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A V A N T  P R O P O S  

La f i n a l i t é  du t r a v a i l  p r é s e n t é  i c i  n ' é t a i t  pas 

de " f a i r e  une t h è s e "  m a i s  de  c o n t r i b u e r  à l a  compréhens ion  

d e s  mécanismes  de  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  organogène  q u i  e s t  Z ' un  

d e s  t h è m e s  m a j e u r s  du L a b o r a t o i r e  de P h y s i o l o g i e  Végé taZe  

de 2 ' U n i v e r s i t 4  d e  L i l l e - F l a n d r e s  A r t o i s .  

L ' é t u d e  de  l a  r é g u l a t i o n  de l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  

de s u s p e n s i o n s  c e l l u l a i r e s  ou de t i s s u s  c a p a b l e s  de former  

d e s  b o u r g e o n s  ou d e s  r a c i n e s ,  s e  v o u l a i t  une  modes t e  p a r t i -  

c i p a t i o n  à l ' a v a n c e m e n t  d ' u n e  c o n n a i s s a n c e  t h é o r i q u e ,  à une 

époque où une  t e l l e  p r é o c c u p a t i o n  n ' é t a i t  pas c o n s i d é r d e  comme 

un a c t e  g r a t u i t  o u  f u t i l e .  

Je  v o u d r a i s  i c i  e x p r i m e r  ma r e c o n n a i s s a n c e  à 

Monsieur  Ze P r o f e s s e u r  R.  BOURIQUET, q u i  d i r i g e  l e  Labora-  

t o i r e ,  pour  l a  Z i h e r t é  d ' a c t i o n  e t  l a  c o n f i a n c e  q u ' i l  m'a 

a c c o r d é e s  dans  l a  c o n d u i t e  de c e  t r a v a i l .  Je Zu i  s a i s  g rè  

de m ' a v o i r  c o n f i é  Za d i r e c t i o n  d ' é t u d i a n t s  i n s c r i t s  au  D . E . A .  

ou en t h è s e  de 3ème c y c l e .  C e t t e  c o l l a b o r a t i o n  a v e c  d e s  

c h e r c h e u r s  d é b u t a n t s  a é t é  pour moi une  e x p é r i e n c e  t r é s  

e n r i c h i s s a n t e  e t  j e  v o u d r a i s  r e m e r c i e r  i c i  pour l e u r  p a t i e n c e  

e t  l e u r  p e r s é v é r a n c e ,  Miche2 POULLE, V é r o n i q u e  DOBCHIES, 

Jean-Luc DANIAII, C a r o l i n e  RAMBAVD e t  A Z i  C F l Z A I B I .  

Mes r e m e r c i e m e n t s  v o n t  a u s s i  à M e s s i e u r s  DAUSSANT, 

KREMBEL, JJOTTON e t  ROBIN, q u i  o n t  a c c e p t é  de l i r e  c e  mémoire 

e t  q u i  s i è g e n t  à c e  j u r y  d 'examen.  Mons ieur  J. DAUSSANT m'a 

f a i t  b é n é f i c i e r  de  s e s  c o m p é t e n c e s  en  immunolog ie  au  c o u r s  

d ' u n  s t a g e  ex t r ememen t  b é n é f i q u e  que j r c S  e f f e c t u é  dans  son 

L a b o r a t o i r e ,  v o i c i  queZques  a n n é e s .  Grâce à l ' a i d e  du B r i t i s h  

CounciZ e t  de Z r U n i v e r s i t é  de L , i l l e - F l a n d r z s A r t o i s ,  j ' a i  pu,  

au c o u r s  de s é j o u r s  dans  son l a b o r a t o i r e  de Long A s h t o n ,  a v o i r  

de f r u c t u e u x  é c h a n g e s  a v e c  l e  Doc teur  B . A .  NOTTON q u i  m'a f a i t  

p r o f i t e r  de l a  g rande  e x p é r i e n c e  q u ' i l  a  a c q u i s e  dans  l ' é t u d e  

de l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e .  



Je  d o i s  à mes c o l l è g u e s  Jean  DUBOIS e t  J a c q u e s  

VASSZUR d ' a v o i r  r e m i s  l e  p i e d  à l ' é t r i e r  de l a  r e c h e r c h e .  
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t â c h e  e n t r e p r i s e  n e  p i r i r a  pas f a u t e  de  moyens  ; l a  c o n q u e t e  

de  n o u v e l l e s  f r o n t i è r e s  e n  e x i g e  beaucoup .  
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c i e u s e  e t  c o n s t a n t e  qu ' e l l e  a  a p p o r t é e  à l a  - 4 a Z i s a t i o n  de  e-e 

t r a v a i l .  Jamais  e l l e  n ' a  compté  s o n  t emps  e t  s ' e s t  t o u j o u r s  

c o n d u i t e  e n  c h e r c h e u r  à p a r t  e n t i è r e .  S u i t e  à l a  " r e s t r u c -  

t u r a t i o n "  du C .N.R .S . ,  s o n  d é p a r t  du  L a 3 o r a t o i r e  va  n o u s  

p r i v e r . d e  sa  g e n t i l l e s s e  e t  de s e s  c o m p é t e n c e s .  

J e  ne  s a u r a i s  o u b l i e r  za c o n t r i b u t i o n  d é c i s i v e  de 

Lkîichel POULL.8. T r a v a i l Z e u r  i n f a t i g a b l e ,  i l  a  e u  l a  m i s s i o n  

ô combien d i l i c a t e  d  ' e n t r e p r e n d r e  l a  p u r i f i c a t i o n  de  l a  

n i t r a t e  r é d u c t a s e  du S i l è n e .  Son o b s t i n a t i o n  Zu i  a  v a l u  de  

r é u s s i r .  .. e t  de  d e v o i r  s ' e x p a t r i e r  O u t r e  A t l a n t i q u e .  Bonne 

c h a n c e ,  ~ k f i c h e l ,  I d  b a s ,  i l s  o n t  beaucoup  d z  chance  de  v o u s  

a ~ o i r .  

Je v o u d r a i s  r e m e r c i e r  e n f i n  l e  ~ e r s o n n e l  t e c h n i q u e  

e t  de s e r v i c e  du l a b o r a t o i r e  pour l ' a i d e  q u ' i l  m'a a p p o r t i e .  

J e  s a l u e r a i  t o u t  p a r t i c u l i i r e r n e n t  l a  p a t i e n c e  e t  Za s e r v i a -  

b i l i t é  de  Madame C l a u d i n e  J O V E N I N  à q u i  a  incombé  l a  Vâche 

r z d o u t a b  l e  de d é c h i f f r e r  e t  de ' d a c t y l o g r a p h i e r  l e  m a n u s c r i t .  

a i e n  q u ' e l l e  n ' a i t  pas  b é n é f i c i é  d ' u n e  f o r m a t i o n  p a r t i c u l i è r e ,  

e l l e  a  dompté  Z ' o r d i n a 5 e u r  e t  a  r é u s s i  à l u i  f a i r e  a c c e p t e r  

l a  b i b Z i o g r a p h i e ,  c e  n ' e s t  pas l à  l e  m o i n d r e  de s e s  m é r i t e s .  
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Pour q u i  a a t t en t ivemen t  observé un a r b r e  e t  a 

que lsue  peu r é f l é c h i  à son mode de v i e ,  il a p p a r a î t  à 

l ' é v i d e n c e  qu 'y  c o e x i s t e n t  des  é léments  morts  e t  d ' a u t r e s  

v i v a n t s  capab le s  de former cont inue l lement  de  nouveaux 

rameaux q u i  pou r ron t  éventuel lement  ê t r e  g r e f f é s ,  marco t t é s  

ou bouturés .  C e t t e  c a p a c i t é  de r é g é n é r a t i o n  des  végétaux 

s u p é r i e u r s ,  n ' a  pra t iquement  pas  d ' é q u i v a l e n t  chez les  

v e r t é b r é s  dont  s e u l e s  quelques espèces  o n t  l a  p o s s i b i l i t é  

de r é g é n é r e r  t o u t  a u  p l u s  un organe.  

Malgré l e s  p rogrès  e x t r a o r d i n a i r e s  de  l a  b i o l o -  

g i e  contemporaine,  e l l e  e s t  pour l ' i n s t a n t  i ncapab le  de  

f o u r n i r  une e x p l i c a t i o n  g l o b a l e  s a t i s f a i s a n t e  à un t e l  

phénomène. 

Bien sûz on s a i t  que l 'embryon v é g é t a l  p r é s e n t e  

un développement p a r t i c u l i e r  en c e  q u ' i l  demeure une 

morula q u i  s u b i t  un al longement l o n g i t u d i n a l  b i p o l a i r e ,  

s i  b i e n  qu 'un  v é g é t a l  a d u l t e  conservera  t o u t e  sa v i e  d u r a n t ,  

des c e l l u l e s  embryonnaires. Mais l a  c u l t u r e  i n  v i t r o  de  

t i s s u s  végétaux a  montré que des  c e l l u l e s  s p é c i a l i s é e s  

( d i f f é r e n c i é e s )  s o n t  t o u t  a u s s i  capab le s  de pe rd re  l e u r  

s p é c i a l i s a t i o n ,  donc de se dédifférencier e t  de r e t r o u v e r  

a i n s i  des  c a r a c t é r i s t i q u e s  de c e l l u l e s  embryonnaires q u i  

pour ron t  s e  d i f f é r e n c i e r  e n s u i t e .  

Ce genre  d ' o b s e r v a t i o n s  a  condu i t  l e s  b i o l o g i s t e s  

à c o n s i d é r e r  que les c e l l u l e s  v é g é t a l e s  conservent  t o u t e s  

l e u r s  p o t e n t i a l i t é s  d i f f é r e n c i a t r i c e s ,  q u ' e l l e s  s o n t  donc 

t o t i p o t e n t e s .  Pour t an t  l e  bouturage n a t u r e l  ou ' i n  v i t r o "  

n ' e s t  pas  r é a l i s a b l e  chez t o u t e s  les espèces .  On peu t  a l o r s  

s e  demander s i  l e  concept de t o t i p o t e n c e  c o n s t i t u e  un 

dogme ou s ' i l  recouvre  une r é a l i t é .  Deux hypothèses 

peuvent ê t r e  envisagées  : c e s  échecs  s o n t  dûs ,  ou b i e n  



a notre méconnaissance profonde des facteurs qui 
gouvernent la dédifférenciation comme la différen- 

ciation, ou bien a llimpossibilité fondamentale pour 

une espèce donnée de voir se dérouler la successsion 

des évènements qui aboutiront à la reproduction végé- 

tative d'un nouvel individu. Il est en effet conce- 

vable que la capacité de différenciation, tout comme 

le vieillissement qui en est le terme ultime soit 

ou bien oénétiquement programmé, ou bien conditionné 

par les variations des facteurs environnementaux. On 

a en effet de bonnes raisons de penser actuellement 

que la senescence résulte de l'achèvement de la 

lecture du programme génétique contenu dans chaque 

espèce ou d'une accumulation d'erreurs moléculaires 

et de mutations somatiques. Dans ces conditions il 

est possible quo les possibilités de multiplication 

véçétative soient perdues oü fortement amoindries 

chez certaines espèces et conservées chez d'autres. 

Ces considérations rejoignent d'ailleurs 

l'hypothèse de CHANGEUX et DANCHIN ( 1 9 7 6 )  , selon 
laquelle le programme génétique prévoit les grandes 

lignes de l'organisation d'un être vivant, alors que 

le milieu scuZp te  les modalités de son fonctionnement. 

Par ailleurs : il est maintenant bien établi que les 

intermédiaires indispensables au déroulement du pro- 

gramme de développement sont généralement les hormones. 

Le passage de l'état végétatif à l'état 

reproducteur illustre à notre sens parfaitement 

cette théorie, même si la nature exacte de certains 

facteurs (le stimulus floral par exemple) reste 

inconnue. Un ou plusieurs facteurs florigènes déréi3riment 

un ensemble de gènes désignés globalement sous le 



terme de gènes de la floraison, qui vont déterminer 

la forme et la disposition spatiale des fleurs. D'autre 

part la durée relative du jour et de la nuit intervient 

parfois par un processus de tout ou rien et va par consé- 

quent permettre ou interdire la mise à fleur. Bien sûr 

il existe des espèces qui ne présentent pas d'exigences 

strictes de conditions de milieu. Dans ce cas on peut 

très bien concevoir l'existence d'un mécanisme quantita- 

tif de la floraison, qui consiste en une succession de 

changements internes qui accompagnent la mise à fleur. 

Mais là encore les facteurs externes semblent moduler 

la morphogenèse florale de façon importante (KREXULE, 

1979). 

L'un des faits essentiels de la différencia- 

tion est donc la synthèse de macromolécules qui par auto- 

assemblage spontané, s'arrangent en structures tridirnen- 

sionnelles stables. On sait maintenant que cette synthèse 

est sous la dépendance de gènes qui sont identiques dans 

toutes les cellules qu'elles soient embryonnaires ou 

spécialisées. Comme toutes ces cellules n'ont pas la 

même capacité de produire d'autres cellules, leur acti- 

vité fonctionnelle est différente. Ceci doit se traduire 

par un masquage sélectif, soit au contraire par une 

activation sélective de certaines gènes dans un tissu 

donné et à un moment déterminé de la vie. L'activation 

d'un gène se soldant par la synthèse d'une enzyme cons- 

titue l'induction enzymatique. Un très bel exemple d'un 

tel phénomène est la production d'a amylases dans le grain 

d'Orge lors des premiers stades de la germination. 

L'hormone responsable de l'induction est l'acide gibbé- 

rellique. Les B amylases par contre existent dans le 
grain sec et sont synthétisées au cours de la maturation 

de la graine. 



D'autres enzymes sont inductibles par de 

simples modifications du milieu extérieur : c'est le 

cas de la nitrate réductase qui est généralement in- 

duite par son substrat (HEWITT, 1975). 

Pourtant si l'on est actuellement capable 

d'expliquer de façon assez satisfaisante comment un 

gène est régulé, on est toujours incapable d'expliquer 

pourquoi une cellule embryonnaire dotée d'un certain 

type de fonctionnement se met soudain à évoluer vers 

des types cellulaires différents où les ptentialités 

génétiques s'exprimeront d'une autre façon. Le pro- 

blème est bien sûr posé de la même manière lorsque 

l'on étudie les capacités de différenciation de tissus 

spécialisés. 

C'est dans ce contexte qu'il faut situer ce 

travail. Il n'est qu'une modeste contribution à de 

nombreuses tentatives menées pour essayer d'apporter 

une réponse à une aussi vaste interrogation qui 

pourrait bien relever autant de la métaphysique que 

de la science. Il a été mené dans le cadre d'un 

laboratoire dont l'une des préoccupations majeures 

depuis presque vingt ans est la connaissance des 

modalités de la différenciation. organogène de tissus 

végétaux cultivés in vitro. Le matériel choisi est 

Cichorium intybus L. (var. Witloof cv Zoom) ou Chicorée 

de Bruxelles non pas parce qu'elle constitue une cul- 

ture importante de notre région mais parce que sa 

racine pivotante, comme ses feuilles possèdent de 

remarquables propriétés organogènes. Les travaux de 

VASSEUR ( 1979) ont abouti à la conclusion que la 

différenciation organogène d'explants racinaires 

s'effectue en deux étapes successives. La première 



c o n s i s t e  en une a c t i v a t i o n  c e l l u l a i r e  q u i  a b o u t i t  

à l a  fo rmat ion  de nodules  méris témat iques ,  a l o r s  

que l a  seconde e s t  une phase  p r é p a r a t o i r e  à l a  

d i f f é r e n c i a t i o n  proprement d i t e .  Ce schéma e s t  l e  

r é s u l t a t  de l ' é t u d e  des  mod i f i ca t ions  h i s t o l o g i q u e s  

e t  d e s  v a r i a t i o n s  des  t e n e u r s  e t  des  syn thèses  de 

l ' A D N ,  d e s  ARN e t  des  p r o t é i n e s  q u i  i n t e r v i e n n e n t  dans 

des  e x p l a n t s  t i s s u l a i r e s  de C i e h o r i u m  i n t y b u s  c u l t i v é s  

i n  v i t r o  (VASSEUR e t  ROGER, 1 9 8 3 ) .  

Après a v o i r  c o n t r i b u é  à une p a r t i e  de ce  

t r a v a i l ,  nous avons é t é  amené à e s s a y e r  de p r é c i s e r  

c e r t a i n s  p o i n t s  de c e  modèle. Pour employer un langage 

a c t u e l  nous sommes p a r t i s  à l a  recherche d ' un  marqueur 

de l ' o rganogenèse .  On pouva i t  en  e f f e t  ra isonnablement  

e s p é r e r  t r o u v e r  une p r o t é i n e l s i  p o s s i b l e  enzymatique, 

q u i  s e r a i t  s p é c i f i q u e  d ' u n  organe donné. Bien s û r  l a  

r i b u l o s e  biphosphate  carboxylase  q u i  peu t  r e p r é s e n t e r  

jusqu ' à 50 % des p r o t é i n e s  foliaires pouva i t  c o n s t i t u e r  

c e  marqueur, m a i s  sa r é g u l a t i o n  est  complexe puisque 

c e r t a i n e s  sous-un i tés  s o n t  sous l e  c o n t r ô l e  de gènes 

nuc l éàd re s ,  d ' a u t r e s  sous  l e  c o n t r ô l e  de gènes ch loro-  

p l a s t i q u e s  ; de p l u s  n o t r e  matériel de d é p a r t  n ' e s t  pas 

c h l o r o p h y l l i e n .  Nous avons a l o r s  j e t é  n o t r e  dévolu s u r  

l a  n i t r a t e  r éduc ta se .  D'abord e l l e  e s t  une enzyme c l é  

dans l a  r é g u l a t i o n  de l a  cha îne  d ' a s s i m i l a t i o n  de 

1' a z o t e  minéra l  (LOSADA e t  a l .  , 1 9 8  1 ) . D e  p l u s  e l l e  

e s t  i n d u c t i b l e  p a r  son s u b s t r a t  e t  l o c a l i s é e  chez 

c e r t a i n e s  espèces  s o i t  dans  l e s  f e u i l l e s ,  s o i t  dans 

l e s  r a c i n e s .  Enf in  à l ' époque  où nous avons e n t r e p r i s  

c e  t r a v a i l ,  nous é t i o n s  é m e r v e i l l é s  pa r  l ' e s s o r  f a n t a s -  

t i q u e  de  l a  B I O L O G I E  MOLECULAIRE e t  f o r t  heureuse- 

ment t o t a l emen t  i n c o n s c i e n t s  de l a  d i f f i c u l t é  de l ' e n t r e -  

p r i s e .  



Nous savions néanmoins que la mise en culture 

d'un simple fragment de racine ou de feuille d'Endive ( 1 )  

amène inexorablement l'apparition de plusieurs types 

d'évènements à savoir la callogenèse, la rhizogenèse 

et la caulogenèse, dont les manifestations se chevau- 

chent dans le temps. Bien sûr, en modifiant les facteurs 

environnementaux, on peut réprimer 1' émergence de tel ou 

tel type d'organe, mais les ébauches se forment néan- 

moins dans l'expiant. Par ailleurs, les problèmes de 

la régulation de la division cellulaire et de la diffé- 

renciation semblent étroitement intriqués. Aussi, avons 

nous été amenés à aborder le problème par une approche 

plus réductionniste en étudiant d'abord la régulation de 

la nitrate réductase dans une suspension cellulaire non 

chlorophyllienne , matériel apparemment plus simple et plus 

homogène et qui ne présente que des phénomènes de divi- 

sion cellulaire . Pour des raisons uniquement con joncturell-es 
nous avons choisi la suspension du S i l e n e  a l b a .  Nous 

espérioris par là aboutir à l'élaboration d'un modèle qui 

serait transposable aux cellules en division d'explants 

racinaires ou foliaires d'Endive cultivés i n  v i t r o .  Comme 

ces cellules vont ensuite se spécialiser, on pourrait 

alors suivre l'évolution de la nitrate réductase au cours 

de leur différenciation organogène. 

( 1 )  B i e n  que  l e  t e r m e  E n d i v e ,  r e p r é s e n t e  l e  b o u r g e o n  
é t i o Z é  de Cichorium i n r y b u s  p r o d u i t  au  c o u r s  du 
f o r ç a g e  de l a  r a c i n e  t u b é r i s é e ,  nous  l ' a v o n s  pour  
d e s  r a i s o n s  de commodi té  u t i l i s é  en t a n t  uue nom 
g é n é r i q u e .  
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Pour satisfaire leurs besoins nutritifs, la 

plupart des végétaux utilisent de l'azote minéral combiné, 

qu'ils prélèvent dans la solution du sol sous la forme 

d'ions nitrate ou ammonium. 

La réduction assimilatrice du nitrate s ' effectue 
en deux étapes successives catalysées par la nitrate 

réductase puis la nitrite réductase, selon le schéma 

suivant : 

2e- 6e- 
NO- NO; * N H ~  

3 nitrate nitrite 
reductase réductase 

La conversion de l'azote ammoniacal en azote 

a aminé passe par deux voies métaboliques principales : 

celle de la glutamate déshydrogénase et celle du couple 

glutamine synthétase - glutamate synthase (LEA et MIFLIN, 
1976). 

La réduction du nitrate est un processus 

biologique fondamentel : elle aboutit en effet à la fixa- 

tion d'environ 20 000 mégatonnes d'azote par an, alors 

que la quantité d'azote moléculaire fixé est approxima- 

tivement de 200 mégatonnes pour une durée identique. Par 

ailleurs, elle constitue chez les plantes vertes un proces- 

sus photosynthétique dans lequel le pouvoir réducteur ul- 

time est fourni par l'eau, aux dépens de l'énergie solaire 

(LOSADA et GUERRERO., 1979) . Dans les systèmes non photo- 

synthétiques, comme la suspension cellulaire du SiZene, 

l'origine du pouvoir réducteur pose un problème complexe 

que nous examinerons ci-après. 

La réduction du nitrate joue par conséquent un 

rôle essentiel non seulement parce qu'elle concourt à 

I'incorporation d'azote minéral dans la biomasse terrestre, 



mais a u s s i  p a r c e  q u ' e l l e  r e p r é s e n t e  un phénomène physio- 

logique c a p i t a l  pour de nombreuses c e l l u l e s  v é g é t a l e s .  

I l  n ' e s t  donc pas é tonnan t  que l ' é t u d e  de l a  

r éduc t ion  du n i t r a t e  e t  de l a  n i t r a t e  r éduc ta se  en  

p a r t i c u l i e r ,  a i t  s u s c i t é  l ' i n t é r ê t  de t a n t  de che rcheu r s  

e t  donné l i e u  à un nombre impress ionnant  de p u b l i c a t i o n s .  

Aussi ne pouvons nous pas ,  dans l e  cadre  que nous nous 

sommes a s s i g n é  r p r é s e n t e r  une b i b l i o g r a p h i e  exhaus t ive  

concernant  l a  n i t r a t e  r éduc ta se .  Nous n ' e n  avons donc 

r e t e n u  que c e r t a i n s  a s p e c t s  u t i l e s  à l a  

compréhension de n o t r e  t r a v a i l  e t  à l a  d i s c u s s i o n  des  r é -  

s u l t a t s .  

1 - LA REDUCTION DU NITRATE : ASPECTS ENERGETIQUES, 

SOURCE DU POTENTIEL REDUCTEUR. NOTION DE pH STAT 

BIOCHIMIQUE. 

1 )  Aspects éne rgé t iques  

L a  l e c t u r e  des  manuels f r a n ç a i s  de Phys io log ie  

végé ta l e  m i s  à l a  d i s p o s i t i o n  d e s  é t u d i a n t s ,  laisse l e  

l e c t e u r  perp lexe .  C ' e s t  en e f f e t  avec l a  même assurance  

t r a n q u i l l e  que les uns a f f i r m e n t  que l a  r éduc t ion  du n i t r a t e  

est un phénomène exergonique a l o r s  que pour les a u t r e s ,  il 

e s t  endergonique.  Aussi avons nous t e n t é  d ' é l u c i d e r  c e  p o i n t .  

La r éduc t ion  du n i t r a t e  u t i l i s e  8 é l e c t r o n s  e t  

8 p ro tons  : q u e l l e  e s t  l e u r  o r i g i n e  ? 

Chez l e s  Cyanobactér ies  e t  sans  doute  a u s s i  

chez l e s  B a c t é r i e s  photosynthé t iques  e t  chimiotrophes ,  l e  

donneur est  l a  fe r redoxine  r é d u i t e  ; chez l e s  Eucaryotes 

c ' e s t  l e  NADH ou l e  NADPH q u i  f o u r n i s s e n t  l e s  é l e c t r o n s  

s e lon  l a  r é a c t i o n ,  

4  (NAD (P) H - ~ + ) - 4  NAD ( P ) '  + 8 H' + oe- 



Passant de NAD (Pl H au couple NO;/NO; ces 

électrons doivent remonter une différence de potentiel 

d'oxydo réduction de + 0,69 V, ce qui entratne une 

variation d'enthalpie libre AG" de -535KJ (-128 kCal). 

Cette réaction est donc très nettement exergonique. Quant 
+ 

h l'étape qui réduit le NO; en NH4. elle exige six électrons 

qui remontent une différence de potentiel de + 0,68 V, la 

valeur AiGO ' est alors de -392KJ (-94 kCal) ce qui signifie 
donc que cette étape est également exergonique. 

Si par contre le mécanisme exact de l'absorption 

du NO; n'est pas connu, on sait qu' il exige de l'énergie 

et qu'il représente par conséquent un processus endergonique 

(ROBIN et al., 1978) qui exigerait une mole dtATP par 

équivalent de NO; transporté. Ce couplage entre hydrolyse 

dlATP ek transport de nitrate pourrait être assuré par un 
/ 

gradient de potentiel electrochimique engendré par une pompe 

à protons. Comme la réduction d'un NO; produit un ion hy- 

droxyle, le nitrate pénétrerait dans la cellule par un 

mécanisme d'echanoe de type antiport NO;/OH- à moins que ce 
+ 

ne soit par symport avec des H préalablement expulsés 

(SALSAC, 1982). 

L'étape qui réduit le NO; en NO; exige une mole 

de NAD (P) H ; celle qui conduit à 1a.formation de N H ~  

utilise l'équivalent de 3 moles de NAD (P) H. Or, dans la 

chaine re~piratoire~l'oxydation d'une mole de NADH conduit 

à la synthèse de 3 moles d'ATP. Autrement dit la réduction 

d'un équivalent de NO; consomme un potentiel de 12 moles 

dlATP, soit une énergie de 366KJ . A cette valeur il faudrait 
ajouter llATP nécessaire à l'absorption du NO; et celui 

consommé lors de l'incorporation de l'ammonium dans les 

conpsés organiques. Il est donc clair qu'une plante qui 

assure sa nutrition azotée à partir du nitrate dévore un 



p o t e n t i e l  éne rgé t ique  t r è s  important .  C ' e s t  s ans  doute  pour  

c e t t e  r a i s o n  que c e r t a i n s  a u t e u r s  é c r i v e n t  que l a  r é d u c t i o n  

du n i t r a t e  est  un phénomène endergonique. C e t t e  façon de 

v o i r  e s t  donc fondée,  quand on c o n s i d è r e  l e  b i i a n  énergé-  

t i q u e  g l o b a l  ; e l l e  e s t  p a r  c o n t r e  t o t a l emen t  e r ronnée  

du s t r i c t  p o i n t  de  vue de l a  thermodynamique. On peu t  

légit imement s e  demander pourquoi de nombreuses espèces  

v é g é t a l e s  o n t  adopté  ce genre  de n u t r i t i o n .  L ' a s s i m i l a t i o n  

d i r e c t e  de  l'ammonium r e p r é s e n t e  en e f f e t  un processus  

moins d i spendieux  p u i s q u ' e l l e  n ' u t i l i s e  d'ATP que pour son 

i n c o r p o r a t i o n  dans  l e s  composés organiques .  Il  f a u t  a l o r s  

se souveni r  que l'ammonium e s t  t ox ique  à d e s  c o n c e n t r a t i o n s  

é l evées  e t  q u ' i l  ne  peu t  donc migrer  à t r a v e r s  l a  p l a n t e  que 

dans des  combinaisons organiques ,  ce q u i  e n t r a î n e  une b a i s s e  

de l a  t e n e u r  en a c i d e s  organiques  des  f e u i l l e s  ( C O I C  e t  a l . ,  

1961).  O r  l a  r é g u l a t i o n  de  l a  p r e s s i o n  osmotique e x i g e  

l ' a ccumula t ion  de  s o l u t é s  dans l a  vacuole  ; c e s  s o l u t é s  

s e r o n t  a l o r s  des  s u c r e s  ou des  a c i d e s  aminés. En e f f e t  en  

dehors du NO; q u i  est f ac i l emen t  a s s i m i l a b l e  e t  r e l a t i v e m e n t  

abondant dans  l a  s o l u t i o n  du s o l ,  l e s  an ions  minéraux sus -  

c e p t i b l e s  de  remplacer  les a c i d e s  organiques  s e r a i e n t  

504, P O ~ H ;  ou c l -  . Mais l e s  deux premiers  p é n é t r e n t  

d i f f i c i l e m e n t  e t  l en tement ,  quant au d e r n i e r  s a  t e n e u r  e s t  

f a i b l e  sauf  d a n s l e s  s o l s  halomorphes. Pa r  conséquent ,  

malgré son appa ren t  avantage éne rgé t ique ,  l a  n u t r i t i o n  am- 

moniacale a pour inconvénien t  majeur de  provoquer une 

immobil isa t ion de molécules organiques  n é c e s s a i r e s  à l a  

b iosynthèse  des  macromolécules (SALSAC, 1982) .  

Or ig ine  du pouvoir  r é d u c t e u r  

Dans les t i s s u s  c h l o r o p h y l l i e n s ,  l e s  

agents  de l a  r éduc t ion  de l ' a z o t e  n i t r i q u e  en a z o t e  



ammoniacal s o n t  i s s u s  de l a  photosynthèse  (LOSADA e t  

a l . ,  1981) : l e s  é l e c t r o n s  a r r achés  à l ' e a u  p a r  l ' é n e r g i e  

s o l a i r e  concourent  à l a  p roduc t ion  de  NADPH e t  de 

f e r r edox ine  r é d u i t e .  C e l l e - c i  e s t  u t i l i s é e  p a r  l a  

n i t r i t e  r é d u c t a s e  q u i  e s t  apparemment l o c a l i s é e  dans 

les c h l o r o p l a s t e s  (GUERRERO e t  a l . ,  1981) .  I l  e s t  p a r  

conséquent  v ra i semblab le  que l a  r éduc t ion  du n i t r i t e  en 

ammonium s e  d é r o u l e  s u r  l e  l i e u  de syn thèse  même des  

r é d u c t e u r s .  

L e  problème de l a  r éduc t ion  du n i t r a t e  en n i t r i t e  

p a r  l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  e s t  p a r  c o n t r e  beaucoup p l u s  

complexe. 

D'abord l a  l o c a l i s a t i o n  c h l o r o p l a s t i q u e  de l a  

n i t r a t e  r é d u c t a s e  (RATHAM e t  DAS, 1974) ou l ' a s s o c i a t i o n  

d e s  n i t r i t e  e t  n i t r a t e  r é d u c t a s e s  dans une p a r t i c u l e  de 

t ype  ni t rosome (MIFLIN, 1970 ; BOURNE e t  M I F L I N ,  1970) 

n ' o n t  jamais é t é  conf i rmées .  L a  p l u p a r t  d e s  obse rva t ions  

a c t u e l l e s  s ' a c c o r d e n t  s i t u e r  l a  n i t r a t e  r éduc ta se  dans 

l e  cytoplasme (LOSADA e t  a l . ,  1981) sans  que l ' o n  sache s i  

e l l e  e s t  a t t a c h é e  à un système membranaire ou non. 

P a r  a i l l e u r s ,  dans l e s  t i s s u s  v e r t s ,  l e  donneur 

d ' é l e c t r o n s  es t  rarement  l e  NADPH. I l  e s t  en e f f e t  généra- 

lement admis que le  r éduc teu r  de NO; e s t  l e  NADH, don t  

l a  c o n c e n t r a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  moyenne ( 2 0  à 2 0 0  D M )  e s t  

souvent  s u f f i s a n t e  pour s a t u r e r  l e  s i t e  de l i a i s o n  du 

coenzyme (Km, NADH : 2 à 8 DM) (LEE,  1980) . Une n i t r a t e  

r é d u c t a s e  s p é c i f i q u e  du NADPH (E.C.1.6.6.3.)  (PAN e t  NASON, 

1978) a  é t é  d é c r i t e  chez l e s  Ascomycètes AspergiZZus n idu lans  

e t  Neurospora c r a s s a ,  encore  que c e t t e  p ré fé rence  ne s o i t  pa s  

en t i è r emen t  e x c l u s i v e .  Une a u t r e  forme ( E . C . 1 . 6 . 6 . 2 . )  

capable  d ' u t i l i s e r  a u s s i  b i en  l e  NADPH que l e  NADH a  é t é  

c a r a c t é r i s é e  chez Ankistrodesmus b r a u n i i  (DIEZ e t  a l . ,  1977) 



mais p l u s  rarement  chez des  végétaux s u p é r i e u r s  : jeunes 

p l a n t u l e s  de  Riz (SHEN e t  a l . ,  1976) e t  f e u i l l e s  de Soja  

(CAMPBELL, 1976 ; CONEJERO e t  a l . ,  1984 ; NELSON e t  a l . ,  

1984) . Pour t an t ,  s e l o n  CMIPBXLL e t  a l .  ( 198 1  ) c e t t e  forme 

p o u r r a i t  ê t r e  p l u s  répandue q u ' i l  ne semble à première vue. 

L e s  c é r é a l e s  en p a r t i c u l i e r  semblent l a  posséder  également : 

scu te l lum e t  r a c i n e s  de M a ï s  (CAMPBELL, 1976 ; REDINBAUGH 

e t  CAMPBELL, 1981) A lé, Orge e t  Avoine (HEATH-PAGLIUSO e t  

a l . ,  1984) .  Cependant l a  forme prédominante chez l e s  végétaux 

s u p é r i e u r s  es t  pour beaucoup d ' a u t e u r s  l a  NADH : n i t r a t e  

r éduc ta se  (E .C .  1.6.6.1.  ) q u i  u t i l i s e  exclusiverrent l e  NADH 

(GUERRERO e t  a l . ,  198 1 ) . On s e  t rouve donc, chez beaucoup 

de p l a n t e s  s u p é r i e u r e s  v e r t e s ,  con f ron té  à une s i t u a t i o n  

paradoxale  : d 'une  p a r t  l a  lumière  provoque l ' a p p a r i t i o n  

d 'un impor tan t  p o t e n t i e l  r éduc teu r  dans l e  c h l o r o p l a s t e  

q u i  e s t  f a ib l emen t  perméable aux n u c l é o t i d e s  py r id in iques  

(GOODWIN e t  MERCER, 1983) ; d ' a u t r e  p a r t  l a  r éduc t ion  du - 
?IO3 a  l i e u  dans l e  cytoplasme e t  u t i l i s e  e s s e n t i e l l e m e n t  

du NADH. Divers  systèmes de n a v e t t e s  o n t  é t é  proposés pour 

exp l ique r  l e  t r a n s f e r t  i n d i r e c t  d 'un p o t e n t i e l  réduc teur  

du c h l o r o p l a s t e  ou de l a  mitochondrie v e r s  l e  cytoplasme 

(BEEVERS, 1981) .  A l a  lumière  l e  t r a n s f e r t  des  é l e c t r o n s  

a b o u t i t  à l a  r é d u c t i o n  du NADP+ q u i  permet l a  r éduc t ion  du 

C O 2  en t r i o s e s  phosphates  q u i  t r a v e r s e n t  l ib rement  l e  

c h l o r o p l a s t e .  Dans l e  cytoplasme i l s  s o n t  r e p r i s  pa r  l a  

g lyco lyse  e t  génè ren t  du NADH (KLEPPER e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .  

D 'au t re  p a r t  l a  lumière  i n h i b e  l ' o x y d a t i o n  du NADH i n t r a -  

mi tochondr ia l  pa r  une mod i f i ca t ion  s o i t  de l a  t eneu r  en 

ATP, s o i t  de l a  charge  éne rgé t ique  (SAWHNEY e t  a l . ,  1978 ; 

CANVIN e t  WOO, 1979 ; HAGEMAN e t  a l . ,  1980) .  Le NADH q u i  

s 'accumule e s t  a l o r s  oxydé p a r  une malate  déshydrogenase 

mi tochondr ia le .  L e  malate  passe  e n s u i t e  dans l e  cytoplasme 

où il e s t  c o n v e r t i  en  o x a l o a c é t a t e  par  une malate deshydro- 

génase cytoplasmique q u i  p r o d u i t  a u s s i  du NADH. L ' e n t r é e  



de l'oxaloacétate dans la mitochondrie permet le 

fonctionnement, à la lumière, du cycle de KREBS qui 

fournit les squelettes carbonés nécessaires à 1 ' incorporation 
de l'ammonium (WOO et al., 1980) (fig. 1 ) .  Ce schéma 

offre une explication très séduisante de l'accroissement 

de l'activité nitrate réductase par la lumière, mais 

il repose sur l'affirmation très controversée de l'in- 

hibition du transport des électrons dans les mitochondries 

illuminées (BEEVERS, 1981). 

Figure I : Origine du NADX chez Zss végétaux chZorophyZZiens 

(BEEVTRS,  1 9 8 1 1 .  

Après avoir examiné l'origine du pouvoir réducteur 

chez les organismes chlorophylliens, nous allons examiner 

les sources de réducteurs susceptibles d'intervenir dans 

la réduction de l'azote nitrique dans les systèmes non photo- 

synthétiques. Chez les Champignons et en particulier chez 

Neurospora, une nitrite réductase à NAD (P) H a été 

bien étudiée (GAiüEiT et AMY 1978) , elle exige la 
présence de FAD pour atteindre une activité maximale. 

Bien que le mécanisme précis du transfert des 6 électrons 

demeure inconnu, le schéma suivant a été proposé : 

NAD (P) H - FAD - sirohème -* NO; 



Il semble vraisemblable que des nitrite réductases de 

ce type fonctionnent dans les proplastes des cellules 

non chlorophylliennes des plantes supérieures. Les ni- 

trate réductases exigeant également des nucléotides 

pyridiniques réduits, ceux-ci almtent donc la chaîne 

complète de la réduction du nitrate. 

Comme le NADPH peut éventuellement être le 

réducteur du système, il est concevable que la voie des 

pentoses phosphates intervienne, d'autant plus que son 

activité est accrue lors de l'assimilation du nitrate. 

L'oxydation d'une mole de glucose 6 P produit 2 moles 

de NADB, alors que la conversiond'un équivalent NO; 

en acide aminé en exige 5. La mesure des activités 

glucose 6 phosphate et qluconate 6 P déshydrogénase 

effectuées dans des cellules d' Erable (JESSUP et FOWLER, 

1977) ou dans des racines de Pois (SARKISSIAN et FOWLER, 

1974) montre qu'elles peuvent pourvoir aux besoins en 

réducteurs de l'ensemble de la chaîne d'assimilation du 

NO;. Mais comme ces enzymes sont situées dans les pro- 

plastes, il est plus vraisemblable qu'elles fournissent 

du NADPM aux réactions catalysées par la nitrite réduc- 

tase et la GOGAT (LEE, 1980). 

L'une des voies essentielles capables de subve- 

nir aux besoins en réducteurs serait la glycolyse. Les 

preuves les plus flagrantes de l'intervention de cette 

voie proviennent d'expériences menées à l'aide de disques 

foliaires maintenus à l'obscurité et auxquels sont 

fournis des intermédiaires de la voie qlycolytique. La 

fructose 1 - 6 Pr le glyceraldehyde ou le déhydroxyacétone 
(NEYRA et HAGELMAN, 1978 ; MANN et al., 1978) stimulent 

l'activité nitrate réductase, alors que le 3 phosphogly- 

cerate ou le pyruvate qui sont formés postérieurement à 

la phase oxydative n'ont pas d'action (KLEPPER et al., 

1971, MANN e t  al., 1 3 7 8 ) .  



Quant aux racines de Pois la glycolyse produit 

de 20 à 40 fois plus de NADH, qu'il n'est nécessaire à 

la réduction du NO; (STEPAN-SARKISSIAN et FOWLER, 1978) . 
Le facteur essentiel qui gouverne la genèse d'un pou- 

voir réducteur suffisant à la. réduction du NO; est de 

toute évidence la teneur en sucre. Ainsi des baisses 

du taux d'hydrates de carbone ralentissent l'activité 

nitrate réductase parce qu' ils sont pré£ érentiellement 

utilisés pour la croissance (RADIN et al., 1978). Au 

contraire la fourniture de glucose à des racines de 

Mals double la teneur en NO; du pool métabolique 

(ASLAM et OAKS, 19761) de même que l'apport de saccharose 

ou de fructose et de glucose augmente l'activité nitrate 

réductase de racines de Pois ou de Phaseozus aureus 

(HIGGINS et al., 1974 ; SAHULKA et LISA, 1978). 

Si la voie d'oxydation du malate intervient 

éventuellement dans les organes qui photosynthétisent, 

elle peut également agir à l'obscurité et dans les 

systèmes non chlorophylliens. L'acide malique est l'acide 

dicarboxylique le plus largement répandu chez les végétaux. 

La formation du dianion résulte de la réaction du mono- 

anion Mique avec l'hydroxyle O H - ~ U ~  peut provenir de la réduction 

de NO; (DAVIES, 1973).0r le malate fournit des nucléotides 

pyridiniques réduits par deux réactions. La première 

catalysée par la malate deshydrogénase aboutit à la . 
formation d'oxaloacétate et de NADPH ou de NADH selon 

que l'enzyme fonctionne avec le NAD+ ou le NADP'. 

NAD oxaloacétate NAD 

Cette réaction est légèrement endergonique 

AGol= 28XJ.m0l-~ dans le sens 1. 



La seconde est le fait de l'enzyme malique 

qui décarboxyde le malate en pyruvate et produit soit 

du NADH soit du NADPH. 

+ 
malate + NAD (Pl -pyruvate + NAD (P) H + COs 

1 

Cette réaction est légèrement exergonique (AGO = -1,s 

KJ. moï-' ) . 

Chez le Haricot, la malate deshydrogenase des 

feuilles utilise préférentiellement le NADP+ alors que 
+ 

dans les racines elle est spécifique du NAD (VIDAL et 

al., 1977). Dans les conditions atmosphériques habituelles, 

l'équilibre favorise la décarboxylation du malate par 

l'en- malique (WALKER, 1962) qui peut utiliser Le NADP+, 

elle est alors cytoplasrnique,ou le NAD' et elle serait 

alors localisée dans l'espace inter-membranaire de la 

mitochondrie (HIRAI, 1978). Il est cependant très ciif- 

ficile d'estimer l'importance du malate comme source 

de réducteurs utilisables dans llassimilati~n du 

nitrate, dans les organes non photosynthétiques d'une 

plante entière. Il ne semble pas que des mesures simul- 

tanées de réduction de NO; et d'oxydation du malate 

aient été effectuées dans des racines isolées. Cette 

carence expérimentale est compréhensible étant donné 

la complexité du problème : interférent en effet la 

synthèse, le transport et le catabolisme de l'acide 

malique qui est impliqué dans le maintien du pH et de 

la neutralité électrique, lorsque des anions sont absorbés 

en excès. 

Dans des systèmes relativement plus simples 

comme les suspensions cellulaires de Tabac, il n'a pas 

été possible d'établir de relation quantitative simple 

entre la quantité de nitrate assimilé et celle de malate 

accumulé (BERGMANN et al., 1976). 



Dans des organes non chlorophylliens, les 

mitochondries, qui corticment les enzymes oxydatives 

du cycle de KREBS, représentent un potentiel de pouvoir 

réducteur très important. Une racine qui consomme 

10 bmoles d'oxygène par gramme de matière fraîche et 

par heure, est capable de produire 33 pmoles d'équiva- 

lent H+ (LEE, 1980). Mais les membranes mitochondriales 

sont peu perméables aux nucléotides pyridiniques. Il 

est donc ?eu probable que le NADH passe dans le cytoplas- 

me. Il ne pourrait éventuellement y être transféré qu'in- 

directement par une navette de l'acide malique et nous 

revenons de ce fait à la discussion développée dans le 

paragraphe précédent. 

A la suite d'expériences d'infiltration d'an- 

timycine A, qui empêche l'oxydation du NADH, ou de 

rotenone et d'amytal qui inhibe celle du NADH intra- 

mitcchandrial., CANVIN et WOO (1979) concluent que les 

feuilles dlEpinard maintenues à l'obscurité n'utilisent 

pas le NADH mitochondrial dans la réduction du nitrate. 

L'emploi d'inhibiteurs m m l l W e s  ou d'agents de décou- 

plage modifiant les transports d'électrons dans la 

mitochondrie, n'a pas apporté de preuves convaincantes 

de l'intervention du NADH mitochondrial dans l'assimila- 

tion de l'azote nitrique (LEE, 1980) . 

Enfin, on a parfois imaginé qu'un échange 

d'hydrogène pouvait se faire entre les deux types de 

nucléotides pyridiniques. En effet d'un simple point 

de vue thermodynamique la réaction : 

+ 
NADH + NADP+ - NAD + NADPH 

est absolument reversihle avec une constante d'équilibre 

voisine de 1. Cette réaction peut se faire par l'action 



conce r t ée  d e s  P E P  ca rboxylase ,  NAD malate  deshydrogénase 

e t  enzyme malique à NADP d e s  r a c i n e s  de  Mals (TING e t  

D ~ G G E R ,  1 9 6 5 )  . Mais l à  encore  c e  r é s u l t a t  ne semble p a s  

pouvoir  ê t r e  g é n é r a l i s é  e t  l a  t ranshydrogena t ion  

des n u c l é o t i d e s  py r id in iques  ne p a r a î t  pa s  devo i r  ê t r e  

re tenue  (LEE,  1 9 8 0 ) .  

En conc lus ion ,  il semble que l ' a s s i m i l a t i o n  

du n i t r a t e  n ' e x i g e  pas de r é d u c t e u r s  i s s u s  d ' une  r é a c t i o n  

oxydat ive  p a r t i c u l i è r e  mais p l u t ô t  de p l u s i e u r s  r é a c t i o n s  

s imul tanées  q u i  s o n t  u t i l i s é e s  de  façon compét i t ive  p a r  

d i v e r s  systèmes enzymatiques ( f i g .  2 ) .  Pourcequ ie s t  de 

l a  t r a n s f o r m a t i o n  du NO; en NO; deux sources  p r i n c i p a l e s  

p a r a i s s e n t  d e v o i r  ê t r e  r e t e n u e s  : c e l l e  de  l a  NAD malate 

déshydrogénase e t  c e l l e  de l a  NAD- g lyceraldehyde 

3P deshydrogénase q u i  s o n t  deux enzymes largement 

p r é s e n t e s  dans l e  cytoplasme. Chacun de c e s  deux systèmes,. 

cons idéré  séparémen%,possède une a c t i v i t é  s u f f i s a n t e  

pour c o u v r i r  l e s  beso ins  en n u c l é o t i d e s  r é d u i t s  de l a  

n i t r a t e  r é d u c t a s e .  

Dans les quelques t i s s u s  où une n i t r a t e  r é d u c t a s e  

vraiment s p é c i f i q u e  du NADPH e x i s t e ,  l e  r éduc teu r  p r o v i e n t  

sans doute  d ' un  pool cytoplasmique a l imenté  p a r  l a  g lucoe  

6 P deshydrogénase ou l 'enzyme malique à NADP+. 

En c e  q u i  concerne l e s  a u t r e s  é t a p e s  de 

l ' a s s i m i l a t i o n  de  l ' a z o t e  dans l e s  organes  non v e r t s ,  

l a  n i t r i t e  r é d u c t a s e  e t  l a  GOGAT s e  t rouven t  dans des  

compartiments i ncapab le s  de générer  un important  

p o t e n t i e l  r éduc teu r .  I l  semble ra i t  en  e f f e t  que l e s  

p r o p l a s t e s  ne possèdent  pas  d 'équipement enzymatique 

s u f f i s a n t  pour s a t i s f a i r e  l e s  beso ins  en NADPH, Le 

problème ne d e v r a i t  pas ê t r e  t r o p  grave pour l a  GOGAT 

qu i  u t i l i s e  mieux l e  NADH que l e  NADPH; p a r  a i l l e u r s  

il e s t  p û s s i b l e  que l a  n a v e t t e  dihÿdroxyacétone - g ly -  

ceraldehyde 3 P importe suffisamment de r éduc teu r s  dans  

l e s  p r o p l a s t e s .  



1 : gZucose  6-phosphate  

deshydrogénase ; 2 : 6-phos- 

phogluconate  deshydrogenase  ; 

3  : NAD-gZyceraZdehyde -3-  

phosphate  déshydrogenase ' ; 

4 : p y r i d i n e  n u c z e o t i d z  

t ranshydrogenase  ; E.M. : 
+ enzyme mal ique  à N A 3  ; 

M D H  : m a l a t e  deshydrogenase  
+ 

à N A D  ou N A D P + .  

Figure II : O r i g i n e s  du p o t e n t i e z  r é d u c t e u r  n é c e s s a i r e  à l a  

r é d u c t i o n  du n i t r a t e  dans l e s  . t i s s u s  non c h l o r o p h y l -  

l i e n s  ( L E E ,  1 9 8 0 ) .  

Dans une plante entière qui possède une 

partie aérienne chlorophyllienne, la source de réduc- 

teurs est le saccharose qui,parvenant aux racines par 

le phloème,matérialise le transport du potentiel réduc- 

teur. Le catabolisme des sucres,que ce soit par la voie 

des pentoses phosphates ou par la voie df~mbden Meyerhof, 

est donc vraisemblablement la source la plus importante 

de pouvoir réducteur dans les tissus chlorophylliens. 

Dans des systèmes plus simpLes,comme les 

suspensions cellulaires non chlorophyliennes, c'est 

le saccharose du milieu de culture qui joue ce rôle. 

Cependant pour LOSADA et al.. ( 198 1 ) chez les 

plantes supérieures, la réduction du nitrate s'effectue 

avec l'eau comme ultime réducteur aux dépens de l'énergie 

solaire. 



On peu t  a l o r s  se demander s i  ce  r ô l e  de l ' e a u  ne se 

r e t rouve  pas dans  des  systèmes q u i  ne p r é s e n t e n t  au- 

cune a c t i v i t é  photosynthé t ique .  D'un r é c e n t  a r t i c l e  

de LANCE e t  R U S T I N  ( 1 9 8 4 )  q u i  m e t  en  r e l i e f  l e  r ô l e  

e s s e n t i e l  du malate dans  l a  physiologie de l a  c e l l u l e  

végé ta le ,nous  r e t i e n d r o n s  deux p o i n t s  q u i  nous p a r a i s -  

s en t  e s s e n t i e l s  à n o t r e  propos.  D'abord l e  malate  

c o n s t i t u e  une impor tan te  r é s e r v e  d ' é q u i v a l e n t s  r é d u i t s ,  

e n s u i t e  e t  c e  p o i n t  es t  t r o p  souvent  o u b l i é ,  il 

con t r ibue  pour une l a r g e  p a r t  ( 3 3  % )  au processus  de 

s c i s s i o n  des  molécules  d ' e a u  p a r  l e  c y c l e  t r i ca rboxy-  

l i que .  On p o u r r a i t  donc pa raphrase r  LOSADA en é c r i v a n t  

que,chez les végétaux non pho tosyn thé t iques , l e  r é d u c t e u r  

ul t ime de l ' a s s i m i l a t i o n  du n i t r a t e  es t  l ' e a u  aux 

dépens de l a  r e s p i r a t i o n .  S i  b i e n  que l a  l y s e  de  l ' e a u  

e s t  a u s s i  impor tan te  pour l ' anabo l i sme  du g lucose  que 

pour son  ca tabol i sme e t  dans l e s  deux c a s  l e  pouvoir  

r éduc teu r  q u i  e n  r é s u l t e  e s t  p a r t i e l l e m e n t  u t i l i s é  à 

l ' a s s i m i l a t i o n  de  l ' a z o t e  nitrique. Que l e  malate s o i t  

par  a i l l e u r s  une r é s e r v e  de  p ro tons  e t  d ' an ions ,  

l 'amène à jouer  un r ô l e  impor tan t  àans  l a  r é g u l a t i o n  

de l ' homéos t a s i e  c e l l u l a i r e .  C ' e s t  c e  p o i n t  que nous 

a l l o n s  développer  maintenant .  

3) -& p H  s t a t  biochimique : son r ô l e  dans l ' a s s i -  

m i l a t i o n  de  l ' a z o t e  minéra l  combiné. 

Tout ion  n i t r a t e  absorbé peu t  s u b i r  deux d e s t i -  

nées : ou b ien  il r e j o i n t  d ' a u t r e s  an ions  dans l a  vacuole  

où il c o n t r i b u e  à l ' é q u i l i b r e  de cha rges  é l e c t r i q u e s  e t  

au main t ien  de l a  p re s s ion  osmatique;  ou b ien  il a l imen te  

un pool de n i t r a t e  cy top lasmique ,d i t  métabol ique,qui  ré-  

p ré sen te  l ' ensemble  d e s  i o n s  q u i  s e r o n t  r é d u i t s  ex  p a r t i -  

c i p e r o n t  de c e  f a i t  aux d i v e r s e s  c h a î n e s  du métabolisme 



a z o t é  (FERRARI e t  a l . ,  1973).  C e t t e  compartimentation 

c e l l u l a i r e  du NO; es t  ac tue l lement  admise p a r  l a  p l u p a r t  

des  au teu r s .  Cependant dans les c e l l u l e s  de r a c i n e s  de 

Pois  on a  a j o u t é  un compart iment ,di t  inducteur,aux deux com- 

par t iments  vacuo la i r e s  e t  métaboliques (SAHULKA e t  L I S A ,  

1978). C e  pool inducteur  s e r a i t ,  comme son nom l ' i n d i q u e ,  

responsable  de 1' induct ion  enzymatique e t  s épa ré  du 

pool métabolique par  une membrane hémiperméable. Ce modèle 

r e s t e  cependant hypothét ique.  On a b ien  d é c r i t  dans des  

c e l l u l e s  co ty lédona i re s  du Soja des  vés i cu le s  q u i  pour ra i en t  

t r a n s p o r t e r  l e  n i t r i t e ,  toxique,  du cytoplasme ve r s  l e s  

p l a s t e s  où il est  r é d u i t  en ammonium (VAUGNN e t  a l . ,  1981) 

mais l a  n a t u r e ,  l ' o r i g i n e  ou l a  s t r u c t u r e  de l a  membrane de 

c e s  v é s i c u l e s  n ' a  pas  é t é  é tud iée .  Enfin, A n o t r e  connais-  

sance,  aucun travail  récent nt  a  établi  l'exis+lsence d  ' une sépa ra t ion  

par  d e s  systèmes membranaires, de  d i f f é r e n t e s  populat ions  

d ' i o n s  NO; dans l e  cytoplasme. 

L a  réduct ion  du NO; f a i t  a p p a r a î t r e  dans l e  cy toplas -  

m e  un r a d i c a l  hydroxyle ( D I J K S H O O R Z , ~ ~ ~ ~ ) .  On peut  en e f f e t  

é c r i r e  : 

L a  c e l l u l e  e s t  a l o r s . o b l i g é e  d ' é l i m i n e r  c e t t e  a l -  

c a l i n i t é .  E l l e  peut  l e  f a i r e  en expulsant  les  OH- dans l e  

mi l ieu  ex te rne .  Ce processus ,appelé  a l c a l i n i s a t i o n  physio- 

log ique  du mi l ieu ,a  é t é  pa r t i cu l i è remen t  b i en  m i s  en évidence 

à l ' a i d e  de r a c i n e s  i s o l é e s  (HEWITT, 1 9 6 6 )  ou de co lon ies  

t i s s u l a i r e s  de Caro t t e  (CRAVEN e t  a l . ,  1972).  Ce mode de 

r é g u l a t i o n  du pH s e  comprend aisément lo rsque  l a  réduct ion 

s ' e f f e c t u e  dans l a  r a c i n e  ou dans un t i s s u  directement  
en c o n t a c t  avec l e  mi l i eu ,  il e s t  p lus  d i f f i c i l e  à con- 
c e v o i r  l o r sque  l e  n i t r a t e  e s t  r é d u i t  dans un organe 



éloigné comme une f e u i l l e  par  exemple. 

O r  d ive r ses  observat ions ,  dont c e r t a i n e s  sont  .. 
déjà  ànciennes (BURSTROM, 1945 ; VICKERY e t  a l . ,  1 9 4 6  ; 

DIJKSHOORN ,1968 ou OSMOND, 1967) r évè len t  une c o r r é l a t i o n  

é t r o i t e  e n t r e  réduct ion de NO; e t  synthèse d ' ac ide  malique 

dans l e s  f e u i l l e s .  Ce phénomène rappe l l e  l ' a p p a r i t i o n  de 

malate dans des  p lan tes  qu i  absorbent p lus  de cations que * 

d l a n i o n s , e t  son t  donc tenues à des réajustements cons tan t s  

de l e u r  é q u i l i b r e  é l e c t r o s t a t i q u e .  Dans l e s  f e u i l l e s  de 

Maïs, de Tabac ou d'Orge une r e l a t i o n  stoechiométrique a  

même été t rouvée e n t r e  l a  réduct ion du n i t r a t e  e t  l a  

synthèse d ' a c i d e  malique (BEN Z I O N I  e t  a l . ,  1970) . Cependant 

une t e l l e  co r respondasce  n ' e s t  pas généra l i sab le ,  a u s s i  a- 

t-on proposé un t r a n s f e r t  d ' ac ide  malique de l a  f e u i l l e  ve r s  

l a  r a c i n e  ou l e  malate s e r a i t  décarboxylé en pyruvate 

e t  C O ~ H -  q u i  s e r a i t  6changé c o n t r e  du NO; . Plus l e  taux 

de malate t r a n s p o r t é  e s t  important, plus  l a  q u a n t i t é  de 

NO; suscep t ib le  d ' ê t r e  r é d u i t ,  e s t  élevée (BEN Z I O N I  e t  

a l . ,  1971) 
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F i g u r e  I I I  : R é d u c t i o n  d u  n i t r a t e  e t  s y n t h è s e  d ' a c i d e  n a Z i u u e  

(BEI"J  Z I O N I  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .  



Ce schéma de régulation du pH intracellulaire 

a été repris et devéloppé @ar DAVIES ( 1 9 7 3 )  qui a introduit 

le concept de pH stat cellulaire bicchimique. 

Ce système met en jeu une succession de réactions 

enzymatiques qui peuvent être schématis6es de la façon sui- 

vante : 

PEPCase MDH 
PEP + CO2 - AOA MALATE 

NAD (P)H 

PYRUVATE + CO2 

Fonct ionnement  du pH s t a t  s e l o n  DAVIES ( 1 9 7 3 )  

PEP : PhosphoenoZ pyruva te  ; AOA : a c i d e  oxaZoacé t ique  

PEPCase : PhosphoenoZ pyruva te  carboxyZase  ; MDH : m a l a t e  

dehydrogenase  ; EM ; Enzyme maZique. 

La localisation et le fonctionnement de ce mécanis- 

me selon la nature du nutriment azoté minéral ont été étudiés 

de façon extensive par RAVEN et SMITH ( 1 9 7 6 )  . Nous ne retien- 
drons que deux exemples qui concernent la régulation du pH 
au cours de l'assimilation du nitrate et de l'ammonium 

dans la racine. 

Lorsque le NO; est réduit,le pH stat joue son rôle 
malgré la proximité du milieu externe qui peut servir de 

récepteur pour les OH- expulsés. L'alcalinisation qui résulte 
de la réduction,active en effet la PEPCase qui génère donc 
un acide fort : l'acide malique qui est alors stocké dans la 
vacuole avec le cation qui accompagne l'absorption de NO;. 



Il est alors évident que le facteur limitant est la 

capacité "dl accueil" de la vacuole. 

Figure IV : RéguZation du pH c e l l u l a i r e  au c o u r s  de l ' a b -  

s o r p t i o n  e t  l a  r é d u c t i o n  du N O ;  d ' a p r è s  RAVEN 

e t  SMITH ( 1 9 7 6 )  p l  = plasmalemme ; t o n  = t o n o p l a s t e .  

Vac : vacuo le  ; C+ = c a t i o n  ; c y t o p l  : cytopZasme ; 

e x t  : m i l i e u  e x t é r i e u r .  

Lorsque l'ammonium est l'ion absorbé, le milieu 

externe s'acidifie, la cellule échange en effet de 1,1 à 
+ + 

1,25 H par NH4 (RAVGN et SMITH, 1976). Les produits de 

l'assimilation : protéines, acides uroniques pariétaux 

présentent,au pH  cellulaire,^ excès de charges négatives 

qui seront neutralisées par des cations. 

L'ammonium peut par ailleurs être transporté dans 

les parties aériennes ou bien sous forme d'acide glutamique 

ou aspartique ou de leur amides correspondantes( la glutamine 

ou l'asparagine) ou bien de malate d'ammonium. Dans ce 

dernier cas,la première partie du pE stat qui aboutit à 

la formation d'acide malique fonctionne dans la racine, 

alors que la seconde partie,qui voit s'effectuer la décar- 

boxylation de l'acide malique,se déroule dans la tige. On 

constate donc que la plante peut, au niveau de l'organisme 

entier, réguler la réduction et l'assimilation de l'azote par 



un processus  homeostasique c e l l u l a i r e .  

a b 
r r I 

Figure V : R é g u l a t i o n  du pH : Z ' a s s i m i l a t i o n  de 2 'ammonium 

s e  f a i t  dans l e s  r a c i n e s  ( a i ,  dans t e s  f e u i l l e s  

1 .  (RAVEN e t  SMITH, 19761. 

Nous a l l o n s  maintenant env i sage r  d ' au t -  &es modes 

de r é g u l a t i o n  de l a  réduct ion  du n i t r a t e  q u i  passent  

p a r  un c o n t r ô l e  de l a  n i t r a t e  réductase .  

II - LA NITRATE REDUCTASE : FONCTIONS, STRUCTURE, MODES , 

DE REGULATION . 

1 )  Fonct ions  

L e  t r a n s f e r t  des  é l e c t r o n s  du nuc léo t ide  p y r i d i -  

n ique  r é d u i t  au n i t r a t e  e s t  l e  f a i t  d 'une p r o t é i n e  e x t r ê -  

mement complexe : l a  n i t r a t e  r éduc ta se .  Nombre de nos 

connaissances  concernant  l e  mode d ' a c t i o n  e t  l a  s t r u c t u r e  

de c e t t e  enzyme s o n t  dues à NASON e t  à ses c o l l a b o r a t e u r s  

q u i  o n t  é t u d i é  l a  n i t r a t e  réductase  de Neurospara c r a s s a .  

En 1953 NASON e t  EVANS montrent que l e  FAD c o n s t i t u e  l ' u n  

des  groupements p r o t h é t i q u e s  de l 'enzyme dont l a  synthèse 

n é c e s s i t e  l a  présence de molybdène ( N I C H O L A S ,  NASON e t  

M c  ELROY, 1954) q u i  e s t  un élément c o n s t i t u t i f  de l a  molécule 

enzymatique (NICHOLAS e t  NASON, 1954).  Ce l l e -c i  c o n t i e n t  



également un cytochrome b (b 557) (GARIIEJ'r e t  NASON, 1 9 6 7 ) .  
(SOMERS e t  a l . ,  1982 ) .  

