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de la nitrate réductase.
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INTRODUCTTION

La science, pas plus que l'art-
et moins que Lluti, j'imagine- n'atteint
"la chose en soi'”,

La science, comme l'art, n'es
qu'un systéme d’'illusicon, c¢'est-d-di
de conquéte.
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ELIE FAURE
(L'’esprit des formes)



Pour qui a attentivement observé un arbre et a
guelgque peu réfléchi a son mode de vie, il apparait a
1'évidence qu'y coexistent des éléments morts et d'autres
vivants capables de former continuellement de nouveaux
rameaux qui pourront éventuellement étre greffés, marcottés
ou bouturés. Cette capacité de régénération des végétaux
supérieurs, n'a pratiquement pas d'équivalent chez les
vertébrés dont seules quelques espéces ont la possibilité

de régénérer tout au plus un organe.

Malgré les progrés extraordinaires de la biolo-
gie contemporaine, elle est pour l'instant incapable de
fournir une explication globale satisfaisante a un tel

phénomeéne.

Bien sy on sait gque l'embryon végétal présente
un développement particulier en ce qu'il demeure une
morula qui subit un allongement longitudinal bipolaire,
si bien gqu'un végétal adulte conservera toute sa vie durant,
des cellules embryonnaires. Mais la culture <n vitro de
tissus végétaux a montré que des cellules spécialisées
(différenciées) sont tout aussi capables de perdre leur
spécialisation, donc de se dedifférencier: et de retrouver
ainsi des caractéristiques de cellules embryonnaires qui

pourront se différencier ensuite.

Ce genre d'observations a conduit les biclogistes
a considérer que les cellules végétales conservent toutes
leurs potentialités différenciatrices, qu'elles sont donc
totipotentes. Pourtant le bouturage naturel ou "zmn vitro”
n'est pas réalisable chez toutes les especes. On peut alors
se demander si le concept de totipotence constitue un
dogme ou s'il recouvre une réalité. Deux hypotheses

peuvent étre envisagées : ces échecs sont dds, ou bien



A notre méconnaissance profonde des facteurs qui
gouvernent la dédifférenciation comme la différen-
ciation, ou bien a l'impossibilité fondamentale pour
une espéce donnée de voir se dérouler la successsion
des événements qui aboutiront a la reproduction végé-~
tative d'un nouvel individu. Il est en effet conce-
vable gue la capacité de différenciation, tout comme
le vieillissement gui en est le terme ultime soit
ou bien génétiquement programmé, ou bien conditionné
par les variations des facteurs environnementaux. On
a en effet de bonnes raisons de penser actuellement
gue la senescence résulte de l'achévement de la
lecture du programme génédtique contenu dans chaque
espece ou d'une accumulation d'erreurs moléculaires
et de mutations somatiques. Dans ces conditions il
est possible que les possibilités de multiplication
végétative solent perdues ou fortement amoindries

chez certaines espeéces et conservées chez d'autres.

Ces considérations rejoignent d'ailleurs
l'hypothése de CHANGEUX et DANCHIN (1976), selon
laquelle le programme génétique prévoit les grandes
lignes de l'organisation d'un &tre vivant, alors gue
le milieu sculpte les modalités de son fonctionnement.
Par ailleurs : il est maintenant bien établi gque les
intermédiaires indispensables au déroulement du pro-

gramme de développement sont généralement les hormones.

Le passage de l'état végétatif & l'état
reproducteur illustre & notre sens parfaitement
cette théorie, méme si la nature exacte de certains
facteurs (le stimulus floral par exemple) reste
inconnue. Un ou plusieurs facteurs florigénes dérépriment

un ensemble de génes désignés globalement sous le



terme de génes 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 & fleur. Bien sir
il existe des especes qui ne présentent pas d'exigences
strictes de conditions de milieu. Dans ce cas on peut
trés bien concevoir l'existence d'un mécanisme quantita-
tif de la floraison, qui consiste en une succession de
changements internes qui accompagnent la mise a fleur.
Mais 1la encore les facteurs externes semblent moduler

la morphogenése florale de fagon importante (KREKULE,

1979) .

L'un des faits essentiels de la différencia-
tion est donc la synthése de macromolécules qui par auto-
assemblage spontané, s'arrangent en structures tridimen-
sionnelles stables. On sait maintenant gque cette synthése
est sous la dépendance de génes qui sont identiques dans
toutes les cellules gu'elles soient embryonnaires ou
spécialisées. Comme toutes ces cellules n'ont pas la
méme 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 génes dans un tissu
donné et a un moment déterminé de la vie. L'activation
d'un géne se soldant par la synthése d'une enzyme cons-
titue 1l'induction enzymatique. Un trés bel exemple d'un
tel phénoméne 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 synthétisdes au cours de la maturation

de la graine.



D'autres enzymes sont inductibles par de
simples modifications du milieu extérieur : c'est la
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 facon assez satisfaisante comment un
géne est régulé, on est toujours incapable d'expliquer
pourquoi une cellule embryonnaire dotée d'un certain
type de fonctionnement se met soudain a évoluer vers
des types cellulaires différents ol les potentialités
génétiques s'exprimeront d'une autre fagon. Le pro-
bléme est bien slir posé de la méme maniére 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 a de
nombreuses tentatives menées pour essayer d'apporter
une réponse a une aussi vaste interrogation qui
pourrait bien relever autant de la métaphysique gque
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. organogéne de tissus
végétaux cultivés in vitro. Le matériel choisi est
Cichorium intybus L. (var. Witloof cv Zoom) ou Chicorée
de Bruxelles non pas parce gu'elle constitue une cul-
ture importante de notre région mais parce que sa
racine pivotante, comme ses feuilles possedent de
remarquables propriétés organogenes. Les travaux de
VASSEUR (1979) ont abouti & la conclusion que la
différenciation organogene d'explants racinaires

s'effectue en deux étapes successives. La premiere



consiste en une activation cellulaire gui aboutit

a la formation de nodules méristématiques, alors

que la seconde est une phase préparatoire & la
différenciation proprement dite. Ce schéma est le
résultat de 1'étude des modifications histologiques

et des variations des teneurs et des synthéses de
1'"ADN, des ARN et des protéines qui interviennent dans

des explants tissulaires de Cichorium Zntybus cultivés

in vitro (VASSEUR et ROGER, 1983).

