuit comme précédemment. On effectue les lectures au photocolorimètre 

et l'on se reporte à la courbe étalon. 



l l f EISPLO I DES I NH I B ITEURS 

A) LA CYCLOHEXlMlDE 

Est dissoute dans du milieu de culture dont le pH est ajusté à 

3 avec H C i .  La solution est ainsi autoclavée (le pH 3 stabilise la cyclo- 

heximide) à 120°C pendant 25 minutes. Elle est ajoutée aseptiquement aux 

fioles lors de l'ensemencement des ce1 Iules. 

B I  LA 6-METHY LPUR I NE 

Est dissoute dans du milieu nutritif normal, autoclavée et ajoutée 

aseptiquement aux fioles de cultures. 

Cl LE CHLORAY4PHEN I COL 

Est introduit directement dans les fioles avant I'autoclavage. 

I I  est employé à I1obscurité, la lumière pouvant occasionner sa dégradation 

(HOXMARK et NORDBY, 1977) .  

] V I  ESSAIS DE REINDUCTION 

Nitrate, molybdène sont apportés aseptiquement au cours de 

la croissance de la suspension, à partir de solutions aqueuses préalablement 

autoclavées. 

Les concentrations utilisées ont été : 250 p g/l pour le molybdène ; 

2195 mg/l pour le nitrate (soit 306 mg dlazote/l). I 

V )+MESURE DE L' ACT IV  ITE NITRATE REDUCTASE IN VITRO 

A) PREPARATION DE L'EXTRAIT BRUT ENZYMATIQUE 

Après filtration sous vide dans un cntonnolr Buchner garni d'un 

papier filtre, les cellules sont recueillies puis rincées avec une solution de 



saccharose à 2 %. 

Pour les extractions, 2 grammes de ce1 Iules sont pré levés, 

congelés dans de I 'azote l iquide et placés à - 1 8 O C  jusqu'au moment de 

l'extraction. Une étude de l'effet de la congélation sur le matériel cel- 

lulaire a permis d'observer que l'enzyme ne perdait pas son activité après 

plusieurs semaines de conservation au froid (-18OC). 

Les cellules, à nouveau congelées dans de l'azote liquide, sont 

broyées dans un mortier froid jusqu'à obtention d'une poudre très fine. 

Le tampon d'extraction utilisé est celui de HAGEMAN et FLESHER (1960) 

légèrement modifié. Sa composition est la suivante 

- Tris (hydroxyméthyl) aminométhane : 0,1 M 
- chlorure de cystéine : 0,001 M 

Le pH final est ajusté à 7,5 avec HCI 2 N. 

Le tampon froid est ajouté dans le tube à centrifugation contenant le broyat 

cellulaire à raison de 2 ml par gramme de matière fraiche. Après décongélation, 

llhomogénat est maintenu 30 minutes au froid. I I  est ensuite centrifugé à 

4 O C  pendant 20 mi nutes à. x 19000 9. Le surnageant est uti l i sé immédiatement 

comme saurce;brute d'enzyme. 

-. BI MESURE DE L'ACT 1 VITE ENZYMAT IQUE IN V ITRO 

Le principe de la mesure de l'activité nitrate réductase consiste 

à doser les nitrites formés après réduction des nitrates fournis au début 

de la réaction enzymatique. 

1 )  Avec N A D H comme donneur d'électrons 

0,2 ml d'extrait brut enzymatique est ajouté au mélange d'incubation de 

HAGEMAN et FLESHER (1960) légèrement modifié qui comprend : 

- 0,2 ml d'une solution KN03 0,l M (soit 20 rmoles) 

- 1 ml d'un tampon K2H P04/K H PO 0.1 M pH 7,s (soit 100 pmoles) 2 4' 
- 0,3 ml d'une solution N A D H ( 1  mg/ml de tampon phosphate 0,l M) 

(soit 0,420 imole). 1 



Après 30 minutes d'incubation à 30°C et à Itobscurité, la réaction 

est bloquée par addition de 0,2 ml d'une solution molaire d'acétate de zinc, 

puis de 6,1 ml d'éthanol 95' distillé portant ainsi le volume final à 8 ml. 

Cette opération permet d'éliminer en partie la source d'erreur causée par 

la réaction qui a lieu entre N A D H et l'un des réactifs de révélation des 

nitrites (HEWITT et NICHOLAS,1964). Après centrifugation à x 1500 g durant 

5 minutes, 2 ml du surnageant sont prélevés auxquels on ajoute successive- 

ment 1 ml de sulfanilamide à 0,2 % dans HCI 6 Net 1 ml de chlorhydrate 

de N-(1-naphtyl)'éthylène-diamine en solution aqueuse (0.582 g/100 ml). Une 

coloration rouge, dont l'intensité est proportionnelle à la quantité des 

nitrites formés se développe. Après 30 minutes de stabilisation, la densité 

optique est lue au photocolorimètre à 540 nm. La quantité de nitrites est 

ensuite déterminée par comparaison avec une gamme étalon. Le contenu en 

nitrites des extraits cellulaires, avant la réaction enzymatique, est calculé 

sur un témoin de réaction où N A D H est remplacé par 0,3 ml de tampon 

phosphate 0,1 M. L'activité nitrate réductase est exprimée en pmoles de 

nitrltes formées par heure et par gramme de matière fraîche. 

2) Avec F M N H, comme donneur d'électrons 
L 

Le milieu d'incubation reste le même que précédemment, mais le 

N A D H est remplacé par 0,3 ml d'une solution F M N ( 1  mg/ml de tampon 

phosphate 0,l Ml. La réaction enzymatique est initiée par l'addition de 

0.05 ml de dithionite de sodium (Na S O (10 ng/ml d'une solution NaHC03 
2 2 4  

0,095 M)(selon la méthode modifiée de PANEQUE et Coll., 1 9 6 5 ) .  Le milieu 

d'incubation est alors agité très doucement pour permettre la réduction 

du F M N en F M N H2 ce qui se traduif par une coloration jaune pâle. Après 

30 minutes d'incubation à 30°C et à l'obscurité, le mélange est agité vigou- 

reusement afin d'oxyder le F M N H2 restant en F M N qui stoppe alors la 

réaction, La coloration obtenue est alors jaune franc. Le volume est ensuite 

complété à 2 ml avec H20 distil Iée. Après addition de 1 ml de chacun des 

réactifs de révélation des nitrites, la densité optique est lue à 540 nm. 
- -- 

3) Avec rnéthyl viologène réduit comme donneur d'électrons 

Le procédé est le même que celui de l'essai avec F M N H2 si 
ce n'est que ce dernier est remplacé par O,! ml d'une solütion mSttlyl violo- 

gène (12,8 mg/100 ml de tampon phosphate 0.1 M)(selon la méthode modifiée 

de GARRETT et NASON, 1969). Le méthyl viologène réduit donne une coloration 

bleue tandis que sa forme oxydée est incolore. 



VI ) MESURE DE L'ACT I V ITE ENZYMAT IQLIE IN V l VO 
4 

Le principe de la mesure de l'activité nitrate réductase in vivo, 

consiste à doser les nitrites formés après la réduction des nitrates par 

les cellules incubées sous conditions anaérobies (FERRARI et VARNER,1971 ; 

JAWORSKI , 19711.40 mg de cellules, préalablement lavées et filtrées, 

sont mises en suspension dans 2 ml du mélange d'incubation suivant : 

- tampon phosphate K2H P04/K H W 0,1 M pH 7.5 : 30 ml 2 4 

- solution K NO 0,2 M : 50 ml 3 

- n- propanol : 1 ml 

Le mélange est ensuite traversé par un faible courant d'azote 

pendant 30 secondes et le tube est bouché. Après 30 minutes d'incubation 

à 30°C et à l'obscurité, la réaction est stoppée par passage du tube dans 

un bain marie bouillant pendant 2 minutes. 1 ml de chacun des réactifs 

de révélation des nitrites est alors ajouté. Après décantation des cellules, 

le surnageant est prélevé soigneusement pour la lecture au photocolorimètre 

2 540 nm. 

VI I 1 MO0 l F l CAT l ONS APPORTEES LORS DE LA PUR i F l CAT l ON D '  FF.IZYI.~E 

Lors de la purification de l'enzyme, quelques modifica"' i 101)s 

ont été apportées au tampon d'extraction et aux mesures d'activité nitrate 

réductase. 

D'une part, le tampon d'extraction utilisé est un tampon phosphate 

K H P04/K H PO 0,1 M. Ceci nous a permis de maintenir une constance des 2 2 4 
tampons phosphate au cours de la purification et d'éviter les variations 

de pH du tampon tris parfois observées avec les changements de température 

e t  les temps de conservation. La cystéine, qui a peu d'effet sur Ifactivité 

enzymatique, a été supprimée. 

D'autre part, le milieu d'incubation comprend 0,l ml d'extrait 

enzymatique, 1 ml de tampon phosphate 0,l M pH 7,5, 0,2 ml d'une solution 

Km3 0,1 M et 0,l  ml d'une solution N A D H ( 1  mg/ml). La réaction est 

arrêtée après 15 minutes d'incubation par Ifaddition des réactifs de révé- 

lation des nitrites et les volumes sont ajustés à 4 ml avec H20 distillée. 



Ces dernières modifications nous ont permis de détecter rapidement l'activité 

enzymatique au cours des procédés de purification tout en réduisant la source 

d'erreur causée par l'interférence du N A D H avec la coloration des nitrites. 

VI I I DOSAGE DES PROTE 1 NES 

Le dosage des protéines des extraits enzymatiques est réalisé selon 

la méthode de LOWRY ( 195 1 . 

MARQUAGE DES PROTEINES PAR LA CEUCINE 3 H 

Après différents temps de culture, les cellules sont recueillies 

et fili-rées aseptiquement dans un entonnoir Büchner. Elle sont ensuite placbes 

dans un tube stérilisé renfermant 1,5 ml du milieu de culture dont elles 

proviennent. On ajoute alors 0,5 ml d'une solution de Leuci ne 3~ de tel le 

sorte que la radioactivité finale soit de 5 pCi/tube (2,5 Curies/ml de 

milieu). Les tubes sont placés sur un agitateur rotatif pendant 1 heure. 

Les cellules sont ensuite recueil lies selon la méthode habituelle et congelées 

dans de I1azote liquide. 

. La "mesure de 1 i ncorporat ion de la I suc i ne 3~ par les ce l l u les est 

effectuée à partir d'extraits cellulaires obtenus dans les conditions de 

I1extraction de l'enzyme en absence de cystéine. Les comptages de radioactiviié 

sont effectués sur les fractions protéiques solubles et insolubles dans 

l'acide trichloracétique à 10 $. Les mesures sont réalisées à l'aide d'un 

compteur à scintillation. 

X COUPLAGE DU BLEU CIBACRON F& A AU SEPHADEX G200 
4 

Le couplage du bleu Cibacron F3 G A au Séphadex G200 est obtenu 

directement selon la méthode décrite par BOHME et Coll. (19721. 

XI ) ANALYSES EN ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE 

Les iraci ions enzymatiques purifiées ont 4té analysées en électropho- 

rèse sur gel de polyacrylamide. La méthode utilisée est celle décrite par 

INGLE (1968) légèrement modifiée. El le emploie des gels à 5 % dlacrylamide 



et un tampon (gel et cuve) 7ris 0,05 M - Glycine 0,05 M pH 8 , 9 .  Après le dép% 

des échantillons, les gels sont parcourus par un courant de 1 m A/tube pendant 

30 minutes puis de 2 mA/tube pendant toute la durée de l'électrophorèse. 

Lorsque le bleu de bromophénol atteint le bas du gel, le courant est coupé 

et le gel est retiré du tube. I I  est alors incubé dans les conditions de la 

mesure de Ifactivité enzymatique avec N A D H (0,l ml d'une solution à 

1 mg/ml) ou avec méthyl viologène réduit. Après 30 minutes d'incubation, le gel 

est prélevé, lavé avec de l'eau distillée et placé dans un tube contenant les 

réactifs de coloration des nitrites. Une coloration rose dans le gel rhvèle 

la position de l'enzyme. 

Les fractions purifiées ont également été analysées en électropho- 

rèse sur gel de polyacrylamide à 5 % en présence de S D S en vue d'une 

détermination de poids moléculaires. 

Les gels sont préparés dans un tampon Tris 0,375 M. HCI pH 8,8 
contenant 0,1 $ de S D S. Le tampon d'électrophorèse a la composition sui- 

vante : Tris 0,025 M, glycine 0,192 M pH 8,3 ; S D S 0,l $. 

Les tubes d'électrophorèse ont une longueur de 7,6 cm pour un 

diam5tre de 0,5 cm. On réalise une préélectrophorèse en appliquant 2 mA par 

iube pendant 1 h 45, puis on effectue l'électrophorèse dans ces mêmes condi- 

tions. 

Puis les protéines sont colorées par le bleu de coomassie et 

les gels décolorés dans un mélange eau-méthanol acide acétique. Les poids 

moléculaires sont déterminés en comparant la distance de migration des bandes 

à celle des chaines polypeptidiques suivantes qui servent de témoins : 

gaiactosidase (133000 daltons) ; serum albumine (68000) catalase (60C00) ; 

pyruvate kinase (57000) ovalbumine (45000) pepsine (35000) ; trypsine (24000) 

ribonucléase (13700). La précision de la méthode est de 5 à 10 5 (WEBER et 

OSBORN, 1 969 1 . 
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R E S U L T A T S  E T  D I S C U S S I O N  

I l  QUELQUES CONDITIONS DE L'EXTRACTION ET DE L'INCUBATION DE LA NITRATE 

REDUCTASE DE SILENE ALBA 

Nous n'avons pas effectué une étude systématique et complète pour 

déterminer les conditions optimales d'extraction et d'incubation de l'enzyme. 

Pour choisir le tamp,on d'extraction et son pH, nous nous sommes 

référé aux nombreux travaux sur l'enzyme. Dans la plupart des cas, le tampon 
h employé est soit le tris (hydroxyméthyl-aminométabne) 0,l M, soit le phosphate 

0,1 M dont le pH est le plus souvent ajusté à 7,5. Pour notre part, nous avons 

utilisé le tampon tris 0,l M ajusté à pH 7,5 avec HCI pour toutes les études 

autres que ce1 les concernant la purification de l'enzyme. Dans ce dernier cas, 

nous avons employé le tampon phosphate 0,l M à pH 7,5 pour les raisons 

indiquées au chapitre des méthodes. 

De même, en se référant aux travaux antérieurs, le tampon d'incube- 

tion choisi est un tampon phosphate 0,l M. Notre attention s'est plus spécia- 

lement portée, d'une part, sur la nécessité d'inclure au tampon d'extraction 

des agents protecteurs tels qu'un antioxydant à groupement thiol ou un 

chélateur des métaux lourds et, d'autre part, sur la nature et les conditions 

d'utilisation des donneurs d'électrons, le pH d'incubation et finalement 

la stab i l i té de 1 'enzyme extraite et pl ache au froid (O°C). 

A )  INFLUENCE DE LA CYSTEINE 

La cystéine, ajoutée au tampon d'extraction, exerce une action sur 

l'activité enzymatique qui varie en fonction de sa concentration (Fig. 1). 

En effet, employée à 10-'~ et 10'~111, elle inhibe l'activité nitrate réductase, 

l'inhibition étant plus importante à 10-'~. 

-3 Lorsqufelle est présente à 10 M, dose exerçant généralement une 

protection optimale, elle ne modifie que très faiblement l'activité enzymatique. 

Pour cette raison, nous l'avons conservée à cette dose dans notre rrii1i.e~ 

d 'extraction. 



,Fig .  2 : Ef fe t  de l t E  D T A sur 

Z ' ac t iv i té  N. R. des cellu- 

les  de Silène. 

F ig .  1 : Effet  de Za cystéine sur 

l 'ac t iv i té  nitrate réductase (Pi. .?. i 

des celZules de S i  ZÈne. 

( l e s  divers symboles corres- 

pondent à des ex tra i t s  dZff6rentsi. 



Ces observations indiquent cependant qu'en absence de cystéine 

exogène, I'enzyme de Silène est suffisamment protégée dans les extraits bruts 

contre l'oxydation des groupements thiols. L'emploi de la cystéine comme 

protecteur de l'enzyme, dépend très souvent de l'espèce étudiée. Ainsi, 

SANDERSON et COCKl NG ( 1  964a) constat~que ce 1 l e-c i emp loyée à !o-~M, st imu le 

fortement 1 'activité nitrate réductase chez la tomate. 1 1 en est de même 

chez six espèces de graminées pour des doses supérieures à 5 mM ( DUSKY 

et GALITZ, 1977). L'activité enzymatique est 12 fois plus élevée lorsque 

I'enzyme des feuilles du mal's est extraite en présence de 7,5 mM de cystéine 

(ROBIN, 1979). Toutefois, la cystéine, uti I i sée à  IO‘^?^, est particul ièrement 
inhibitrice de l'enzyme extraite du pois (JONES et SHEARD, 1973 ; WALLACE 

et PATE, 1965). 