La mesure des p o t e n t i e l s  d'oxydo-réduction 

des d i f f é r e n t s  composants a  permis de proposer l e  chemine- 

ment su ivan t  des é l e c t r o n s  : 

NAD (P)H 4 FAD -cyt b  557- Mo NO- 
3 

En p l u s  de c e t t e  a c t i v i t é  g lobale  q u i  l u i  a  va lu  

l e  nom de n i t r a t e  réductase,  l'enzyme présente  au moins 

deux a c t i v i t é s  p a r t i e l l e s .  L a  première e s t  une a c t i v i t é  

NAD (P)H deshydrogénase (diaphorase) q u i  permet l a  réduct ion  

de t o u t e  une s é r i e  de corps,  qui,comme l e  2 , 6  dichloroindo- 

phenol ou l e s  s e l s  de te t razol ium,acceptent  deux é l e c t r o n s .  

ou l e  ferr icytochrome c  ou l e s  f e r r i cyanures  n 'en accep ten t  

qu'un s e u l .  C e t t e  fonct ion q u i  s e r a i t  l i é e  à l a  présence de 

FAD c o n s t i t u e  c e  q u ' i l  e s t  convenu d ' appe le r  l a  moit ié  

init iaie de l'enzyme puisque l e s  é l e c t r o n s  son t  fourn i s  p a r  

l e  NAD (P)H q u i  est  l e  premier maillon de l a  chaîne de 

réduct ion.  

Quant à l a  deuxième a c t i v i t é  p a r t i e l l e ,  e l l e  s e r a i t  

essent ie l lement  due à l a  présence du molybdène e t  r ep résen te  

l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase te rminale  totalement  indépendante 

des nuc léo t ides  pyridiniques.  E l l e  a b o u t i t  à l a  réduct ion 

du n i t r a t e  en n i t r i t e  par  des é l e c t r o n s  q u i  peuvent ê t r e  

fourn i s  par  l e s  f l a v i n e s  r é d u i t e s  (FMNH2,  FADH2) ou des co- 

l o r a n t s  t e l s  que l e s  viologènes r é d u i t s .  
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F i g u r e  V I  : R e p r é s e n t a t i o n  s c h é m a t i q u e  d e s  d i f f é r e n t e s  a c t i v i t é s  

de l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  ( B E E V E R S ,  1 9 8 1 ) .  La r é d u c -  

t i o n  du NO; à t ' a i d e  du N A D B ,  d e s  f t a v i n e s  r é d u i t e s  

ou d e s  v i o Z o g è n e s  r é d u i t s  e s t  inhibée par CN- e t  Zes  

a z i d e s .  L ' a c t i v i t é  d i a p h o r a s e  l ' e s t  par l e s  compo- 

s é s  s u t f h y d r y  Les .  

L e  cytochrome b semble se t rouver  à l a  l i m i t e  des 

deux a c t i v i t é s  p a r t i e l l e s  ; il con t i en t  en e f f e t  un groupe- 

ment hémique fonct ionnel  q u i  chez l l E p i n a r d  i n t e r v i e n t  

A l a  f o i s  dans les fonct ions  deshydrogénase e t  n i t r a t e  réduc- 

t a s e  (NOTTON e t  a l . ,  1977) .  

Pourtant  l a  d i f f i c u l t é  de mesurer des p o t e n t i e l s  

d'oxydo-réduction de substances l i é e s  à des p ro té ines  a  

amené bon nombre de chercheurs à s ' i n t e r r o g e r  s u r  l a  l o c a l i -  

s a t i o n  dans 1' enzyme des d i f f é r e n t s  groupements prosthétiqueS. 

On pouvai t  en e f f e t  se demander s i  l e  FAD p récéda i t  bien 

l e  groupement hémique du cytochrome b  dans l e  t r a n s f e r t  

des é l e c t r o n s .  L e s  modif icat ions du s p e c t r e  de l'hème par  

l e s  f l a v i n e s  (GUERRERO e t  GUTTERIEZ, 1977),de même que l e  r ô l e  

joué p a r  l e s  t h i o l s  dans l e s  r éac t ions  q u i  u t i l i s e n t  l e  

NAD (P)H ou l e  FAD (AMY e t  a l . ,  1977),ont condui t  HEWITT e t  

NOTTON (1980) à confirmer e t  p r é c i s e r  l e  schéma c lass ique  

du t r a n s f e r t  é lec t ronique .  



? ' 
(-315mV) (-IOOmV) (-60mV) (+ZOOrnV) ( t425mV)  

2 e- le- 1 e- 2e- 

NAD(P:H SH 

2 e  DCPIP (+ZlOmV) 
l e  Fe3+ cytochrome c (+210mV) 

16 F ~ ~ c N I Z -  

Figure  V I I  : R e p r é s e n t a t i o n  du t r a n s p o r t  é z e c t r o n i q u e  en  

f o n c t i o n  d e s  p o t e n t i e l s  r e d o x  connus  ou sup-  

p o s é s  d e s  d i f f é r e n t e s  composan te s  de t a  c h a z n e  

de r é d u c t i o n  Bu n i t r a t e ,  par l e s  n i t r a t e  

r é d u c t a s e s  d ' e u c a r y o t e s  IHEWITT e t  NOTTON, 

( 1 9 8 0 )  : 

Enfin apres de nombreuses controverses (voir 

HEWITT et NOTTON, 1980) il est admis que les électrons 

provenant du FADH et du fer hémique font passer le Mo VI 
2 

A l'état de MoV qui, en présence de nitrate, est imrnédia- 
VI TV tement oxydé en MO". Le couple Mo ,!Mo serait donc bien le - - 

donneur final d'électrons au nitrate (JACOB et al., 1980). 

La m i s e  en évidence d'activités initiale et terminale 

de llenzyme,ainsi que l'étude de mutants de Neurospora ne 

présentant pas d'activité nitrate réductase,aboutissent à 

la conclusion que l'enzyme est.constituée d'au moins deux 

composants nécessaires 21 la réduction du nitrate (NASON et 

al, 1 9 7 C ) .  Si l'enzyme est multimérique, il va donc falloir 

étudier la nature et l'agencement des monomères dans l'enzyme 

fonctionnelle (holoenzyme) . 



2 )  S t r u c t u r e  de l a  n i t r a t e  réductase  

Parmi l e s  ques t ions  q u i  se posen t , e t  q u i  ne sont  

pas encore totalement  r é so lues ,  f i g u r e n t  l e  nombre e t  l e  

r ô l e  des  sous-uni tés  a i n s i  que l e  mode d ' a c t i o n  du molyb- 

dene e t  lâ façon dont il s ' i n s è r e  dans l a  p ro té ine  enzyma- 

t ique .  

Chez Neurospora c r a s s a , i l  e x i s t e  un atome de 

molybdène pour 2 molécules de cytochrome b (PAN e t  NASON, 

1978) ; chez l a  Chlore l le ,2  Mo pour 3 zytochromes e t  3 FAD 

( G I R I  e t  RAMADOSS, 1979) a l o r s  que chez l tEpinard .on  trouve 

1 Mo pour 2 Fe (NOTTON e t  HEWITT, 1979).  Les proport ions 

r e l a t i v e s  du fer e t  du molybdène semblent donc v a r i e r  selon 

l e s  espèces é tud iées .  L 'obtent ion ,  chez AspergiZZus nidulans,  

de mutants,~ appelés  cnx q u i  n ' o n t  n i  a c t i v i t é  n i t r a t e  réducta-  

s e ,  n i  xanthine oxydase a  amené PATEMAN e t  a l .  (1964) à pro- 

poser l ' e x i s t e n c e  d 'un cofac teur  molybdique commun aux 

deux enzymes e t  c o n t r ô l é  par  c inq  l o c i  géniques d i f f é r e n t s .  

NASON e t  a l .  (1970) ont  é t u d i é  de façon t r è s  

d é t a i l l é e  un mutant n i t  1 de Neurospora c rassa  qu i ,  comme les 

mutants cnx d'AspergiZZxs e s t  dépourvu d ' a c t i v i t é s  n i t r a t e  

réductase e t  xanth ine  oxydase. Ils o n t  r é u s s i  à r e c o n s t i t u e r  

une n i t r a t e  réductase  a c t i v e  in v i t r o  en u t i l i s a n t  

l ' a p o p r o t é i n e  n i t r a t e  réductase de n i t  1  e t  une prépara t ion  

a c i d i f i é e  de xanthine oxydase du l a i t  de vache ou dtaldehyde oxydase 
e x t r a i t e  de f o i e s  de l a p i n ,  qui  cont iennent  l e  f a c t e u r  molyb- 

dique. I ls o n t  également r é u s s i  à r e c o n s t i t u e r  une n i t r a t e  

réductase fonct ionnel l -e  en u t i l i s a n t  n i t  1 et l a  souche 

sauvage de Neurospora c r a s s a .  



Des expériences de complémentation ont  également 

é t é  menées avec succès en u t i l i s a n t  des mutants cnx de 

c e l l u l e s  de Tabac c u l t i v é e s  i n  v i t r o  (MENDEL e t  MÜLLER, 1978) 

ou des miltaats cnx e t  un mutant n i a  D (dépourvu de n i t r a t e  

réductase s t r u c t u r a l e )  d ' A s p e r g i l l u s  (GARRETT e t  COVE, 1976).  

Tous c e s  r é s u l t a t s  ont  conduit  à l a  conclusion 

q u ' i l  e x i s t e  un cofac teur  molybdique un ive r se l ,  commun à 

toute  une s é r i e  d'enzymes t a n t  végé ta les ,  qu'animales ou 

bac tér iennes  e t  q u i  c a t a l y s e n t  des r é a c t i o n s  t r è s  d i f f é r e n t e s .  

I l  f a u t  cependant f a i r e  une exception pour l a  

ni t rogénase q u i  c o n t i e n t  un cofac teur  à f e r  e t  à molybdène 

q u i  e s t  incapable de r e s t a u r e r  l ' a c t i v i t é  . n i t r a t e  réductase  

de n i t  1 a l o r s  q u ' i l  r e s t a u r e  l ' a c t i v i t é  ni t rogénase d'un 

mutant d 'Azotobacter v i n e  l a n d i i .  Inversement l e  co fac teur  

de l a  xanthine oxydase du l a i t  de vache peut t r è s  bien r é a c t i -  

ver  une n i t r a t e  réductase  mais pas de ni t rogénase qu i  avec 

un cofac teur  molybdique p a r t i c u l i e r  occupe donc une p lace  

s i n g u l i è r e  parmi l e s  enzymes à molybdène. 

La composition chimique du f a c t e u r  molybdique a é t é  

beaucoup é tudiée .  E l l e  comprend un composé organique de 

f a i b l e  poids moléculaire  a i n s i q u ' u n  atome du métal. Selon 

HEWITT e t  a l .  (1977) son poids moléculaire propre s e r a i t  de 

2.000 da l tons  e t  il p o u r r a i t  ê t r e  a s soc ié  à une pro té ine  de 

20.000.. Pourtant  l ' e x i s t e n c e  d'une t e l l e  pro té ine  e s t  f r é -  

q u m t  mise en doute a l o r s  que l a  l i a i s o n  à des pept ides  

de f a i b l e  poids moléculaire  e s t  t r è s  souvent admise mais 

non démontrée expérimentalement ( J O H N S O N ,  1980). Des t ravaux 

récen t s  on t  montré que l e  cofac teur  e s t  c o n s t i t u é  d'une 

p t é r i n e  pkosphorylée (JOHNSON e t  RAJAGOPALAN, 1982, JOHNSCI9 

e t  a l . ,  1984) a s s o c i é e  au molybdène ; il e s t  t r a n s f é r a b l e  

au mutant n i t  1 de Neurospora q u i  re t rouve  a l o r s  une a c t i v i t é  

n i t r a t e  réductase qu i  ne dépend donc que de l ' a p p o r t  de Mo 



e t  de molybdoptérine (KRAMER e t  a l . ,  1984). 

O H  
H 

C = C-C -CH,OPO; 

molybdenum cofact~f 
(proposed structure) 

Figure V I T I  : S t r u c t u r e  probabZe de l a  forme a c t i v e  du 

c o f a c t e u r  molybdique f J O H N S O N  e t  RAJAGOPALAN, 

1 9 8 2 ) .  

En p l u s  de son r ô l e  de support  du molybdène l e  

co fac teu r  p o u r r a i t  c o n t r i b u e r  a u  maintien de l a  s t a b i l i t é  

s t r u c t u r a l e  de l a  n i t r a t e  réductase  (NASON e t  a l . ,  1970) .  

Chez l e  type  sauvage de N s u ~ o s p ~ r a ,  il main t i endra i t  l a  

s t r u c t u r e  dimérique de l'enzyme (PAN e t  NASON, 1978) ; un 

r ô l e  iden t ique  l u i  a  é t é  dévolu t a n t  chez A s p e r g i Z l u s  n iduZans  

(MAC DONALD e t  a l . ,  1970) que chez 1 'Epinard (RUCKLIDGE e t  

a l . ,  1976). 

Le c o f a c t e u r  molydique n ' e x i s t e r a i t  pas  21 l ' é t a t  

l i b r e  dans l a  c e l l u l e  m a i s  il est s o i t  incorporé dans les 

enzymes 2I molydène s o i t  a s s o c i é  à une macromolécule ou une 

s t r u c t u r e  c e l l u l a i r e  s t a b i l i s a t r i c e s  ( sans  doute un système 

membranaire) . La n a t u r e  du "por t eu r"  v a r i e  se lon  l ' e s p è c e ,  

mais dans t o u s  les c a s  é t u d i é s ,  il p r o t é g e r a i t  l e  c o f a c t e u r  

c o n t r e  l e s  e f f e t s  d e s t r u c t e u r s  de l 'oxygène e t  de l ' e n v i r o n -  

nement aqueux. L ' a s s o c i a t i o n  du co fac teu r  avec l ' é l é m e n t  

po r t eu r  es t  t e l l e  que l a  molécule enzymatique r é c e p t r i c e  

y  accède fac i lement  e t  pu isse  l ' e x t r a i r e  sans  d i f f i c u l t é s  

(JOHNSON, 1980).  



Chez l e s  Eucaryotes ,  l a  masse molécu la i r e  de 

l 'enzyme v a r i e ,  s e l o n  les e spèces  é t u d i é e s  m a i s  a u s s i  s e l o n  

les méthodes de mesure u t i l i s é e s  de  160.000 à 500.000 

(REWITT e t  NOTTON, 1980) .  S i  t o u t  l e  monde s ' a c c o r d e  à l u i  

a t t r i b u e r  une s t r u c t u r e  mul t imérique,  l e s  a v i s  d i v e r g e n t  

quant  au nombre e t  à l a  n a t u r e  des  sous -un i t é s .  Selon les  

espèces  on en compte de 2 à 8.  

Chez Nsurospora l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  es t  un homo- 
dimbre, c ' e s t - à - d i r e  q u ' e l l e  possbde deux sous -un i t é s  i d e n t i -  

ques  (PAN e t  NASON, 1978).  Une s t r u c t u r e  i d e n t i q u e  a  également 

é t é  a t t r i b u é e  à l 'enzyme de P o t i r o n  (REDIBBAUGH e t  CAMPBELL, 

1985) ( e n c a r t  c i - c o n t r e )  . 

Chez A n k i s  5rodes,~zs e l l e  est  c o n s t i t u é e  de 8  

sous-uni tés  homologues (AHMED e t  SPILLER, 1976 ; DE LAROSA 

e t  a l . ,  1980) a l o r s  que chez Chtamydomonas e l l e  c o n t i e n t  

4 sous -un i t é s  i d e n t i q u e s  deux deux (FERNANDEZ e t  CARDENAS, 

1982 ; FRANCO e t  a l . ,  1984) .  Chez l a  C h l o r e l l e ,  t r o i s  SOUS 

u n i t é s  i d e n t i q u e s  a v a i e n t  d ' abo rd  é t é  dénombrées (SOLOMONSON, 

1981 ; G I R I  e t  RMADOSS, 1979) m a i s  des  ana lyses  r é c e n t e s  o n t  

montré que l 'enzyme f o n c t i o n n e l l e  es t  un homo-tétramère, 

l ' a p p a r i t i o n  de d i  ou t r i m è r e s  dépend d e s  méthodes d ' e x t r a c t i o n  

e t  d t a n a l y s e  u t i l i s é e s  (HOWARD e t  SOLOMONSON, 1984) .  Chez 

l l E p i n a r d  d e s  r é s u l t a t s  c o n t r a d i c t o i r e s  o n t  également é t é  

p u b l i é s  : sebon HEWITT e t  NOTTON (1980) l 'enzyme s e r a i t  un 

t é t r amère  formé par  l ' a s s o c i a t i o n  de 2 couples  de  sous -un i t é s  

d i f f é r e n t e s  r e l i é e s  pa r  l e  c o f a c t e u r  molybdique, a l o r s  que 

pour NAKAGAWA e t  a l . ,  (1985) e l l e  e s t  un homo-tétramère. 

On n o t e r a  e n f i n  qu 'un  modèle s é d u i s a n t  a  é t é  

proposé,  q u i  a l l i e  l a  f o i s  d e s  f o n c t i o n s  de t r a n s f e r t  

du n i t r a t e  e t  de s a  r éduc t ion  p a r  BUT2 e t  J A C K S O N  ( 1 9 7 7 ) .  

Malheureusement il s ' a g i t  l à  d l a  modèle en t i è r emen t  t héo r ique  

q u i  n ' a  jusqu 'à  p r é s e n t  r e ç u  aucune conf i rmat ion  expérimen- 

t a l e .  D e  p l u s  l e  n i t r a t e  peu t  p a r f o i s  ê t r e  absorbé en absence 
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NAD(P)H 

NAO(P) 

FMN C y t C r  F M N H 2  

L a n i t r a t e  rdduc tase  de ~Veurospora  c r a s s a  

s e r a i t  un honodimàre 0 2  t e s  deux s o u s - u n i t é s  possè- 

d e n t  en commun un atome dg .Yo (PdJ e t  ~VA3011, 1 9 7 3 ) .  

Ce modète p o u r r a i t  s ' a - p l i q u e r  au= n i t r a t e  

r é d u c t a s e s  d e s  végk taux  supir-ievrs : chaque sous-  

u n i t 2  a r r a i t  une ,nasse m o / é c u t a i r e  d ' e n v i r o n  100 O00 

d a l t o n s .  Maiû on ne 3ait pas a i  c i a q r e  moLe d'enzyme 

possède un ou deux atomss  dz Mo (S;EIY.?OFS s z  CL., 
1985) f a ) .  

Pour REDlm3AIIGH e t  CAid?EBÇL, :385 13 nitrate 

r i d u c t a s e  du p o t i r o n  e s t  un homo&imkre od chaque 

s o u s - u n i t é  a uns  masse de 115 000 da5 tons  e z  pos- 

sède un ?ton% de Mo ( b  i . 



a )  S e l o n  l e  modèle de BUT2 e t  JACKSON, d chaque monomère de  

l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  e s t  a s s o c i é e  une ATPase q u i  f o u r n i t  

t ' é n e r g i e  n é c e s s a i r e  au t r a n s p o r t  du n i t r a t e .  

b )  3 ' 0 3 ~ 6 3  3ZKiTT e t  J O T i C b ,  La n t f r a : e  r 4 d x c t a s e  d r l ? i n c r d  

e s c  c o n s ; i t u é e  dz 4 sous-:rn<sZs de F'.:?. iCsn: iqua ,  r e L I 5 e s  

par Le c o f a c t e u r  à molyodène ( M C C I .  Les deux s o u s - u n i t é s  

i n i t i a l e s  c o n t i e n n e n t  Le PAD e t  a s s u r e n t  l t o x y d a $ i o n  du 

NADH ou du NADPX. Deux a u t r e s  s o u s - u n i t é s  r e n j e r m c n t  L'hème 

r é a g i s s e n t  avec  l e  F M N K 2  e t  l e  f e r r i c y a n u r e .  C ' e s t  l e  

c o f a c t e u r  molybdique q u i  permet l a  r é d u c t i o n  du n i t r a t z .  

c i  Pour FRA'VCO e t  a l .  l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  de c h l o r e l t e  e s t  

un h é s é r o t é t r a m è r e ,  formé de 2 s o u s - u n i t é s  i n i t i a l e s  r e n -  

fermant t e  FAD e t  l 'hème e t  de 2 s o u s - u n i t é s  t e r m i n a l e s  

contenant l e  molybdène. Chaque sous -un i t é  i n i t i a l e  comprend 

une r é g i o n  de l i a i s o n  e n t r e  des  domaines p o l y p e p t i d i q u e s  

d i s t i n c t û  ( h i n g e  r é g i o n )  q u i  e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  s e n s i b l e  

aux p r o t é a s e s .  

dl  S e l o n  l e  moddle de HOWARD e t  SOLOMONSON, l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  

de  c h l o r e l l e  e s t  un homotétramère.  Chaque s o u s - u n i t é  con-  

t i e n t ,  e t  l e  F A D  e t  l ' hème  a i n s i  que du IWO. LtensembZz 

p r é s e n t e  une s y m é t r i e  d ' o r d r e  c y c l i q u e  formant un "d imère  

de d i m è r e s " ,  q u i  possède au moins 2 t y p e s  d i f f é r e n t s  de 

domaines de l i a i s o n .  Chacun de c e s  domaines e s s  occupé 

par d e s  r é g i o n s  de l i a i s o n  i d e n t i q u e s ,  s i  b i e n  que l e s  

s o u s - u n i t é s  sons  r e l i é e s  dans des  c o n f i g u r a s i o n s  de  t y p e  

" t S t e  c o n t r e  t ê t e "  e t  non pas " t é t e - q u e u e " .  



de toute nitrate réductase fonctionnelle (DODDEMA et al., 

19 78 ; HEIMER et FILNER, 19 70, SCHLOEMER et GARRET, 19 73 ) . 
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F i g u r e  IX : Q u e l q u e s  m o d è l e s  de  s t r u c t u r e  de  n i t r a t e  r é d u c t a s e  : 

a  : s e l o n  BUT2 e t  JACKSON ( 1 9 7 7 )  ; b : s e l o n  

HEWITT e t  NOTTON ( 1 9 3 0 )  ; c : s e l o n  FRANCO e t  a l .  

( 1 9 3 4 )  ; d  : s e l o n  HOWARD e t  SOLOMONSON ( 1 9 3 4 ) .  

(voir encart ci-ccmtre l 
Ces différentes structures ont été établies pour 

la NADH ou la NADPH : nitrate réductase mais la comparaison 

des structures entre NADH : NR et NAD (P) H : NR n'a pas 

encore été effectuée chez les plantes qui possèdent les 

deux types d'enzymes à la fois. 

Cependant les progrbs réalisés dans les procédés 

de la purification enzymatique (découverte de protecteurs de 

la structure protéique, chromatographie d'affinité . . . )  

ont permis d'obtenir des préparations très pures de la 

mol6cule et par voie de conséquence des anticorps spécifiques 

de l'enzyme. L'utilisation des méthodes immuno-chimiques 



a a l o r s  permis  de comparer l e s  n i t r a t e - r é d u c t a s e s  de  

d i f f é r e n t e s  espèces  mais a u s s i  de  r eche rche r  des  isoenzymes 

a u  s e i n  d ' une  même p l an t e .  

A i n s i  les  a n t i c o r p s  f a b r i q u é s  c o n t r e  l a  NADH : 

NR du P o t i r o n  reconna issen t  t o t a l emen t  l 'enzyme homologue 

de 1 'Ep ina rd  ; l a  reconnaissance p a r  c e s  mêmes a n t i c o r p s  

n ' e s t  que p a r t i e l l e  pour l e s  NADH e t  NAD ( P ) H  : NR du Soja  

ou l a  NADH : NR du Maïs e t  t r è s  f a i b l e  pour l a  NADH : NR de 

l a  C h l o r e l l e  ou l a  NADPH : NR de  Neurospora .  Toutes c e s  

enzymes q u i  p r é s e n t e n t  des  p r o p r i é t é s  c a t a l y t i q u e s  i d e n t i q u e s  

prov iennent  scins doute  d 'une mo lécu leances t r a l e  comr:.une dont la 

s t r u c t u r e  s ' e s t  d i v e r s i f i é e  p a r  l a  s u i t e  (SMARELEI e t  CAMPBELL, 

1 9 8 1 ) .  Une é tude  iden t ique  e n t r e p r i s e  avec des  a n t i c o r p s  

f a b r i q u é s  c o n t r e  l 'enzyme de l 'Orge  a  permis d ' a n a l y s e r  l e  

comportement immunologique de l a  n i t r a t e  r éduc ta se  de neuf 

p l a n t e s  s u p é r i e u r e s  mono ou d ico ty lédones .  Toutes l e s  enzymes 

s o n t  i n a c t i v é e s  p a r  l 'antiseiaum mais avec des i n t e n s i t é s  

d i f f é r e n t e s .  Pour une i n a c t i v a t i o n  de 50 % l e s  n i t r a t e s  

r é d u c t a s e s  de Tabac, dy Soja ou Pois  e x i g e n t  de 2 à 1 0  f o i s  

p l u s  d ' a n t i c o r p s  que c e l l e s  des  monocotylédones. Des d i f -  

f é r e n c e s  d e  s t r u c t u r e  de l a  p r o t é i n e  enzymatique s o n t  donc 

in t e rvenues  au cou r s  de l ' é v o l u t i o n , m a i s  l e  s i t e  c a t a l y t i q u e  

q u i  n ' a  p a s  s u b i  d' évolut ion,  e s t  in tégra lement  conservé (SNAPP 

e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  

Enf in  chez l e  Maïs; d e s  espèces molécu la i res  

d i f f é r e n t e s  p a r  l e u r s  masses molécu la i res ,  peuvent ê t r e  

é l u é e s  de co lonnes  d ' a f f i n i t é  s o i t  p a r  l e  NADH s o i t  par  

l e  W3. L e s  deux n i t r a t e  r éduc ta se s  a i n s i  i s o l é e s  

p r é s e n t e n t  d e s  ép i topes  i den t iques  e t  p o u r r a i e n t  r e p r é s e n t e r  

s o i t  des dimères  (formes é l u é e s  p a r  l e  NADH) s o i t  des  t é t r a -  

mères ( é l u t i o n  p a r  l e  K N 0 3 )  composés de  sous-uni tés  i d e n t i q u e s ,  

(NAKAGAWA e t  a l . ,  1 9 8 4 )  . 



Chez l l E p i n a r d ,  l e s  n i t r a t e - r é d u c t a s e s  f o l i a i r e s  

ou r a c i n a i r e s  ne montrent  qu 'une i d e n t i t é  an t igén ique  partielle 

e t  p o u r r a i e n t  donc c o n s t i t u e r  des  isoformes (FERRARIO e t  

a l . ,  1984) .  

3 )  Made de r é g u l a t i o n  des  n i t r a t e - r é d u c t a s e s  

Comme pour t o u t e  enzyme l a  r é g u l a t i o n  peu t  se f a i r e  

s o i t  p a r  l e  c o n t r ô l e  de l a  q u a n t i t é  d'enzyme d i s p o n i b l e ,  

s o i t  p a r  un jeu d ' e f f e c t e u r s  p o s i t i f s  ou n é g a t i f s  ou p a r  d e s  

mod i f i ca t ions  conformat ionne l les  q u i  pe rme t t en t  l ' a l l umage  

ou l ' e x t i n c t i o n  de l ' a c t i v i t é ,  s o i t  e n f i n  p a r  un c o n t r ô l e  

de l ' a c c e s s i b i l i t é  du s u b s t r a t .  

D è s  1953, EVANS e t  NASON remarquent que l ' a c t i v i t é  

n i t r a t e  r éduc ta se  n ' e s t  d é c e l a b l e  chez iVeurospora c r a s s a  que 

s i  les  mycéliums s o n t  c u l t i v é s  en présence  de  n i t r a t e ,  a l o r s  

q u ' e l l e  est  absen te  s ' i l s  s o n t  c u l t i v é s  s u r  ammonium ou 

a l a n i n e .  Ces r é s u l t a t s  s o n t  r e t r o u v é s  chez l e  Chou-fleur 

(CANDELA e t  a l . ,  1957 ; AFRIDI e t  HEWLTT, 1964) . L a  conclu- 

s i o n  a a l o r s  été*av&c&e que l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  é t a i t  i n -  

d u c t i b l e  p a r  son s u b t r a t .  Il f a u t  cependant remarquer que 

jusqu '  a l o r s  l e  terme " i n d u c t i b i l i t é "  signifie qu ' un s i g n a l  

( l ' a p p o r t  du s u b s t r a t  ou d 'un c o n s t i t u a n t  d 'un groupement 

p r s s t h é t i q u e ) p r o d u i t  une réponse s p é c i f i q u e  ( l ' a c t i v i t é  en- 

enzymatique) s ans  que c e l l e - c i  ne r é s u l t e  pour a u t a n t  d 'une 

syn thèse  de novo de l 'enzyme. Il e x i s t e  donc t r è s  souvent 

dans l a  l i t t é r a t u r e  une ambigui té  à propos de  l ' i n d u c t i o n  

de l a  n i t r a t e  réductase ,  q u i  p e u t  cor respondre  des  phénomè- 

nes  a u s s i  d i f f é r e n t s  qu 'une  synthèse  protéi .que ou qu 'une 

a c t i v a t i o n  de l 'enzyme. Nous n ' u t i l i s e r o n s  quant  à nous 

l e  terme induc t ion  que dans l e  sens  de syn thèse  d e  novo 

de l 'enzyme. 



Avec l e  développement de l a  b i o l o g i e  molécula i re  
. - 

e t  l ' é l a b o r a t i o n  du concept d 'opéron,  de nombreuses recherches  

vont e s sayer  de p r é c i s e r  l e  mode de régu la t ion  génét ique de 

l a  n i t r a t e  réductase.  

L'emploi simultané des techniques de marquage 

r a d i o a c t i f  e t  de c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  de d e n s i t é  

va permettre de montrer que l a  n i t r a t e  réductase de c e l l u l e s  

de Tabac,cul t ivées su r  du n i t r a t e ,  e s t  b ien  syn thé t i sée  

de novo (ZIELKE e t  FILNER, 1 9 7 1 )  . L e  f a i t  que c e r t a i n s  

a n t i b i o t i q u e s  ou que des analogues des bases puriques ou pyrimidiques 

inhibent  s o i t  l a  t r a n s c r i p t i o n  soit la t raduct ion ,  va permet t re  

l ' é c l o s i o n  d'une mult i tude de t ravaux concernant l 1 i n d u c t i -  

b i l i t é  de l a  n i t r a t e  réductase.  (Pour une revue d é t a i l l é e  

vo i r  HEWITT, 1 9 7 5 )  . 

Par a i l l e u r s , l l a n a l y s e  de mutants qu i  ne p r é s e n t e n t  

pas d ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase ,  de m%e que l ' a p p l i c a t i o n  

des méthodes immunochimiques,vont c o n t r i b u e r  à é t a y e r  l a  t h è s e  

de l l i n d u c t i b i l i t é  de l'enzyme. C ' e s t  a i n s i  que N e u ~ o s p o r a  

c r a s s a  c u l t i v é  en absence de n i t r a t e  ne possède pas de p r o t é i n e  

n i t r a t e  réductase  (BAHNS e t  m, 1980) . De même ,des  

mutants d'Orge NR- t o u t  comme des p l a n t u l e s  de type sauvage, 

en sont  également dépourvus l o r s q u ' i l s  sont  c u l t i v h  sans 

n i t r a t e  (KU0 e t  a l . ,  1981 ; SOMERS e t  a l . ,  1983).  

Pourtant  des observat ions  d ivergentes  o n t  é t é  

rapportées .  Des caryopses de MaTs c u l t i v e s  en absence de 

NO; p résentent  pour tant  une a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase 

(CHAIIPIGNY, 1963) . Dans des c e l l u l e s  de Tabac c u l t i v é e s  

i n  v i t r o  l ' a c t i v i t é  de réduct ion es t  indépendante de l a  t eneur  

en NO; (HEIMER e t  R I K L I S ,  1979 ; MÜLLER e t  GXAFE, 1978) . Par 

a i l l e u r s  on s a i t  que de nombreux mutants dépourvus d ' a c t i v i t é  

n i t r a t e  réductase  g lobale  p résen ten t  cependant des a c t i v i t é s  

p a r t i e l l e s  t e l l e s  que l a  fonct ion  diaphorase.  Enfin des 



C h l o r e l l e s  c u l t i v é e s  s u r  ammonium comme s e u l e  source azo tée  

possèdent un an t igène  q u i  r é a g i t  avec des  a n t i c o r p s  spéc i -  

f i ques  de l a  n i t r a t e  r éduc ta se  a c t i v e  (E'üNKHOUSER e t  a l . ,  1980) . 
11 p o u r r a i t  s ' a g i r  d 'un  précurseur  i n a c t i f  c o n s t i t u é  par  

l 'enzyme dépourvue en Mo (FUNKHOUSER e t  a l . ,  1983) . Dans 

c e s  c o n d i t i o n s  l ' i n d u c t i o n  de l a  n i t r a t e  r éduc ta se  con- 

s i s t e r a i t  en une t ransformat ion  d 'un précurseur  i n a c t i f  en 

enzyme a c t i v e  (VENNESLAND, 1981 1 .  C e t t e  é t ape  e x i g e r a i t  l a  

synthèse d 'un  a c t i v a t e u r  (FUNKHOUSER e t  a l . ,  1980) .  

O r  l e  problème semble encore beaucoup p lus  complexe 

q u ' i l  n ' a p p a r a î t  à première vue. On s a i t  depuis  quelques  

années q u ' i l  e x i s t e  des  isoenzymes de l a  n i t r a t e  réductase  

chez l l E p i n a r d  (NOTTON e t  a l . ,  19721, l e  Soja ( C A M P B E L L , ~ ~ ~ ~  ; 

JOLLY e t  a l . ,  1976 ; ROBIN e t  a l . ,  1985) ou l e  Maïs (CAMPBELL, 

1978).  L 'ana lyse  des  isoenzymes du Soja  s o i t e n  g e l  de polya- 

crylamide,  (HEATH-PAGLIUSO e t  a l .  , 1984) s o i t  p a r  électrophorèse 

e t  immunochimie (ROBIN e t  a l . ,  1985) montre que l ' u n e  de c e s  

isoenzymes don t  l ' a c t i v i t é  n ' e s t  pas a f f e c t é e  pa r  l a  

cycloheximide est  c o n s t i t u t i v e ,  a l o r s  que l ' a u t r e  e s t  

i n d u c t i b l e  (HEATH-PAGLIUSO e t  a l . ,  1984).  Enfin on a  pu 

c a r a c t é r i s e r  un mutant de Soja ,  n r l  (NELSON e t  a1.,1983, 1984) 

q u i  a  perdu l ' a p t i t u d e  à s y n t h é t i s e r  s a  n i t r a t e  réductase  

c o n s t i t u t i v e  ; ou b i e n  il s ' a g i t  d 'une mutation de type  non 

sens  : aucune p r o t é i n e  reconnaissable  par  des  a n t i c o r p s  d i r i g é s  

c o n t r e  l a  n i t r a t e  réductase  n ' e s t  s y n t h é t i s é e ,  ou b ien  l e s  

gènes s t r u c t u r a u x  ne s o n t  pas  exprimés e t  l ' o n  s e  t rouve  

en présence d 'une  mutation q u i  touche l a  r é g u l a t i o n  enzyma- 

t i q u e .  

L e s  mutants les p l u s  é t u d i é s  s o n t  ceux de l 'Orge  

(SOMERS e t  a l . ,  1983) de N i c o t i a n a  t a b a c u m ,  (MENDEL e t  

MULLER, 1978, 1979; 1980 ; MENDEL e t  a l . ,  1981, 1982 ; 

BUCHANAN e t  WRAY, 1982) e t  de N i c o t i a n a  p Z u m D a g i n i f o Z i a  

(MARTON e t  a l . ,  1982) q u i  p résen ten t  des  mutat ions  concernant  



l ' a p o p r o t é i n e  n i t r a t e  r éduc ta se  (mutants n i a )  ou l e  cofac-  

t e u r  a molybdène (mutants c n x ) .  Comme chez l e s  Champignons 

(MARZLUF, 1981) t o u s  l e s  mutants n i a  s o n t  a l l é l i q u e s  (MARTON 

e t  a l . ,  1982 ; MULLER, 1983 ) . 

Les études des  mutat ions  p o r t a n t  s u r  l e  c o f a c t e u r  

molybdique o n t  é t é  e n t r e p r i s e s  a f i n  de  s a v o i r  s i  l e  molyb- 

dène j o u a i t  un r ô l e  dans l ' i n d u c t i o n  de l a  n i t r a t e  r éduc ta se .  

Dès lors  qu'il a  été denmtré que l e  ib jouait un rôle 

important  e t  dans l ' a c t i v i t é  de r éduc t ion  du n i t r a t e  e t  dans  

l ' a ssemblage  des  sous-uni tés ,on s 'es t  na ture l lement  i n t e r r o g é  

s u r  l e  r61e du métal  dans l ' i n d u c t i o n  enzymatique. 

Les a c t i v i t é s  n i t r a t e  r éduc ta se  chez l e  Chou-fleur 

ca rencé  en Mo s o n t  f a i b l e s  (CANDELA e t  a l . ,  1957 ; AFRIDI e t  

HEWITT, 1964 1 .  Il en va de même pour 1 'Epinard  (NOTTON e t  

HEWITT, 1971) ou pour l a  C h l o r e l l e  (VEGA e t  a l . ,  1971) .  S i  

du Mo e s t  a l o r s  i n t r o d u i t  dans  l a  s o l u t i o n  n u t r i t i v e  en même 

temps que d e s  i n h i b i t e u r s  de  l a  syn thèse  p ro t é ique  l ' a c t i v i t é  

n ' e s t  pas i n d u i t e  (AE'RIDI e t  HEWITT, 1964 ; HEWITT e t  NOTTON, 

1967).  Pour t an t  l a  f o u r n i t u r e  de  molybdène r a d i o a c t i f  à des  

p l a n t s  d ' & p i n a r d  préalablement  ca rencés  f a i t  appa raâ t r e  un 

marquage dans  l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  (NOTIY3N e t  HEWITT, 1971 ) . 
C e s  r é s u l t a t s  c o n t r a d i c t o i r e s  o n t  é t é  expl iqués  p a r  un 

d é f i c i t  en apoenzyme apparu au c o u r s  de l a  ca rence  (NOTTON e t  

a l .  , 1979 ) . ~e rrênr! chez l a  suspension cellulaire de rose la synthèse de 

l ' apoenzyme est  s e n s i b l e  aux i n h i b i t e u r s  de l a  t r a d u c t i o n  

mais son a c t i v a t i o n  e t  l ' i n c o r p o r a t i o n  du Mo y  son t  i n s e n s i b l e s  

( J O N E S  e t  a l . ,  1976) .  I l  en e s t  de  m ê m e  pour les c e l l u l e s  

de Tabac (HEIMER e t  FILNER, 1971) .  

Chez Nkurospora l e  f a c t e u r  molybdique e s t  c o n s t i t u -  

t i f  (NASON e t  a l . ,  1970) : sa synthèse  e s t  indépendante de 

l ' i n d u c t i o n  de  l a  n i t r a t e  r éduc ta se  e t  n ' e s t  pas r é p r e s s i b l e  



par l'ammonium, ce qui , nous le verrons plus tard,. n'est 
pas le cas de l'holoenzyme. 

Chez AspergiZZus nidulans, la situation est un ' 

peu différente puisqu"une répression partielle du cofacteur 
+ 

par NA4 a été décrite (GARRETT et COVE, 1976). 

Cette indépendance du cofacteur vis à vis de la 

synthèse des accepteurs que sont les molybdoenzymes,peut se 

comprendre si l'on a&t qu'il est maintenu dans un pool de 

stockage constitué de molécules ou de structures "porteuses"- 

Par ailleurs,le contr8X.e de la synthèse du cofacteur par 

le Mo est mal connu puisque dans certains cas elle peut 

avoir lieu en absence de métal (JOHNSON, 1980) . 

Si le cofacteur n'est pas nécessaire à l'induction de 

la nitrate réductase de f leurospora il pourrait moduler la 

régulation de l'enzyme par un mécanisme dit d'autorégulation 

(COVE et PATEMAN, 1969 ; DANTZIG et al., 1978). On peut en 

effet concevoir que des quantités mêmes faibles de l'enzyme 

répriment sa propre synthèse. L'addition de nitrate provoque la 

liaison substrat-enzyme ; celle-ci perd de ce fait sa 

fonction de répression et la synthèse enzymatique peut 

reprendre mais nécessite l'incorparation du cofacteur molyb- 

dique puisque la liaison NO; -enzyme exige du Mo. 

DANTZIG et a1.(1978) constatent en effet qu'en 

présence d'analogues du Mo, comme le vanadium ou le tungstène, 

l'induction enzymatique persiste mais qu'il se forme des 

complexes inactifs. Ceux-ci incorporent donc le cofacteur 

et se lient à NO; mais ne le réduisent pas. 

Ce modèle permet d'expliquer pourquoi le Mo a pu 

être considéré avec le nitrate comme CO-inducteur de la 

nitrate réductase de l'Orge (WRAY et FILNER, 1970). 



La. recherche de mutants NR- e t  l e u r  é tude  a  permis 

d ' é t a b l i r  des schémas t r è s  é l aborés  de la.  r égu la t ion  de  l a  

n i t r a t e  réductase  chez l e s  Champignons e t  chez AspergiZZus  

n i d u l a n s  en p a r t i c u l i e r  (COVE, 1 9 7 9 ) .  

Figure  X :Le ou l e s  gènes n i a  D p r o d u i s e n t  une p r o t é i n e  A, 

ayant  une  a c t i v i t é  d iaphorase  mais  pas d ' a c t i v i t é  NR term2na- 

l e .  Les gènes ' c n x  i n t e r v i e n n e n t  dans t a  produc t ion  e t  Z t a c t i v a -  

t i o n  du c o f a c t e u r :  Le gène cnx  H p r o d u i t  un p o l y p e p t i d e  B q u i  

après  une  m o d i f i c a t i o n  par une enzyme codée par c m  F donne 

na i s sance  a  C,capabZe de s ' a s s o c i e r  à 4 A pour donner Ze 

t i t r a m è r e  D q u i  possède une a c t i v i t é  d i a p h o r a s e , m a i s  non 

n i t r a t e  r é d u c t a s e .  Pour que ceZZe-ci  a p p a r a i s s e , i Z  f a u t  

l ' i n t e r v e n t i o n  du gène cnx  E q u i  code  pour une enzyme q u i  

incorpore  Ze Mo e t  a b o u t i t  à 2 'fioZoenzyme F .  

Dans c e  schéma il f a u t  a j o u t e r  l ' i n t e r v e n t i o n  d'un 

sixième gène cnx J qui j o u e r a i t  un r ô l e  dans l a  r égu la t ion  



de l a  t r a n s c r i p t i o n  du cofac teur  (ARST e t  a l . ,  1982).  

Chez Neurospora un schéma i n s p i r é  du précédent  

a  é t é  proposé m a i s  il e s t  beaucoup moins p r é c i s  e t  des 

i n c e r t i t u d e s  s u b s i s t e n t  en p a r t i c u l i e r  au niveau du fonct ion-  

ment du gène de régula t ion .  

REGULATORY GENE STRUCiURAL CENES 

rrgulnror b tiecmsari li)r 

\ 1 gelie exPt-essioii 

Ililrate nitrile 
reductase re<luc~asr 

Ipirrate 

regulator nitrate reducrasr- 
nirrare cornples 

Figure  X I  : R é g u l a t i o n  de  l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  de Neurospora 

c r a s s a  (GARRETT e t  AMY, 1 9 7 8 1 .  

Chez les p l a n t e s  supér ieures  l a  s i t u a t i o n  e s t  

beaucoup moins c l a i r e ,  L a  recherche de mutants r é s i s t a n t  

au c h l o r a t e  q u i  n ' u t i l i s e n t  pas l e  n i t r a t e  e t  q u i  o n t  un 

besoin d ' azo te  r é d u i t ,  -. a  permis d 'aborder  d 'une a u t r e  

façon l e  problème du métabolisme du n i t r a t e  e t  de sa régu- 

l a t i o n .  C ' e s t  a i n s i  que l ' o n  a pu o b t e n i r  des  mutants d'Orge 

( K L E ~ O F Ç  e t  a l . ,  1980) d f A r a b i d o p s i s  t h a l i a n a  (OOSTINDIER e t  

F&?STRA, 1973) e t  s u r t o u t  de c e l l u l e s  de Tabac (MÜLLER e t  

GRAFE, 1978 ; BUCHANAN e t  WRAY, 1982) de Datura i n n o x i a  

( K I N G  e t  KHANNA, 1980) de Rosa damascena (MURPHY e t  IMBRIE ,  

1981) ou de p ro top las te s  haplordes de N i c o t i a n i a  p lumbag in i -  

f o l i a  (MARTON e t  a l . ,  1982) ou de Hgoscyamus m u t i c u s  

(FANXHAUSEX ' e t  a l . ,  1984) . Les mutations p o r t e n t  s u r  l e s  

gènes n i a  e t  cnx. D e s  ana lyses  de complémentarité e f f e c t u é e s  

par hybr ida t ion  somatique de c e l l u l e s  de Tabac o n t  montré 

que dans c e s  c e l l u l e s  amphiplofdes, l e s  synthèses  de l ' apo-  

pro té ine  e t  du cofac teur  molybdique sont  con t rô lées  par un 



mécanisme commun de. régulation et qu'elles sont toutes 

deux induites par le nitrate. Le problème est alors de 

savoir si ces synthèses sont régulées par le même système, 

ou si la production d'apoprotéine déclenche la formation- du 

cofacteur, La seconde éventualité paraît la plus vraisembla- 

ble ; en effet pour de nombreux mutants nia- la perte 

d'activité résulte d'une mutation du gène de structure 

plutôt que de celle du gène de régulation (MENDEL et al., 

1982)  . Enfin les gènes de structure de l'apoprotéine de 
ces cellules de Tabac sont dupliqués (nia 1  et nia 2 )  

mis ils ne sont pas liés et sont vraisemblablement portés 

par des chromosomes homéologues,bien que leur localisation 

ckromosomique n'ait pas été détemide . Les lignées nia- 

ont donc subi une double mutation au niveau des deux loci 

MULLER, 1983) . L'analyse de mutants sqles a permis de 
montrer que chaque locus est capable de produire des quan- 

tités normales de NADH : nitrate réductase active. Le mode 

de régulation de ces gènes structuraux nia est par ailleurs 

extrêmement intéressant. Pendant les premiers stades du 

développement de plantes régénérées à partir de lignées 

cellulaires l'expression génétique de l'apoprotéine répond 

à un effet de dosage des gènes, alors qu'elle y est insensible 

à des stades plus-.tardifs où elle est soumise à un mécanisme 
de régulation stricte. 

Le contrôle génétique de la nitrate réductase 
s'effectue aussi par l'intermédiaire des gènes cnx 

La mutagénèse de cellules haploïdes de Datura innoxia 
aboutit & l'obtention de lignées cellulaires qui perdent leurs 

activités nitrate réductase globale et terminale mais gardent, 

en l'absence de nitrate, une activité diaphorase qui peut- 

être multipliée par deux , si du NO; est ajouté au milieu 

de culture. La mutation affecte donc vraisemblablement 

les gènes cnx (KING et KHANNA, 1 9 8 0 )  . 



- 
Un mutantcnx du Tabac c o n t i e n t  l e  cofac teur  

molybdique q u i  peut  s ' a s s o c i e r  à l ' apopro té ine -  Ce complexe e s t  

catalyt iquement  i n a c t i f  m a i s  possède l a  même d e n s i t é  de f l o t -  

t a i s o n  que la  p ro té ine  n a t i v e  de l a  souche sauvage. L'asso- 

c i a t i o n  du cofac teur  e t  des  sous-unités de l ' apopro té ine  ne 

condui t  donc pas obl iga to i rement  à l ' a p p a r i t i o n  d'une enzyme 

fonctionnelle q u i  n é c e s s i t e  l a  présence d 'un l igand ca ta ly -  

t i q u e  : l e  molybdène. En l ' absence  de c e l u i - c i  l e  cofac teur  

vide peut  se l ier  à l'apoenzyme (MENDEL e t  a l .  , 198 1)  . Parmi 

tous  l e s  mutants NR- obtenus actuellement,  s e u l s  l e s  mutants - 
cnx du Pois  (FEENSTRA e t  JACOBSON, 1980) d 'Arabidopsis 

tha l i ana  (BRAAKSMA e t  FEENSTRA, 1982) e t  dtOrge (BRIGHT e t  

a l . ,  19831, p résen ten t  des  c a r a c t è r e s  de l é t h a l i t é  l o r s q u ' i l s  

son t  c u l t i v é s  s u r  n i t r a t e .  D e s  r e v e r t a n t s  o n t  é t é  obtenus 

chez Arabidopsis.  L a  r eve r s ion  peut  r é s u l t e r  d'une nouvelle 

mutation q u i  r e s t a u r e  exactement l a  séquence des  nucléot ides  

du type  sauvage, ou b i e n , e t  c ' e s t  l e  c a s  l e  p l u s  f réquent ,  

e l l e  p rov ien t  d 'une seconde mutation a un s i t e  d i f f é r e n t  de 

l a  première dont l ' e x p r e s s i o n  phénotypiqueest  a l o r s  masquée. 

O r ,  chez Arabidopsis les r e v e r t a n t s  sont  mutés dans un gène 

suppresseur SU indépendant de la mutation o r i g i n e l l e  q u i  a f fec-  

t a i t  l e  gène de s t r u c t u r e  du cofac teur  (BRAAKSLMA e t  FEENSTRA, 

1982)-  

Donc chez l e s  végétaux supér i eu r s ,  comme chez 

AspergiZZus ou Neurospora l e s  gènes s t ruc tu raux  de l'apoenzyme 

e t  du cofac teur  o n t  des l o c a l i s a t i o n s  d i f f é r e n t e s .  

Pourtant  l a  compréhension de l a  r é g u l a t i o n  génétique 

des d i f f é r e n t s  composants de l a  n i t r a t e  réductase  demeure 

d i f f i c i l e  parce que des mutants peuvent ê t r e  classées dans d i f f é -  

r e n t s  groupes chez l e  Tabac. A c ô t é  des mutants n ia-  e x i s t e n t  - 
deux groupes de mutants cnx ; l e s  uns sont  capables  de res tau-  

r e r  l e  co fac teur  molybdique en présence de concent ra t ion  

é levées  en Mo dans l e  mi l i eu  de c u l t u r e  ou b ien  dans des  

expériences d ' a c t i v i t é  i n  v i t r o  (MARTON e t  a l . ,  19821, 



a l o r s  que l e s  a u t r e s  en sont  incapables .  

Par a i l l e u r s l e  problème e s t  rendu encore p lus  

complexe de p a r  l ' e x i s t e n c e  de n i t r a t e - réduc tase ,  c o n s t i t u -  

t i v e  e t  i n d u c t ï i l e .  

Chez l 'Orge une mutation des gènes de s t r u c t u r e  de 

l a .  NADH : NR est  observée chez l e  mutant nar  1 qu i  peut 

cependant c r o î t r e  dans un mil ieu renfermant du NO;. En e f f e t  

l a  NAD (P) H ,  NR dont l ' a c t i v i t é  e s t  habi tuel lement  masquée 

peut  a l o r s  s 'exprimer.  Le gène n a r  2 de l 'Orge correspondra i t  

par ailleurs aux gènes c m  dlAspergiZZus nidulans e t  n i t  1  de 

Neurospora c r a s s a  (KLEINHOFS e t  a l . ,  1980 ; WARNER e t  

KLEINHOFS, 1981 , DAIEEY e t  a l . ,  1982 ; SOMERS e t  al- . ,  1983) .  

Chez l e s  p l a n t e s  supér ieures  on considère que 

l e s  mutants s o n t  habi tuel lement  c a r a c t é r i s é s '  Par une 

a l t é r a t i o n  ( t r è s  souvent une diminution) de l e u r  a c t i - r i t g  

NADa cytoehrome oxydase m a i s  gardent  l e s  a c t i v i t é s  xanthine- 

deshydrogenase'ou xanthine oxydase s i  1 a mutztion s ' e s t  

e f f e c t u é e  au niveau de l l apopro té ine .  S i  e l l e  a toaché I e  

c c f a c t e u r  molybdlque,une p e r t e  p le io t rop ique  des a c t i v i t é s  

n i t r a t e  réductase  k t  xanthine oxydase ou déshydrogénase e s t  

observée . Chez l e  S o j a , l e  mutant n r l  s a t i s f a i t  aux premiers 

c r i t e e s  a t t endus  e t  semble donc ê t r e  muté au niveau de l a  

n i t r a t e  r éduc tase  c o n s t i t u t i v e .  Pourtant  l a  nécessite,  du Mo pour 

l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase c o n s t i t u t i v e  a é t é  remise en 

ques t ion  (ASLAM , 1982 ; KAKEFUDA e t  a l . ,  1983) . En e f f e t  l a  

f o u r n i t u r e  de tungstène provoque une i n a c t i v a t i o n  bien p lus  

importante de  l ' enzyme induc t ib le  que de 1 ' enzyme c o n s t i t u t i v e .  

Ce r é s u l t a t  surprenant  a é t é  i n t e r p r é t é  de l a  façon su ivante  : 

ou bien l a  NR c o n s t i t u t i v e  f a i t  une d i s t i n c t i o n  e n t r e  Mo e t  W 

e t  incorpore p ré fé ren t i e l l ement  le  Mo (ASLAM, 1982) ou b ien  l e s  

co fac teur s  Mo s o n t  s t ruc tu re l l ement  d i f f é r e n t s  e t  ne s o n t  pas 

in terchangeables  c e  q u i  e s t  en con t rad ic t ion  avec l ' i d é e  

généralenwt admise de 1 " u n i v e r s a l i t é  du cofac teur  molybdique 



(saufTon l'a vu,le cofacteur de la nitrogensase). 

Lorsque nrl se développe sur NO- il apparaît une 3 
activité nitrate réductase correspondant à la NR inductible , 
alors que des lignées sauvages se développant sur urée 

possèdent une activité constitutive. Si les Km des deux systèmes 

enzymatiques sont identiques,leurs pH optimux d'activité sont 

différents et la NR constitutive utilise moins le FM2JH2 que la 

NR inductible. On peut donc s'interroger sur le rôle biologique 

réel de la NR constitutive du Soja (NELSON et al., 1984). 

Enfin comment expliquer que chez certains mutants 

NR- du Tabac s'observent des accroissements concomitants des 

activités nitrite réductase et diaphorase de la nitrate réduc- 

tase ? Est-ce un effet pleiotropique de la mutation qui 

inhibe l'activité nitrate réductase globale ou bien est-on 

en présence de modifications génétiques indépendantes (MENDEL 

et MULLER, ï979)? On connaît en effet chez les Champignons des 

modifications semblables de la régulation de la nitrite réduc- 

tase lorsque la structure de la nitrate réductase est modifiée. 

Cette dernière jouerait un rôle autorégulateur (PATEMAM. et al., 

1967 ; COVE et PATEMAN, 1969). 

Par ces quelques exemples choisis dans la littérature, 

on voit donc que la régulation génétique du métabolisme azoté 

en général et de la nitrate réductase en particulier est encore 

loin d'être compris chez les végétaux supérieurs. L'obtention 

de revertants chez le Tabac (GRAFE et MULLER, 19831 permettra 

peut-être de mieux comprendre cette régulation. 

eroduits de la réduction. ....................... 

Lorsque l'ammonium constitue la seule source d'azote, 

la croissance d'un Champignon tel que Neurospora c r a s s a  est 

possible, mais s'accompagne d'une inhibition de la perméation 



de l'azote ainsi que de la répression des.voies métaboliques 

qui permettent sa. réduction. Ces phénomènes constituent ce 

qu'il est convenu d'appeler la "répression par l'ammonium" 

(FACRLAM et L ~ R Z L U F ,  1 9 7 8 ) .  Bien que son mécanisme soit 

inconnu, an pense qu'elle consiste en l'arrêt d'une régulation 
génique positive. Le facteur régulateur est sans doute le 

produit d'un gène nit2 ; toute mutation qui intervient en 

effet à ce locus abolit l'expression pléiotropique des 

gènes qui permettent l'utilisation de diverses sources azotées. 

En absence d'ammonium, ces autres voies sont déréprimées 

(FACKLAM et MARZLUF, 19 78 ) . Pourtant l ' induction par des substrats 
appropriés est parfois nécessaire à l'expression de ces voies 

métaboliques ; en absence d'ammonium,le nitrate, le nitrite 

ou les deux à la fois, vont accroître énormément la voie assi- 

milatrice du nitrate qui sera réduit en ammonium, on parle 

alors d'induction par 1 e nitrate (GARRETT, 1 9 7 2 )  et nous avons 

vu toute l'arnbiguité que peut recouvrir ce terme. 

Chez Neurospora crassa.un mutant dit ams qui n'a pas 

d'activité NADP-glutamate deshydrogénase, peut en présence 

d'ammonium synthétiser la nitrate réductase, alors que certains 

acides aminés comme l'arginine, le glutamate ou la proline 

la répriment, si bien qu'il semble plus approprié de parler 

d'une répression par un métabolite de l'azote que d'une répression 

par 1' ammonium (DANTZIG et al., 1978, 1979). Ce métabolite pourrait 

bien être la glutamine à moins que la répression ne s'exerce 

par la glutamine synthétase. La régulation se ferait en 
modulant l'expression de nit2. Lorsque les besoins 

cellulaires en azote sont satisfaits, la glutamine synthé- 

tase adopterait une configuration essentiellement octaméri- 

que et l'expression de nit2, inutile, serait réprimée. 

Lorsque, par contre, la glutamine devient facteur limitant, 

la glutamine synthétase deviendrait tétramérique, le gène nit2 

qui régule les autres voies possibles du métabolisme azoté , 
s' exprime (DUNN-COLELMANN et al, 1 9 7 9 )  . 



Une a u t r e  approche, beaucoup p l u s  simple (dans son 

expression)  a  é t é  proposée par PREMAKUMAR e t  a l .  (1978) 

pour q u i  l a  glutamine réprime l a  t r a n s c r i p t i o n  des mRNA de l a  

n i t r a t e  réductase .  

Une répress ion  du même type e s t  observée sous l ' e f f e t  

de l'ammonium. En e f f e t  l e  n i t r a t e  s t imule  l a  t r a n s c r i p t i o n  du 

mRNA n i t r a t é  réductase  (SUBRAMIAN e t  SORGER, 1972 ; PREMAKUMAR 

e t  a l . ,  1978) e t  l ' i n d u c t i o n  par  le  n i t r a t e  passe p a r  une 

synthèse de nova de l'enzyme (BAHNS e t  GARRET, 1980) ; en 

présence d '  ammonium--seul, l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase  n '  e s t  

pas déce lable  même s i  du n i t r a t e  est  f o u r n i  e t  aucune forme 

ant igénique catalyt iquement  i n a c t i v e  n ' e x i s t e  (AMY e t  GARRETT, 

1979). 

Chez l e s  ~ I a n t e s  supér ieures  l e s  r é s u l t a t s  sont, 

comme toujours,beaucoup p lus  confus e t  c o n t r a d i c t o i r e s ;  l'arn- 

monium peut  i n h i b e r  ou s t imule r  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase  

sans que c e t t e  a c t i o n  ne s o i t  forcément l i é e  à une répress ion  

ou à une induct ion  de l a  synthèse pro té ique .  Pour tan t ,d tune  

façon générale,l'ammonium ou c e r t a i n s  ac ides  aminés provoquent 

une diminution de l a  q u a n t i t é  de n i t r a t e  réductase chez l e s  

r ac ines  de Mals, de Coton, d'Orge (OAKS, 1979 ; OAKS e t  a l . ,  

1977 ; RADIN, 1975 ; SMITH e t  THOMPSON, 1971) comme dans des  

c u l t u r e s  c e l l u l a i r e s  de Tabac, de Tomate ou de Soja (BAYLEY 

e t  a l . ,  1972 ; BEHREBD e t  MATELES, 1975 ; HEIMER e t  FILNER,  1970); 

mais des except ions o n t  é t é  d é c r i t e s  dans l e s  p l a n t u l e s  de Riz 

(SHEN, 1969) ou des c e l l u l e s  de Blé (BAYLEY e t  a l . ,  1972) e t  de 

Rose (MOHANTY e t  FLETCHER, 1976). Chez PhaseoZus a u r e u s ,  

l'ammonium j o u e r a i t  un r ô l e  d ' inducteur  de l a  n i t r a t e  réduc- 

t a s e  (HIGGINS e t  a l . ,  1974) a l o r s  que chez l a  L e n t i l l e  d ' eau  

il a g i r a i t  comme répresseur  de l a  t r a n s c r i p t i o n  (OREBAMJO e t  

STEWART, 1975).  



-Chez les cellules de Tabac,les acides aminés ont 

d'abord été considérés comme répresseurs de la nitrate 

réductase (HEIMER et FILNER, 1970) alors que, dans des tra- 

vaux ultérieurs,leur conkrôle s'exercerait au niveau post- 

transcriptionnel (HEIMER et RIKLIS, 1979) . .. - 

Il est intéressant de noter ici que chez des 

prccaqotes , capables d'utiliser alternativement l'azote molé- 
culaire ou le nitrate comme certaines bactéries ou les 

cyanophycées chimiotrophes et aréobies, la nitrate réductase 

est inductible. Chez les espèces qui ne fixent par le N2 

mais utilisent plutôt le nitrate, c'est la "répression par 

b'ammonium" qui parabt constituer le mécanisme de contrôle, 

C'est là un exemple significatif dont il faut tenir 

compte dans une réflexion sur la physiologie ou la biochimie 

comparée (LOSADA, et al., 1981) 

c - Rég-ulation de l'activité : Modifications -- ---------------- ---- - ------------ 
conformationnelles. ----------------- 

A côté des modifications à long terme qui mettent 

en jeu des synthèses protéiques, il faut considérer des 

variations plus ou moins rapides du niveau d'activité en réponse 

aux changements environnementaux. 

Le transfert de feuilles à l'obscurité ou en 

atmosphère dépourvue en CO2 amène une chute rapide de 

l'activité nitrate réductase (KANNAGARA et WOOLHOUSE, 1967 ; 

TRAVIS et al., 1969). Cette baisse de l'activité peut s'expliquer 

par des phénomènes métaboliques mais aussi par la présence 

d'inhibiteurs spécifiques de la nitrate réductase. 

De telles protéines inactivatrices ont été isolées 

chez le Mals, le Riz 'ou le Soja (BATT et WALLACE, 1983 ; 



YAMAYA et OHIRA, 1976,1977, 1978 ;JOLLY et TOLBERT, 1978). 

Leur poids moléculaire- ainsi que leur composition en sous- 

unités ont été déterminés (YAMAYA et al., 1980) . Elles sont 
enfin bien spécifiques de la nitrate réductase et chez le Mals 

ou le Soja elles inactivent la partie cytochrome c réductase 

de l'enzyme mais non la moitié terminale nitrate réductase 

(YAMAYA et al., 1980) . 
Ces protéines sont de deux sortes : ou bien elles 

possèdent une légère activité protéolytique(WALLACE, 1974) et 

se trouvent aussi bien chez Neurospora (SORGER et al., 1978) 

que dans les végétaux supérieurs où elles sont surtout 

localisées dans les racines (WALLACE, 1978 ; YAMAYA et al., 

1980). Leur activité augmente lors du vieillissement et l'ac- 

tivité nitrate réductase diminue de façon concomitante 

(WALLACE, 1978 ; OAKS et al., 1979). Ou bien ce sont des pro- 

téines qui se lient spécifiquement à la nitrate réductase sans 

l'hydrolyser (KADAM et al., 1974 ; JOLLY et TOLBERT, 1978). 

L'inactivase du Riz peut se lier à la nitrate 

réductase de la Chlorelle et produire un complexe dépourvu 

d'activité NADH : nitrate réductase, d'activité cytochrome c 

réductase mais gardant l'activité nitrate réductase terminale. 