s

Apres avoir contribué & une partie de ce
travail, nous avons été amené a essayer de préciser
certains points de ce modéle. Pour emplover un langage
actuel nous sommes partis & la recherche d'un marqueur
de l'organogenése. On pouvait en effet raisonnablement
espérer trouver une protéine,si possible enzymatique,
qui serait spécifique d'un organe donné. Bien sdr la
ribulose biphosphate carboxylase qui peut représenter
jusqu'a 50 %des protéines foliaires pouvait constituer
Cce marqueur, mais sa régulation est complexe puisque
certaines sous-unités sont sous le contrdle de génes
nucléaires, d'autres sous le contrble de génes chloro-
plastiques ; de plus notre matériel de départ n'est pas
chlorophyllien. Nous avons alors jeté notre dévolu sur
la nitrate réductase. D'abord elle est une enzyme clé
dans la régulation de la chaine d'assimilation de
l'azote minéral (LOSADA et al., 1981). De plus elle
est inductible par son substrat et localisée chez
certaines especes soit dans les feuilles, soit dans
les racines. Enfin a l'époque olu nous avons entrepris
ce travail, nous étions émerveillés par l'essor fantas-
tigue de la BIOLOGIE MOLECULAIRE et fort heureuse-
ment totalement inconscients de la difficulté de l'entre-

prise.



Nous savions néanmoins que la mise en culture
d'un simple fragment de racine ou de feuille d'Endive (1)
améne inexorablement l'apparition de plusieurs types
d'événements & savoir la callogenese, la rhizogenése
et la caulogenése, dont les manifestations se chevau-
chent dans le temps. Bien s{ir, en modifiant les facteurs
environnementaux, on peut réprimer 1l'émergence de tel ou
tel type d'organe, mais les ébauches se forment néan-
moins dans l'explant. Par ailleurs, les problemes de

la régulation de la division cellulaire et de la diffé-
renciation semblent étroitement intriqués. Aussi, avons
nous été amenés a aborder le probléme par une approche
plus réductionniste en étudiant d'abord la régulation de
la nitrate réductase dans une suspension cellulaire non
chlororhyllienne , matériel apparemment plus simple et plus
homogéne et qui ne présente que des phénomeénes de divi-
sion cellulaire. Pour des raisons uniquement conjoncturelles
nous avons choisi la suspension du Silene alba. Nous
espérions par la aboutir & 1l'élaboration d'un modéle qui
serait transposable aux cellules en division d'explants
racinaires ou foliaires d'Endive cultivés in vitro. Comme
ces cellules vont ensuite se spécialiser, on pourrait
alors suivre 1l'évolution de la nitrate réductase au cours

de leur différenciation organogéne.

(1) Bien que le terme Endive, représente le bourgeon
étiolé de Cichorium intybus produit au cours du
forcage de la racine tubérisée, nous l'avons pour
des raisons de commodité utilisé en tant que nom
générique.



HISTORTIQUE

Connattre c'est moins buter
contre un réel que valider un possible
en le rendant nécessaire.

Dés lors la genése du possible
importe autant que la démonstration du
nécessaire.

GEQORGES CANGUILHZM
(La connaissance de la vie)



Pour satisfaire leurs besoins nutritifs, 1la
plupart des végétaux utilisent de l'azote minéral combiné,
qu'ils préléevent 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 puls la nitrite réductase, selon le schéma

suivant :
_ 2e” _ 6e” .
NO > N02 > NH4
3 nitrate nitrite
reductase réductase

La conversion de l'azote ammoniacal en azote
o aminé passe par deux voies métaboliques principales :
celle de la glutamate déshyvdrogénase et celle du couple
glutamine synthétase - glutamate synthase (LEA et MIFLIN,
1976) .

La réduction du nitrate est un processus
biologique fondamental : elle aboutit en effet a la fixa-
tion d'environ 20 000 mégatonnes d'azote par an, alors
gue la quantité d'azote moléculaire fixé est approxima-
tivemgnt 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 systémes non photo-
synthétiques, comme la suspension cellulaire du Silene,
l'origine du pouvoir réducteur pose un probléme complexe

que nous examinerons ci-aprés.

La réduction du nitrate joue par conséquent un
r8le essentiel non seulement parce gqu'elle concourt a

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



mais aussi parce qu'elle représente un phénoméne physio-
logique capital pour de nombreuses cellules végétales.

I1 n'est donc pas étonnant que l'étude de la
réduction du nitrate et de la nitrate réductase en
particulier, ait suscité 1l'intérét de tant de chercheurs
et donné lieu & un nombre impressionnant de publications.
Aussi ne pouvons nous pas, dans le cadre gque nous nous
sommes assigné , présenter une bibliographie exhaustive
concernant la nitrate réductase. Nous n'en avons donc
retenu que certains aspects immédiatement utiles & la
compréhension de notre travail et & la discussion des ré-

sultats.

I - LA REDUCTION DU NITRATE : ASPECTS ENERGETIQUES,
SOURCE DU POTENTIEL REDUCTEUR. NOTION DE pH STAT
BICCHIMIQUE.

1) Aspects énergétiques

La lecture des manuels frangais de Physiologie
végétale mis & la disposition des étudiants, laisse le
lecteur perplexe. C'est en effet avec la méme assurance
tranquille que les uns affirment que la réduction du nitrate
est un phénomeéne exergonique alors que pour les autres, il

est endergonidque. Aussi avons nous tenté d'élucider ce point.