BI INFLUENCE DE LIE D T A (éthylène diamine tétracétique) 

On emploie souvent I'E D T A pour empêcher l'inactivation de I'lenzy- 

me par les métaux lourds. Lorsque l'enzyme de Silène est extraite en présence - 
de 3 mM d'E D T A ,  son activité est fortement inhibée. Les résultats de 

la figure 2 indiquent que 1 'E 0 T A inactive I'enzyme même à très faible 

concentration ( IO-~M). L'effet inhibiteur est toujours observé lorsque I ' E D T A 

est testé à 1 mM en présence>de molybdène (100 PM).  Ceci peut exclure 

une action possible du chélateur sur le-métal de l'enzyme. Pources rai-saris, 

I'E D T A ne figure pas dans la composition de notre milieu dlextraction. 

Nous ne pouvons pas actuellement expliquer cet effet inhibiteur 

de I'E D T A .  Toutefois, une des hypothèses possibles serait que les extraits " 

de Silène renferment un inhibiteur de nature inconnue dont la stabilité serait- 

augmentée en présence dlE D T A. 

Cl NATURE ET CONDITIONS D'UTILISATION DES DONNEURS D'ELECTRONS - 

Les activités enzymatiques, mesurées in vitro, avec différentes 

concentrations de N A D H sont comparées lorsque les réactions enzymatiques 

sont arrêtées ou non,par une précipitation à l'acétate de zinc molaire selon 

la méthode proposee par SANDERSON et COCKING (1964a) (fig. 3). Les résultats 

obtenus montrent que le N A D H interfère fortement avec la coloration des 

nitrites comme l'ont signalé HEWITT et NICHOLAS (1964). Cette interférence 

devient stable pour des volumes supérieurs à 0,3 ml d'une solution de N A D H 

à 1 mg/rnl . 



Fig  5 
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Nous avons donc adopté la méthode de précipitation par l'acétate 

de zinc -éthanol pour mesurer l'activité enzymatique avec N A D H dont la 

concentration a été fixée à 0,3 ml d'une solution à 1 mg/ml (soit0,420 pmoles). 

2 )  L e N A D P H  

Lorsque le N A D H est remplacé. par une quantité équivalente de 

N A D P H, les activités nitrate réductase obtenues représentent entre 9 

à 20 $ de celles mesurées avec N A D H (POULLE, 19771, 

La mesure de I 'activité enzymatique avec F M N H est réa l i sée 2 
avec différentes doses de F M N en conditions aérobies (PANEQUE et Co11.,1965) 

et anaérobies (WRAY et FILNER, 1970). 

L'anaérobiose est créée soit par le passage d'un faible courant 

d'azote dans le milieu réactionnel avant I'addition du dithionite (fig. 4a), 

soit par le déroulement de la réaction enzymatique sous vide (fig. 4b). 

L'activité enzymatique avec F M N H est maximale en conditionsaérobies et eri 2 
présence de 0,3 ml d'une solution de F M N à 1 mg/ml (soit 0,528 ~rnoles). 

4 )  Le méthyl viologène réduit 

En présence de méthyl viologène réduit, la réaction enzymatique 
se déroule en conditionsanaérobies par passage d'un faible courant d'azote 

dans le milieu d'incubation avant l'addition du dithionite puis en bouchant 

l e  tube où a lieu la réaction. L'activité enzymatique est alors maximale avec 

0,l ml d'une solution de méthyl viologène à 12.8 mg/100 ml (soit 0,05 pmoles). 

La variabilité des résultats obtenus en fonction de la dose de méthyl violo- 

gène (fig. 5 )  est probablement due à une oxydation rapide du méthyl viologène. 

Celle-ci peut résulter soit de mauvaises conditions d'anaérobiose, soit de 

la présence d'une nitrite réductase active qui réduit les nitrites ainsi 

formés étant donné que les conditions de la réaction ressemblent à celles 

définies par WRAY et FILNER (1970) pour l'essai de la nitrlte réductase de 

I 'orge. 

5) Conclusion 

Par  sa capacité d'utilisation du N A D H, du F M N H2 et du méthyl 

viologène réduit comme donneurs d'électrons, l'enzyme de Silène s'apparente 
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à c e l l e  de nombreux végétaux supér ieurs .  En accord avec SCHRADER e t  Co11.(1963) 

l'enzyme de S i l ène  e s t  considérée comme N A D H n id- ra te  réductase (E.C. 

1.6.6.1.). 

Les f a i b l e s  a c t i v i t é s  enzymatiques obtenues avec N A D P H comme 

donneur d ' é l ec t rons  suggèrent que l'enzyme de S i l ène  e s t  N A D H s p é c i f i q u e  

comme l e  sont d ' a i l l e u r s  l a  p l u p a r t  de c e l l e s  des p l an tes  supér ieures.  Nous 

avons donc conservé comme t e s t  majeur de mesure de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réduc- 

t ase  i n  v i t r o  c e l u i  e f f e c t u é  en présence de N A D H. 

La d i f f i c u l t é  d ' o b t e n i r  des r é s u l t a t s  homogènes avec l ' emp lo i  

du méthyl  v io logène f a i t  que nous l 'avons uniquement éprouvé su r  des prépara- 

t i o n s  d'enzyme p u r i f i é e .  

DETERMINATION DU pH OPTIMAL D'INCUBATION 

L'enzyme de S i l ene  a lba présente une a c t i v i t é  maximale, avec 

N A D H commv donneur d ' é l ec t rons ,  lorsque l e  tampon d ' i ncuba t i on  e s t  a j u s t é  

à un pH de 7,5 ( f i g .  6 ) .  Cet te  va leu r  de pH e s t  souvent op t ima le  pour I ' a c t i -  

v i t 6  de l a  n i t r a t e  réductase de nombreuses espèces végéta les.  Lorsque l e  

pH e s t  i n f é r i e u r  ou égal à 5 3 ,  l ' a d d i t i o n  de l ' e x t r a i t  enzymatique p r w o q u e  

un t r o u b l e  r é s u l t a n t  de l a  p r é c i p i t a t i o n  d'un c e r t a i n  nombre de p ro té i nes .  

Dans ce  cas, l ' a c t i v i t é  enzymatique e s t  n u l l e .  

E l  STABILITE DE L'ENZYME 

L'enzyme de Si lène,  e x t r a i t e  dans l e s  c o n d i t i o n s  précédemment 

d é f i n i e s ,  se r é v è l e  ê t r e  extrêmement i n s t a b l e  lorsque ce l l -e-c i  e s t  conservée 

à O°C- ( f ig .  7 ) .  En e f f e t ,  l ' a c t i v i t é  enzymatique dev ien t  t r è s  f a i b l e  après 

6 heures de conservat ion au f r o i d .  Une étude s im i l - a i r e  a pu montrer que l a  

p e r t e  d ' a c t i v i t é  é t a i t  cons idérable seulement après 2 heures de conserva t ion  

à O°C (env i  ron 80 % 1 .  Nous avons donc é t é  amenés à mesurer l es  a c t  i v i t é s  - 

enzymatiques immédiatement après l ' e x t r a c t i o n  de l'enzyme. 
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I I )  CROISSANCE DE LA SUSPENSION CELLULAIRE ET ACTIVITE NITRATE REDUCTASE 

A )  VARIATIONS DE L'ACTIVITE NITRATE REDUCTASE AU COURS DU CYCLE 

DE CRO 1 SSANCE DE LA SUSPENS ION CELLULA l RE 

La croissance de l a  suspension c e l l u l a i r e  du S i lene a lba a é t é  - 
bien éfudiéè (DUBOIS e t  BOURIQUET, 1974 ; DUBOIS, 1975 ; DUBOIS e t  Col l., 1970). 

E l l e  passe successivement par quatre phases p r i n c i p a l e s  : latence, croissance 

exponent ie l le  pu i s  r a l e n t i e  e t  décl in .  L ' évo lu t i on  de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  

réductase a é t é  s u i v i e  durant les quatarze premiers j ou rs  de l a  cu l tu re ,  

ce qui  correspond aux t r o i s  premières phases déf i n ies  précédemment. 

L ' a c t i v i t é  enzymatique,mesurée i n  v i t r o  avec N A D H comme donneur 

d 'é lect rons,  appara i t  rapidement après l e  t r a n s f e r t  des c e l l u l e s  âgées de 

14 j ou rs  dans un m i l i e u  neuf ( f i g .  8 ) .  E l l e  a t t e i n t  généralement son maximum 

après 48 heures de c u l t u r e  pu i s  déc ro i t  fortement jusqulau 8ème j o u r  où e l l e  

devient  a l o r s  t r è s  f a i b l e .  

La f i g u r e  9 présente les v a r i a t i o n s  de I ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase 

durant  les 6 premiers j o u r s  de c u l t u r e  lorsque ce l l es -c i  sont mesurées, d'une 

pa r t ,  i n  v i v o  e t ,  d ' au t re  pa r t ,  i n  v i t r o  avec N A D H e t  F M N H2 comme donneurs 

d 'é lec t rons .  Les r é s u l t a t s  obtenus montrent, quel que s o i t  l e  p r i n c i p e  de 

mesure de l ' a c t i v i t é  enzymatique, que l a  réduc t ion  des n i t r a t e s  s ' e f fec tua  

su r . tw t  pendant l a  phase exponent ie l le  de l a  croissance des ce1 Iu les .  

Ceci e s t  également observé chez des suspensions c e l l u l a i r e s  de 

tabac(CHR0BOCZEK-KELKER e t  FILNER, 1971 ; BEHREND e t  MATELES, ,19751, de 

so ja  (HAHLBROCK e t  Col l., 1974 ; OAKS, 19741, de tomate (BEHREND e t  MATELES, 

19751, de r i z  (YAMAYA e t  OHIRA, 1976) e t  de Paul 's  Scar le t  Rose (JONES 

e t  Coll., 1976 1. 

Mesurée i n  v ivo,  l ' a c t i v i t é  enzymatique e s t  t ou jou rs  p lus  élevée 

que c e l l e  mesurée i n  v i t r o  avec N A D H e t  F M N Hz, ces deux dern ières é tan t  

sensiblement vo is ines.  

B I  EXISTENCE D'UNE PERIODE DE LATENCE 

Après l e  t r a n s f e r t  des ce1 I u l e s  dans un m i l i e u  neuf, i l  e x i s t e  

une pér iode de latence d'une durée de 6 à 9 heures selon l e  procédé de mesure 

( f i g .  10). Les d i f f é rences  de durée constatées en t re  l 'essa i  i n  v i v o  e t  l ' essa i  

i n  v i t r o  peuvent r é s u l t e r  des d i f f é r e n t e s  sens i .b i I i tésdes deux proc6dés de 

mesure u t i l i s é s .  



' Cl DISCUSSION 

Les résultats obtenus montrent que le transfert des cellules (ou 

repiquage) dans un milieu neuf provoque une brusque élévation de I'activité 

nitrate réductase très tôt après la mise en culture des cellules. Cet évène- 

ment précoce suggère que l'enzyme est soit synthétisée, soit activée lors 

du transfert des cellules. L'évolution de I'activité enzymatique chez 

Si lene - alba se rapproche de celle du soja (OAKS,,1974) et du riz (YAMAYA et 

OHIRA, 1976) par le fait que le maximum d'activité est.atteint dans les 

3 premiers jours. Par contre, elle diffère de celle du tabac (FILNER, 1966 ; 

BEHREND et MATELES, 1975) et de Paul's Scarlet Rose (JONES et Coll., 1976) 

où l'optimum de I'activité apparait plus tardivement après le transfert des 

cellules. La période de latence de 6 à 9 heures chez Silene - alba, coi'ncide 

assez bien avec ce1 le de 3 heures chez le soja (OAKS, 19741, d'une heure chez 

la tomate (BEHREND et MATELES, 19751, de 6 heures chez le tabac (FILNER,1966) 

et de moins d'une heure chez le riz (YAMAYA et OHIRA, 19761. Par contre, 

chez Paul's Scat let Rose, ce1 le-ci dure environ 24 heures (MOHANTY et FLETCHER, 

1976). Mesurée in vivo, l'activité enzymatique chez Si lene - alba apparaît 

toiijours plus élevée que ce1 le mesurée in vitro. I I en est de même chez 

Paul ' s  Scarlet Rose (JONES et Col l ., 1976, 1978). Ce n'est pas le cas dans 

les feuilles de soja (NICHOLAS et Coll., 1976a) et des plantules de blé 

(BRUNETTI et HAGEMAN, 1976) où l'activité mesurée in vitro est supérieure. 

I I  est probable que les extraits de Si lene - alba renferment, comme ceux de 

Paul's Scarlet Rose (JONES et Col l ., 1976)i un ou des inhibiteurs 1 i bérés 

qui agissent rapidement entre l'extraction de I'enzyme et sa mise en incuba- 

tion. De ce fait, l'essai in vivo est vraisemblablement plus représentatif 

de la quantité d'enzyme présente dans les cellules. Toutefois, les deux 

procédés de mesure de I'activité enzymatique nous paraissent satisfaisants 

quant à I1observation et à l'interprétation des phénomènes étudiés. Dans une 
. - 

m6me étude, les valeurs obtenues avec les deux procédés et leur comparaison 

peuvent nous permettre de valider le résultat final de cette étude. 

Par ces nombreux avantages, l'essai in vivo nous parait plus 

approprié lorsqulune étude, nécessitant de nombreux dosages d'activité enzyma- 

tique, est envisagée. En effet, celui-ci permet, d'une part, d'effectuer les 

dosages pendant le déroulement même de l'étude entreprise et, d'autre part, 

de réaliser les mesures à partir dlune.même fiole de culture ce que n'autorise 

pas l'essai in vitro. De plus, les conditions expérimentales sont rendues plus 

aisément reproductibles avec l'essai in vivo qu'avec l'essai in vitro qui, 

dans une telle étude, exigerait plusieurs séries de broyages. 
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Les a c t i v i t é s  enzymatiques mesurées i n  v i t r o  avec N A D H sont 

légèrement supérieures à c e l l e s  mesurees avec F M N H mais tou tes  deux 2 
évoluent de l a  même façon. Ceci e s t  également observé chez l 'Orge (WRAY e t  

FILNER, 1970) e t  l e  mals (SCHRADER e t  Co l l . ,  1968) où l es  a c t i v i t é s  F M N H2 

sont sensiblement p l u s  élevées. 

I I I )  ACTlVlTE NITRATE REDUCTASE ET ABSORPTION DES NITRATES 

Les v a r i a t i o n s  de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase, mesurée i n  v i t r o  

avec N A D H, en f o n c t i o n  de l 'absorp t ion  des n i t r a t e s  sont représentées dans 

l a  f i g u r e  11. Les n i t r a t e s  sont absorbés faiblement pendant les 4 premiers jours ,  

p u i s  l a  consommation s 'accélère jusqu'au lOBme jour  e t  se pou rsu i t  jusqulau 

14ème j o u r  où i l  subsis te envi ron 8 $ de l a  concentrat ion i n i t i a l e  (BRASSART 

e t  Col l . ,  1978 ; f i g .  1 1 ) .  Bien que l a  chute de l ' a c t i v i t é  enzymatique semble 

accompagner l'épuisement des n i t r a t e s  du m i l i e u  de cu l tu re ,  i l  e s t  surprenant 

de cons ta ter  que l ' a c t i v i t é  enzymatique e s t  t r è s  f a i b l e  pendant l a  phase accé- 

lérée de l 'absorp t ion  des n i t r a t e s .  Ainsi ,  chez S i  lene alba, les  f o r t e s  a c t i -  - 
v i t é s  n i t r a t e  réductase sont associées à une f a i b l e  consommation des n i t r a t e s  

. a l o r s  qu'à une f o r t e  consommation correspondent des a c t i v i t é s  f a i b l e s .  Cela 

d i f f è r e  profondément de ce qui e s t  observé chez l e  tabac (FILNER, 19661, chez 

l ' é r a b l e  (YOUNG, 1973) e t  chez Paul 's Sca r le t  Roseu (JONES e t  Col l . ,  1976) 

où I l a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase e t  absorpt ion des n i t r a t e s  par l es  c e l l u l e s  

évoluent en p a r f a i t e  c o r r é l a t i o n .  Ains i  chez Paul 's Sca r le t  Rose, l ' a c t i v i t é  

maximale se s i t u e  au 4e j o u r  e t  les  c e l l u l e s  on t  déjà consommé p l u s  de 80 5 
de la  concentrat ion i n i t i a l e  en n i t r a t e s .  Le m i l i e u  de c u l t u r e  des c e l l u l e s  

de Si lène renferme les  n i t r a t e s  à l a  dose de 21,71 mM ce qu i  p a r a i t  élevé 

comparé à ce1 les de 2,5 mM e t  de 10 rnM reportées pour l e  tabac (FILNER, 1966) 

e t  Paul 's  Sca r le t  Rose (JONES e t  Col l., 1976) respectivement. Nous avons donc 

é tud ié  1 f é v o l u t i o n  de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase lorsque l e  m i l i e u  con t i en t  

l e  quar t  de l a  concentrat ion h a b i t u e l l e  en n i t r a t e s ,  s o i t  5,42 mM. 