Une à deux molécules d' inactivase purraiekt se lier à un 

complexe tétramérique de l'enzyme. 

Quant à l'inactivase du Maïs, elle clive la nitrate 

réductase en deux fragments. Le plus grand a une masse molécu- 

laire de 280 000 daltons et réduit le NO; 21 l'aide d'électrons 

fournis par le méthyl viologène réduit ; .il contient de l'hème 

et du molybdène, il est constitué de quatre polypeptides de 

70.000 daltons chacun. Quant au petit fragment de P.M. : 

30,000, il contient du FAD mais n'est pas composé de sous-unités. 

Cette inactivase du Mais en provoquant le clivage en un site 

bien déterminé de l'enzyme est donc bien spécifique de la 



n i t r a t e  réductase  e t  non. une pro téase  banale.  C e s  r é s u l t a t s  

sont  i n t é r e s s a n t s  dans l a  mesure OP ils renseignent  sur  

l a  s t r u c t u r e  de l a  n i t r a t e  réductase  de l a  Ch lo re l l e  ; 

comme l l i n a c t i v a s e  ne modifie n i  l a  s t r u c t u r e  té t ramérique,  

n i  l ' a s s o c i a t i o n  des sous-unités,  il e s t  vraisemblable que - 
l e s  s i t e s  d'assemblage son t  l o c a l i s é s  dans l a  moit ié  réduc- 

t r i c e  te rminale ,  a l o r s  que l a  moi t ié  NADH : NR ne semble pas 

jouer un r d l e  s i g n i f i c a t i f  dans l a  s t r u c t u r e  qua te rna i re  de 

l'enzyme (SOLOMONSON e t  a l . ,  1984). 

Dans l e  cas  de l a  L e n t i l l e  d 'eau, l'ammonium 

inhibe l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase  ; c e t t e  a c t i o n  s ' exe rce  

peut -ê t re  pa r  l ' i n t e r v e n t i o n  d'une i n a c t i v a s e  dans l a  mesure 

où des i n t e r a c t i o n s  r e v e r s i b l e s  protéine-protéine on t  é t 6  

d é c r i t e s  (OREBAMJO e t  STEWART, 1975).  

I N A C T I V E  NA-NO; 

I N A C T I V E  NA 

Figure  X I I  : E f f e t s  du cyanure  e t  du n i t r i t e  s u r  Z ' a c t i v i t e  

n i t r a t e  r éduc  t a s e  de L 'Orge (KAPLAN e t  a l . ,  

1 9 8 4 ) .  

Dans l e s  f e u i l l e s  de p l a n t u l e s  de Haricot  le 

n i t r i t e  p e u t  augmenter d 'une façon importante l ' a c t i v i t é  

n i t r a t e  réductase  (KAPLAN e t  a l . ,  1974). C e t t e  a c t i o n  s e  

retrouve dans des r é a c t i o n s  i n  v i t r o  d ' e x t r a i t s  de f e u i l l e s  

d.'Orge s i  b ien  que l e  n i t r i t e -  peut ê t r e  cons idéré  comme un 

a c t i v a t e u r  de l'enzyme (KAPLAN e t  a l . ,  1978) e t  d'une sous- 

u n i t é  c o n s t i t u t i v e ,  q u i  p o u r r a i t  b ien  ê t r e  l e  cofac teur  

A molybdène (KAPLAN e t  a l . ,  1984) capable de r édu i re  l e  n i t r a t e  

ap rès  un pré t ra i tement  par  l e  NO;. 
L 



La d i s s o c i a t i o n  de l a  sous-unité à molybdène de 

l'enzyme a c t i v e  pourrast  ê t r e  l e  f a i t  de l ' a p p a r i t i o n  de 

cyanure. 

Fiaure  XII1 : Modèle montrant  l e s  r e l a t i o n s  e n t r e  Za n i t r a t e  

r é d u c t a s e  i n d u c t i b l e  e t  une s o u s - u n i t é  c o n s t i t u -  

t i v e  de Za n i t r a t e  r é d u c t a s e  de végé taux  supé- 

r i e u r s  (KAPLAN e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  

d )  R6~ulat&on-be-L~ac 'ç_ix_i t~-~s~, les-~robuiS~ 
du métabolisme. -------------- 

L a  n i t r a t e  réductase e s t  a c t i v e  l o r s q u ' e l l e  se 

trouve sous une forme oxydée e t  i n a c t i v e  sous sa forme r é d u i t e  

(LOSADA e t  a l . ,  1970) .  Ces deux é t a t s  son t  métaboliquement con- 

v e r t i b l e s .  

Chez l a  Ch lo re l l e  l a  n i t r a t e  réductase  e s t  inhibée 

en absence de n i t r a t e  e t  de CO2 e t  en présence d'une p ress ion  

p a r t i e l l e  é levée d'O2 e t  sous des i n t e n s i t é s  lumineuses é l evées  

(PISTORIUS e t  a l . ,  1976).  L ' i n a c t i v a t i o n  r é s u l t e r a i t  de l a  

formation d'un complexe cyanure-enzyme r é d u i t e  qu i  garde s a  

fonct ion  diaphorase e t  q u i  e s t  r éac t ivab le  par  l e  f e r r i cyanure  

(VENNESLAND, 1981 1 .  L e  r ô l e  du n i t r a t e  c o n s i s t e r a i t  2, maintenir  

i. 'enzyme sous une f o m  oxydée ac t ive .  Quant aux a u t r e s  f  ac- 

t e u r s ,  en absence du NO; i l s  s e r a i e n t  généra teurs  d 'ac ide  

cyanhydrique q u i  a g i t  A des concent ra t ions  t r è s  faib1es:de 

l ' o r d r e  de I O - ~ M .  



LIHCN est le. résultat d'une réaction de lvhydrs- 
. . 

xylamine et du glyoxylate issu de la fonction -oxydase de 
diphosphate carbckylase (SOLOMONSON et SPEHAR, 1977) . 
dine est.une autre source possible ~ ' H c N  (VENNESLAND 

WCN 

la ribuïose 

L ' histi- 
, 1981). 

e x t e r n e  

i n t e r n e  

F i g u r e  XTV : ~ é ~ u l a t i o n  de Z ' u t i l i s a t i o n  du n i t r a t e , .  r e l a t i o n s  

é v e n t u e l l e s  a v e c  Ze mé tabo l i sme  de Z ' H C N  c h e z  

Za c h Z o r e l Z e  ( V E N N E S L A N D ,  1 9 8 2 ) .  

Parmi les divers métabolites qui provoquent une 

conversion complète de l'enzyme active en enzyme inactive, en 

une ou deux heures,figure l'ammonium. Ce phénomène a ét6 par- 

ticulièrement bien décrit chez les algues sous le terme "d'in- 

terconversions métaboliques" (LOSADA et GUERRERO, 19 79 ; 

VENNESLAND et GUERRERO, 1979). L'inactivation consiste en une 

perte de l'activite terminale de l'enzyme et serait liée à la 

réduction du groupement molybdique (LOSADA et a1.1.981);elle pour- 

rait également résulter. d'un découplage de la photophosphoty- 

lation et d'un acrroissement de la teneur en ADP et du pouvoir 

réducteur (LOSADA 1976) . Quel. que soit le mécanisme 

inhibiteur, la réactivation est possible,en absence de toute 

synthèse protéique,dès l'instant où le milieu de culture ne 

contient plus d'ammonium. L'apport de nitrate permet alors de 

réactiver l'enzyme. Cette réactivation peut également être 

obtenue i n  v i t r o  par l'apport d'oxydants tels le ferricyanure 

et le nitrate (DIEZ et al., 1977 ; HERRERA et al., 1972 ; LOSADA 

et al., 1970). Or curieusement chez l'algue rouge Cyanidium 



des traitements qui entraînent la perte de l'activité diaphorase 

ou qui modifient la structure de la protéine enzymatique 

réactivent l'enzyme préalablement rendue inactive par l'ammo- 

nium (RIGANO et al., 1979). Le complexe enzymatique posséde- 

rait dans une partie labile un site inhibiteur auquel se 

lierait un produit du métabolisme azoté (l'ammonium, la gluta- 

mine ?).Les traitements qui altèrent ce site allostérique, 

améneraient la réactivation enzymqtique (RIGANO et al., 1980). 

Chez chZamydomonas, le transfert des cellules à l'obscurité 

mime 1 ' inactivation par 1 ' ammonium (THACKER et S Y E I T ,  -1972 ; 

VEGA et al., 1980). 

Chez les plantes supérieures, les résultats sont très 

souvent semblables A ceux obtenus chez les algues. Pourtant, 

des cas de stimulation de l'activité nitrate réductase par 

l'ammonium ont été signalés chez le Pois (SIHAG et al., 1978) 

ou dans des feuilles de Blé (VIJAYARAGHAVAN et al., 1979). 

N H ~  peut stabiliser l'activité mesurée in v i v o  (SIHAG et al., 
1978 ; DATTA et al., 1981). 

Mais très fréquemment, l'ammonium inhibe l'activité 

nitrate réductase (OREBAMJO et STEWART, 1975 ; BUCZEK, 1979 ; 

JORDAN et FLETCHER, 1980). Des exemples "d'interconversions 

métaboliques1' ont également été décrits chez le Riz (LEONG et 

SHEN, 1979), 1'Epinard (PALACIAN et al., 1974) ou des cellules 

de Tabac (TRINETY et FILNER, 1979) . Il faut remarquer que 
l'inactivation est très souvent transitoire et qu'elle ne 

s'exerce pas i n  v i t r o .  Cette dernière propriété a une inci- 

dence pratique importante ; il est ainsi possible de procéder 

A des précipitations protéiques fractionnées par le sulfate 
d'ammonium,sans altérer l'activité enzymatique. 



La disparité des résultats observés chez les plantes 

supérieures a plusieurs. raisons. En premier lieu intervient 

la diversité des espèces étudiées ; il n'est, à priori, pas 

étonnant quele métabolisme azoté de -plantules de légumineuses 

soit profondément différent de ce1ui.de plantules de céréales 

ou de coton ou de celui de suspensions cellulaires. La seconde 

cause est la variabilité importante de la teneur en ammonium 

présente dans les divers milieux de culture; selon les expéri- 

mentateurs elle s'étend de moins de 1 mM à 100 mM. Enfin,llaction 

de l'ammonium est étudiée,soit en nutrition ammoniacale pure 
4- 

(NH est l'unique source d' azote),soit en nutrition mixte 4 
(NH4 ajouté à une autre source d'azote, très souvent NO;) . 

+ 
Dans ce dernier cas, l ' introduction de NE4, tout en inhibant 
l'activité nitrate réductase,ou bien ne modifie pas la crois- 

sance (MAC KOWN, 1982) ou l'exalte (GALYBORG, 1970 ; JORDAN 

et FLETCHER, 1980 ; MOHANTY et FLETCHER, 1976, 1978). 

Quant l'action des acides aminés, elle est là encore 

très variable, et dépend essentiellement de leur nature. 

L'alanine et l'asparagine par exemple répriment l'acti- 

vité nitrate réductase de cellules de Tabac alors que l'arginine 

ou la lysine la dérepriment (PILNER, 1966). Dans les cultures 

cellulaires d'lpomoea on peut distinguer trois classes d'acides 

aminés:les uns augmentent l'activité au cours des premiers 

stades de la culture, les autres l'abaissent ; quant à ceux 

de la troisi-ème classe, beur action varie selon le stade de 

la croissance (ZINK, 1982) . 

La glutamine peut, quant à elle, diminuer de 50 % 

l'activité de cellules de Soja (OAKS, 1974) ou au contraire, dans 

1e même matériel, l'accroître ($AILEY et al., 1972) . Chez le 
Coton, glutamine, asparagine et glycine inhibent l'activité 

(RADIN, 1977) alors que dans des cellules de Datura inozia la 

glutamine et la glycine l'accroissent mais l'arginine l'inhibe 

(FUKUNAGA et KING, 1982). 



Dans ces conditions, on peut se demander si l'action 

des acides aminés ou de certaines amides ne traduit pas plutôt 

la conséquence de leur intervention dans la croissance (MARION- 

POLL et al., 1984), à moins que la désamination de certains 

d'entre eux ne produise de l'ammonium qui serait le véritable 

effecteur. 

e) Régulation de l'activité par l'accessibilité du ............................................... 
substrat. -------- 

. . 
Comme certaines plantes sont capables d'accumuler du 

nitrate en quantités importantes, on a rapidement soupçonné l'e- 

xistence d'un mécanisme d'absorption comportant une composante 

active qui nécessite de l'énergie métabolique. Chez certaines 

algues vertes qui ne possèdent pas de vacuome, la réduction du 

nitrate suit immédiatement son absorption. Ce genre de con- 

sidérations a amené, comme nous l'avons vu plus haut, BUTZ 

et JACKSON à bâtir un modèle de nitrate réductase qui tienne 

compte de ces deux types d'activités. Nous avons dit pourquoi 

il était actuellement controversé. Il n!en demeure pas moins 

vrai que, chez les Champignons comme chez de nombreuses plantes 

supérieures, le nitrate est un inducteur du système de perméation. 

L'ammonium ou certains produits de son assimilation 

l'inactivent ou le répriment (voir LOSADA,et ai., 1981) 

Enfin en nutrition azotée mixte, l'absorption du 

nitrate ne débute que lorsque l'ammonium est, sinon totalement 

absorbé, du moins largement utilisé (SHEN, 1969 ; FERGUSON et 

BULLARD, 1969 ; BAILEY et al., 1972 ; MOHANTY et FLETCHER, 1976). 

Après avoir pensé que l'ammonium agissait directement sur 

l'activité nitrate réductase (MORTON, 1956 ; SYRETT et MORRIS, 

1963 ; FERGUSON, 1969) il est maintenant largement admis qu'il 

modifie l'absorption du NO; (PISTORIUS et al., 1978 ; TISCHNER 

et LORENZEN, 1979 ) . L' inhibition est immédiatement levée 
+ 

par le retrait de NH4. En présence d'inhibiteurs spécifiques 



des  glutamine synthase ou synthétase;  l'ammonium n '  inh ibe  

pas  l ' a b s o r p t i o n  du n i t r a t e '  (FLORES, 1983) Ces. r é s u l t a t s  

p l a i d e n t  pour une r é g u l a t i o n  de l ' absorp t ion  de NO; p a r  un 
+ 

métabol i te  s i t u é  ap rès  NH4 dans l a  chaîne d ' a s s ù n i l a t i o n  

de  l ' a z o t e .  On s e  t rouve  donc en présence d'un mécanisme t r è s  

s e n s i b l e  de  feed  back,exercé par  une substance non i d e n t i f i é e  

(LOSADA e t  a l . ,  1981 ) jusqu 'à  présent .  

Pourtant  s i  l e  n i t r a t e  e s t  évidemment nécessa i re  à 

l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase ,  il n ' e x i s t e  pas de r e l a t i o n  

simple e n t r e  a c t i v i t é  e t  teneur  en n i t r a t e .  Celui-ci  peut 

en e f f e t  s 'accumuler dans l a  vacuole (pool de stockage) e t  par-  

t i c i p e r  à l a  régu la t ion  du pH e t  à l ' é q u i l i b r e  des charges.  

C e t t e  accumulation a  é t é  par t icu l iè rement  b ien  mise en évidence 

p a r  l ' i s o l e m e n t  de vacuoles  de ce lbules  f o l i a i r e s  d'Orge 

(MARTINOIA e t  a l . ,  1981 ; GRANSTEDT e t  HUFFACKER, 1982).  De 

nombreuses observat ions  o n t  montré que c ' e s t  l e  f l u x  de NO; 

q u i  régule  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase (HEIMER e t  FILNER, 1971 ; 

SHANER e t  BOYER, 1976 ; R.EZZB e t  a l . ,  1980).  L ' u t i l i s a t i o n  

d '  i s o t o p e s  de l l a z o t e , e t  de '=NO- en p a r t i c u l i e r ,  on t  montré 3 
que dans des  condi t ions  de n u t r i t i o n  n i t r i q u e ,  l e  n i t r a t e  

endogène n ' e s t  r é d u i t  qu'en f a i b l e  q u a n t i t é ,  a l o r s  que l e  

n i t r a t e  absorbé l ' e s t  totalement  (MORGAN e t  a l . ,  1973 ; JACKSON 

e t  a l . ,  3973 ;PEARSON e t  a l . ,  1981 ; MAC KOWN e t  a b , ,  1981-1982). 

L e  t r a n s f e r t  de p lan tu les  de Mals d 'un mil ieu conte-  

nan t  du NO; à un mi l ieu  q u i  en e s t  dépourvu,provoque une aug- 

mentation importante de l a  f r a c t i o n  de n i t r a t e  endogène r é d u i t .  

Pourtant  s a  réduct ion n ' e s t  poss ib le  qu 'après  une f u i t e  ou une 

exsorpt ion  de l ' i o n  v e r s  l e  mil ieu e x t é r i e u r  e t  s a  réabsorpt ion  

p a r  un système t r anspor teu r  (MAC KOWN,et a l . ,  19831, 



SOLUTION 

Figure  XV : R e l a t i o n s  entre r é d u c t i o n  e t  mouvements du n i t r a t e  

dans  l e s  r a c i n e s  (MAC KOWN e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  

Chez les végétaux supérieurs comme chez les 

algues non vacuolisées, la réduction du nitrate semble 

donc bien s'effectuer en étroite relation avec son absorption. 

f)' Nitrate réductase et différenciation, rôle 

des h o m e s  végétales. 

La différenciation de structures organisées nouvelles 

à partir de cellules cultivées ensispension, ou d'explants 

de divers organes, doit se traduire par des phénomènes de 

contrôle génétique qui s'accompagnent de modifications quali- 

tatives et quantitatives d'enzymes (BONNER, 1965). 

Les suspensions cellulaires Ont très souvent été 

utilisées pour étudier la régulation de la nitrate réductase 

au cours de la croissance de la culture, ou l'action de 

l'azote réduit combiné. La modification du zymogramme des 

enzymes de la réduction et de l'assimilation de l'azote a - - 
été mise en parallèle avec la croissance ou la senescence 

(SCOTT et NEYRA, 1979 ; KANG et TITUS, 1980 ; STREIT et FELLER, 

1982). De plus ces investigations concernent essentiellement 

les enzymes de l'assimilation de l'ammonium et rarement la 



nitrate réductase. 

Les variations de l'activité nitrate réductase 

ont par contre été bien étudiées au cours de la germination 

des graines et du développement des plantules. De nombreux tra- 

vaux publiés, il ressort que l'activité est toujours la plus 

élevée dans les tissus "jeunes et métaboliquement actifs" selon 

la formule d'EVANS et NASON (1953). En effet dans les plan- 

tules de.coton (RADIN, 1974, 1975) du Citronier (BAR-AKIVA 

et SAGIV, 1967) ou du Mals (WALLACE, 1973 ; ASLAM et OAKS, 

1976 ; OAKS et STULEN, 1980) l'activité est toujours la plus 

élevée dans les apex racinaires. 

Lorsque l'activité apparaît dans les feuilles, elle 

est également la plus intense dans les jeunes feuilles et dans 

leurs portions méristématiques aussi bien chez le Concombre 

(BLAHOVA et SEGETA, 1980) le Pois (GAYDINOVA, 1982) que le 

Mil (NWlüIet a1.,1981:ou l'Orge (WALLACE, 1973 ; CHATTERJEE et 

al., 1980). 

La variation des activités de la nitrate réductase,ou 

des enzymes de l'assimilation azotée,nla guère été explorée 

en relation avec les phénomènes de différenciation organogène. 

A notre connaissance les seuls travaux publiés concernent la 

caulogenèse dans des cals de Canne à sucre (DWIVEDI et al., 

1984) et l'embryogenèse somatique d'une suspension cellulaire 

de Carotte (KAMADA et HARADA, 1984). Chez la Canne à sucre 

l'activité nitrate réductase est plus élevée dans les cals qui 

produisent des tiges,que dans ceux qui n'en produisent pas. 

L'accroissement de i'activité pourrait être dûe,dlune part 

à un ralentissement du taux d'inactivation ou de dégradation 

de l'enzyme et d'autre part à un accroissement de son taux 

d'activation ou de synthèse. Enfin la différenciation caulo- 

gène s'accompagne d'un pic des activités de la glutamine synthé- 

tase et de la GOGAT alors que l'activité glutamate deshydrogé- 

nase est f aibie. 



On sait enfin que l'apport d'azote réduit favorise 

souvent l'embryogénèse somatique (HALPERIN et -METEREU, 1965 ; 

REINERT et al., 1967 ; KAMADA et HARADA, 1979 ; WALKER et SATO, 

1981). Ainsi l'apport dlalanine,d'acide glutamique, d'acide 

aspartique, de glutamine ou d'asparagine dans une suspension 

cellulaire de Carotte provoque l'apparition et le développement 

d'embryons somatiques, alors que la leucine ou la valine sont 

inhibiteurs (KAMADA et HARADA, 1979). Or l'incorporation des 

premiers stimule la prolifération cellulaire et la synthèse 

protéique nécessaires à l'apparition d'embryons globulaires. 

L'activité nitrate réductase est accrue dès le 7ème jour de 

la culture, L'addition de 1a.leucine ou de la valine se traduit 

au contraire par une inhibition de la prolifération,de la teneur 

en protéines intracellulaires *et de l'activité nitrate réductase 

(KAMADA et HARADA, 1984). 

Il est également bien connu que la morphogenèse et 

la différenciation sont sous le contrôle des hormones dont 

l'action pourrait être régulée par le phytochrome. 

Les gibbérellines ne semblent pas modifier l'activité 

de la nitrate réductase et sont incapables d'induire l'enzyme 

dans les couches à aleurone de l'Orge (FERRARI et VARNER, 1970). 

L 'auxine ,par contre, stimule l 'activrté nitrate 

réductase des feuilles, et cet effet n'est pas le simple 

résultat d'un accroissement de la synthèse protéique globale 

(ROTH-BE'JEBANO et LIPS, 1970) . 

Mais les cas les plus nombreux d'augmentation de 

l'activité nitrate réductase sont dûs à l'application de cyto- 

kinines,seules ou en association avec d'autres hormones telles 

les gibbérellines (ROTH*BEJERANO et LIPS, 1970 ; KENDE et al., 

1971 ; DILWORTH et KENDE, 1974 ; KNYPL, 1979 ; TENCATE et 

BRETELER, 1982) . Curieusement la kinétine permet d' accroître 



l'activité d'embryons dfAgrostemma githago en absence de 

nitrate (KENDE et SHEN, 1 9 7 2 )  . Par ailleurs, la stimulation de 
la nitrate réductase par la kinétine est inhibée chez le Mals 
par la 6-méthylpurine et la cycloheximide ; ceci laisse supposer 

guel'hormone provoque une synthèse de novo de l'enzyme (RA0 et 

al.,, 1 9 8 4 ) .  Dans ce même matériel,llaction de la kinétine est 

accrue par la lumière rouge mzis les deux.facteurs semblent 

agir indépendamment et ne sont pas liés au phytochrome (RA0 et 

al., 1984). 

Il est possible que les flavines de la molécule enzy- 

matique jouent un rôle dans la photoréactivation de la nitrate 

réductase (APARICIO et MALDONADO, 1  9 79 . 

pourtant les résultats concernant le contrôle de la 

nitrate réductase par les hormones ne sont pas satisfaisants. 

La plupart des analyses ont été effectuées longtemps après 

que les hormones aient été appliquées et les conditions de la 

croissance n'ont pas été suffisamment précisees (KNYPL, 1979). 

La multiplicité des modèles structuraux ou de régula- 

tion de la nitrate réductase témoigne de l'intérêt porté à une 

enzyme clé du métabolisme azoté et de l'acharnement mis à com- 

prendre son fonctionnement. Son efficacité catalytique fait 

sans doute qu'elle n'est jamais très abondante dans les tissus, 

ce qui constitue bien sûr une entrave à son étude. 
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g é n é r a l  l e s  moyens de  d é m e n t i r  l a  p l u p a r t  
d e s  h y p o t h è s e s .  

I .  PRIGOGINE e t  I. STENGERS 
( L a  n o u v e l l e  aZZ iance l  



1 - LE MATERIEL BIOLOGIQUE 

A - La suspension c e l l u l a i r e  du S i l è n e  

SiZene aZba (Miller) E.H.L. Krause ( =  Lychnis d i o Z c a  L .  ) 

est  une mauvaise herbe des  chemins e t  des  l i e u x  i n c u l t e s  appar te -  

nan t  à l a  f a m i l l e  des  caryophyl lacées .  

La c u l t u r e  in vitro d'entre-noeuds de t i g e  p r o d u i t  

des  c a l s  néoformés q u i ,  repiqués  régul ièrement  s u r  l e  mi l i eu  de 

MURASHIGE e t  SKOOG, forment ap rès  quelques passages une souche 

d i t e  s a l .  

La d i l a c é r a t i o n  de c e s  c o l o n i e s  e t  l e u r  c u l t u r e  dans 

un mi l i eu  l i q u i d e  contenant  de l ' a c i d e  2 , 4  dichlorophenoxyacé- 

t i q u e  ( 2 , 4  D) permet l ' o b t e n t i o n  d 'une  suspension c e l l u l a i r e  

dont  l e  c y c l e  de c r o i s s a n c e  e s t  de 14 jours  (DUBOIS, 1975) . C e s  

c e l l u l e s  ne cont iennent  pas  de c h l o r o p l a s t e s  mais son t  r i c h e s  

en p r o p l a s t e s  a i n s i  qu 'en  l e u c o p l a s t e s  amyl i fè res  pendant les 

6 premiers  jou r s  de l a  c u l t u r e .  Puis  l e  nombre de l e u c o p l a s t e s  

diminue e t  l e  vacuome dev ien t  p lus  important ,  s i  b ien  qu 'en  

phase s t a t i o n n a i r e l e  cytoplasme e s t  repoussé à l a  p é r i p h é r i e  ; l a  

vacuole occupe a l o r s  l a  presque t o t a l i t é  du volume c e l l u l a i r e  

(DUBOIS, 1980).  

L a  c u l t u r e  s ' e f f e c t u e  en mi l i eu  non renouvelé 

( "  batch  c u l t u r e s " )  A 25' C e t  en lumière  continue ( 2  ~ . m - '  ) . 
Environ 3 g de c e l l u l e s  son t  i n t r o d u i t s  dans 2 0 0  m l  d 'une  so lu-  

t i o n  n u t r i t i v e  contenue dans des  f i o l e s  de 500 m l  q u i  s o n t  

p l acées  s u r  un a g i t a t e u r  r o t a t i f  B i o l a f i t t e  tournant  à 70 t o u r s  

par  minute. 

L e  mi l i eu  de c u l t u r e  est  c e l u i  m i s  au po in t  pa r  

LESCURE (1969) pour l a  c u l t u r e  des  c e l l u l e s  d l E r a b l e  (Tableau 1). 

I l  e s t  s t é r i l i s é  21 120' C pendant 20 min. 



Tableau 1 : Composition de la solution nutritive des cellules 
de Silene. 

Eléments minéraux : (mg) 

Na2 EDTA 

Mn S04 

Zn S 0 4 ,  7 H 2 0  

KI 

H 3  B03 
Eléments organiques 

Eau 

Thiamine HCL (vitamine B I )  

Acide 2 , 4  dichlorophenoxyacétique 

Saccharose 

C e  mi l i eu  c o n t i e n t  300 mg d ' a z o t e  n i t r i q u e  p a r  

l i t r e  e t  son pH e s t  de  5,8.  Dans c e r t a i n e s  expé r i ences  l a  
+ 

t e n e u r  en n i t r a t e  a é t é  d i v i s é e  p a r  4 ,  l ' a p p o i n t  en K e t  en 

caf + a a l o r s  été r é a l i s é  à l ' a i d e  de  s o l u t i o n  de  K C l  e t  CaC12. 

Lorsque l ' a z o t e  n i t r i q u e  a  é t é  t o t a l emen t  ou p a r t i e l -  

lement remplacé par  de l ' a z o t e  combiné minéra l  ou organique 

(ammonium, glutamine,  a c i d e  glutamique) l e  p H  du mi l i eu  a é t é  
- - 

maintenu à 5,8 p a r  une s o l u t i o n  a 50 mM d ' a c i d e  2 (N-morpholino) 

é thane  sulphonique (MES) . 



B -  endive. C i c h o r i u m  i n t y b u s  L. var .  Witloof cv.  Zoom. 

1 ) La p lan te  

L a  Chicorée de Bruxel les  ( C i c h o r i u m  i n t y b u s )  encore 

appelée Chicorée Witloof,mot née r l anda i s  s i g n i f i a n t  f e u i l l e  

blanche, e s t  une ~ s t é r a c é e  b isannuel le  de jours longs.  Pendant 

l a  première année de végétat ion,  l a  g ra ine  s e  développe en une 

p l a n t e  q u i  possède une rac ine  t u b é r i s é e  e t  des f e u i l l e s  v e r t e s  

disposées en r o s e t t e .  Au cours de l a  seconde année s e  forme l ' a p -  

p a r e i l  f l o r a l  q u i  produi t  l e s  g ra ines .  En septembre ou octobre 

de l a  première année, l e s  f e u i l l e s  sont  coupées e t  l e s  r a c i n e s  

r é c o l t é e s  mécaniquement, sont  conservées s o i t  à l a  température 

ambiante , so i t  en chambre f r o i d e  E l l e s  s o n t  e n s u i t e  disposées 

ver t ica lement  en rangs s e r r é s  s o i t  dans des  t ranchées c reuses  

dans le s o l  ( c u l t u r e  t r a d i t i o n n e l l e )  s o i t  dans des  bacs de 2  x 2 m 

d isposés  l e s  uns au dessus des a u t r e s  e t  contenant une s o l u t i o n  

n u t r i t i v e  p l u s  ou moins r i che  en éléments minéraux ( c u l t u r e  

hydroponique ) . 

Q u e l l e  que s o i t  l a  méthode de c u l t u r e  c h o i s i e  e l l e  

s ' é f f e c t u e  à l ' o b s c u r i t é  ek à une température proche de 18"  C.  

Après 18 à 2 0  jours ,  il s e  forme un bourgeon é t i o l é  dont  l e s  

f e u i l l e s  r e s t e n t  s e r r é e s  l e s  unes con t re  l e s  a u t r e s  : l 'Endive  

dont l ' a p p e l l a t i o n  l o c a l e  est:Chicon. Au cours  de c e t t e  c u l t u r e  

à l ' o b s c u r i t é  encore nommée forçage,  de nombreuses r a c i n e s  secon- 

d a i r e s  appara i s sen t  l e  long de l a  r ac ine  tubér i sée .  

D e s  e x p l a n t a t s  pré levés ,  surdes r a c i n e s  non fo rcées  

ou su r  des  f e u i l l e s  é t i o l é e s  ,qui possèdent un limbe peu déve- 

loppé m a i s  une nervure c e n t r a l e  é p a i s s i e ,  l o r s q u ' i l s  s o n t  cul-  

t i v é s  i n  v i t r o ,  son t  s u s c e p t i b l e s  de former des  bourgeons 

néoformés v é g é t a t i f s  ou f lo raux ,  ou des r ac ines  (GAUTHERET, 

1 9 5 9  ; PAULET e t  NITSCH,  1 9 6 4  ; VASSEUR, 1 9 6 5 ) .  

2 )  Mise en c u l t u r e  d ' exp lan t s  r a c i n a i r e s  

Les r a c i n e s  t u b é r i s é e s  son t  épluchées pu i s  immergées 

dans une s o l u t i o n  aqueuse d 'hypochlor i te  de calcium 2i 1 4 0  g. 1-' 



pendant  25 min. p u i s  r i n c é e s  t r o i s  f o i s  p a r  de  l ' e a u  s t é r i l e  

pendant  5, 10 p u i s  15 min. 

D e s  c y l i n d r e s  de 6 m de  d iamèt re  s o n t  p r i l e v i s  

dans  l a  r é g i o n  cambiale A l ' a i d e  d'un emporte p i è c e s .  Selon 

le t y p e  d ' expé r i ence ,  c e s  c y l i n d r e s  s o n t  découpés asept iquement  

en d i sques  de 2 ,  i o o u  2 0 m  d ' é p a i s s e u r ,  p u i s  m i s  en  c u l t u r e  dans  

un mi l i eu  n u t r i t i f  l i q u i d e  ou s o l i d i f i é  p a r  de l ' a g a r  à r a i s o n  

de 6  g .  1-' (agar Difco ) . L e  m i l i e u  de c u l t u r e  u t i l i s é  e s t  c e l u i  

m i s  a u  p o i n t  p a r  HELLER ( 1  953  ) . 

Tableau II : Composition de l a  solution nutritive de H E L L E R .  

Fe Cl3, 6H20 

Zn S 0 4 ,  7 H 2 0  

H 3 B 0  3 

E a u  

Les  p e t i t s  e x p l a n t s  de 2  mm s o n t  d i s p o s é s  dans d e s  

f i o l e s  de Fourneau,contenant  4 0  m l  de m i l i e u  de c u l t u r e ,  21 

r a i s o n  de 1 0  p a r  f i o l e .  Lorsque de grands  e x p l a n t s  (10 ou 20 mm) 

s o n t  u t i l i s é s ,  i l s  s o n t  déooçés un à un dans  des  t u b e s  contenant  

16 m l  de m i l i e u .  Les ensemencements se f o n t  de s o r t e  que l a  

f a c e  r a d i c u l a i r e  de 1 ' exp lan t  s o i t  en c o n t a c t  avec l e  mi l i eu  

n u t r i t i f .  



La c u l t u r e  s ' e f f e c t u e  à 21-22O C e t  à l a  lumière 
- 2  

cont inue  (2 W.m 1.  

Dans c e r t a i n e s  expériences de c o u r t e  durée,  l e s  

p e t i t s  e x p l a n t a t s  sont  déposés aseptiquement s o i t  dans de l ' e a u  

s t é r i l e ,  s o i t  dans une s o l u t i o n  aqueuse de Ca (Noj) à 3 g. 1-' 

(18,3 mM). C e t t e  s o l u t i o n  a é t é  retenue parce  q u ' e l l e  e s t  u t i l i s é e  

l o r s  du forçage hydroponique des r ac ines .  

II - EXTRACTION ET PURIFICATION DE LA NITRATE REDUCTASE 

Le maté r i e l  végé ta l  e s t  congélé dans de l ' a z o t e  

l iqu ide ,pu i s  broyé dans un mor t ie r  jusqu'à l ' o b t e n t i o n  d'une 

poudre f i n e  q u i  e s t  m i s e  en suspension dans du tampon phosphate 

p H  7 , s  à r a i s o n  de 3 m l  pa r  g. de matière  f r a î c h e .  

La composition du tampon a i n s i  que l e  protocole  de 

p u r i f i c a t i o n  a é t é  modifié au cours  de c e t t e  étude.  

1 )  Protocole  A (1976-1980). 

Ce t t e  méthode a é t é  largement d é c r i t e  dans l a  t h è s e  

de POULLE (1979). En v o i c i  l e s  grandes l ignes :  

L a  poudre obtenue e s t  mise en c o n t a c t  avec du tam- 

pon PO4 H 2  K - P04HK2 0,1 M pH 7 , s  contenant  1 , s  % de casé ine  q u i  

s t a b i l i s e  l a  n i t r a t e  réductase  de d ive r ses  espèces végéta les  

(SCHRADER: e t  a l . ,  1974,SHERRARD e t  DALLING, 1978, ROBIN,  1979) dont  

l e  S i l ène  (POULLE, 1979). Après une c e n t r i f u g a t i o n  à 19 000 g 

pendant 20 min., l e  surnageant e s t  r e c u e i l l i  ; il c o n s t i t ü e  l ' e x -  

t r a i t  enzymatique t o t a l  ( e x t r a i t  brut) .. I l  e s t  a l o r s  procédé à 

un fractionnement g r o s s i e r  des macromolécules de c e t  e x t r a i t ,  

par  l e  s u l f a t e  d'ammonium. Lorsque l e  taux  de c e l u i  c i  passe 

de 2 0  à 50 % de s a  s a t u r a t i o n ,  l a  n i t r a t e  réductase  p r é c i p i t e  en  

même temps que l a  casé ine  e t  de nombreuses a u t r e s  pro té ines .  

Cet te  f r a c t i o n  protéique e s t  d i s s o u t e  dans du tampon 

phosphate 0,1 M, pu is  a g i t é e  pendant 2 0  min. avec 20 m l  d'une 

suspension de Bleu Sephadex, préparé se lon  l a  méthode ds  BOHME 

e t  a l .  (1972).  Le t o u t  est  e n s u i t e  f i l t r é  e t  le  g e l  r e c u e i l l i .  



es t  i n t r o d u i t  dans une colonne de 20 cm de long  e t  2 cm de d i a -  

mètre , p u i s  l a v é  abondamment p a r  du tampon jusqu 'à  c e  que 

l'absorbante l u e  2 280 nm a t t e i g n e  O. 

La n i t r a t e  r éduc ta se  es t  a l o r s  é l u é e  p a r  du tampon, 

phosphate  0 ,1  M p H  7 , s  con tenan t  du KC1 1 M (NOTTON e t  ,a l .  , 19 79) , 
p u i s  p r é c i p i t é e  pa r  du s u l f a t e  d'ammonium (50 % de sa s a t u r a t i o n ) .  

Après une c e n t r i f u g a t i o n  à 19 000 g à 4 '  C pendant 30 min.', le 

c u l o t  p r o t é i q u e  e s t  d i s s o u t  dans du tampon phosphate 1 mM pH 7 ,5 .  

La s o l u t i o n  es t  déposée au s o m t  d ' une  colonne contenant  du g e l  

d l h y d r o x y a p a t i t e  e t  l a  n i t r a t e  r éduc ta se  e s t  é l u é e , l o r s q u e  l a  

m o l a r i t é  en phosphate  du tampon a t t e i n t  200 mM. L a  c a s é i n e  

e s t  é l iminée  p a r  l ' a d d i t i o n  de  s u l f a t e  de protamine q u i  p r é c i p i t e  

l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  de  façon s é l e c t i v e  (SOLOMONSON e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  

La n i t r a t e  r é d u c t a s e  p u r i f i é e  e s t  a l o r s  s tockée  à - 18' C .  E l l e  

s e r v i r a  à l ' immunisa t ion  de l a p i n s  a f i n  d ' o b t e n i r  des  a n t i c o r p s  

polyclonaux s p é c i f i q u e s  de l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e .  

2 )  Pro toco le  B (1980-1985). 

L a  &thode précédente  a permis l ' o b t e n t i o n  de  prépara-  

t i o n s  p u r i f i é e s  de n i t r a t e  r éduc ta se  du S i l è n e  e t  d ' a n t i c o r p s  

d i r i g é s  c o n t r e  e l l e .  C e t t e  méthodologie p r é s e n t a i t  cependant un 
inconvénient  majeur : l a  présence  de c a s é i n e  empêchait un c a l -  

c u l  simple d ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  aux d i f f é r e n t e s  é t a p e s  de l a  

p u r i f i c a t i o n ,  e t  de p l u s ,  c o l m a t a i t  t r è s  souvent  l e s  colonnes  

de  g e l s .  

O r  WRAY e t  . K m  (1981) o n t  montré que l a  l eupep t ine ,  

composé de f a i b l e  masse molécu la i re  ( 4 3 9 , 8 ) ,  p ro tége  e f f icacement  

l a  n i t r a t e  r éduc ta se  d e  l ' O r g e  c o n t r e  l ' a c t i o n  de p ro t éases  de 

t y p e  t r y p s i n e .  Par a i l l e u r s  ,11 EDTA e s t  t r è s  souvent incorpore  

dans  les tampons d ' e x t r a c t i o n  parce  que ses p r o p r i é t é s  de 

c h é l a t e u r  empêchent l ' i n a c t i v a t i o n  des  enzymes p a r  les métaux 

l o u r d s  d 'une p o r t  e t  pa rce  qu '  il e s t  un i n h i b i t e u r  des  métallo- 

p r o t é a s e s  d ' a u t r e  p a r t .  



Le FAD possède des  p ropr ié t é s  de s t a b i l i s a t i o n  de l a  

n i t r a t e  réductase  en ma-intenant sans doute l ' i n t é g r i t é  s t r u c t u -  

r e l l e  du groupement prosthetiqge (KU0 e t  a i . ,  1982) . Enf i n ,  nous 

avons c o n s t a t é  que l a  teneur  en phosphates des  tampons d ' ex t rac -  

t i o n  e t  d ' incubat ion  peut  ê t r e  diminuée de moit ié ,sans que l ' a c -  

t i v i t é  n i t r a t e  réductase  n 'en  s o i t  modifiée. 

Aussi l e  tampon d ' ex t rac t ion  a c t u e l  a - t - i l  l a  composi- 

t i o n  su ivan te  : 

KHz PO4 - K 2 H  PO4 50 mM pH 7,s 

EDTA 1  mM 

Leupeptine 1 0   LM 
FAD 10  LM 

Un gramme de poudre végétale  e s t  m i s  en con tac t  

avec 3 m l  de c e  tampon. Après une c e n t r i f u g a t i o n  à 19 000 g  l e  

surnageant  e s t  r e c u e i l l i  e t  soumis à des p r é c i p i t a t i o n s  de 

p r o t é i n e s  pa r  l e  s u l f a t e  d'ammonium selon l a  méthode d é c r i t e  

précéderrnu3sit. La f r a c t i o n  c o ~ t e n a n t  l a  n i t r a t e  réductase e s t  

déposée s u r  une colonne de Tr i sac ry l  GF05 (IBF) a f i n  d 'é l iminer  

l e s  s e l s  de l a  so lu t ion .  Les p ro té ines  sont  a l o r s  séparées  par  

échange d ' i o n s  dans une colonne contenant 10 m l  de DEAE T r i s a c r y l  

(IBF) . L ' é l u t i o n  des p r o t é i n e s  s ' e f f e c t u e  pa r  un g rad ien t  de 

N a C l .  L a  n i t r a t e  réductase  e s t  é luée  par une teneur  en NaCl de 

0,1 M. C e t t e  f r a c t i o n  e s t  e n s u i t e  chromatographiée su r  de l ' hy -  

d r o x y l a p a t i t e  puis  soumise à une chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  

Bleu de Sephadex. 

L '  é l u t i o n  de l a  ( n i t r a t e  réductase s '  e f f e c t u e  à 1 ' a i d e  

d 'un g r a d i e n t  de NADH. 

III - MESURES DES ACTIVITES DE LA NITRATE REDUCTASE 

Dans l e  c h a p i t r e  " ' ~ i s t o r i ~ u e " , n o u s  avons vu qu'à c ô t é  

de son a c t i v i t é  N A D ( P ) H  : n i t r a t e  réductase g lobale ,  l'enzyme 

p résen te  des  a c t i v i t é s  p a r t i e l l e s , r a t t a c h é e s  à c e  q u ' i l  e s t  con- 

venu d ' a p p e l e r  l a  moi t ié  i n i t i a l e  ou l a  moi t ié  terminale  de 

l'enzyme. 



1 )  ~ c t i v i t é  NAD (P)H : n i t r a t e  r éduc ta se  t o t a l e .  

C e t t e  a c t i v i t é  peu t  ê t r e  mesurée d ' a u  moins t r o i s  

f a ç o n s  dont  aucune n ' e s t  vraiment s a t i s f a i s a n t e  en s o i .  

A lm1 de tampon phosphate 50 mM, pH 7,5  c o n t e n a n t  1  mM 

dfEDTA, de l a  l eupep t ine  e t  du FAD aux c o n c e n t r a t i o n s  de 10 BM, 

on a j o u t e  0 , 1  m l  de KN03 0,1 MiO,l m l  de  NAD(P)H1,3 mMet 0 , 1  m l  

d e  l a  prépration enzymatique. L e  tube  es t  m i s  à l ' o b s c u r i t é  

e t  à 27" C pendant 15 ou 2 0  min. L e  n i t r i t e  formé e s t  r é v é l é  

p a r  1' a d d i t i o n  de 1  m l  de  su1 f ani lamide à O ,  2 % dans une s o l u t i o n  

aqueuse dlHC1 3N e t  d e  1 m l  de c h l o r h y d s a t e  de N( l  naphtyl-é thy-  

l è n e )  diamine en s o l u t i o n  aqueuse à 0 , 3  %. L a  c o l o r a t i o n  rouge  

q u i  a p p a r a î t  est mesurée à 540 nm. I l  p e u t  arriver qu'un e x c è s  de  

NADH a f f a i b l i s s e  l a  r é a c t i o n  de c o l o r a t i o n  (HEWITT e t  NICHOLAS 

1964) . Afin d e  p a l l i e r  c e t  inconvénien t ,  l e  NADH q u i  p o u r r a i t  

s u b s i s t e r  dans  l e  m i l i e u  e s t  é l iminé  p a r  l ' a d d i t i o n ,  en f i n  

d l  i ncuba t ion ,  de 0,1 m l  d '  aceta ldéhyde 0,1 M e t  de  0 , l  m l  

d ' a l c o o l  deshydrogerase ( 2  m g . m l d  ' )  . C e t t e  r é a c t i o n  oxyde en 

que lques  secondes l e  NADH en NAD q u i  ne  modif ie  pas l ' i n t e n s i t é  

de  c o l o r a t i o n  du n i t r i t e .  

- b - gosaqe-in-gigg 

Contrai rement  à l a  méthode précédente  l a  mesure de  

l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  i n  v i v o  u t i l i s e  du m a t é r i e l  v i v a n t .  

Une masse connue de m a t é r i e l  v é g é t a l  e s t  mise dans  

2  m l  d ' un  mélange composé de KNO,,, de tampon phosphate 0 , 1  M ,  PH 

7 ,5  e t  de propanol (50/30/1,  V / V / V ) .  L ' i ncuba t ion  s e  f a i t  à 

27O C pendant 2 0  ou 30 min., à l ' o b s c u r i t é  e t  en anaérobiose  

(FERRARI e t  VARNER, 1971 ; JAWORSKP, 1971 ) q u i  e s t  obtenue 
p a r  un ba rbo t t age  d ' a z o t e  gazeux pendant 4 5  s ec . .  Le tube  es t  

immédiatement bouché. 



C e t t e  méthode souvent cons idérée  comme é t a n t  plus- 

proche de l a  r é a l i t é  b io log ique ,a  cependant é t é  c r i t i q u é e .  

D'abord e l l e  se déroule  en anaérobiose,  e n s u i t e  e l l e  suppose 

l ' a p p o r t  de  n i t r a t e ; e n f i n  e l le  u t i l i s e  l e  propanol q u i  modifie 

l a  pe rméab i l i t é  des  d i v e r s  systèmes membranaires, s i  b ien  que 

l a  compartimentation i n t r a c e l l u l a i r e  du n i t r a t e  p e u t  se t r o u v e r  

modifiée.  

Afin d ' é l i m i n e r  les inconvénients  de l a  méthode de m e -  

s u r e  i n  v ivo,  l ' é v a l u a t i o n  de l a  réduct ion  du n i t r a t e  se f a i t  en 

é v i t a n t  1 ' incubat ion  dans un mi l i eu  l i q u i d e  a i n s i  que 1' appor t  

de n i t r a t e  exogène (JONES e t  SHEARD, 1977' ; ROBIN e t  a l . ,  1983) .  

E l l e  n ' é v i t e  cependant pas  l ' anaé rob iose .  

Les é c h a n t i l l o n s  dont on veut  mesurer l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  

r éduc ta se  s o n t  i n t r o d u i t s  dans un tube  ob tu ré  d 'un  bouchon en 

caoutchouc t r a v e r s é  par  deux a i g u i l l e s  c r e u s e s  qu i  permet ten t  

l e  passage d 'un  courant  d ' a z o t e  (0,15 b a r s )  pendant 5 min. Le t u b e  

es t  e n s u i t e  p l a c é  à l ' o b s c u r i t é  e t  à 27' C pendant 1 h. Puis  4 m l  

d ' eau  b o u i l l a n t e  a joutés ,  permet ten t  l ' e x t r a c t i o n  du n i t r i t e  

q u i  es t  mesuré. s e lon  l a  méthode classique,précédemrnent d é c r i t e .  

2 )  Mesure des  a c t i v i t é s  p a r t i e l l e s  

a - A c t i v i t é  d i a ~ h o r a s e  ------------ ------ 
L ' a c t i v i t é  d i t e  i n i t i a l e  de l 'enzyme est  évaluée en 

mesurant l a  q u a n t i t é  de cytochrome c r é d u i t  pa r  l e  NADH. 

Une s o l u t i o n  A contenant  du tampon phosphate 0 , 1  M t  

pH 7,5,  du cytochrome c (1  5 mg/ml de tampon) e t  de l'eau dans les 

p ropor t ions  50/ 5 /  3 , s  (V/V/V)  es t  préparée.  

Dans l a  c u v e t t e  d 'un spectrophotomètre,  on i n t r o d u i t  

0 , 9  m l  de c e  mélanqe a i n s i  que 0,05 m l  de NADH, 1 ,3  mM e t  0 ,05 

m l  de l a  p répa ra t ion  enzymatique. Puis  on,  s u i t  1' accroissement 



de  l'absorbante à 550 nm. 

On peu t  a l o r s  c a l c u l e r  l a  q u a n t i t é  de  cytochrome c r é d u i t  

s achan t  que son c o e f f i c i e n t  d '  e x t i n c t i o n  mola i r e  es t  E = 28. 

b -Act ix_ i té  tgmn&mnak 

de r é d u c t i o n  du n i t r a t e  p a r  un donneur 

d ' é l e c t r o n s  a u t r e  que l e  NADH,peut ê t re  s u i v i e  en u t i l i s a n t  s o i t  

du FMNH2, s o i t  du méthyl v iologène r é d u i t  (WRAY e t  FILNER,  1970) .  

Dans un tube  à essais s o n t  i n t r o d u i t s  : 
- 1 m l  de  tampon phosphate 50 mM pH 7 , s  

- 0 ,1  m l  de  KN03 0 ,1  M 

- 0,3 m l  de  FNN ( 1  mg m l - '  : 2,17 m ~ )  

OU 

- 0,1 m l  de méthyl v iologène (12,8  mg/100 m l  de t a p n  phosphate 

50  mM, pH 7,s) 

- 0,05 m l  de  d i t h i o n i t e  de  sodium ( 1 0  mg/ml de s o l u t i o n  de 

b i ca rbona te  de N a  0 ,1  $9) . 

L e  contenu du tube  est mélangé doucement ; il prend 

une cou leu r  jaune pâ l e  s ' i l  c o n t i e n t  du FMN e t  bleue s ' i l  con- 

t i e n t  du méthyl viologène.  

On a j o u t e  a l o r s  0,1 m l  de l a  p r é p a r a t i o n  enzymatique 

e t  l ' i n c u b a t i o n  s ' e f f e c t u e  à 27O C à l ' o b s c u r i t é  pendant 2 0  min. 

Pu i s  l e  tube es t  a g i t é  vigoureusement a f i n  d 'oxyder  l ' e x c è s  de  

donneur r é d u i t .  La q u a n t i t é  de n i t r s t e  formé e s t  a l o r s  mesurée 

s e lon  l a  méthode h a b i t u e l l e .  

I V  - MESURE DES ACTIVITES GLUTAMATE DESHYDROGENASE ( G D H )  ET GLUTA- 

MINE SYNTHETASE (Go S. j 

Afin de p r é c i s e r  quelques  a s p e c t s  du métabolisme a z o t é  

des  c e l l u l e s  de  Si lène,nous  avons été amenés à mesurer des  

a c t i v i t é s  de l a  glutamate  deshydrogénase (L-glutamate-NADH-oxido 

r éduc ta se  E . C . 1 . 4 . 1 . 2 . )  e t  de l a  g lutamine syn th8 ta ro  !i. -1-taxa- 



t e  ammonium l i g a s e  (ADP) E.C. 6 .  3.1.2. ) . Ces mesures o n t  é t é  

e f f e c t u é e s  s u r  des  e x t r a i t s  to taux .  

L e s  c e l l u l e s  congelées  p a r  de l ' a z o t e  l i q u i d e  s o n t  

m i s e s  en  suspension dans du tampon T r i s - H C 1  50 mM pH8, A r a i s o n  

de 1 0  m l  de  tampon par  gramme de m a t é r i e l  f r a i s .  Puis  e l l e s  

s o n t  broyées  à 4" C pendant 1 min. à l ' a i d e  d ' u n  Ul t r a tu rax .  

 près des  i n t e r v a l l e s  de 2 min., d e s t i n é s  à é v i t e r  l ' é c h a u f f e -  

ment du l i q u i d e  dans l e  tube,  on procède à un 2ème pu i s  à un 

3ème broyage de 30 sec . .  Après c e n t r i f u g a t i o n  à 2 0  000 g à 4" C 

pendant 2 0  min., l e  surnageant  e s t r e c u e i l l i  ; il c o n s t i t u e  

l ' e x t r a i t  enzymatique. 

1 )  Mesure de l ' a c t i v i t é  GDH. 

C e t t e  enzyme c a t a l y s e  l a  &ac t ion  : 

c é t o g l u t a r a t e  + N H ~  + ~ ~ ~ ~ d g l u t a m a t e  + NAD 

A 2 m l  d 'un tampon T r i s -  H C l  50 mM, pH8, contenant  

de l ' a  c é t o g l u t a r a t e  2 0  mM, du (MH4)  2 S04 150 mM e t  du NADH 0,3 7 mM, 

on a j o u t e  1 m l  d ' e x t r a i t  enzymatique. L'oxydation du NADH e s t  

s u i v i e  A 340 nm pendant 2 min. 

L ' a c t i v i t é  de l a  GDH es t  exprimée ene~lmoles de NAD 

formé p a r  min. e t  par  g. de mat iè re  f r a î c h e .  

2 )  Mesure de l ' a c t i v i t é  * '  G S. 

Chez les  végétaux supé r i eu r s  l a  G S  peu t  c a t a l y s e r  2 

r é a c t i o n s  (WEBSTER, 1 9 6 4 )  . 

a - Une r é a c t i o n  de biosynthèse .................... ------ 

L.  g lutamate  + ATP + NH4 > L .  glutamine + ADP + P i  

OU OU 

NH20H y glutamyl hydroxamate 



b. -. ,Une r é a c t i o n  t r a n s f  é r a s i g u e  ........................ -- 
+ 

L. g lu tamine  + NH20H > y glutamyl hydr0xamate . t  NH4 

ADP P i  

OU 

k r s e n a t e  

C ' e s t  l a  première r é a c t i o n  q u i  e s t  mesurée i c i .  

A Z m l  de  tampon T r i s  HC1 50 mM pH 7,6 contenant  du g lu tamate  

1 2 0  mM, du Mg S04 30 pM,de 1'E.D.T.A. 1 ,s  mM, de 1 'ATP 12 mM e t  

de l ' hydroxylamine  ( N H 2 0 H )  9 1 ,  on a j o u t e  1 m l  d ' e x t r a i t  enzy- 

matique.  L' i ncuba t ion  s ' e f f e c t u e  à 30' C pendant 15 min. p u i s  l a  

r é a c t i o n  e s t  a r r ê t é e  p a r  l ' a d d i t i o n  de  3 m l  d ' une  s o l u t i o n  

aqueuse d e  F e  C l 3  370 mM contenant  de 1' a c i d e  trichloracétique 

200 mM e t  de l t H C 1  0 ,67 N .  L'hydroxamate se c o l o r e  en brun ; 

i b  e s t  dosé à 5 4 0  nm. L ' a c t i v i t é  G S  e s t  exprimée en ~ m o b e s  

d'hydroxamate formé p a r  min. e t  pa r  g. de  ma t i è r e  f r a î c h e .  

V - ANALYSES ELECTROPHORETIQUES EN GELS DE POLYACRYLAMIDE 

L a  s é p a r a t i o n  des  p r o t é i n e s  e s t  r é a l i s é e  s u r  un 

suppor t  de polyacrylamide q u i  peut  c o n s i s t e r  en un g e l  unique 

ouen  deux g e l s  superposés  q u i  d i f f é r e n t  p a r  l e u r  pH e t  l e u r  

composi t ion.  

Le suppor t  e s t  cou lé  e n t r e  deux p laques  de v e r r e  

maintenues v e r t i c a l e s  (système Bio-Rad). Les a l v é o l e s  dans l e s -  

q u e l l e s  s e r o n t  déposées l e s  s o l u t i o n s  à a n a l y s e r  s o n t  confec- 

t i o n n é e s  à l ' a i d e  d 'un  peigne i n t r o d u i t  dans l a  p a r t i e  supé r i eu re  

du g e l  non polymerisé .  

Dans une f i o l e  à vide  s o n t  i n t r o d u i t s  : 

- 1 volume d e  tampon T r i s - H C 1  pH 8 .9  (366 g de   ris .l-' d ' eau  

d i s t i l l é e )  

- 2 volumes d ' une  s o l u t i o n  aqueuse d 'acrylamide à 28 % e t  

de  b i sacry lamide  A 0,73 % (p/V) 

- 5 volumes d ' e a u  d i s t i l l é e .  



Après dégazage du mélange, on a j o u t e  0,070 m l  d 'une 

s o l u t i o n  de  p e r s u l f a t e  dlammoniurn (165 mg.ml- '  d ' eau)  e t  0,050 m l  

de TEMED q u i  c a t a l y s e n t  l a  r é a c t i o n  de polymérisat ion.  

C e  g e l  d i t  g e l  d e  sépa ra t ion  c o n t i e n t  7 % d'acrylami-  

de. L o r s q u l i l  est u t i l i s é  s e u l ,  l a  va leur  de 1  volume es t  de 

5 m l .  S i  un second g e l ,  d i t  de concent ra t ion  l u i  e s t  superposé 

1 volume es t  é g a l  à 4 m l .  

L e  g e l  de  concent ra t ion  a  l a  composit ion s u i v a n t e . :  

- 2 i n 1  d e t & m  T r i s - H C 1  pH 6,7 (59,9 g  de ~ris.1- '  d ' eau )  

- 4 m l  d 'une . so lu t ion  aqueuse d 'acrylamide à 10 % e t  de 

b isacry lamide  à 2,5 % ( p / ~ )  

- 4 m l  d 'une s o l u t i o n  aqueuse de saccharose à 2 0  8. 

Après dégazage s o n t  a j o u t é s  0,025 m l  de  p e r s u l f a t e  

d'ammonium e t  0,015 m l  de TEMED. 

C e  g e l  c o n t i e n t  donc environ 5 % d'acrylamide.  

Lorsque les g e l s  s o n t  polymérisés,  l e  peigne e s t  Ôté 

e t  les a l v é o l e s  son t  remplies  pa r  du tampon à é lec t rophorèse  

pH 8 , 3  q u i  c o n t i e n t  ; 

T r i s  1 1 2  g  
g lyc ine  5176 g 
Eau d i s t i l l é e  q . s . p . f .  2000  m l .  

A 0 ,10 m l  de chaque é c h a n t i l l o n  son t  a j o u t é s  0,02 m l  

d 'une s o l u t i o n  de b leu  de bromophénol (10 mg de b leu  par  m l  

de s o l u t i o n  aqueuse de saccharose à 2 0  % ) .  L e s  é c h a n t i l l o n s  

(0,050 m l )  son t  déposés à l ' a i d e  d'une ser ingue  Hamilton. 

La migrat ion se f a i t  sous un vo l t age  de 200 V pendant 

envi ron  4 h (temps n é c e s s a i r e  au bleu pour p a r c o u r i r  l e  g e l ) .  



L e s  p r o t é i n e s  s o n t  f i x é e s  e t  c o i o r é e s  pendant 30 min. 

env i ron  dans une s o l u t i o n  q u i  c o n t i e n t  : 

- Bleu de Coomassie R 4 0  mg 

- Acide pe rch lo r ique  15 ml 

- eau 100 m l  

Pu i s  l a  déco lo ra t ion  des  g e l s  es t  e f f e c t u é e  dans  une 

s o l u t i o n  aqueuse d ' a c i d e  a c é t i q u e  à 7 % j u squ ' à  c e  que l e s  bandes 

p r o t é i q u e s  a p p a r a i s s e n t  b leues  s u r  un fond i n c o l o r e .  

C )  M i s e  en  évidence des  a c t i v i t é s  enzymatiques dans .................................. ---- _-----_- 
l e  --- 
a) activité G.D.H. 

Après é l ec t rophorèse ,  l e  g e l  e s t  m i s  à incuber  à l ' o b s -  

c u r i t é ,  à 27" C pendant 2 0  à 30 min. dans 15 m l  d ' une  s o l u t i o n  

de  T r i s -  H C l  50 mM contenant  de l ' a c i d e  glutamique (84 mg) du NAD 

(4 ,5  mg) du n i t r o b l e u  de t e t r a z s l i u m  ( N . B . T .  : 10 mg) e t  du phényb 

méthosu l fa te  (PMS : 2 mg). Au l i e u  de l a  migra t ion  de  l a  G . D . H .  

a p p a r a î t  une bande bleue s u r  fond c l a i r .  

fi) Activité G.S. ------------ 
L e  g e l  es t  m i s  à incuber  pendant  30 min. à 27" C e t  à 

l ' o b s c u r i t é  dans  15 m l  de l a  s o l u t i o n  s u i v a n t e  : 

T r i s  H C 1  50 mM pH 7,6 15 m l  

N H 2 0 H  50 mg 

Mg S04 75 mg 
Glutamate de K 350 mg 

EDTA 7 ,5  mg 

ATP 150 mg 

Après un r i n ç a g e r a p i d e  pa r  de l ' e a u  d i s t i l l é e ,  il e s t  

t r a n s f é r é  dans  une s o l u t i o n  contenant  du Fe C l 3  0 ,18 M, de 1' a c i d e  

t r i c h l o r a c é t i q u e  0 , 2  M e t  de l ' H C 1  0 ,35  N .  A l ' e n d r o i t  où a migré 

l a  G C  , a p p a r a i t  une bande orangée t r è s  fugace.  



$ 1  A c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  

La méthode l a  p l u s  couramment u t i l i s é e  repose  s u r  l a  

r é a c t i o n  de  r é d u c t i o n  du n i t r a t e  p a r  l e  méthyl v io logène  r é d u i t .  

Après é l e c t r o p h o r è s e ,  l e  g e l  est  i n t r o d u i t  dans  15 m l  

de tampon phosphate 50 mM p H  7,5 con tenan t  de  1'EDTA 1  

e t  du FAD 10 DM, pendant 10 min.. 

Pu i s  c e t t e  s o l u t i o n  es t  renouvelée  ; on l u i  a j o u t e  

a l o r s  2 m l  d 'une  s o l u t i o n  de méthylviologène ( 2 , 5  mg m l - '  de 

tampon). Après quelques  m i n u t e s - s o n t  a j o u t é s  5  m l  de d i t h i o n i t e  

(8  mg m l - ' )  en s o l u t i o n  dans du N a  HC03 0 ,1  M.Lorsque l e  g e l  

e s t  c o l o r é  en  bleu,  on i n t r o d u i t  2 m l  d 'une  solution de  K N 0 3  

0,1 M. A l ' e n d r o i t  où a migré l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e , a p p a r a î t  une 

bande b lanche .  

V I  - ANALYSES IMMUNOLOGIQUES 

1 ) Obtent ion d'anticorps polyclonaux d i r i g é s  c o n t r e  l a  

n i t r a t e  r é d u c t a s e  du S i l è n e .  

Une s é r i e  de t r o i s  i n j e c t i o n s  sous  c u t a n é e s  s o n t  

e f f e c t u é e s  à une semaine d '  i n t e r v a l l e  chez d e s  l a p i n s  ( v a r i é t é  

- GBant d e s  F l a n d r e s ) .  Chaque f r a c t i o n  c o n t i e n t  env i ron  0,050 mg 

de p r o t é i n e  enzymat ique ,émuls i f iée  par .  l ' a d j u v a n t  complet  de 

Freund. Une 4 è m e  p iqû re  de r a p p e l  e s t  f a i t e  1 mois a p r è s  l a  

3ème i n j e c t i o n .  Après 10 jou r s  l e  l a p i n  es t  sa igné .  L e  sérum 

r e c u e i l l i  e s t  u t i l i s é  sans  p u r i f i c a t i o n  u l t é r i e u r e .  