La réduction du nitrate utilise 8 électrons et
8 protons : quelle est leur origine ?

Chez les Cyanobactéries et sans doute aussi
chez les Bactéries photosynthétiques et chimiotrophes, le
donneur est la ferredoxine réduite ; chez les Eucaryotes
c'est le NADH ou le NADPH qui fournissent les électrons
selon la réaction.

4 (NAD (P) H - H')————d4 NAD (P)" 4+ g g' + ge”



Passant de NAD (P) H au couple NOS/NOE ces
électrons doivent remonter une différence de potentiel
d'oxydo réduction de + 0,69 V, ce qui entralne une
variation d'enthalpie libre AG®' de -535KJ (=128 kCal).

Cette réaction est donc trés nettement exergonique. Quant

a l'étape qui réduit le NOE en NHZ, elle exige six électrons
qui remontent une différence de potentiel de + 0,68 V, la
valeur AG°' est alors de -392KJ (=94 kCal) ce qui signifie
donc gue cette étape est également exergonique.

Si par contre le mécanisme exact de 1l'absorption
du NOS n'est pas connu, on sait gu'il exige de l'énergie
et qu'il représente par conséquent un processus endergonique
(ROBIN et al., 1978) qui exigeraitvuné mole d'ATP par
édgquivalent de No; transporté. Ce couplage entre hydrolyse
d'ATP et transport de nltrate pourrait étre assuré par un
gradient de potentiel electrochlmlque engendré par une pompe
a protons. Comme la réduction d'un NO3 produit un ion hy-
droxyle, le nitrate pénétrerait dans la cellule par un
mécanisme d'échange. de type antlport NO -/OH & moins que ce
ne soit par symport avec des 0 prealablement expulsés
(SALSAC, 1982).

L'étape gui réduit le NO; en No; exige une Tole
de NAD (P) H ; celle qui conduit a la formation de NH,
utilise l'équivalent de 3 moles de NAD (P) H. Or, dans la
chaine respiratoire,l'oxydation d'une mole de NADH conduit
a la synthése de 3 moles 4'ATP. Autrement dit la réduction

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

d'ATP, soit une énergie de 366KJ . A cette valeur il faudrait
ajouter 1'ATP nécessaire a l'absorption du No; et celui
consommé lors de l'incorporation de 1l'ammonium dans les
composés organiques. Il est donc clair qu'une plante qui

assure sa nutrition azotée a partir du nitrate dévore un



potentiel énergétique trés important. C'est sans doute pour
cette raison que certains auteurs écrivent que la réduction
du nitrate est un phénomene endergonique. Cette facon de
voir est donc fondée, quand on consideére le bilan énergé-
tique global ; elle est par contre totalement erronnée

du strict point de vue de la thermodynamique. On peut
légitimement se demander pourquoi de nombreuses espéces
végétalés ont adopté ce genre de nutrition. L'assimilation
directe de l'ammonium représente en effet un processus

moins dispendieux puisqu'elle n'utilise d'ATP gue pour son
incorporation dans les composés organiques. Il faut alors

se souvenir que L'ammonium est toxique a des concentrations
élevées et qu'il ne pedt donc migrer a travers la plante que
dans des combinaisons organiques, ce qui entraine une baisse
de la teneur en acides organiques des feuilles (COIC et al.,
1961) . Or la régulation de la pression osmotique exige
l'accumulation de solutés dans la vacuole ; ces solutés
seront alors des sucres ou des acides aminés. En effet en
dehors du No; qui est facilement assimilable et relativement
abondant dans la solution du sol, les anions minéraux sus-
ceptibles de remplacer les acides organigques seraient

SOZ, PO4H; ou C1~ . Mais les deux premiers pénétrent
difficilement et lentement, guant au dernier sa teneur est
faible sauf dansles sols halomorphes. Par conséquent,

malgré son apparent avantage énergétique, la nutrition am-
moniacale a pour inconvénient majeur de provoguer une
immobilisation de molécules organiques nécessaires a la
biosynthése des macromolécules (SALSAC, 1982).

Y( 2) Origine du pouvoir réducteur

Dans les tissus chlorophylliens, les

agents de la réduction de 1l'azoteé nitrigque en azote



ammoniacal sont issus de la photosynthése (LOSADA et
al., 1981):1les électrons arrachés a l'eau par l'énergie
solaire concourent a la production de NADPH et de
ferredoxine réduite. Celle-ci est utilisée par la
nitrite réductase qui est apparemment localisée dans
les chloroplastes (GUERRERO et al., 1981). Il est par
conséquent vraisemblable que la réduction du nitrite en
ammonium se déroule sur le lieu de synthése méme des

réducteurs.

Le probléme de la réduction du nitrate en nitrite
par la nitrate réductase est par contre beaucoup plus

complexe.

D'abord la localisation chloroplastique de 1la
nitrate réductase (RATHAM et DAS, 1974) ou l'association
des nitrite et nitrate réductases dans une particule de
type nitrosome (MIFLIN, 1970 ; BOURNE et MIFLIN, 1970)
n'ont jamais été confirmées. La plupart des observations
actuelles s'accordent a situer la nitrate réductase dans
le cytoplasme (LOSADA et al., 1981) sans que l'on sache si

elle est attachée & un systéme membranaire ou non.