I I  appara î t  a l o r s  que I ~ é v o l u t i o n  de I ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase s u i t  p a r f a i t e -  

ment c e l l e  de l a  d i s p a r i t i o n  des n i t r a t e s  du m i l i e u  de c u l t u r e  ( f i g u r e  12). 

Face à ces observations, i l  e s t  vraisemblable que l a  concent ra t ion  hab i tue l  l e  

en n i t r a t e s  (21,71 mM) e s t  excessive e t  que l a  p lupa r t  des n i t r a t e s  sont stockés 

à l ' i n t é r i e u r  des c e l l u l e s  a l o r s  qu'une p a r t i e  p lus  f a i b l e  e s t  rédu i te .  
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Ce r é s u l t a t  e s t  d ' a i l l e u r s  appuyé par  l ' e x i s t e n c e  des deux poo l s  n i t r i q u e s  

d i s t i n c t s  chez l es  p lan tes  supér ieures (FERRARI e t  Co l l . ,  1973 ; HEIMER e t  

F I  LNER, 1971 1. 

IV)  INFLUENCE DU r4OLYEDENE 

Les n i t r a t e  réductases sont  des mé ta l l op ro té i nes  contenant du 

molybdène (NICHOLAS e t  NASON, 1954b, 1955) ; VEGA e t  Col l ., 1971 ; NOTTON 

e t  HEWITT, 1971a). Le molybdène n ' e n t r e  pas dans l a  composi t ion de n o t r e  

m i l i e u  de c u l t u r e .  Comme nous l 'avons vu précédemment, l ' a c t i v i t é  enzymatique 

chu te  b i en  avant  l 'épuisement t o t a l  des n i t r a t e s  du m i l i e u .  A f i n  de s a v o i r  

s i  ce phénomène n ' é t a i t  pas dû au manque de molybdène dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e ,  

nous avons f o u r n i  aux c e l l u l e s  l e  métal sous l a  forme de Na2Mo 04, 2 H20 à ' 

r a i s o n  de 250 micrograrmes p a r  l i t r e  de m i l i e u .  

Le molybdène s t imu le  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase pendant t o u t e  l a  

durée du c y c l e  de cro issance des c e l l u l e s  ( f i g .  13a). E l l e  se s i t u e  à une 

va leu r  é levée jusqu'au 10ème j o u r  de c u l t u r e  p u i s  chu te  rapidement. Le métal  

r é d u i t  sensiblement l a  cro issance des c e l l u l e s  ( f i g ,  13b). A f i n  de nous assurer  

que l a  dose n ' e s t  pas tox ique,  nous avons f o u r n i  aux c e l l u l e s  l e  métal à une 

concen t ra t i on  d i x  f o i s  p l us  f a i b l e  ( s o i t  25 p g / l i t r e  de mi l ieu - ) .  B ien que l a  

c ro issance  des c e l l u l e s  s o i t  encore légèrement rédu i te ,  nous constatons une 

s t i m u l a t i o n  p l u s  importante de I ' a c t i v i t é  enzymatique vers  l e  6ème j o u r  ( f i s .  

14a e t  b ) .  De même, mesurée i n  v i v o  durant  l es  3  premiers  jours ,  l ' a c t i v i t é  

enzymatique e s t  p l u s  élevée dans l e s  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  en présence de 25 pg 

de molybdène ( f i g .  15 ) .  Ces r é s u l t a t s  suggèrent que l e  molybdène e s t  un f a c t e u r  

l i m i t a n t  de I ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase durant  l e  c y c l e  de l a  cro issance de 

l a  suspension c e l l u l a i r e  dans nos c o n d i t i o n s  de c u l t u r e .  

L ' a d d i t i o n  du métal au m i l i e u  de c u l t u r e  nous p a r a i t  donc.nécessaire.  

B ien  que I ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase s o i t  s t imu lée  pa r  l a  présence du molybdène, 

sa chu te  appa ra î t  t ou jou rs  a n t é r i e u r e  à l a  phase accélérée de 1 ' absorp t ion  

des n i t r a t e s  ( f i g .  12, 13a e t  14a). I I  semble donc que l e  manque de molybdène 

dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e  s o i t  une des conséquences de l a  chu te  précoce de 

l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase dans l e s  cond i t i ons  h a b i t u e l l e s  de c u l t u r e  mais 

que néanmoins l a  concen i ra i i on  en n i t r a t e s  demeure légèrement excess ive b i en  

que permet tant  une t r è s  bonne cro issance des c e l l u l e s  (BRASSART, 1976). 1 1  
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s e r a i t  in té ressant  2 ce sujet ,  d ' é tud ie r  l e  devenir des n i t r a t e s  à 1 ' i n t é r i e u r  

des ce1 I u l e s  par l a  mesure des quant i tés  rédu i tes  e t  stockées en fonc t i on  de 

I1absorpSion de ceux-ci. 

Le besoin en molybdène, de S i  lene alba, pour l ' a c t i v i t é  enzymatique - 
n'a pu ê t r e  montré sans doute parce que les p rodu i t s  qui  composent no t re  

m i l i e u  de c u l t u r e  ne sont pas purs. Le molybdène qui a g i t  à dose o l i g o -  

dynamique, e s t  probablement présent sous forme de t races  su f f i san tes  à 

l ' a p p a r i t i o n  de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase durant les  premiers j o u r s  du 

cyc le de croissance. Au cours de l a  p r o l i f é r a t i o n ,  l ' absorp t ion  par  les 

c e l l u l e s  appauvr i t  l e  m i l i e u  en molybdène qu i  devient a i n s i  f ac teu r  l i m i t a n t .  

A )  EFFET D'UNE FAIBLE DOSE D'AMY!INIUr/I ( 2  mM) . 
Lorsque I1amnonium e s t  fourn i  en f a i b l e s  quant i tés  ( 2  mM) en présence 

de 5 mM de n i t r a t e ,  l a  consommation d'azote n i t r i q u e  es t  r a l e n t i e  e t  l a  c r o i s -  

sance des ce1 I u l e s  diminuée ( f i g .  16 a, b e t  c l .  Ces r é s u l t a f s  conf i rmeni  

ceux obtenus par  BRASSART e t  Co l l .  (1978) e t  montrent que les ce1 I u l e s  de S i lène 

u t i l i s e n t  p r é f é r e n t i e l  lement l ' azo te  n i t r i q u e  comme source d'azote. 

L'ammonium e s t  rapidement absorbé par  les ce1 I u l e s  durant  les 

quatre premiers j ou rs  ( f i g .  16 c l .  Dans ces condi t ions,  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  

réductase se développe de l a  même façon qu'en absence d'ammonium mais sa 

d i s p a r i t i o n  e s t  p lus  t a r d i v e  pu isqu le l le  s 'annule seulement vers l e  8ème j o u r  

( f i g .  16 d l .  Comme par  a i l l e u r s  les n i t r a t e s  sont totalement épuisés au 8ème 

j o u r  de c u l t u r e  lorsque l e  m i l i e u  con t i en t  des ions NH +, on peut  conclure que 
4 

l ' a c t i v i t é  enzymatique évolue en fonc t i on  de l a  consommation d'azote n i t r i q u e .  

Cependant, l es  ions N H ~ +  ne mod i f i en t  pas l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réduc- 

tase puisqu'en e f f e t  les  quant i tés de n i t r i t e s ,  formés par  heure e t  par  gramme 

de mat ière f ra iche,  sont sensiblement ident iques en présence e t  en absence 

d'ammonium ( f i g .  16 d l .  La courbe de v a r i a t i o n  de I ' a c t i v i t é  enzymatique e s t  

simplement décalée dans l e  temps lorsque l'ammonium e s t  a jou té  ( f i g .  16 d l .  

On peut donc penser qu'en présence d'ammonium e t  de n i t r a t e s ,  l es  c e l l u l e s  

u t i l i s e n t  p lus  rapidement l'ammonium que l es  n i t r a t e s  en début de cu l tu re .  

L 'absorpt ion des n i t r a t e s  é tan t  a l o r s  r a l e n t i e  ou modifiée, en t ra ine  I1appar i -  

t i o n  p lus  t a r d i v e  de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase qui,  évoluant  en fonc t ion  

de l a  consommation des n i t ra tes ,  se t rouve a i n s i  prolongée e t  s'annule au 

8ème j o u r  quand les  n i t r a t e s  du m i l i e u  sont totalement épuisés. 



Ceci r e j o i n t  les observat ions concernant une suspension ce1 l u l a i r e  

de Soja où 1 ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase demeure f a i b l e  pendant l 'absorp t ion  

rapide de l'ammonium en début de c u l t u r e .  611e augmente t r è s  v i t e  dès que les 

ions NH + du m i l i e u  sont complètement épuisés (BAYLEY e t  Col l . ,  1972). Comme 
4 

dans l e  cas de suspensions c e l l u l a i r e s  de b l é  (BARLEY e t  Col l., 19721, I'ammo- 

nium, u t i l i s é  à f a i b l e  dose, ne semble exercer  aucun e f f e t  régu la teur  sur 

l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase des ce1 Iu les  de Si lène. Ce r é s u l t a t  d i f f è r e  

donc de c e l u i  obtenu dans une suspension de Pau l ' s  Sca r le t  Rose où au c o n t r a i r e  
+ 

les  ions  NH4 s t imu len t  l a  croissance e t  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase des 

ce1 I u l e s  (MOHANTY e t  FLETCHER, 19761, Enfin, l a  d iminut ion  de croissance de 

l a  suspension de S i lène ne r é s u l t e  pas d'une i n h i b i t i o n  de l ' abso rp t i on  ou 

de l a  réduc t ion  des n i t r a t e s  mais semble l i é e  à une mod i f i ca t i on  de pH du 

m i l i e u  de c u l t u r e  causée par  l'ammonium (BRASSART e t  Col l . ,  1978). 

0) INFLUENCE D'UNE DOSE ELEVEE D'A?."F~IONIUM (5 mM) 

Nous avons c u l t i v é  les  ce1 Iu les  de Si lène en présence d'une source 

azotée unique, s o i t  n i t r i q u e ,  s o i t  amonjacale,  à l a ~ c o n c e n t r a t ~ o n  de 5. rd4 . 
Comme l a  présence des ions N H ~ '  provoque une modi f i ca t ion  du pH du m i l i e u  de 

c u l t u r e  (BRASSART e t  Col l . ,  19781, c e l u i - c i  e s t  tamponné par l e  M.E.S. (ac ide  

2 (N-morpho1 in01 éthane su1 fonique) pH 5,9 à ta,concentration-de--SO-m?l.:- - . - 

Etant donné que l es  n i t ra tes ,  f o u r n i s  à l a  concentrat ion de 5 mM, sont absor- 

bés durant  les 6 ou 7 premiers j o u r s  de c u l t u r e  ( f i g .12  ), l e  p ro toco le  e x p é r i -  

mental su ivant  e s t  adopté : les  c e l l u l e s  sont c u l t i v é e s  en présence de l a  

source azotée pendant 7 jours  après quoi e l l e s  sont t rans ferées  dans un 

m i  1 ieu neuf renfermant l a  même source d'azote. Après 7 j ou rs  de CU l ture,  e l  les 

sont à nouveau transféréesdans un m i l i e u  ident ique.  Le schéma su ivant  résume 

les  d i f f é r e n t e s  étapes : 

O j  . f 7 j .  O j .  I @  7 j .  O j .  
8 ' 7 j .  

',ler passage ' 
/ 

*,2e passage t ', 3e passage r ----------- 
0 

-----------' 
I 

L --,,,,--- f 

C 

\ 

0 s ' b 
8 ' . k P , #  ' '.O r 

# 
\ . 

-a v - 
O j .  

N03 

- 
7 j .  O j .  - 7 j .  O j .  NO 

NO3 + PAES 3 

A f i n  d 'é tud ie r  l ' a c t i o n  éventue l le  du M.E.S. sur l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réduc- 

tasc, c e l u i - c i  e s t  a jou té  agalement au m i l i e u  contenant des n i t r a t e s  au 

cours du 2ème passam. 
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Fig 17 



Les résultats obtenus (fig. 17, a b et cl montrent que : 1 )  l'activité 

nitrate réductase est nulle dans les ce1 Iules cultivées en présence dlamrnonium 

2) le M.E.S. ne modifie pas l'activité enzymatique (fig. 17 b )  3 )  lorsque 

les cellules sont cultivées pendant 14 jours en présence d'ammonium sou1 

et qu'elles sont ensuite transférées sur un milieu ne contenant que des 

nitrates, elles présentent à nouveau les variations habituelles de Ifacti\lii& 

nitrate réductase (fig. 17 dl. 

Nos observations confirment ce1 les faites par OAKS (1974) chez !e 

Soja mais sont en contradiction avec celles faites par ZINK et VELIKY (1977) 

dans les ce1 Iules d'lpomoea qui possèdent en présence dlammonium seul, une 

activité enzymatique égale à 25 % de celle des cellules cultivées sur le 

milieu habituel. 

L'ammonium n'a pas dleffet toxique sur les cellules de Silène 

cultivées en milieu tamponné puisque leur croissance n'est que légèrement 

réduite et que leur transfert dans un milieu nitrique permet l'apparition 

d'une activité nitrate réductase identique à celle obtenue dans les conditions 

habituelles (fig. 17 dl. 

Afin de déterminer le mode d'action de l'ammonium (5 mM) sur I1acti- 

vit6 nitrate réductase, nous avons cultivé : les cellules pendant 19 heures 

dans un milieu ne contenant que des nitrates ( 5  mM). L'ammonium et le M.E.S. 
sont ajoutés au milieu au cours de la culture. Parallèlement, des cellules 

- âgées de 19.heures sont transférées dans un milieu tamponné par le M.E.S. 

et ne renfermant que des ions NH~'. Le procédé expérimental peut être sch6na- 

tisé comme suit : 

- 
O heure 1 9  heures 48 heures 

- + 
+ MES , ~ i  

6 

O heure 1 9 heures 48 heures 

+ Dans les deux conditions expérimentales, les ions NH4 entrainent 
une diminution immédiate de l'activité nitrate réductase dans les cellules 

(fig. 18 a et b). Le fait que la chute de I1ac+ivité enzyrnat-ique survienne 

rapidement, moins de 2 heures après l'introduction de l'ammonium que le milieu 
+ renferme (fig. 18a) ou non (fig. 18b) des nitrate~~suggère que l'ion NH4 
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a f f e c t e  directement I'enzyme. Ces observat ions d i f f è r e n t  de ce1 les de 

ZlNK e t  VELIKY (1977) qui  constatent  que I ' a d d i t i o n  d'ammonium e f fec tuée  

3 j o u r s  après l e  t r a n s f e r t  des c e l l u l e s  d'lpomoea ne provoque pas une 

baisse de l e u r  a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase. De même, e l l e s  s'opposent à 

c e l l e s  de KINSKY (1961) qui  montre que l e  composé ne stoppe, n i  ne 

r é d u i t  l a  synthèse de 1 'enzyme de Neurospora crassa l o r s q u ' e l l e  e s t  

déjà commencée. 

Chez S i  lene - alba, l'ammonium peut m o d i f i e r  l a  s t r u c t u r e  de 

I'enzyme e t  l a  rendre i n a c t i v e  comme cec i  a é t é  montré chez l a  c h l o r e l -  

l e  (LOSADA e t  Colt . ,  1970). 1 1  peut aussi i n t e r v e n i r  par un processus 

de r é t r o i n h i b i t i o n  comme chez l e  r i z  (SHEN, 1969). D'autre pa r t ,  c e r t a i n s  

t ravaux on t  démontré que l'ammonium peut i n h i b e r  l a  synthèse de I'enzyme 

(KINSKY, 1961 ; COVE, 1966 ; BEHREND e t  MATELES, 1975). La r a p i d i t é  

avec laque1 l e  se mani feste 1 ' a c t i o n  de i ' i o n  N H ~ '  sur  1 ' a c t i v i t é  enzyma- 

t i q u e  des c e l l u l e s  de Si lène, semble exc lu re  c e t t e  dern ière éventual i t é  

d 'au tan t  p lus  que l a  durée de v i e  de l a  2 ro té ine  enzymatique peut ê t r e  

de p lus ieu rs  heures. 

C )  CONCLUSION 

L'ammonium, employé à f a i b l e  dose (2 rnM) en presence de n i t r a t e s ,  

r é d u i t  l a  croissance des c e l l u l e s  de S i lène mais n ' a f f e c t e  pas l eu r  

capac i té  d ' u t i l i s e r  l e s  n i t r a t e s .  