2 )  Ant icorps  monoclonaux d i r i g é s  c o n t r e  l e s  n i t r a t e ,  

réductases d lEp ina rd  e t  de S i l è n e  

L' immunisation de 3  s o u r i s  Balb/c ,  menée s e l o n  l a  

méthode d é c r i t e  p a r  CIANFRIGLIA e t  a l .  (1983) e s t  f a i t e  à l ' a i d e  

d 'une  f r a c t i o n  p r o t é i q u e  du S i l è n e , é l u é e  d ' une  colonne de DEAE 

C e l l u l o s e  p a r  du tampon contenant  du N a C l  0 , 1  M. E l l e  est  achevée 

a p r è s  6 i n j e c t i o n s  dont  l e s  c i n q  premières  s o n t  i n t r a p é r i t o n é a l e s  

e t  l a  6ème i n t r a v e i n e u s e .  La première  f r a c t i o n  i n j e c t é e  c o n t i e n t  

25 pg de p r o t é i n e  dans  0 ,25 m l  d 'un  tampon phosphate 2 0  Wdl pH 7 , 5  

auquel  on a j o u t e  un volume é g a l  d ' ad juvan t  complet  de Freund. 

L e s  3 i n j e c t i o n s  s u i v a n t e s  renferment  chacune l a  m ê m e  a u a n t i t é  



. - de p r o t é i n e s  e t  s o n t  e f f e c t u é e s  à des  i n t e r v a l l e s  de 4 j ou r s .  

Quant à l a  d e r n i è r e  p iqû re  i n t r a p é r i t o n é a l e ,  e l l e  c o n t i e n t  7 5  pg de 

p r o t é i n e s ,  e l l e  e s t  s u i v i e  d 'une  i n t r a v e i n e u s e  q u i  en c o n t i e n t  

5 0  ~ g -  

Après l e  s a c r i f i c e  des  s o u r i s ,  l e s  r a t e s  s o n t  p e r f u s é e s  

p a r  5 m l  de m i l i e u  de  EAGLE modif ié  p a r  EULBECO et F- (1959) e t  les 

c e l l u l e s  #spléniques s o n t  fus ionnées  en présence de po lyé thy lène  

g l y c o l  (PM : 4 0 0 0  SERVA) avec d e s  c e l l u l e s  d 'un myélom non se- - 
c r é t e u r  H . G . P . R . T .  de Balb/c ( c lone  P3 X 6 3  AG8 653 ; GALFRE e t  

MIESTEIN, 1981) .  

L ~ S  c e l l Ü l e s  sont ensuite c u l t i v é e s  s u r  un mi l i eu  con tenan t  

de  1' hypoxanthine, de 1 'aminoptér ine  e t  de  l a  thymidine (KOHLER 

e t  MILSTEIN, 1975) , du serum humain e t  du serum de foe tus .  de 

veau à 2 0  % ,  du surnageant  de c u l t u r e  de qélorre 20 %, a i n s i  que 
4 des  macrophages ( 2 . 1 0  p a r  m l  de m i l i e u )  (LOVBORG, 1983) .  

Les c l o n e s  p o s i t i f s  s o n t  récupérés .  Chaque c l o n e  e s t  

d i s s o c i é  e t  l es  c e l l u l e s , a p r è s  t o u t e  une s é r i e  de d i l u t i o n s , s o n t  

c u l t i v é e s  en présence  de  macrophages,selon l e  p ro toco le  m i s  au  

p o i n t  p a r  GALFRE e t  MILSTEIN ( 198 1 ) . 

Les c l o n e s  s e c r é t a n t  de l ' a n t i n i t r a t e  réduc tase  s o n t  

r e p é r é s  pa r  l a  méthode ELISA. I l s  s o n t  d ' abord  c u l t i v é s  dans d e s  

p laques  comportant  24 p u i t s  q u i  con t i ennen t  0 ,5  m l  de  mi l i eu  p u i s  

dans des  f l a c o n s  contenant  2 m l  de mi l ieu .  Lorsque les c e l l u l e s  

se s o n t  m u l t i p l i é e s , o n  augmente peu à peu l e  volume du mi l i eu  

de c u l t u r e  ( j u s q u ' à  5 m l ) .  Lorsque l a  souche s ' e s t  développée, 

e l l e  e s t  m u l t i p l i é e  en p l u s i e u r s  exemplaires  : les uns s o n t  

u t i l i s é s  pour l a  f a b r i c a t i o n  d ' a s c i t e s ,  l e s  a u t r e s  s o n t  conge lés  

e t  conservés  dans  de l ' a z o t e  l i q u i d e .  

L 'une des  méthodes l e s  p l u s  couramment u t i l i s é e s  pour 

o b t e n i r  des  a n t i c o r p s  monoclonaux en q u a n t i t é  r e l a t i vemen t  impor- 

t a n t e  e t  s u r t o u t  en concen t r a t i ons  é levées ,passe  par  l ' o b t e n t i o n  

de tumeurs l i q u i d e s  ( a s c i t e s )  . 



D e s  s o u r i s  Balb/c reçoivent  deux i n j e c t i o n s  de 0,s m l  

de p r i s t a n e  ( 2  , 6 ,  10, 14, te t ramethyl  pentadecane) ; l a  première 

13 jours ,  l a  seconde 4 jours  avant  d ' ê t r e  inoculées  par l a  

souche. Le jour où l e s  c e l l u l e s  s e c r é t r i c e s  s o n t  i n j e c t é e s  

(6 b 7. 106 c e l l u l e s )  , l e s  s o u r i s  reçoivent  une i r r a d i a t i o n  - 
de 400 rads  ( I r r a d i a t e u r  CIS à Cesium) (BRODEUR e t  LAROSEX 

1984). Après 12 à 15 j o u r s , l ' a s c i t e  s ' e s t  développée ; l e s  

s o u r i s  sont  s a c r i f i é e s  e t  l e  l i q u i d e  contenant  l e s  an t i co rps  

monoclonaux e s t  ponctionné. 

3)  Réactions immunochimiques 

L e s  a n t i c o r p s  sont  a l o r s  essayés con t re  des f r a c t i o n s  

p u r i f i é e s  de n i t r a t e  réductase  dTEpinard ou de  Si lène ,  ou con t re  

des e x t r a i t s  totaux.  

a )  Immunodif f  usion selon oUCHTERLCW~, ( 1 9  4 2 )  ................................ 
1,2 g  d 'agarose ( I B F )  sont  d issous  dans 100 m l  de 

tampon veronal  H C 1  15 mM pH 8 ,6 ,  b o u i l l a n t .  L a  so lu t ion  e s t  cou- 

l é e  s u r  des plaques de verre de 7,5 x 2,s cm.Lorsque l l a g a r  e s t  s o l i d i -  

f i é  on creuse ,à  l ' a i d e  d 'un emporte p ièce  de 2 mm, un p u i t s c e n t r a l  

e t  6 p u i t s  pér iphér iques  q u i  peuvent c o n t e n i r  0,008 m l  de s o l u t i o n  

chacun. L'antiserum e s t  généralement déposé au c e n t r e  e t  l e s  di%- 

f é r e n t e s  s o l u t i o n s  d ' an t igène  à l a  pé r iphér i e .  Les plaques s o n t  

e n s u i t e  maintenues pendant 2 4  h dans une chambre humide, puis  

l avées  pendant p l u s i e u r s  heures  par une s o l u t i o n  de NaCl à 9 % O .  

L'agar, e s t  e n s u i t e  amené à s i c c i t é  t o t a l e  e t  l e s  p ro té ines  sont  

co lo rées  p a r  une s o l u t i o n  de bleu de Coomassie. 

b) ------------- Immunoélectro~horèse ----------- a n a l y t & g ~ g - ~ - s ~ ~ g ~ _ G g ~ & g - ~ g  
WIELIKMS ( 1953 ). 

Un puits e s t  creusé dans de l ' a q a r o s e  coulé sur  une 

plaque comme il v i e n t  d ' ê t r e  d é c r i t  précédemment. Environ 0,010 ml 

d'une s o l u t i o n  d tan t igène  y sont  déposés. On procède à une é l e c -  

t rophorèse  à 4' C.  sous un vol tage de 6 TI par  cm ( s o i t  envi-  

ron 3 6  v, pendant 90 à 120 min).  Puis une g o u t t i è r e  e s t  c reusée  

e t  emplie d'immun-sérum, q u i  d i f f u s e  pendant 2 4  h.  Les plaques 

son t  maintenues dans une chambre humide, puis  l avées  par  du NaCl 

à 9 %,, puis  séchées.  Les p ro té ines  sont  r évé lées  p a r  l e  bleu de 

Coomassie. 



c )  _________-- Immunoabsor~tion -_-_------------------ de l ' a c t i v i t é  enzymatiggg _ _ _ _  
D e s  t ubes  Eppendorf r e ç o i v e n t  0,1 m l  de  l a  p r é p a r a t i o n  

enzymatique p u i s  des  q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  d'immun-sérum de  

f açon  à a v o i r  un volume f i n a l  de 0 , 3  m l  p a r  tube .   près un s é j o u r  

de  2  h  à 4' C ,  l e s  t u b e s  son t  c e n t r i f u g é s  pendant 10 min. à 

1 0 ,000 rpni dans une mic~ocentrifugeuse .. 

100 ~1 de surnageant s o n t  p r é l e v é s  e t  u t i l i s é s  pour 

l a  mesure d ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réduc tase  i n  v i t r o  d é c r i t e  précé-  

Semment . 

Des expér iences  de compét i t ion  e n t r e  formes a c t i v e s  e t  

i n a c t i v e s  de l 'enzyme pour l e s  a n t i c o r p s  s o n t  menées s e lon  l e  

p r o t o c o l e  s u i v a n t  : à 0,100 m l  d'enzyme a c t i f  s o n t  a j o u t é s  0,050 

m l  d ' e x t r a i t  i n a c t i f  p u i s  0,100 m l  d ' a n t i s é r u m  à des  c o n c e n t r a t i o n s  

c r o i s s a n t e s .  L e  volume f i n a l  e s t  amené à 0,3  m l  à l ' a i d e  de Na C l  à 

9 %,. Les t u b e s  son t  maintenus à 4' C pendant 2 h p u i s  c e n t r i f u g é s  

à 1 0  000 rpm pendant 1 0  min dans une microcent r i fugeuse  

Eppendorf. Un volume d e  0,100 m l  de surnageant  e s t  p r é l evé  a f i n  

de  mesurer l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se .  

d )  Tes t  ELISA (Enzyme l i n k e d  immuno-sorotion a s say )  --------------- --------------------Li------------ 

L e s  a n t i g è n e s  d i ssous  dans du tampon phosphate 2 0  nM 

, pH 7 ,5  son t  r é p a r t i s  dans  l e s  cupules  en po lys ty rène  de p laques  

Nunc-.iimuno, à r a i s o n  de  0,100 m l  p a r  cupu le .  Chaque dépôt  c o n t i e n t  

de  5  à 1 0  microgrammes de p ro t é ine  p u r i f i é e .  On l a i s s e  s '  e f f e c -  

t u e r  l ' a d s o r p t i o n  des  an t igènes  s u r  l e s  p a r o i s  de l a  cupule  pen- 

d a n t  une n u i t  à 4' C .  L e s  p ro t é ines  non adsorbées  s o n t  é l iminées  

p a r  3 lavages  s u c c e s s i f s  avec du tampon phosphate,  NaCl pH 7 , 2  

auque l  a  é t é  a j o u t é  du Tween 2 0  (Tampon PBS-tween) s e lon  l e s  pro- 

p o r t i o n s  s u i v a n t e s  : 

N a 2 H  PO4,  2H20 9,25 9  

KHz PO4 3106 g  

N a C l  4,50 g  

Tween 2 0  0 , s  m l  

Eau q . s . p . f .  1000 m l  



Puis  on a j o u t e ,  dans chaque cupule 0,100 m l  de l a  

s o l u t i o n  d ' a n t i c o r p s  à t e s t e r .  La plaque e s t  mise à 37' C pendant 

1 heure.  L'excès d ' an t i co rps  e s t  e n s u i t e  é l iminé par  t r o i s  lava-  

ges  par l e  tampon PBS-tween. Sont e n s u i t e  i n t r o d u i t s  0,100 m l  

d 'une s o l u t i o n  à 10 % de sérum de mouton,contenant en o u t r e  des  

a n t i c o r p s  a n t i - s o u r i s  marqués à l a  péroxydase ( d i l u t i o n  1 o - ~ )  . 
La plaque e s t  entreposée à 37' C pendant 1 heure. Les a n t i c o r p s  

non f i x é s  s o n t  é l iminés  par  3 lavages avec du tampon PBS-tween. 

' On procède e n f i n  à l a m i s  en évidence de l ' a c t i v i t é  péroxyda- 

s ique.  Dans chaque cupule sont  a j o u t é s  0,100 m l  d'une s o l u t i o n  

contenant de l'orthophéaylène diamine ( 10 mg dissous dans 1 m l  de 

méthanol absolu p u i s  remis dans 9 9  m l  d 'eau)  e t  de l ' e a u  oxygénée 

(0,030 m l  d 'une s o l u t i o n  à 30 % ) .  

L e s  plaques sont  en t reposées  à l ' o b s c u r i t é  pendant 

environ 20 min.. On a j o u t e  e n f i n  0,025 m l  de H2  S04 8N dans chaque 

cupule.  La présence d 'une a c t i v i t é  peroxydasique e s t  r évé lée  p a r  

l ' a p p a r i t i o n  d 'une co lo ra t ion  jaune-brun. 

VI1 - DOSAGE DU NITRATE DANS LE MILIEU DE CULTURE ET DANS LE 

MATERIEL VEGETAL . 
Le n i t r a t e  du mil ieu e s t  dosé directement dans du mi l ieu  

d i l u é  au 50ème ou au 100 ème à l ' a i d e  d 'une é lec t rode  s é l e c t i v e  

CORNING ou p a r  l a  méthode de YOUNG (1973) q u i  con,sis+z en une réduc- 

t i o n  q u a n t i t a t i v e  du n i t r a t e  en n i t r i t e  pa r  de l a  poudre de z inc  

métal l ique.  

Les t i s s u s  végétaux sont  lyophilisés. 200 300 mg de 

maté r i e l  s o n t  broyés,  m i s  en suspension dans 6 m l  d ' eau  d i s t i l l é e  

b o u i l l a n t e  pendant 15 min. On pré lève  3 m l  de l a  s o l u t i o n  obtenue 

e t  on a j o u t e  6 m l  de  NH4 OH 2 , 2  N e t  9 0  mg de poudre de zinc.  

  près une a g i t a t i o n  vigoureuse d 'envi ron  3 min., l e  z inc e s t  décaqté 

e t  3 prélèvements de 2 m l  son te f fec tués  a f i n  de doser l e  n i t r i t e  

formé,selon l a  méthode c las s ique  de dosage du NO; à 540 nm. 



VI11 - DOSAGE DES PROTEINES 

L e s  p r o t é i n e s  v é g é t a l e s  s o n t  dosées  s e l o n  l a  méthode 

de LOWRY e t  a l .  (195:) dons les  e x t r a i t s  t o t a u x  ou p a r  l a  méthode 

de SCOPES' (1973) l o r s q u ' i l  s ' a g i t  de  p r o t é i n e s  p a r t i e l l e -  

ment ou t o t a l e m e n t  p u r i f i é e s .  

a) Méthode de LOWRY ---------------- 
L ' e x t r a c t i o n  e s t  r é a l i s é e  s u r  100 mg d ' é c h a n t i l l o n  

préa lab lement  l y o p h i l i s é  p u i s  broyé.  S i  l e  m a t é r i e l  e s t  ch loro-  

p h y l l i e n ,  l a  poudre e s t  a g i t é e  dans 2 0  m l  d ' a c é t o n e  à 80 % pendant  

10 min., p u i s  c e n t r i f u g é e  à 10.000 g  pendant 10 a u t r e s  minutes.  

L e  c u l o t  e s t  a l o r s  r e p r i s  dans  10 m l  d ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  

à 10 % e t  abandonné à 4 "  c p e n d a n t  une n u i t .    près c e n t r i f u g a t i o n  

l e  c u l o t  ( f r a c t i o n  ac ido  p r é c i p i t a b l e )  e s t  remis  e n  suspension 

dans  10 m l  d ' é t h a n o l  à 80 % , s a t u r é  en a c é t a t e  de sodium,pendant 

10 min. Après une nouve l le  c e n t r i f u g a t i o n , i l  es t  r e m i s  en sus -  

pension dans  de  l ' é t h a n o l  abso lu  p u i s  c e n t r i f u g é  de nouveau. 

L e  c u l o t  obtenu e s t  séché e t  m i s  en  présence  de 5 m l  

de Nam 0 , 1  N pendant 30 min. à 80" C .  Après c e n t r i f u g a t i o n ,  P e  

surnageant  es t  r e c u e i l l i  ; il c o n t i e n t  les p r o t é i n e s  q u i  s o n t  

e n s u i t e  dosées  à 750 nm en présence  de r é a c t i f  d e  F o l i n .  

La t e n e u r  e n  p r o t é i n e s  est  d é d u i t e  d ' u n e  courbe é t a l o n  

f a b r i q u é e  à p a r t i r  d 'une s o l u t i o n  mère de sérum albumine bovine 

à 0,050 mg. m l - ' .  

E l l e  a  pour base  l ' a b s o r p t i o n  à 205 nm de l a  l i a i s o n  

p e p t i d i q u e  des protéines. Comme l e s  r é s i d u s  t y r o s i n e  e t  t ryp tophane  

peuvent  i n t e r f é r e r  légèrement s u r  l ' a b s o r p t i o n ,  un c o e f f i c i e n t  

d ' a b s o r p t i o n  s p é c i f i q u e  ( e  205) a  é t é  é t a b l i  q u i  t i e n t  compte de 

cet te  i n t e r f é r e n c e  

6 205 = 2 7  + 1 2 0  , (do 280) = 31 

(do 285) 



11 s ' e n s u i t  que l a  c o n c e n t r a t i o n  en p r o t é i n e s  

es t  donnée p a r  l a  formule 

L e s  p r o t é i n e s  son t  d i s s o u t e s  dans  une s o l u t i o n  de 

K 2  S04 0 , 1  M e t  de  KHz PO4 0,005 M , a j u s t é e  à pH 7 à l ' a i d e  de 

KOH, de p r é f é r e n c e  dans des  f l a c o n s  e n  po lyé thylène  q u i  adso rben t  

moins que l e  v e r r e .  Afin d ' é v i t e r  l e s  phénomènes de d i f f u s i o n  de 

l a  lumière ,  il es t  recormdé de ne pas  dépasser  des  abso rg t ions  

de 0 , 7  u n i t é s  de d a o .  

I X  - ANALYSE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES 

L ' é tude  des ARN e t  des  ARN polyadénylés  (ARN poly A*) 

en p a r t i c u l i e r ,  n é c e s s i t e  1 'emploi d ' adénos ine  marquée au I4c. 

1 ) Inco rpora t ion  d '  adénosine 4 ~ .  

Les c e l l u l e s  pré levées  à d i f f é r e n t s  s t a d e s  de c r o i s s a n c e ,  

s o n t  f i l t r é e s  s u r  un en tonnoi r  de Büchner g a r n i  de deux couches 

de p a p i e r  f i l t r e , p u i s  remises en  suspens ion  dans du mi l i eu  neuf 

contenant  de l ' a d é n o s i n e  14c (A. S. 46 , s  pCi/rnM) à r a i s e n  de 10 lrCi  

m l - ' .  Dix grammes de c e l l u l e s  s o n t  i n t r o d u i t s  dans 5  m l  de mi l i eu .  

Toutes c e s  o p é r a t i o n s  s o n t  menées en c o n d i t i o n s  a s p e t i q u e s .  Le 

temps de marquage e s t d e  1  ou 2 h ,  p u i s  les  c e l l u l e s  s o n t  r é c o l t é e s ,  

l avées  p a r  du m i l i e u  neuf f r o i d  e t  congelées  dans l ' a z o t e  l i q u i d e .  

2 )  E x t r a c t i o n  des  ARN 

E l l e  s ' e f f e c t u e  en deux é t a p e s  se lon  les méthodes de 

K I R B Y  (1965) e t  de SCHERRER e t  DARNELL (1962) q u i  o n t  é t é  u t i l i -  

s é e s  conjointement .  L e s  c e l l u l e s  congelées  s o n t  broyées  dans un 

mor t i e r  jusqu 'à  ob ten t ion  d 'une poudre f i n e  q u i  es t  m i s e  en 

suspension dans un mélange composé de tampon A ( T r i s  - H C 1  20 rrt~ 

pH 7,2 con tenan t  du NaCl 10 mM, de  l ' a c é t a t e  de M g  3 mM e t  du 

macaloide 0 , 2  % )  e t  de s o l u t i o n  B (phénol d i s t i l l é  100 g ; 0 , l  g  

de 8 hydroxyquinoléine ; 14 g  de métacréso l  ; 0,s % de SDS ; 

25 m l  de tampon A ) .  



Par gramme de matière fraîche, on ajoute 1 ml de 

tampon A et 1 ml de solution B. La suspension est maintenue à 
4 

4 '  C et homogénisée pendant trois fois 15 sec. à l'aide d'un U1- 

tra-Turrax,utilisé à demi-vitesse. Une aliquote de la solution 

est prélevée et observée en microscopie photonique afin de 

vérifier que les cellules ont bien éclaté. 

Après centrifugation à 2000 g pendant 20 min. la phase 

phénolique est éliminée ; le culot et l'interphase sont remis 

en agitation en présence d'un égal volume de solution B pendant 

15 min. Après une nouvelle centrifugation, on procède à l'éli- 

mination de la phase phénolique. Cette opération est renouvelée 

une troisième fois. La phase aqueuse est alors récupérée : elle 

contient les acides nucléiques "extraits a froid". L'interphase 

résiduelle et le culot sont alors lavés deux fois par du tampon 

C constitué d'acétate de sodium 10 mM pH 5,4,contenant de l'acéta- 

te de Mg 0,1 niM et du polyvinyl sulfate de potassium (0,OS mg. 

mi-'). Les liquides de lavage sont ajoutés à l'extrait précédent. 

Le culot est ensuite mélangé dans de la solution B et 

du tampon C (1 ml de chaque par g .  de matière fraîche utilisée au 

départ). Le tout est agité continuellement à 55' C pendant 3 min. 

puis refroidi brutalement à - 35' C,dans un mélange de glace pilée 

et de méthanol. La phase phénolique est éliminéea après centrifuga- 

tion et on ajoute à la phase aqueuse un volume égal de chloroforme 

contenant 1 % d'alcool isoamylique. Cette solution est de nouveau 

agitée à 55' C pendant 3 min., refroidie à - 3S°C puis centri- 
fugée. La phase aqueuse recueillie renferme les acides nucléi- 

ques "extraits à chaud". "L'extrait froid" contient les ARbJ 

cytoplasmiques alors que l'extraction à 55' C permet l'éclatement 

des noyaux et la récupération d'une fraction enrichie en ARN 

nucléaires (MIASSOD, 1974). 

3) Purification des ARN 

Chaque fraction est.traitée séparément. Les ARN sont 

précipités par de l'éthanol absolu contenant de l'acétate de Na 

0,15 M (-2 volumes d'éthanol par volume d'extrait) à - 20' C 

pendant une nuit.  près centrifugation à 3 000 g pendant 20 min. 



les c u l o t s  s o n t  l a v é s  p l u s i e u r s  f o i s  p a r  de  l ' é t h a n o l  à 70 % 

a f i n  d ' é l i m i n e r  l e  phénol q u i  p o u r r a i t  s u b s i s t e r .  

Les a c i d e s  nuc lé iques  s o n t  e n s u i t e  soumis à une s é r i e  

de a i s s o l u t i o n s  à 4 C dans du tampon T r i s -  HC1 10 m~ pH 7,6 

con tenan t  10 mM d '  EDTA, s u i v i e s  de  p r é c i p i t a t i o n  p a r  de  1 ' é t h a n o l  

abso lu .  Ces o p é r a t i o n s  s o n t  e f f e c t u é e s  jusqu 'à  ce que l a  r ad io -  

a c t i v i t é  d ' une  f r a c t i o n  ali-guote!, p r é c i p i t é e  & 0' C p a r  de l ' a c i d e  

t r i c h l o r a c é t i q u e  à 10 %, s o i t  c o n s t a n t e .  A l a  s o l u t i o n  d ' a c i d e  

nuc l é ique  dans du Tampon T r i s - H C 1  2 0  mM pH 7,2 con tenan t  du N a C l  

10 mM,et de l ' a c e t a e  de  Mg 5 m M , e s t  a j o u t é e  de  l a  desoxyribonucbé- 

a s e  1 ( D N A s e  Boehringer 15 469) .  L ' A D N  es t  hydrolysé  à 4' C pen- 

d a n t  30 à 45 min. : 5 pg de  D N A s e  s o n t  u t i l i s é s  pour 0,100 mg 

d ' a c i d e s  n u c l é i q u e s  t o t aux .  

L'enzyme e s t  a l o r s  é l iminée  en a j o u t a n t  a u  mi l i eu  d ' i n -  

cuba t ion  un volume é g a l  de  phénol e t  de chloroforme (1/1,  V / V ) .  

Les ARN contenus  dans l a  phase aqueuse s o n t  p r é c i p i t é s  p a r  de 

l ' é t h a n o l  a b s o l u  f r o i d  p u i s  f r a c t i o n n é s  p a r  chrormtographie  

d ' a f f i n i t é  s u r  une microcolonne de  Sepharose 4 B ,  po ly  U (Pharmacia) 

ou a n a l y s é s  e n  g r a d i e n t  de d e n s i t é .  

4 )  Chromatographie d ' a f f i n i t é  

L e  sépharose  (300 mg) es t  m i s  à g o n f l e r  pendant quelque: 

heures  dans  du tampon T r i s  HC1 10 rnM pH 7,6 con tenan t  du N a C l  

1 M I  p u i s  il est  t r ansvasé  dans une colonne à double enveloppe 

de 5 mm de d iamèt re  e t  l a v é  p a r  envi ron  30 m l  de tampon NETS,com- 

posé de  T r i s  HC1  1 0  mM pH 7 , 6  con tenant  du ~ a C l  0 , l  M I  de  

1 ' E D T A  0,01 M e t  du SDS à 0 , 2  %. 

L e s  ARN d i s s o u s  dans 1 m l  de c e  tampon s o n t  déposés 

au sommet de l a  colonne maintenue à 22" C .  L ' e f f l u e n t  c o n t i e n t  les 

ARN ne  possédant  pas  de séquence polyadénylée (ARN poly  A - ) .  La 

colonne e s t  e n s u i t e  l avée  pa r  du tampon NETS jusqu 'à  c e  que l a  

d .o  l u e  à 2 6 0  nm s o i t  n u l l e .  Généralement 2 0  m l  s u f f i s e n t .  



L 1 é l u t i o n  des  ARN po ly  A' e s t  r éa l i s ée  en amenant 

l a  t empéra tu re  de l a  colonne 21 50' C e t  en modi f ian t  l a  f o r c e .  

i on ique  du tampon' (ESNAULT e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  Les ARN polyadény- 

l é s  s o n t  en e f f e t  récupérés  dans  2 0  m l  de  tampon ETS (tampon 

NETS sans  N a C l )  . 

5 )  Isolement e t  a n a l y s e  des  séquences pclyadénylées .  

L e s  ARN r e t e n u s  e t  non r e t e n u s  p a r  l e  sépharose  poly  (U) 
s o n t  t r a i t é s  séparément ; d i s s o u s  dans du tampon T r i s  H C 1  0 ,05  M . 
pH 7 , s  con tenan t  du 1:aCl 0 ,3  M, i l s  s o n t  soumis à une hydro lyse  
à 37'  c pendant  4 0  min. p a r  les r ibonuc léases  A e t  Tl. Les sé-  

quences  polyadényléeç r é s i s t e n t  à l ' a c t i o n  de c e s  enzymes (LEE 
e t  a l . ,  7971 ; MENDECKI e t  a l - ,  1 9 7 2 )  puisque l a  RNAse  A 

s ' a t t a q u e  spécif iquement  aux l i a i s o n s  phosphodieséer proches  des  

bases  p y r i d i n i q u e s  e t  que l a  RNAse Tl  a g i t  s u r  l e s  l i a i s o n s  proches  

de l a  guanosine.  Pour 0,100 mg d'Am on u t i l i s e  0,040 mg de A 

e t  20 u n i t é s  Be  T l .  L e  mélange d ' i n c u b a t i o n  e s t  e n s u i t e  dépro té -  

i n i s é  en a  j o u t a n t  un volume é g a l  de p h é n o l - c h l ~ r o f  orme ( 1 /1, V/V) . 
La phase  aqueuse e s t  p ré levée  e t  l e s  molécules non dégradées s o n t  

précipitées p a r  de l ' é t h a n o l  a b s o l u  à -20' C ou p a r  de l ' a c i d e  tri- 
c h l o r a c é t i q u é  f r o i d  à 10 8. 

L a  r a d i o a c t i v i t é  de l a  f r a c t i o n  a c i d o p r é c i p i t a b l e  e s t  

déterminée e n  présence de 1 0  m l  de  l i q u i d e  de ~ C i n t i P l a t i o n  

( P n s t a g e l )  . 

L a  f r a c t i o n  p r é c i p i t é e  pa r  de l ' é t h a n o l  es t  e n s u i t e  

soumise à une hydrolyse  a l c a l i n e  2r 37' C pendant 18 heures  p a r  de  

l a  p o t a s s e  0 , 3  N .  Après n e u t r a l i s a t i o n  de  l ' a c i d e  acé t ique  1N 

des  f r a c t i o n s  a l i q u o t e s  s o n t  chromatographiées s u r  du pap ie r  

Whatman no 1 pendant 1 5  h  pa r  un mélange d ' a c i d e  i sobutyr ique-  

ammoniaque 0 , 5  N (10/6, V/V)  q u i  permet d ' i s o l e r  l ' a d é n o s i n e  

monophosphate (A1N.P) ou pendant 24 h  p a r  du n  butanol-ammoniaque 

0 , 1  N ( 6 / 1 ,  V/V) qu i  i s o l e  l ' a d é n o s i n e .  

L e s  chromatogrammes s o n t  s échés ,pu i s  découpés en f r a g -  

ments de  1 cm e t  i n t r o d u i t s  dans des f i o l e s  à s c i n t i l l a t i o n , c o n -  

t e n a n t  10  m l  de Lipoluma. Après 1 2  h  de  c o n t a c t ,  l e  comptage de 

l a  r a d i o a c t i v i t é  s e  f a i t  dans un compteur à s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  



In t e r t echn ique  ABAC SL 4 0 .  

6 )  Analyse des  ARN en g r a d i e n t  l i n é a i r e  de d e n s i t é .  

Un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de  5 m l  de  saccharose  de  5 à 

20 % est  confec t ionné  dans  du tampon T r i s  H C l  20 mM p H  7 , 5  conte-  

nan t  d e  1'EDTA 10 mM, du N a C l  50 mM e t  du SDS 0 , 2  % (BUCKINGHAM 

e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .  

L ' ARN à analyser(1 unité de d.0. 2 6 0  nm dans 0,150 m l )  es t  

déposé a u  sommet du g r a d i e n t  p u i s c e n t r i f u g é  20 '  C à 1804000 CJ 

( r o t o r  SW65 L Beckmann 50.000 rpm)dans une c e n t r i f u g e u s e  

Spinco LZ 6 5  B (Beckmann). Pu i s  d e s  f r a c t i o n s  de  0 ,150 m l  s o n t  

c o l l e c t é e s  e t  ana lysées  dans  l e  système ISCO UA5. 

D e  chaque f r a c t i o n t o n  p ré lève  0,030 m l  q u i  s o n t  mélan- 

gés à 5 m l  d l I n s t a g e l  a f i n  de mesurer l e u r  r a d i o a c t i v i t é .  



R E S U L T A T S  



Evolution des ARN au cours de la 

croissance des cellules de Silène. 



1 - ANALYSE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES DES CELLULES DU SILENE. 

Le cycle de croissance de la suspension cellulaire 

de Silène est de 14 jours. Le transfert de cellules prélevées 

au début de la phase stationnaire dans du milieu neuf se tra- 

duit par une reprise immediate de la croissance sans phase de 

latence. Le temps de doublement est alors de 55 h. (DUBOIS, 

RAMBOUR et VASSEUR, 1976). 

La teneur en ARN de l'ensemble des cellules augmente 

continuellement pendant les 6 ou 7 premiers jours de la culture 

puis atteint un palier, suivant fidèlement la courbe de crois- 

sance cellulaire (figure 1). La teneur en ARN d'une cellule 

Jours 

F i g u ~ e  1 : C r o i s s a n c e  e t  t e n e u r  en AZN d 'une  s u s p e n s i o n  c e Z Z ü i a t r s  

du S t t d n a  c u l t i ü k e  penznnt  1: J .  



L , . . ! . .  

O 4 8 12 16 
Jours 

Figure 3 : A : Var ia t ions  j o u r n a t i a r e e  de L ' indez  m i t o t i q u e ,  

(rH)= 
B : T a i l t e  ceZZuLaire au c o u r s  de  l a  c ro ie sonce .  

L e t  I  r e p r i s e n t e n t  r e s p e c t i v e m e n t  t a  p t u s  

grande e t  l a  p tus  p e t i t e  d imeneion des  c e t l u t e s .  * IN f d  + I I  - (IM ( J I  100 
IN IJJ 

0 1 2 3 4 5 6  
J o u r s  

O 4 8 12 16 
Jours  

Fiours  4 ( a l  : EvoZution de z g a c e i v i t d  au des  (bf : V a r i a t i o n s  q u o t i d i e n n e s  du tau+ de c r o i s e a n c e .  

6 premiers  jours de c u l t u r e .  Ce c a t c u t  e s t  f a i t  de la  facon s u i v a n t e  : 

MF Id + Z J  - MF f d ' J  100 
MF i J )  

M F  = masse do ma t iare  fraCche 



6 ou c e  q u i  r e v i e n t  a u  même, d 'un nombre f i n i  de c e l l u l e s  (10 1;. 
t e n d  v e r s  un maximum au 4e jour de l a  c u l t u r e  p u i s  d é c r o î t  

r égu l i è r emen t  à l a  phase s t a t i o n n a i r e  ( f i g u r e  2 ) .  C e t t e  v a l e u r  

O 2 4 6 8 10 12 
j o u r s  

41gure  2 : EvoZu2ion de t a  t eneur  en ARjI au c o u r s  de  Zs 

crcC2ura. 

!Les r é s u i t a t s  sont  er?rimés en pg cïe phosphore 

poür 10' c e l l s l e s l .  

- maximale correspond au moment où l e s  c e l l u l e s  s o n t  p e t i t e s ,  

r i c h e s  en cytoplasme, e t  où l e s  vacuoles  s o n t  peu développées ; 

l ' i n d e x  mi to t ique  e s t  l e  p l u s  é l evé  e t  c e r t a i n e s  d i v i s i o n s  c e l -  

l u l a i r e s  semblent synchronisées  ( f i g u r e  3 ) .  L ' i n t r o d u c t i o n  de 

phosphore r a d i o a c t i f  3 2 ~  dans l e  mi l i eu  de  c u l t u r e ,  30 minutes 

a v a n t  chaque prélèvement,permet de s u i v r e  l ' i n c o r p o r a t i o n  du 

r ad io -é l émen t  dans l e s  a c i d e s  nuc lé iques  e t  dans l e s  ARN en 

p a r t i c u l i e r .  L ' évo lu t ion  de  l ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  rend compte 

des  syn thèses  des  a c i d e s  r ibonuc lé iques  dans  l e s  c e l l u l e s  t o u t  

a u  long  de l a  c u l t u r e .  Ces b iosynthèses  s o n t  p a r t i c u l i è r e m e n t  

impor t an t e s  dans l e s  premieres heures  (6ème h . )  q u i  su iven t  

l e  t r a n s f e r t  des  c e l l u l e s  dans du mi l i eu  neu f ,  pu i s  au 3ème e t  

4ème j o u r ,  peu avant que . le  taux de c r o i s s a n c e  c e l l u l a i r e  n ' a t t e i g n e  

son maximum ( f i g u r e  4 a  e t  b ) .  



TABLEAU 1 

A c c i v i c é s  s p é c i f i q u e s  d e s  ARN extraits 1 4' C ( e x z r a i c  1 )  e c  
i 5 5 .  C ( e x c r a i c  2 )  a p r è s  6 h .  e c  3 j .  de c u l c u r e .  

Duraa d e  La 

c u l c u r a  e x c r a i c  1 e x c r a i c  2 

Las va lours  do Ln r a d i o a c c i v i t i  ic?ml oc do I 'aoscroance d 250 nm 

(1 250)  son t  rapporrdos  d : g do caLLuZes. L ' a c t i v i t d  s p d c f p i q u e  

(46) e s c  t e  :a?port 4% Lo r a d i o o c z i v i t d  d i ' zPaor3ance.  

56s  c e i L ~ i o s  son: c u t t l v d o s  sur  un m i l i e u  neuf pendont 4 h ,  ou 

7 0  h . ,  pu i j  I 'ac'énosina e s t  i n t n d u i t a  asopt iquement .  La durde 

i o  ~ o r q ï a g e  es; da 2 h .  

.ri~i<re S : ?rzc:ionnor>ens c'os inil ? c r  c~rono:ogrzphdr  d ' s f f 5 n i t i  

s u r  colonne de S d p k a ~ o s e  ?OZ- 1 U 1 .  

1 n t  da Zc s o t u i i o n  d'1Sif  1320 uql  s s c  ddposd ou 

rommor do La'cotonne mainconus d .?O0 C oc c o n t e n a n t  

300 mg do Sd?harosa 4P O Z Y  ( Ü J  1thcrmacZai.  Ln 

colanne sac  ! c v i a  f c r  :8  mZ Co :o.on 112-S 1 ' f iL : raz" )  

Zn :ompdic:uro l e  Zc coZonno os= znende d 50. C a s  

Z ' iZu t ion  do la  f racc ion  reoanus (4 1 39 :'ai: ?or  

10 mL da tampon Ors. 



A l 'époque où c e t t e  é tude  a  é t é  menée, l ' i n t e r ê t  

d 'une ana lyse  p lus  d é t a i l l é e  de l a  na tu re  des  ARN s y n t h é t i s é s  

à c e s  deux s t a d e s  de l a  c u l t u r e . é t a i t  d ' a u t a n t  p l u s  grande que 

l ' e x i s t e n c e  d 'AM polyadénylés v e n a i t  d ' ê t r e  montrée dans l e s  

c e l l u l e s  de végétaux supé r i eu r s  (VAN DE WALLE e t  a l . ,  1973 ; 

DELSENY e t  a l . ,  1974 ; ESNAULT e t  a l . ,  1975 ; CELLA e t  a l . ,  

1976) . LI adénosine 4~ c o n s t i t u a i t  donc un précurseur  rad io-  

a c t i f  p r i v i l é g i é  dans l ' é t u d e  des  synthèses  d'ARN. Nous avons 

a l o r s  u t i l i s é  une méthode d ' e x t r a c t i o n  thermique s é q u e n t i e l l e  

q u i  permet l ' o b t e n t i o n  de deux popula t ions  molécula i res , loca-  

l i s é e s  dans des  compartiments c e l l u l a i r e s  d i s t i n c t s .  

L e s  r é s u l t a t s  r e p o r t é s  dans l e  t a b l e a u  1 montrent que 

l a  t eneur  g loba le  des ARN e x t r a i t s  "à f r o i d "  e t  à "chaud" n ' e s t  

pas t r è s  d i f f é r e n t e  pour des c e l l u l e s  de 6 h. ou de 3 j .  Par  

gramme de m a t é r i e l  f r a i s  on n 'observe  qu'une d i f f é r e n c e  de 

2 u n i t é s  de d e n s i t é  opt ique mesurée à 2 6 0  nm, ce q u i  co r re s -  

pond à envi ron  0,08 mg d'ARN s o l u b l e  de levure .  L ' inco rpora t ion  

de l ' adénos ine  e s t  cependant légèrement p lus  importante  dans 

les c e l l u l e s  de 3  jours ,  ce  q u i  l a i s s e  supposes que l a  synthèse  

des  ARN cons idé rés  globalement est un peu p lus  a c t i v e .  L e s  va- 

l e u r s  des  a c t i v i t é s  spéc i f iques  sont  cependant t r è s  proches.  

Pour tan t  à chacun des  s t ades  de l a  c u l t u r e ,  l a  mesure des  ac- 

t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  des  ARN e x t r a i t s  à 4 O  C ou à 55' C r e v è l e  

des  d i f f é r e n c e s  n e t t e s  ( t ab leau  1 ) .  L ' incorpora t ion  est t o u j o u r s  

p l u s  importante  dans l a  populat ion moléculaire  e x t r a i t e  "à chaud" 

que dans c e l l e  e x t r a i t e  "à f r o i d "  ; e n f i n  e l l e  es t  p l u s  é l evée  

à 6 h. q u ' à  3 j . , a l o r s  que pour l e s  ARN e x t r a i t s  à 4'  C c ' e s t  

l ' i n v e r s e  qui est  observé. 

L'adénosine es t -e l le  incorporée dans t o u s  les types  

d'ARN ou l ' e s t - e l l e  p ré fé ren t i e l l emen t  dans les  ARN poly A +  

qu i  r e p r é s e n t e n t  une p a r t  importante des  ARN messagers (DARNELL 

, e t  a l .  , 1971 ) ? La  chromatographie s u r  Sépharose poly (U) d e s  

ARN to t aux  q u i  permet de sépa re r  c e t t e  f r a c t i o n  messagère 



( f i g u r e  5 )  apporte  une réponse à c e t t e  ques t ion  ( t ab leau  2 ) .  

TABLEAU 2  

Chronacographie sur co lonne  de Sepharose poly(U) des ARN e x c r a i c s  i 4.  C e t  à 55' C. 

de c e l l u l e s  âgées de 6 h. ou de 3  j .  

e x c r a i c  1  

C P ~  A 260  A S  c p m  A 2 6 0  A S  

F i l c r a c  1  0 0 3  9 5 0  ? O ,  7  4 8  5 0 0  7 9 7  4 0 0  8 . 3 1  9 5  9 5 6  

Eluùc 257 7 0 0  1 . 9  1 3 7  0 7 4  154  9 0 0  0 , 5 3  2 9 2  2 6 L  

6 h .  (20.4 i )  ( 8 . 2  f )  ( 1 6 , 3  Z )  ( 6  2 )  

Tocal 1  2 6 1  6 5 0  2 2 . 5 8  5 5  8 7 0  9 5 2  3 0 0  8 . 8 4  107  7 2 6  

f i l t r a t  3 5 7  6 0 0  7 . 5 6  4 7  3 0 0  2 1 3  7 5 0  2 . 0 2  1 0 5  8 1 6  

Eluac 6 4  2 6 0  0 . 4 5  1 4 2  7 4 5  6 3  9 0 0  0 . 3 0  
3  j .  

2 1 3  O 0 0  

( 1 5 . 2  X) ( 5 . 6  X) ( 2 3  Z) ( 1 3  X) 

Total  4 2 1  8 4 0  8 . 0 1  5 2  1 6 4  2 7 7  6 5 0  2 . 3 2  1 1 9  6 7 6  

Des o z i q u o t a s  de 1 mL contenant  t e s  A R N  e r 2 r a i t s  d 4' C ou d 5 S 0  C s o n t  ddposdas au 

sommet d'une co2onne de  Sépharose p o Z y f U ) .  

Les nornbres e n t r e  pcz~enthèsss  c o r r e s p o n d e n t  auz pourcentages  par r a p p o r t  a u i  t o t c r r t .  

Après 6 h .  de c u l t u r e ,  l a  proport ion dtARN poly A+ 

dans l e s  2 types  d ' e x t r a i t s  rassemblés e s t  de 7,7 % a l o r s  que 

c e l l e  de l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  de 18,6 %. La valeur  de l ' a c t i -  

v i t 6  spéc i f ique  e s t  de 169.794. Quant aux ARPJ poly A- q u i  ne 

s o n t  pas r e t enus  par  l e s  séquences poly (U) de l a  colonne e t  

q u i  par conséquent f i l t r e n t  à t r a v e r s  l e  Sépharose, l e u r  a c t i -  

v i t é  spéc i f ique  e s t  61.902 s o i t  2,75 f o i s  moindre. 

Des va leurs  sensiblement ident iques  s e  re t rouvent  

dans l e s  c e l l u l e s  âgées de 3  j. Les A m  polyadénylés représen- 

tent-en e f f e t  7 , 2 6  % de l l A R N  t o t a l ,  i l s  cont iennent  - 1 8 , 3  % de 

l a  r a d i o a c t i v i t é  incorporée e t  l e u r  a c t i v i t é  spécifique e s t  

de 170.853 s o i t  2 , 9  f o i s  c e l l e  des ARN poly A- (AS : 59 640) . 

Par a i l l e u r s  l a  va leur  des  a c t i v i t é s  spéc i f iques  des  

Am poly A+ re tenus  su r  l a  colonne e t  q u i  pour ê t r e  récupérés 

doivent  ê t . re  é l u é s , v a r i e  selon que l ' e x t r a c t i o n  a  eu l i e u  



a 4 '  C ou à 5S0 C (tableau 3). Elle est en effet double dans les 

extraits chauds mais pratiquement identique que les cellules 

aient 6 h ou 3 j. De la même façon,l'incorporation de l'adénosi- 

ne dans les molécules polyadénylées extraites à 4' C est sembla- 

ble quel que soit le stade auquel les cellules ont été prélevées. 

TABLEAU 3 

+ 
A c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  d e s  ARN p o l y  A e t  p o i y   des e x t r a i t s  

1 e t  2 d e  c e l l u l e s  d e  6 h .  e t  d e  3 j .  

e x t r a i t  1 + 2 

A 260 CPm AS 

p o l y  A +  2,43 (7,7 % )  412 600 (18,6 I )  169 794 

p o l y  A- 29,l 1 801 350 61 902 

T o t a l  31,42 2 213 950 - 

p o l y  AC 0,75 (7,26 A )  128 140 (18,3 A )  170 853 

3 j .  p o l y  A- 9,58 571 350 59 640 

T o t a l  10,33 699 490 - 
- - 

Les  nombres e n t r e  p a r e n t h è s e s  donnent  t e s  pourczntages  pap 

r a p p o r t  aux  absorbances  ou r a d i o a c t i v i t é s  t o t a l e s  des  e r -  

t r a i t s .  

L'hydrolyse des ARN poly A +  par la ribonucléase pan- 

créatique A et la ribonucléase T l  permet d'isoler la séquence 

polyadénylée qui est épargnée par cette hydrolyse enzymatique 

(DARNELL et al., 1971 ; LEE et al., 1971). En effet les sites 

d'action spécifique de la ribonucléase A sont les liaisons 
phosphodiesters des bases pyridiniques, alors que la Tl attaque 

les liaisons proches de la guanosine. Le mélange réaction- 

nel est donc chromatographié sur une colonne de Sépharose 

poly (U) qui laisse filtrer les nucléotides résultant de l'hy- 

drolyse et retient les séquences polyadényliques. La radioac- 

tivité retenue correspond, chez des cellules de 6 h. au tiers 

de l'adénosine incorporée dans les ARN polyadénylés extraits 

"à froid'' ou "à chaud". Dans les cellules de 3 j. elle n'en 



r e p r é s e n t e  que l e  q u a r t  ( t a b l e a u  4 ) .  Or,nous avons vu p ré -  

cédemment que l a  p ropor t ion  des  ARN poly A+ é t a i t  s ens ib l emen t  

équ iva l en t e  q u e l  que s o i t  l e  s t a d e  auquel  l e s  c e l l u l e s  é t a i e n t  

p ré l evées .  

TABLEAU 4 

Chromatographie s u r  colonne d e  Sepharose poly ( U )  des séquences poly 

a d é n y  liques 

extrait 1 e x t r ait 2 

Radioactivité 
tocale 634 5 0 0  

6 h. Filtrat 406 9 0 0  

Eluat 2 2 7  6 0 0  (36 f )  

Radioactivité 
totale c p m  110 9 0 0  

3 j .  Filtrat 81 200 

Eluat 29 7 0 0  ( 2 7  % )  

Les  f r a c t i o n s  précédemment r e t e n u e s  s o n t  h y d r o l y s é e s  d 3 7 O  C pendan t  4 5  m i n .  par  

l e s  RNAses A e t  T l  p u i s  d é p r o t é n i i s é e s  d l ' a i d e  d ' u n  mélange  p h é n o l / c h l o r o f o r m e  

( V / V i p u i s  chroma'ographiSes  s u r  c o l o n n e  de  Sepharose  p o l y  ( U i  . 

Deax hypothèses peuvent ê t r e  envisagées  : ou b i e n  
+ l a  séquence polyadénylique e s t  p l u s  longue dans  l e s  ARN poPy A 

de c e l l u l e s  de 6 h . ,  ou b ien  l e  tu rnove r  de l ' a d é n o s i n e  y e s t  

p l u s  é l evé .  Nous avons donc mesuré l a  t a i l l e  moyenne d e s  

fragments polyadénylés .  L ' é l u a t  des  colonnes  de  Sépharose po ly  
(U) e s t  p r é c i p i t é  p a r  de l ' é t h a n o l  abso lu  f r o i d  en présence  

de 0 , 2  mg d'ARN s o l u b l e  de l evu re  q u i  s e r t  d ' e n t r a î n e u r  de  l a  

p r é c i p i t a t i o n .  Après c e n t r i f u g a t i o n , l e  c u l o t  e s t  soumis à une 

hydrolyse  a l c a l i n e  q u i  va l i b é r e r  de  1'AMP q u i  e s t  l e  nucléo-  

t i d e  i n t r a c a t e n a i r e  e t  l ' adénos ine  q u i  e s t  l e  nuc l éos ide  

t e rmina l .  L a  q u a n t i t é  de molécules d ' adénos ine  équivaut  donc 

au nombre t o t a l  de cha lnes  polyadénylées.  L e  r a p p o r t  AIYP/acléno- 

s i n e  t r a d u i t  l a  longueur moyenne d e s  cha înes .  



Le t ab leau  5 montre d 'abord que 1 ' A M P  r ep résen te  

e f fec t ivement  de 93 à 98  â de l a  r a d i o a c t i v i t é  des fragments 

polyadényliques dont l a  t a i l l e  moyenne est  d 'environ 130 nu- 

c l é o t i d e s  dans l e s  ARN de c e l l u l e s  de 6 h. a i n s i  que dans ceux 

e x t r a i t s  "à f r o i d "  de c e l l u l e s  c u l t i v é e s  pendant 3  j.  Lorsque, 

dans c e s  de rn iè res ,  l ' e x t r a c t i o n  a  é t é  e f f e c t u é e  "à chaud", 

l e s  séquences poly A ne renferment p l u s  en noyenne que 9 0  nuclé- 

o t i d e s .  
TABLEAU 5 

Chromatographies de l'hydrolysat des séquences poly A. 

Extrait 1 Extrait 2 

1 
Durée de solvant 1 solvant 2 

la culture 
solvant 1 solvant 2 

Radioactivité 25 830 25 726 
appliquée (cpm) 

25 638 - AMP 

6 h.  dén no sine (cpm) - 192 (0.75 Z) 

Taille moyenne 133 
(nombre d' AMP) 

Enfin s i  l e s  ARN de t r a n s f e r t  e t  l e s  ARN ribosomaux 

l é g e r s  e t  lou rds  son t  c a r a c t é r i s é s  par  des va leurs  d é f i n i e s  de 

l e u r  cons tante  de sédimentation, l 'ensemble des ARN messagers 

polyadénylés ou non s e  d i s t ingue  p a r  son c a r a c t è r e  hé térodis -  

perse .  Cela s i g n i f i e  q u ' i l s  s e  r é p a r t i s s e n t  t r è s  largement 

dans un g rad ien t  l i n é a i r e  de dens i t é .  

14 362 14 722 

14 200 (99 f )  - 
- 114 (0.77 Z) 

126 

Radioactivité 39 6 2 2  57 233 
appliquée (cpm) 

AMP (cpm) 38 028 (98 X) - 
3 j.  dén no sine (cpm) - 435 (0,75 X )  

Taille moyenne 127  
(nombre d'AMP) 

Nous avons donc procédé 21 des c e n t r i f u g a t i o n s  en 

g r a d i e n t  de saccharose ( 5  à 20 % )  ~ ' A R N  to taux  e t  dlARN poly 

A+ e x t r a i t s  "à f r o i d "  e t  "à  chaud" de c e l l u l e s  de 6 h. 

10 102 13 732 

9 420 - 
- 143 ( 1  X) 

9 0  

L s  sys tdms  soZvant 1 i soLe  L'AMP, Le soLvant 2 L'adénosine.  

La t a i l l e  moyenne de t a  sdquence po ty  A e s t  c a t c u l é e  par l a  rappor t  

AMP fcpml r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  a p p l i q u é e  dans Le s o l v a n t  2 
Adénosine fcpm) r a d i o a c t i v i t é  to taLe  appLiquée dans Le soLvant 1 @ 



Figure  6  : R é p u r t i t i o n  d e s  ARN t o t a u x  ( a  - b l  e t  d e s  ARN poZy AC ( c  - d l  de  ceZZuZes de  6  h.  a p r d s  

c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  l i n é a i r e  de saccharose .  

Ces é c h a n t i t l o n s  à anaZyse r  (environ 1 à 2 unités A  260 dons 150 P L )  s o n t  d é p o s é s  au 

sommet d ' u n  g r a d i e n t  de  5 mZ de  saccharose  1 5  à 20%). La c e n t r i f u g a t i o n  s ' e f f e c t u e  d 

20' C pendant  3 h.  d 180 000 g  (50 000 rpm r o t o r  SW65L Beckmanl.  

L ' é t u t i o n  e s t  f a i t e  par un d i s p o s i t i f  ISCO e t  t'absorbante mesurée  dans  une u n i t é  de  

Lec ture  UA5. Des f r a c t i o n s  de  150 uZ s o n t  p r e t e v é e s  pour t a  mesure  d e  t a  r a d i o a c t i v i t é .  

a e t  c  : e x t r a c t i o n  d 4 O  C 

b e t  d  : e x t r a c t i o n  à 55' C 

F i ~ u r c  7 : R k p u r t i t i o n  de l a  r a d i o a c t i v i t é  dlARN poZy A C  de  c e l l u Z e s  da 3 j .  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  

c n  g r c d i ô z r  l i n d a i r ~  de  d a n s i t d  (180 030 g ,  3 h.  i .  

(-1 r a d i o a c t i v i t é  en cpm d e s  m o l é c u t e s  e z t r a i t e s  " d  f r o i d "  ; 1. .  . . l  r a d i o a c t i -  
v i t 4  en cprn de c e l l e s  e z t r a i t e s  " d  chaud" .  



La figure 6 résume les r é s u l t a t s  obtenus.  L e s  pro- 

f i l s  de l l a b s o r b a n c e  à 2 6 0  nm des  ARN e x t r a i t s  à 4' C ou à 

55' C p r é s e n t e n t  3 p i c s  : l e  premier correspond aux ARN 

de t r a n s f e r t  4 S e t  à 1 ' A R N  ribosomal 5  S q u i  pénè t r en t  

peu dans l e  g r a d i e n t ,  a l o r s  que les  deux a u t r e s  se r a p p o r t e n t  

aux ARN ribosomaux 18 e t  25 S. Lorsque l ' e x t r a c t i o n  a  é t é  

e f f e c t u é e  à 55' C;la sépa ra t ion  des  ARN 18 e t  25 S e s t  moins 

n e t t e  e t  l e  p i c  correspondant à l ' e s p è c e  l a  p lus  lourde  e s t  peut  

ê t r e  contaminé pa r  l a  présence de molécules p lus  lourdes .  

L e s  courbes  de r a d i o a c t i v i t é  des  ARN e x t r a i t s  " à  

chaud" ou "à f r o i d "  d i f f è r e n t  p a r  c o n t r e  p l u s  nettement.  

Pour les  espèces  molécula i res  e x t r a i t e s  à 4' C ,  l a  

r a d i o a c t i v i t é  e s t  for tement  marquée au niveau des ARN 4 e t  5 S 

a i n s i  que d e s  composants ribosomaux 18 e t  25 S ( f i g u r e  6 a ) .  

Pour l e s  ARN e x t r a i t s  "à chaud" l e  marquage s e  re t rouve  dans 

t o u t  l e  g rad ien t ,ma i s  s u r t o u t  dans l e s  espèces  molécula i res  q u i  

se s i t u e n t  e n t r e  15 e t  25 S ( f i g u r e  6 b )  . 

+ L 'ana lyse  des  ARN poly A correspondants  démontre 

l e u r  c a r a c t è r e  hé té rod i spe r se  ( f i g u r e  6  c ,  d )  . La p l u p a r t  se 

r é p a r t i s s e n t  au tour  de l a  va leu r  18 S l o r s q u ' i l s  o n t  é t é  ex- 

t r a i t s  "à f r o i d " ,  a l o r s  q u ' i l s  migrent un peu moins l o i n  dans 

l e  g r a d i e n t  s ' i l s  o n t  é t é  obtenus "à chaud". L e  grand p i c  d 'ab-  

sorbance à 2 6 0  nm correspond à 1 ' A R N  s o l u b l e  de levure  q u i  

e s t  u t i l i s é  comme e n t r a î n e u r  de l a  p r é c i p i t a t i o n  des  ARN poly- 

adénylés  . 
Ce déca lage  e n t r e  les d i s t a n c e s  de migration des  

ARN poly A+ e x t r a i t s  à des  températures  d i f f é r e n t e s  se r e t r o u v e  

lo r sque  les c e l l u l e s  o n t  é t é  p ré l evées  ap rès  3 j. de c u l t u r e  

( f i g u r e  7 ) .  

Ce r é s u l t a t  pourrait être  l a  conséquence d 'une 
+ 

dégrada t ion  des  ARN poly A e t  plus particulièrement de l a  

séquence polyadénylique au cours  de l ' e x t r a c t i o n  à 55" C.  



f r a c t i o n s  

Fiq11t.c 6 : R J p a r t i t i o n ,  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  l i n é a i r e  de  d e n s i t é  (180.000 g ,  3 k.) 
de  l a  r a d i o a c t i v i t é  d e s  ARN t o t a u z  l a  - b l  e t  d e s  ARN p o t y  A' e z t r a i t s  de  facon 

s é q u e n t i e t t e  d pH 7 , 2  e t  9 ,  de  c e tZuZes  de  6 k. ( c  - d l  

a  e t  d  : e x t r a c t i o n  d p A  7 . 2  

b e t  c : e z t r a c t i o n  d pH 9 



Nous avons a l o r s  adopté une méthode d ' e x t r a c t i o n  à 4' C basée 

s u r  l ' emplo i  success i f  de deux tampons dont l ' u n  e s t  proche 

de l a  n e u t r a l i t é  (pH 7 , 6 )  e t  l ' a u t r e  nettement a l c a l i n  (pH 9 )  

(BRAWERMAN e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .  Les ARN poly A+ a i n s i  obtenus peu- 

vent  posséder des  séquences polyadényliques de t a i l l e  iden- 

t i q u e  quel  que s o i t  l e  pH du tampon (ESNAULT e t  a l . ,  1975) ou 

au c o n t r a i r e  d i f f é r e n t e .  Dans c e r t a i n s  cas  l e  segment poly A 

e s t  en e f f e t  p l u s  c o u r t  dans l e s  ARN e x t r a i t s  à pH 7,6 

(BRAWERMAN, 1 9 7 3 ) .  

Appliqué a des c e l l u l e s  de Si lène  pré levées  après  
6 h  de c u l t u r e  c e  procédé a a b o u t i  à des r é s u l t a t s  ident iques  

à ceux obtenus pa r  l a  méthode d ' e x t r a c t i o n  thermique séquent ie l -  

l e .  

La f i g u r e  8 montre en e f f e t  que l e s  Am poly ~ , o b t e n u s  
à pH 9,se  r é p a r t i s s e n t  sensiblement de l a  même façon dans le  

g r a d i e n t  de saccharose que ceux e x t r a i t s  à 55' C .  Dans l e s  

c e l l u l e s  du S i l ène ,  l a  d i f f é rence  de migration des deux popula- 

t i o n s  dfARN poly A' dans un g rad ien t  de saccharose n ' e s t  donc 

apparemment pas  l i é e  à une dégradat ion de l a  séquence polyadé- 

nyl ique pa r  l a  température.  Par c o n t r e , l a  comparaison des p r o f i l s  

de r a d i o a c t i v i t é  des  ARN t o t a u x , e x t r a i t s  à pH 9 ou à 55' C,revèle  

une d i f f é r e n c e  t r è s  n e t t e  de l e u r  r é p a r t i t i o n  en  g rad ien t  de 

d e n s i t é  ( f i g u r e  6 b ,  8 b ) .  L ' e x t r a c t i o n  à chaud e n t r a î n e  en 

e f f e t  l a  d i s p a r i t i o n  p lus  ou moins prononcée des ARN l ége r s  

( 4  e t  5  S) a i n s i  que de 1 ' A R N  ribosomal 25 S. Ou b i e n , l e s  deux 

procédés e n t r a i n e n t  des espèces moléculaires  d i f f é r e n t e s  parce 

que l a  f o r c e  ionique du tampon pH 9 e s t  supér ieure  à c e l l e  du 

tampon u t i l i s é  à 55' C f  c e  d e r n i e r  contenant de l ' a c é t a t e  

de sodium 10 mM a l o r s  que l e  premier renferme du T r i s  100 mM, 

ou b ien , l ' acc ro i s sement  de température provoqüe une hydrolyse de 

c e r t a i n s  types  de molécules. 



II - DISCUSSION 
Avant de comparer nos résultats à ceux cités dans la 

littérature, il nous a paru utile de faire le point sur le 

rôle joué par la séquence polyadénylée des ARN nucléaires ou 

cytoplasniques. 

Afin de ne pas alourdir cet exposé, nous n'avons 

retenu que les grandes lignes générales qui résument l'état 

de nos connaissances actuelles provenant très souvent de l'étude 

de cellules animales et dont on trouvera le détail dans LEWIN 

( 1  980) et BRAWEFGIIAN ( 1 9 8 1  ) . 

1 )  La séquence polyadénylée des ARN hétérodisperses 
nucléaires et 'des ARN messagers. 

~â transcription des gènes par 1'ARN polymérase II 

r,ucléoplasmique genère une longeie'molécule ~ ' A R N  hétérodisperse 

(hn RNA) dont la synthèse est très rapide puisque 5.000 nucléo- 

tides pecvent être transcrits en moins d'une minute. Cette 

molécule va subir une série de transformations séquentielles 

qui constituent la maturation. Parmi ces évènements figure 

l'addition d'une séquence polyadénylée à l'extrémité 3' de 

certains hn RNA. Cette pobyadénylation s'effectue nucléotide 

après nucléotide; il n'existe, en effet, aucun réservoir de 

segments poly A libres ; elle compte parmi les évènements lents 

de la maturation et n'interviendrait qu'après un certain délai, 

une fois la transcription achevée. 

Le poly A des hn RNA nucléoplasrniques a une taille 

moyenne sensiblement identique,dans les différentes catégories 

de molécules natives,et représente de 0,s à 1 % du hn RNA total. 