Par ailleurs, dans les tissus verts, le donneur
d'électrons est rarement le NADPH. Il est en effet généra-
; est le NADH, dont
la concentration intracellulaire moyenne (20 a 200 UM} est

lement admis que le réducteur de NO

souvent suffisante pour saturer le site de liaison du
coenzyme (Km, NADH : 2 a 8 uM) (LEE, 1980). Une nitrate
réductase spécifique du NADPH (E.C.1.6.6.3.) (PAN et NASON,

13

1978) a été décrite chez les Ascomycétes Aspergillus nidulans

et Neurospora crassa, encore que cette préférence ne soit pas

entiérement exclusive. Une autre forme (E.C.1.6.6.2.)
capable d'utiliser aussi bien le NADPH que le NADH a été

caractérisée chez Ankistrodesmus braunii (DIEZ et al., 1977)
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mais plus rarement chez des végétaux supérieurs : jeunes
plantules de Riz (SHEN et al,; 1976) et feuilles de Soja
(CAMPBELL, 1976 ; CONEJERO et al., 1984 ; NELSON et al.,
1984). Pourtant, selon CAMPBELL et al. (1981) cette forme
pourrait étre plus répandue qu'il ne semble & premiére vue.
Les céréales en particulier semblent la posséder également :
scutellum et racines de Mais (CAMPBELL, 1976 ; REDINBAUGH
et'CAMPBELL, 1981) Blé, Orge et Avoine (HEATH~PAGLIUSO et
al., 1984). Cependant la forme prédominante chez les végétaux
supérieurs est pour beaucoup d'auteurs la NADH : nitrate
réductase (E.C.1.6.6.1.) qui utilise exclusivement le NADH
(GUERRERO et al., 1981). On se trouve donc, chez beaucoup
de plantes supérieures vertes, confronté a une situation
paradoxale : d'une part la lumiére provoque l'apparition
d'un important potentiel réducteur dans le chloroplaste
gui est faiblement perméable aux nucléotides pyridiniques
(GOODWIN et MERCER, 1983) ; d'autre part la réduction du
Nog a lieu dans le cytoplasme et utilise essentiellement
du NADH. Divers systémes de navettes ont été proposés pour
expliquer le transfert indirect d'un potentiel réducteur
du chloroplaste ou de la mitochondrie vers le cytoplasme
(BEEVERS, 1981). A la lumiere le transfert des électrons
aboutit & la réduction du NADP* qui permet la réduction du
CO, en trioses phosphates qui traversent librement le
chloroplaste. Dans le cytoplasme ils sont repris par la
glycolyse et générent du NADH (KLEPPER et al., 1971).
D'autre part la lumiere inhibe l'oxydation du NADH intra-
mitochondrial par une modification soit de la teneur en
ATP, soit de la charge énergétique (SAWHNEY et al., 1978 ;
CANVIN et WOO, 1979 ; HAGEMAN et al., 1980). Le NADH qui
s'accumule est alors oxydé par une malate déshydrogenase
mitochondriale. Le malate passe ensuite dans le cytoplasme
ot il est converti en oxaloacétate par une malate deshydro-

génase cytoplasmigue qui produit aussi du NADH. L'entrée



de l'oxaloacétate dans la mitochondrie permet le
fonctionnement; a la lumieére, du cycle de KREBS qui

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

offre une explication treés séduisante de l'accroissement

de l'activité nitrate réductase par la lumidre, mais

il repose sur l'affirmation treés controversée de 1l'in-
hibition du transport des électrons dans les mitochondries
illuminées (BEEVERS, 1981).

Figure I : Origine du NADH chez les végétaux chlorophylliens
(BEEVIRS, 1981). '

}prés 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 syst@mes non photo-
synthétiques. Chez les Champignons et en particulier chez
Neurospora, une nitrite réductase a4 NAD (P) H a été
bien étudiée (GARREIT 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 > sirohéme —> N0
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I1 semble vraisemblable gque des hitrite 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 aglimentent donc la chaine
compléte de la réduction du nitrate.

Comme le NADPH peut éventuellement étre le
réducteur du systéme, 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 NADH, alors gue la conversion d un équivalent NO3

en acide aminé en exige 5. La mesure des activités
glucose 6 phosphate et gluconate 6 P déshydrogénase
effectuédes dans des cellules d'Erable (JESSUP et FOWLER,
1977) ou dans des racines de Pols (SARKISSIAN et FOWLER,
1974) montre qu'elles peuvent pourvoir aux besoins en
réducteurs de l'ensemble de la chaine d'assimilation du
No;. Mals comme ces enzymes sont situées dans les pro-
plastes, il est plus vraisemblable qu'elles fournissent
du NADPH 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 1l'intervention de cette

a

‘voie proviennent d'expériences menédes a l'aide de disques

foliaires maintenus a l'obscurité et auxquels sont
fournis des intermédiaires de la voie glycolytique. La
fructose 1 - 6 P, le glyceraldehyde -ou le déhydroxyacétone
(NEYRA et HAGEMAN, 1978 ; MANN et al., 1978) stimulent -
l'activité nitrate réductase, alors que le 3 phosphogly-
cerate ou le pyruvate qui sont formés postérieurement &
la phase oxydative n'ont pas d'action (KLEPPER et al.,
1971, MANN et al., 1978).



Quant aux racines de Pois la glvcolyse produit
de 20 & 40 fois plus de NADH, qu'il n'est nécessaire a
la réduction du NO; (STEPAN-SARKISSIAN et FOWLER, 1978).
Le facteur essentiel gui gouverne la genése d'un pou-
voir réducteur suffisant a 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 qﬁ‘ils sont préférentiellement
utilisés pour la croissance (RADIN et al., 1978). Au
contraire la fourniture de glucose a des racines de
Mais double la teneur en No; du pool métabolique
(ASLAM et OAKS, 1976.) de méme que l'apport de saccharose
ou de fructose et de glucose augmente l'activité nitrate
réductase de racines de Pois ou de Phaseolus 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 a l'obscurité et dans les
systémes 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 malique avec 1'hydroxyle OH_:qui peut provenir de la réduction
de NOS (DAVIES, 1973).0r le malate fournit des nucléotides
pyridiniques réduits par deux réactions. La premiére
catalysée par la malate deshydrogénase aboutit & la
formation d'oxaloacétate et de NADPH ou de NADH selon
que l'enzyme fonctionne avec le NAD" ou le NaDP'.