A dose élevée ( 5  mM) e t  en absence de n i t r a t e s ,  l'ammonium permet 

l a  croissance des c e l l u l e s  mais e l l e s  sont  a l o r s  dépourvues d ' a c t i v i t é  

n i t r a t e  réductase. Lorsque l es  c e l l u l e s  présentent  une a c t i v i t é  enzymati- 

que élevée, l ' a d d i t i o n  d'ammonium ( 5  mM) diminue rapidement c e l l e - c i .  

Dans ces cond i t ions ,  l e  p r o d u i t  f i n a l  de l a  réduc t ion  des n i t r a t e s ,  

exerce un e f f e t  régu la teu r  sur l a  n i t r a t e  réductase. Les r é s u l t a t s  obte- 

nus sont t o u t e f o i s  t r o p  peu nombreux pour permet t re d'exp l i quer à quel 

niveau se p r o d u i t  l a  r é g u l a t i o n  de I'enzyme. 
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Fig. 19 : Action du g lutamate 15 mlmll. 2-'1 

sur 2 'ac t iv i té  N. R. mesurée i n  vivo. 
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V )  ETUDE DE L' I I.IDUCT I ON DE L '  ENZYI4E 

Nous avons montré précédemment que si l'azote est introduit dans le 

mil ieu de culture sous forme ammoniacale, l'activité nitrate réductase ntappa- 

rait pas (fig. 17, a, b, cl. La présence d'ions nitriques permet au contraire 

de voir se développer très rapidement l'activité enzymatique (fig. 17 d l .  

L'importance de l'azote nitrique dans 1 'apparition de l'activité 

enzymatique est confirmée par l'expérience suivante : les cellules de Silène 

sont cultivées pendant 14 jours dans un milieu contenant 5 mM de glutamate. 

L'activité nitrate réductase mesurée à des intervalles réguliers est alors 

très faible (fig. 19, b).Le transfert dans un milieu renfermant des nitrates 

provoque une brusque élévation de l'activité enzymatique (fig. 19 cl. 

Par ailleurs, nous avons vu que la quantité de nitrates dans le 

milieu de culture de base est vraisemblablement trop élevee et que I'évolution 

de l'activité enzymatique ne suit pas l'absorption des ions. Si, par contre, 

nous n'introduisons dans le milieu de culture que le quart de la concentration 

habitu~lle en nitrates soit 5,42 mM, nous observons une bonne corrélation 

entre l'absorption de l'azote nitrique et I'activité enzymatique. 

Nous nous sommes donc proposés d'étudier les mécanismes de contrôle 

de la réduction des nitrates. On peut en effet se demander si l'apparition 

puis la disparition de l'activité enzymatique est liée à la variation de 

ta concentration en substrat ou en CO-substrat (coenzyme contenant le molybdè- 

ne) ou à une diminution de la synthèse protéique. 

Or, on a montr6 que chez certains végétaux supérieurs, l'enzyme 

était inductible (voir historique), d'autre part, nous avons vu que la modifi- 

cation de la concentration en nitrates ne modifiait pas sensiblemeni la 

durée du pic d'activité de I'enzyme dans notre matériel. 

I I  apparait donc que chez le Silène, I'enzyme est vraisemblablement 

induite.~ussi, avons-nous voulu vérifier cette hypothèse soit par des essais 

de réinduction de I'enzyme soit par Itutilisation d'inhibiteurs de la trans- 

cription et de la synthèse protéique. Enfin, nous avons étudié la nature 

de l'inducteur. 
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Fig.  20 : Induction de Za nitrate  rkductase par des ni trates  introduits 

à dif férents  moments de la culture ( ( 1 .  

Les cellules sont cultivées dans w milieu contenant 25 pg. l -1 

de molybdène puis on mesure l 'act ivi té  îi.R. i n  vivo à dif férents  

temps de culture. - 
L 'addition de NO3 se fa i t  soi t  d&s le début de la culture 

(-1 soi t  après 19 h ( & - - 3 1  soi t  q r 2 s  43 h ( A-.--A) 

. - f A-A ) : le m i  l ieu  e s t  carencé en azote. 
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EXPERIENCES DE REINDUCTION DE L'ENZYPSE 

A f i n  de s i m p l i f i e r  l ' i n t e r p r é t a t i o n  de nos r é s u l t a t s ,  nous avons 

u i i l i s é  un m i l i e u  ne contenant que 5,4 mM de n i t r a t e s .  Dans ce cas, i l  e s t  

vra isemblable que l es  phénomènes de t r a n s f e r t  de l ' i o n  d 'un de stockage 

dans un f~pool " rnétabol ique sont  r é d u i t s  e t  ne masquent pas l e s  m o d i f i c a t i o n s  

de I ' a c t i v i t é  enzymatique. 

Dans une première s é r i e  expér imentale,  les  c e l l u l e s  sont  c u l t i v é e s  

en pr6sence de n i t r a t e s  e t  de molybdène. Nous voyons a l o r s  ( f i g .  201, que 

I ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase appa ra i t  t r è s  v i t e  e t  a t t e i n t  une va leu r  maximale 

vers  l a  40e heure. S i  pa r  contre,  I f  i n t r o d u c t i o n  des n i t r a t e s  e s t  re ta rdée  

de 24 ou 48 heures, I ' a c t i v i t é  enzymatique e s t  elle-même re ta rdée  ; les  

pentes des courbes d ' a c t i v i t é  sont  a l o r s  prat iquement iden t iques  à ce1 l es  

de l a  courbe témoin. 

Dans une seconde s é r i e  d'expériences, l es  éléments minéraux sont 

a j ou tés  p l u s  tard ivement  a l o r s  que I ' a c t i v i t é  enzymatique d é c r o i t .  

Deux types de man ipu la t ion  o n t  é t é  e f f ec tués .  Dans un cas, l e  

m i l i e u  de c u l t u r e  i n i t i a l  ne c o n t i e n t  pas de molybdène. L ' a c t i v i t é  enzymatique 

se développe normalement mais l a  hauteur du p i c  r e s t e  f a i b l e .  L ' i n t r o d u c t i o n  

- de n i t r a t e s  seu l s  p ro longe  légèrement l a  durée de l ' a c t i v i t é ,  p a r  cont re ,  s i  

on l eu r  assoc ie  du molybdène, i l  appa ra i t  un second p i c  d ' a c t i v i t é  enzymatique 

( f i g .  21 a ) .  

Dans un second cas, l e  m i l i e u  de c u l t u r e  i n i t i a l  c o n t i e n t  du molybdène, 

on s ' a p e r ç o i t  a l o r s  que l ' a c t i v i t é  enzymatique e s t  importante p u i ~  d é c r o î t .  

L ' add i t i on  de n i t r a t e s  l e  4e j o u r  de c u l t u r e  provoque l ' a p p a r i t i o n  d'un 

second p i c  d ' a c t i v i t é  p l u s  f a i b l e  que l e  premier  ( f i g .  21 b ) .  

Au vu de ces expériences, on peuf donc penser à une i nduc t i on  de 

l a  synthèse enzymatique pa r  les  n i t r a t e s .  

Nous avons vou lu  con f i rmer  c e t t e  hypothèse pa r  l ' emp lo i  d ' i n h i b i t e u r s  

métaboliques t e l s  que l a  6-methylpur ine e t  l a  cycloheximide. 



B)  UT 1 L I SAT 1 Oi.! D '  I Idtl I CI TEURS DE LA TRANSCR I PT 1OT.I ET 

DE LA TRADUCTION 

Idous avons u t i l i s é  d'une p a r t  l a  6 -méthy lpur ine :  qui  a é t é  u t i l i s é e  

avec succes dans I ' i i i h i b i t i o n  de I'ARN messager de I ' i s o c i t r a t e  lyase chez 

Ch lo re l l a  pyrenoÏdosa. Son a c t i o n  e s t  immédiate au niveau de l a  t r a n s c r i p t i o n  

e t  progressive sur  l a  synthèse proté ique (MAC CULLOUGH e t  JOHN, 1972). Des 

expériences p ré l im ina i res  nous ont  permis de déterminer que l a  dose e f f i c a c e  

dans no t re  matér ie l  es t  de 2,5 pg m l - '  concentrat ion qu,i s ' es t  révélée ne pas 

ê t r e  tox ique pour les c e l l u l e s  pendant l a  durée de 11exp6rimentat ion. 

Lorsque I V  i n h i b i t e u r  e s t  a jou té  dès l e  début de l 'expérience, I ' a c t i -  

v i  t é  enzymatique mesurée après 24 heures de CU l t u r e  e s t  r é d u i t e  de 92 % 
( f i g .  22). L ' appar i t i on  de l a  n i t r a t e  réductase dépend donc de l a  t r a n s c r i p t i o n  

dlARN messagers n i t r a t e  réductase e t  e x c l u t  l a  p o s s i b i l i t é  de t raduc t i on  

dlARN messagers à longue durée de v ie,  mis en évidence chez les  végétaux 

(IHLE e t  DURE, 1969). 

Nous avons par a i l l e u r s  u t i l i s é  des i n h i b i t e u r s  de l a  t raduc t i on  

t e l s  que l a  cycloheximide qu i  bloque l ' i n i t i a t i o n  des chaines pept id iques 

en inh ibant  l a  progression du mRNA l e  long des ribosomes (JAVILLIER e t  c o l l .  

1972). La dose e f f i c a c e  de cycloheximide non tox ique pour les  c e l l u l e s  de 

Si lène e s t  de 4 J J ~  m l - ' .  Lorsqulel l e  e s t  i n t r o d u i t e  dès l e  début de l a  cu l tu re ,  

l ' i n h i b i t i o n  de l ' a c t i v i t é  enzymatique a t t e i n t  80 $ après 24 heures ( f i g .  22) 

TABLEAU I : Act ion de l a  cycloheximide sur l ' a c t i v i t é  W.R. des c e l l u l e s  

de S i  lène. 

EN VM DE NO2 FORME 

i n h i b i t i o n  ( $ 1  

CYCLOHEX 1 r.4 I DE 

i n h i b i t i o n  ($1  

Ln cyclohcrinidde 14 p g . m ~ - l )  e s t  Goutde d.2~ 2s d6but de la  cutturo, l es  

ac t iu i tds  Y.R. sont mcsurées 24 31 plus tard (in vi t ro)  



Fig. 22 : Action de divers inhibi teurs  sur l ' a c t i v i t é  J.R. 

Les inhibi teurs  sont ajoutés d2s le  dEbut de la culture,  

les  a c t i v i t é s  fiesurées q r è s  24 R. Une a c t i v i t é  de 
- -1 -1 100 %correspond d ta  formation de 0,82 p.'.! de PJO2 .h. g 

de matière fraîche. 

T = témoin ; 6 M P = 6-méthyl purine 

C H I = cycZoheximide ; chlor = chlorcmrphénicol 



Comme i l  a  é t é  montré que l a  cycloheximide n 'es t  pas un i n h i b i t e u r  

spéci f ique de l a  synthèse proté ique i n  v i vo  (Mc l.IAHOî.I, 1971) e t  que ses 

e f f e t s  v a r i e n t  selon l a  concentrat ion à l aque l l e  e l l e  e s t  u t i l i s é e  (DELSENY, 

1977) , nous avons vou lu  savoi r  s i  dans nos cond i t ions  expérimentales, e l l e  

e t a i t  i n h i b i t r i c e  de l a  synthèse protéique. Nous l 'avons donc i n t r o d u i t e  

dans le  m i l i e u  dès l e  t r a n s f e r t  des ce1 Iu les  e t  nous avons procédé à un 

marquage de prol-éines synthét isées l o r s  des 24 premières heures de l a  cu l tu re ,  

en fourn issant  pendant une heure, à i n t e r v a l  les  régu l ie rs ,  de l a  leucine 

t r i t i é e  ( 2 , 5  p C i  .nt- ') .  Les ce1 I u l e s  sont ensu i te  recuei l l i es ,  lavées, broykes 

e t  t r a i t é e s  par  une s o l u t i o n  à 5 $ d'acide t r i c h l o r a c é t i q u e  à 4 O C  pendant 

une nu i t .  La r a d i o a c t i v i t é  des f r a c t i o n s  acidosolubles e t  ac idop réc ip i t ab les  

es t  mesurée. Les résu 1 t a t s  sont repor tés dans l e  tableau 1 1 . 
I  I  appara i t  que dans une CU l t u r e  témoin, 1 'absorpt ion de l a  3~ 

Leucine e t  son incorpora t ion  dans l a  f r a c t i o n  proté ique ac idop réc ip i t ab le  

s 'e f fec tuent  rapidement après l e  t r a n s f e r t  des c e l l u l e s .  

L 'apport  de cycloheximide provoque tou jours  un accroissement de l a  

r a d i o a c t i v i t é  i n t race l  1 u l a i r e  e t  une i n h i b i t i o n  de 1 ' i nco rpo ra t i on  de 1 'ac ide 

aminé dans l a  f r a c t i o n  p r é c i p i t é e  par l ' ac ide .  

L 'absorpt ion de l a  leucine par les c e l l u l e s  t r a i t é e s  e s t  donc 

m u l t i p l i é e  envi ron par deux, quel l e  que s o i t  l 'heure du prélèvement. Que 

l ' i n h i b i t i o n  puisse m o d i f i e r  l ' abso rp t i on  d'acides aminés a  déjà é t é  s igna l4  

chez Ch 1 amydon?onirs r e  i nhardi Dangeard (Llc MAHON, 1975) . 

I I  nous a donc paru indispensable de rendre compte de c e t t e  modi f ica-  

t i o n  de l 'absorp t ion  de l a  leucine marquée dans l ' es t ima t ion  des v a r i a t i o n s  

de l a  synthèse proté i que. Le ca lcu 1 du rappor t  rad i oac t  i v i t é  i ncorporée/ 

quant i té  de c.p.m incorporés + quan t i t é  de c.p.m de l a  f r a c t i o n  ac idosoluble 

permet de r e l i e r  l e  marquage de l a  f r a c t i o n  pro té ique à l a  fréquence du marquage 

du pool métabolique l o r s  de l a  synthèse, que l l es  que so ien t  les  cond i t ions  

expérimentales. 

I I  appara i t  donc que l e  cycloheximide inhibe fortement l a  synthèse 

protéique pendant au moins 18 heures e t  que son i n h i b i t i o n  res te  importante 

après 24 heures. 

Parmi d 'autres substances i n h i b i t r i c e s  de l a  t raduct ion,  noys-avons 

u t  i l i sé l e  ch l oramphén i CO 1 qu i 1 nh i be l a  synthèse proté ique dans l e s  or&n'i t e s  

c e l l u l a i r e s  en se l i a n t  aux ribosomes 70 S(BOTT0MLEY e t  c o l l . ,  1976hLa 



lumière l e  dégrade e t  l e  rend t ox i que  (HOXMARK e t  NORDBY, 1977). Nous avons 

donc é t é  amenés 2 l ' u t i l i s e r  à l ' o b s c u r i t é  e t  à e f f e c t u e r  quelques études 

pré1 im ina i res .  

La l ec tu re  du Tableau 1 I I montre que l ' o b s c u r i t é  ne m o d i f i e  guère 

l a  cro issance de l a  suspension ce qui  concorde avec les  t ravaux de DUBOIS 

e t  MORVAN (1971). Quant aux a c t i v i t é s  n i t r a t e  réductase, e l l e s  ne sont  que 

légèrement diminuées (Tableau I V  

TABLEAU I I I  : ln f luence  de l a  lumière sur  l a  cro issance (po ids  de 
mat iè re  f r a i c h e l  des c e l l u l e s  de Si lène.  

Age de l a  c u l t u r ô  

( j o u r s )  . 

Poids de ma t i s re  f r a Î che /  
c u l t u r e  ( g )  

---- --------------- ---------- 
T 

Lum i è r e  (500 l ux) Obscur i t é  ---------- + 

TABLEAU IV : In f luence  de l a  lumière sur  I ' a c t i v i t e  n i t r a t e  réductase. 

------------------- 

Age de l a  c u l t u r e  

P c t i v i t $  n i t r a t e  réductase 
P . ?  O forrnées/h/g.b,lF) 

2 

Lumière (500 l u x )  I Obscur i té  I 



Témoin 
48h 

Témoin 
48h 

Heures 
Fia 2 3  



DGjà BEEVERS et t{AGEMA;.I (1969) avaient signalé que la lumière 

n'intervenait pas dans l'induction enzymatique dans les tissus non chloro- 

phylliens. 

Lorsque le chloramphénicol est introduit dans le milieu de culture 

initial et que l'activité enzymatique est mesurée 24 heures plus tard, 

on n'observe (fig. 22) qu'une très faible inhibition. 

La synthèse enzymatique s'effectue donc au niveau du cytoplasme 

et non dans les organites qui dans notre matériel, sont constitués presque 

exclusivement par des mitochondries et quelques proplastes. 

Certains auteurs (SLUITERS-SCHOLTEN, 1973) ont obtenu l'inhibition 

de la synthèse de la nitrate réductase avec de très fortes doses de 

chloramphénicol. Ils attribuent ce rCsultat S des effets secondaires 

pouvant influer la phosphorylation oxydative. 