La présence de séquences polyadényliques à P'extré- 

mité 3 '  des ARN messagers a également été montrée; là encore 

la longueur moyenne serait constante et indépendante de la taille 

du messager. Les fragments poly A peuvent, du fait de leur 



r é s i s t a n c e  à l a  r ibonucléase pancréat ique A ,  ê t r e  i s o l é s  e t  

ana lysés  en g r a d i e n t  de d e n s i t é  : l e u r  cons tante  de sédimenta- 

t i o n ,  légèrement i n f é r i e u r e  à c e l l e  des ARN de t r a n s f e r t 4  S, e s t  

iden t ique  q u e l l e  que s o i t  l e u r  o r i g i n e  ; i l s  s e r a i e n t c o n s t i t u é s  

d' environ 2 0 0  nuc léo t ides .  

L e  turnover  des  segments poly A a  é t é  beaucoup é t u d i é .  

Dans l e  cytoplasme quelques nucléot ides  (une d iza ine  au maximum) 

peuvent s ' a j o u t e r ,  cependant on a s s i s t e  p l u t ô t  à un raccourc i s -  

sement au cours  du v ie i l l i s sement  de l l A R N  messager. Ce phénomène 

ne modifie pour tan t  pas l a  capac i t é  de t r aduc t ion  des messagers 

p u i s q u ' i l  s e  rencontre dans des c e l l u l e s  dont l a  synthèse protéique 

a  é t é  inhibée.  Enfin l a  t r aduc t ion  ~ ' A R N  po13 A* n a t i f s  e s t  
+ 

semblable c e l l e  de "vieux" ARN poly A dont l a  séquence polyadé- 

nylée a é t é  raccourc ie .  La  longueur du segment t e rmina l  ne semble 

donc pas i n f l u e n c e r  l a  capac i t é  de t r aduc t ion  " i n  v i t r o " .  Par 

a i l l e u r s  c e t t e  diminution de l a  t a i l l e  du poly A n ' a f f e c t e  pas  

tous  les AWJ messagers de l a  même façon : chez l e  ~ a p i n  ou l a  

Sour is  l e  poly A des ARN messagers n a t i f s  de l a  globine compte 

environ 1 50 nuc léo t ides ,  alors que celui isolé de cellules sangui- 
nes  matures se r é p a r t i t  en t r o i s  c l a s s e s  d i s c r è t e s  de 40, 6 0  

ou 108 nuc léo t ides .  L e  pourquoi de c e  raccourcissement,  éven- 

tuel lement  s é l e c t i f ,  reste inexpliqué 

Comme l a  longueur moyenne du poly A des  m RNA e t  des  
hn RNA e s t  sensiblement identique,  on a  pensé que l e  hn RNA é t a i t  

l e  précurseur  des  messagers conservés e t  t r a n s p o r t é s  dans l e  

cytoplasme. C e t t e  hypothèse e s t  corroborée par  de nombreuses 

expériences e f f e c t u é e s  avec des i n h i b i t e u r s  métaboliques : 
l a  cordycépine q u i  e s t  analogue de l ladénos ine ,b loque  l a  réac- 

t i o n  de polyadénylation sans modifier l a  t r a n s c r i p t i o n ,  m a i s  

e l l e  empêche l ' a p p a r i t i o n  dlARN messager marqué dans le  cyto- 

plasme. L e  ~ ~ ~ " n h i b e  l a  synthèse de hn RNA d 'environ 70 % mais 

c e l l e  des ARN messagers de 95  %. 

* DR3 : 5,6 dichlom-1-p-D r i b o f z i r a n o s y  t b e n z i m i d a z o t e ,  i n h i b i t e u r  

de  Za s y n t h è s e  d e s  hn RNA e t  d e s  mRNA. 



Ces obse rva t ions  p l a i d e n t  en  f a v e u r  d 'une  r e l a t i o n  

p récu r seu r  - p r o d u i t , e n t r e  hn RNA e t  ARN m,dans l a q u e l l e  l a  

po lyadényla t ion  joue un r ô l e ,  sans  q u ' i l  s o i t  p o s s i b l e  de  l e  

d é f i n i r .  Chez c e r t a i n e s  c e l l u l e s  animales ,  50 % des hn RNA 

s e r a i e n t  dégradés  dans l e  noyau e t  moins de 10  3 se retrouvent 

dans 1' ARN messager poly  A.  Comme l e  t a u x  de hn RNA poby A+ 
+ 

est  souvent  v o i s i n  de c e l u i  des  m RNAply A , l ' hypo thèse  s e l o n  

l a q u e l l e  l a  ma jo r i t é  des  séquences polyadénylées  s o n t  conser-  

vées pour f a v o r i s e r  l e  t r a n s p o r t  des  messagers dans l e  cy to -  

plasme e s t  s édu i san te .  Mais comment e x p l i q u e r  a l o r s  l a  p résence  

e t  l e  t r a n s f e r t  d'ARN poly A- dans l e  cytoplasme ? Environ 30  % 

des  messagers non polyadénylés  s o n t  aes p r é c u r s e u r s  d ' h i s t o n e s  

e t  l a  f r a c t i o n  r e s t a n t e  ne semble pas  p r o v e n i r  de molécules 

polyadénylées  q u i  a u r a i e n t , p e r d u  l e u r  séquence poly  A t e r m i n a l e .  

En e f f e t , l e  p r o f i l  de migra t ion  en g r a d i e n t  de  d e n s i t é  d e s  m 

RNA poly  A- e s t  i d e n t i q u e  à c e l u i  des  m RNA po ly  A' (maximum à 

1 6  S chez l e s  mammifères e t  2 2  S chez l'Oursin!. L e  t r a i t e m e n t  

des  polysomes pa r  l a  puromycine permet d ' o b t e n i r  deux popula- 
+ 

t i o n s  messagères,  l s u n e  po ly  A-, l ' a u t r e  po ly  A q u i  s o n t  tou-  

t e s  deux capab le s  de  synthétiser des  p r o t é i n e s  e t  dont  l a  

s t a b i l i t é  e s t  i den t ique .  Ces deux types  de molécules p o u r r a i e n t  

a l o r s  r e p r é s e n t e r  des  séquences t o t a l emen t  d i f f é r e n t e s .  

L ' u t i l i s a t i o n  de sondes mobéculaires connues d'XN complé- 

menta i re  (cDNA), i s s u  de l a  t r a n s c r i p t i o n  r e v e r s e  de messagers, 

e t , l l a n a l y s e  comparée des  é l e c t r o p h o r è s e s  d e s  p r o t é i n e s  t r a -  

d u i t e s  " i n  v i t r o " ,  o n t  montré que l l A R N  m po ly  A- e s t  un sous 

ensemble de 1 ' A R N  m poly  A C .  Les deux t y p e s  dfARN s y n t h é t i s e n t  

des  p r o t é i n e s  iden t iques ,  m a i s  ceux q u i  s o n t  polyadénylés en 

p rodu i sen t  p l u s .  

Les ARN poly A- ne peuven t - i l s  cependant  c o n t e n i r  
+ 

des  séquences absen te s  des  Am poly A ? L a  q u e s t i o n  n ' a  

apparemment pas r eçu  de réponse s a t i s f a i s a n t e .  



L ' existence de messagers, polyadénylés ou non, dans les 
polysomes et la démonstration d'une homologie au moins partiel- 

le des séquences des 2 types de molécules, soulignent bien la 

difficulté que l'on a de comprendre le rôle du segment polyadé- 

nylé. 

Ainsi les messagers de la globine peuvent être 

poly A+ ou poly A-. L'incorporation des uns et des autres dans 

des oocytes de Xénope,utilisés comme système de traduction 

"in vivol',conduit à des résultats différents : les ARN poly A- 

ne synthétisent plus de globine 20 h agrès leur injection, 

alors que les ARN poly A' en fabriquent encore. Ceci téooignerait. 

en faveur d'une stabilisation de la molécule messagère par le 

poly A. 

En conclusion, on voit donc que les résultats sont 

souvent contradictoires et qu'ils varient selon les systèmes 

d'analyse utilisés ou les espèces étudiées. 

Il semblerait, mais de nombreuses expériences de 

vérifications sont nécessaires, que la séquence poly A jouerait 

deux rôles. 

D'abord, elle pourrait intervenir, au moins partiel- 

lement dans le contrôle de la stabilité des molécules messa- 

gères cytoplasmiques, en les préservant de l'intervention 

d'endo-ou d'exonucléase. Ce rôle protecteur pourrait être 

assuré par une liaison poly A - protéine. Si la dégradation 
de 1'ARN m cytoplasmique exige l'ablation de la séquence 

poly A, un processus de contrôle devrait opérer. Or une protéine 

cytoplasmique soluble capable de se lier à la protéine attachée 

au poly A a été mise en évidence. La perte de la séquence 

polyadénylée pourrait aussiêtre le résultat d'une hydrolyse par 

une endonucléase de la région non codante de l'extrémité 3' 

qui précéde la séquence poly A. La diversité structurale de 

cette région expliquerait la possibilité de clivages diffé- 

rentiels des ARN m. Mais si un tel mécanisme existait, il 



f a u d r a i t  a l o r s  abandonner l ' i d é e  d 'une r e l a t i o n  e n t r e  r accour -  

c i s sement  du poly A e t  s t a b i l i s a t i o n  de 1 ' A R N  messager. E t a n t  

donné que c e r t a i n s  messagers,comme ceux d e s  h i s t o n e s  p a r  

exemple, ne  son t  pas  polyadénylés  il f a u t  b i e n  admet t re  l ' ex i s -  

t e n c e  d ' u n  a u t r e  p rocessus  de s t a b i l i s a t i c n  de  ces molécules .  

Pour c e  q u i  e s t  d e s  ARN n u c l é a i r e s ,  l e  po ly  A joue 
sans  doute  un r ô l e  de p r o t e c t i o n  des  molécules q u i  l ' o n t  a c q u i s ,  

a l o r s  que l e s  a u t r e s  s e r a i e n t  d é t r u i t e s  au c o u r s  de l a  matura- 

t i o n .  M a i s  on peut  également a t t r i b u e r  une a u t r e  f o n c t i o n  à l a  

séquence poly  A : e l l e  p a r t i c i p e r a i t  à l a  s é l e c t i o n  des  r é g i o n s  

t e r m i n a l e s  3 '  des  cha înes  d ' A -  messager d u r a n t  l e u r  genèse  
dans l e  noyau. C e t t e  hypothèse r é s u l t e  de l ' é t u d e  de l a  matu-. 

r a t i o n  de E ' A R N  messager v i r a l  : l e s  r ég ions  t r a n s c r i t e s  de  

l ' A D N  s o n t  po lyc i s t ron iques ,  s i  b i en  que l ' e x c i s i o n  l i b è r e  p l u -  
s i e u r s  e x t r é m i t é s  3 '  mais un s e u l  fragment donnera na i s sance  

à un messager. La matura t ion  est donc t r è s  s p é c i f i q u e  puisque 

un s e u l  s i t e  de te rmina ison  3 '  accrochera  du po ly  A .  Ce d e r n i e r  

p o u r r a i t  également p a r t i c i p e r  à l ' é p i ç s a g e  de l ' e x t r é m i t é  3 '  au  

r e s t e  de l'Am messager e x c i s é .  Il es t  é v i d e n t  que l e s  mécanismes 
molécu la i r e s  q u i  i n t e r v i e n d r a i e n t  au cou r s  de  t o u s  c e s  rema- 

niements éventue ls  r e s t e n t  inconnus.  

.- 

2 )  ARN polyadénylés  e t  séquences po ly  A des  c e l l u l e s  

végé t a l e s .  

Comme pour les suspensions  c e l l u l a i r e s  d 'Arachide 

(VERMA e t  MARCUS, 1974) ou de Rose (RAMAGOPAL e t  a l . ,  1977) l e  

t r a n s f e r t  de c e l l u l e s  de S i l è n e ,  p ré levées  pendant l a  pnase 

s t a t i o n n a i r e l  dans du mi l i eu  neuf e n t r a î n e  un accroissement  de  

l e u r  t a u x  d ' a z o t e  p ro t é ique  ( D U B O I S  e t  a l . ,  1976) q u i  culmine 

v e r s  l e  3ème ou 4ème jour de c u l t u r e .  C ' e s t  A c e  moment que 

l e u r  index  mitot ique e s t  l e  p lus  é l evé  e t  que l e u r  cytoplasme 

e s t  l e  p l u s  dense. En même temps i n t e r v i e n t  une synthèse  i m -  

p o r t a n t e  dlARN dont  7  % e s t  polyadénylé e t  r e p r é s e n t e  vraisem- 

blablement  une f r a c t i o n  messagère. Comme 18 % de l a  r a d i o a c t i -  

v i t é  incorporée  s ' y  r e t rouve  (Tableau 3 ) ,  son a c t i v i t é  spéc i -  

f i q u e  e s t  é l evée ,  c e  q u i  s i g n i f i e  ou b i en  une synthèse  a c t i v e  

de  c e  t ype  dlARN ou bien un taux  de renouvellement r a p i d e  de  



l a  séquence polyadénylée  indépendammentdu reste de l a  molécule. 

La s t a b i l i t é  d e s  ARN messagers est  généralement t r è s  grande 

chez les végétaux e t  chez l e s  g r a i n e s  en  p a r t i c u l i e r  o ù , c e r t a i n s  

messagers s e r a i e n t  t r a n s c r i t s  l o r s  de l a  ma tu ra t ion  de l a  g r a i n e  

p u i s  s t o c k é s  . L ' imb ib i t i on  p u i s  l a  germinat ion e n t r a î n e  une 

mod i f i ca t ion  de l ' e x p r e s s i o n  génique (MARCUS e t  a l . ,  1975 ; 

WALBOT e t  t a l .  , 1975 ; DELSETJY e t  a l .  , 1975) e t  c e r t a i n s  ARN 

messagers , mis en réserve, seraient traduits en rrême temps que des messa- 

g e r s  nouvellement t r a n s c r i t s  (DELSENY e t  a l . ,  1980) .  D e  t e l s  

évènements o n t  a u s s i  é t é  d é c r i t s  dans des  t i s s u s  de Soja  

t r a n s p l a n t é s  dans  un mi l i eu  r i c h e  en  c y t o k i n i n e s  (FOSKET e t  

TEPFER, 1 9 78 . L ' i n t r o d u c t i o n  des  techniques  de chromatographie 
+ 

d ' a f f i n i t é  a permis  l a  s é p a r a t i o n  des  ARN messagers po ly  A 

e t  l 'étude de l a  durée  de v i e  de l a  molécule e n t i è r e  ou de l a  

séquence po ly  A .  Chez l e  Radis,  60 % du poly A a une durée  de 

demi-vie d ' e n v i r o n  30 min. , a l o r s  que pour l e s  4 0  % restants 

e l l e  est de 4 à 5 heures  ; cependant l a  d i s p a r i t i o n  de l a  

séquence polyadénylée  ne modif ie  en  r i e n  l a  c a p a c i t é  de t ra-  

duc t ion  i n  v i v o  de I ' A R N  messager (DELSENY e t  a l . ,  1975).  

Ce q u i  s i g n i f i e  que l a  présence  du fragment polyadényl ique 

n ' e s t  pa s  n é c e s s a i r e  à l a  t r a d u c t i o n ,  f a i t  b i en  connu chez les 

c e l l u l e s  animales .  D e  p l u s , l e  t a u x  de renouvel lement  du po ly  A 

e s t  indépendant de c e l u i  du reste de l a  molécule messagère : 

p a r  d e s  marquages p a r  l ' u r i d i n e  t r i t i é e  q u i  s ' i n c o r p o r e  dans 

l a  p a r t i e  non polyadénylée de  l a  molécule,  ou p a r  l ' a d é n o s i n e  

14c, on a e n  e f f e t  montré que l e  renouvellement du fragment 

poly  A e s t  t r è s  r a p i d e ,  s a  durée  de  v i e  é t a n t  i n f é r i e u r e  A 

une heure  (ASPART e t  a l . ,  1979 ; DELSENY e t  a l . ,  1980). 

C e t t e  d i s p a r i t é  de  l a  longev i t é  des  d i f f é r e n t s  

ARN poly  A+ ou du poly A pa r  r a p p o r t  au r e s t e  de  l a  molécule 

se r e t r o u v e  dans  des  suspensions  c e l l u l a i r e s  : dans l e s  

c e l l u l e s  de  So ja ,  c o e x i s t e n t  d e s  ARN po ly  A+ dont  l a  durée  
de v i e  es t  brève (moins d ' l  heure)  e t  d ' a u t r e s  pour l e s q u e l l e s  

e l l e  es t  de  4 à 5 heures  (SILFLOW e t  KEY,  1979) . cependant ,  

s i  l e  renouvel lement  des  molécules poly-adénylées se déroule  
t a n t  dans  l e  noyau que dans l e  cytoplasme des  c e l l u l e s  an i -  

males,  r i e n  de t e l  n ' a  é t é  m i s  en évidence dans  l e  règne 

v é g é t a l .  



L a  m i s e  en c u l t u r e  de  c e l l u l e s  de  S i l è n e  provoque 

une syn thèse  dlARN dès  l a  6ème heure.  L a  t e n e u r  e t  l ' a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e  des  espèces  polyadénylées  sont identiques à c e l l e  des  

ARN p o l y  A' de c e l l u l e s  de  3 j. ( t a b l e a u  3 ) .  

Dans d ' a u t r e s  suspensions  c e l l u l a i r e s , l a  c u l t u r e  

de cellules p ré l evées  en phase s t a t i o n n a i r e  provoque un ace ro i :  

sement du nombre de polysomes pendant l a  phase  de l a t e n c e  

(VERMA e t  MARCUS, 1974 ; CELLA e t  a l . ,  1976) . Chez l a  Rose, l e  

contenu e n  polysomes c r o î t  graduellement pendant l a  phase 

e x p o n e n t i e l l e  de c r o i s s a n c e  p u i s  diminue progress ivement  

(RAMAGOPAL e t  a l . ,  1977).  Pour tan t  l a  syn thèse  dlARNm n ' e s t  

guère modif iée  au cours  du c y c l e  de c u l t u r e ,  a l o r s  que c e l l e  

de 1 ' A R N  r ibosomal v a r i e  beaucoup (RAMAGOPAL e t  MARCUS, 19 79) . 

Les c e l l u l e s  de  S i l è n e  semblent répondre  de l a  m ê m e  

facon puisque 1 ' A R N  poly  A+ est  c o n s t a n t  au c o u r s  de  l a  c u l t u r e  

en e f f e t  l e  t a u x  de molécules polyadénylées ,  de c e l l u l e s  p ré -  

l evées  e n  f i n  de phase s t a t i o n n a i r e  e t  remises dans l e u r  m i -  

l i e u  de  c u l t u r e  auquel  a  simplement é t é  a j o u t é  de l ' a d é n o s i n e  

14c pendant  2 heures ,  es t  t o u j o u r s  d ' env i ron  7 %. (Comme c e  t y r  

d ' expé r imen ta t ion  n ' a  é t é  r é a l i s é  que deux f o i s ,  nous ne l ' a v o r  

pas  f a i t  f i g u r e r  dans nos r é s u l t a t s ) .  La syn thèse  précoce d'Am 

p o u r r a i t  donc b i e n  correspondre  à c e l l e  dlARN ribosomaux ou 

dlARNm poly  A-. L ' i n t e r v e n t i o n  d 'une  syn thèse  dlARb;l p récédant  

l a  r é p l i c a t i o n  d'ADN a  é t é  montrée dans des  r a c i n e s  ou des  

embryons de Fève (JAKOB e t  BOVEY, 1969 ; FUKUEI e t  a i . ,  1977) -  

Un remaniement de l a  d i s t r i b u t i o n  des  r ibosomes s ' obse rve  

au c o u r s  de l a  c u l t u r e  de c e l l u l e s  de Soja  : au  cou r s  de l a  

c r o i s s a n c e  t o u s  l e s  ribosomes se r e t r o u v e n t d a n s  l e s  polysomes, 

a l o r s  qu ' en  phase s t a t i o n n a i r e  4 5  % des  ribosomes s o n t  l i b r e s .  

Le p o t e n t i e l  de t r a d u c t i o n  s ' a c c r o â t  donc avan t  même que l ' A D N  

ne se r é p l i q u e .  Pour tan t  aucune p r o t é i n e  s p é c i f i q u e  n ' a  pu 

ê t r e  m i s e  en évidence à aucun moment du c y c l e  de c r o i s s a n c e  

(FOSKET, 1981 . S i  dans les  c e l l u l e s  de S i l è n e ,  un s u r c r o r t  

dlARNm_ est  transcrit à l a  6ème heure de c u l t u r e ,  il e s t  

sans  doute e s s e n t i e l l e m e n t  poly  A- e t  code pour  des  h i s t o n e s  ou 

d ' a u t r e s  p r o t é i n e s .  Comme dans i e ç  c e i i u i é s  animales ,  1'ARNn 



d e s  végétaux p e u t  en  e f f e t  être bimorphique (GALAU e t  a l ; ,  

1981) .  

Que l a  q u a n t i t é  d'ARN po ly  A+ n '  augmente p a s  a u  début  

de  l a  m i s e  e n  c u l t u r e , p e u t  su rp rendre  puisque les c e l l u l e s  se 

t r o u v e n t  p longées  dans  un m i l i e u  con tenan t  une subs tance  de 

c r o i s s a n c e  q u i  e s t .  c o n s o d e  au c o u r s  de  l a  c r o i s s a n c e  de 

d i v e r s e s  suspens ions  c e l l u l a i r e s  (LEGUAY e t  GUERN, 1977 ; 

DUBOIS,  1980) .  La t eneu r  en ARN po ly  A+ es t  souvent  s t i m u l é e  p a r  

les hormones comme l e  2 , 4  D,qui  a c c r o î t  l e  t a u x  d:ARN poly  A +  

d ' hypoco ty l e s  de Soja  (ZURFUH e t  GUILFOYE, 1982) ,ou  l ' a c i d e  

g i b b é r e l l i q u e ,  q u i  augmente l a  q u a n t i t é  d l A R N m  po ly  A +  de  cou- 

c h e s  à a l eu rone  de l 'Orge  (JACOBSEN e t  ZWAR, 1974 , HIGGINS e t  

a l . ,  1976).  

C e t t e  d i f f é r e n c e  de comportement des  c e l l u l e s  de 

S i l è n e  v i s  à v i s  de l 'hormone p o u r r a i t  b i e n  être liée à l e u r  

p e r t e  d ' a p t i t u d e  à l a  d i f f é r e n c i a t i o n .  L e  segment polyadénylé  

comprenant env i ron  130 n u c l é o t i d e s  p r é s e n t e  une longueur  

moyenne c o n s t a n t e  sauf  pour l e s  molécules  e x t r a i t e s  à 55" C de 

c e l l u l e s  de  3 jours .  Ce t t e  longueur es t  i d e n t i q u e  à c e l l e  

c a l c u l é e  dans  d ' a u t r e s  m a t é r i e l s  : l e  po ly  A dlARN e x t r a i t  de 

cals  de Riz compte e n t r e  100 e t  150 n u c l é o t i d e s  (MANAHAN e t  

a b . ,  1973) ,  c e l u i  provenant de r a c i n e s  de  Fève en  comporte 

200 que l ' e x t r a c t i o n  a i t  é t é  e f f e c t u é e  à pH 7 , 2  ou 9  (ESNAULT 

e t  c o l . ,  1975) .  Que l a  t a i l l e  moyenne d e s  séquences po ly  A 

e x t r a i t e s  "à  chaud" de  c e l l u l e s  de 3 j o u r s  s o i t  p l u s  c o u r t e  

que c e l l e s  des  molécules obtenues  à f r o i d  e s t à  p r i o r i  s u r p r e n a n t  ; 
en  e f f e t  m ê m e  s i  c e r t a i n s  raccourcissements o n t  é t é  s i g n a l é s ,  on 

accorde généralement  une longueur c o n s t a n t e  au po ly  A ,  du 

moins dans  les c e l l u l e s  animales .  Nous ne pensons pas  que c e t t e  

r é d u c t i o n  de l a  longueur moyenne s o i t  une conséquence de  l a  

méthode u t i l i s é e  : l e s  séquences po ly  A o n t  en e f f e t  l a  m ê m e  

t a i l l e ,  q u ' e l l e s  s o i e n t  e x t r a i t e s  de  c e l l u l e s  de  6 h,  à 55' C ou 

à 4 '  C ( m a i s  à pH 9) e t  l e s  ARN po ly  A' cor respondants  o n t  
iC 

l a  même c o n s t a n t e  de sédimentat ion.  On p e u t  a l o r s  s ' i n t e r r o g e r  

s u r  l a  n a t u r e  des  molécules obtenues  à 55" C ou à pH 9  e t  qui - 
ne s o n t  pas  e x t r a c t i b l e s  à f r o i d  e t  à pH 7 , 2 .  A p a r t i r  d ' a s s e r -  

t i o n s  d ' a u t r e s  a u t e u r s  (TEYSSERE, 1 9 7 4 )  nous avons admis 
t 



sans l'avoir vérifié, que la méthode "à chaud" extrayait ~ I A R N  

nucléaire. Comme il représente environ 5 % de 1'ARN total 

(tableau 1) cette hypothèse est plausible, . mais il pourrait 
très bien représenter une population moléculaire enchâssée 

dans des structures hydrophobes qui ne seraient pas dissociées 

par les méthodes d'extraction habituelles, corne les polysomes 

liés au réticulum endoplasmique pars exenple. 

Chez 1'Erable la quantité de poly A+ extrait de 

polysomes libres est en effet plus importante que celle ex- 

traite de polysoms liés (CELA et al., 1976) . A moins que certains 
AKN poly A+ ne fornent des duplex avec d'autres ARN riches en 

UMP par exemple (TOMASZEWSKI et BUCHOWICZ, 1981) et n'exigent 

des conditions d'extraction plus drastiques . Toutes ces hy- 
pothèses mériteraient une vérification minutieuse. Quoiqu'il 

+ 
en soit, ces ARN et tout particulièrement les ARN poly A 

ont une activité d'incorporation de l'adénosine extrêmement 

importante  tableaux 1 et 2) et sont donc ou nouvellement 
synthétisés ou rapidement renouvelks. 

D'autre part il ne faut pas oublier que ces valeurs : 

90 ou 130 nucléotides, représentent des moyennes ; elles mas- 

quent l'éventualité d'une hétém&&tg des longueurs du poly A. 

Chez l'Orge les segments poly A sont distribués dans deux classes 

de taille : les uns ont 250 nucléotides, les autres 70 (JACOBSON 

et ZWAR, 1974). L'emploi de méthodes d'analyse plus sophis- 

tiquées comme l'hybridation de 1'ARN avec des sondes d'ADN 

complémentaires (cDNA) ,obtenues par transcription reverse 

dlARN poly A+, ainsi que 1' étude par électrophorèse bidimension- 

nelle des produits de la traduction in vitro des messagers 

isolés,a montré que dans les hypocotyles de Soja par exemple, 

il existait au moins trois classes de séquences mssagères 

(WAEXER et KEY, 1982). Le traitement de ces hypocotyles par 

de l'acide indolyl acétique provoque deux types de réponse : 

les unes très rapides comme l'élongation cellulaire qui inter- 

vient 10 à 20 min. après l'addition dlAIA, les autres plus 

tardives qui se manifestent après quelques heures et qui 



annoncent l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e .  O r  1 ' A I A  e n t r a î n e  l a  d i s -  

p a r i t i o n  de c e r t a i n s  messagers en même temps que l 'augmenta- 

t i o n  r e l a t i v e  d ' a u t r e s  séquences,  à moins q u ' i l  n e  s ' a g i s s e  

de  s y n t h è s e s  en  cascade de molécules messagères. On peu t  donc 

imaginer  un programme de réponses  à une a c t i o n  hormonale. 

L ' ana lyse  du s p e c t r e  de  p r o t é i n e s  s y n t h é t i s é e s  i n  vitro à 

p a r t i r  de  messagers i s o l é s  a p r è s  t r a i t e m e n t  c o u r t  p a r  L ' A I A ,  

ne  permet p a s  de d é c e l e r  de d i f f é r e n c e s  s i g n i f i c a t i v e s .  La 

réponse  à l 'hormone e s t  vraisemblablement t r è s  s p é c i f i q u e  e t  

serai t  l i é e  à des  mod i f i ca t ions  c e l l u l a i r e s  précoces ,  concer- 

n a n t  l ' é l o n g a t i o n  c e l l u l a i r e  e t  l e s  remaniements p a r i é t a u x  

(THEOLOGIS e t  RAY, 1982) .  

L'augmentation du taux  de c e r t a i n e s  molécules m e s -  

s a g è r e s ,  sous  l ' e f f e t  d 'un f a c t e u r  hormonal p a r  exemple, cor -  

r e spond-e l l e  à une s t i m u l a t i o n  de l a  t r a n s c r i p t i o n  proprement 

d i t e ,  de l a  ma tu ra t ion ,  ou à un r a l en t i s semen t  de  l a  dégrada- 

t i o n  ? La réponse e s t  d ' a u t a n t  p l u s  d i f f i c i l e  que l ' emp lo i  

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  comme 1 ' actinomycine D n ' es t  

p a s  d ' u n  grand secours .  L ' ana lyse  des  r é s u l t a t s  obtenus  a p r è s  

une a c t i o n  du 2,4 D sur des  hypcotyles  de Soja  p l a i d e  p l u t ô t  

en  f a v e u r  d 'une  s t i m u l a t i o n  de  l a  t r a n s c r i p t i o n  (GUILFOYLE, 

1980) .  Mais une f o i s  encore ,  les obse rva t ions  s o n t  t r è s  con t r a -  

d i c t o i r e s  : l e  2 , 4  D répr ime en e f f e t  l ' e x p r e s s i o n  de c e r t a i n s  

ARNm d ' hypoco ty l e s  de  Soja ,  ce q u i  s i g n i f i e  q u ' i l s  ne son t  p a s  

t r a d u i t s  en p r o t é i n e s ,  de p l u s  c e s  messagers se r e t r o u v e n t  

dans  les ARN po ly  A' de t i s s u s  soumis ou non à l ' a c t i o n  de 

l 'hormone.  L a  r é g u l a t i o n  de l a  t r a d u c t i o n  d e s  messagers p o u r r a i t  

donc s ' e f f e c t u e r  à un s t a d e  p o s t - t r a n s c r i p t i o n n e l  (BAULCOMBE e t  

KEY, 1980)  . 

Notre approche espér imenta le  n ' a  donc pas  permis de  

v o i r  s i  l e  t a u x  de c e r t a i n s  ARN poly  A' v a r i a i t  au cours  d 'un  

c y c l e  de  c r o i s s a n c e  de  c e l l u l e s  de S i l è n e  q u i  ne s u b i s s e n t  

que d e s  phénomènes de  grandissement ou de d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s .  

Le segment po ly  A incorpore  3 3  % de l a  r a d i o a c t i v i t é  ap rè s  6 h  

de c u l t u r e  e t  seulement 25 % ap rès  3 jours  ( t a b l e a u  4 ) .  Comme 

l a  t e n e u r  en  ARN poly  A demeure apparemment c o n s t a n t e  du ran t  l e  



c y c l e  de c r o i s s a n c e ,  il f a u t  admettre un tu rnover  p l u s  r a p i d e  

e n  début  de c u l t u r e ,  m a i s  puisque nous n 'avons obtenu que des  

v a l e u r s  moyennes, il est  p o s s i b l e  que ce renouvellement n ' i n -  

t é r e s s e  qu 'une  f r a c t i o n  de l a  popu la t ion  m e ~ s a g è r e ~ c o c i a n t  pour 

l es  enzymes impl iquées  dans les remaniements p a r i é t a u x  ou dans  

l ' a b s o r p t i o n  a c t i v e  de  c e r t a i n s  nu t r iments .  On peu t  également 

envisager  que l a  syn thèse  précoce d'ARN correspond à un ou 

p l u s i e u r s  s ignaux ,précédant  l a  r é p l i c a t i o n  de l ' A D N  ou l a  

d i v i s i o n  c e l l u l a i r e .  

L a  mod i f i ca t ion  des  p r o p o r t i o n s  r e l a t i v e s  des  d i f -  

f é r e n t e s  c l a s s e s  de  messagers a  é t é  observée  dans des  c e l l u l e s  

r a c i n a i r e s  de Fève au  cours  de l ' é l o n g a t i o n  de c e l l u l e s  sub- 

a p i c a l e s .  L e  grandissement c e l l u l a i r e  s ' y  t r a d u i t  pas  une 

diminut ion du taux  dlARNm abondants (2.000 cop ie s  p a r  c e l l u l e )  

e t  p a r  l ' a p p a r i t i o n  d ' e spèces  nouve l l e s  p l u s  r a r e s  (50 à 6 0  

c o p i e s  pa r  c e l l u l e )  (VAILLANT e t  al., 1983) . L ' e x c i s i o n  de 

c e s  r a c i n e s  provoque p a r  a i l l e u r s  une c h u t e  de l a  p ro téosynthèse  

e t  l a  dégrada t ion  de c e r t a i n e s  espèces  messagères. A ins i  donc 

d e s  chocs phys io log iques  ou l e  déroulement d 'un  programme de 

d i f f é r e n c i a t i o n  c e l l u l a i r e  modi f ien t  les  p ropor t ions  des  d i f f é -  

r e n t e s  c l a s s e s  de message r s i e t  pou r t an t , 80  à 85 % des  séquences 

se r e t r o u v e n t  dans des  c e l l u l e s  mér i s témat iques ,  en voie  d l a l l o n -  

gement ou a r r i v é e s  à matu r i t é  (ESNAULT, 1985) . C e t t e  permanence 

d ' une  p a r t  impor tan te  de l a  popula t ion  messagère e s t  également 

observée dans  des  embryons de Soja ou de Coton q u i  s e  déve- 

l oppen t  (GOLDBERG e t  a l . ,  1981, GALAU e t  a l . ,  1981) ou dans 

d i f f é r e n t s  organes  d i f f é r e n c i é s  de Tabac (KAMELAY e t  GOLDBERG, 

1980) .  Chez l e  Har i co t ,  l ' a c i d e  i.ndoly1 bu tyr ique  ( A . 1 . B )  

i n d u i t  l a  néoformat ion de r a c i n e s  adven t ives  : 2 h  a p r è s  son 

a p p l i c a t i o n  l a  syn thhse  de 1 ' A R N  t o t a l  e t  poly A+ est  accrue  

a v a n t  que ne  commencent l e s  d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s  (KA 'THARAJ e t  

a l . ,  1977).  Chez ~~~seoZuscztreus,l*application dlA.I .B.  

i n d u i t  une réponse morphogène iden t ique ,ma i s  s e  t r a d u i t  p a r  

une diminut ion de 1 'AR.N t o t a l  e t  de 1 ' A R N  poly A +  c e  q u i  

p o u r r a i t  r e f l é t e r  une r e d i s t r i b u t i o n  d e s  fonc t ions  c e l l u l a i r e s  



quand un programme de d i f f é r e n c i a t i o n  s e  met en p lace ,  sans 

qu'une r e l a t i o n  simple ne pu i s se  ê t r e  é t a b l i e  e n t r e  l e s  
+ 

modif icat ions du métabolisme de 1 ' A R N  poly A e t  l e  nombre de 

r a c i n e s  d i f f é r e n c i é e s  u l té r ieurement .  L a  d i f f i c u l t é  d ' i n t e r -  

p r é t a t i o n  v i e n t  du f a i t  que l e s  c e l l u l e s , q u i  vont donner na i s -  

sance aux i n i t i a l e s  r a c i n a i r e s , n e  r ep résen ten t  qu'une infime 

p a r t i e  des  c e l l u l e s  hypocoty la i res  e t  q u ' i l  est impossible de 

déterminer dans q u e l l e s  l i m i t e s  l e  métabolisme de l'Am de c e s  

c e l l u l e s  e s t  modifié (JARVIS e t  a l . ,  1985) . 

Ces d i f f i c u l t é s ,  nous l e s  avons rencont rées  au 

cours  d 'un t r a v a i l  e f f e c t u é  en c o l l a b o r a t i o n  avec J. VASSEUR 

(1978) ; l a  néoformation de bourgeons à p a r t i r  d ' exp lan t s  

f o l i a i r e s  c u l t i v é s  i n  v i t r o  s'accompagne de modif icat ions de 

l a  t eneur  en ARN poly A+ : il n ' é t a i t  a l o r s  pas  poss ib le  de 

savo i r  q u e l l e  é t a i t  l a  p a r t  des c e l l u l e s  impliquées dans l a  

d i f f é r e n c i a t i o n , n i  c e l l e  des c e l l u l e s  s u b i s s a n t  l e  traumatisme 

de l ' e x c i s i o n .  

Que l e  métabolisme de 1 'ARN e t  de 1 'AF.N messager 

in te rv ienne  dans l a  r égu la t ion  de l a  c ro i s sance  ou de l a  

d i f f é r e n c i a t i o n  c e l l u l a i r e  p a r a î t  évident .  Pourtant  l e s  répon- 

ses appor tées  r e s t e n t  confuses e t  c o n t r a d i c t o i r e s ,  vraisem- 

blablement propres  au maté r i e l  végéta l .  I l  e s t  en e f f e t  e x t r ê -  

mement d i f f i c i l e  de procéder à des incorpora t ions  i so topiques  

mesurables pour des temps de marquage de moins de 2 h. En par- 

ticulier,l'incorporation d 'ac ides  aminés dans l e s  polypept ides  

e s t  i n s u f f i s a n t e  pour s u i v r e  '1 ' évolu t ion  du s p e c t r e  des pro- 

t é i n e s ,  par é lec t rophorèse  bidimensionnelle,  au cours  d 'une 

modif icat ion des phénomènes de cro issance  (THEOLOGIS ET RAY, 

1982). 

Aussi avons nous t e n t é  d 'approcher l e s  mécanismes 

de r é g u l a t i o n  de l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  e t  de l ' express ion  

génique q u i  l a  condi t ionne en u t i l i s a n t  comme maté r i e l  l a  

suspension c e l l u l a i r e  du S i l ène ,  avant d 'aborder  l e  problème 

de l a  d i f f é r e n c i a t i o n  de c e l l u l e s  végéta les  au cours  de l a  

c u l t u r e  i n  v i t r o .  P l u t ô t  que de su iv re  l e s  évolu t ions  des 



différentes populations messagères en faisant appel à des 

techniques d'hybridation avec des sondes de cDNA ou à l'ana- 

lyse de la traduction in vitro des ARNm, nous avons préféré 

rechercher l'existence et l'évolution éventuelle de marqueurs 

protéiques enzymatiques qui accompagnent ces phénomènes. 



R e g u z a t i o n  de  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  

r k d u c t a s e  d e s  c e i Z u Z e s  de  S i Z è n e .  



1) Croissance des cellules de Silène et activité 

nitrate réductase.: 

Le milieu de culture des cellules de Silène renferme 

habituellement 300 mg par litre d'azote nitrique qni constitue 

l'unique source azotée. Le saccharose à la concentration de 

20 g par litre est la source 5e carbone et représente le facteur 

linitant de la croissance ( B W S S A R T  et al., 1978 ! . Le nitrate 
est donc en excès ( D C B O I Ç ,  1980) et,après 7 jours,le rilieu & cLt-ae 

contient encore 120 mg C'azoce nitrique. L'activité nitràte 

réductase, nulle dons des cellules prélevées en phase station- 

ncire, appazaît après 12 h de culture, auçmente rapidement pour 

culminer vers le 2ème jour et diminue très rapidement {figure 9). 

éïoiüzion as Z1cctiv=zi nizrczs r é c ~ c z z s e  - 
( Ji-.' ..) (.Y. ...X I ez de ic :ensur ex czota 

ntzricxe (:/-:VO;~ ( 0 - O )  ( O - -  - - - O . '  62 ~ i -  

Ziau nuzr=rff, cï csürs Z'xc c?cZe Ce C Ï ~ : U ~ E  

b2 ceiiülas à2 Silene alba. Les zrzi:a ")?-es- 

?ozcenr d un mfiiez Ca cxLrü-e rozzancx: <xi- 

ticLemen- 300 mg ;-' da ( ;1 -?20 j i ,  tas trct-s 

Cisconzinïs son: retcût?s d ux miLiei en conzencnt 

initiaLement 75 mg i-'. 

Après 7 jours elle n'est plus mesurable ni in v i v o ,  ni in vitro, 

alors que l'absorption du nitrate se poürsuit. On pert donc 

s'interroger sur Le devenu au nitraze absorbg et ici ~ttr;Süer 

un rêle daas Le maincien de l'équilibre ionique, à moins qu'il 

ne soitréduit à un t ~ u x  indiscernable par les méthodes de 

mesure habituelles. Cûix~ie la crcissance cellulcrre ccntinue un 

apport âzoté est nécessaire la poursuite Ge la syctnése ?ro- 

téique . 
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F i g u r e  10 f a )  : T e n e u r  en  NO; de  c e Z i u Z e s  c u l t i v é e s  en  p r é s e n c e  

de n i t r a t e  ( 1 ,  d e  n i t r a t e  d 'ammonium 

(O-- -0) ou d 'cmmonium s e u l  ( H- - ) . 
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e s t  N O 3  NB4. 

- 
V a r i c t i o n  de  N-NO; Lorsque  Za s o u r c e  e s t  RCr  
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Enfin,la diminution de la teneur en azote nitrique 

du milieu de culture de 75 % réduit la croissance finale de la 

suspension d'environ 2 0  %,mais ne modifie pas la vitesse de 

croissance cellulaire pendant les premiers jours de culture. 

Le profil d'activité nitrate réductase n'est pas changé mais 

le maximum d'activité est diminué d'environ 4 0  % .  La chute 

de l'activité enzymatique suit de très près la disparition du 

nitrate du milieu (figure 9) . 

2) Teneurs en nitrate extra- et intracellulaire et 

activité nitrate réductase. 

L'analyse de l'évolution de l'activité nitrate réduc- 

tase a été reprise récemment mais en suivant simultanément les 

variations des taux de nitrate dans le milieu et dans les 

cellules. Dans celles-ci, la teneur en nitrate augmente très 

rapidement après la mise en culture,atteint un palier entre 

le ler et le 3ème jour,puis diminue après l'apparition de 

l'activité nitrate réàuctase. Puis les cellules accumulent Cu 

nitrate en phase stationnaire (figure 1 0  a). 

La disparition du nitrate du milieu s'effectue arabord 

rapidement ( 1 7 0  mg en 7 jours), puis se ralentit pendant la 

seconde moitié du cycle de croissance alors que l'activité 

nitrate réductase n'est plus décelable dans les cellules et 

que du nitrate s'y accumule (figure 10 b) . 

Z ' absorption ot 1 ' accumulation du NO; précèdent donc 

l'apparition de l'activité nitrate réductase. Un calcul sommaire 

montre qu'environ 23 pg d'azote nitriqur sont absorbés par 

heure et par gramme de matière fraîche pendant les 3 premiers 

jours de culture, soit 1 , 6 4  pnoles de NO; . Cette valeur s'accor- 
6- bF-n cvec les activités nitrate ~Sductas~ xes~zt~z Sz vttrc 

.à 3 jours : de 1 , 5  à 2 pmoles de HO; réduit par hesre et par 

g de matière fraîche. Une culture de 1 4  jours. représente une 

biomasse d'environ 30 g contenônt de 1 0 0  à 105 mg de protéines ; 

en admettant que la valeur en azote soluble solt équivalente 

à celle de l'azote protéique, on peut estimer à 50 % la propor- 

tion d'azote nitrique métaboliçé au cours d'un cycle de crois- 

sance. 
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Figure 11 : InfZuence de Z'ammonium (2mM) sur Za croissance et 

Z'activité nitrate réduc$ase de ceZZuZes Qe SiZène 
+ 

cuZtivées en présence de NO- ou de NO; + NB,. 
3 

Croissance ( 0 )  et activité ( e )  en présence de 
5mM de nitrate. Croissance ( V )  et activité ( ) 

en présence de 5mM de NO; + 2 mM de N H ~  . Les 
activités sont mesurées in vitro (Zes courbes 

d'activité sont identiques lorsque Zes mesures 

sont effectukes in vivo et Zes mazimums sozt 

environ 1,5 fois plus éZevés.1 



La diminution de l'activité nitrate réductase permet 

une accumulation de nitrate dans la cellule,vraisemblablement 

dans un pool de stockage vacuolaire. L'activité nitrate réduc- 

tase est donc un phénomène régulé. En fin de phase station- 
- 1 naire,de l'azote ammoniacal (14 mg.1 de milieu) appâraît 

dans le milieu de culture. 

Nous avons vu que la réductian de la concentration en 

nitrate du milieu ne modifie pas la vitesse de croissance et 

n'entraîne pas de stockage dans un pool non accessible à la 

réduction. Cette condition expérimentale présente donc un très 

grand intérêt pour étudier la régulation enzymatique. Or cer- 

taines suspensions cellulaires cornes celles du Tabac (FILNER, 

1966) de 1'Erable (KING, 1976) ou du Soja (POLACCO, 1976) 

prolifèrent normalement en présence d'azote organique comme 

seule source azotée ce qui n'est pas le cas pour les cellules 

de Silène (DUBOIS, 1980) , encore que nous ayons mené à terme des 

ccltures de Silène en présence de glutaaine, comme source uni- 

que d'azote (BRASSART et al., 1984). Enfin,l1addition d'acides 

aminés à un milieu renfermant du nitrate peut stimuler la 

croissance de certaines cellules sans modifier l'activité 

nitrate réductase (BEHREND et METELES, 1975) alors que l'addi- 

tion d'âriunonium augmente et la croissance et i'activité de 

réduction de cellules de Rose (BAYLEY et al., 1972 ; MOHANTY 

et FLETCHER, 1976) ou au contraire inhibe la nitrate réductase 

(JORDAPJ et FLETCEIER, 1980 ; RAIJLBOUR et al., 1983). 

3) Action de l'ammonium sur l'activité nitrate réduc- 

tase. 

Lorsque le milieu de culture contient 75 mg 1-' 

d'azote nitrique (NO;, 5 mM), la présence d'ammonium 2 mM inhibe 

13. croissance cellulaire d'en~riron 25 % et modifie le profil 

de l'activité nitrate réductase au cours d'un cycle de crois- 

sance : l'activité maximale après 2 j est en effet diminuée 

d'environ 15 % mais elle se prslonge jusqu'au 7ème jour (figure 
* q \  r 8 -.--m.-...- 
) I / .  ç L I i Y I L V I I ~ u I I I  est ü k i l f ; &  p l ü s  r o p i G e 3 e ~ t  qüe ' -  - ; ' - -Ce  A G  .?^-" u v r r i  

il ralentit l'absorption. En effet le milieu de culture ne 
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P i g u r e  i 2  : E v o L u t i o n  d e s  a c s % v % t é s  n i t r a ~ e  r é d u c t a s e  de  - 
c e l l u l e s  a e  S i l è n e  c u l t i v é e s  s u r  du 803 (e-*) 
OU du ïiO jNSq i y- - -O). 
L ' a c t C ~ i t é  est nes : i rde  i n  vivo (G) ou i n  vitro i D )  



+ 
renferme p l u s  de NH4 dès  l e  4ème jour  de  c u l t u r e ,  a l o r s  q u ' i l  

c o n t i e n t  encore  50 % de l a  t e n e u r  i n i t i a l e  en n i t r a t e  a p r è s  

5 j ou r s .  Dans l e  c a s  d 'une  n u t z i t i o n  n i t r i q u e  s t r i c t e  (NO- 
3 

s e u l  dans l e  m i l i e u )  c e  taux  de 50 % e s t  a t t e i n t  dès  l e  3ème 

jour  de c u l t u r e .  

Les c e l l u l e s  de S i l è n e  s o n t  donc s u s c e p t i b l e s  d ' u t i -  
+ 

l i s e r  à l a  f o i s  NH4 e t  NO;, mais l e  premier e s t  consommé p l u s  

rapidement que l e  second e t  l a  d iminut ion de l ' a c t i v i t é  

n i t r a t e  r éduc ta se  p o u r r a i t  ê t r e  l a  conséquence du r a l e n t i s -  

sement de 1' abso rp t ion  de NO;. 

4 )  A c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  de c e l l u l e s  c u l t i v é e s  

en présence de n i t r a t e  d'ammonium. 

L e s  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  en présence de n i t r a t e  à'am- 

monium o n t  une c r o i s s a n c e  i d e n t i q u e  à c e l l e  de c e l l u l e s  poussant  

en présence  de n i t r a t e  s e u l .  

Alors  que l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  maximale s ' o b -  

s e rve  hab i tue l l emen t  v e r s  l e  2ème ou l e  3ème jour ,  e l l e  se 

s i t u e  v e r s  l e  6ème jour quand l e s  c e l l u l e s  c r o i s s e n t  dans une 

s o i u t i o n  de n i t r a t e  d'ammonium. P a r  a i l l e u r s , l e  p r o f i l  d ' a c t i -  

v i t é  est p l u s  é t a l é  dans l e  temps e t  l e  maximum d ' a c t i v i t é  

est  p l u s  f a i b l e  ( f i g u r e  1 2  a )  quand les mesures s o n t  menées 

i n  v i v o .  La mesure de l ' a c t i v i t é  i n  v i t r o  montre cependant 

des  p r o f i l s  iden t iques ,que  les c e l l u l e s  s o i e n t  c u l t i v é e s  avec 

NO; ou NO3 NH4 ( f i g u r e  1 2  b )  même s i  l e s  ac t iv i t t s  s o n t  souvent 

légèremement p l u s  f a i b l e s  dans c e  d e r n i e r  c a s .  

L'examen de l ' é v o l u t i o n  de l a  t e n e u r  en  n i t r a t e  e t  
+ 

en ammonium du m i l i e u , r é v è l e  que NH d i s p a r a î t  rapidement - 4 
a i o r s  que l e  KG-  dkcro2t  tr&s Lentement. Cependânt 6s l ' zzLxz-  

3 
nium r é a p p a r a î t  dans l e  mi l i eu  dès  l e  début de l a  phase s t a -  

-F 
t i o n n a i r e .  Quant aux c e l l u l e s , e l l e s  accumulent du NH4 au pre-  

mier jour  de l a  c u l t u r e  n a i s  il e s t  e n s u i t e  t r è s  rap idenent  



J o u r s  

J o u r s  

F i g u r e  1 3  : E v o l x t i o n  de l a  t e n e u r  e n  a z o t e  ammoniacal  
. -  . 

7 7 m u G "  -",--. a )  d x  n;-,~-,ek de  c ~ i l t u r e  Zor sqxe  l e s  

c u l t i v é e s  en  p r é s e n c e  de N O 3  f l H q  

5 )  d e  c e Z Z u l e s  c u Z t i v é e s  a v e c  N O 3  N H q .  



dans les c e l l u l e s  dès  l e  premier jour , ,  m a i s  en  q u a n t i t 4  

ne t tement  moindre qu ' en  présence de NO; comme unique 

source  azo tée ;  il est  e n s u i t e  métabol i sé  p u i s  s tocké  en 

f i n  de phase s t a t i o n n a i r e  ( f i g u r e  1 3 ) .  

5 )  A c t i v i t é  n i t r a t e  r é à u c t a s e  de  c e l l u l e s  de S i l è n e  

c u l t i v é e s  en présence d'ammonium comme source  

unique d '  a z o t e .  

La c u l t u r e  2e c e l l u l e s  à e  S i l 2 n e  es t  i m p ~ s s i b l e  e n  

m i l i e u  amnoniacal non tamponné (BRASSART e t  a l . ,  1 9 7 8  ) .  En 

e f f e t  l ' a b s o r p t i o n  de l'ammonium p a r  l a  c e l l u l e  déclenche 

immédiatement une s o r t i e  de pro tons  dans  l e  m i l i e u  e x t e r n e  q u i  

s ' a c i d i f i e  e t  empêche t o u t e  c r o i s s a n c e  c e l l u l a i r e .  L ' a d d i t i o n  

de MES 50 rnM permet une c ro i s sance  normale pendant 7 jours  

( f i q u r e  1 4 ) .  Ensu i t e  l e  pouvoir  tampon est  a f f a i b l i  e t  l e  

m i l i e u  dev ien t  ac ide .  

O 4 8 12 

Temps 

Figure 2 4  : Croissance des celkules Ü e  S i l e n e  a l b a  sur 

différentes sources azotées ( 0 )  , Nitrate ; 
( A ) , glutamine ; i . I ,  ammonium. 



En présence  d'ammonium s e u l ,  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  
9- r éduc ta se  e s t  t o u j o u r s  n u l l e .  L ' i o n  NH4 est rapidement 

absorbé pendant l a  l è r e  j ou rnée ,pu i s  il d i s p a r a î t  e n s u i t e  

p l u s  lentement .  Les c e l l u l e s  accumulent de l'ammonium en t o u t  

début  de c u l t u r e  ; p u i s  il est rapidement métabol i sé .  S i  d e s  

Tableau 6 

Evolution d e s  teneurs e n  N H ~  du milieu nutritif et d e  c e l l u l e s  

cultivdes en présence d'ammonium seul (20 mH). 

Durée de 
la culture O 1 3 

k 5 

en j. 

t r a c e s  

N H +  du 
mifieu 

moles 1-1 

c e l l u l e s  s o n t  p ré l evées  à un moment quelconque du c y c l e  

de c r o i s s a n c e  e t  t r a n s f é r é e s  dans un m i l i e u  ne contenant  

que du NO;, l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  réapparaPt  a p r è s  une 

phase  de l a t e n c e  d ' env i ron  1 2  heures  e t  a t t e i n t  un maximum 

48 h après  l e  t r a n s f e r t .  

L'ammonium inh ibe  donc l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  

p a r t i e l l e m e n t  en nrésence  de  NO; e t  t o t a l emen t  en son absence.  

Nous avons a l o r s  é t u d i é  1 ' a c t i o n  de  N H ~  s u r  l ' a c t i v i t é  
n i t r a t e  r éduc ta se  pendant des pé r iodes  p l u s  c o u r t e s .  

L e s  c e l l u l e s  son t  c u l t i v é e s  pendant 19  heures  dans 

un mi l ieü  ne contenânt  que du n i t r a t e ,  p u i s  e l l e s  s o n t  t r a n s -  

f é r é e s  dans un mi l i eu  tamponné ne contenant  que de llammonium. 

L ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  diminue a l o r s  t r è s  rapidement 

m a i s  de façon  t r a n s i t o i r e .  Le r é s u l t a t  est  iden t ique  qüand 
+ 

une s o l u t i o n  tamponnée de NH4 e s t  a j o u t e e  aseptiquement au 

m i l i e u  de c u l t u r e  ( f i g u r e  1 5 )  . 



Heures  

t 
Fiau-e  1 5  : ~ c - c i b i  d e  N B ,  (5mMI d e  Z G  6 - r n é t h v Z p u r i n e  

- 7  - 
( 2 , 5  p g . a I  - 1  e t  de  Za e g c t o h e z i r n i d e  ( < ~ g . r n i - ~ i  

s u r  z ' a c t i v i t é  d e  t a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  p r é a l a -  

b z e n e n t  i n & i z e  par  Ze n i t r c t e .  A c t i v i t & s  

m e s u r é e s  in, v i v o  en p r é s e n c e  d e  LVO; ( 0  ) ; 
i + u 

de NH, ( . I ; d e  W ,  + c y c l o h e z i m i d z  ( / ; - + 
de  c y c l o h z z i n i d e  s e u l e  ( 0 I ; d z  N F ,  - + 
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Lorsque l'activité est diminuée de 50 %, les 

cellules sont prélevées, congelées et.broyées ; la nitrate 

roductase est extraite en présence de leupeptine 10 bM et 

son activité est mesurée in vitro,après 30 min. d'incubation 
+ en présence de NO; et de NHq 5mM. Dans ces conditions,l'acti- 

vité enzymatique a la même valeur que celle mesurée dans une 

culture témoin,à laquelle il n'a pas été ajouté d'ammonium. 

L'inhibition passagère et rapide de la nitrate réduc- 

tase peut avoir deux causes. Ou bien l'ammonium est métabolisé 

préférentiellement au nitrate parce que son absorption est 

plus rapide, ou bien il exerce une inhibition allostérique 

sur la nitrate réductase. 

Cette dernière éventualité exige une analyse in vitro 

de l'activité nitrate réductase. Les cellules sont donc culti- 

vées pendant 48 heures en présence de NO;, puis l'enzyme est 

extraite à 4" C en présence de leupeptine 10 wM. L'activité 

est ensuite mesurée après une incubation de 30 min. à 30" C soit 

en présence de nitrate seul, de NO; + NE4 5 mM, de NO; + 

de l'acide glutamique 5 mM ou encore de NO; + glutamine 5 mM. 

Les résultats reportés dans le tableau 6 montrent que l'ammo- 

nium, l'acide glutamique ou la glutamine n'exercent aucune 

inhibition sur 1 ' activité nitrate réductase. 
Enfin l'enzyme a été préincyb6e pendant 40 min. avec 

les différents effecteurs à 4 " ,  15' ou 25' C ; l'activité 

enzymatique diminue d'autant plus que la température de pré- 

incubation a été élevée ; par ailleurs l'ammonium, l'acide 

glutamique ou la glutamine stabilisent l'enzyme à 15'  C 

(tableau 7 )  . 
Tableau 7 : Action cie l'ammonium (NB:! de 'l'acide gZutamioue 

(ac. glut. ! et do Za ?Zutamine (Clnl sur Z'acti- 

v i z é  nitrate rézuctase (pourcentage) mesurée 

in v i t r o .  

I = 40 min 
Conditions de i = O min, 
préincubation 4°C 4OC 15-C 25OC 

... , 
i emoin 1W 96 I I  55 m .  

+ NH4' 108 100 87 65 
i ac. glut. 113 110 100 57 
+ Gin 118 106 103 58 



L'ammonium, pas plus que la glut-amine ou l'acide 

glutamique n'exerce d'inhibition allostérique sur la 

nitrate réductase, son action s'exercerait essentiellement sur 

l'absorption du nitrate. 

Il était par ailleurs nécessaire de vérifier que 

son action inhibitrice ne s'effectue ni au niveau de la tra- 

duction, ni de la transcription. De la cycloheximide ou de la 

6-méthylpurine,ont donc été introduites soit en présence 

d'ammonium, soit seules (figure 1 5 ) .  L'addition de cyclohexi- 

mide à la '1 9ème h provoque une inhibition d'environ 66 % ; 27 n 

plus tard, alors que pour une durée de contact identique la 

6-méthylpurine ne provoque qu'une inhibition de 20 %. Enfin 

l'addition simultanée de 6 méthylpurine ou de cycloheximide 
+ 

et de NHq ne modifie pas l'inhibition due à l'ammonium. L'ac- 

tivite a toujours tendance à revenir à son niveau initial, 

mais la cycioheximide ou la 6-méthylpurine exercent ensuite 

leur action inhibitrice propre. 

L'inhibition de l'activité nitrate réductase par 
+ 

NH, ne s'exerce donc ni au niveau de la transcription, ni de 

la traduction. 

6) Activités de la glutamine synthétase et de la 

glutamate deshydrogénase de cellules de Silène 

cultivées en présence de diverses sources azotées. 

Comme dans les conditions habituelles de culture la 

nitrate réductase n'est active que durant la première moitié 

d'un cycle de culture et que le nitrate stocké en fin de cul- 

ture ne réprésente qu'un faible pourcentage du nitrate initial, 

nous avons été amenés à nous intéresser à l'évolution d'enzymes 

qui catalysent le métabolisme de l'ammonium. Nous avons retenu 

la glutamine synthétase (GS) et la glutamate déshydrogénase 

(GDHI parce qu'elles contrôlent deux voies possibles mais dis- 
+ tinctes de l'utilisation du NH,. 
* 



1 , ' a c t i v i t é  de  l n  GQH v a r i e  peu au  cou r s  d'un 

c y c l e  de c u l t u r e  l o r sque  l e  nu t r iment  a z o t é  est du n i t r a t e  ; 

e l l e  augmente légèrement au 2ème jour  de c u l t u r e ,  p u i s  

diminue lentement  e t  remonte en phase s t a t i o n n a i r e  ( f i g u r e  

1 6 ) .  Quant à l a  glutamine s y n t h é t a s e ,  son a c t i v i t é  est  

m u l t i p l i é e  p a r  t r o i s  d è s  l e  début  de l a  c u l t u r e  p u i s  e l l e  

d é c r o î t  légèrement e t  chu te  en f i n  de phase s t a t i o n n a i r e  

( f i g u r e  1 7 ) .  

Temps ( J I  

Temps  ( j >  

F i g u r e  i6 : V a r i a t i o n s  de  2 f a c t i v i t B  G D f i  de . ceZZuZes  de 

S i l e n e  a l b a  au c o u r s  de Za c r o i s s a n c e ,  e n  p r é s e n c e  

d e  d i f f é r e n t e s  s o u r c e s  a z o t é e s : ( - )  n i t r a t e ;  

( ) g i u t a m i n e ; ( W )  ammonium. 

r ' i g u r e  1 7  : V a r i a t i o n s  de  2 ' a c t i v i t é  GS de ceZZuZes de s i l e n e  a lba  au 

c o u r s  de Za c r o i s s a n c e ,  e n  p r é s e n c e  de  d i f f é r e n t e s  

s o u r c e s  a z o t é e s :  ( - ,  n i t r a t e J  ( I--J) g l u t a m - l n e ;  

ammonium (U). 



Bien que la GDH soit léaèrement plus active, les 

deux systèmes enzymatiques transforment sensiblement la même 

quantité d'ammonium. Au 3ème jour de culture,la GDH et la 
+ 

GS transforment environ 2 pmoles de NH4 par heure et par 

gramme de matière fraîche, ce qui correspond assez bien aux 

1,5 à 2 pmoles de nitrate réduit par la nitrate réductase au 

même moment. AU 9ème jour la GDH et la GS utilisent approxima- 
+ 

tivement 1,65 pmoles de NH4 alors que l'activité nitrate 

réductase n'est plus mesurable. Bien que présentant des profils 

d'activité très dissemblables, ces deux enzymes fonctionnent 

pendant toute la durée de la culture et diffèrent donc de 

la nitrate réductase. 

On pouvait alors se demander si les activités 

GS et GDH nesurées globalement correspondaient à une ou plu- 

sieurs isoenzymes. Une chromatographie sur DEAE t cellulose 

a été réalisée en utilisant un gradient discontinu de NaCl 

de O à O , 5  M. L'activité GS se retrouve dans une seule fraction 

qui a été éluée par du NaCl 0,15 M (figure 18). L'activité 

Fractions , 

Fiouro 1 8  : Chromaûographie sur  une co lonne de f % f - c e i : u l c ç e  

d'un e = t r e f t  Ee reZZüLcs dz  Silene a l b a .  f Z a t i o n  

por un g roCfen t  d i s c o n t i n u  en JaC: ( t l r e t s i .  

S ' o c r S v i t C  C S  I i e s t  à é t e r z l r . é s  s2i7 : ~2 

d 1 i 2 u a t  c e s  C t f f i r e r s a s  f r a c t f o n r .  La i e n s i t i  

o p t i c u s  ;es f r a c t i o n s  ( r / e s =  Lxe d 2 P G  nn. 



gloDale es t  aonc l e  rait d ' u n e  s e u l e  isoforme ae l a  G S  

q u i  de p a r  sa p o s i t i o n  s u r  l 'élutogramrne s e r a i t  d ' o r i g i n e  

cytoplasmique.  

L ' ana lyse  é l e c t r o p h o r é t i q u e  montre que l a  GDB est  

r e p r é s e n t é e  p a r  t ro i s  isoenzymes. L'une es t  t r è s  a c t i v e  e t  

p r é s e n t e  pendant t o u t e  l a  durée  de Pa c u l t u r e  ; les deux a u t r e s  

net tement  moins a c t i v e s  v a r i e n t  s e lon  l e  s t a d e  de  c r o i s s a n e  

des c e l l u l e s  ( f i g u r e  1 9 ) .  La bande majeure e s t  c o l o r a b l e  p a r  

l e  b l eu  de Coomassie a l o r s  que l e s  deux bandes mineures ne 

l e  s o n t  pas .  Lorrq-a2 la. source  azo tée  es t  l a  glutamine, l a  c r o i s -  

sance est  normale s i  l e  m i l i e u  est tamponné e t  l e  p r o f i l  de 

l ' a c t i v i t é  G S  ressemble beaucoup à c e l u i  observé en  présence  

de n i t r a t e .  La GDH s e  t rouve  p a r  c o n t r e  r e p r é s e n t é e  pa r  2 ou 

3 isoformes.  Le zynograrnme v a r i e  en e f f e t  au c o u r s  de l a  c u l t u -  

r e ; au  3ème j o u r , s e u l e s  deux isoenzymes s o n t  d é t e c t a b l e s ,  a l o r s  

qu 'au  7ème jour  il en a p p a r a î t  une t r o i s i è m e .  La mod i f i ca t ion  

"concerne une bande mineure ( f i g u r e  1 9 )  . 