1
~———" oxaloacétate + NAD (P) H

2

malate + NAD (P)

Cette réaction est légérement endergenique
AGo'= 28KJ,mol—1 dans le sens 1.
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La seconde est le fait de l'enzyme malique
qui décarboxyde le malate en pyruvate et produit soit
du NADH soit du NADPH.

4
malate + NAD (P) ———»pyruvate + NAD (P) H + co,

]
Cette réaction est légérement exergonique (8Go = -1,5

KJ.mol_1).

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,
1'équilibre favorise la décarboxylation du malate par
l'enzyme maligque (WALKER, 1962) qui peut utiliser le NADP+,
elle est alors cytoplasmique,ou le NAD' et elle serait
alors localisée dans l'espace inter-membranaire de la
mitochondrie (HIRAI, 1978). Il est cependant trés dif-
ficile d'estimer l'importance du malate comme source
de réducteurs utilisables dans ]1'assimilation du
nitrate, dans les organes non photosynthétiques d'une
plante entiére. Il ne semble pas que des mesures simul-
tanées de réduction de NOS et d'oxydation du malate
aient été effectuédes dans des racines isolées. Cette
carence expérimentale est compréhensible étant donné
la complexité du probleéme : interférent en effet la
synthése, le transport et le catabolisme de l'acide
maligque qui est impliqué dans le maintien du pH et de
la neutralité électrique, lorsque des anions sont absorbés

en exces.

Dans des systémes 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 contiennent les enzymes oxydatives
du cycle de KREBS, représentent un potentiel de pouvoir
réducteur trés important. Une racine qui consomme
10 pmoles d'oxygeéne par gramme de matiére fraiche et
par heure, est capable de produire 33 umoles d'équiva-
lent 4 (LEE, 1980). Mais les membranes mitochondriales
sont peu perméables aux nucléotides pyridiniques. Il
est donc peu probable qﬁe le NADH passe dans le cytoplas-
me. Il ne pourrait éventuellement y étre transféré qu'in-
directement par une navette de l'acide malique et nous
revenons de ce fait & la discussion développée dans le

paragraphe précédent.

A la suite d'expériences d'infiltration d'an-
timycine A, quli empéche l'oxydation du NADH, ou de
rotenone et d'amytal qui inhibe celle du NADH intra-
mitochondrial;, CANVIN et WOO (1979) concluent que les
feuilles d'Epinard maintenues a l'obscurité n'utilisent
pas le NADH mitochondrial dans la réduction du nitrate.
L'emploi d'inhibiteurs metaboliques ou d'agents de décou-
plage modifiant les tranéports 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'hydrogéne pouvait se faire entre les deux types de
nucléotides pyridiniques. En effet d'un simple point
de vue thermodynamique la réaction

NADH + NADP ' s——————sNAD" + NADPH

est absolument reversible avec une constante d'équilibre

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



concertée des PEP carboxylase, NAD malate deshydrogénase
et enzyme malique a NADP des racines de Mals (TING et
DUGGER, 1965). Mais 12 encore ce résultat ne semble pas
pouvoir étre généralisé et la transhydrogenation

des nucléotides pyridiniques ne parait pas devoir étre

retenue (LEE, 1980).

En conclusion, il semble que l'assimilation
du nitrate n'exige pas de réducteurs issus d'une réaction
oxydative particuliére mais plutét de plusieurs réactions
simultanées qui sont utilisées de fagon compétitive par
divers systémes enzymatiques (fig. 2). Pour ce quiest de
la transformation du NO, en NO, deux sources principales

3 2
paraissent devoir étre retenues : celle de la NAD malate

déshydrogénase et celle de la NAD- glyceraldehyde

3P deshydrogénase qui sont deux enzymes largement
présentes dans le cytoplasme. Chacun de ces deux systéme%
considéré séparément, posséde une activité suffisante

pour couvrir les besoins en nucléotides réduits de la
nitrate réductase.

Dans les quelques tissus ol une nitrate réductase
vraiment spécifique du NADPH existe, le réducteur provient
sans doute d'un pool cytoplasmique alimenté par la glucoe

6 P deshydrogénase ou l'enzyme malique & NADP .

En ce qui concerne les autres étapes de
l'assimilation de l'azote dans les organes non verts,
la nitrite réductase et la GOGAT se troﬁvent dans des
compartiments incapables de générer un important
potentiel réducteur. Il semblerait en effet que les
proplastes ne possédent pas d'égquipement enzymatique
suffisant pour satisfaire les besoins en NADPH. Le
probléme ne devrait pas étre trop grave pour la GOGAT
qui utilise mieux le NADH que le NADPH; par ailleurs
il est possible gque la navette dihydroxyacétone - gly-
ceraldehyde 3 P importe suffisamment de réducteurs dans

les proplastes.



GLUCIDES
S

PENTOSES P . -

1
13

1NADPHl - wexases 1 : glucose 6-phosphate
4
J?{ o deshydrogénase [ 2 : 6-phos-
NADH phogluconate deshydrogenase

A phosphate déshydrogenase
Pyrevate.
4 : pyridine nucleotide

transhydrogenase ; E.M.

Figure II : Origines du potentiel réducteur nécessaire a la

3 : NAD-glyceraldehyde -3-

“cc;{qunm">\> enzyme malique @ NAD® ;
[ ,4151' > MDH : malate deshydrogenase
\Q\J“=%"’”‘°" - a nap * ou wapp?.
== - a, latera
MITOCHONDRIE nosxtier s

21

réduction du nitrate dans les .tissus non chlorophyl-

liens (LEE, 1980).