Dans le cas de cotylédons de radis ou de plantules de mars, i l  

faut utiliser des doses de 1600 à 3200 p9 d'inhibiteur pour supprimer I'induc- 

tion enzymatique (BEEVERS et coll., 1965). Enfin, on a pu montrer que si la 

niirate réductase est bien synthétisée au niveau, du cytoplasme, la nitrite 

réductase l'est dans le chloroplaste (SCHRADER et coll., 1967). 

C) ACT l ON SEQUENT I ELLE DE LA 6-METHY LPIJR I NE ET DE LA CYCLOHEX I Y l EE 

Ayant montré que la synthèse de la nitrate réductase est induite 

et qu'elle s'effectue essentiellement au niveau du cytoplasme, nous avons 

voulu déterminer à quel moment de la culture s'effectuaient la transcription 

et la traduction. 

1 )  Action de la 6-méthylpurine 

El le est introduite à la dose de 2,5 pg ml-' à différents stades 

du cycle de croissance. Les activités enzymatiques sont alors mesurées 

après 30 heures de culture. 

Lorsque l'inhibiteur est introduit plus tardivement, la mesure 

est effectuée après 48 heures. 

Les résultats obtenus (fig. 23 b) montrent que l'activité est toujours 

inhibée mais qu'elle l'est d'autant plus que l'inhibiteur a été ajouté plus 

tôt. On voit en effet que l'activité est nul le ou très faible si l'addition 

est effectuée au moment du repiquage ou après 3 heures de culture. 



La t r a n s c r i p t i o n  des gènes codant pour l'enzyme débute donc dans 

les  premières heures qu i  su i ven t  l e  t r a n s f e r t  des c e l l u l e s .  

2) Ac t i on  de l a  cyc lohex imide 

Lorsque l a  cyc iohex imide e s t  i n t r o d u i t e  à d i v e r s  moments de l a  

c u l t u r e  on v o i t  ( f i g .  23 a )  que l ' a c t i v i t é  enzymatique e s t  i nh ibée  d ' au tan t  

p l u s  for tement  que l a  substance a  é t é  a j ou tée  p l u s  prgcocement. 

Donc, i c i  encore l a  t r a d u c t i o n  a  l i e u  dans les  premières heures 

qu i  s u i v e n t  l e  t r a n s f e r t  e t  s u i t  de t r è s  peu l a  t r a n s c r i p t i o n .  

D )  RE l NDUCT 1 ON APRES 5  JOURS CE CULTURE 

La n i t r a t e  réductase des c e l l u l e s  de S i l e n e  a lba  e s t  donc une enzyme 

i nduc t i b l e , du  moins ?endant les  premières heures qu i  su i ven t  l e  t r a n s f e r t  

c e l l u l a i r e  dans un m i l i e u  neuf .  De p lus,  l ' é v o l u t i o n  de l ' a c t i v i t é  enzyrna- 

t i q u e  en f onc t i on  du temps de c u l t u r e  présente un p i c  r e l a t i vemen t  é t r o i t  

puisque l e  maximum se s i t u e  vers  l a  48e heure e t  q u ' e l l e  s 'annule  

vers  l e  6e j o u r  a l o r s  que l e  m i l i e u  de c u l t u r e  de base renferme encore une 

q u a n t i t é  i m p o r t m t e  de n i t r a t e s .  La ques t ion  se pose donc de s a v o i r  comment 

s ' e f f e c t u e  l a  r é g u l a t i o n  de l a  synthèse enzymatique. Nous avons voulu v o i r  

s ' i l  é t a i t  poss i b l e  de r é i n d u i r e  l'enzyme à un stade p l u s  avancé de l a  

c u l t u r e ,  nous avons a l o r s  a j o u t é  des n i t r a t e s  e t  du molybdène après 5  

ou 7 j o u r s  de c u l t u r e .  

Les c e l l u l e s  sont  c u l t i v é e s  dans un m i l i e u  contenant 5 mM de 

n i t r a t e s .  Après 5 ou 7 jou rs ,  on i n t r o d u i t  à l a  f o i s  des n i t r a t e s  e t  du mo- 

lybdène, p u i s  on mesure les  a c t i v i t é s  enzymatiques à i n t e r v a l l e s  r é g u l i e r s .  

On v o i t  appa ra î t r e  un nouveau p i c  d ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase. 

S i  on n ' i n t r o d u i t  que du molybdène, l ' a c t i v i t é  enzymatique n ' e s t  

pas r é i n d u i t e  ( f i g .  24 a ) .  

L ' a j o u t  s imu l tané  de molybdène, de n i t r a t e s  e t  de 6 rnéthylpur ine 

permet l ' a p p a r i t i o n  d'une t r è s  f a i b l e  a c t i v i t é  enzymatique qu i  chute rap ide-  

ment. S i  l ' i n h i b i t e u r  n ' e s t  a j o u t é  qu'au 6e j ou r ,  a l o r s  que l e s  substances 

minéra les l ' o n t  é t é  au 5e j o u r  de c u l t u r e ,  l a  chute de l ' a c t i v i t é  enzymatique 

i n t e r v i e n t  rapidement (moins.de 6 heures après l ' a p p l i c a t i o n  de I l i n h i ~ i t e u r )  

( f i g .  24 b ) .  



Heures 

F i g .  24 : Réinducaon de l a  nhhcLte-tréductahe. 

Lu ac;tiv.LtEb N.R 6ont meswcées i n  vivo.  Lu c & d u  dont c d -  

fivécn en ptrbence de 7 5  mg/l d'azote n iahque .  - 
a )  au Se jowc de cLLeRwLe, on i n t a o d u  4oL-t du molybdène 

( 2 5  )cg/&) (A- -  - -A), 4o.i.t des ni;Drateb ( 5  mM/L) + Mo (6- - - -A ) 
(@-e ) in tmduc t ion  de ~ 0 ~ -  + Mo aptrèb 7 j o w  de cuetwce. 

6 )  a p b  5 joua  de cue twe ,  on intnodlu*  NO^- + Mo + 6 M P - 
12.5 pgImL1 (0--0) ou bien on ajo<rte NO3 + Mo au 5e j o m  +t La 

6 M P 24 h p l u  ;tmd (O- - - -VI. La coabe  (- ) &eptrhede 
l l a o t i v L t é  obaehvée Lotisq;'on a i n t h o d d  ~ 0 ~ -  + Mo. 

' 

c )  au 5e jowr de slLeitwce, on aj'ou;te l a  cy&ohexUnide (CUI) 
( 4  pg/mL) + NO3 + Mo (O- - -<> )ou bien on n ' i n t t o d u d  La cy&ohexi- 

niide que 24 h aptrèa a v o h  dounni  NO^- + Mo ( V- - 7 I. 



Une exp6rience semblable men6e avec la cycloheximide conduit 

aux résultats reportés dans la figure 24 cl. L'activité enzymatique chute 

pendant un temps très court avant d'augmenter à nouveau, que l'inhibiteur 

ait été ajouté en même temps que les sels minéraux ou 24 heures plus tard. 

Ces résultats nous permettent de conclure que 1 'enzyme est 

bien inductible et que l'inducteur est l'ion nitrate. 

Le molybdène n'interviendrait pas comme inducteur et ne provo- 

querait donc pas.une synthSse d'unités protéiques constitutivesde I'enzyme, 

mais sa présence serait nkessaire en tant que cofacteur et permettrait 

le transport des électrons lors de la réduction (VEGA et col 1 ., 1971, NICHOLAS 
et NASOII 1954 a - 1955). Récemment, JONES et Coll. (1978) ont d'ailleurs 
suggéré que le métal active rapidement l'enzyme indépendamment de toute 

synthèse protéique. 

Le molybdène serait un facteur limitant de Itactivité enzymatique 

et son absence empêcherait tout fonctionnement de I'enzyme alors que les 

unités protéiques seraient présentes. Cette hypothèse ne pourra être confir- 

m6e que par l'étude de la structure de I'enzyme. 

Les résultats obtenus lors de l'emploi de la cycloheximide 

peuvent surprendre dans la mesure où l'inhibition de I'ûciivité enzymatique 

n'est pas totale lorsqu~ol le est ajoutée après 5 ou 7 jours de culture. 

I I  est probable qu'on assiste dans ce cas, à un effet de dilution de l'inhi- 

biteur : à ce stade de la culture, la quantité de cellules s'est accrue 

et la dose de cycloheximide par cellule est donc plus faible que lorsqulelle 

est ajoutée au début du cycle de croissance. L'inhibition de la synthèse 

protéique est alors réduite et transitoire. 

E 1 CONCLUS l ONS 

Nous avons donc montré que la nitrate réductase des cellules 

de Silene alba cultivées en suspension cellulaire est inductible et que - 
l'inducteur est l'azote nitrique, le molybdène, quant à lui agirait plutôt 

comme activateur de l'enzyme. L'enzyme peut être réinduite lors du cycle 

de croissance comme c'est le cas dans les racines de maTs (OAKS et Colt., 

1972). 

Dans les conditions expérimentales utilisées la diminution 

rapide de l'activité enzymatique au cours du cycle de crûissânce e s t  étroite- 

ment liée à l'absorption des nitrates. Le problèmes cependant devient plus 

complexe, lorsque le milieu de culture en contient 4 fois plus. Dans ce cas, 



en e f f e t ,  l e  p i c  d ' a c t i v i t é  enzymatique e s t  p l u s  é l evé  mais i l  n ' e s t  pas 

p l u s  large.  A ins i ,  malgré l a  présence d'une concent ra t ion  encore importante 

d 'azote n i t r i q u e  dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e ,  l ' a c t i v i t é  enzymatique s ' a r r ê t e  

au 6e j ou r ,  a l o r s  que l ' a b s o r p t i o n  cont inue.  On peut  env isager  p l u s i e u r s  

hypothèses : 

, Cer ta ins  au teurs  (SMITH e t  TI-IOMPSON, 1971 a e t  b, ASLAM e t  

OAKS, 1975) o n t  montré que l ' i n d u c t i o n  enzymatique peu t  ê t r e  inh ibée pa r  

de f o r t e s  concen t ra t ions  de n i t r a t e .  Chez S i  lene alba, 1 ' i n t r o d u c t i o n  de - 
concen t ra t i ons  c ro i ssan tes  de n i t r a t e s  dans l e  m i l i e u  (2,71 - 5,42 - 10,84 - 
21,71 mM) provoque un accroissement de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase mais 

n 'en m o d i f i e  guère l a  durée, sauf pour l a  p l u s  f a i b l e  dose. La r é g u l a t i o n  

de I ' a c t i v i t é  enzymatique ne répond donc pas à ce modèle. 

Z l ELKE e t  FI  LNER ( 1971 on t  é t u d i é  1 ' a c t  i v i  t é  n i t r a t e  réductase 

d'une suspension c e l l u l a i r e  de tabac ; i l s  pensent que l'enzyme s u b i t  

un t u rnove r  constant  e t  q u ' e l l e  e s t  con t rô l ée  par  l e s  m o d i f i c a t i o n s  des 

t a u x  de synthèse e t  de dégradat ion.  Cependant, l es  f a c t e u r s  qu i  i n f l u e n t  

su r  ces changements ne sont  pas détermi nés, 

On peut penser à une a c t i o n  de l'ammonium qu i  f a v o r i s e r a i t  

l a  dégradat ion de l'enzyme. biais c e t t e  hypothèse n ' a  é t é  que t r è s  rarement 

v é r i f i é e  chez les végétaux supér ieurs .  OAKS e t  ses c o l l a b o r a t e u r s  (1971) 

supposent q u ' i l  appa ra i t  à c e r t a i n s  moments un système d ' i n a c t i v a t i o n  de 

l'enzyme ce qu i  exp l i que  l e s  chutes d ' a c t i v i t é .  Là encore, l a  na tu re  de 

1 ' i n h i b i t e u r  r es te  à déterminer .  

Un a u t r e  modèle t héo r i que  nous a paru i n té ressan t .  I I  se pour- 

r a i t  que l e s  n i t r a t e s  absorbés s o i e n t  r é p a r t i s  en d i  v e r s  compartiments 

c e l l u l a i r e s  dont les  f o n c t i o n s  s e r a i e n t  d i f f é r e n t e s .  Ce r ta i ns  ions p a r t i c i -  

pen t  à unl'pool" de stockage, d ' au t res  à un "pool"  d ' i n d u c t i o n  (HEIYER 

e t  FILNER, 1971 - FERRARI e t  Co l l . ,  1973). 

La v é r i f i c a t i o n  d'une t e l l e  concept ion n ' e s t  guère a isée  

e t  demande un impor tant  t r a v a i l  expér imental  qu i  ne pouva i t  ê t r e  e n t r e p r i s  

dans l e  cadre de c e t t e  étude, 



Fig 25  

Heures %+vu res 



C. V I 1 CALCUL DE LA DUREE DE V I E DE L' ENZYME 

La nitrate réductase est inductible mais sa période d'activité 

s'étend sur une faible pkriode du cycle de culture. Nous avons essayé 

d'étudier son renouvellement et nous avons tenté d'évaluer sa durée de vie. 

Les cellules sont donc cultivées dans le milieu de culture habituel 

enr i ch i en mo l ybd6ne (25 pg 1 pendant 18 heures de f agon à ce que 

l'activité nitrate réductase soit élevée, sans pourtant avoir atteint son 

rnax i rnurn. 

On ajoute alors soit de la 6-m6thylpurine 12.5p9.ml-l) soit de 

la cycloheximide ( 4  pg.rnl-l). Ou bien on transfère les ce1 Iules sur un 

milieu carencé en azote. Puis on mesure I'activité enzymatique. Les mesures 

d'activité sont alors effectuées selon la méthode de dosage "in vivo''. 

Les résultats reportés dans la figure 25 indiquent que l'activité 

enzymatique continue à augmenter pendant encore 1 h 30 environ avant de 

chuter brutalement. I I  est remarquable que la perte d'activité apparait 

plus rapidement lors de l'emploi d'un inhibiteur que lors du transfert 

sur un milieu carencé. En ce qui concerne la vitesse de la perte d'activité 

c'est l'Inverse qui se produit. 

Nous confirmons donc la nature induttible de l'enzyme et le 

caractère inducteur de l'azote nitrique. 

Le délai observé entre l'introduction d'un inhibiteur métabolique 

et la chute d'activité s'explique par le fait que les vitesses d'absorption 

des substances peuvent varier avec leur nature. De plus, leur action au 

niveau de la transcription ou de la traduction n'est pas immédiate. 

I I  est vraisemblable que les processus de synthèse des protéines 

ou de transcription de I1ADN qui ont été amorcés avant l'adjonction des 

inhibiteurs, continuent. 

Le fait que le délai entre le passage d'un milieu inducteur à 

un milieu carencé et la chute de l'activité enzymatique soit plus long 

que lors de l'utilisation d'un inhibiteur, peut s'expliquer par une nouvelle 

distribution des nitrates intracellulaires lors du passage en milieu carencé. 

Selon l'hypothèse précédernernnt citée, de HEIMER et FILNER (1971)e-i FERRARI 

et Col 1. (19731, on peut imaginer que des ions du "pool11 de stockage sont 



reversés dans l e  "pool" induc teur .  Ce passage p e r m e t t r a i t  a i n s i  une 

s u r v i e  des c e l l u l e s  placées en cond i t i ons  défavorables.  

I I  f a u t  e n f i n  remarquer que les courbes de c ro issance  de l ' a c t i v i t é  

enzymatique présentent  deux pentes d i s t i n c t e s .  On peut  se demander s ' i l  

n ' e x i s t e  pas des enzymes ca rac té r i sées  par  des v i tesses  de renouvel lement 

e t  des o r i g i n e s  d i f f é r e n t e s .  On a en e f f e t  montré chez c e r t a i n s  eucaryotes 

qu' i l ex i s t a  i t deux c l  asses dlARN po l  ydi  sperses présentent  des durées de 

v i e  t r è s  dissemblables.  

Les r é s u l t a t s  de l a  f i g u r e  25 o n t  é t é  repor tés  dans un système 

de coordonnées semi- logar i thmiques (SCHRADER e t  Co11.1968 - OAKS e t  Co l l .  

1972). La décroissance de I t a c t i v i t é  enzymatique appa ra i t  a l o r s  comme une 

f onc t i on  l i n é a i r e  du temps e t  i l  dev ien t  a i s é  de déterminer graphiquement 

l a  durée de demi - v i e  de l'enzyme. 