- .  " - 
J o u r s  

Gln N H ~   NO^ 
FiouFe 2 9  : É!ectrophorèsc en gel de polyacrylamide d'extraits totaux obtenus à partir de cellules de Silene 

alba prélevées à dilférents stades de croissance et en présence de diverses sources d'azote. A, Mise en 
évidence de l'activité GDH par les sels de tétrazolium d'extraits issus de cellules cultivées en présence 
de $iitan?ine fG!nf, d'a:-zccb~s; (NH,') ou de %;rate (NC;). Les flèches indiquent ki positiori des 
bandes d'activité. B, Mise en évidence des protéines par le bieu de Coomassie. La flèche indique 
l'emplacement de la bande qui présente le maximum d'activité GDH. Les abréviations J,, J, et J, 
signifient que les cellules ont été prélevées après 3, 5 ou 7 jours de culture. 



Lorsque le milieu ne contient que de l'ammonium 

l'activité est localisée dans deux bandes : l'une très 

importantelprésente quelle que soit la source azotée, l'autre 

faiblement active,mâis constante pendant toute la durée 

de la culture. L'activité GS quant à elle, est toujours plus 

faible qu'en présence de nitrate ou de glutamine (figure 17) . 

La GS est constamment représentée par une seule 

isoenzyme alors que la GDH subit des modifications de sa 

composition isoenzymatique selon les conditions de culture ; 

la bande majeure est toujours présente quelle que soit la 

source azotée utilisée, mais les bandes mineures varient, 

d'une part avec l'âge des cultures,et d'autre part en fonction 

de la nature de l'azote fourni. 

Comme l'ammonium joue,de toute évidence,un rôle 

important sur l'absorption du ~0;,nous avons voulu voir quelle 

action pouvaient exercer àes inhibiteurs de la GS ou de la 

glutamate syrïthase (GOGAT) sur les activités nitrate réduc- 

tase, glutamate deshydrogénase et glutamine synthétase. 

7) Action de l'azaserine et de la méthionine sulfoxi- 

mine sur les activités nitrate réùuctase, glu- 

tamate, deshydrogénase et glutamine synthétase. 

L'azaserine inhibe l'activité de la glutamate syn- 
tase (GOGAT), la méthionine sulfoximine (MSX) celle de la glu- 

tamine synthétase . Nous avons voulu voir si l'inhibition 
de ces enzymes influait sur l'activiré nitrate réùuctase par un 

mécanisme de régulation en retour. 



H e u r  e s  

F i c u r e  20 : A c t i v i t é  N . R .  m e s u r é e  i n  v i v o  de c e l Z u Z e s  c u l t i v é e s  

en p r é s e n c e  de N O -  3 
5 m M  ( 0 - 0 ) ,  de N O ;  + a z a s e r i n e  

5 mM (v--V) ou de NO: + M S X  5 m M  ( i .  
ri - 1  - 7  

130 % d d > a c t i v i t é  : 3, 7 u m o l e s  N O ;  .h . g  - FF. 

J O  u r t  

F i g ù r e  2 1  : A c t i v i t é  d e  l a  GS d e  ceZZu2es  c u l t i v é e s  a v e c  du - 
N O 3  (e-8: et en p r é s e n c e  d e  MSY O, 1 mX W--'i CU 
d r c z o s e r i n e  O,1 rnM ir-r). ( P r o t o c o Z e  e z p é r i m e n t a l  
d é c r i t  d o n s  l e  t e z t e i .  



CA - h-;IvItL,~~&rate ~~42gtg25 -~5 -gg&&$~g2-$g  
S i Z è n e  cultivées en présence d'azaserine ou ...................... 
de-MSX 

L'addition d'azaserine à un milieu de culture dans 

lequel se développent depuis 2 jours des cellules de S i l è n e  

provoque une chute rapide de l'activité nitrate réductase qui décroît 

ensuite plus lentement et s'annule après 24 heures. 

Quant à la 11s~ , son action rappelle l'inhibition 
exercée par l'ammonium : l'activité diminue brutalement 30 mi- 

nutes après son introduction puis elle remonte,pour atteindre 

des valeurs égales ou parfois supérieures à celles mesurées dans 

des cellules témoins (figure 20) ; puis l'activité décroît 

et n'est plus décelable après 3 ou 4 jours de culture. 

Le blocage de l'activité de la GS amène sans doute une 

accumulation d'ammonium qui pourrait être métabolisé par la 

GDH, à moins que la MSX n'intervienne sur le système de per- 

méation du nitrate (RIGANO et al., 1982). Pour choisir parmi 

ces hypothèsesrnous avons mesuré les teneurs en nitrate et en 

ammonium intra- et extracellulaires ,ainsi que l'évolution des 

activités GS et GDH. 

Des essais préliminaires nous avaient montré que la 

MSX inhibait bien l'activité GS,mais ne modifiait pas de 

façon significative l'activité GDH dans les heures qui sui- 

vaient son introduction.. Aussi avons nous modifié notre pro- 

tocole expérimental : les cellules,prélevées en phase station- 

naire,sont cultivées 48 heures dans un milieu sans azote de 

façon à permettre la métabolisation du nitrate stocké ; puis 

sont ajoutés,dans l'ordre et à 1 heure d'intervalle,ltinhibi- 

t e ~ r  et l'azote nitrique ou ammoniacal. 

Cette approche présente l'avantage de permettre 

l'analyse de l'action& la MSX ou de l'azaserine sur la perméa- 
L .  L;~z Ge L'ioa et sur lcs âctivitGs enayzàtiques. 



b  - In f luence  de l ' a z a s e r i n e  e t  l a  E I S X  s u r  les ........................................... 
a c t i v i t é s  NP. ------------L,,,--,-------------------------- GDH e t  GS de c e l l u l e s  c u l t i v é e s  
avec --------- du NO;. 

Le f o u r n i t u r e  de n i t r a t e  à d e s  c e l l u l e s  ca rencées  

en azo te  pendant 2 jours,provoque,3 h e u r e s  p l u s  t a r d , l V a p p a -  

r i t i o n  d 'une  a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  q u i  augmente progres-  

sivement j u squ ' à  l a  48èrne heure .  

Une p ré incuba t ion  avec de l ' a z a s e r i n e  ( 0 , l  mM) 

ou de l a  MSX I O ,  1 Mm), diminue 1 ' ampleur de 1' a c t i v i t é  de réduc- 

t i o n .  L ' a z a s e r i n e  exe rce  une a c t i o n  beaucoup p l u s  s evè re  e t  

p l u s  r a p i d e  que l a  MSX ( t a b l e a u  8 )  . 

Tableau 8 

Action de l'azaserine et de la MSX sur l'activité NR mesurée 

i n  v i v o .  

contact avec Activité N . F .  
 NO^ (20 mM) pmol ~05.h-'. g -  M.F. 

en h. Témoin MSX Azaserine 

L ' a z a s e r i n e  ne modif ie  pas  l ' a c t i v i t é  GS pendant 

l e s  3 p r e m i & r e s  houres  czis l à  f a i t  chuterbruta lernent  e n s u i t e  

( f i g u r e  2 1 )  ; e l l e  augmente p a r  c o n t r e  l ' a c t i v i t é  GDH a p r è s  

2 4  heures  ( f i g u r e  2 2 )  ; du n i t r a t e  e s t  d é t e c t a b l e  dans l e s  
- 1 c e l l u l e s  ( 2  Crmoies .g-lMF à 10 h.; 3 , s  prnoles .g BFP 24 h.) e t  de 

Iiammonlum a p p a r a î t  dans l e  m i l i e u  ( 1 5  mg N-NH .1- à 2 4  h . ) .  
4 

Au de l2  de 2 4  heu re s ,  l e s  mesures s o n t  i n u t i l e s  puisque de nom- 

b reuses  c e l l u l e s  meurent. 



J o u r s  

F i g u r e  22 : A c t i o n  de la: MSX, O,1 mM f*-..*) e t  de Z ' a z a s e r i n e  

0 , l  mM &--ri s u r  l ' a c t i v i t é  G D H  d e  ceZZuZes  de 

S i Z è n e  c u l t i v é e s  en p r é s e n c e  d e  n i t r a t e  2 0  mM. 

Témoin i u l  

J o u r s  

- 
F i p i r e  2 3  : Teneur  en P O  de  ceZ7.uZer cu7,kivée.s en  p r é s e n c e  3 

de : 

a  lV0; 2 0  rnM ccmrne u n i q u e  s o u r c e  d ' a z o t e  

b )  RO; + MSX 0,I mM (0----O) 

c !  Z r  R î ;  + c z c z î r i r . ~  C, 2 sX ( 7 - -  -Y ! . 
Z 

Teneur en  NB4 de  c e l Z u Z e s  c u t t i v é e s  en p r é s e n c e  d e  
NO- 20 mM + MSX O, 1 mM (O----- * ) . 

3 



La GOGAT est donc une enzyme essentielle du méta- 

bolisme azoté et indispensable au maintien de la vie cellu- 

laire. 

La MSX inactive rapidement la G S  mais ne modifie 

l'activité de la GDH qu'après 5 jours (figures 21 et 22). Le 

nitrate prélevé (figure 24) est réduit ou stocké dans les 

cellules (figure 23) . De l'ammonium est accumulé dans les cel- 
lules (figure 23) ou rejetté dans le milieu (figure 24). 

L a  G S  est une enzyme clé dans le métabolisme 

de l'azote. Comparée à celle de la GOGAT,  son inhibition est 

cependant moins dramatique pour la survie immédiate des cel- 

lules qui ne meurent qu'après 4 à 5 jours. 

c - Ac_tion-be-i'azase~i~e-e,t~ *-la -MSX_~ur-les 
activités G S  et GDH de celluieç cultivées en ............................................ + 
~resence ------------- de N H 4 - - j 2 0 _  mM). 

Rappelons dl abord que l'activité NR n'est détec- 

table ni in vitr~, ni in vivo dans ces conditions de culture. 

L'ammonium est utilisé à la fois par l a  G S  et la 

GDH mais celle-ci est nettement plus active que la première qui 

est partiellement inhibée. L'ammonium disparaît du milieu 

(figure 25) et s'accumule dans les cellules pendant les toutes 

premières heures puis il est métabolisé d'autant plus rapide- 

ment, que l'activité GDH s'accroît (figures 26 et 27). 

+ 
En présence d'azaserine la teneur en NHq du milieu 

n'est pas modifiée alors que celle des cellules augmente rapi- 
4 

dement ; quant à I'actiwite Û3H, eLlr diminue rapidement 

(figure 27). ; celle de la GS est nulle. 



J o u r s  

F i g u r e  2 4  : V a r i a t i o n s  dz  7a c o n c z n t r c t i o n  e n  ~ z o r e  n i t r f a u e  

d x  m i l i e u  d z  c u l t u r e .  - 
Les  c e Z Z u Z e s  s o n t  c u l z i v é z s  e n  p r é s e n c e  d e  X O ,  - V 

ôsuZ ( H ! ; d e  !IO3 + .'.ISX O ,  i miY ( e - - . e  I ; 

b z  ?IO; + a z a s e i i n e  0 ,  : T M  ( V- - V  I .  

dnmonium formé Cano l z  m r z i z u  en  ~ r é s z n c z  b z  - 
210; r .'&XO, 2 mM ( r- - -7 ! ou d e  J O j .  7 c z c s e ~ l n z  

O , I  mM ( 1 .  

J o u  r s  

F i g u r e  2 5  : V c r i a t i o n o  d e  
+ l a  c o n c e n C ~ a t i o n  e n  1VH d u  
4 

m i l i e u  de  c u l t u r e .  

L e s  c e Z Z u l e s  s o n t  c u Z t i v é z s  
f 

e n  p r o s e n e s  de ??H, szuZ 
i - 

(iC-g) ; de ?JB, -+ M S X  - -+ 
0 , 1  mi'4 ( O - - * )  ; d e  flFi + 

4 



J a u  r s  



La MSX provoque une accumulation intracellulaire 

d'ammonium (figure 26) dont une partie pourrait être rejetée 

dans le milieu : sn y absarve en effetfun l5ger accroissement 
+ 

de la concentration en NH4 (figure 25). 

 activité de la GDH est par ailleurs inhibée à partir du 

2ème jour (figure 2 7 ) .  On comprend donc pourquoifdans de tel- 

les conditions,les celluies périssent après 4 ou 5 jours. 

Les résultats obtenus en présence de nitrate ou 

d'ammonium montrent que les inhibiteurs de la GOGAT ou de la 

GS n'interviennent ni sur la perméation du nitrate, ni sur 

les mouvements de l'ammonium. Les modifications de l'activité 

nitrate réductase sont imputables à une régulation métabolique 

par l'ammonium qui agit sur l'enzyme i n  v i v o .  Or,nous avons 
+ 

vu que le NH4 ne se comporte pas comme effecteur négatif de 

la nitrate réductase in v i t r o .  Il est par ailleurs peu proba- 

ble que les propriétés catalytiques de l'enzyme soient radica- 

lement différentes in situ ou en tube. On peut donc penser 

que la cellule dépense, soit pour expulser de l'ammonium, 

soit pour réguler son pH, de l'énergie qui n'est pas disponi- 

ble pour l'assimilation du nitrate. L'une des enzymes particu- 

lièrement sensible aux modifications de la charge énergétique 

est la GS (WEISSMAN, 1976) . 

II - REGULATION GENETIQUE 
1) Induction de la nitrate réductase des cellules 

de S i l è n e  

Le transfert de cellules de Silène dans un milieu 

neuf ne provoque l'apparition d'une activité nitrate réductase 

qu'après une phase de latence d'une dizaine d'heures. Des 

cellules prélevées pendant la phase ~tationnaire~puis mises dans 

du milieu dépourvu en nitrate sont capables de croître fai- 

blement (12 % environ de la croissance d'une culture effec- 

tuée sur le milieu complet). Mais l'activité de la nitrate 

réductase n'est alors détectable ni par la méthode in v i v o ,  



n i  p a r  l a  méthode i n  v i t r o .  L ' a d d i t i o n  de NO; ( 5  mM) a p r è s  

18 ou 4 6  heures  de c ü l t u r e  e n t r a î n e  l l a p p a r i t i o n , e n  que lques  

heu res ,d1une  a c t i v i t é  de r éduc t ion  du ni t ra te  ;comme l e s  p e n t e s  

d e s  courbes  d ' a c t i v i t é s  s o n t  sensiblement  p a r a l l è l e s  ( f i -  

gure  28 ) l a  v i t e s s e  de l ' induc t ion  p s t  indépendante du zozent 

auque l  l e  n i t r a t e  e s t  a j o u t é .  

Ces obse rva t ions  p l a i d e n t  en f a v e u r  d 'une  induc t ion  

de  l a  n i t r a t e  r éduc ta se  pa r  son s u b s t r a t ,  hypothèse largement 

développée dans l a  l i t t é r a t u r e  e t  t r è s  généralement admise p a r  

l a  p l u p a r t  de s  a u t e u r s  ( v o i r  l e  c h a p i t r e  H i s t o r i q u e ) .  Nous 

avons donc abordé 1 ' é tude  de l a  r é g u l a t i o n  génétiqye de 1 ' en- 

zyme dans  d e s  c o n d i t i o n s  expér imenta les  q u i  e x c l u a i e n t  l e  p l u s  

p o s s i b l e  l ' i n t e r v e n t i o n  de  phénomènes de r é g u l a t i o n  métabol ique.  

Les c e l l u l e s  o n t  donc é t é  c u l t i v é e s  dans un mi l i eu  ne con tenan t  

que 25  % de l a  c o n c e n t r a t i o n  h a b i t u e l l e  en n i t r a t e  ; dans c e s  

c o n d i t i o n s , c e l u i - c i  n ' e s t  pas en excès  e t  ne s 'accumule pas  

dans  l a  vacuole e t  l e  pro531 de l ' a c t i v i t é  n i k r a t e  r éduc ta se  

s u i t  de  t r è s  p r & s  son u t i l i s a t i o n .  

Nous . .  avons obsèrvé l e s  mod i f i ca t ions  de I ' a c t i -  

v i t é  n i t r a t e  r i d u c t a s e  en i n t r o d u i s a n t , d a n s  l e  mi l i eu  de 

c u l t u r e , d e s  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  comme l a  6-méthyl- 

p u r i n e  ou de l a  t r a d u c t i o n  t e l s  l e  chloramphénicol  ( c h l o r )  ou 

l a  cycloheximide ( C H I ) .  

Les c e l l u l e s  s o n t  t r a n s f é r é e s  dans  un mi l i eu  neuf 

con tenan t  l ' u n e  de c e s  subs tances  e t  l ' a c t i v i t é  e s t  mesurée 

2 4  h. p l u s  t a r d .  La f i g u r e  29  permet de v o i r  que l e  chloramphé- 

n i c o l  ne l a  modif ie  que t r è s  peu, t a n d i s  que l a  6-méthyl- 

p u r i n e  e s t  i n h i b i t r i c e  pour t o u t e s  l e s  c o n c e n t r a c i m s  ü t i -  
- 1  

l i s é e s  e t  que l a  cycloheximide l ' e s t  pour une dose de 4 pg.mb . 
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Heures 

Figure  2 8  : A c t i o n  de Z ' a z o t e  n i t r i q u e  s u r  Z ' a c t i v i t é  

n i t r a t e  r é d u c t a s e .  L ' a p p o r t  en  n i t r a t e  s ' e f f e c t u e  

s o i t  d è s  Ze débu t  de Za c u l t u r e  (-/, s o i t  a p r d s  

1 9  h .  (+-+) ou 4 6  h .  ( u i  de c u l t u r e .  

(Aa*-*-*A) Ze m i l i e u  de c u l t u r e  e s t  carencé  an a z o t e .  

L ' a c t i v i t é  de Za n i t r a t e  r é d u c t a s e  e s t  mesurée 

i n  vivo. 



Ces r r s u l t a t s  sugykrent  que l ' a p p a r i t i o n  de i ' a c t i -  

v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  n é c e s s i t e  l a  t r a n s c r i p t i o n  p r é a l a b l e  . 

d'ARN e t  que l a  syn thèse  enzymatique es t  e s s e n t i e l l e m e n t  10- 

c a l i s é e  dans l e  cytoplasme. 

Pour l a  s u i t e  de c e  t r a v a i l ,  nous avons r e t e n u  l a  - 1. -1 
6-méthyl-purine ( 2 , 5  pg.ml ) e t  l a  cycloheximide ( 4  1g.ml ) . 
Nous avons d ' a u t r e  p a r t  v é r i f i é  que des  c e l l u i e s  t r a i t é e s  

pendant  4 8  h. par  l ' u n e  de c e s  deux subs t ances ,  son t  s u s c e p t i -  

b l e s  de reprendre  une p r o l i f é r a t i o n  normale l o r s q u ' e l l e s  s o n t  

remises  s u r  un mi l i eu  témoin. 

Comme il a  é t é  montré que l a  cycloheximide n ' e s t  pas  

un i n h i b i t e u r  s p é c i f i q u e  de l a  syn thèse  p r o t é i q u e  i n  ~ i v o  

( M c  PAHON, 1975) e t  que s e s  e f f e t s  v a r i e n t  s e l o n  l a  concent ra -  

t i o n  à l a q u e l l e  e l l e  es t  employée (DELSENY e t  a l . ,  1977) , 
nous avons v ~ u l u  s a v o i r  s i  dans nos c o n d i t i o n s  expér imenta les ,  

e l l e  é t a i t  i n h i b i t r i c e  de l a  syn thèse  p r o t é i q u e .  Nous l ' a v o n s  

donc i n t r o d u i t e  dans l e  mi l i eu  dès  be t r a n s f e r t  des  c e l l u l e s  

e t  nous avons procédé à un marquage d e s  p r o t é i n e s  s y n t h é t i s é e s  

l o r s  des  2 4  premières heures  de  l a  culture en f o u r n i s s a n t  Pen- 

d a n t  1 h . ,  à i n t e r v a l l e s  r é g u l i e r s ,  de  l a  l e u c i n e  t r i t i é e  
- 1  

( 2 , s  1 C i . m l  ) .  Les c e l l u l e s  s o n t  e n s u i t e  r e c u e i l b i e s ,  l a v é e s ,  

b r o y é e s , e t  t r a i t é e s  p a r  une s o l u t i o n  2 5 % d ' a c i d e  t r i c h l o r a -  

c é t i q u e  à 4 "  C pendant une n u 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  ac idoso lub le s  e t  a c i d o p r é c i p i t a b l e s  e s t  mesurée. L e s  

r é s u l t a t s  s o n t  r e p o r t é s  dans l e  - t ab l eau  9 .  

3 

Dans une c u l t u r e  témoin, l ' a b s o r p t i o n  de l a  3-leu- 

c i n e  e t  son inco rpo ra t ion  dans l a  f r a c t i o n  p ro t é ique  acido-  

p r é c i p i t a b l e  s ' e f f e c t u e n t  rapidement a p r è s  l e  t r a n f e r t  d e s  

c e l l u l e s .  



Le t r a i t e m e n t  des  c e l l u l e s  p a r  l a  cycloheximide 

provgqno t r c j o c r s  cn s c c z s i s s e z e n t  Ue l a  r a i i i u a c t i v i t 6  i n t r a -  

c e l l u l a i r e  e t  une i n h i b i t i o n  de l ' i n c o r p o r a t i o n  de  l a  l e u c i n e  

dans l a  f r a c t i o n  p r é c i p i t é e  p a r  l ' a c i d e .  L ' abso rp t ion  de l a  

l e u c i n e  marquée pa r  l e s  c e l l u l e s  t r a i t é e s  e s t  donc modif iée  

e t  mr i i t ip i i2e  p a r  un f a c t e u r  v o i s i n  de  2 ,  q u e l l e  que s o i c  

l ' h e u r e  du prélèvement.  

T a b l e a u  9 
3 

I n c o r p o r a t i o n  d e  l a  L - l e u c i n e  H ( G - 1 5 0  mCi/mmole)  d a n s  l e s  

p r c t é i n e s  

Heure 6 h  12 h 18 h 24 h 
du -- -- - 

prélèvement Témoin CHI Témoin CHI Témoin CHI Témoin CHI 

Fraction précipitable ( f , ) .  . . . . . 11 407 1 350 6 725 1 470 2 930 1 094 2 900 2 200 
Fraction acidosoluble ( f , ) .  . . . . 71 260 144 346 60 875 134 910 58 747 117 142 30 690 73 000 
Radioactivité totale ( f ,  + f,). . 82 667 145 696 67 600 136 380 61 677 118 236 33 590 75  200 
fii(f1 t f J ~ 1 0 0  ............ 13,s 0 ,92  9,94 1,07 4,75 0 ,92 8,63 2,92 

- 

La r a d i o a c t i v i t é  d é t e r m i n é e  en  p r é s s n c z  de  Z i q u i d z  s c i n t i Z Z a n t  

"AquaZumat' e t  e x p r i m é e  en  c o u p s  par  m i n u t e  par  miZZigramme de  

p r o t é i n e s  e s t  mesurée  a u x  t emps  i n d i q u é s ,  Za Z e u c i n s  a y a n t  

é t é  a  j o u t é e  1  h .  a u p a r a v a n t .  

Le dosage  d e s  p r o t é i n e s  s ' e f f e c t u e  s e l o n  Za méthode  de  LOWRY 

e t  a l . .  La s i g n i f i c a i i o n  du r a p p o r t ( f l / f l  + f ! e s t  donnée  d a n s  
2 

Ze t e x t e .  

Par  conséquent,  il nous a paru ind i spensab le  de 

rendre  compte de c e t t e  modi f ica t ion  de l ' a b s o r p t i o n  de? l a  

l e u c i n e  marquée dans l ' e s t i m a t i o n  des  v a r i a t i o n s  de l a  syn thèse  

p ro t é ique .  L e  c a l c u l  du r appor t  : r a d i o a c t i v i t é  incorporée /  

r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  ( q u a n t i t é  de coups pa r  minute i nco rpo rés  + 
q u a n t i t é  de coups p a r  minute de l a  f r a c t i o n  a c i d o s o l u b l e )  

permet de r e l i e r  l e  marquage de l a  f r a c t i o n  p r o t é i q u e  A l a  

f réquence du marquage du pool métabolique l o r s  de l a  syn thèse ,  

q u e l l e s  que s o i e n t  l e s  cond i t i ons  expér imentales  (SACHEX, 1 9 6 7 ) .  
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F i a u r e  2 9  : A c t i o n  de  d i v e r s  i n h i b i t e u r s  ç u r  Z r a c t i v i t S  PIL? 

L e s  i n h i b i t e u r s  s o n t  a j o u t é s  d è s  2 2  d é o u $  de  l a  

c u l t u r e ,  l z s  a c z i v i t é s  son:  m z s u r é g s  c - p é ç  2 -  n .  [ ]ne  

a c t i v i t é  d e  100 % e o i r e s p o n d  6 Z C  f o r . m a ~ i 3 n  d g  0 ,  $ 2  
1 1  - - -  -- 

i i J 4  de  Nû2.  h  . 9 dg ,maitire j r a î c h e . ~ ,  s é m o i n  ; 6 a?, 
6 m é ~ h y l - p u r i n e  ; C a 1  , c y c l o h e z i m < Q z  ; c h z o r  : 

* c h ? o y c m p h é n i c o i .  Conae 3 0  l u m i è r e  p e u r  d é g r a d s i  7 e  

c f i l o p z m p h é n i c o i  (HOX!4ARX e ;  IVOEI33Y, 2 3  7 7 1 ,  ;ou tg  

2 r z z p e r i m e n t a t i o n  a  é t é  menée à l ' o b s c u r i t é  n e  

m o d i f i e  n i  l a  c r o i s s a n c ~ ,  n i  t ' a c t i ~ i t é  98 d ~ s  s s i l u l e ;  

( P O U L L E ,  1 3 7 9 ) .  

F i g u i e  30 : A c S i o n  s é q u e n t i e l l e  d z  l a  c y c i o h e z i m i d e  ( A )  e 5  d z  

l a  m é t k y t - ? u r i n e  ( 3 )  s u r  Z ' a c t i v i i / i  1"ijL? d z s  c e ~ l u -  

l e s  d z  Silene. Lorsqzte l a  cycZoh~u-$m.Yz ou l a  3 ~ézhy7 , -  

p u r i n e  s o n t  i n t i g d u i t z s  a-rès 0 , 3 ,  3 ou 9 2. d z  c u l c u r s ,  

l e s  a c t i v i t é s  82  s o n t  m e s u r é e s  à l a  30e h e u r e  e c  

c o m p a i é e s  à c e l l z s  d e  c u l t u r e s  ô g é e ç  d e  30 JI.  ( t é m o i n  

30 7 1 . 1 .  L o r s q u e  c z s  substances o n t  é r i  a j o x z i s s  a - r è s  

2 4  ou 3 2  h . ,  l z s  a c t i v i t é s  s o n z  m e s u r é e s  a ~ i e s  Ç a  2. 

d e  c i t l t u - r e .  Par. c o n v e n t i o n ,  100 % d ' a c t i v i t é ,  ~ s ? - 4 -  - -1 -- 
s e n t e n t  t a  f o r m a t i o n  d z  2 , 9 2  DY d z  iVO2 h  g Cg r r a ~ j i r c  

f r a î c h e  d a n s  une c u l t u r e  clgie de  0 8  h .  (cérnoin 4 8  h .  .i. 



L a  qcloheximide i n h i b e  for tement  l a  syn thèse  p r o t é i -  

que pendant ai: moins' 18 h . ,  e t  son i n h i b i t i o n  reste impor tan te  

a p r è s  24  h.  

Ayant montré d 'une p a r t , q u e  l a  syn thèse  de l a  n i t r a t e  

r éduc ta se  es t  i n d u i t e  e t  d ' a u t r e  p e , q u e  l a  cycloheximide 

inh ibe  à l a  f o i s  l a  synthèse  p ro t é ique  e t  l ' a p p a r i t i o n  de  

l ' a c t i v i t é  enzymatique, nous avons voulu dé te rminer  à q u e l  

moment de l a  c u l t u r e  s ' e f f e c t u a i e n t  l a  t r a n s c r i p t i o n  e t  l a  

t r a d u c t i o n .  Aussi,avons-nous é t u d i é  l ' a c t i o n  de l a  6-méthyl- 

pu r ine  e t  c e l l e  de l a  cycloheximide s u r  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  

r é d u c t a s e , e n  fonc t ion  du moment de l e u r  i n t r o d u c t i o n  dans  l e  

mi l i eu  de c u l t u r e .  

On s ' a p e r ç o i t  ( f i g u r e  30 A e t  B )  que 1 8 a c t i v i t S  en- 

zymatique e s t  t o u j o u r s  diminuée mais qu'elle l ' e s t  d '  a u t a n t  

moins que l a  drogue a  é t é  a j o u t é e  p l u s  tardivement  e t  que les 

m m  a i n s i  que l e  complexe p r o t é i q u e  o n t  é t é  s y n t h é t i s é s .  

Ces r é s u l t a t s  montrent  que l a  t r a n s c r i p t i o n  des  

gènes codant  pour l e  complexe enzymatique i n t e r v i e n t  es.sen- 

t i e l l e m e n t  a p r è s  6 h .  de  c u l t u r e  e t  que l a  t r a d u c t i o n  l a  s u i t  

immédiatement. 

A l a  lumière des  r é s u l t a t s  p récédents ,  il semble é v i -  

d e n t  que l e  t r a n f e r t  de s  c e l l u l e s  s u r  un mi l i eu  neuf con tenan t  

du n i t r a t e  provoque l ' i n d u c t i o n  de l 'enzyme. Par a i l l e u r s ,  les  

c e l l u l e s  de  Silène. p r é s e n t e n t  deux pér iodes  de syn thèse  de 

l ' A R N ,  l ' u n e  dès  l a  6e heure  de c u l t u r e ,  l ' a u t r e  p l u s  t a r d i v e ,  

v e r s  l e  3e jour .  D 'au t re  p a r t ,  l ' é t u d e  de l ' é v o l u t i o n  des  

index mi to t iques  montre que l e s  t o u t e s  premières  d i v i s i o n s  

c e l l u l a i r e s  s o n t  p a r t i e l l e m e n t  synchrones. 



On peu t  donc penser  que parmi l e s  Am3 t r a n s c r i t s  

d è s  l a  6 e  heu re ,  e t  don t  llne p a r t i e ,  polyzdényl& DU zcn,est mis- 

blablement  une f r a c t i o n  messagère , se t r o u v e n t  de s  ARNm 

n i t r a t e  r é d u c t a s e .  

L ' i a 2 u c t i o n  &L coap lexz  n i t r a t e  ïSUüctase p o u r r z i t  

a l o r s  s e  s i t u e r  parmi les  p remie r s  évènements déc lenchés  p a r  

l e  t r a n s f e r t  dans un nouveau m i l i e u  pourvu e n  n i t r a t e .  

2 )  Induc t ion  de l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  du S i Z è n z  e t  

e x i s t e n c e  d ' une  i n a c t i v a s e .  

Lors  d ' u n e  é t u d e  de  l ' i n d u c t i o n  de l a  n i t r a t e  réduc-  

t a s e  d ' e x p l a n t s  r a c i n a i r e s  d e  l a  Chicorée  de Bruxe l l e s  

( C i c h o r i u m  i n t y b u s  , v a r .  Wi t l oo f )  nous av ions  p a r f o i s  obse rvé ,  

sous  l ' e f f e t  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  ou de l a  t r a d u c -  

t i o n  a j o u t é s  quelques  heures a p r k s  l a  mise en  c u l t u r e ,  un ac -  

c r a i s s e m e n t  de l ' a c t i v i t é  enzymatique.  Parmi l e s  hypothèses  

r e t e n u e s ,  on pouva i t  e n v i s a g e r  qu ' une  i n a c t i v a s e  é t a i t  a l o r s  

r é p r i n é e  , p e r n e t t a n t  a i n s i  l ' e x s r e s s i o n  accrue  de l a  n i t r a t e  

r é d u c t a s e .  D e  t e l l e s  p r o t é i n e s  e x i s t e n t  en  e f f e t  chez de 

nombreux végétaux.  Nous avons donc r e p r i s  l ' é t u d e  de l a  r é -  

g u l a t i o n  de  l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  du S i l è n e  à l a  lumière  de  

c e s  r é s u l t a t s .  Afin de r é d u i r e  au  maximum les  f l u c t u a t i o n s  

dues  à une h é t é r o g é n é i t é  du m a t é r i e l  c e l l u l a i r e  p r é l e v é ,  

nous avons modif ié  nos c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s , t o u t  en  

v e i l l a n t  à c e  que l e  r a p p o r t  masse de c e l l u l e s  c u l t i v é e s ~ o l u r r e  

de m i l i e u , s o i t  i d e n t i q u e  à c e l u i  d e s  c u l t u r e s  h a b i t u e l l e s .  L e s  

c e l l u l e s  ,p rovenan t  t o u t e s  d ' u n e  m ê m e  c l l l t u r e  mère, s o n t  ense-  

mencées à r a i s o n  de 200 mg Four 3 m l  de m i l i e u ,  dans des  t u b e s  

p l a c é s  e n s u i t e  s u r  un a g i t a t e u r  r o t a t i f .  

Comme pour des  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  s e l o n  l e  procédé 

h a b i t u e l ,  l ' i n t r o d u c t i o n  de cychlshexirnide ou de 6 méthyl- 

p u r i n e  d è s  l e  début  de l a  c u l t u r e  e n t r a î n e  une i n h i b i t i o n  t o -  

t a l e  de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  mesurée quelques  heures  



pLus turd. La cûr+yaêpize a uz affet serhlab:~. Z: est 

par ailleurs intéressant de constater que l'activité nitrate 

réductase n'apparaît qu'après une phase de latence de 2 à 

3 h. dans les cellules témoins. 

L'addition de 6-méthyl-purine, de cordycepine ou 

de cycloheximide 3 ou 3 heures après la mise en culture 
conduit à des résultats différents (figure 31). 

1 3 5 7 9 
H e u r e s  

T i q u r e  3 1  : I n f l u e n c e  de  La c y d o h e z i m i d e ,  de l a  c o r d y c e p i n e  

e t  de l a  6 - m é t h y l - p u r i n e  a j o u t é s  a p r è s  4 h . de  

c u l t u r e  s u r  2 ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r d d u c t a s e  de  c e Z -  

ZuZes de Silène. 

( o*--a.o ) c y c Z o h e z i m i d e  ; ( e.4 ) c o r d y c e p i n e  ; (v-VI 

6 - m é t h y l - p u r i n e  ; ( 0 4 )  t h n o i n  . 
L ' a c t i v i t &  e s t  m é s u r é e  i n  vivo. 



La cycloheximide augmente l'activité nitrate réduc- 

tase d'environ 10 % ;  30 min. après =O= intrs2üctian, 2112 

devient ensuite inhibitrice. La stimulation par la 6-méthyl- 

purine (25 % )  apparaît après1 h 30,celle due à la cordycepine 

(16 % )  après 3 h ; toutes deux exercent ensuite une action 
f p * t a m p ~ ~  4 TL i L 4  6 - 4  n 1 --- ------ ---- ~utr<t prt, les trois inhibiteurs 

employés empêchent l ' incorporation de leucine 3~ dans la 
fraction précipitable par l'acide trichloracétique froid à 

10 % ; l'inhibition est de 80 % en présence de cycloheximide, 

de 50 % avec la cordycepine et de 20 % avec la 6-méthyl-purine. 

Ces trois substances modifient donc directement ou indirecte- 

ment la synthèse protéique. On peut cependant s'interroger sur 

la nature des modifications observées. En plus d'une action 

spécifique, tout inhibiteur métabolique est susceptibie de pro- 

voquer des effets secondaires. Nous avons donc tenté d'isoler 

un facteur protéique inactivateur de la nitrate réductase. 

Des cellules de 9 j. qui ne présentent pas d'activité 

nitrate réductase mesurée in v i v o  ou in vitro, ont été conge- 

12es par de l'azote liquide puis broyées. La poudre obtenue 

est mise en suspension dans du tampon phosphate 50 rnM,,pIi 7,s 

à raison de 2 ml de tampon par gramne de matériel frais. Après 

centrifugation à 7 000 g pendant 20 min. à 4' Cf le surna- 

geant est recueilli. On lui ajoute des quantités croissantes 

de sulfate d'ammonium. Une première fraction est précipitée 

lorsque le taux de S04 ( N H 4 1 2  atteint 40 % de la saturation, 

une seconde lorsqu'il atteint 70 % et une troisième pour 90 % . 
Les fractions If II et III sont gardées au froid. Pendant ce 

temps on procéde à l'extraction de la nitrate réductase de 

cellules de 2 jours dans du tampon phosphate 50 mM pH 7,5, 

contenant de la leupeptine 10 DM et du FAD 10 PM ( 2  ml de tampon 

par g. de cellules). L'enzyme est précipitée par du sulfate 

d'ammonium à 40 % de sa saturation,puis solubilisée dans le 

même tampon. A des volumes de 0,100 ml de l'enzyme sont ajoutées 

des aliquotes de 0,100 ml des fractions 1, II ou III. Ces 



s o l c t i c n s  s c n t  riélazq6es z t  mises à 3 3 ° C  pendant  15 min, 

Après c e t t e  c o u r t e  p ré incuba t ion ,  commence l'incubation en 

présence  de 1 m l  de tampon, de  0 ,1  m l  de  K N 0 3  0 , 1  W e t  de 

0,05 m l  de NADH 1 , 2  rnM pendant 15 min. à 30" C. Pu i s  on 

r é v è l e  l e  n i c r i t e  forme. 

L e s  f r a c t i o n s  1 e t  II ne mod i f i en t  pas  s i g n i f i c a t i v e -  

ment l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se ,  a l o r s  que l a  f r a c t i o n  III 

l a  diminue de 3 9  % ( 1 2  nmole p a r  e s s a i  au l i e u  de 2 0 ) .  

Enf in  l e s  f r a c t i o n s  1, II e t  III o n t  é t é  e s sayées  

s e l o n  l e  même p ro toco le  expér imental  avec une p r é p a r a t i o n  

p u r i f i é e  de n i t r a t e  r éduc ta se  dTEp ina rd  ; l a  f r a c t i o n  III 

i n h i b e  son a c t i v i t é  de 19 %. 

Les c e l l u l e s  de S i l è n e  renferment  donc,en f i n  de 

c y c l e  de  c r o i ~ s a n c e ~ u n e  substance p r é c i p i t a b l e  p a r  l e  s u l f a t e  

d'ammonium à f o r t e  concen t r a t i on  e t  capable  d ' i n a c t i v e r  l a  

n i t r a t e  r éduc ta se  ; e l l e  e s t  vraise~mblablement de n a t u r e  

p r o t é i q u e  e t  a u r a i t  un taux  de renouvellemenet t r è s  r a p i d e .  

C e s  r é s u l t a t s  demandent cependant a  ê t r e  conf i rmés e t  l a  

c a r a c t é r i s a t i o n  d 'une  i n a c t i v a s e  chez l e  S i l è n e  n é c e s s i t e  

encore  un+ t r a v a i l  important .  

III - REGULATION DE LA NITRATE REDUCTASE. APPROCHE I,%YUNO- 

LOGIQUE. 

L e s  r é s u l t a t s  r e p o r t é s  jusqu 'à  p r é s e n t ,  p l a i d e n t  en 

f aveu r  d ' u n e  induc t ion  de l a  n i t r a t e  r éduc ta se  du Silènz p a r  

son s u b s t r a t  . C e t t e  conc lus ion  repose,  pour l ' e s s e n t i e l ,  

s u r  des  modi f ica t ions  de l ' a c t i v i t é  de l 'enzyme 

p a r  des  i n h i b i t e u r s  métaboliques corne l a  6-méthyl-purine, 

l a  cordycepine ou l a  cycloheximide.  L ' u t i l i s a t i o n  de t e l l e s  

subs t ances  q u i  a g i s s e n t  s o i t  s u r  l a  t r a n s c r i p t i o n ,  l a  polya- 

d é n y l a t i o n  ou l a  t r a d u c t i o n  n ' e s t  ceperdant jamais s a t i s f a i s a n t e  

dans  l a  mesure où e l l e s  peuvent exe rce r  des  e f f e t s  s econda i r e s  



d i f f i c i l e s  3 ~ n a l y s e r .  D ' z z t r e  p 2 r t  l ' a - r v ~ o c i u ~  i n h i b e  l ' u c t i -  

v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  t o t a l emen t  quand il e s t  l a  source  d ' a -  

z o t e  unique ou temporairement l o r s q u ' i l  es t  a j o u t é  à un m i l i e u  

contenant  du n i t r a t e  ; c e t t e  i n h i b i t i o n  ne  s ' e x e r c e  pas  au 

niveau génique,  m a i s  p ~ u t ô c  pdr  une mod i f i ca t ion  de l a  permé- 

a t i o n  du n i t r a t e  ou de l ' u t i l i s a t i o n  du p o t e n t i e l  r é d u c t e u r .  

Comme l'ammonium inh ibe  également l a  GS e t  f a v o r i s e  l ' a c t i v i t é  

de  l a  g lutamate  deshydrogénase, nous avons abordé l a  problème 

de l a  r é g u l a t i o n  de  l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  p a r  l ' u t i l i s a t i o n  

de  méthodes irnmunologiques. Une r e l a t i o n  é t r o i t e  e n t r e  l ' e x i s -  

t e n c e  d ' une  a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  e t  l a  p résence  d ' an-  

t i g è n e s  .reconnus p a r  un sérum a n t i - n i t r a t e  r éduc ta se  a ,  

en  e f f e t ,  é t é  d é c r i t e  chez Neurospora crassa (AMY e t  GARRETT, 

1 9 8 0 )  e t  l 'O rge  (SOMERS e t  c o l . ,  1 9 8 3 ) .  D e  t e l s  f a i t s  con- 

f o r t e n t  l a  t h é o r i e  de 1' i n à u c t i o n  de l 'enzyme Fa r  son s u b s t r a t .  

D e s  a n t i c o r p s  polyclonaux o n t  é t é  f a b r i q u é s  chez l e s  

l a p i n s ,  c o n t r e  de  l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  p u r i f i é e  du S i Z i n z  

( v o i r  : M a t é r i e l  e t  Méthodes) . 

Les Tmnunsérums o n t  é t é  e s s a y é s  en présence d ' en -  

zyme p u r i f i é e ,  d ' e x t r a i t s  obtenus  à p a r t i r  de c e l l u l e s  c u l -  

t i v é e s  s u r  d i f f é r e n t e s  sources  a z o t é e s  ; n i t r a t e ,  ammonium 

ou glutamine.  En présence  de NO; , l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réduc- 

t a s e  n ' e s t  d é c e l a b l e  que sendant  l e s  p remiers  j ou r s  de c u l t u r e ,  

a l o r s  qu 'avec  l'ammonium ou l a  glutamine employks s e u l s ,  e l l e  

n ' e s t  jamais d é t e c t a b l e .  

Des a l i q u o t e s  d ' e x t r a i t  enzymatique provenant de 

c e l l u l e s  c u l t i v é e s  pendant 2 j o u r s  en  présence  de NO;, s o n t  

mélangées à des  volumes i d e n t i q u e s  d'immunsérum d i l u é  s e lon  

une progress ion  ggométrique de r a i s o n  1 / 2 .  On l a i s s e  s ' e f f e c -  

t u e r  l a  r é a c t i o n  de  p r é c i p i t a t i o n  à 40° C pendant 2 h. Les 

a c t i v i t é s  enzymatiques s o n t  mesurées dans  l e s  surnageants .  



L'activité est diminuée de moitié en présence 

de sérum dilué 12 ou 13 fois (figure 32). Lorsque la réaction 

de précipitation par les anticorps est essayée avec un mélange 

d'extraits de cellules cultivées 2 jours avec du NO; et de 
+ 

cellules cultivées 2 jours sur NH la courbe d'activité de la 4 ' 
nitrate réductase subit une translation le long de l'axe des 

abscisses ; la concentration en immunsérum nécessaire pour 

inactiver l'enzyme de 50 % est multipliée par un facteur 2 

(fisure 3 2 ) .  

F i g u r e  3 2  

A n t i s e r u  rn D i l u t i o n  

: I m m u n o a b s ~ p p t i o n  de  La n i t r a t e  r é d u c t a s e  du Silène 

- 100 % d ' a c t i v i t é  = 16 nmol N O ;  par e s s a i  ( 1 0 0  pg 

de  p r o t é i n e )  

- d i l u r i o n s  de Z ' a n t i s é r u m  : 1 = 0 , 1 0 0  mZ de  s é rum 

non d i l u é .  

L e s  d i Z u t i o n s  s o n t  e f f e c t u é e s  par  a d d i t i o n  d z  s s r u m  

p h y s i o Z o g i q u e  seZon  une p r o g r g s s i o n  g é o m é t r i q u e  d e  

r a i s o n  1  : 2 .  ( V  -- V ) A c t i v i t é  NR mesurée  a p r è s  

p r é c i p i t a t i o n  de  Z ' en zyme  e z t r a i t e  de c e l Z u Z e s  

c u z t i v é e s  2 j .  a v e c  NO;. ('(-ri A c t i v i t é  $8 

mesurée  a p r è s  l ' a d d i t i o n  de  0 , 0 5  mZ d ' e x t r a i t  de  
+ c e l Z u Z e s  c u l t i v é e s  2 j a v e c  NR4 d 2 ' e x t r a i t  p r é c é -  

d e n t .  IO-CU A c t i v i t é  NR e n  p r é s e n c e  de sérum p r é -  

Zevé s u r  un t a p i n  non i m m u n i s é .  



Fimre  33 : I m m u n o d i f f u s i o n  s e l o n  OUCHTERLONY e n  g e l s  d f a g a r .  

Chaque p u i t s  c e n t r a l  a  r e ç u  8 p l  d ' u n  immunsérum 
a n t i - n i t r a t e  r é d u c t a s e  de S i l è n e .  

L e s  p u i t s  p é r i p h é r i q u e s  c o n t i e n n e n t  8 ,ul d ' u n  e x t r a i t  
b r u t  de c e l l u l e s  p r é l e v é e s  à d i f f é r e n t s  s t a d e s  de c r o i s s a n c e  
e t  c u t t i v é e s  e n  p r é s e n c e  de d i v e r s  n u t r i m e n t s  a z o t é s .  

a l  ~ e l i u ~ e s  c u l t i v é e s  a v e c  du N O ;  pendant  : 
1 :  14 j .  ( A N R = O )  ; 2 : 1  j .  ( A N R = 6 , 9 l  ; 3 : 2 j .  
( A N R =  1 2 , 2 )  ; 4 : 3 j .  ( A N R :  6 , 6 l  ; 5 : 4 j .  ( A N R =  1 ,41  ; 
6 : 7 j .  IANR = O ) .  

+ 
bi C e l i u l a s  c u l t i v é e s  a v e c  du N H 4  p endan t  ; @ 

2 l l j . ; 3 : 2 j . ; 4 : 3 j ; 5 : 4 ~ . ; 6 : 6 j .  
Le p u i t s  n o  1  c o n t i e n t  un  e z t - a i t  p r o v e n a n t  de c e l l u l e s  
de 14 j .  c u l t i v é e s  a v e c  du N O r  

+ 
c l  C e Z l u l e s  c u l t i v é e s  a v e c  du N H  pendan t  2  j .  

( p u i t s  1  e t  21 3 j .  i n 0  5 e t  6 1  ; c e ~ f u l e s  c u t t i v é s s  
2 j .  a v e c  du N O ;  ( n o  3 - 4 1 .  

d l  P u i t s  1  e t  2 : tampon c o n t e n a n t  2 % de c a s é i n e .  
P u i t s  3  e t  4 : N A D H  n i t ~ a t e  r é d u c t a s e  p u r i f i é e ,  é l u é e  
par K C Z  1  M ( a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 1 , 2  u n i t é s / m g  de 
p r o t é i n e )  ; 5  e t  6 : I JADH : NR é l u é e  par du N A D H  
( a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 1 , s  u n i t é s /  mg de p r o t é i n e .  

e )  C e l l u l e s  c u l t i v é e s  a v e c  de l a  g l u t a m i n e  pendan t  
5 j .  ( 1 )  ; I O  j .  ( 2 ) .  Tampon c o n t e n a n t  0 , 2  % de  c a s é i n e  1 3 ) .  



L e s  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  en présence  d'ammonium con- 

t i e n n e n t  dünc <es  a n t i 5 e z e s  q u i  s n t r e n t  en compét i t ion  avec 

l a  n i t r a t e  r éduc ta se  de c e l l u l e s  c u l t i v é e s  avec du NO;, dans  

l a  r é a c t i o n  de p r é c i p i t a t i o n  an t igènes -an t i co rps .  C e  r é s u l t a t  

demandait à être  v é r i f i é  autrement ; p a r  l a  méthode d'immuno- 

d i f f u s i o n  a '  Oucnt-erJony p a r  exemple. 

L'immunsérum ne r é a g i t  pas  avec du tampon con tenan t  

de l a  c a s é i n e  m a i s  r e c o n n a î t  l a  n i t r a t e  r éduc ta se  p u r i f i é e ,  

q u ' e l l e  s o i t  é lude  du b l eu  Sépharose p a r  i e  NADH ou l e  X C l  

( v o i r  Ma té r i e l  e t  Méthodes) ( f i g u r e  3 3  d )  . I l  p r é c i p i t e  également 

des  a n t i g è n e s  p r é s e n t s  dans des  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  s u r  n i t r a t e  

e t  p r é l evées  a p r è s  2 4  h . ,  4 8  h . ,  3 j . ,  4 j .  ou 7 j .  de  c u l t u r e  

( f i g u r e  33 a ) .  L ' i d e n t i t é  an t igén ique  e s t  t o t a l e .  D e s  c e l l u l e s  

q u i  ne man i f e s t en t  p l u s  d ' a c t i v i t é  de  r é d u c t i o n  du n i t r a t e  

con t i ennen t  des  a n t i g è n e s  reconnus p a r  l e s  a n t i c o r p s  a n t i -  

n i t r a t e  r é d u c t a s e .  

Ces a n t i c o r p s  m i s  en  présence  d ' e x t r a i t s  de  c e l l u l e s  

c u l t i v é e s  avec de l'ammonium ou de l a  g lutamine comme sou rces  

a z o t é e s  uniques r é a g i s s e n t  également de  manière p o s i t i v e  

( f i g u r e  33, b ,  e ) .  Lorsque l e s  e x t r a i t s  c e l l u l a i r e s  p rov iennent  

de suspens ions  c u l t i v é e s  en présence d'ammonium, il a p p a r a î t  

une seconde zone dont  nous ne pouvons d i r e  s ' i l  s ' a g i t  d ' u n  

second a r c  de p r é c i p i t a t i o n  ou d 'une zone e t  d i f f u s i o n  des  

p r o t é i n e s  ( f l è c h e  : f i g u r e  33 b). 

L ' i d e n t i t é  an t igén ique  e s t  t o t a l e  que l e s  c e l l u l e s  

s o i e n t  c u l t i v é e s  avec du n i t r a t e  ou de l'ammonium. 

Ceci  pose donc l a  ques t ion  de  l'existence d 'un  

m a t é r i e l  a n t i g é n i q u e , i d e n t i q u e  du ran t  t o u t  l e  c y c l e  de c u l t u r e ,  

e t  p r é s e n t  q u e l l e  que s o i t  l a  source  a z o t é e  f o u r n i e  aux 

c e l l u l e s .  S ' a g i t - i l  d 'une forme i n a c t i v e  de l ' enzyxe ,  d 'un  

p récu r seu r  ou d 'une  forme de d é g r a d a t i o n ?  N o u s d i s c u t ~ r o n s  de  

c e s  d i v e r s e s  é v e n t u a l i t é s  u l t é r i eu remen t .  



C a r a c t é r i s t i q u e s  de l a  n i t r a t e  r é d u s t a s e  du S i l è n e  

- Comportement  a n t i g é n i q u e  

- O r i g i n e  du p o u v o i r  r é d u c t e u r  

- I n f l u e n c e  de l ' a c i d e  a b s c i s s i q u e  s u r  Z ' a c t i u i t é  

n i t r a t e  r é d u c t a s e .  



I - ETUDE DE LA SPECIFICITE ANTIGENIQUE DES NITRATE-REDUCTASES 
DU SILENE ET DE L'EPINARD 

De nombreuses difficultés ont surgi quand la purifi- 

cation de la nitrate réductase du S i Z e n e  a été entreprise dans 

le la~ora~oire : enzyme très labile, l'adaicion de caséine 

au milieu d'extraction était nécessaire a la conservation de 
l'activité (POULLE, 1979). Bien que son élimination fût possi- 

ble, le risque d'une contaminationde la préparation enzymatique 

par la caséine subsistait et l'obtention d' antico,?~ spécif i- 

ques de la nitrate réductase pouvait s'en trouver compromise. 

Partant du postulat qu'une enzyme qui accomplit des fonctions 

catalytiques identiques dans différentes espèces devrait, mal- 

gré la spéciation, conserver une identité antigénique au 

moins partielle, nous avons tenté de contourner la difficulté 

en purifiant la nitrate réductase d'Epinard,remarquaSlement 

stablelafin de l'utiliser comme source antigénique pour fabri- 

quer des anticorps,capables de reconnaître la nitrate réductase 

du S i Z e n e .  Cet immunsérum nous l'avons obtenu et nous l'avons 

essayé contre des nitrate réductases dtEpinard, de Silene 

et d' Echerichia Coli (Sigmu) (figure 34) . 

- 
Figure  3 4  : R é a c t i o n s  de p r é c < p i t a t i o n  par doub le  d i f f u s i o n .  

Le puits c e n t r a l  con tiers^ 3 L L Z  dr immunsérum a n t i -  

NB d r E p i n a r d .  

Les  p u i t s  1 ,  2 e t  3 c o n t i e n n e n t  de l a  n i t r a t e  

r é d u c t a s e  d ' E  C o l i .  Le p u i t 3  4 c o n t i e n t  8 p i  de  Ni? 

p u r i f i é e  d r E p i n a r d .  Les  p u i t s  5 e t  6 r e n f e r m e n ~  

8 uZ de NR p u r i f i é e  de Silene. 



F i g u r e  3 5  : I m m u n o a b s o r p t i o n  de  l a  n i t r o t e  r é d u c t a s e  du 

Silene p a r  un immunsérum d f Z p < n a r d .  - 
100  X d ' a c t i v i t é  = 21nrnoZ?IO o a r  e s s a i  ( 3 0  k g  d e  

2 - 
p r o t é i n e s ) .  Le c h i f f r e  1 c o r r e s p o n d  à 100 P Z  d e  

s é ~ u m  non  d i l u é  ; p u i s  l e s  d i l u t i o n s  s o n t  e f f e c 5 u é e s  

par  du s é r u m  p h y s i o l o g i q u e  s e l o n  une  p r o g r e s s i o n  

g é o r n é t r i q u z  de r a i s o n  1 : 2 .  

iO--O; s é r u m  d ' u n  L a p i n  non i m m u n i s é  

( a-.O-) s é r u m  i n t i  Epinc:nd r snzyme  de S iZBne  

i u j  s r  a n  Z p i n a r d  x e n z y m e  d ' l p i n a r d  

F i g u r e  3 8  : R é a c t i o n  d e  d o u b l e  d i f f u s i o n  d ' u n  immunsdrun: d r ~ r 3 e  

e t  de n i t r a t e  r é d u c t a s e s  d r E p i n a r d  e t  de  Sil3ne. 

Le t r o u  c e n t r a l  c o n t i e n t  8 p l  d ' irnmunsérum d i r i g é  
J- 

een t r r  Za IVR d f O r g z .  Les  ~ u i t s  n o  1 ,  2 ,  ô c o n t i e n n e n t  

d e  l a  !12 p u r i f < é e  c l ' z p i n a n d ,  l e s  n o  3 ,  4 ,  5 de  

l a  NB p u r i j i é e  de  Silene. 

* L'immunsérum d'Orge a &té donné par le Dr SOMEIIS 

au Dr NOTTON qui m'en a fait bénéficier lors 

d'un stage à Bristol. 



La r é a c t i o n  de  p r é c i p i t a t i o n  avec les a n t i g è n e s  

d1Xpinâzd est  net tement  p o s i t i v î ,  d o r s  q u ' a l l e ,  es t  ntigative 

avec l e s  enzymes du S i Z e n e  ou d 'E  C o l i .  Comme l e s  n i t r a t e  

r é d u c t a s e s  b a c t é r i e n n e s  c o n t r ô l e n t  une réaction de d é s a s s i -  

m i l a t i o n  de l ' a z o t e  a l o r s  que c e l l e s  d e s  végétaux supé- 

r i e u r s  c a t a l y s e n t  des  r é a c t i o n s  d ' a s s i m i l a t i o n ,  l ' a b s e n c e  d ' une  

reconnaissance a n t i g è n e  b a c t é r i e n - a n t i c o r p s  d f E p i n a r d  n ' e s t  

pa s  surprenante .  P lus  é tonnante  e s t  l ' a b s e n c e  de t o u t e  p r é c i -  

p i t a t i o n  de l 'enzyme du S i l e n e .  Nous avons voulu v é r i f i e r  que 

n o t r e  méthode de p u r i f i c a t i o n  enzymatique n ' a b o u t i s s a i t  pa s  

à l ' o b t e n t i o n  de molécules pa r  t r o p  dégradées  q u i  ne s e r a i e n t  

p l u s  reconnues p a r  les a n t i c o p r s .  Nous avons donc p ~ o c é d é  à 

d e s  expér iences  de  double d i f f u s i o n  avec c e t t e  f o i s  des  e x t r a i t s  

b r u t s  de c e l l u l e s  de  S i l e n e  : l à  encore  les r é a c t i o n s  é t a i e n t  

n é g a t i v e s  ; e l l e s  l ' é t a i e n t  a u s s i  avec un imunsérum f a b r i q u é  

c o n t r e  de l a  n i t r a t e  r éduc ta se  d l E p i n a r d  p a r  l e  groupe du 

D r  NOTTON à B r i s t o l .  

Nous avons a l o r s  é t u d i é  l a  r é a c t i o n  c r o i s é e  a n t i c o r p s  

Epinard x n i t r a t e  r éduc ta se  de  S i i e n s  par  une méthode 
d'immunoabsorption : 100 y 1  d 'une  p r é p a r a t i a n  d'enzyme de 

S i Z e n e  s o n t  m i s  en  c o n t a c t  pendant 2 heu re s  avec un volume 

é q u i v a l e n t  d 'une  s o l u t i o n  d ' a n t i c o r p s  don t  l a  concen t r a t i on  

v a r i e  s e l o n  une p rog res s ion  géométrique de  r a i s o n  1 / 2 .  Après 

centrifugation,l'activité du surnageant  e s t  mesurée ( f i g u r e  3 5 ) .  

L'immunsérum d i l u é  au 1/250ème inactive encore  l a  n i t r a t e  réduc-  

t a s e  du S i Z e n e ,  a i o r s  qu'aucune r é a c t i o n  de  p r é c i p i t a t i o n  n ' e s t  

d é t e c t a b l e  par  les méthodes d'imrnunodiffusion h a b i t u e l l e s .  

Ou b i en  l a  n i t r a t e  r éduc ta se  du S i Z e n e  présen te  

une s t r u c t u r e  an t igén ique  p a r t i c u l i è r e  ; e l l e  n ' e s t  en  e f f e t  pas  

reconnue non p l u s  p a r  des  a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  l a  n i t r a t e  

r é d u c t a s e  de l 'Orge  ( f i g u r e  3 6 )  , ou b i en  1' immunsérum d l E p i n a r d  

c o n t i e n t  une c l a s s e  d ' a n t i c o r p s  extrêmement s p é c i f i q u e s ,  inca-  

pab le s  de  p r é c i p i t e r  l 'enzyme du S i Z e n e  mais s e  f i x a n t  s u r , o u  

p r è s  ,du s i t e  c a t a l y t i q u e  enq?ê;=hant air,çi l a  réaction de réduction. 



Nous avons dû r e c o n s i d é r e r  l e  problème e t  p rocéder  

à l a  p u r i f i c a t i o n  de l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  du S i l e n e  ( v o i r  

Matériel et MOtk=&s f . 

L e s  a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  

de  S i l z n e ,  r e c o n n a i s s e n t  l 'enzyme p u r i f i é e  é l u é e  de co lonnes  de  

b lou -S~phaàex  pa r  du NADH 0,100 mM, àu  KN03 0 , 4 M  ou du K C 1  I X  

a i n s i  que c e l l e  contenue dans un e x t r a i t  b r u t  ( f i g u r e  37) ; 

i l s  p r i s e n t e n t  a u s s i  une l é g è r e  r é a c t i o n  c r o i s é e  avec l 'enzyme 

p u r i f i é e  ou d e s  e x t r a i t s  b r u t s  d f E p i n a r d  en immunodiffusion 

ou e n  i imunoabsorpt ion ( f i g u r e  3 8 ) . 

Immunsérum 

F i g u r e  38  : i m m u n o a b s o r p t i o n  d e  l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  d q p i n c r d  

p a r  un immunsérum d e  Silene. 

1 0 0  % d ' a c t i v i t é  = 7 8  nmol N O ;  pan e s s a i  132 u ç  

d e  p r o t é i n e s ) .  Le c h i f f r e  1  c o r r e s p o n d  2 200 y2  

d e  sérum non d i l u é  ; p u i s  Zes  d i l u t i o n s  s o n t  z f f e c -  

t u é e s  par  du s é r u m  p h y s i o l o g i q u e  s e l o n  une  p r o g r e s -  

s i o n  g é o m é t r i c u e  de  - a i s o n  1  : 2 .  

(U--a) s é r u m  d ' u n  L a p i n  na?! i m m u n i s é  

L e s  a n t i c o r p s  a n t i - n i t r a t e  r é d u c t a s e  du Ç i Z e n e  s e m -  

b l e n t  d i r i g é s  c o n t r e  d e s  dé te rminants  p l u s  bana l s  de l a  p ro t é -  

i n e  enzymatique que ceux de l l E p i n a r d ,  i l s  peuvent donc prcvo- 

q u e r  l a  p r é c i p i t a t i o n  d ' a u t r e s  n i t r a t e  r é d u c t a s e s .  



Ces a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  l a  n i t r a t e  réductase  

du S i l e n e ,  p o u r r a i e n t  r econna î t r e  des  dé te rminants  de l ' apo -  

p r o t é i n e  e t  l e u r  a c t i o n  i n h i b i t r i c e  de l ' a c t i v i t é  enzymatique 

dépendra i t  uniquement de l e u r  c a p a c i t é  2i p r é c i p i t e r  l 'enzyme. 