Dans une plante entiére qui posséde une
partie aérienne chlorophyllienne, 1la source de réduc-
teurs est le saccharose qui,parvenant aux racines par
le phloéme, matérialise le transport du potentiel réduc-
teur. Le catabolisme des sucres,que ce soit par la voie
des pentoses phosphates ou par la voie d'Embden Meyerhof,
est donc vraisemblablement la source la plus importante

de pouvoir réducteur dans les tissus chlorophylliens.

Dans des systémes plus simples,comme les
suspensions cellulaires non chlorophyliennes, c'est
' le saccharose du milieu de culture gqui joue ce rdle.

Cependant pour LOSADA et al.. (1981) chez les

plantes supérieures, la réduction du nitrate s'effectue

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

solaire.
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On peut alors se demander si ce rdle de l'eau ne se
retrouve pas dans des systémes qui ne présentent au-
cune activité photosynthétique. D'un récent article

de LANCE et RUSTIN (1984) qui met en relief le rdéle
essentiel du malate dans la physiclogie de la cellule
végétale,nous retiendrons deux points qui nous parais-
sent essentiels a notre propos. D'abord le malate
constitue une importante réserve d'équivalents réduits,
ensuite et ce point est trop souvent oublié, il
contribue pour une large part (33 %) au processus de
scission des molécules d'eau par le cycle tricarboxy-
ligque. On pourrait donc paraphraser LOSADA en écrivant
que ,chez les végétaux non photosynthétiques, le réducteur
ultime de l'assimilation du nitrate est l'eau aux
dépens de la respiration. Si bien que la lyse de l'eau
est aussi importante pour l'anabolisme du glucose que
pour son catabolisme et dans les deux cas le pouvoir
réducteur qui en résulte est partiellement utilisé a
l'assimilation de l'azote nitrique. Que le malate soit
par ailleurs une réserve de protons et d'anions,
l'améne a jouer un 'rbéle important dans la régulation
de l'homéostasie cellulaire. C'est ce point gue nous

allons développer maintenant.

3) Le pH stat biochimique : son réle dans l'assi-

milation de l'azote minéral combiné.

Tout ion nitrate absorbé peut subir deux desti-
nées : ou bien il rejoint d'autres anions dans la vacuole\
ol il contribue 3 1l'équilibre de charges électriques et
au maintien de la pression osmotique; ou bien il alimente
un pool de nitrate cytoplasmique,dit métabolique,qui ré-
présente 1l'ensemble des ions qui seront réduits et parti-

ciperont de ce fait aux diverses chaines du métabolisme



-23 =

azoté (FERRARI et al,; 1973) . Cette éompartimentation
cellulaire du NOS est actuellement admise parlla plupart
des auteurs. Cependant dans les cellules de racines de

Pois on a ajouté un compartiment,dit inducteﬁr,aﬁx deux com-
partiments vacuolaires et métaboliques {SAHULRA et LISA,
1978) . Ce pool inducteur serait, comme son nom l'indique,
reéponsable de l'induction enzymatique et ééparé du

pool métabolique par une membrane hémiperméable. Ce modele
reste cependant hypothétique. On a bien décrit dans des
cellules cotylédonaires du Soja des vésicules qui pourraient
transporter le nitrite, toxique, du cytoplasme vers les
plastes ou il est réduit en ammonium (VAUGHN et al., 1981)
mais la nature, l'origine ou la structure de la membrane de
ces vésicules n'a pas été étudiée. Enfin, a notre connais-
sance, aucun travail récent n'a établi 1l'existence d'une séparation
par des systémes membranaires, de différentes populations

d'ions N03 dans le cytoplasme.

La réduction du No; fait apparaitre dans le cytoplas-
me un radical hydroxyle (DIJKSHOOEKi,1962). On peut en effet
écrire :

(" 05)7 + 8H  + 8e’— (v Hy) + 2H,0 + OH_

La cellule est alors. obligée d'éliminer cette al-
calinité. Elle peut le faire en expulsant les OH dans le
milieu externe. Ce processus,appelé alcalinisation physio-
logique du milieu,a été particuliérement bien mis en évidence
a2 1l'aide de racines isolées (HEWITT, 1966) ou de colonies
tissulaires de Carotte (CRAVEN et al., 1972). Ce mode de
régulation du pH se comprend aisément lorsque la réduction
s'effectue dans la ;aéine ou dans un tissu directement
en contact avec le milieu, il est plus difficile & con-
cevoir lorsque le nitrate est réduit dans un organe
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éloigné comme une feuille par exemple.

Or diverses observations, dont certaines sont
déja anciennes (BURSTROM, 1945 ; VICKERY et al., 1946 ;
DIJKSHOORN ,1968 ou OSMOND, 1967) révélent une corrélation
étroite entre réduction de NO3 et synthése d'acide malique
dans les feuilles. Ce phénoméne rappelle l'apparition de
malate dans des plantes qui absorbent plus de cations que
d'anions,et sont donc tenues a des réajustements constants
de leur équilibre électrostatique. Dans les feuilles de
Mals, de Tabac ou d'Orge une relation stoechiométrique a
méme été trouvée entre la réduction du nitrate et la
synthése d'acide malique (BEN ZIONI et al., 1970). Cependant
une telle correspondance: n'est pas généralisable, aussi a-
t-on proposé un transfert d'acide malique de la feuille vers
la racine ou le malate serait décarboxylé en pyruvate
et COBH- qui serait échangé contre du NOS . Plus le taux
de malate transporté est important, plus la quantité de

NO, susceptible d'étre réduit,est élevée (BEN ZIONI et
al., 1971)
co,
SHoor PEE NHy
——MALATE ~ I
K™ =
KNO,
K*MALATE"
- K*MALATE"
HCO; 1 evruvare
Kol ke
NOy —* NO, ROOT

Figure III : Réduction du nitrate et synthése d'acide malique

(BEN ZIONI et al., 1971).
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Ce schéma de régulation du pH intracellulaire
a été repris et devéloppé par DAVIES (1973) qui a introduit
le concept de pH stat cellulaire bicchimique.