Selon l a  méthode expér imentale u t i l i s é e ,  nous about issons aux 

r é s u l t a t s  su i van t s  : 6 H 18 min., l o r s  d'un t r a n s p o r t  dans un mi 1 i e u  carencé 

8 H 30, l o r s  de l ' u t i l i s a t i o n  de l a  6 méthy lpur ine e t  11 H s i  l ' i n h i b i t e u r  

employé e s t  l a  cyc lohex imide 

Les t r o i s  procédés u t i l i s é s  dans l a  dé te rmina t ion  de l a  durée 

de demi - v i e  de l'enzyme n ' o n t  pas l a  même s i g n i f i c a t i o n .  La cyclohex.imide 

en b loquant  l a  synthèse p ro té i que  d e v r a i t  ê t r e  l e  moyen permet tan t  d 'éva luer  

avec l e  p l u s  d 'exact i tude,  l a  décroissance de l ' a c t i v i t é .  La 6-méthylpur ine 

ou l e  t r a n s f e r t  dans un m i l i e u  carencé empêchent l a  t r a n s c r i p t i o n  mais 

n ' i n h i b e n t  pas l a  t r a d u c t i o n  des messagers e x i s t a n t s .  Ces deux dern iè res  

méthodes mesurent donc e t  l a  durée de v i e  de I'ARN messager e t  c e l l e  de 

l a  p ro té i ne .  Comme l es  r é s u l t a t s  pub l i és  p a r  d 'au t res  chercheurs (OAKS 

e t  STEVENS ou SCHRADER e t  Col l . ,  1967,JONES e t  Coll. ,  1978) a t t r i b u e n t  à ces 

ARN des dur6es de v i e  de l ' o r d r e  de 20 à 30 min., nous av ions  dans un 

premier  temps, décidé de n c g l i g e r  ce f a c t e u r  e t  de comparer globalement 

l es  r é s u l t a t s  obtenus pa r  l es  t r o i s  méthodes déc r i t es .  

La v a r i a b i l i t é  des r é s u l t a t s  s 'exp l ique  aussi p a r  l e  f a i t  que l e s  

i n h i b i t e u r s  ne peuvent ê t r e  u t i l i s é s  à 'des doses t r o p  impor tantes qu i  provo- 

quera ien t  l a  mor t  des c e l l u l e s .  Dans ces cond i t ions ,  l ' i n h i b i t i o n  des 

processus de l a  t r a n s c r i p t i o n  e t  de l a  t r a d u c t i o n  n ' e s t  jamais  t o t a l e ,  d ' au t sn t  

p l us  que nous nous sommes t o u j o u r s  placés dans des c o n d i t i o n s  expér imenta les 

permet tant  l a  r e p r i s e  de l a  c ro issance  de l a  suspension p a r  une levée 

de l ' i n h i b i t i o n .  On comprend donc que les durées de demi -v ieca lcu lées,  



sont plus longues,lorsque les cellules ont été mises en présence d'un 

inhibiteur que lorsqulelles ont été transférées dans un milieu carencé. 

Nos résultats rejoignent cependant ceux obtenus par d'autres 

chercheurs qui attribuent à la nitrate réductase ses durées de vie allant 

de 3 à 6 heures dans le cas de feuilles isolées de mars (ASLAM et OAKS, 

1975) ou des tissus de tabac (CHROBOCZEK et Coll., 1971) et même de 

24 heures (pour revue voir HEWITT, 1975). 

Nos résultats demandent cependant à être vérifiés en utilisant 

par exemple le tungstène qui est capable de remplacer le molybdène dans 

la protéine en la rendant inactive. 

V 1 1 1 ESSA 1 DE CAWCTER 1 SAT ION DE L' 1 NDUCT 1 ON E?JZYI..IAT 1 QUE PAR L' ANALYSE 

EN ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIOE 

Puisque l'enzyme est inductible, i l  était tentant d'essayer 

d'observer sa synthèse à différents stades de la culture en la caractérisant 

par une méthode d'électrophorèse sur gel de polyacrylamide. 

Des extraits de cellules âgées de 0, 3, 6, 9, 12, 15 et 24 heures 

ont été analysés. Les méthodes concernant les modalit6s de l'électrophorèse 

et de la mise en évidence de l'activité enzymatique dans le gel ont été 

décrites au chapitre des méthodes. 

Dans des conditions d'extraction de dépôt et d'électrophorèse 

identiques pour chaque lot de cellules, l'activité enzymatique n'est décelée 

dans le gel qu'avec 1 'extrait obtenu à partir de ce 1 lu l es âgées de 24 heures. 

Après les opérations de coloration et de décoloration, les électrophorégramnes 

présentent les mêmes bandes protéiques, mais l'intensité de leur coloration 

augmente avec l'âge des cellules. Ceci montre que le transfert des cellules 

de 14 jours dans un milieu neuf, déclenche des processus de synthèse protéique 

et confirme les résultats de DUBOIS et Coll. (1976). 

L'impossibilité de caractériser l'enzyme dans des extraits provenant 

de cellules âgées de moins de 24 heures est la conséquence de deux faits : 



- d'une p a r t ,  l'enzyme e s t  t r è s  i n s t a b l e  aprCs son e x t r a c t i o n  

e t  sa c a r a c t é r i s a t i o n  ne peut  donc se f a i r e  en f i n  de m i g r a t i o n  que dans 

des ex1 ra  i t s  qu i en sont  r i ches .  

- d ' a u t r e  p a r t ,  comme nous avons manipulé des e x t r a i t s  b ru t s ,  

p l u s i e u r s  p ro té i nes  peuvent m ig re r  au même niveaudans l e  ge l  e t  i l  dev ien t  

imposs ib le  de c a r a c t é r i s e r  une bande p ro té ique  présentant  une a c t i v i t é  

n i t r a t e  réductase. 

L 'étude de l ' a p p a r i t i o n  de l'enzyme par  c e t t e  méthode n ' e s t  poss ib l e  

qu'avec des p repara t ions  enzymatiques p u r i f i é e s .  

V 1 1 I ) ESSAI S D' 1 SOLE14Et.IT ET DE PUR l F ICAT l ON DE LA NITRATE REDUCTASE 

Nous avons vu que I'enzyme e s t  syn thé t i sée  dans l a  suspension 

c e l l u l a i r e  de S i l ene  a lba  au cours des premières heures qu i  su i ven t  l e  - 
t r a n s f e r t  des c e l l u l e s  dans un m i l i e u  neuf.  

Comme l ' a c t i v i t é  ne se développe que pendant un temps re l a t i vemen t  

c o u r t ,  on peut  espérer  que l a  synthèse de l a  n i t r a t e  réductase représente 

un s igna l biochimique permet tant  de c a r a c t é r i  s e r  une étape i mportante du 

c y c l e  de cro issance de l a  suspension. On peut  penser que l e  p i c  de synthèse 

dVARN observé vers  l a  6e heure de cu l tu re ,  renferme des ARN messagers 

de l'enzyme (DUBOIS e t  Col l . ,  1976, RAMBOUR e t  Coll. ,  1978). Comme de 

S e l s  ARN peuvent ê t r e  i s o l é s  (RAF!BOUR e t  Col l . ,  1977) on peut  l e s  t r a d u i r e  

dans un système a c e l l u l a i r e .  Ceci ne présente d ' i n t é r ê t  que s i  l a  p r o t é i n e  

enzymatique peut  ê t r e  i d e n t ' i f i é e  e t  dosée. Deux méthodes peuvent a l o r s  ê t r e  

envisagées : fa première s e r a i t  de c a r a c t é r i s e r  I'enzyme pa r  un t e s t  d ' a c t i -  

v i t é  ; c e t t e  s o l u t i o n  n ' e s t  guère envisageable dans l a  mesure où l'enzyme 

ne s e r a i t  formée qu'en f a i b l e  quan t i t é .  Une seconde methode f a i t  appel aux 

techniques d 1  immunologie, La p roduc t ion  d ' a n t i c o r p s  de l a  n i t r a t e  réductase 

a ét6 obtenue chez l ' é p i n a r d  (GRAF e t  Coll. ,  1975) e t  Neurospora (AMY e t  

GARRETT, 1979). 1 1  d o i t  donc ê t r e  poss ib le  d ' o b t e n i r  un immun-serum contenant 

des a n t i c o r p s  de !'enzyme de SilCne. Cet te  méthode n6eess i te  I ' o b i e n t i o n  

d'une p répa ra t i on  enzymatique p u r i f i é e .  



Ce travail de purification n'a donc été entrepris que dans le seul 

but d'obtenir une fraction permettant la production d'un anti-serum. 

La nitrate réductase est apparemment fotmhe d'un complexe enzymatique 

contenant un groupement prosthétique renfermant du molybdène (voir historique) 

la synthèse de l'enzyme in vitro ne devrait conduire qu'à la formation 

de sous-unités protéiques constitutives de I'apoenzyme. Cependant, HEWlTT 

et Coll. (1977) ont décrit et employé avec succès, des procédés qui reconsti- 

tuent I'enzyrne complète in vitro à partir de I'apoprotéine et d'un complexe 

contenant du molybdène. 

I I  n'est donc pas vain de concevoir une synthèse complète de 

l'enzyme de Silène in vitro à partir de sous-unités obtenues dans un 

système de synthèse acellulaire. 

A )  PROBLE?.IES POSES PAR LA PURIFICATION 

La première difficulté que nous avons rencontrée, résulte de 

l'extrême instabilité de l'enzyme de Silène. Lorsqulelle est extraite selon 

la méthode décrite précédemment, elle perd toute activité après quelques 

heures de conservation au froid (Fig. 7 ) .  Or, les procédés habituels de 

purification nhcessitent souvent plusieurs heures. Par ailleurs, l'obtention 

de fractions hautement purifiées exige la combinaison de plusieurs procédés 

qui ne peuvent se dérouler que pendant plusieurs jours. Avec notre matériel, 

un tel protocole est donc exclu. Deux solutions sont offertes : 

- la première exige la mise au point d'un procede rapide permettant 

la récupération d'une fraction enzymatique encore active, 

- la seconde consiste à trouver un moyen de stabiliser l'enzyme, et 

de procéder ensuite à sa purification. 

8) PURIFICATION DE L'ENZYME UON STABILISEE 

1 )  Précipitation par le sulfate d'ammonium 

A l'extrait brut obtenu selon la technique déjà décrite, on ajoute 

une solution saturée à froid de sulfate d'ammonium dont le pH a été ajusté 

à 7,5 à l'aide d'une solution normale d'ammoniaque. Dans ces conditions, 

l'enzyme est précipitée après l'addition à 1 volume d'extrait de 0,82 volumes 

de la sol ution saturée. Le taux de sulfate d'ammonium est alors égal à 45 $ 

de la saturation. Après une centrifugation à 10 000 x g pendant 20 min. 

le culot est recueilli, i l  contient toute l'activité enzymatique. Nous avons 

par ailleurs vérifié l'absence d'activité enzymatique dans les fractions pré- 

cipitées entre O et 20 % puis entre 45 et 75 % de saturation. 



La fraction qui contient l'enzyme presente une activité éga le  

à environ 75 $ de ce1 le de I 'extrait brut. Ce rendement est faible comparé 

?I ceux obtenus avec d'autres matériels : 120 % (NOTTON et Col 1 . , 1977) 
122 $ (AHMED et SPI LLER, 1976) 96 $ (SOLOi~lOP4SON, 1975) 90 % (SOLOMONSON, 
1978) 110 % (SCHLOMER et GARRETT, 1973) et de 106 5 (LE CLAIRE et GRANT, 
1972 HEIMER et Coll., 1976). 1 1  est par contre du même ordre que celui 

obtenu par AMY et GARRETT (1974) chez la diatomée Thalassiosira pseudonana. 

2) La filtration sur gel 

Le précipité contenant l'enzyme est alors dissous dans un minimum 

ds tampon phosphate 0,1 M à pH 7,5. La solution est alors déposée sur une 

colonne de Sephadex G 100 (40 x 2 cm). L'élution est réalisée par du 

tampon phosphate identique au précédent à un débit de 40 ml/heure. 

L'activité nitrate réductase se trouve alors concentrée dans les 

fractions contenant toutes les autres protéines. 

En remplaçant le Sephadex G 100 par un gel de Sephadex G 200, 

on obtient le même type de résultat. L'utilisation de la filtration sur gel 

comme procédé de purification est donc inefficace. De plus, l'activité 

enzymatique mesurée dans les éluats reste très faible qu'elle soit mesurse 

avec WDH, FF::.ltl ou le méthyl viologène réduit. 2 

Par ailleurs, l'adjonction de 10 FM de FAD qui peut fonctionner 

comme groupement prosthétique de la nitrate réductase (ZUISFT et Coll., 1970) 

n'améliore pas la quantité d'enzyme récupérée. 

3)  La chromatographie d'affinité 

L'utilisation de colorants bleus liés de façon covalente à certains 

supports tels le Sepharose permet la purification d'enzymes. C'est ainsi 

que la chromatographie d'affinité sur le bleu Sépharose a permis de purifier 

150 fois la nitrate réductase de cotylédons de Courge (CAMPBELL et 

SMARELL I , 1978) . 
Aussi avons-nous tenté l'isolement de l'enzyme de Silone alba - 

et par le bleu Sepharose et par le bleu dextran. Dans les conditions habituel- 

les d'utilisation de ces gels, la nitrate réductase extrait de la suspension 

cellulaire n'est pas retenue. .. 
Nous avons alors appliqué la technique aécrite par BOHME et 

Coll. (1972). Elle consiste en l'emploi de Sephadex G 200 à laquelle est 

couplé le bleu Cibacron F G 3 A *  



Le p r 6 c i p i t é  obtenu par  l ' a d j o n c t i o n  de s u l f a t e  d'ammonium 5 

45 $ de s a t u r a t i o n  e s t  r e p r i s  dans un p e t i t  volume de tampon phosphate 

0,l M à ptl 7,5,  mélangé à 5 m l  de ge l  e t  a g i t é  t r è s  doucement pendant 30 min. 

La suspension e s t  f i l t r é e  e t  l e  ge l ,  remis en suspension dans quelques m l  

de tampon phosphate, e s t  t ransvasé dans une p e t i t e  colonne (18 x  1,8 cm) 

p u i s  lavé par  l e  même tampon, jusqu 'à  ce que I1absorbance de l ' e f f l u e n t  s o i t  

n u l l e .  On v é r i f i e  l 'absence d ' a c t i v i t é  à l a  f o i s  dans l e  tampon de lavage 

e t  dans l e  f i l t r a t .  Pu is  on é l ue  l'enzyme par  du tampon phosphate auquel 

on a  a j o u t é  100 fM de NADH (CAMPBELL e t  SMARELLI, 1978,'SOLOMONSON, 1975). 

L'enzyme peut aussi ê t r e  é luée  p a r  un g rad ien t  c o n t i n u  de 

O à 3  M de KCI d issous dans l e  tampon phosphate (NOTTOfi e t  Coll. ,  1977). 

Les a c t i v i t é s  enzymatiques r e s t e n t  f a i b l e s  quel  que s o i t  l e  mode d l é l u t i o n .  

Le NADH en p a r t i c u l i e r  n ' é l ue  qu'une f a i b l e  p a r t i e  de l ' a c t i v i t é  enzymatique 

f i x é e  sur  l e  ge l  ; e t  i 1 e s t  ensu i t e  impossi b l e  de concentrer  1 'enzyme par  

une s o l u t i o n  de s u l f a t e  d'ammonium dont l e  t a u x  de s a t u r a t i o n  e s t  amené 2 

50 $. S i  1 ' é l u t i o n  a  é t é  e f f ec tuée  par  l e  KCI, l a  p r é c i p i t a t i o n  de l a  n i t r a t e  

réductase dev ien t  poss ib le ,  sans doute parce que d ' au t res  p ro té i nes  o n t  

également é t é  éluées. 

L'enzyme a i n s i  concentrée perd t r è s  rapidement son a c t i v i t é  

l o r s q u l e l l e  e s t  conservée à -18OC, p r é c i p i t é e  pa r  l e  s u l f a t e  d'ammonium ou 

d i ssou te  dans du tampon phosphate 0,1 M auquel on a  a j o u t é  du g l y c é r o l  

(50 % v / v ) .  

L 'emploi  de FAD à l a  concen t ra t i on  de 10 pi1 dans l e s  tampons 

d ' e x t r a c t i o n  e t  d l é l u t i o n  n 'amé l io re  pas l e  rendement de l a  p u r i f i c a t i o n .  

Nous avons pa r  a i l  l eu rs  essayé de p u r i f i e r  l'enzyme en l 'adsorbant  

s o i t  avant, s o i t  après p r é c i p i t a t i o n  par  l e  s u l f a t e  d'ammonium, su r  un ge l  

d lhydroxy lapa t i te .  La encore l e s  essa is  se son t  r évé lés  ê t r e  i n f r uc tueux .  

41 Conc 1 us ion  

Les procédés usuels  de p u r i f i c a t i o n ,  appl iqués à l 'enzyme de 

S i l è n e  about i ssen t  à l ' o b t e n t i o n  de p répa ra t i ons  enzymatiques, rapidement 

dégradées ou i nac t i vées .  Le rendement de l a  p u r i f i c a t i o n  e s t  donc t r è s  f a i b l e .  

L'emploi de l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  qu i  e s t  pou r tan t  une méthode rap ide,  

n ' e s t  pas s a t i s f a i s a n t  dans n o t r e  cas. 