Com.e 1' i a r r ? ~ n s é r u ~  2'  Ypinard es t  c a j a b l e  de provoquer 

des  r é a c t i o n s  c r o i s é e s  avec d ' a u t r e s  n i t r a t e  réductases  ( l ' O r -  

ge par  exemple, conlmunicaCion pe r sonne l l e  du D r  N O T T O N ) ,  nous 

nous sommes demandé s i  l'enzyme de S i l e n e  ne posséda i t  pas  

une s t r u c t u r e  t r è s  p a r t i c u l i è r e .  I l  a  en e f f e t  souvent é t é  

d i t  que l a  c u l t u r e  i n  v i t r o  de t i s s u s  végétaux e n t r a î n a i t  

l ' a p p a r i t i o n  de v a r i a t i o n s  géné t iques  d ' a u t a n t  p l u s  importantes  

q u ' e l l e  se prolonge p l u s  lonqtemps. Par a i l l e u r s  l ' o b t e n t i o n  

de suspensions c e l l u l a i r e s  ex ige  l ' i n t r o d u c t i o n  de 2 . 4  D dans 

l e  mi l ieu  n u t r i t i f .  L'imrnusérum a  donc é t é  essayé  par  irnrnuno- 

d i f f u s i o n  c o n t r e  des  e x t r a i t s  b r u t s  de p l a n t u l e s ,  de f e u i l l e s  

e t  de r a c i n e s  de S i l e n e ,  r é c o l t é  au champ . I l  provoque une 

r é a c t i o n  de p r é c i p i t a t i o n  dans tous legcas ; les  p l a n t u l e s  semblent 

posséder deux formes an t igéniques  d i s t i n c t e s  ( f i g u r e  3 9 ) .  

f i g  3 7  f i g  3 9  

F i g u r e  3 7  - 39 : R é a c t i o n  d e  d o u b l e  d i f f u s i o n  d ' u n  a n t i s é r u m  

d e  Silene e t  

( 1 )  d ' e n z y m e  p u r i f i é e  é l u é e  d'un& c o l o n n e  d e  

B l e u  d e  S e p h a d e x  p a r  du N A D H  ( 0 , l  mM),  

( 1 ,  21 du  K U 0 3  ( 0 , 4  M i  ( 5 ,  4: e t  du  X C l  

( I M )  ( 5 ,  6 )  ( f i g u r e  3 7 ) .  

( 2 1  d ' e x t r a i t s  d e  p l a n t u l e s  ( 4 ,  5 ,  6 ) ,  2 e  

f e u i l l e s  ( 3 ) ,  d e  i a c i n e s  ( 1 )  d e  Silene 

( f i g u r e  3 9 )  



Figure 40 : ImmunoéZlzc t rophorèse  s e l o n  GRABAR e t  VILLIAMS d e s  

n i t r a t e  r é d u c t a s e s  d', .pinard e t  de S i l è n e .  

La m i g r a t i o n  s ' e f f e c t u e  s o u s  u n e  t e n s i o n  de 6 , s  V 

par cm d e  g e l  à p a r c o u r i r  ; 4 0  P Z  d e  s é r u m  s o n t  e n s u i t e  

d é p o s é s  d a n s  Za g o u t t i è r e  ; Za d i f f u s i o n  s ' e f f e c t u e  en  

chambre humide p e n d a n t  2 4  h .  

On remarque  q u e  Z ' e n z y m e  d f E p i n a r d  (1) donne n a i s s a n c e  

à 2 a r c s  d e  p r é c i p i t a t i o n  ; Z ' u n  du c o t é  c a t h o d i q u e ,  l ' a u t r e  

du c ô t é  a n o d i q u e .  L ' enzyme  de S i l è n e  ( 2 )  ne  p r é s e n t e  q u ' u n  

a r c  s i t u é  v e r s  Z ' a n o d e  (1) .  
- S I  : s é r u m  a n t i  NR d f E p i n a r d  ( o r i g i n e  n o t r e  Zabora- 

t o i r e )  

- S 2  : s é r u m  a n t i  NR d ' E p i n a r d  ( o r i g i n e  B r i s t o l ,  d o n  d u  

D r  NOTTON).  

- S3 : s e r u m  a n t i  'VR de  S i Z e n e .  



Le comportement antigénique des nitrate réductases 

du Silène et de llEpinard a aussi 6té com~ar6 par i ~ n ~ o é l e c -  

trophorèse analytique. Comme dans les expériences de double 

diffusion, l'immunsérum dlEpinard ne reconnaît pas l'enzyme 

du Silène, alors que les anticorps du Silhne reconnaissent 
tr ,,ès faiblement la nitrate zéductase dlEpinard. D'autre part 

lfelectrophorèse en gel d'agarose sépare deux antigènes de 

llEpinard reconnus par l'immunsérum homologue : l'un migre 

vers l'anode, l'autre vers la cathode (figure 40). Cette 

réaction s'observe aussi bien avec de l'enzyme purifiée 

dlEpinard qu'avec un extrait brut. Le "composant anodique" ne 

migre pas àla même distance que l'enzyme du Silène et présente 

toutes les activités caractéristiques d'une nitrate réductase 

(réactions avec le NADH, les sels de tétrazolium, le dichlo- 

roindophénol, le FMN ou le méthyl viologène réduits);le 

composant cathodique ne présente de réduction du nitrate 

qu'avec le FMNH*. 

Ou bien la nitrate réductase de 1'Epinard est plus 

fragile que celle du Silène, lorsqu'elle est soumise à un 

champ électrique, ou bien la région de la molécule qui in- 

tervient dans l'expression d'une activité terminale est 

différente. Il est cependant curieux d'observer que la perte 

de cette composante cathodique n'empêche pas l'expression 

des activités de l'autre partie de la molécule. 

Afin de pouvoir aborder ultérieurement l'étude de 

la structure de l'enzyme du Silène et de la comparer à celle 

de lfEpinard, nous avons préparé des anticorps monoclonaux 

dirigés contre les deux nitrate réductases. 

L'enzyme dlEpinard provient du laboratoire du 

Docteur NOTTON. Celle du Silène a été extraite dans notre 

laboratoire ; elle ne prisente qu'un seul arc de précipi- 

tation en immunoélectrophorèse en double dimension, en 

présence dUun immunsérum polyclonal. 
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H u i t  c lones  o n t  é t é  s é l e c t i o n n é s ,  4 p rodu i sen t  d e s  

u n t i c c r y s  Ui r iq6s  csntrs l ' e n z ÿ z e  du S i l 2 . n ~  ; 7431 A ,  7431 8 ,  

7432, 7434, les 4 a u t r e s  c o n t r e  l 'enzyme de  l f E p i n a r d ,  7412, 

7414, 7422, 7423. 

L e s  premiers  r é s u i t a c s  obtenus t r è s  récemment s o n t  

r e p o r t é s  dans  l e  t a b l e a u  10. L'absence de  r é a c t i o n  de  pré- 

c i p i t a t i o n  en double d i f f u s i o n  est  souvent observée avec 

l e s  a n t i c o r p s  monoclonaux ; e l l e  r é s u l t e  de  l a  s p é c i f i c i t é  de 

l ' é p i t o p e  c o n t r e  l e q u e l  s 'es t  formé l ' a n t i c o r p s .  

L e s  a n t i c o r p s  de  1 'Epinard  a f f e c t e n t  s u r t o u t  l ' a c -  

t i v i t é  t e rmina l e  ( a c t i v i t é  méthyl v i o l o g è n e - n i t r a t e  réduc tase) .  

de s  deux enzymes, a l o r s  que ceux du S i l è n e  i n h i b e n t  p l u t ô t  

l ' a c t i v i t é  NADH : n i t r a t e  r é d u c t a s e  ( a c t i v i t é  g l o b a l e ) .  L e s  

t o u t e s  premières  expé r i ences  de  reconna issance  des  enzymes, 

pa r  c e r t a i n s  a n t i c o r p s ,  e f f e c t u é e s  ap rè s  t r a n s f e r t  de s  pro- 

t é i n e s  s u r  f e u i l l e s  de  n i t r o c e l l u l o s e  ("Western b l o t s " )  o n t  

conf i rmé l a  p o s s i b i l i t é  de  r é a c t i o n s  c r o i s é e s .  

Les n i t r a t e  r é d u c t a s e s  de  S i l è n e  e t  d lEp ina rd ,  

comme c e l l e s  d ' a u t r e s  e spèces  ana lysées  de  façon beaucoup p l u s  

approfondies  p a r  NOTTON e t  a l .  , ( 1985) ou CHEREL e t  a l .  , 
(1985) posseden t  donc d e s  dé te rminants  communs. C e s  obser-  

v a t i o n s  conf i rment  les r é s u l t a t s  obtenus an t é r i eu remen t  avec 

des  a n t i c o r p s  polyclonaux e t  s e lon  l e s q u e l s  l e s  n i t r a t e  

r é d u c t a s e s  d e s  p l a n t e s  s u p é r i e u r e s  a u r a i e n t  s u b i  d e s  

mod i f i ca t ions  conformat ionne l les  au cours  de  l ' é v o l u t i o n ,  

m a i s  pos séde ra i en t  en commun un s i t e  c a t a l y t i q u e  hautement 

conservé (SMARELLI e t  CAMPBELL, 1981 ; SNAPP e t  a l . ,  1384) .  
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II - ORIGINE DU POUVOIR REDUCTEUR DE LA NITRATE REDUCTASE 
DU BILZXZ 

1) Affinité de la nitrate réductase du SiZene pour 

les nucléotides pyridiniques et le nitrate. 

L'enzyme, extraite de cellules de 3 jours qui ont 

poussé dans un milieu renfermant du nitrate 20 mM,est partiel- 

lement purifiée par des précipitations fractionnées par le 

sulfate d'ammonium et chromatographiée sur une colonne de DEAE 

cellulose. Comme les nitrate réductases de certains végétaux 

supérieurs peuvent utiliser le NADH ou le NADPH comme donneurs 

d'électrons, il était intéressant de préciser la nature du 

donneur chez le SiLene. L'intensité de la réduction du nitrate, 

mesurée in vitro, et en présence de NADH 1,2 mM,varie selon 

le pH du milieu réactionnel.  activité est maximale à pH 7,s 

alors qu'elle est nulle en présence de NADPH 1 ml  (tableau 11). 
Par contre une très faible activité NADPH : nitrate réductase s'obser- 

ve pour des pH zompris entre 6 et 6,75 avec un optimum à pH 

Q,25 ; elle correspond alors à 17 % de l'activité NADH : nitrate 

réductase mesurée à pH 6,25 et à 6 % de celle mesurée à pH 7,s 

(tableau 11). Cette fonction NADPH : nitrate réductase est-elle 

réelle ou bien résulte-t-elle d'un artefact ? 

Bien qu'il n'ait jamais été mesuré, il est vraisembla- 

ble que le pH du cytosol soit plus proche de 6 que de 7,5 , mais 
il est également possible que la conformation de l'enzyme, ex- 

traite de son environnement cellulaire habitue1,se modifie dans 

une solution tamponnée de pH 6 ou 6,5. En effet la nitrate 

réductase du SiLene précipite à pH 5,5 (POULLE, 1979) et l'on 

imagine mal qu'elle le fasse,quand le pH du cytosol atteint 

cette valeur. On peut également envisager l'intervention d'une 

phospnatase qui à pH 6,25 transformerait le NADPH en NADH + Pi. 

Cette hypothèse paraît peu plausible ; on peut en effet mesurer 

à pH 6,25 l'activité NADPH nitrate réductase du Silene, puis 

celle d'un mélange contenant des quantités équivalentes d'enzy- 

me -ilrifi& d1F?inard o+ do , n r 4 p ? r a + i ~ n  o n z y m e t i ~ r i l o  A--- de S<Zzzv ; 



Figure 4 1  : D é t e r m i n a t i o n  du Xm NADH s e l o n  HALVES. . 

En e n c a r t  : v i t e s s e  de r é a c t i o n  e n  f o n c t i o n  de Sa c c n c e n -  
-1 -1 

t r a t i o n  e n  NADH. (v : m l  NO';. min. q prote ) - 

Figure 42  : D é t e r m i n a t i o n  d u  Km NO; s e l o n  H A I B S  

En e n c a r t  : v i S e s s e  de r é a c t i o n  e n  f o n c t i o n  de  l a  concen -  - -4 -1 
t r a t i o r .  en  N O r  (v : rml NO;. min. ng pmt.1 



l l a c t i v i t o  est i d e n t i q u e  d ~ n s  les d e ~ x  CIS. S i  ~ n e ' $ m s p k a -  

t a s e  a v a i t  l i b é r e  du NADH, l 'enzyme d lEp ina rd  q u i  e s t  s p é c i f i -  

que du NADH d e v r a i t  c o n t r i b u e r  à a c c r o î t r e  l ' a c t i v i t é  g l o b a l e .  

L 'absence t o t a l e  d ' a c t i v i t é  observée à pH 6,25 avec l 'enzyme 

d f E p i n a r d  s e u l e ,  e x c l u t  l ' é v e n t u a l i t é  d 'une  contaminat ion Be 

l a  s o l u t i o n  de  NADPH p a r  du NADH. 

E t a n t  donné l ' é lo ignemen t  des  pH optima d ' a c t i o n  avec  

l e s  deux n u c l é o t i d e s  e t  l a  f a i b l e  a c t i v i t é  NADPH : n i t r a t e  

r é d u c t a s e ,  nous cons idé re rons  pour l ' i n s t a n t  que l a  n i t r a t e  

r éduc ta se  du S i Z e n e  e s t  à c l a s s e r  parmi les NADH : n i t r a t e  

r é d u c t a s e s  (E .C .  1 .6 .6 .1 . ) .  

Nous avons a l o r s  mesuré l ' a f f i n i t é  de l 'enzyme pour 

l e  NADH e t  pour le n i t r a t e  en présence de  NADH. L ' évo lu t ion  

des  v i t e s s e s  de  r é a c t i o n  en fonc t ion  des  c o n c e n t r a t i o n s  de 

NADH e t  de K N 0 3  es t  donnée dans  l e s  f i g u r e s  4 1  e t  4 2  . E l l e s  

o b é i s s e n t  à une c i n é t i q u e  de type  michael ien.  L e s  c o n s t a n t e s  

d ' a f f i n i t é  o n t  é t é  déterminées  s e lon  l e s  r e p r é s e n t a t i o n s  

de LINEWEAVER e t  BURK ( 1 / V  = f 1 / S )  e t  de HANES (S/V = f  S )  . 
L e s  v a l e u r s  des  c o n s t a n t e s  d ' a f f i n i t é  pour l e  NADH son t  respec-  

-6 -4  t ivement  7,2 e t  1 1 , 2  10 M. pour l e  NO; 7.7 e t  15 10 $3. Bien 

que c e s  deux r e p r é s e n t a t i o n s  ne s o i e n t  que des  v a r i a n t e s  de 

l a  m ê m e  équa t ion  V = V.S , on a pu montrer  que l a  méthode de 
s+Km 

HANES donna i t  l e  t r a c é  l e  p l u s  s r é c i s .  Nous adopterons  donc 
-6 -4 les v a l e u r s  s u i v a n t e s  : KmNADH = 11  10 M e t f iP l9  = 1 5  10 M. 

2 )  Action d ' i n h i b i t e u r s  du métabolisme énergé t ique  s u r  

l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  de c e l l u l e s  de 

S i Z e n e  de 3 jours .  

Puisque,  s e lon  l e s  apparences ,  l e  NADH e s t  l a  source  

é l e c t r o n i q u e  n é c e s s a i r e  à l a  r éduc t ion  du n i t r a t e ,  nous a l l o n s  

e s s a y e r  de dé te rminer  son o r i g i n e .  



~Von tage  z z p é r i m e n t a Z  u t i Z i s é  pour  i t u d i e r  Z ' c c t i o n  d e s  

i n h i b i t e u r s  m é t a b o l i q u e s .  

Chaque t u b e  r e n f z r m e  10 m l  de  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  e t  

1 g  de ceLZuZes .  

2 ' a i r  e s t  f i l t r é  à t r a v e r s  un 24iZZipore ( M i l l e z  - 
GÇ - 0 , 2 2  p m i  e?  c i r c u Z e  g r â c s  à une  Légère  d é p r e s s i o n  

c r é e e  à t ' a i d e  d ' u n e  t rompe  G v i d e .  

Tube 1  : Témoin ; l e s  t u b e s  2 ,  3 ,  4 e t  5 c o n t i e n n e n t  

r e s p e c t i v e m e n t  d e  2 ' i o d o a c é r a t e ,  de  2 ' a c i d e  m a t o n i q u z ,  

de l a  r o t i n o n e  e t  de Z ' a n t i m y c k n e  A .  



Les cellules sont cultivées pendant 3 jours en 

présence de nitrate 5 mM, puis elles sont mises en contact 

pendant une heure avec divers inhibiteurs métaboliques qui 

affectent soit des enzymes de la glycolyse ou du cycle tri- 

carboxylique,scit le trazsfeït d16:ectrcns de la chaîne res- 

piratoire. 

Des expériences préliminaires avaient en effet montré 

que l'introduction de ces différents inhibiteurs dans le 

milieu d ' incubation n ' avaient auc7me incidence sur 1 ' activité 
nitrate réductase mesurée in v i v o .  Pour que leur action fût 

effective, il fallait procéder à une préincubation des cel- 

lules pendant environ 1 heure, A température ambiante et sous 
un léger courant d'air stérile (voir schéma ci-contre) . Puis, 

on procéde à l'incubation proprement dite,à 27' C pendant 

30 min., et l'activité nitrate réductase est ~surée in v i v o .  

Les inhibiteurs utilisés sont : 

- l'iodoacétate qui réagit avec les groupements 
sulfhydriles de la glyceraldehyde 3, phosphate deshydrggenase en- 

zyme tetramérique dont chaque constituant possède un NAD 

fortement lié (ce qui est exceptionnel chez les oxydoréductases 

à NAD) et qui catalyse la réaction : 

Aldeh~de-3, phosphoglycérique acide 1,3 P glycérique 
i- 

NAD 

+ 
.r 

NADH 

L'inhibition de cette réaction empêche donc la genèse 

de NADH. 

- l'acide malonique qui inhibe l'oxydation de l'acide 
succinique qui slaccurnule,ce qui entraîne un ralentissement 

puis un arrêt de la respiration 



L e s  m i t o c h o n d r i e s  v é g é t a l e s  d i f f è r e n t  d e s  rni tochon-  

d r i e s  a n i n a l s s  sn  c o  q n f e 1 7 z s  2 o s s S d e a t  x x e  d e u r i è m e  ~ A ù a  

d e s h y d r o g é n a s e  s i t u é e  s u r  l a  f a c e  e r t e r n e  de  l a  menorane i n -  

t e r n e .  C e t t e  enzyme apparemment compos ie  d ' u n e  fZaoo?rocéZne - + 
c r t a l y s e  l e  t r ~ n s + ~ z r $  d ' m e  ? a i r e  d ' z  (2; de  B i da :1.43.? Ze 

l ' s s ? a c z  i n $ z r ~ z n b r ~ ~ z a i r s  o e r s  l l u b i c x i n o n e  ; e l l z  e s ;  Z o l c  

r e ç ? c 7 s a 3 l a  22 La r s o r y ë ~ c C o n  dx  :JADE p r ~ d d i t  dans  ! e  c y z 3 s o L .  

La p o s s e s s i v n  d ' r n  Ge; syscSme d i s p e n s e  i a  c e l z u i e  v é ç 4 r a i z  - 
d e  r e c o u r i r  à un s y s t B m e  de n a v e 2 t z  pour 2 i a x s f é r ~ r  l e s  e  

du  iVADK p r o d x i t  d l ' e r t é r i e u r  d z  l a  n i t o c h o n d r i e  v e r s  l a  

c k a i n e  r e s p i r a s o i r s  s i z u i z  dans  l a  memhrane i n c e r n e .  

INTliRLII:1Il3K~\Nl2 
CYTOSOL OUTFK S i .  INNI:\( \IITOCIIDNIIKIAL 

\II~btUl<,\NI. \ l l \ l l i l \ l  hlAFl<lA 
,m 

m e m b r a n e  i n t e r n e  d'une m i t o c h o n d r i e  végétale. 

FS ext : " N A D H  d e s h y d r o g é n a s e  externe" = f l a v o p r o t é i n e  

L? int : "NADH d e s h y d r o g é n a s e  interne" = f l a v o p r o t é i n e  + 

p r o t é i n e s  FS 

F? out : " X A D H  d e s h y d r o g é n a s e  de la m e m b r a n e  e x t e r n e  q u i  n e  - 
t r a n f è r e  p a s  d'e vers la c h a î n e  respiratoire. 

: i n d i q u e  q u e  l a  m e m b r a n e  est i m p e r m é a b l e  à c e t t e  molé- 

7 c u l e .  



- l a  rotenone q u i  bloque l ' a c t i v i t é  NADH deshydro- 
/ 

genase d'une f l a v o p r o t e i n e , s i t u é e  s u r  l a  face  ex te rne  de l a  

membrane mitochondr i a l e  i n t e r n e  

- 1' antimycine A q u i  inh ibe  l ' a c t i v i t é  de l ' u b i q u i n o l -  

cytcchrome c oxydzse q u i  e f f e c t u e  l e  t r a n s f e r t  é l ec t ron iyue  

du cytochrome b  au cytochrome cl ( v o i r  encadré c i - c o n t r e ) .  

L ' iodoacé ta te  inhibe  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase  de. 

c e l l u l e s  de S i l e n e  de 7 5  % ,  a l o r s  que l ' a c i d e  malonique l a  

s t imule t r è s  légèrement (10 % dans l e  c a s  l e  p lus  f a v o r a b l e ) .  

L a  rotenone ne l a  modifie pas ,  a l o r s  que l ' an t imycine  A l a  

t r i p l e  ( t ab leau  1 2 )  . 

Incontestablement l e  NADH nécessa i re  à l a  réduct ion  

du n i t r a t e  p a r  l e s  c e l l u l e s  de S i Z e n e  e s t  e s sen t i e l l ement  

d ' o r i g i n e  cytoplasmique, il prov iendra i t  s u r t o u t  de l a  g lycolyse .  

III - ACTION DE L ' A C I D E  ABSCISSIQUE SUR L ' A C T I V I T E  NITRATE 

REDUCTASE DE CELLULES DE SILENE. 

Des observat ions  f o r t u i t e s  nous ava ien t  r é v é l é  que 

des c e l l u l e s  q u i  c r o i s s a i e n t  mal parce q u ' e l l e s  a v a i e n t  é t 5  

ensemencées a l o r s  q u ' e l l e s  é t a i e n t  âgées de 16  ou 17 jours ,  

p résen ta ien t  une a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase  q u i  é t a i t  p l u s  

é levée  e t  q u i  se prolongeai t  p l u s  longuement au cours  d 'un 

cyc le  de c ro i s sance  que c e l l e  de c e l l u l e s  réensemencées ap rès  

1 4  jours.  Nous avons donc s u i v i  l ' 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  dans des c e l l u l e s  dont l a  c ro issance  e s t  

r a l e n t i e  par  une hormone re tarh t r ice  : l'acide abscissique (ABAI . 
Une expérience p ré l imina i re  a v a i t  en e f f e t  montré q u ' i l  é t a i t  

capable d ' e n t r a î n e r  une diminution de cro issance  2 ou 3 jours  

après  son in t roduc t ion  dans un mi l ieu  de c u l t u r e  contenant  

des c e l l u l e s  à c ro i s sance  normale. 

Des c e l l u l e s  de 1 4  jours  s o n t  donc t r c n s f é r é e s  dans 

un mil ieu neuf contenant  du n i t r a t e  5rnM. Après 48 heures  de 

c u l t u r e ,  de l ' a c i d e  absc iss ique  e s t  a jou té  aseptiquement 

de faoon amener s a  concent ra t ion  f i n a l e  à 1 0 ~ ~ 1 .  Les c e l l u l e s  



TABLEAU 12 

Action d e  l'iodoacétate, d e  l'acide malonique, d e  la rotenone 

ou d e  l'antimycine A sur l'activité n i t r a t e  réductase de 

cellules d e  S i i e n s  d e  3 jours. 

Nature de 

l'inhibiteur : 

ANR 
-1 -1 - 1  

. T é m o i n  
- 3  . Iodoacétate 10 N - 3 . Acide m a l o n i q u e  10 M 

. Rotenone 0,2 mM 

Les  a c - b i v i t i s  n i t r a t e  r é d u c t a s e  s o n t  m e s u r é e s  in vivo, ; 

zZZes  s o n t  r e ~ r i s e n t 4 s . s  par  l e u r  rnoyznng ; l e s  i n t e r v a l i e s  

de c o n f i a n c e  s o n t  caZcuZés  a u  r i s q u e  de 5 % ( n  = 8 ) .  

L ' e z p é r i e n c e  a  d t é  r d p i t é e  3 fois. 



s o n t  e n s u i t e  p r é l e v é e s  t o u t e s  l e s  2 4  heu re s ,  pesées  e t  u t i -  

l i s é e s  a f i n  de  mesurer l e u r  a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  i n  v i v o .  

Le pH du m i l i e u  n u t r i t i f  es t  également r e l e v é  ; il ne se modi- 

f i e  pas  pendant  l a  durée  de  l ' e x p é r i e n c e .  

3près  3 ~c 4 jo7:zs 2e c ï l t x r e ,  a l o r s  TJe l e s  c ê l l u -  - - 
les o n t  donc é t é  t r a i t é e s  p a r  1 ' A B A  pendant 24 ou 4 8  heu re s ,  

n i  l a  c r o i s s a n c e ,  n i  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  ne s o n t  

modif iées .  

C ' e s t  ap rè s  3 j ou r s  de  c o n t a c t  avec l 'hormone que l a  

c r o i s s a n c e  e s t  diminuée d ' e n v i r o n  28 % e t  que l ' a c t i v i t é  n i t r a -  

t e  r é d u c t a s e  est  augmentée de 3 5  % .  S i  l e  t r a i t e m e n t  pa r  

l 'hormone se prolonge encore  2 4  heu re s ,  l a  c r o i s s a n c e  des  

c e l l u l e s  t r a i t é e s  es t  r a l e n t i e  de  22 % mais l e u r  a c t i v i t é  e s t  

accrue  de 4 0  % p a r  r a p p o r t  A c e l l e  de  témoins ( t a b l e a u  13 . 

O n  peu t  donc d i r e ,  s a n s  p r é j u g e r  d e s  c a u s e s  r é e l l e s ,  

q u ' i l  e x i s t e  pendant quelques  j ou r s  au  moins, une r e l a t i o n  

i n v e r s e  e n t r e  l a  c r o i s s a n c e  e t  1 ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  

des  c e l l u l e s  de  S i Z e n z .  

Tableau 13 

Action de l'acide abscissique sur la croissance et l'activité nitrate réductase 

de cellules de SiLene 

Durée de la 

culrure (j .) 

Masse de 

matière fraîche ( g . )  

Témoin 

5 , 6 4  

8 , 9 0  

1 2 . 1  

1 6 , s  

AaA Témoin ABA 

5 . 4 9  9 , s  t 0 . 2 9  9 . 3  C 0 , 3 1  

8 , 4 0  1 0 , 2 0  t 0 . 1 2  1 0 , 7 1  t 0 . 2 0  

8 . 6 5  6 . 8 3  t 0 . 1 5  9 , 2 2  t 0 , 2 7  

1 1 . 9  3 , 7 5  t 0 , 2 0  5 , 2 5  2 0 . 1 7  

Les a c t i v i t d s  n i t r a t e  r é d u c t a s e  sont  mesurées in vivo ; e l l e s  son t  r e p r é s e n t é e s  pcr Leur 

moyenne ; l e s  irztervaLLes de c o n f i a n c e  s o n t  c a t c u l d s  au r i s q u e  de  5 X (n  = 9 1 .  L ' e z p d r i e n c e  

a é t é  r é p é t é e  3 f o i s ,  



A c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c  t a s e  d  ' e x p l a n t s  r a c i n a i r e s  

de C h i c o r é e  de  BruxeZZes c u Z t i v é s  " i n  v i t r o " .  



Les modal i t és  de l a  d i f f é r e n c i a t i o n  organoghne d 'ex-  

p l a n t s  t i s s u l a i r e s  p r é l e v é s  dans l a  r a c i n e  t u b é r i s é e  de  l a  

Chicorée de  Bruxe l l e s  ou dans  l e s  f e u i l l e s  é t i o l é e s  q u ' e l l e  

p r o d u i t ,  o n t  é t é  largement é t u d i é e s  dans l e  l a b o r a t o i r e  (LEFEBVRE, 

1977, VASSEUR, 1979, SENE e t  a l . ,  1983, VASSEUR e t  SENE, 1984, 

BACKOULA e t  a l . ,  1984) .  

Notre o b j e c t i f  i n i t i a l  é t a i t  donc de s u i v r e  l ' 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  r éduc ta se  au cou r s  de  l a  c u l t u r e  in v i t r o  

d ' e x p l a n t s  t i s s u l a i r e s  de c e t t e  Chicorée  a f i n  de s a v o i r  s i  l a  

n i t r a t e  r éduc ta se  pouva i t  c o n s t i t u e r  un marqueur de  l a  d i f f é r e n -  

c i a t i o n  organogène. 

Avant d ' e n t r e p r e n d r e  c e  t r a v a i l ,  il é t a i t  i nd i spensab le  

de s u i v r e  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  r éduc ta se  de l a  

p l a n t e  c u l t i v é e  au champ e t  l o r s  du forçage  de  l a  r a c i n e  t u b é r i -  

sée .  

A l a f i n  de l a  première  année de v é g é t a t i o n ,  l ' a c t i v i t é  

n i t r a t e  r é d u c t a s e  e s t  importante  dans  les f e u i l l e s  v e r t e s  e t  

t r è s  f a i b l e  dans l a  r a c i n e  t u b é r i s é e  ( D O R C H I E S  e t  RAMBOUR, 1983 ; 

DORCHIES, 1984) . 

L'ar rachage ,  p u i s  l e  s tockage  de c e s  r a c i n e s  avant  

l e u r  m i s e  en  fo rçage ,  e n t r a î n e  l a  d i s p a r i t i o n  de t o u t e  a c t i v i t é  

n i t r a t e  r é d u c t a s e  q u i  n ' e s t  pa s  non p l u s  d é c e l a b l e  dans  l e s  

bourgeons é t i o l é s  q u ' e l l e s  p rodu i sen t  (DORCHIES e t  RAMBOUR, 

1983) .  L e s  t i s s u s  de r a c i n e s  t u b é r i s é e s  ou de f e u i l l e s  é t i o l é e s ,  

q u i  possèdent  une p o t e n t i a l i t é  é l e v é e  de r égéné ra t ion  de  r a c i n e s  

e t  de bourgeons , cons t i t uen t  donc un m a t é r i e l  i n t é r e s s a n t  pour 

aborder  l ' é t u d e  de  l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  dans l a  p e r s p e c t i v e  

que nous avons d é f i n i e .  



1 - ACTIVITE NITRATE RXDUCTASE D'EXPLANTATS RACINAIRES 

CULTIVES I N  VITRO.  

1 ) Explants  de  2 mm d '  é p a i s s e u r .  

P ré l evés  au n iveau  de l 'ass ise  g é n é r a t r i c e  de r a c i -  

n e s  t u b é r i s é e s  q u i  o n t  s é j o u r n é  en chambre f r o i d e ,  i l s  s o n t  

pauvres e n  n i t r a t e  e t  ne p r é s e n t e n t ,  au moment de  l 'ensemen- 

cemenc aucune a c c l v i c e  n l c r a c e  r éduc ta se  (DORCHIES e t  RAAX30UR, 

1983) .  

Puis  c e t t e  a c t i v i t é  a i n s i  que l a  t e n e u r  en n i t r a t e  

d e s  e x p l a n t s  s o n t  mesurées t o u t e s  l e s  heu re s  pendant l e s  4 8  

premières  heures  ( f i g u r e  43 . L a  courbe de  l a  t e n e u r  i n t r a t i s -  

s u l a i r e  e n  n i t r a t e  p r é s e n t e  t r o i s  p a l i e r s  s u c c e s s i f s  : l e  

premier pendant les 1 2  p remières  heu res ,  l e  second s ' é t e n d  de  

l a  12ème à l a  24ème heu re ,  l e  t r o i s i è m e  ne t tement  p l u s  é l e v é  

se prolonge pendant env i ron  une journée.  L a  t e n e u r  en NO; 

augmente e n s u i t e  b ru ta lement .  

Quant  à l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e ,  e l l e  a p p a r a î t  dès  l a  

première heure  de  c u l t u r e , t o u t  en demeurant t r è s  f a ib1e ;pu i s  

a p r è s  6 h .  e l l e  augmente graduel lement  e t  évo lue  e n s u i t e  p a r  

o s c i l l a t i o n s  suces s ives  en  p r é s e n t a n t  des  maxima v e r s  l a  20ème 

e t  l a  4 4 è m e  heure de  c u l t u r e .  

Lorsque l a  c u l t u r e  e s t  p o u r s u i v i e  pendant  1 6  j . ,  

l ' a c t s v i t é  e s t  mesurée chaque jou r ,  à l a  m ê m e  heure ,  a f i n  

d ' é v i t e r  l es  f l u c t u a t i o n s  observées  précédemment ( f i g u r e  4 4 ) ,  

e l l e  e s t  maximale au 2ème j o u r  p u i s  e l l e  d é c r o î t  e n s u i t e  pour 

augmenter en f i n  de  c u l t u r e .  Quant  à l a  t e n e u r  en  n i t r a t e , e l l e  

a t t e i n t  un maximumvers l e  2ème jou r s  p u i s  diminue e n s u i t e  régu- 

l i è r emen t .  Globalement l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  s u i t  donc l a  

t eneu r  en  n i t r a t e  des  e x p l a n t s .  



Figure 4 3  : A c t i v i t é  n i t r a t z  r é d u c t a s e  e t  t e n e u r  e n  n i t r a t z  

d ' e x p Z a n  t s  r a c i n a i r e s ,  c u l t i v é s  i n  v i t r o  p e n d a n t  

4 8  h .  L ' a c t i v i t é  iilR i-l s t  l a  t e n e u r  e n  n i t r a t e  

(0-0) s o n t  r 8 p r é s s n t é z s  par Za moygnne e t  Z ' i n t z r -  

vaZZe d e  c o n f i a n c e  e s t  caZcuZ6 a u  r i s q u e  de 5 X 

i n  = 9 1 .  
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T i g u r e  4 4  : A c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t u s e  e t  t e n e u r  en  n i t r a t e  

d  ' e z p l a n t s  r a c i n a i r e s  c u Z t i v 4 s  i n  vitro pendan t  

16  j .  L ' a c t i v i t é  iliR ( I e t  l a  t e n e u r  en  n i t r a t s  

( O i s o n t  r e p r é s e n t é e s  par l a  moyenne e t  l ' i n t e r -  

v a l l e  de c o n f i a n c e  e s t  c a Z c u l i  au r i s q u e  de 5 % 

Figure  4 5  : A c t h v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  e t  t e n e u r  en n i t r a t e  

d ' e z p l a n t s  r a c i n a i r e s  c u l t i v é s  i n  vitro pendant  

neu f  au  5e j o u r .  A c t i v i t é  NR ( e )  ; t e n e u r  en  

LVO; ( 0  1 .  L ' a c t i v i t é  NR e t  l a  t e n e u r  en  n i t r a t î  

s o n t  r e p r é s z n t é e s  par l a  moyenne e t  l ' i n t e r v a l l e  

de c o n f i a n c e  e s e  caZcuZé au  r i s q u e  de 5 % ( n  = 3 1 .  



L e  t r a n s f e r t  d ' e x p l a n t s  de 5 j .  s u r  un mi l i eu  neuf 

s'accompagne dans les 2 4  heures  q u i  s u i v e n t ,  d ' un  accroissement  

s i g n i f i c a t i f  de l ' a c t i v i t é  q u i  se ma in t i en t  au m ê m e  niveau pen- 

dan t  3 j. avant  de d é c r o î t r e .  La t eneur  en n i t r a t e  des  e x p l a n t s  

t r a n s p l a n t o s  augmente zprès  4 8  hec ies  puis Aécro2t ez fin 2s 

c u l t u r e  ( f i g u r e  4 5 ) .  

Enfin l a  c u l t u r e  de c e r t a i n s  e x p l a n t s  e s t  prolongée 

pendant 45 j .  a f i n  de permet t re  l a  c r o i s s a n c e  des  r a c i n e s  e t  

des  f e u i l l e s  néoformées q u i  peuvent a t t e i n d r e  3 à 4 cm de long .  

~ ' a e t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  es t  a l o r s  mesurée e t  compar4e à 

c e l l e  de r a c i n e s  e t  de f e u i l l e s  de p l a n t u l e s  i s s u e s  de g r a i n e s  

mises à germer en c o n d i t i o n s  a sep t iques  ( tab lea i l  1 3 ) .  

Tableau 1 4  

Activité nitrate réductase mesurée i n  s i z u  et i n  vivo-dans des 

plantules et dans des 2euillss et des racines néoiorsées. 

* Feuilles cotylédonnaires 

- -1 - 1  
dctivii6 YP. (nmol X O 7  'n g HF) - 

Hatériel i n  s i z ü  <n . J E Y U  

3 Feuilles 

Racines 

Fauilles * 
' aacines 

L r a c z i o i t i  ?ïR ss* r s p r é s e n t é e  pc r  % a  moyenne.  Z 1 < n t e r v a l Z z  

de c o n j i a n c z  z s t  c a l c u l i  au  r i s a u s  d a  5 Z i n  = 3 ) .  
. . d : F s u i l l z s  e s  ~ z c i n z s  n é o j a r m é z s  i ? a r t E r  d r s z ? L a z ~ s  Fcc -nc=ros  

3 : 2 t a n t u l z s  on g e r m i n a t i o x  

2 )  Explants  de 2 0  ~nm de longueur 

L e s  exp lan t s  p ré l evés  dans l a  r ég ian  moyenne d 'une 

r a c i n e  t u b é r i s é e  de Chicorée possédent ,  s i  l e u r  longueur e s t  

s u f f i s a n t e ,  une p o l a r i t é  n a t u r e l l e  de r égéné ra t ion  : des  bour- 

geons appa ra i s sen t  s u r  l a  f a c e  qui ,dans l a  r a c i n e , é t a i t  o r i en -  

t é e  v e r s  l e  c o l l e t  de l a  p l a n t e  e t  des  r a c i n e s  s e  formt, = n t  s u r  

l a  f ace  tournée v e r s  l ' a p e x  r a c i n a i r e .  



Le c o n t a c t  du mil ieu aqueux (GAUTHERET, 1959) a b o l i t  

c e t t e  p o l a r i t é  n a t u r e l l e  dans des  exp lan t s  de 2 mm q u i  pro- 

du i sen t  d ' a i l l e u r s  p l u s  de f e u i l l e s  que de r a c i n e s  s i  l e  m i -  

l i e u  c o n t i e n t  du glucose (SENE, e t  a l . ,  1983 ). 

Nous avons donc suivi l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réd1~ctase  

dans l e s  d i f f é r e n t e s  p a r t i e s  de fragments r a c i n a i r e s  de 2 0  mm 

de long q u i  sont  enfoncés d 'environ 10 mm dans l e  mi l ieu .  Les 

explants  son t  p ré levés  ap rès  1 2  jours  de c u l t u r e  : des bourgeons 

(de 3 à 5 mm) s o n t  apparus s u r  l a  face  émergée ( f a c e  f o l i a i r e )  

e t  des r a c i n e s  se sont  formées s u r  l a  f a c e  opposée ( f a c e  rac i -  

- na i re ! .  Ces organes son t  a l o r s  tronçonnés a f i n  de mesurer 

l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase  q u i  e s t  également déterminée 

dans l e s  p a r t i e s  de  I ' e x p l a n t  q u i  é t a i e n t  hors  ou dans l e  

mil ieu.  L e s  r é s u l t a t s  sont  r e p o r t é s  dans l a  f i g u r e  4 6  .a, b. 

f a c e  f o l i a i r e  

d a c e  r a c i n a i r e -  

r a c i n e s  -/[-320-, 
n é o f o r m é e s  

\ 
\ 

F i a u r e  4 7  a .  b : A c t i v i t é  n i t r a t g  r é d u c t a s e  m e s u r é e  i n  vivo d a n s  

d i f f é r e n t e s  p a r t i e s  c i ' e zp7an  t S  r a c i n a i r e s  c u l -  

t i v é s  p e n d a n t  1 2  j o u r s .  

a :  e x p l a n t s  n ' a y a n t  pas  p r o d u i t  d e  r a c i n e s  

b )  e z p Z a n t s  a g a n t  p r o d u i t  d e s  r a c i n e s  



Lorsque les e x p l a n t s  n ' o n t  pas  formé de r a c i n e s  

l ' a c t i v i t é  l a  p l u s  importante  se r e t rouve  dans l a  p a r t i e  

de l'expiant q u i  e s t  plongée dans  l e  mi l i eu  n u t r i t i f .  Des 

r é s u l t a t s  i d e n t i q u e s  o n t  é t é  observés  avec d e s  e x p l a n t s  de 

10 mm de  longueur .  

II - ACTIVITE NITRATE REDUCTASE DANS DES CALS ET DANS LES 

RACINES NEOFORMEES A LA BASE DE BOURGEONS EXCISES ET 

TRANSPLANTES DANS UN MILIEU NEUF. 

Après envi ron  30 jou r s  de  c u l t u r e  les f e u i l l e s  des  

bourgeons néoformés s u r  un e x p l a n t  r a c i n a i r e  o n t  une a c t i v i t é  
-1 -1 

n i t r a t e  r é d u c t a s e  f a i b l e  ( env i ron  30 nmoles h  g  ME') ou 

n u l l e .  Ces bourgeons peuvent ê t re  e x c i s é s  e t  t r a n s p l a n t é s  

aseptiquement dansdu  mi l i eu  g é l o s é  contenant  les éléments  miné- 

raux de l a  s o l u t i o n  de  Murashige e t  Skoog e t  de  1 ' A I A  à l a  
-1 

concen t r a t i on  de 0,1 mg 1 ; à l e u r  base  se forment un p e t i t  

c a l  p u i s  des  r a c i n e s .  Lorsque c e l l e s - c i  mesurent de  2 5  à 30 mm 

e l l e s  s o n t  p r é l é v é e s  a f i n  de mesurer l e u r  a c t i v i t é  n i t r a t e  r é -  

duc tase  ; les c a l s  son t  eux a u s s i  r é c o l t é s  dans l e  m ê m e  bu t .  

L ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  e s t  t o u j o u r s  p l u s  é l e v é e  
-1 -1 

dans les r a c i n e s  ( 1 0 4  t 15 nmoles-h . g  MF) que dans  l e s  c a l s  
- 1  -1 

( 6 0  + 1 0 n m o l e s . h  . g  MF) a l o r s  q u ' e l l e  n ' e s t  pa s  déce la -  

b l e  dans  l e s  f e u i l l e s .  

D e  t o u t e s  c e s  expér iences  d i f f é r e n t e s ,  il r e s s o r t  que 

l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  e s t  e s s e n t i e l l e m e n t  l o c a l i s é e  

&s l e s  r a c i n e s .  C e t t e  conc lus ion  r e s t e  v é r i f i é e  quand l e  ma- 

t é r i e l  ana lysé  e s t  c o n s t i t u é  de  d i sques  p r é l e v é s  dans l e s  f e u i l -  

l e s  é t i o l é e s  : c e s  e x p l a n t s  p rodu i sen t  en e f f e t  un c a l  s u r  

l e q u e l  se d i f f é r e n c i e n t  des  bourgeons e t  des  r a c i n e s  (VASSEUR, 

1979) ; c ' e s t  dans c e l l e s - c i  que l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  

e s t  l a  p l u s  impor tan te  (DORCHIES, 1984 ; DORCHIES e t  RAMBOUR, 

1985).  

( 1 )  Ces  a c t i v i t é s  s o n t  r e p r é s e n t i e s  par Sa moyenne d ' u n e  e z p é -  - . .  L . L ~ / z ~ &  . L, L I L G ~ P V U Z / , ~  cie c o n f i a n c e  e s z  c a i c u i e  au  r i s q u e  de 
5 % ( n  = 121 .  L ' e w p é r i e n c e  a  é t é  r e n o u v e l é e  3 f o i s .  



D I S C U S S I O N  

Les gens bien élevés contredisent 
Zes a u t r e s .  Les  sages  se  c o n t r e -  
d i s e n t  eux-meines. 

O .  W I L D E  
( P h r a s e s  ~t T h i l o s o p h i e l  



1)  L e s  mesures de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase  

La méthodologie u t i l i s é e  dans l ' é t ü d e  de l ' a c t i v i t é  

n i t r a t e  réductase  e s t  tou jours  un p o i n t  qui  n é c e s s i t e  une 

ré f l ex ion  a t t e n t i v e .  Dans l e  c h a p i t r e  "Matér iel  e t  Méthodes", 

nous avons vu que l ' a c t i v i t é  peut  e t r o  mesurée de tr0i.s 

façons d i f f S r e n t e s  e t  qu'aucune n ' e s t  s a t i s f a i s a n t e  en s o i .  

La méthode i n  v i t r o  permet une évalua t ion  convenable 

des paramètres de l a  c i n é t i q u e  enzymatique mais e l l e  ne 

r e f l è t e  pas pour a u t a n t ,  l ' a c t i v i t é  r é e l l e  au s e i n  de l a  c e l -  

l u l e ,  o ù , s u b s t r a t  donneur d ' é l e c t r o n s  e t  enzyme peuvent 

s e  t rouver  dans des compartiments d i f f é r e n t s  ; il n ' e s t  pas  

s û r  non p l u s  que l e  pH c e l l u l a i r e  s o i t  de 7 , 5 .  

Par a i l l e u r s  l ' ex t rême l a b i l i t é  de nombreuses n i t r a t e  

réductases ,  q u i  semble ê t r e  inhé ren te  à l a  molécule (REMMLER 

e t  CAMPBELL, 1 9 8 6 ) ,  e t  l a  r i c h e s s e  de nombreux végétaux 

supér ieurs  en composés phénoliques q u i ,  oxydés au cours  de 

l ' e x t r a c t i o n ,  peuvent c o n t r a c t e r  des  l i a i s o n s  covalentes  avec 

l e s  p ro té ines  s o n t  a u t a n t  d ' o b s t a c l e s  à une déterminat ion 

c o r r e c t e  de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase  i n  v i t r o .  

La teneur  é levée  en composés phénoliques des  t i s s u s  

r a c i n a i r e s  ou f o l i a i r e s  de l a  Chicorée de Bruxel les  nous a  

i n t e r d i t  l ' u t i l i s a t i o n  de c e t t e  méthode e t  nous a  ob l igé  2i 

r e c o u r i r  à d ' a u t r e s  types  de mesure. 

La déterminat ion de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase  

i n  v i v o  a l ' avan tage  d ' ê t r e  simple e t  rap ide ,  mais e l l e  pré- 

s e n t e  1' inconvénient de f o u r n i r  aux t i s s u s  du n i t r a t e  exogène 

e t  du propanol. Celui-ci  modifie en e f f e t  l e s  pe rméab i l i t é s  

membranaires e t  f a c i l i t e  donc l a  d i f f u s i o n  du n i t r i t e  formé 

dans l e  mi l ieu  d ' incubat ion  mais il permet a u s s i  une perméation 

accé lé rée  du n i t r a t e  e t  peut provoquer des  t r a n s f e r t s  a r t i f i -  

c i e l s  de NO; d'un compartiment à un a u t r e .  Les mesures de l ' a c -  

t i v i t é  se ron t  donc généralement surest imées.  



La méthode i n  a itu, mise au  p o i n t  p a r  ROBIN 

e t  a1. , (1983)  é v i t e  c e s  inconvénien ts  ; b i e n  q u ' i l  s o i t ,  

comme pour l a  méthode i n  v ivo,  n é c e s s a i r e  de  se p l a c e r  en 

anaérobiose pendant un temps a s s e z  long ,  e l l e  est  sans  doute  

l e  procédé l e  p l u s  f i a b l e  pa rce  q u ' i l  se d é r o u l e  dans des  

c o n d i t i o n s  q u i  se rapprochent  . l e  p l u s  de  l a  r é a l i t é  b i o l o g i -  

que. 

Parce que l a  p l u s  grande p a r t i e  de  n o t r e  expérimen- 

t a t i o n  a v a i t  é t é  e n t r e p r i s e  en u t i l i s a n t  l a  méthode i n  v ivo ,  

nous avons cont inué  l'employer, d ' a u t a n t  p l u s  que l e  b u t  de 

n o t r e  t r a v a i l  n ' é t a i t  p a s  d ' é t u d i e r  l a  n u t r i t i o n  a z o t é e  des  

c e l l u l e s  ou des  t i s s u s  n i  d ' é v a l u e r  les  t a i l l e s  des  d i f f é -  

r e n t s  pools  n i t r i q u e s ,  mais de  d é t e c t e r  l a  p résence  ou l ' a b -  

sence supposée de  l a  p r o t é i n e  n i t r a t e  r é d u c t a s e  pa r  l a  mesure 

de son a c t i v i t é .  

Que c e l l e  c i  s o i t  sures t imée  ne c o n s t i t u e  pas  à 

nos yeux un inconvénien t  majeur e t  ne remet pas  en cause  

l ' e s s e n t i e l  de nos  r é s u l t a t s .  

Le propanol n e  modif ie  pas  de  façon  s i g n i f i c a t i v e  

l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  des  t i y u s  de Chicorée  de  Bru- 

s e l l e s ,  a l o r s  que l ' a p p o r t  de  n i t r a t e  l e  f a i t  (DORCHIES, 

1984) .  Chez l e  S i l e n e  p a r  c o n t r e ,  l a  présence  du propanol  

augmente c e t t e  a c t i v i t é  ; s i  l e s  c e l l u l e s  s o n t  mises en 

incuba t ion  dans un tampon dépourvu de n i t r a t e  m a i s  conte-  

nan t  1,25 % de propanol ,  l ' a c t i v i t é  e s t  s u p é r i e u r e  à c e l l e  

mesurée dans des  c e l l u l e s  q u i  s o n t  incubées  dans du tampon 

con tenan t  du n i t r a t e  0 , l  M m a i s  pas  de  propanol .  

L e  propanol modif ie  donc l a  compartimentation 

c e l l u l a i r e  du n i t r a t e  dans  l e s  c e l l u l e s  de ~ i l è n e .  L e s  

t i s s u s  d 'Endive é t a n t  pauvres  en NO- , l ' i n t r o d u c t i o n  de 
3 propanol dans l e  mi l i eu  d ' i ncuba t ion  ne modi f ie  pas l ' a c -  

t i v i t é  enzymatique. Ce genre  d ' o b s e r v a t i o n  co r robore  p a r  



ailleurs les travaux de SHANER et BOYER ( 19 7 5 )  et de REED 

et SACExU'I 1V9ÔC) qüi avaient montre que ce n'est pas la 
teneur mais le flux de nitrate qui régule l'activité nitra- 

te réductase. 

2 )  Accivite nitrate réductase et croissance 

cellulaire 

Dans les conditions habituelles de culture, c'est- 

à-dire en milieu non tamponné, les cellules de Silène uti- 

lisent préférentiellement l'azote nitrique et la croissance 

cesse avec l'épuisemessten sucre du milieu (DUBOIS, 1980). 

Cependant la croissance de la suspension peut se déroulex 

normalement en présence d'autres nutriments azotés comme 

la glutamine ou l'ammonium,si le milieu est tamponné. Le 

raccourcissement du cycle de culture de rellules,~ultivéss 

avec de 1' amrnonium,ne résulte pas d'une intoxication par 

l'ion qui,nous l'avons nontré,est métabolisé par la gluta- 

mine synthétase et la-glutamaid deshydrogénase. Le f7échissement 

puis l'arrêt de la croissance après le 6ème j a u r  peuvsnt avoir 

deux causes. : 

a) le détournement de métabolites essentiels (sucres, 

acides organiques ... f pour le maintien de l'iquilibre 

acido-basique et du potentiel osmotique ( SALSAC , 
1982)  . 

b) le fonctionnement du pH stat biochimique. 

La première éventualité nous paraît peu plausible ; 

lorsque l'ammonium est fourni comme source azotée l'anion 

NO; est remplacée stcechiometriquement par CL- sous la forme 

de KC1 et de CaC1 2. L ' ion cl- aisément diff usible peut donc 
participer efficacement au maintien et de la pression osmo- 

tique,et de l'équilibre des charges ; il ne semble pas être 

spécialement toxique,sinon la croissance serait ralentie 

ou inhibée dès les premiers jours. 



I l  semble donc b ien  que l a  r a i s o n  première 

de l ' a r r a t  de l a  c ro i s sance  de l a  suspension c e l l u l a i r e  

soi t  l i é  au fonctionnement du pH s t a t  biochimique. Les 

c e l l u l e s  s e  t rouvent  dans u n e s i t u a t i o n  analogue à c e l l e  

de r a c i n e s  soumises 3 une n u t r i t i o n  ammoniacale s t r i c t e .  
+ 

L' e n t r é e  d  ' ions  NH4 s '  accompagne d 'une ex t rus ion  de 

protons qui ,dans  l e  so1,peuvent ê t r e  n e u t r a l i s é s ,  l e s s i v é s  

ou échangés c o n t r e  des c a t i o n s  du complexe absorbant.  

Dans l a  f i o l e  de c u l t u r e ,  l a  s i t u a t i o n  e s t  d i f f é r e n t e  ; l e s  

H+ son t  d 'abord n e u t r a l i s é s  par l e  MES, mais lorsque l e  

pouvoir tampon de c e l u i - c i  e s t  a b o l i ,  i l s  s 'accumulent 

dans l e  mil ieu d 'où  i l s  ne peuvent ê t r e  évacués ; l e  

f a c t e u r  l i m i t a n t  est donc l a  c a p a c i t é  d ' a c c e u i l  du COmpar- 

t iment  e x t e r n e , s o i t  200 m l .  

Le problème se pose différemment lorsque  l e  

nutr iment  azoté  e s t  l a  glutamine- ; s a  désamidation . n '  en- 

t r a î n e  pas  l a  l i b é r a t i o n  d 'un r a d i c a l  N H ~  mais e n t r e  

dans une chaîne métabolique dont l e s  enzymes sont  contenues 

dans l e s  c e l l u l e s  du S i l ène .  

On peut  donc s e  demander s i  - l e s  enzymes de l a  

n u t r i t i o n  azotée en généra l  e t  l a  n i t r a t e  réductase  en 

p a r t i c u l i e r  qu i  occupe une p o s i t i o n  c l é  dans l a  chaîne 

d ' a s s i m i l a t i o n  de l l a z o t e , n e  peuvent ê t r e  u t i l i s é e s  comme 

marqueurs de l a  c ro i s sance  c e l l u l a i r e .  O r  dans l e s  c e l l u l e s  

du S i l ène ,  il e s t  extrêmement d i f f i c i l e  de  d i s s o c i e r  l e s  

deux a s p e c t s  de c e t t e  croissance, à s a v o i r ,  d i v i s i o n  e t  

grandissement c e l l u l a i r e .  L e s  va leur s  de l ' i n d e x  mitot ique 

son t  en e f f e t  t r è s  f a i b l e s  ( 3  % environ)  ; l a  p r i v a t i o n  de 

2 , 4  D pendant un cyc le  de c u l t u r e  ou l ' a p p l i c a t i o n  de chocs 

thermiques sont  b ien  capables  d ' amél io re r  l a  synchronisat ion 

des d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s  ( D U B O I S ,  1980) mais l a  proport ion 

de c e l l u l e s  qu i  s e  d i v i s e n t  simultanément r e s t e  t r o p  f a i b l e  

pour permettre  l a  recherche d'une c o r r é l a t i o n  e n t r e  un métabo- 

l isme e t  l a  p o s i t i o n  -des c e l l u l e s  dans l e  cyc le  c e l l u l a i r e .  



Pourtant  nos r é s u l t a t s  montrent que l e  p ic  d ' a c t i -  

v i t é  n i t r a t e  réductase  s e  s i t u e  e n t r e  une phase de synthèse 

précoce d'Am- i6ème heure) dont une p a r t i e  e s t  vraisemble- 

ment messagère e t  l e  moment où l ' i n d e x  mitot ique e s t  l e  

p lus  é levé  e t  où l e s  c e l l u l e s  son t  p e t i t e s  e t  r i c h e s  en 

cytopiasme (Sèmê - 6&me j o u r ) .  Le maximum d ' z c t i v i t é  n i t r a -  

t e  réductase  p o u r r a i t  donc correspondre à une phase d ' a c t i -  

vat ion c e l l u l a i r e  q u i  précède l e s  phénomènes de l a  d i v i -  

s ion proprement d i t e .  

L a  diminution p u i s  l ' a r r ê t  de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  

réductase o n t  l i e u  pendant l a  phase de cro issance  exponen- 

t i e l l e . ,  c e  q u i  nous a  tou jours  beaucoup frappé dans l a  

mesure où il nous semblai t  logique que l a  réduct ion du 

n i t r a t e  accompagnât l a  synthèse des p r o t é i n e s  nécessa i res  

à c e t t e  c ro issance .  O r ,  des observat ions  f o r t u i t e s ,  nous 

ava ien t  montré que l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase augmentait e t  

s ' é t a l a i t  davantage dans l e  temps, chaque f o i s  que l a  

c ro issance  c e l l u l a i r e  é t a i t  r a l e n t i e .   introduction d ' a c i d e  

absc iss ique  q u i  e s t  un r e t a r d a t e u r  de l a  croissance, dans 

l e  mil ieu de c u l t u r e ,  provoque effect ivement  un r a l e n t i s s e -  

ment de l a  c ro i s sance  c e l l u l a i r e  e t  permet l e  maintien 

d 'une-ac t iv i té  n i t r a t e  réductase  élevée.  Une a c t i o n  ident ique  

de l ' a c i d e  absc i s s ique  a également é t é  montrée chez l a  

Pomme de t e r r e  (PALMER, 1985)  . I l  s e r a i t  évidemment i n t é r e s -  

s a n t  de s a v o i r  s i  l'hormone i n d u i t  une synthèse accrue de 

l'enzyme ou s i  l ' a c t i v i t é  e s t  augmentée parce que l e  sys- 

tème de réduct ion dispose d'un p o t e n t i e l  énergét ique p l u s  

important à cause de l ' i n h i b i t i o n  de cro issance .  Nous avons 

en e f f e t  montré que l a  source du pouvoir réducteur  de l a  

n i t r a t e  réductase  du Si lène  es t e s sen t i e l l ement  l e  NADH. 

Un ra lent i ssement  de l a  c ro i s sance  p o u r r a i t  e n t r a î n e r  une 

u t i l i s a t i o n  moindre du nucléot ide  dans l e s  phénomènes 

r e s p i r a t o i r e s  par  exemple,et  f a v o r i s e r  de c e  f a i t  l a  réduc- 

t i o n  du n i t r a t e .  Le NADPH quant à l u i  n ' e s t  éventuellement 

u t i l i s é  qu'en q u a n t i t é  r é d u i t e  e t  dans des condi t ions  de 

pH t r è s  s t r i c t e s .  S i  l ' a c t i v i t é  NADPH n i t r a t e  réductase  



e x i s t e  vraiment, e l le  n'est d é t e c t a b l e  que du 2ème au 5&me 

jour.  

I l  a p p a r a î t  donc que l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase  

peut  ê t r e  régulée  à l a  f o i s  au niveau génétique. e t  métabo- 
1 ;m..=, --="*. 

3 1 Induct ion de l a  n i t r a t e  réductase .  

La p o s i t i o n  t r è s  p a r t i c u l i è r e  du p i c  d ' a c t i v i t é  

n i t r a t e  réductase  dans l e  cyc le  de c ro i s sance  c e l l u l a i r e ,  

nous a  t r è s  rapidement amené à cons idé re r  que l'enzyme du 

S i l ène  é t a i t  i n d u i t e  pa r  son s u b s t r a t .  L ' appar i t ion  de 

l ' a c t i v i t é  ap rès  l ' a d d i t i o n  de NO; ex ige  en e f f e t  tou jours  

une c e r t a i n e  phase de l a t e n c e .  Par a i l l e u r s ,  e t  malgré l e s  

r é s e r v e s  que l ' o n  e s t  en d r c i t  d ' émet t r e  quant à l a  non spé- 

c i f i c i t é  de l e u r  a c t i o n ,  l ' u t i l i s a t i o n  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  ou de l a  t r aduc t ion  nous a d 'abord confor té  

dans c e t t e  opinion q u i  nous semblai t  d ' a u t a n t  p l u s  lSgi t ime 

qu'une fou le  de t ravaux employant l e s  mêmes méthodes d 'ana-  

lyse  a v a i t  é t é  e f fecaée -  s u r  d ' a u t r e s  m a t é r i e l s  e t  é t a i t  

a r r i v é e  à l a  même conclusion (pour revue v o i r  HEWITT, 1 9 7 5 ) .  

I l  f a u t  par*  a i l l e u r s  r e c o n n a î t r e  que l a  nature i n d u c t i b l e  

des n i t r a t e  rGdÜctases du Tabac, de Neurospora c r a s s a  ou de 

l ' o r g e  repose s u r  des expériences extrêmement concluantes  

de ZIELKE e t  FILNER ( 1 9 7 1  ) , de AMY e t  GARRETT ( 1980) ou de 

SOMXEIS e t  a l . , .  1983 q u i  ont  employé s o i t  des méthodes 

de mquages isotopiquesl  s o i t  des  techniques immunologiques . 

O r ,  c ' e s t  précisément l ' u t i l i s a t i o n  d ' a n t i c o r p s  

d i r i g é s  con t re  l a  n i t r a t e  réductase du S i l ène  q u i  nous a  

f a i t  douter  de no t re  conclusion.  Nous avons en e f f e t  montré, 

l ' e x i s t e n c e  d ' an t igènes  reconnus par  c e s  a n t i c o r p s  dans des  

c e l l u l e s  qu i  n ' o n t  p l u s  d ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réduc.tase, s o i t  

parce q u ' e l l e s  son t  en f i n  de c ro i s sance  exponen t i e l l e  ou 

même en phase s t a t i o n n a i r e ,  s o i t  parce qu 'e l les  o n t  é t é  

c u l t i v é e s  en présence d P m i u n  ou de glutamine. Or, 

HEIMER e t  RlXLIS ( 1 9 7 0 )  ava ien t  conclu à une régu la t ion  



p o s t  t r a n s c r i p t i o n n e l l e  de  l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  de  c e l l u -  

les de  Tabac e t  FUNKHOUSER e t  a l . ,  (1980) a v a i e n t ,  p a r  

des méthodes imrnunologiques, montré qu'une syn thèse  de  

n i t r a t e  r éduc ta se  i n a c t i v e  a v a i t  l i e u  dans d e s  Chlore l -  

l es  cultivé~s en présence  d'ammonium. L e  ~ r o b l è m e  2e l'iz- 

d u c t i b i l i t é  de  l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  a  donc rebondi  c o n t i n u e l -  

lement depuis  une d i z a i n e  d ' années  e t  s ' es t  encore  beau- 

coup compliqué avec l a  découver te  de  l ' e x i s t e n c e  d'enzymes 

q u i  u t i l i s e n t  l e  NADH e t  l e  NADPH comme donneurs d ' é l e c -  

t r o n s  e t  q u i  s o n t  i n d u c t i b l e s  ou c o n s t i t u t i v e s .  L'exemple 

du Soja e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  é loquent  ; il possède en e f f e t  

deux n i t r a t e - r é d u c t a s e s  c o n s t i t u t i v e s  p r é s e n t a n t  une a c t i -  

v i t é  op t imale  à pH 6 ,5  dont  l ' u n e  u t i l i s e  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  

l e  NADH comme source  d ' é l e c t r o n s  e t  l ' a u t r e  l e  NADPH 

KLEINHOFO; ' e t  a i . ,  1985) . On a  obtenu p a r  a i l l e u r s  un mutant 

q u i  ne  possède pas  c e s  enzymes mais q u i  p e u t ,  l o r s q u e  du n i -  

t r a t e  es t  f o u r n i ,  s y n t h é t i s e r  une NADH : n i t r a t e  r é d u c t a s e  

dont  l ' a c t i v i t é  e s t  op t imale  à pH 7 ,5  (NELSON e t  a l . ,  1984).  