Ce systéme met en jeu une succeSSLOn de réactions

enzymathues qui peuvent étre schematlsées de la fagon sui-

vante :
PEPCase MDH
PEP + C02 » AQA — MALATE
NAD(P)H
NAD (P)” D EM
NAD (P)H
PYRUVATE + CO2
+ HZO
Fonctionnement du pH stat selon DAVIES (1973)
PEP : Phosphoenol pyruvate ; AOA : acide oxaloacétique

PEPCase : Phosphoenol pyruvate carboxylase ; MDH : malate

dehydrogenase ; EM ; Enzyme malique.

La localisation et le fonctionnement de ce mécanis-
me selon la nature du nutriment azoté minéral ont été étudiés
de facon extensive par RAVEN et SMITH (1976). Nous ne retien-
drons que'deux exemples qui concernent la régulation du pH
au cours de l'assimilation du nitrate et de 1l'ammonium
dans la racine.

Lorsque le No; est réduit,le pH stat joue son réle
malgré la proximité du milieu externe gui peut servir de
récepteur pour les OH expulsés. L'alcalinisation qui résulte
de la réduction, active en effet la PEPCase qui génére donc
un acide fort : l'acide malique qui est alors stocké dans 1la
vacuole avec le cation qui accompagne 1'absorption de NG;.



Il est alors évident que le facteur llmltant est la
capacité "d'accueil" de la vacuole.

ton, | NHa pl.
) ”
2
_ NO3j « = NO3
OH™ 2.0H" ;~on'
! 2
vac. e///’e 1 ext.
/ 4 » -
ac. malique -———-< PE P <
o CO3Hz H
malate cytopl. E
co: : c&
c .

Figure IV : Régulation du pH cellulaire au cours de 1'ab-
sorption et la réduction du N0; d'aprés RAVEWN
et SMITH (1976) pl

Vac : vacuole ; ¢* = cation ; cytopl : cytoplasme ;

plasmalemme ; ton = tonoplaste.

ext : milieu extérieur.

Lorsque l'ammonium est l1'ion absorbé, le milieu
externe s'acidifie, la cellule échange en effet de 1,1 &
1,25 B° par NH, (RAVEN et SMITH, 1976). Les produits de
l'assimilation : protéines, acides uroniques pariétaux
présentent,au pH cellulaire,un excés de charges négatives

qgui seront neutralisées par des cations.

L'ammonium peut par ailleurs étre transporté dans
les parties aériennes ou bien sous forme d'acide glutamigue
ou aspartique ou de leur amides correspondantes( la glutamine
ou l'asparagine} ou bien de malate d'ammonium. Dans ce
dernier cas,la premiere partie du PH stat qui aboutit a
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
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un processus homeostasique cellulaire.

Pr
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Figure V : Régulation du pH : l'assimilation de l'ammonium
se fait dans les racines (a), dans les feuilles
(b). (RAVEN et SMITH, 1978).

Nous allons maintenant envisager d'autres modes
de régulation de la réduction du nitrate qui passent

par un contr8le de la nitrate réductase.

II - LA NITRATE REDUCTASE : FONCTIONS, STRUCTURE, MCDES
DE REGULATION.

1) Fonctions

Le transfert des électrons du nucléotide pyridi-
nique réduit au nitrate est le fait d'une protéine extré-
mement complexe : la nitrate réductase. Nombre de nos
connaissances concernant le mode d'action et la structure
de cette enzyme sont dues a NASON et a ses collaborateurs
qui ont étudié la nitrate réductase de Neurospara crassa.

En 1953 NASON et EVANS montrent que le FAD constitue l'un

des groupements prothétiques de l'enzyme dont la synthése
nécessite la présence de molybdéne (NICHOLAS, NASON et

Mc ELROY; 1954) qui est un élément constitutif de la molécule

enzymatique (NICHOLAS et NASON, 1954). Celle-ci contient
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¢

également un éytochrome b (b 557) (GARRETT et NASON, 1967).
(SOMERS et al., 1982).

La mesure des potentiels d'oxydo-réduction
des différents composants a permis de proposer le chemine-
ment suivant des électrons :

3

NAD (P)H ——— FAD —»cyt b 557 » Mo » NO

En plus de cette activité globale qui lui a valu
le nom de nitrate réductase, l'enzyme présente au moins
deux activités partielles. La premiére est une activité
NAD (P)H deshydrogénase (diaphorase) qui permet la réduction
de toute une série de corps, qui,comme le 2,6 dichloroindo-
phenol ou les sels de tetrazolium,acceptent deux électrons.
ou le ferricytochrome c¢ ou les ferricyanures n'en acceptent
qu'un seul. Cette fonction qui serait liéde & la présence de
FAD constitue ce qu'il est convenu d'appeler la moitié
initiale de l'enzyme puisque les électrons sont fournis par
le NAD (P)H quil est le premier maillon de la chaine de

réduction.

Quant a la deuxiéeme activité partielle, elle serait
essentiellement due a la présence du molybdéne et représente
l'activité nitrate réductase terminale totalement indépendante
des nucléotides pyridiniques. Elle aboutit & la réduction
du nitrate en nitrite par des électrons qui peuvent étre
fournis par les flavines réduites (FMNH,, FADHz) ou des co-~-
lorants tels que les viologénes réduits.
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Figure VI : Représentation schématique des différentes activités
de la nitrate réductase (BEEVERS, 1981). La réduc-—
tion du NOS g l'aide du NADH, des flavines zéduites
ou des viologénes réduits est inhibée par CN et les
azides. L'activité diaphorase l'est par les compo-

sés sulfhydryles.