L'obtention d'une q u a n t i t é  s u f f i s a n t s  d'enzyme nécessai re  à l a  

con fec t i on  d '  un a n t  i -sérum r e q u i e r t  de nombreuses e x t r a c t  ions s u r  de grandes 

q u a n t i t é s  de c e l l u l e s .  Ceci e s t  d i f f i c i l e m e n t  r é a l i s a b l e  avec l a  suspension 
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c e l l u l a i r e  de Si l6ne puisque l ' i n d u c t i o n  enzymatique a  l i e u  l o r s  des 

premières heures de c u l t u r e  à une période où l a  dens i té  ce1 l u l a i r e  e s t  f a i b l e .  

Par a i l l e u r s ,  l es  f r a c t i o n s  p u r i f i é e s  sera ien t  rapidement inac t ivées  ou 

dégradées avant même qu ' une quant i  t é  s u f f i  sante d' enzyme soi t o.btenue. 

, I  I  devient donc nécessa i r e  d'essayer de s tab i  1 i ser l a  n i t r a t e  

réductase. 

C) ESSAIS DE STABI LISATIO:d DE L'ENZYME 

Nous avons vu que l ' u t i l i s a t i o n  de FAD ou d'EDTA ou de cys té ine  

dans l es  d ivers  tampons n 'amél iore pas les rendements de l a  p u r i f i c a t i o n .  

Nous avons donc essayé d 'au t res  procédés. 

1 )  A c t i v a t i o n  de l'enzyme par  l e  fe r r i cyanure  de potassium 

Cet te technique que nous a  suggéré l e  Docteur HEWITT, cons is te  

A incuber durant 5 min l'enzyme à O°C en présence d'une s o l u t i o n  à 3 mM 

de fe r r i cyanure  de potassium. Puis les n i t r a t e s  e t  l e  NADH ( s o l u t i o n  à 3 mX) 

sont a joutés.  Les n i t r i  t e s  formés sont dosés à l a  f i n  de l a  réac t ion .  

Employé aux concentrat ions hab i tue l l es  l e  f e r r i cyanure  ne permet pas I ' a c t i v a -  

t i o n  de I ' enzym e x t r a i t e  du S i lène ( f i g .  26). Sur les  conse i ls  du Docteur 

HEWITT, nous avons mod i f ié  légèrement l e  procédé. L'enzyme e s t  e x t r a i t e  

en présence de d i f f é r e n t e s  concentrat ions de s u l f a t e  de n i cke l  p u i s  t r a i t é e  

par  l e  fe r r i cyanure .  Les a c t i v i t é s  n i t r a t e  réductase sont a l o r s  mesurées 

avant c t  après é l i m i n a t i o n  du fe r r i cyanure  par  passages sur  une colonne de 

Sephadex G 25.Dans ces cond i t ions ,  l a  n i t r a t e  réductase n ' e s t  t ou jou rs  pas 

act ivée.  

2) Act ion du p o l y v i n y l p y r r o l i d i n e  ( P  V P l  l o r s  de I ' e x t r a c t i o n  

e t  sur l a  s t a b i l i t é  de l'enzyme 

Les t ravaux de KLEPPER e t  HAGEbNN (1969) on t  mis en évidence 

un e f f e t  p ro tec teur  du P V P l o r s  de l ' e x t r a c t i o n  de l a  n i t r a t e  réductase 

de f e u i l l e s  de pommier. Ces auteurs pensent q u ' i l  forme des complexes 

inso lub les  avec l es  t a n i n s  e t  les  polyphénols présents dans les  e x t r a i t s  

enzymat i ques. 

Nous avons a j o u t é  l e  P V P  au m i l i e u  d 'ex t rac t i on  à ra ison de 

10 ou 20 g  pour 100 g  de matér i e  l f r a i  s  (AMY e t  GARRETT, 1974 1 (CAMPBELL 

e t  SMARRELLI, 1978). 
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Les r é s u l t a t s  repor tés dans l a  f i g u r e  27 montrent qu'employé à 

10 $, l e  P V P peut augmenter l a  s t a b i l i t é  de l'enzyme. Toutefois,  sa prCsence 

dans l e  m i l i e u  d ' e x t r a c t i o n  pose des problèmes lo rs  des c e n t r i f u g a t i o n s  qui 

su ivent  l a  p r é c i p i t a t i o n  des pro té ines  par l e  s u l f a t e  d'ammonium. I I  provoque 

en e f f e t  l a  formation de c u l o t s  t r è s  visqueux d i f f i c i l e s  à r e c u e i l l i r .  

3 )  E f f e t s  de I ' a d d i t i o n  de pro té ines  dans l e  tampon d 'ex t rac t i on  

L 'ad jonc t ion  de pro té ines  t e l l e s  l a  serum albumine bovine ou l a  

caséine au m i l i e u  d ' e x t r a c t i o n  peut s t a b i l i s e r  l'enzyme de d i f f é r e n t e s  espèces 

végétales (ROBIN, 1979, SHERRARD e t  DALLING, 1978, SCHRADER e t  Col l . ,  1974). 

E l l e  e s t  par  cont re  i n e f f i c a c e  dans l e  cas de p lan tu les  de concombre (AMINDARI. 

e t  Col l., 1978). 

Nous avons donc a jou té  de l a  caséine à no t re  tampon d ' e x t r a c t i o n  

a f i n  de v o i r  s i  e l l e  é t a i t  suscept ib le  de s t a b i l i s e r  l'enzyme de Si lène.  

Employée aux doses de 2 e t  3 $ (p /v )  la  caséine augmente considérablement 

l a  s t a b i l i t é  de l a . . n i t ra te  réductase ( f i g u r e  28).  En e f f e t ,  lorsque I1ex t rac -  

t i o n  a é t é  ef fectuée en présence de 3 % de caséine, l ' a c t i v i t é  enzymatique 

a t t e i n t  encore 40 5 de l ' a c t i v i t é  i n i t i a l e  après p lus  de 40 heures de conser- 

va t i on  au f r o i d  (O°C). 

La caséine par cont re  n'augmente pas l ' a c t i v i t é  enzymatique comme 

l 'observent  SCI-IRADER e t  C o l l .  (1974) ou ROBIN (1979) chez d 'autres végétaux. 

Nos r é s u l t a t s  sont en oppos i t ion  avec ceux de CAMPBELL (1978) 

qui chez l e  maCs observe que l a  sérum albumine bovine à 3 $ augmente l ' a c t i v i t é  

enzymatique mais ne s t a b i l i s e  pas l'enzyme. 

Que l l e  que s o i t  l a  concentrat ion de caséine ajoutée, on note tou jou rs  

une p e r t e  progressive d ' a c t i v i t é  au cours du temps ( f i g u r e  28).  Aussi, avons- 

nous pensé que l ' e x t r a c t i o n  l i b é r a i t  une protéase. Nous avons donc e f fec tué  

un essai rapide d ' a c t i v i t é  protéasique dans nos e x t r a i t s ,  selon l a  technique 

de ANSON modi f iée  par  JONSSON e t  MARTIN (1964). L ' a c t i v i t é  protéasique mesurée 

s ' e s t  révé lée  ê t r e  t r è s  f a i b l e .  I I  ne semble donc pas que l ' i n s t a b i l i t é  de 

l a  n i t r a t e  réductase de S i  lêne s o i t  l i é e  à l a  présence d'une protéase présente 

dans l ' e x t r a i t  végéta l .  

L ' e f f e t  s t a b i l i s a t e u r  de l a  caséine res te  d i f f i c i l e  à déterminer. 

En e f f e t ,  dans des rac ines de maTs, e l l e  inh ibe  une enzyme d ' i n a c t i v a t i o n  

de l a  n i t r a t e  réductase (WALLACE, 1973, 1974, 1975). 



Quant à la sérum albumine, elle active l'enzyme extraile de 

cotyi6dons de coton mais ne la stabi l ise pas. El le n'augmente pas la quantité 

d'enzymes extraite (PURVIS et Col l., 1976). Enfin, on a signalé la présence 

de divers facteurs d'inactivation ou d'inhibiteurs spécifiques chez certains 

végétaux (PAN et MARSCH, 1972) UDAi.1 et Coll., 1974, YAllAGA et OHIRA, 1976, 

1977, 1978). 

Aussi, à la suite de notre étude, nous avons entrepris la purlfica- 

tion de l'enzyme de Silène extraite en présence de caséine. 

D) PURIFICATI0:I DE L'ENZYME STABlLlSEE PAR LA CASEINE 

Bien qu'elle stabilise la nitrate réductase, la présence de caséins 

complique et perturbe les procédés de purification comme l'avait déjà signalé 

CAI4PBELL ( 1978). 

Nous avons donc été amenés à réaliser de nombreux essais avant 

de mettre au point un procédé d'isolement satisfaisant. 

La quantité de caséine qui permet de stabiliser l'enzyme pendant 

l e  temps nécessaire à la purification sans trop la perturber est comprise 

entre 1,2 ct 1,s %. 
1 )  Procéd6 de la purification 

L'extraction s'effectue à partir de 80 g de cellules congelées par 

de l'azote liquide. Le milieu d'extraction consiste en un tampon phosphate 

K2H PO4 - K Hz PO4 0,l M dont le pH est ajusté à 7,5 contenant 1,5 % de 
caséine. A l'extrait brut obtenu après une centrifugation à 12 000 x g pendanf 

20 mn, on ajoute des cristaux de sulfate d'ammonium de façon à obtenir 20 5 
de saturation. Les additions s'effectuent progressivement dans l'extrait 

sous agitation douce. t 

Lorsque le sel est dissous, l'agitation est stoppée et l'extrait 

maintenu au repos pendant 20 minutes. Le culot de protéines recueilli après 

centrifugation ne présente pas d'activité nitrate réductase. 

Le surnageant est prélevé et porté à 45 % de saturation en su l fate 
d'ammonium selon la méthode décrite précédemment. Après précipitation des pro- 

téines, on procède à une centrifugation à 12 000 g pendant 20 minutes et on 

prélève le culot qui contient toute l'activité nitrate réductase mais aussi 

la caséine. 

Le culot est maintenu à - 1 8 O C  pendant une nuit puis dissous dans 
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un volume de tampon phosphate égal à la moitié du volume initial d'extrait 

brut. La solution est mélangée S 20 ml de gel Bleu Sephadex G 200 et agitée 

doucement pendant 30 minutes. Après décantation, la suspension est filtr6e. 

On recueille le filtrat afin de vérifier s'il présente encore.une activité 

enzymatique, ce qui permet de calculer la quantité d'enzyme retenue par 

le gel. On s'aperçoit qu'il ne s'élève qu'à 30 ou 40 %. Ce rendement est 
le meilleur que nous ayons obtenu. I I  est vraisemblable que lorsque le 

culot contenant les protéines précipitées par le sulfate d'ammonium ajouté 

à 45 $ de sa saturation, est remis en suspension dans un faible vol ume 

de tampon, l'encombrement protéique est tel qu'il entrave la fixation de 

l'enzyme aux particules du gel. 

La dissolution du culot dans un volume trop important de tampon 

n'améliore guère la fixation par suite d'une dispersion trop importante des 

particules du gel pendant l'agitation. 

Après filtration, le gel recueilli sur le filtre est lavé par 

du tampon phosphate puis remis en suspension dans ce même tampon et trans- 

féré dans une petite colonne (15 x 1,8cm). Le lavage est prolongé jusqu'à 

ce que la densité optique de l'effluent soit nulle. L'enzyme est alors gluée 

par du KCI 1 M en solution dans le tampon phosphate 0 , l  M (NOTTON et Coll., 

1977). (figure 2 9 ) .  
.., 

A I1éluat, on ajoute du sulfate d'ammonium de façon à amener 

sa concentration à 50 $ de la saturation. Les protéines précipitées sont 

recueillies par centrifugation à 12 000 x g pendant 20 minutes. Le culot 

obtenu est gardé à -18OC pendant une nuit. 

Quant au gel, i l  est lavé par une solution de KCI 3 !4 puis 

équilibré par du tampon phosphate 0,l M à pH 7,5, afin d'être utilisé pour 

une nouvel le chromatographie. 

I I  faut enfin remarquer que si I'élution de l'enzyme par le 

KCI 1 M est précédée par des lavages du gel avec du tampon phosphate 0,3 M 

(SOLOMOIdSON et Coll., 1975) ou 0,4 M (N0TTOE.I et Coll., 1977), on peut décro- 

cher une partie relativement importante de l'activité enzymatique (figure 24). 

L'agitation de l'extrait mélangé au gel, puis la filtration nous 

ont paru préférables à la chromatographie d'affinité sur colonne telle qu'el- 

le est pratiquée habituellement, En effet, la présence de la caséine provoque 

un tassement progressif du gel et perturbe le débit de la colonne. Nous 

avons tenté d'éviter cette difficulté, soit en augmentant le volume de tampon 
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de d i s s o l u t i o n  des protéines, s o i t  en déposant directement des e x t r a i t s  b r u t s  

contenant 1 % de caséine ( 2  r a i  son de 1 ml de .tampon/g de mat ière f r a i c h e l .  

Dans de t e l l e s  condi t ions,  l e  gel r e t i e n t  l a  t o t a l i t é  de l ' a c t i v i t é  enzymatique 

mai s les rendements obtenus après I 'é  l u t  ion de I 'enzyme sont a l.ors t rèse . fa  i b l es 

puisque les  temps de lavage e t  d ' é l u t i o n  sont accrus e t  que des phénomènes 

d ' i n a c t i v a t i o n  ou de dégradation in te rv iennent .  

Le c u l o t  contenant les pro té ines  éluées du gel  e t  présentant une 

a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase, e s t  dissous dans du tampon phosphate 0,001 M 

pH 7,5 e t  mis 2 perco ler  sur  une colonne de Sephadex G 25, a f i n  d 'é l im ine r  

l e s  sels.  Le f i l t r a t  es t  a l o r s  déposé sur  une colonne contenant 10 m l  de 

gel  d 'hydroxyapat i te  agarose (HA - U l t r o g e l ) .  Après lavage par du tampon 

phosphate 0,001 M jusqu'à ce que l a  dens i té  opt ique de l ' e f f l u e n t  s o i t  nu l le ,  

on f a i t  passer sur  l a  colonne une s o l u t i o n  de tampon phosphate 0,05 M. Cet te 

opérat ion é l u e  une f r a c t i o n  proté ique ne présentant pas d ' a c t i v i t é  n i t r a t e  

réductase. Le passage d'un tampon phosphate 0,2 M permet I 1 é l u t i o n  de l'enzyme 

qu i  es t  a l o r s  p r é c i p i t é e  par du s u l f a t e  d'ammonium (50 5 de s a t u r a t i o n )  

( f i g u r e  3 0 ) .  Une e l u t i o n  u l t é r i e u r e  par  du tampon phosphate 0,4 M amène l a  

l i b é r a t i o n  de pro té ines  sans a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase. Enf in  l e  ge l  e s t  

lave par du tampon phosphate 0,5 !4 pH 6,8 e t  remis en présence dlune s o l u t i o n  

tamponnée 0,001 M. I l  peut a l o r s  ê t r e  r é u t i l i s é .  

S i  l ' o n  inverse les deux dern ières étapes de l a  p u r i f i c a t i o n ,  

en fa i san t  précéder l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  par  l 'adsorp t ion  sur  hydro- 

xyapat i te ,  l'enzyme n 'es t  pas adsorbée. I I  e x i s t e  vraisemblablement une compé- 

t i t i o n  en t re  l'enzyme e t  la  caséine ; on a par a i l l e u r s  montré que les phos- 

phoprotéines é t a i e n t  fortement adsorbée par  ce type de ge l .  

2) M o d i f i c a t i o n  poss ib le  

Cet te  mod i f i ca t i on  ne'concerne que l 'é tape d ' a f f i n i t é  e t  a pour 

bu t  d'augmenter les  rendements de l a  p u r i f i c a t i o n .  
\ 

Nous remplaçons I 1 é l u t i o n  sur  colonne par une é l u t i o n  su r  f i l t r e .  

L'enzyme p r é c i p i t é e  par  l e  s u l f a t e  d'ammonium e s t  d issoute dans 

du lampon phosphate e t  mélangée avec l e  gel  d ' a f f i n i t é ,  Puis l a  suspension 

e s t  versee dans un entonaoir  garn i  de papier  f i l t r e .  Le gel  e s t  lavé jusqu'à 

ce que l a  dens i té  op t ique du tampon de lavage mesurée à 280 nm s o i t  n u l l e .  

Puis l e  gel e s t  r e c u e i l l i  dSlicatement, mis en suspension dans un f a i b l e  

volume de tampon d ' é l u t i o n  (KCI 1 M dans l e  tampon phosphate 0,1 Ml. 