A quoi  cor respondent  donc, chez l e  S i l è n e ,  l e s  

a n t i g è n e s  reconnus p a r  des  a n t i c o r p s  de  l a  n i t r a t e  réduc- 

t a s e ,  dans  d e s  c e l l u l e s  dépourvues de t o u t e  a c t i v i t é  ? 

~ e p r é s e n t e n t - i l s  .une nitrace: r éduc ta se  c o n s t i t u t i v e ,  

ou un p récu r seu r  s y n t h é t i s é  cont inue l lement  ? 

I l  es t  en e f f e t  p o s s i b l e  que s u b s i s t e  dans  c e s  

c e l l u l e s  une enzyme c o n s t i t u t i v e  dont  l a  syn thèse  s e  pour- 

s u i t  au  cou r s  des  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  q u i  o n t  a b o u t i  à l ' o b -  

t e n t i o n  de  l a  suspension m a i s  don t  l e s  p r o p r i é t é s  c a t a l y t i -  

ques  s o n t  devenues o b s o l è t e s  ou o n t  é t é  mutées. L ' a c t i v i -  

t é  NADPH n i t r a t e  r é a u c t a s e  p o u r r a i t  cor respondre  à une t e l l e  

forme. 

Chez l ' O r g e  l e s  semences de  type  sauvage n ' o n t  pas  

de  n i t r a t e  r éduc ta se  bispécifique m a i s  e l l e  a p p a r a r t  dans d e s  

x t a z t a  aaï: qùi ûnt 2eriit.i L'de c i v i t &  IiAfifi s p é c i f i q u e  

(DAILEY e t  a l . ,  1982) .  



Mais l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  enzyme c o n s t i t u t i v e  à 

NADH n'est &pas exclilre. Ac c ~ a r s  2' exp4r iences  que nous n  ' a- 

vons pas  voulu r a p p o r t e r  i c i  e t  q u i  consistaient à mesurer l a  

durée  de  v i e  de l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  de  c e l l u l e s  de  S i l è n e  

c u l t i v é e s  e n  présence  de puromycine ou de t u n g s t a t e  de sodium, 

nous avczs  souvent (mais pas  coujoui-s)  obtenu des  cou rbes  

b iphas iques  ; l ' a c t i v i t é  NADH n i t r a t e  r é d u c t a s e  c h u t o i t  d ' a -  

bord bru ta lement  p u i s  d iminua i t  e n s u i t e  beaucoup p l u s  l e n t e -  

ment. On pouva i t  a l o r s  supposer  que l ' a c t i v i t é  g l o b a l e  r é s u l -  

t a i t  de l ' a c t i o n  de deux popu la t ions  mo lécu la i r e s  l ' u n e  à 

durée de v i e  c o u r t e  (30 minutes e n v i r o n ) ,  l ' a u t r e  à durée  de 

v i e  beaucoup p l u s  longue (une d i z a i n e  d '  h e u r e s )  . Cependant 

l a  mesu?e de  l ' a c t i v i t é  méthyl v io logène  dans des  g e l s  d ' é l e c -  

t rophorèse  e f f e c t u é e  dans d e s  c o n d i t i o n s  non d é n a t u r a n t e s ,  

pas  p l u s  que l a  recherche  de l 'enzyme p a r  des  a n t i c o r p s  

monoclonaux a p r è s  t r a n s f e r t  d e s  p r o t é i n e s  s u r  des  f e u i l l e s  de 

n i t r o c e l l u l o s e  ne nous o n t  permis de  d é c e l e r  p l u s i e u r s  formes. 

Une a u t r e  é v e n t u a l i t é  es t  que l e s  c e l l u l e s  de  S i l è n e  

poss jden t  une apopro té ine  ou une sous u n i t é  enzymatique 

c o n s t i t u t i v e .  En e f f e t  l e  p récu r seu r  s y n t h é t i s é  p a r - l e s  Chloj- 

r e l l e s  c u l t i v é e s  en présence  d'amgoniun s e r a i t  en f a i t  une 

"démolybdo cytochrome c  r éduc ta se"  (FUNKHOUSER e t  Col . ,  1983) 

e t  l ' a ssemblage  de l 'enzyme n i t r a t e  r éduc ta se  a c t i v e  e x i g e r a i t  

1' i n t e r v e n t i o n  d ' un  a c t i v a t e u r  (VENNESLAND, 1 9 8 0 )  . Chez 

l ' O r g e  l 'enzyme p o s s é d e r a i t  une sous-uni té  c o n s t i t u t i v e  (KAPLAx 

e t  Col . ,  1984) 

L ' e x i s t e n c e  d ' u n  p r é c u r s e u r  c o n s t i t u t i f  q u i  p o u r r a i t  

ê t r e  l 'apoenzyme ou une sous-uni té  n ' e s t  donc pas  à e x c l u r e  

chez l e  S i l è n e ,  d ' a u t a n t  p l u s  que l ' i d e n t i t é  a n t i g é n i q u e  

observée avec l e s  a n t i c o r p s  polyclonaux e s t  to ta ler  que l e s  

e x t r a i t s  a i e n t  é t é  e f f e c t u é s  p a r t i r  de c e l l u l e s  c u l t i v é e s  

en présence de  n i t r a t e  ou dlammonium,et qu 'une l é g è r e  act i -  

v i t é  cytochrome c r éduc ta se  a  été m i s e  en évidence dans  des  

c e l l u l e s  c u l t i v é e s  avec de l'ammonium. 



L a  r é g u l a t i o n  du c o f a c t e u r  molybdique e s t  m a l  connue 

chez l e s  v é g é t a u  s u p é r i e u r s ,  m a i s  dans les  c e l l u l e s  de Tabac, 

l e  n i t r a t e  i n d u i r a i t  sa syn thèse  q u i  p r é c é d e r a i t  l ' i n d u c t i o n  

enzymatique proprement d i t e  de 24  heures  (MENDEL e t  a l . ,  

1982) . Enf i n  l e s  v a r i a t i o n s  de l a  c a p a c i t é  d o n a t r i c e  du 

f a c t e u r  moiybdique mdderaient  1 ' a c t i v i t é  n i ~ r a t e  r éduc ta se  

de  p l a n t u l e s  d'Orge (NARAYANAN e t  a l . ,  1984) .  D e s  e s s a i s  

de  r e s t a u r a t i o n  de  l ' a c t i v k t é  n i t r a t e  r éduc ta se  de 

c e l l u l e s  de S i l è n e  a p r è s  9  j ou r s  p a r  l a  f o u r n i t u r e  de 

molybdène e t  d ' a c i d e  f o l i q u e  (p récu r seu r  de  l a  p t é r i n e )  o n t  

échoué. Par a i l l e u r s  les essais de r é i n d u c t i o n  de l ' a c t i v i t é  

p a r  l ' a p p o r t  de Mo s e u l  n ' o n t  guère  é t é  conc luan t s  (POULLE, 

1979) .  

L a  p e r t e  de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  du S i l è n e  

ne  semble donc pas  être due à un d é f i c i t  en  c o f a c t e u r  molyb- 

dique.  

L ' i nduc t ion  de  l a  n i t r a t e  r éduc ta se  p o u r r a i t  donc 

e x i g e r  l a  syn thèse  d ' un  a c t i v a t e u r  ou d 'un f a c t e u r  d 'assemblage 

de  l 'enzyme. 

La r é g u l a t i o n  de  c e t t e  enzyme est  donc p a r t i c u l i è r e -  

ment complexe à comprendre, d ' a u t a n t  p l u s  que dans c e r t a i n e s  

p l a n t e s ,  e l le  s ' e f f e c t u e  s e lon  d e s  modes d i f f é r e n t s  dans d i -  

v e r s  organes .  Chez les p l a n t u l e s  de  Blé p a r  exemple l 'enzyme 

es t  s y n t h é t i s é e  dans les r a c i n e s  m a i s  a c t i v é e  p a r  l e  f l u x  d e  

n i t r a t e  dans les f e u i l l e s  (SOUALMI-BOUJOMAA e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  

4 )  Régulat ion p a r  l e s  p r o d u i t s  d e  l a  r éduc t ion  : 

ammonium e t  glutamine.  

D e s  e f f e t s  i nduc teu r s  ou r e p r e s s e u r s  de  l a  

n i t r a t e  r éduc ta se  o n t  é t é  a t t r i b u é s  à l'ammonium. Mais un 

r ô l e  important  de r é g u l a t i o n  de l a  n i t r a t e  r éduc ta se  e t  de 

l a  cha îne  d ' a s s i m i l a t i o n  de l ' a z o t e  dans son ensemble a  a u s s i  



é t é  dévolu à l a  glutamine e t  à l a  glutamine synthé tase  

( v o i r  c h a p i t r e  His to r ique)  . 

Lorsque l e s  c e l l u l e s  de S i l è n e  son t  soumises à une 

a l imenta t ion  ammoniacale s t r i c t e ,  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc tase  

~e s'sxprirr,e yas x a i s  noüs àvnns qufeLLes c o ~ t i o n n e n ?  

composant an t igénique  reconnu par  l e s  IgG a n t i - n i t r a t e  ré -  

ductase.  L e s  r é s u l t a t s  sont  exactement s i m i l a i r e s  lorsque  . 
l ' a z o t e  e s t  fourn i  sous l a  forme de glutamine. 

Lorsque l e s  c e l l u l e s  sont  c u l t i v é e s  avec du n i t r a t e  

l ' a d d i t i o n  d'ammonium inhibe,  mais de façon t r a n s i t o i r e  , l  ' ac- 
+ 

t i v i t é  n i t r a t e  réductase  mesurée in vivo ; mais NH4 pas  p lus  

que l a  glutamine ne  modifie l ' a c t i v i t é  in v $ t ~ o ,  il a  au 

c o n t r a i r e  tsndance à s t a b i l i s e r  l 'enzyme. Ce t t e  a c t i o n  pro- 
f 

t e c t r i c e  de NH4 v i s  à v i s  de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase  

a souvent é t é  observée e t  l ' a d d i t i o n  de S04 ( N H 4 )  a  des  ex- 

t r a i t s  c e l l u l a i r e s  gardés au f r o i d  prolonge notablement l a  

durée de 1 ' a c t i v i t é .  

Autrement d i t  e t  c o n t r a i r e n e n t  à c e  q u i  a v a i t  é t é  

montré chez Cyanidium caldarium ( R I G A N O  e t  a l . ,  1 9 8 0 )  , n i  

l'ammonium, n i  l a  glutamine n ' exe rcen t  d ' i n h i b i t i o n  a l l o s -  

t é r i q u e  de l a  n i t r a t e  réductase .  Comme l e  mode d ' a c t i o n  de 

l'ammonium s u r  l ' a c t i v i t é  enzymatique n ' e s t  pas modifié en 

présence de cycloheximide ou de 6 méthylpurine on peut ex- 
+ 

c l u r e  une i n t e r v e n t i o n  de NH4 au niveau de l a  t r aduc t ion  e t  

de l a  t r a n s c r i p t i o n .  Il f a u t  donc rechercher  un a u t r e  type 

de régu la t ion  de l a  n i t r a t e  réductase  p a r  l'ammonium. O r  

de nombreux travaux concluent à une i n t e r v e n t i o n  su r  l e s  

mécanismes de perméation du n i t r a t e  (OAKS e t  HIREL, 1 9 3 5 )  . 

En n u t r i t i o n  n i t r i q u e ,  l e  n i t r a t e  d i s p a r a i t  régu- . 

l ièroment du mil ieu e t  s'accumule d 'abord  légèrement dans l e s  

c e l l u l e s  avan t  d ' ê t r e  métabolisé par  l a  n i t r a t e  réductase.  

En f i n  de c u l t u r e ,  en phase s t a t i o n n a i r e ,  l a  c e l l u l e  s tocke  

une c e r t a i n e  q u a n t i t é  de NO- q u i  p a r t i c i p e  t r è s  vraisemblable- 
3 

me?? - lf5;:ilibra Z G S  charges ec au maln-tlen de l a  p ress ion  . 



osmotique . Or,en nutrition mixte (NOjNH4),l'ammonium est 
absorbé très rapidement sans doute parce qu'il est fortement 

diffusible alors que l'ion NO; bien qu'étant lipophile est 
f 

transporté activement. Le NH4 intracellulaire est rnétabolis6 

rapidement par l'intermédiaire de la GDH en particulier, mais 

il retarde l'apparition de l'activité nitrate réductase. Nous 

avons donc été amenés à étudier l'action des enzymes assimila- 

trices de l'azote ammoniacal et en particulier la glutamate 

deshydrogénase et la glutamine synthétase qui régulent deux 

voies métaboliques différentes. 

5) Régulation des activités GS i?t GDH selon le mode 

de nutrition azotée. 

Lorsque les cellules sont cultivées en présence 

de nitrate seul, l'activité glutamate deshydroganase reste 

sensiblement constante pendant toute la durée de la culture. 

L'activité de la GS par contre,augmente immédiatement et reste 

élevée pendant toute la phase de croissance exponentielle) elle 

ne chute que pendant la phase stationnaire. Apparemment GDH et 

GS assimilent sensiblement la même quantité d'aminonium. Dans 

les suspensions cellulaires de Tabac, de Rosier ou de 1'EraSle 

l'activité de la voie GS-GOGAT, prédomine (SKOKUT et al., 1978 ; 

MOHANTY et FLETCHER, 1980 ; FOWLER et BARXER, 1979). On peut 

donc se demander si le Silène est un cas particulier et si 

les deux voies sous le contrôle de la GDH et de la GS sont 

utilisées indifféremment. Or, la différence d'affinité des 

deux enzymes pour l'ammonium est importante ; le Km de la GDH 

pouvant varier de 5 à 40 mM alors que celui de la GS est 

inférieur à 0,s mM (LEA et MIFLIN, 1976). Les cellules 

dans les conditions habituelles de la culture ne contiennent 
3- 

pas suffisamment de NH4 pour permette la synthèse de glutamate. 

Il faut donc tenir compte de la manière dont est effectuée la 

mesure ; le milieu d'incubation contient en effet du (NH4l2SO4 

150 mM. 11 n'est donc pas surprenant qu'une forte activité 

GDH soit mesurable, elle est de toute évidence surévaluée ; 

d'autre part ces conditions de mesure orientent la réaction dans 

le sens de l'assimilation de l'ammonium c.a.d. vers la formation 



d ' a c i d e  glutamique, mais il e s t  t r è s  p o s s i b l e  que dans l a  

c e l l u l e  l 'enzyme c a t a l y s e  l a  r é a c t i o n  inver se  : l 'oxydat ion  

du q lu tana te  (STEIVART e t  a l .  , 1980) . Pour t e n t z r  d ' é c l a i r c i r  

- ce .  point  nous avons mesuré l e s  a c t i v i t é s  GS e t  GDH de c e l l u l e s  

c u l t i v é e s  en présence d'ammonium e t  nous avons par  a i l l e u r s  

f a i t  a g i r  des  i n h i b i t e u r s  de l a  voie  GS-GOGAT a f i n  de v o i r  

s i  l a  G D 3  voya i t  son a c t i v i t é  augmenter. 

Lorsque l e  nutr iment  azo té  des  c e l l u l e s  de S i l è n e  

e s t  l'ammonium, c e l u i - c i  e s t  absorb6 t r è s  rapidement e t  l ' a c t i -  

v i t é  GDH augmente immédiatement ; l a  G S  e s t  par  c o n t r e  s e n s i b l e -  

ment inhibée s o i t  parce  que l e  s u b s t r a t  s a t u r e  l e s  s i t e s  c a t a -  

ly t iques ,  s o i t  parce  q u ' e l l e  e s t  soumise à une r e t r o i n h i b i t i o n  

cumulative pa r  l e s  p r o d u i t s  q u ' e l l e  engendre. Cet e f f e t  d q r e s -  

s i £  de l'ammonium s u r  l ' a c t i v i t é  G S  s ' obse rve  également chez 

l a  suspension c e l l u l a i r e  du Rosier (IYOHANTY e t  FLETCHER, 1980) 

mais a u s s i  chez l a  l e n t i l l e  d ' eau  (RHODES e t  a l . ,  1976) ,  l e  

Maïs (OAKS e t  a l . ,  1980) ou l e  Lupin (RATAJCZAK e t  a l . ,  1981) .  

Cependqnt chez l e  Tournseol (WEISSMAN, 1 9 7 2 )  ou l e  Concombre 

(XRsETOVICH e t  a l .  t 1981) l'ammonium augmente l ' a c t i v i t é .  

L 'apport  b r u t a l  d'ammonium s'accompagne t r è s  souvent 

chez la p l u p a r t  des  végétaux supér i eu r s  d 'un  accroissement con- 

s i d é r a b l e  de l ' a c t i v i t é  GDH qu i ,  i n t e rvenan t  dans l e  sens  de 

l ' a s s i m i l a t i o n ,  P o u r r a i t  jouer un r ô l e  de  dé tox ica t ion  de l a  

c e l l u l e  (GIVAN, 19  79 ) . 

C e t t e  opinion e s t  a u s s i  c e l l e  de COWLER e t  BARKER 

(1979) puis-e l e  t r a n s f e r t  de c e l l u l e s  d l E r a b l e  dans un m i -  

l i e u  tamponné s e  t r a d u i t  par une augmentation de l ' a c t i v i t é  

GDH e t  une absence de c ro i s sance  ; c e l l e - c i  e x i g e r a i t  l e  

fonctionnement simultané de l a  GDH e t  de l a  G S .  Chez..lÈe S i l è n e  

nous .pouvans admettre  ce  r ô l e  de dé tox ica t ion  de l a  glutamate 

deshydrogénase dont l ' a c t i v i t é  e s t  également accrue en présence 

de N03NH4, mais e l l e  ne s'accompagne pas. nous l ' avons  vu, 

- d'un a r r ê t  de l a  c ro i s sance .  



La vo ie  n a t u r e l l e  de l ' a s s i m i l a t i o n  de l'ammonium 

dans les c e l l u l e s  de S i l é n e  e s t  cions s e l c n  t o u t e  v r a i -  

semblance, c e l l e  de l a  GS-GOGAT. En e f f e t  l a  f o u r n i t u r e  à 

des  concen t ra t ions  t r è s  f a i b l e s ,  de  MSX ou d ' a z a s e r i n e ,  

à des c e l l u l e s  c u l t i v é e s  avec du n i t r a t e  provoque en quelques 

jours  l a  mort â e s  c e i l u i e s .  Sn présence d ' a z a s e r i n e  ou de 

MSX, l a  n i t r a t e  r éduc ta se  est  for tement  inh ibée .  La MSX ne 

modifie pas  l a  perméation du n i t r a t e  q u i  s 'accumule dans la 

c e l l u l e , e l l e  i n h i b e l ' a c t i v i t é  de l a  G S  mais n ' a  pas d ' a c t i o n  

s u r  l ' a c t i v i t é  GDH. Pour tan t  de l'ammonium s1accumuLe dans 

les c e l l u l e s  q u i  en r e j e t t e n t  une p a r t i e  dans l e  mi l ieu .  C e t t e  

observa t ion  s u s c i t e  au moins deux ques t ions .  Q u e l l e  e s t  l ' o r i -  

g i n e  du N H ~  p r o d u i t  ? Quel  r ô l e  joue l a  GDH ? 

Chez les  p l a n t e s  q u i  pho tosyn thé t i sen t  c o e x i s t e n t  

un, c y c l e  de r éduc t ion  e t  un c y c l e  d 'oxydat ion du carbone. 

C e s  deux vo ies  son t  l i é e s  à l a  n a t u r e  p a r t i c u l i è r e  de l a  

r i b u l o s e  disphosphate  carboxylase (RUBISCO) q u i  possède une 

fonc t ion  de carboxylase e t  une fonc t ion  oxygénase. Le c y c l e  

oxydat i f  du carbone condu i t  à l a  formation de g l y c o l a t e  q u i  

donne na issance  à de l a  g lyc ine ,  q u i  es t  un précurseur  de 

l a  s e r i n e .  Ce l l e -c i  se forme dans l a  mitochondrie à p a r t i r  

de  deux molécules de g lyc ine .  C e t t e  synthèse s'accompagne 

du dégagement de CO2 (pho to resp i r a t ion )  e t  de NHJ Ce d e r n i e r ,  

sous l ' a c t i o n  de l a  G S  se re t rouve  f ina lement  dans l a  g lu t a -  

mine. Lorsque l a  G S  es t  inh ibée ,  l'ammonium est  l i b é r é  dans 

l a  c e l l u l e  p u i s  e x c r é t é  dans l e  mi l i eu  ex te rne .  O r ,  c e  méta- 

bolisme de l a  s e r i n e  a  récemment é t é  m i s  en évidence dans les  

c e l l u l e s  non chlorophylliennes de Caro t t e  (WHATLEY e t  a l . ,  

1986) .  e t  dans des  p r o t o p l a s t e s  de Tabac q u i  o n t  perdu t o u t e  

a p t i t u d e  à l a  photosynthèse (NEE-HAN e t  a l  ., 1 9 8 5 ) .  L e  

fonctionnement de c e t t e  cha îne  métabolique dans l e s  c e l l u -  

l e s  de S i l è n e , p e u t  par fa i tement  b ien  exp l ique r  l ' a p p a r i t i o n  
f 

de NH a p r è s  un t r a i t e m e n t  pa r  l a  MSX.  En l ' a b s e n c e  de 4 
1' i n h i b i t e u r  l'amnionium est  u t i l i s é  p a r  l a  G S  pour f a b r i q u e r  



de l a  glutamine.  

Quant  a u  r ô l e  de l a  GDH, nos r é s u l t a t s  i nd iquen t  

q u ' e l l e  c a t a l y s e  p l u t ô t  l ' o x y d a t i o n  du g lu tamate  que l ' a s s i -  

m i l a t i o n  de  l'ammonium. T M  glu tamate  p e u t  p roven i r  s o i t  de  

13 i iészmication se l a  ç l a t amine  psr  l a  GOGAT , s o ~ c  de l a  

p ro t éo lyse .  La mesure de l a  t e n e u r  en p r o t é i n e s  de c e l l u l e s  

c u l t i v é e s  avec du n i t r a t e  ou avec du n i t r a t e  e t  de la MSX ne 

r é v è l e  aucune d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e .  Les p r o t é i n e s  ne 

semblent donc pas  c o n s t i t u e r  une source  importante  de g lu -  

tamate ,  m ê m e  s i  l ' h y p o t h è s e  d 'un  c e r t a i n  t u rnove r  p r o t é i q u e  

en présence de l a  ne peut être t o t a l e m e n t  é c a r t é e .  

La source  e s s e n t i e l l e  du g lu tamate  e s t  s e l o n  t o u t e  

vraisemblance l a  g lu tamine  q u i  semble b i e n  ê t r e  un m é t a b o l i t e  

e s s e n t i e l  d e s  c e l l u l e s  de  S i l è n e .  Toutes nos o b s e r v a t i û n s  

concourent  à c o n f o r t e r  c e  p o i n t  de vue. Le t r a n s f e r t  des  c e l -  

l u l e s  p r é l e v é e s  en phase s t a t i o n n a i r e  a b o u t i t  à l ' a p p a r i t i o n  

immédiate de  l ' a c t i v i t é  G S .  Lorsqu'une c e l l u l e  v é g é t a l e  d i a -  

(& pose d 'une  q u a n t i t é  impor tan te  d ' h y d r a t e  6e carbone e t  de  

beaucoup dlATP, l ' a s p a r a g i n e  s y n t h é t a s e  e s t  i nh ibée  e t  c ' e s t  

l a  voie  GS-GOGAT q u i  a s s i m i l e  1'amrrionium.il'est cettervoie e s t  

u t i l i s é e  p a r  l e s  c e l l u l e s  de S i l è n e .  L a  c u l t u r e  des  c e l l u l e s  

e n  présence de glutamine ne  modif ie  guè re  l ' a c t i v i t é  G S  m a i s  

augmente l ' a c t i v i t é  de l a  GDH s ans  dou te  pa rce  que l a  v o i e  

g l y c o l a t e - s é r i n e  es t  s t imu lée .  Même s i  e l l e  provoque des  e f -  

f e t s  seconda i res  que l ' o n  ne peu t  n é g l i g e r ,  l ' i n t r o d u c t i o n  

d'azaserine dans l e  m i l i e u  q u i  c o n t i e n t  de l a  g lutamine provo- 

que l a  mort  des  c e l l u l e s  q u i  s o n t  devenues incapables  d ' u t i l i -  

ser l a  glutamine.  D e s  r é s u l t a t s  ob tenus  pendant l a  r é d a c t i o n  

de  c e  mémoire i nd iquen t  par  c o n t r e  que l e s  c e l l u l e s  s o n t  ca -  

pab les  de  c r o î t r e  en  présence de glutamine e t  de l a  MSX : l a  

biomasse formée e s t  légèrement i n f é r i e u r e  à c e l l e  obtenue en 

présence de  glutamine s e u l e .  

L ' ac ide  glutamique exerce  une i n h i b i t i o n  s u r  l a  G S ,  

e t  n ' e s t  p a s  capable  d ' a s s u r e r  l a  s u r v i e  c e l l u l a i r e  l o r s q u e  l a  

v o l e  GS-GOGAT e s t  b loquée.  Lorsque la GS s e u l e  e s t  i n h i b é e  e t  



que de la glutamine est fournie, l'assimilation de l'azote 

peut se faire et la GOGAT joue sans doute son rôle de fournis- 

seur de glutamate ; l'inhibition dela GS permettrait le fonc- 

tionnement de la chaîne aspartate-asparagine. Que la croissance 

de la suspension puisse se dérouler à peu près normalement 

Lûrsque le milieu contient de la g i u ~ ~ o  et de Ict MSX la- l sse 

supposer une intervention de la voie de l'acide aspartique. 

La .glutamine et (ou) le système GS-GOGAT contrôle 

donc vraisemblablement la voie assimilatrice de l'azote dans 

les conditions habituelles de culture des cellules de Silène. 

L'inhibition de cette chaîne métabolique par la MSX permet- 

trait la mise en route ou l'exaltation d'autres réactions et 

en particulier celle qui conduit à la formation d'asparagine 

Comment la glutamine peut elle réguler l'activité 

nitrate réductase ? Elle ne la modifie pas i n  v i t r o  mais l'an- 

nule i n  v i v o .  Son contrôle ne s'exerce donc pas directement 

sur la protéine enzymatique, mais passe certainement par la 

voie génétique. La glutamine et plus vraisemblablement la glu- 

tamine synthétase sont en effet des régulateurs de la nitrate 

réductase de Neurospora  (DUNN COLEMAN et Col., 1 9 7 9  ; LREMAKU- 

MAR et al., 1 9 8 0 )  . Dans des cellules de Tabac, une mutation 
dans la région de la GS provoque une diminution de l'activité 

GS mais un accroissement de l'activité nitrate réductase 

(A.  NATO, communication personnelle rapportée par OAKS et 

HIREL, 1 9 8 5 ) .  

6 - Glutamine synthétase, glutamate deshydrogénase : 
modifications enzymatiques au cours de la 

croissance et de la différenciation 

Chez les végétaux supérieurs, la glutamine synthétase 

présente généralement plusieurs isoenzymes qui possèdent des 

caractéristiques cinétiques et des propriétés immunologiqües 



différentes ; elles sont séparables par leur charge mais non 

par leur masse moléculaire, et sont constituées de huit 

sous-unités. Dans los rzcizes la glutanins synthbtase esc 

cytoplasmique ( S U Z U K I  et al., 1981) ; dans les feuilles elle 

se trouve dans les chloroplastes et dans le cytosol (HIREL et 

GADAL, 1980). Chez le Riz, l'enzyme chloroplastique diffère 

Be ia forme cy.cosolique roliaire elle même différente de 

1 enzyme cytosolique racinaire (HIREL et al , 1984) Cette 

diversité du spectre isoenzymatique se retrouve chez le 

Haricot où 5 isoformes ont été individualisées : 2 dans Les 

nodules, 2 2ans les feuilles et une dans les racines. Ces 

enzymes sont apparemment contrôlées par une famille multigéni- 

que comprenant au moins quatre gènes possédant des séquences 

hétérologues. L'existence d'holoenzymes différentes dans les 

racines, les feuilles et les nodules pourrait s'expliquer par 

une expression spécifique des gènes dans un type déteririné 

d'organe ( CULLIXORE et lal., 1984). 

Pour assipiler l'ammonium qui, selon les tissus, 

po~rrait être g é n 6 r é  Far des vcies métakoliçues ~articulières, 

les vsgétccx supérieurs ouraient adopte une stratégie qui 

consiste à e x ~ r i m ~ r  uc gène ~articulier dans une situation 

donnée. 

Chez le Silène, comme dans d'autres matériels non 

photosynthétiques (SUZUKI et al. 1951, EIREL et al., 1984) 

la GS ne présente qu'une seule forme décelable soit par élec- 

trophorèse en gel de polyacrylamide effectuée en conditions 

non dénaturantes, soit par chromatographie sur DEAE-cellulo- 

se ; par sa position sur l'élutogramme elle serait cytoplas- 

mique et s'apparenterait aux GS racinaires. Nous avons mon- 

tré que L'activité de la glutamine synthétase s'exprime con- 

tinuelkment pendant la culture et les tentatives que nous 

avons effectuées ?Our étudier l'inductibilité de l'enzyme 

- ont échoué sans doute parce qu'il est impossible d'empê- 

cher totalement la production d'ammonium endogène. Il est 

donc di£ f icile, sinon impossible d' utiliser la glutamine syn- 

thétase comme mzrqueur de la croissance des cellules de 

S~iène . 



Alor s  que l'ammonium i n d u i t  l a  syn thèse  de novo  

de l a  g lu tamzte  deshyiirogénase (MAZUROVA e t  a l . ,  1980) ,  

du Lupin, il l ' a c t i v e  chez l e  Maïs (GASPARIKOVA e t  a l . ,  

1976 ; OMS e t  a l o r  1980) .  

Chez l 'Eug lène ,  où l 'enzyme c a t a l y s e  l a  r é a c t i o n  

d 'oxyda t ion  du g lu tamate ,  le  c o n t r ô l e  est également pos t -  
t r a n s c r i p t i o n n e l  (PAFXER e t  a l .  , 198 5 )  . S i  l a  GDH n 1  exe rce  

- 

pas  de  r ô l e  impor tan t  dans  l a  cha îne  assimilatrice d ' a z o t e ,  

e l l e  n ' e n  demeure pas  moins i n t é r e s s a n t e  pa r  les v a r i a t i o n s  

de son s p e c t r e  isoenzymatique l o r s q u e  les c o n d i t i o n s  de  

c u l t u r e  changent .  

Comme l a  GS, l a  GDH e s t  a c t i v e  pendant t o u t e  l a  

durée  de  l a  c u l t u r e  des  c e l l u l e s  as S i l è n e  e t  que l  que s o i t  

l e  nu t r iment  a z o t é ,  m a i s  l e  nombre d ' i so fo rmes  v a r i e  avec 

l ' â g e  des  c u l t u r e s  e t  avec l a  forme sous  l a q u e l l e  l ' a z o t e  

e s t  f o u r n i .  Ce t  hétéromorphisme e s t  souvent  observé chez l e s  

p l a n t e s  s u p é r i e u r e s  e t  l e s  mod i f i ca t ions  des  isoenzymes 

accompagnent fréquemment l a  c r o i s s a n c e  c e l l u l a i r e  ou l e  dé- 

veloppement d ' un  organisme, mais l a  p résence  d 'une  isoenzyme 

commune à d i f f é r e n t s  organes  a é t é  observée chez l e  Po i s  

(NAUEN e t  HARTMAN, 1980) Ou l e  Carthame (ERREL e t  a l . ,  , 1 9 7 3 )  . 
\ 

Chez l e  Blé deux isofomes de  l a  GDH o n t  é t é  c a r a c t é -  

r i s é e s  : l ' u n e  prédomine dans l e s  f e u i l l e s  jeunes ,  l ' a u t r e  

dans l e s  f e u i l l e s  p l u s  âgées  de p l a n t e s  mises à l ' o b s c u r i t é  ; 

c e t t e  seconde forme p o u r r a i t  ê t r e  un marqueur de l a  senes-  

cence (LAURIERE e t  Co l . ,  1981) .  L'un des  exemples les p l u s  

f r a p p a n t s  de  l a  m u l t i p l i c i t é  d e s  isoenzymes de l a  GDH a é t é  

d é c r i t  chez l a  Luzerne, où l ' o n  a observé 7 formes dans l e s  

p i è c e s  f l o r a l e s  e t  28 dans l e  g r a i n  de po l l en .  Ce fo i sonne-  

ment e x t r a o r d i a n i r e  r é s u l t e r a i t  de l 'asscciation au h a s a r d  

de  2 ou 3 sous -un i t é s  q u i  s ' o r g a n i s e n t  en une s t r u c t u r e  

hexdr ique  (DE VIENNE,  1 9 8 3 ) .  L e  passage d 'un p r o f i l  

isoenzymatique de  type  7 à un t y p e  28 s e r a i t  l i é  A l a  syn- 

t h è s e  d 'une sous-uni té  p a r t i c u l i è r e  au  c o u r s  de  l a  gaméto- 

genèse ( D E  VIENNE,  1985) .  C e t t e  abondance d ' i so fo rmes  dans  



le pollen peut trouver une explication finaliste extrême- 

ment séâuisante et apaisante pour les esprits inquiets : 

l'acide glutamique est l'acide aminé le plus abondant dans 

le style de l'Oenothère ; sa teneur chute brutalement lors- 

que le pollen germe sur le stigmate et pénètre le style 

(LINDER et LINSKENS, 1972) : l'oxydation du glutamate cataly- 

sée par des GDH fournirait l'énergie nécessaire à la crois- 

sance du tube pollinique . . . (DE VIENNE,  1985)  . 

Chez le Silène, deux isoenzymes sont constamment 

présentes pendant toute la culture et quelle que soit la 

source d'azote ; la troisième est variable et n'est jamais 

présente en nutrition ammoniacale. Sa disparition pourrait 

correspondre à une répression catabolique. A moins qu'elle 

ne représente une enzyme ne fonctionnnant que dans une voie 

métabolique particulière inhibée par l'ammonium. 

La GDH pourrait donc constituer un signal intéres- 

sant dans l'étude d'une régulation de la nutrition azotée de 

cellules de Silène soumises à des régimes nutritionnels par- 

ticuliers. 



7) Nitrate réductase et différenciation organogène 

chez la Chicorée de Bruxelles 

Le fil conducteur de notre travail était donc la 

recherche de protéines, de préférence enzymatiques, caractéris- 

tiques d'un organe donné et qui pourraient servir de marqueurs 

de la différenciation. Cette démarche ne paraissait pas uto- 

pique puisque les anticorps d'un immunsérum diriqé cones les pro- 

téines de cals de Tabac cultivés in vitro, reconnaissent un 

nombre extrêmement variable d'antigènes selon l'état de diffé- 

renciation des cellules d'un explant (BOUTENKO et VOLODARSXI, 

1968). Par ailleurs l'existence de protéines à arabino-qalac- 

tanes spécifiqueçde tissus et d'organes de la Tomate sauvage a 

encore été démontrée récemment par des méthodes immunologiques 

(VAN HOLST et CLARKE, 1986). Enfin les cellules d'une suspen- 

sion cellulaire de Carotte, cultivées en présence de 2,4 D don- 

nent naissance à de petits amas qui possèdent une potentialité 

embryogenèse qui ne se manifeste braiment qu'en absence du 

facteur hormonal (HALPER1N)et JENSEN, 1967). Le transfert de 

telles cellules dans les conditions propices à l'embryogenèse 

somatique induit dès les premières heures un accroissement de 

la synthèse dlARN poly A' (SENGUPTA et RAGHAVAN, 1980) mais 

aussi l'apparition de deux "protéines embryonnaires" plusieurs 

jours avant que les embryons ne soient visibles. Ces protéines 

sont également synthétisées dans les embryons zygotiques mais 

jamais dans des lignées cellulaires incapables de donner des 

embryons (SUNG et OKIMOTO, 1981). 

Les résultats obtenus chez l'Endive montrent que 

lfactivité nitrate réductase esttoujours intense dans les raci- 

nes jeunes, qu'elles soient produites au cours de la culture 

in vitro, du forçage de racines tubérisées ou qu'elles résul- 

tent tout simplement de la germination de semences ; elle est 

par contre inexistante dans les jeunes feuilles vertes, ou 

dans les feuilles étiolées du chicon. De là à conclure que 

la nitrate réductase est un marqueur potentiel de la rhizoge- 

nèse, la tentation est grande. Elle l'est d'autant plus que 



des r é s u l t a t s  sensiblement s i m i l a i r e s  o n t  é t é  obtenus chez 

des p l a n t u l e s  de Haricot .  L ' ab la t ion  de l e u r s  hypocotyles 

e t  de l e u r s  r a c i n e s  permet d ' o b t e n i r  des  pousses f e u i l l é e s  

q u i  ap rès  un t r a i t e m e n t  par  de 1 ' A I A  reforment des r a c i n e s  ; 

on c o n s t a t e  a l o r s  un accroissement de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  

réductase  avant  l 'émergence des r a c i n e s  à un moment où 

s ' e f f e c t u e  une synthèse i z p o r t m t e  de p r o t é i z z s  nécessc i res  

Zi l a  rhizogenèse ( B U R Z Y N S K I ,  1975  ; BURZYNSKI e t  a l . ,  1982) 

Dans l e s  exp lan t s  r a c i n a i r e s  de l a  Chicorée de 

B r u x e l l e s , l ' i n i t i a t i o n  organogène e s t  c a r a c t é r i s é e  par  deux 

phases (VASSEUR e t  ROGER, 1983). La première q u i  dure environ 

24  heures  c o n s i s t e  en une a c t i v a t i o n  c e l l u l a i r e  q u i  v o i t  l a  

t ransformation de c e l l u l e s  quiescentes  (donc en Go ou G'o) en 

c e l l u l e s  q u i  se réengagent dans un cyc le  c e l l u l a i r e  e t  syn- 

t h é t i s e n t  de l T A R N ,  des  p r o t é i n e s  e t  de l ' A D N .  La seconde e s t  

une phase p r é p a r a t o i r e  à l a  d i f f é r e n c i a t i o n  organogène ; 

l e s  synthèses  d 'Am e t  de p ro té ines  s o n t  importantes  e t  l ' a -  

boutissement e s t  l ' a p p a r i t i o n ,  après  3 jours  de c u l t u r e ,  de 

nodules méristématiques.  

Comme l a  mise en c u l t u r e  des  exp lan t s  i n d u i t  des 

synthèses  pro té iques  déce lab les  dès l a  2ème heure de c u l t u r e  

e t  q u i  a t t e i g n e n t  un maximum v e r s  l a  10ème heure,  l a  n i t r a t e  

réductase  e s t  l ' u n e  des p r o t é i n e s  s y n t h é t i s é e s  dès l a  r e p r i s e  

d ' a c t i v i t é  des c e l l u l e s  quiescentes .  Quant à l l A R N ,  son 

a c t i v i t é  spéc i f ique  p résen te  deux p i c s  s i t u é s  après  8 h e t  

1 4  ou 15 heures de c u l t u r e .  Comme s e u l e  l a  synthèse g lobale  

a  pu ê t r e  mesurée (VASSEUR e t  ROGER, 19831, il n ' e s t  pas 

poss ib le  de déterminer l a  proport ion des d i f f é r e n t s  types 

d 'Am concernés.  C r  l ' a d d i t i o n  de cycloheximide, de 6 méthyl 

purine ou de cordycepine,  dès  l a  m i s e  en c u l t u r e  des exp lan t s  

inhibe  1 ' a p p a r i t i o n  de .ll a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase .  Autre- 

ment d i t  l ' a c t i v a t i o n  c e l l u l a i r e  s'accompagne donc d 'une  re-  

p r i s e  de l a  t r a n s c r i p t i o n  des gènes de l a  n i t r a t e  réductase.  



La mise en culture de tissus racinaires induit donc la nitrate 

réductase. Si l'on admet que l'un des facteurs de l'induction 

est l'ion NO;, le nitrate endogène doit participer au phénomè- 

ne, puisque la mise en culture d'explants sur de l'eau stérile 

permet l'expression d'une activité nitrate réductase. L'excision 

des tissus pourrait donc déclencher une synthèse de nova de 

l'enzyme, ce qui n'est pas surprenant puisque nous avons vu 

précédemment que l'excision de racines de Fève, modifie qua- 

litativement et quantitativement la population des ARN messagers 

et la protéosynthèse de ces tissus (ESNAULT, 1985). 

L'activité de la nitrate réductase apparait donc dès 

le début de la phase d'activation cellulaire et culmine vers 

la 48ème heure peu avant l'apparition des nodules rnéristémati- 

ques ; il est donc difficile de discerner si la synthèse de 

la nitrate réductase ne concerne que l'activation cellulaire 

ou si elle est égalemeht impliquée dans le programme organogène 

qui est une suite d'évènements métaboliques formant une séquence 

ordonnée. 

L'activation cellulaire pourrait résulter bien plus 

de l'excision, que de la rupture des corrélations qui régissent 

la vie d'une cellule dans un organe. 

La conception de MEYER (1985) selon laquelle "les 

:cultures de tissus végétaux supérieurs sont une forme amplifiée 

et maîtrisée du cal de cicatrisation qui apparaît spontanément 

à la suite de blessures de la plante" nous paraît en effet 

très séduisante. Si les "hormones de blessure" sont de petits 

polysaccharides pariétaux (ALBERSHEIM et DARVILL, 1985). On 

peut concevoir que l'excision libère des oligosaccharines qui 

activent les cellules quiescentes. 

. La question est ensuite de savoir ce qui va déterminer 

l'émergence d'un type défini d'organe. Que la nature du milieu 

nutritif "sculpte" la structure en devenir paraît évident, 

mais est ce le seul facteur qui intervienne ? Pourquoi l'acti- 

vité nitr;ite r é d l i r t a s e  s'exprime-t-elle c?ur,s LZS jezr,es rûc ines  

et non dans les jeunes feuilles ? Si les gènes de la nitrate 



r é d u c t a s e  s o n t  dérépr imés au  c o u r s  de l ' a c t i v a t i o n ,  q u ' e s t  

ce qu i  va  annu le r  l e u r  e x p r e s s i o n  dans une s t r u c t u r e  o r g a n i s é e  

e t  non sas dùns une a u t r e  3 

L ' ana lyse  f i n e  de  c e s  évènements e s t  d ' a u t a n t  p l u s  

d i f f i c i l e  que l o s  e x p l a n t s  r a c i z a i z e s  e û n s t i t z a n t  un systSme 

b io log ique  extrêmement complexe. L e s  t i s s u s  m i s  en c u l t u r e  

s o n t  hé té rogènes  e t  l e s  c e l l u l e s  q u i  vont  se d i f f é r e n c i e r  

n e  r e p r é s e n t e n t  qu 'une masse inf ime de l'expiant. 

La recherche  d ' un  système p l u s  homogène e t  capab le  

de  s e  d i f f é r e n c i e r  é t a i t  donc s o u h a i t a b l e .  

En l ' a b s e n c e  d ' u n e  suspension c e l l u l a i r e  embryogène 

de  Chicorée  q u i  a u r a i t  l ' a v a n t a g e  d ' ê t r e  homogène e t  de  pro- 

d u i r e  rapidement des  q u a n t i t é s  impor tan tes  de s t r u c t u r e s  d i f -  

f é r e n c i é e s ,  nous avons encouragé l ' é t u d e  de  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  

organogène par  d e s  p r o t o p l a s t e s  d 'Endive .  L a  r é g é n é r a t i o n  

de  p l a n t e s  à p a r t i r  de p r o t o p l a s t e s  f o l i a i r e s  a é t é  r é u s s i e  

(SAXSI, 1 9 8 5 ) .  11 n ' a  malheureusement pas  é t i  p o s s i b l e  de  

s u i v r e  l ' 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  r é d u c t a s e  au c o u r s  

d ' un  c y c l e  complet de développement. Mous avons cependant 

pu d é c e l e r  une a c t l v i t e  NADH e t  NADPH n i t r a t e  r é d u c t a s e  dans 

d e s  p r o t o p l a s t e s  de 24  h e u r e s ,  a l o r s  q u ' e l l e  é t a i t  n u l l e  

dans  l e s  c e l l u l e s  mésophyl l iennes .  

L a  t r a n s f o r m a t i o n  d ' une  c e l l u l e  f o l i a i r e  bloquée au 

s t a d e  Go en p r o t o p l a s t e , p e r m e t  donc l ' e x p r e s s i o n  d ' une  poten- 

t i a l i t é  d e  r éduc t ion  du NO;. Le r é s u l t a t  e s t  d ' a u t a n t  p l u s  i n -  

t é r e s s a n t ,  q u ' i l  semble b i e n  que l 'enzyme u t i l i s e  a u s s i  b ien  

l e  NADH que l e  NADPH comme donneur d ' é l e c t r o n s .  O r ,  l ' é t u d e  

récemment e n t r e p r i s e  au  l a b o r a t o i r e  de l ' 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  r éduc ta se  d ' une  suspension c e l l u l a i r e  de Chicorée  

obtenue a p a r t i r  de  c a l s  r a c i n a i r e s  a  montre que c e t t e  enzyme 

n  ' u t i l i s e  que l e  NADH ( C H R A I B I ,  communication p e r s o n n e l l e )  . I l  

s e r a i t  donc i n t é r e s s a n t  de  comparer l e s  enzymes f o l i a i r e s  e t  

r a c i n a i r e s  q u i  p o u r r a i e n t  b i en  ê t r e  deux formes d i f  f é r e n t e s  

de  l a  n i t r a t e  r éduc ta se .  



L 'évo lu t ion  d e s  microca ls  i s s u s  de l a  d i v i s i o n  des  
p r o t o p l a s t e s  e s t ,  e l l e  a u s s i , c o n d i t i o n n é e  p a r  l a  composit ion 

du mi l i eu  de c u l t u r e  e t  l a  c a p a c i t é  de r égéné ra t ion  organogène 

dépend en p a r t i c u l i e r  de  l a  n a t u r e  du nu t r iment  a z o t é  ( L a  

q u a n t i t é  d ' a z o t e  f o u r n i  e s t  t o u j o u r s  de  840 mg. 1-1 de m i l i e u ) .  

La glutamine s e u l e  ou a s s o c i é e  à NO NH i n h i b e  l a  néoformation 3 4 
d 'organes ,  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  mais permet une p r o l i -  

f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  i n t e n s e  e t  r a p i d e .  Lorsque l e  n i t r a t e  

c o n s t i t u e  l ' u n i q u e  source  azo tée ,  45 % d e s  c a l s  s o n t  organogènes,  

une a c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  mesurée i n  vivo es t  mesurable 
- 1 (50 rimoles NO; h-l g  M F) mis l e s  c a l s  s e  néc rosen t  t r è s  

rapidenent-Lorsque l e  n i t r a t e  e s t  a s s o c i é  à l'ammonium 

(N03NH4) 20 % seulement d e s  c a l s  s o n t  organogènes, l a  p r o l i f é r a -  

t i o n  c e l l u l a i r e  se p o u r s u i t  e t  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  e s t  

p l u s  é l evée  qu 'en  présence  de  n i t r a t e  s e u l  ( 6 1  rimoles NO; h-A g - 1 

M F). S i  l a  t e n e u r  en n i t r a t e  d'ammonium e s t  diminuée d e  mo i t i é  

l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r éduc ta se  e s t  diminuée de 60 % : l a  d ispo-  

n i b i l i t é  en a z o t e  minéra l  cond i t i onne  donc l ' i n t e n s i t é  d e  l a  

réponse enzymatique. 

Le "système p r o t o p l a s t e "  ressemble  donc beaucoup au 

"système e x p l a n t  " ; comme c e l u i - c i ,  il comprend une phase  

d ' a c t i v a t i o n  c e l l u l a i r e  q u i  r é s u l t e  d 'un  traumatisme : l a  d i -  

g e s t i o n  enzymatique de  l a  p a r o i  p o u r r a i t  l i b é r e r  des  o l i g o -  

s accha r ines  r e sponsab le s  du r ecyc l age  de  c e l l u l e s  a r r ê t é e s  

en Go (MEYER, 1985) . L e  système p r o t o p l a s t e  nous p a r a î t  inadé- 

q u a t  pour é t u d i e r  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  orqanoqène : d'une rsart l e s  

d é l a i s  d ' a p p a r i t i o n  d ' un  organe s o n t  p l u s  longs  que chez un 

e x p l a n t  t i s s u l a i r e ,  d ' a u t r e  p a r t  l e s  pourcentages  de régénéra-  

t i o n  d 'une p l a n t e  e n t i è r e  r e s t e n t  f a i b l e s  (quelques  % dans les  

m e i l l e u r s  c a s ) .  Il es t  p a r  c o n t r e  extrêmement p réc i eux  pour 

aborder  1 ' é tude  de  l a  r é a c t i v a t i o n  c e l l u l a i r e .  L ' o b t e n t i o n  de 

p r o t o p l a s t e s  en nombre impor tan t  e s t  en e f f e t  f a c i l e  : d ' a u t r e  

p a r t  i l s  s y n t h é t i s e n t  t r è s  rapidement d e s  p r o t é i n e s  d i f f é r e n t e s  

de c e l l e s  des  c e l l u l e s  mésophyll iennes (MEYER, 1985) e t  c e s  

mod i f i ca t ions  r é s u l t e n t  de l a  syn thèse  d 'un nouveau l o t  ~ ' A R N  



messagers e t  non pas de changements p o s t - t r a n s c r i p t i o n n e l s  . 

(FLECK e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  I ls c o n s t i t u e n t  donc un bon m a t é r i e l  

pour l ' é t u d e  de l a  r é g ü l a t i o n  génique de l ' a c t i v a t i o n  c e l l u -  

l a i r e .  

A moins d ' o b t e n i r  rapidement une suspension ce17n- 

l a i r e  ernbryogène de l 'End ive ,  l ' é t u d e  de l a  d i f f é r e n c i a t i o n  

organogène p o u r r a i t ,  malgré l e s  inconvénients  que nous avons 

d é c r i t s ,  ê t r e  poursuiv ie  avec l e s  exp lan t s  r a c i n a i r e s .  La 

p u r i f i c a t i o n  de l a  n i t r a t e  réductase  de l a  Chicorée a  en 

e f f e t  récemment é t é  e n t r e p r i s e  à p a r t i r  de suspensions 

c e l l u l a i r e s  d ' o r i g i n e  r a c i n a i r e  ; e l l e  d e v r a i t  a b o u t i r  

prochainement. La f a b r i c a t i o n  d'un immunsérum spéc i f ique  de 

l a  n i t r a t e  réductase  de  ~ i c h o ~ i u m  intybus s e r a i t  a l o r s  f a c i l e .  

Nous disposerons a l o r s  de nombreux moyens pour aborder l ' é t u d e  

de l a  d i f f é r e n c i a t i o n  organogène. 

S ' i l s  ne chantent  pas encore à t u e - t a t e ,  l e s  

lendemains n ' en  sont  pas  pour a u t a n t  complètement aphones ! 



S i  t e r r i b l e  que s o i t  Sa 
v i e ,  2 ' e x i s t e n c e  d e  2 ' a c t i v i t é  
c r é a t r i c e  s a n s  a u t r e  b u t  q u ' e l l e  
meme s u f f i t  à Za j u s t i f i e r .  

E L I E  F A U R E  
( L  ' e s p r i t  d e s  f o rmes )  



La nitrate réductase des cellules de Silène est 

une NADH : nitrate réductase. Le NADH nécessaire à la ré- 

auccion du nicrate provienc essentieliement de la glycolyse. 

Les constantes d'affinité pour le donneur d'électrons et le 

nitrate sont respectivement i 11. ~ o - ~ M  et 15. IO-~M. Ces 

valeurs sont voisines de celles obserdeschez d'autres végé- 

taux (voir GUERRERO et al. , 198 1 ) . 

L ' accrois sement de 1 ' activité nitrate réductase qui accom- 
page un ralentissement de la croissance en début de culture 

peut s ' expliquer par une diminution de la consommation énergéti- 
que des cellules et une disponibilité accrue en NADH. Inverse- 

ment la chute de l'activité en présence d'ammonium pourrait être 

la conséquence d'une consommation accrue de pouvoir réducteur. 

L'emploi de méthodes immunologiques montre que la 

nitrate réductase du Silène présente une structure parti-cu~iérc-T : 

des anticorps fabriqués contre la nitrate réductase dlEpinard 

sont incapables de la précipiter mais inhibent très fortement 

son activité. 

Par contre des anticorps monoclonaux fabriqués con- 

tre les deux enzymes présentent des réactions croisées. 

La nitrate réductase dfEpinard et de Silène possèdent 

donc des épitopes communs mais en quantité insuffisante pour 

provoquer des réactions de précipitation par immunodiffusion. 

Ceci va nous amener à étudier plus précisément la 

structure de la nitrate réductase du Silène,ce que nous avons 

négligé jusqu'alors. 

Des différences structurales ont été signalées chez 

une autre enzyme de la voie assimilatrice de l'azote : la 

glutamine synthétase : l'isoenzyme chloroplastique est glyco- 

lysée alors que l'isoforme cytosolique racinaire ne l'est pas 

(OMS et HIREL, 1985). Bien qu'il soit généralement admis que 

la nitrate réductase se trouve dans le cytoplasme, on ne 



peut  s'empêcher de remarquer que l 'enzyme d 'Epinard e s t  ex- 

t r a i t e  de f e u i l l e s  e t  que c e l l e  du S i l ène  l ' e s t  dz c e l l u l e s  

q u i  possèdent des c a r a c t é r i s t i q u e s  physiologiques de parencnyme 

r a c i n a i r e .  

Les r 4 s u l t a t s  obtencs  z ï e c  Zivers  i n h i b i t e u r s  ds lz 

t r aduc t ion  ou de l a  t r a n s c r i p t i o n  p l a i d e n t  en faveur  du carac- 

t è r e  i n d u c t i b l e  de l a  n i t r a t e  réductase  de S i l ène .  L'ernp1oi.d.e~ 

méthodes immunologiques nous a  ob l igé  à r econs idé re r  c e  po in t ,  

puisque des  formes a n t i g é n i p e s  on t  été d é t e c t é e s  dans des c e l -  

l u l e s  dépourvues d ' a c t i v i t é  enzymatique. Ou b ien  il ex i sce  une 

n i t r a t e  reductase  c o n s t i t u t i v e ,  mais on peut  s ' i n t e r r o g e r  sur  

son r ô l e ,  ou b ien  une sous-uni té  au l'apoenzyme e n t i è r s ,  sont  

c o n s t i t u t i v e s  e t  son t  des précurseurs  de l 'holoenzyme. L'induc- 

t i o n  c o n s i s t e r a i t  a l o r s  en l a  synthèse d 'une  p o t é i n e  régula-  

t r i c e  permettant  l 'assemblage des sous-uni tés  de l a  transforma- 

t i o n  du précurseur  en enzyme a c t i v e .  

3ien que d i v e r s  a u t e u r s  a i e n t  a r a ~ c é  l ' i d S e  -e 

l a  n i t r a r e  . réductase  f û t  sous l a  c o n c r ô l l  de l a  glutamine 

ou de l a  g l u t d n e  syn thé tase ,  nous ne possédons a c t u e l l a -  

ment aucune Lif o rna t ion  s u r  l e s  gènes r 5 g u l a t e u r s  de l a  

n i t r a t e  réductase  des végétaux süpér i eu r s .  

La glutamine syn thé tase  des c e l l u l e s  de S i l en5  e s t  

consta-ment  acttive indépendamment de l a  n a t u r e  de l a  source 

azotée ; e l l e  e s t  cesendant  p a r t i e l l e m e n t  inh ibée  3ar l 'am- 

moniun. C l l e  e s t  grésene sous üne forme unique,vraisem- 

Slablement c y t o p l a s s i c p e , e t  prSsente  Ces c a r a c t é s i s t i q u e s  

des glutamine., syn thé tases  r a c i n a i r e s .  Son i n h i b i t i o n  par 

l a  méthionine s u l f  oxin ine  n ' empêche s a s  l a  c ro i s sance  s i  

de l a  glutamine e s t  foumie  s iaul tanément .  S i  l a  voie  G S -  

GCGAT e s t  par  c o n t r e  to ta lement  bloquée l e s  c e l l u l e s  neu- 

r e n t .  L e  f onctionnement de la C a - T  e s t  donc e s s e n t i e l  ?Our 

l a  c ro i s sance  c e l l u l a i r e .  Chez L I S  l evures ,  t r o i s  t~77es  

de gènes r égu len t  l ' a c t i v i t é  de l a  glut&'~e syntnStase ; 

i l s  répondent respectivement aux v a r i a t i o n s  de l a  g lu tanLie ,  



des acidesaminés et des purines (MITCHELL et MAGASmIK, 1984). 

L'étude de la régulation de la chaîne assimilatrice 

de l'azote nous a conduit à étudier aussi l'activité de la 

glutamate deshydrogénase. Dans les conditions habituelles de la 

culture, elle intervisnt plutôt dans des rézcticns d'oxydstion 

du glutamate et ne joue apparemment aucun rôle dans i'assimila- 

tion de l'ammonium. En nutrition ammoniacale en revanche, elle 

catalyse une réaction d'assimilation et joue un rôle de détoxi- 

cation ; alors que l'activité est multipliée par 2, une isoenzyme 

disparaît,peût être par répression catabolique. 

Plutôt qu'une régulation de la nitrate réductase 

par la glutamine ou la GS, on peut très bien concevoir que les 

enzymes de l'assimilation de l'azote ; nitrate réductase, nitrite 

réductase, glutamine synthétase et glutamate synthase soient 

contrôlées par des gènes communs. 

En effet, chez certaines levures, les gènes qui com- 

mandent la formation de spores ou la différenciation en un type 

sexué donné, sont régulés par des protéines codées par des 

gènes MAT. Chaque gène MAT code pour une protéine qui exerce une 

régulation sur tous les gènes de la différenciation en se fixant 

sur des séquences spécifiques d'ADN, situées en amont des gènes 

commandés (c.a.d. vers l'extrémité 5'). 

Ce modèle nous paraît tout à fait adéquat pour expli- 

quer le fonctionnement ordonné d'unechaîne métabolique complexe 

ou la réalisation d'un programme organogène et constitue une 

hypothèse de travail intéressante. 



La nitrate réductase peut-elle être finalsrnent un 

marqueur de 1-a croissance cellulaire ou de la différenciation 

orqanogène ? 

Le transfert de c e l i u i z s  yuiascsntes de YiiAne dans 

un milieu neuf, entraine une reprise de la croissance cellulaire, 

caractérisée sar des synthèses importantes de protéines et d'aci- 

6es ribonucléiques. Une synthbse dVARN,dont 8 9 sont polyadénylés 

intervient dès la 6ème heure de cultur~ et prscede de peu la 

reprise de l'activité nitrate réductase. L'induction de la nitra- 

te réductase, telle que nous l'avons définie plus haut,est,selon 

toute vralçemblablement, l'un des signaux de 1 'activation cellu- 

laire. En l'absence d'un taux de synchronisation élevé <es 

premières divisions cellulaires, il est cependant difficile 

d'établir une relation simple entre la reprise de l'activité 

métabolique et l'un des deux aspects de la croissance, à savoir 

division et grandissemnt cellulairr. 

Avec les connalssances acquises ot les outils que noÿs 

possédons maintenant, nous sommes en mesure d'identifier les 

gènes de la nitrate réductase 2i l'aide de sondes d'ADN complémen- 

taire . 

Chez la Chicorée de Bruxelles, l'apparition d'me 

activité nitrate réductase dans des explants racinaires, cul- 

tivés in vitro, est oqalement étroitament associée à la réacti- 

vation de cellules quiescentes,soudain soustraites de leuzs cor- 

rélations tropniques et fonctionnelles. Par ailleurs, toutes nos 

observations tendent à prouver que la nitrate réductase est irès 

probablement un marqueur de la différenciation I rhizogène., L'étu- 

de, actuellement entreprise, de la regulation de l'activité nitra- 

te réductase d'une suspension cellulaire d'Endive qui a conservé 

ses potentialités organogènes et qui,dans certaines conditions, 

peut ne différencier que des racines,devrait nous apporter une 

réponse sous peu. 
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La suspension cellulaire de Silene alba est habituellement cultivée 
dans un milieu qui contient du nitrate comme seule source azotée. La durée 
du cyc1.e de croissance est de 14 jours. Le transfert de cellules prélevées 
en phase stationnaire dans un milieu neuf entraîne une activation cellulaire, 
qui se traduit par une reprise de la protéogenèse et par une synthèse préco- 
ce (6ème h.) d'ARN dont 8 % sont polyadénylés. 

La nitrate réductase des cellules de ~ i l è n e  est une NADH:nitrate 
réductase dont les constant s d'affinité pour le NADH et le NO- sont respec- - & 3 
tivement 11.10-6>1 et 15.10 M. Son activité s'étend du début de la culture 
jusqu'au 6ème jour. Elle est l'une des protéines induites au cours de l'ac- 
tivation cellulaire. Dans des cellules qui ne présentent pas d'activité nitra- 
te réductase, l'existence d'un matériel antigénique reconnu par des anticorps 
spécifiques de la nitrate réductase a été démontrée. L'induction de l'enzyme 
pourrait consister en la synthèse d'une protéine activatrice de l'apoenzyme 
qui serait constitutive. La nitrate réductase est également soumise à une 
régulation par la glutamine et l'ammonium. Celui-ci est métabolisé par la 
voie : glutamine synthétase glutamate synthase. La compréhension de la régula- 
tion de la nitrate réductase passe par L'étude de l'ensemble de la chaîne 
d'assimilation de l'azote. 

En l'absence d'un taux de synchronisation élevé de la division 
cellulaire, il est difficile de relier l'induction de la nitrate réductase 
à la croissance. 

La mise en culture d'explants prélevés sur des racines tubérisées de 
la Chicorée de Bruxelles provoque également l'apparition d'une activité 
nitrate réductase, absente dans les tissus quiescents. La nitrate réductase 
pourrait être un marqueur de la différenciation rhizogène. 

Chez le Silène, comme chez l'Endive la nitrate réductase est un signal 
de l'activation cellulaire. 

MOTS CLES : Réduction de l'azote 
Métabolisme azoté 
Suspension cellulaire 
Cichorium intybus (var. Witloof) 
Silene alba 
Nitrate réductase 
Glutamate deshydrogenase 
Glutamine synthétase 
Rhizogénèse 



ABSTRACT 
1 

-------- 

Ce11 suspension cultures of Silene alba are usually grown on a 
medium which contains nitrate as the sole source of nitrogen. Subcul- 
tures are made every 14 days. Transfer of quiescent cells in new medium 
induces significant modifications in the nucleic acid metabolism as well 
as in protein synthesis . RNAs, 8 % of which are polyadenylated are synthetized. 
during the early lag phase, just before nitrate reductase activity is 
induced.Silene nitrate réductase is shown to be almost exclusely NADH- 
dependant with Km (NADH) of 1 1 .  I O - ~ M  and Km (NO?) of 15. I O - ~ M .  Nitrate 
reductase is one of the proteins induced during cellular activation. 
Therefore a n  immunochemical approach reveals that cells which lack nitrate 
reductase activity contain cross reacting material with antibodies raised 
against purified nitrate reductase. It is thus possible that the induc- 
tion corresponds in fact to the synthesis of Bn activator necessary for 
building up the holoenzyme. Nitrate reductase is also regulated by gluta- 
mine and ammonium which is metabolized through the glutamine synthetase- 
glutamate synthase pathway. The whole pathway of nitrate assimilation has 
to be accounted for, to understand how nitrate reductase is regulated. 

As synchronization of the ce11 divisions can not be obtained, it 
is difficult to relate nitrate reductase activity to the growth process. 

In Cichorium tissues cultured in vitro nitrate réductase may be 
a marker of the root differentiation. 

In Silene cells as well as in Cichorium explants nitrate reductase 
is a signal of the cellular activation. 
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