L'ensemble e s t  remué doucement p u i s  f i  l t r é ,  l e  ge l  r c t enu  s u r  l e  f i  l t r e  

e s t  r i n c é  avec du tampon phosphate contenant  du KCI 1 M . On procède 

a l o r s  à l a  mesure de l ' a c t i v i t é  enzymatique. Ce t t e  technique t r è s  r a p i d e  

permet p l u s i e u r s  passages en a f f i n i t é  e t  augmente l e  renderent  de f i x a t i o n ,  

puisque deux mises en c o n t a c t  successives de I'enzyme avec I o  ge l  d ' a f f i n i t é  

permet tent  d ' o b t e n i r  un taux  de p u r i f i c a t i o n  de 40 $. 

D ' au t re  p a r t ,  lorsque l a  n i t r a t e  réductase e s t  p r é c i p i t é e  par  

l e  s u l f a t e  d'ammonium, on peu t  l a  conserver 5 - 1 8 O C  sans p e r t e  d l a c t i v i t &  

pendant au moins 48 heures.  

C e t t e  méthode permet en o u t r e  de p u r i f i e r  l'enzyme e x t r a i t e  d 'une 

q u a n t i t e  impor tante de ce1 I u l es .  I I  s u f f i t  en e f f e t  de l a  p r é c i p i t e r  

p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium, de l a  d issoudre  p u i s  de procéder à l a  f i x a t i o n  

s imul tan5e de p l u s i e u r s  a l i q u o t e s  s u r  des g e l s  d ' a f f i n i t é .  Les f r a c t i o n s  

é luées p r e c i p i t 4 e s  de nouveau son t  a l o r s  regroupGes e t  chromatographiCes 

s u r  gs l  d 'hydroxyapat i te-agarose. 

Moins r igoureuse  que l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  colonne, 

cei-te méthode.sst  néanmoins s a t i s f a i s a n t e  pour  a t t e i n d r e  I ' o b . i e c t i f  que 

nous nous sormes f  i xés. 

3 )  E l i m i n a t i o n  de l a  casé ine 

L 'analyse en é lec t rophorèse  s u r  ge l  de po lyac ry lamide  nous montre 

que l a  f r a c t i o n  enzymatique obtenue renferme encore une q u a n t i t é  impor tante 

de caséine. Ceci peu t  ê t r e  gênant pour  o b t e n i r  l e s  a n t i c o r p s  de l a  n i t r a t e  

réductase. I I  e s t  v ra isemb lab le  dans ce cas que l'immun-serum renfermera 

p l u s  d ' a n t i c o r p s  de l a  casé ine que de l'enzyme. 

Nous avons vainement essayé d ' é l i m i n e r  l a  caséine p a r  une f i l t r a t i o n  

s u r  Sephadex G 200. 

Par  cont re ,  SOLOMONSON e t  Col l . (1  9 7 5 )  o n t  montré que l a  n i t r a t e  

réductase e x t r a i t e  de c e l l u l e s  de Chlore1 l a  v u l g a r i s  e s t  p r é c i p i t é e  s 6 l e c t i v c -  

ment par l e  s u l f a t e  de protamine. Aussi ,  avons-nous essayé ce  procédé. 

A un volume donné d ' e x t r a i t  enzymatique, on a j o u t e  0,2 volume 

d'une s o l u t i o n  à 2 % de s u l f a t e  de protamine d issous dans du tampon phosphate 

0,l M pH 7,5. On m a i n t i e n t  l e  pH de l ' e x t r a i t  à 7,5 avec une s o l u t i o n  

d'hydroxyde de potassium 2 N. On o b t i e n t  a l o r s  une p r é c i p i t a t i o n  impor tan te  

de caséine. L ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase subs i s t e  dans l e  surnageant mais 
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elle est diminuée (Tableau V 1. I I  ne nous est pas possible de déterminer 

si une fraction de l'enzyme est précipitée en même temps que la casBine, 

puisqus les précipités sont insolbbles dans un tampon phosphate 0,1 M 

rendant impossible toute mesure d'activité enzymatique. 

I l  se peut aussi que la perte d'activité résulte de la dimtnution 

de I 'envi ronnement protéique de I 'enzyme. 

Une analyse par électrophorèse du surnageant, montre que la-préci- 

pitation par le sulfate de protamine élimine effectivemgnt une quantité 

très importante de caséine (figure 31) .  

4 )  Résultats et discussion 

Au terme du travail concernant la purification de la nitrate 

réductase et dont les différentes étapes sont résumées dans le Tableau VI 

i l  ne nous est pas possible d'evaluer la pureté de la préparation enzymatique. 

En effet, la présence constante et nécessaire de caséine lors 

des différentes étapes ainsi que I1impossibilité d'en connaître la propor- 

tion exacte, rendent les c~lculs d'activité spécifique sans valeur signifi- 

cative. Ceci nlQtait d'ailleurs pas notre but. A titre simplement indicatif, 

nous donnons cependant les rendements de purification des différents 

stades pour une quantité initiale de cellules de 80 g de matière frai-che 

(Tableau VII). 

Les électrophorégrammes obtenus lorsque les migrations sont effectuées en 

présence ou en absence de S D S montrent que notre fraction purifiée est 
constituée de plusieurs bandes protéiques (figure 31 1. L'électrophorèse 

de I 'enzyme purifiée d'épinard (don du Docteur HEWITT et de ses col labora- 

teurs) effectuée en même temps que notre fraction purifiée de Silène 

traitée par le sulfate de protamine, révèle l'existence de trois bandes 

communes aux deux préparations enzymatiques. I I  ne nous est cependant pas 

possible dans l'état actuel du travail d'affirmer que l'une ou plusieurs 

d'entre elles correspondent réellement à la nitrate réductase, d'autant 

pl us que la présence de sulfate de protamine dans notre extrait perturbe 

la migration en absence de S D S. I I  est donc nécessaire d'affiner la mise 

au point des procédés d'électrophorèse. 
/ 

L'étude des activités enzymatiques de la préparation purifiée 

avant et après avoir été traitée par le sulfate de protamine (Tableau V 1 

montre qule 1 les sont nettement pl us élevées lorsque les cofacteurs uti l i sés 

sont le FADI$ et le méthyl viologène que lors de l'utilisation du NADH et 



TABLEAU V i l  : A C T l V l T E  N.R. MESUREE AUX DIFFERENTS STADES DE LA 

PUR lF  ICAT ION 
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ETAPE DE W R l F l C A T l O N  

E X T R A I T  I N I T I A L  

SULFATE N H ~ '  

(20 - 4 5  $1 

BLEU-SEPHADEX, ELUTION 

PAR 0 ,4  M PHOSPHATE 

BLEU SEPHADEX, ELUTION 

FAR 1 M K C I  

HYDROXY APAT l T E  - 
ELUTI  ON PAR 0 , 0 5  M PO4 
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du Fb'INH2. Ce fait a souvent été observé lors de purifications de l'enzyme 

d'autres végétaux. 

On peut donc penser que la sous-unité enzymatique où s'effectuent 

les échanges d'électrons avec le NADH est la plus labile. Cette sous-unité 

correspondrait à ce que OJI et IZAWA (1969a) ont nommé la diaphorase 

NADH spéc i f i que. 

Enfin, la préparation enzymatique de Silène précipitée par le 

sulfate dlarnmonium, dessalée par une filtration sur Sephadex G ne 
2 5 

perd pratiquement pas d'activité après une conservation d'un mois 2 -18OC. 

Si par contre, on élimine la caséine par une précipitation au sulfate de 

protamine, l'activité est rapidement perdue. 

La caséine exerce donc un effet de protection net vis à vis de 

I 'enzyme. 

L'analyse électrophorétique d'une aliquote de la fraction purifiée 

conservée en présence de caséine permet la séparation des protéines. I I  

est possible de déceler une activité nitrate réductase au niveau de certaines 

bandes. Une manipulation identique avec la fraction dont la caséine a été 

éliminée ne permet pas la mise en évidence de l'activité enzymatique dans 

le gel. 

I I  est enfin possible que la purification provoque l'élimination 

d'un inhibiteur, lors de la chromatographie par affinité. 



' C O N S I D E R A T I O N S  G E N E R A L E S  

Au cours de c e t t e  étude, nous avons é t é  amené à adapter e t  à pré-  

c i s e r  les méthodes d 'ex t rac t i on  de l a  n i t r a t e  réductase des c e l l u l e s  d'une 

suspension c e l l u l a i r e  de Si lene alba. - 
Nous avons en p a r t i c u l i e r  constaté q u ' i l  e s t  i n u t i l e  d 'a jou te r  

au tampon phosphate habituel lement u t i l i s é ,  de l a  cysté ine qui joue un r ô l e  

pro tec teur  v i s  à v i s  de groupements t h i o l s  ou un chélateur  t e l  I IE  D T A. 

Dans les e x t r a i t s  bruts, l a  n i t r a t e  réductase e s t  b ien protégée cont re  

I1oxyc!ation des groupements su l fhyd r i l és .  Comme par a i l l e u r s  I ' E  D T A presente 

un e f f e t  i n h i b i t e u r  de l ' a c t i v i t é  enzymatique, nous l 'avons é l im iné du tampon 

d 'ex t rac t ion .  

L'emploi de d i f f é r e n t s  cofacteurs dans les  m i l i e u x  d' incubation, 

nous permet d 'a f f i rmer  que l'enzyme e x t r a i t e  des c e l l u l e s  de Si lène c u l t i v é e s  

en suspension e s t  N A D H spéci f ique e t  que son a c t i v i t é  e s t  maximale pour 

une valeur de pH de 7,5 ce  qui e s t  en accord avec l'ensemble des r é s u l t a t s  

déjà connus. 

En suivant  les v a r i a t i o n s  des d i f f d r e n t s  c r i t S r e s  de croissance 

de c e l l u l e s  âgées de 14 j o u r s  repiquées dans un m i l i e u  l i q u i d e  neuf, non 

renouvelé, nous avons pu d é f i n i r  un cyc le  de croissance c e l l u l a i r e  e t  en 

ca rac té r i se r  les d i f f é ren tes  étapes. Aussi, avons-nous déterminé à quel 

stade du cycle s ' e f f e c t u a i t  l a  réduct ion des n i t r a t e s .  Nous avons montré 

que l ' a c t i v i t é  n i t rate-réductase apparaTtaprès une pGriode de latence de 

6 à 9 heures e t  q u ' e l l e  e s t  maximum vers l a  48e heure pour s 'annuler après 

5 j o u r s  de c u l t u r e  a l o r s  que l e  m i l i e u  con t ien t  encore une quan t i t é  impor- 

t a n t e  de n i t r a t e s .  Ceci s u s c i t e  donc deux sé r ies  de questions : d'abord 

l'enzyme e s t - e l l e  ac t ivée ou synthét isée de novo, autrement d i t ,  e s t - e l l e  

i n d u i t e  ou non, ensuite, comment l ' a c t i v i t é  enzymatique e s t - e l l e  régulée ? 

D'après nos résu l ta t s ,  i l  semble que l a  régu la t i on  s 'e f fec tue 

en p a r t i e  par l ' i o n  ammonium. En e f f e t ,  lorsque les  c e l l u l e s  sont c u l t i v é e s  

en présence d'une quan t i t é  importante de ce t  élément, l a  croissance de l a  

suspension n'est pas modi f iée mais l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase e s t  n u l l e .  

Le mode exact de régu la t i on  n 'es t  cependant pas connu. 

Enfin, l 'emploi d ' i n h i b i t e u r s  de l a  t r a n s c r i p t i o n  e t  de l a  t raduc-  

t i o n ,  ou des expériences de carence azotée, nous o n t  montré que l'enzyme 

e s t  i n d u i t e  par l ' i o n  n i t r a t e .  Quant au rnolybdène, i l  représente l e  métal 



nécessai re  au fonct ionnement de l'enzyme p u i s q u ' i l  e s t  p a r t i e  i n t é g r a n t e  

du groupement p ros thé t i que  mais i l  n ' a  pas d ' e f f e t  ind i ic teur .  

I I  semble probable que l es  ions n i t r i q u e s ,  absorbés après l e  

4e ou 5e j o u r  de c u l t u r e  e n t r e n t  dans un "pool"  de stockage v a c u o l a i r e  e t  

ne sont  pas ou peu access ib les  à l a  réduc t ion .  Mais i l  e s t  également p o s s i b l e  

que des c e l l u l e s  pré levées en phase s t a t i o n n a i r e  de croissance, p u i s  t r ans -  

férées dans un mi 1 i eu  neuf, r i c h e  en saccharose, en h o m n e  e t  en n i t r a t e s  

s y n t h é t i s e n t  rapidement une q u a n t i t é  impor tante d'enzymes. Les molécules 

f o n 6 c s  pe rme t t r a i en t  une r e p r i s e  r a p i d e  de l a  pro1 i f é r a t i o n  en rédu i san t  

immédiatement l ' a z o t e  n i t r i q u e .  Les n i t r a t e s  absorbés u l t é r i eu remen t  i n t e r -  

v i end ra ien t  essen t ie l lement  dans l ' é q u i l i b r e  des charges ioniques, mais 

pou r ra i en t  aussi  ê t r e  reversés dans l e  "pool" inducteur  au f u r  e t  à mesure 

des besoins. La q u a n t i t é  d'enzyme r é d u c t r i c e  s e r a i t  a l o r s  f a i b l e  e t  non 

décelab le  pa r  nos méthodes de dosage. Ceci e x p l i q u e r a i t  l a  complex i té  de 

l a  pente des courbes de décroissance de l ' a c t i v i t é  enzymatique l o r s  de 

l ' é t u d e  de l a  durée de demi-vie de l'enzyme. 

La n i t r a t e  réductase du S i l è n e  e s t  t r è s  l a b i l e  e t  son e x t r a c t i c n  

par  l e s  moyens h a b i t u e l s  amène t r è s  rapidement s o i t  sa des t ruc t i on ,  s o i t  

son i n a c t i v a t i o n .  Dans l e  bu t  d ' o b t e n i r  un ant i -sérum de I'enzyme, nous 

avons r6uss i  à i s o l e r  des p répara t ions  relat i .vement s tab les  e t  p a r t i e l  lement 

p u r i f i b e s ,  en u t i l i s a n t  comme p ro tec teu r ,  l a  caséine que nous avons pu 

é l i m i n e r . e n  ~ a r t i e  p a r , l ' u t i l  i s a t i o n  de s u l f a t e  de protamine. 

La l a b i l i t é  de l a  n i t r a t e  rEductase a  également é t é  cons ta té5  

l o r s  de t ravaux  e f f e c t u é s  dans l e  l a b o r a t o i r e  du Cocteur HEWITT avec l a  

suspension c e l l u l a i r e  de Pau l ' s  S c a r l e t  Rose. L'enzyme e x t r a i t e  de f e u i l l e s  

d 'ép inard  e s t  pa r  con t re  extr thement s tab le .  Aussi peut-on se demander s i  

I r  i n s t a b i l i t é  ou l a  dégradat ion de l a  molécule enzymatique e s t  l i é e  à 

c e r t a i n s  genres ou espèces botaniques. A moins que l a  c u l t u r e  i n  v i t r o  de 

fragments d'organes, de c a l s  ou de c e l l u l e s  en suspension n1en t ra Îne  l a  

synthèse d ' i n h i b i t e u r s  p l u s  ou moins spéc i f i ques  ou des m o d i f i c a t i o n s  de 

l a  s t r u c t u r e  de l'enzyme. On a  en e f f e t  observé des m o d i f i c a t i o n s  importantes 

de l a  p l o l d i e  dans l a  suspension de S i l ène  c u l t i v é e  i n  v i t r o  (DUEûlS e t  

Col 1 ., 1976) .  

Le temps impar t i  à n o t r e  étude, ne nous a pas permis de repondrc 

à c e t t e  ques t i on  e t  nous n'avons pu qu'amorcer l ' é t ude  de I ' a c t i v i t C  PnzyRs- 

t i q u e  dans l e s  d i f f é r e n t s  organes de p l a n t s  de S i lene  a lba  c u l t i v é s  en se r re .  
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Îdous avons utilisé des plantes rnaintenucs à IICtat de rosette et nous 

avons suivi ITévolution de 11activit6, soit avant, soit en courç d c  mmfaison. 

Les résultats acquis montrent que lorsque la p tante est 2 I 'Btat 

de rosette, 11activit6-très faible dans les racines est surtout localisie 

dans les feuilles les plus jeunes (Fig.32b 1. En cours de montaison, la 

réduction des nitrates s'effectue dans le bourgeon terminal et dans les 

jeunes feuilles (Fig.32a 1 .  Dans les plantes de Silène, les nitrates absor- 

bés par la racine.sont réduits dans les feuil les. I I  ne nous a par contre 

pas été possible d'étudier la stabilité de l'enzyme extraite de plantes 

entières. Cette étude devrait être reprise ultérieurement. Si elle abou- 

tissait à un résultat positif, elle permettrait d'obtenir un extrait 

enzymatique stable sans adjonction de caséine. Nous aurions donc le moyen 

de recueillir rapidement une quantité importante d'enzyme nécessaire à 

la fabrication d'un immun-sérum. I I  reste alors à souhaiter que les 

anticorps formés entraîneraient la précipitation de la nitrate réductase 

extraite de la suspension ce1 lulaire. 
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