2

Le cytochrome b semble se trouver & la limite des
deux activités partielles ; il contient en effet un groupe-
ment hémique fonctionnel qui chez l'Epinard intervient
a la fois dans les fonctions deshydrogénase et nitrate réduc-
tase (NOTTON et al., 1977).

Pourtant la difficulté de mesurer des potentiels
d'oxydo-réduction de substances lides & des protéines a
amené bon nombre de chercheurs & s'interroger sur la locali-
sation dans l'enzyme des différents groupements prosthéticues.
On Ppouvait en effet se demander si le FAD précédait bien
le groupement _hémigue' du cytochrome b.dans le transfert
des électrons. Les modifications du spectre de l'héme par
les flavines (GUERRERO et GUTTERIEZ, 1977) ,de méme que le rdle
joué par les thiols dans les réactions qui utilisent le
NAD (P)H ou le FAD (AMY et al., 1977),ont conduit HEWITT et
NOTTON (1980) & confirmer et préciser le schéma classique
du transfert électronique.
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Figure VII : Représentation du transport électronique én

fonetion des potentiels redox connus ou sup-
posés des différentes composantes de la chaine
de réduction du nitrate, par les nitrate
réductases d'eucaryotes (HEWITT et NOTTON,
(1980) .

Enfin aprés de nombreuses controverses (voir
HEWITT et NOTTON, 1980) il est admis que les électrons
provenant du FADH2 et du fer hémique font passer le MOVI

a l'état de MoV qui, en présence de nitrate, est immédia-
tement oxydé en MoIV. Le couple MoVI[MOIV serait donc bien le

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

La mise en évidence d'activités initiale et terminale
. de l'enzyme ,ainsi gque l'étude de mutants de Neurospora ne
présentant pas d'activité nitrate réductase,aboutissent a
la conclusion que l'enzyme est:constituée d'au moins deux
composants nécessaires a la réduction du nitrate (NASON et
al, 197C). Si l'enzyme est multimérique, il va donc falloir
étudier la nature et l'agencement des monoméres -dans l'enzyme

fonctionnelle (holoenzyme).
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2) Structure de la nitrate réductase

Parmi les questions qui se posent,et qui ne sont
pas encore totalement résolues, figurent le nombre et le
r8le des sous-unités ainsi que le mode d'action du molyb-
déne et la facon dont il s'insére dans la protéine enzyma-
tique.

Chez Neﬁrqspora erassa,ll existe un atome de
molybdéne poﬁr 2 molécules de cytochrome b (PAN et NASON,
1978) ; chez la Chlorelle,2 Mo pour 3 cytochromes et 3 FAD
(GIRI et RAMADOSS, 1979) alors que chez l'Epinard.on trouve
1 Mo pour 2 Fe (NOTTON et'HEWITT, 1979) . Les proportions
relatives du fer et du molybdéne semblent donc varier selon
les espeéces étudides. L'obtention, chez Aspergillus niduZans;
de mutants, appelés cnx qui n'ont ni activité nitrate réducta-
se, ni xanthine oxydase a amené PATEMAN et al. (1964) a pro-
poser l'existence d'un cofacteur molybdique commun aux

deux enzymes et contrdlé par cing loci géniques différents.

NASON et al. (1970) ont étudié de fagon tres
détaillée un mutant nit 1 de Neurospora crassa qui, comme les
mutants cnx d'Adspergillus est dépourvu d'activités nitrate
réductase et xanthine oxydase. Ils ont réussi & reconstituer
une nitrate réductase active <n vitro en utilisant
1'apoprotéine nitrate réductase de nit 1 et une préparation
acidifiée de xanthine oxydase du lait de vache ou d'aldehyde oxydase
extraite de foies de lapin} gui contiennent le facteur molyb-
dique. Ils ont également réussi a reconstituer une nitrate
réductase fonctionnelle en utilisant nit 1 et la souche

sauvage de Neurospora crassa.
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Des expériénéeé de complémentation ont également
été mendes avec succds en utilisant des mutants cnx de
cellules de Tabac cultivées in vitro (MENDEL et MULLER, 1978)
ou des mutants cnx et un mutant nia D (dépourvu de nitrate
réductase structurale) d'dspergillus (GARRETIT et COVE, 1976).

Tous ces résultats ont conduit a la conclusion
qu'il existe un cofacteur molybdigue universel, commun a
toute une série d'enzymes tant végétales, qu'animales ou

bactériennes et qui catalysent des réactions trés différentes.

Il faut éependant faire une exception pour la
nitrogénase qui contient un cofacteur a fer et a molybdéne
qui est incapable de restaurer l'activité.nitrate réductase
de nit 1 alors qu'il restaure l'activité nitrogénase d'un

mutant d’Adzotobaeter vinelandii. Inversement le cofacteur

de la xanthine oxydase du lait de vache peut trés bien réacti-

ver une nitrate réductase mais pas de nitrogénase gui avec
un cofacteur molybdique particulier occupe donc une place

singuliére parmi les enzymes a molybdéne.

La composition chimique du facteur molybdique a été
beaucoup étudiée. Elle comprend un composé organigue de
faible poids moléculaire ainsi qu'un atome du métal. Selon
HEWITT et al. (1977) son poids moléculaire propre serait de
2.000 daltons et 1l pourrait étre associé a une protéine de
20.000.. Pourtant l'existence d'une telle protéine est fré-
qdament mise en doute alors que la liaison a des peptides
de faible poids moléculaire est trés souvent admise mais
non démontrée expérimentalement (JOHNSON, 1980). Des travaux
récents ont montré qﬁe le cofacteur est constitué d'une
ptérine  phosphorylée (JOHNSON et RAJAGOPALAN, 1982, JOHNSON
et al., 1984) associée au molybdéne ; il est transférable
au mutant nit 1 de Neurospora qui retrouve alors une activité

nitrate réductase qui ne dépend donc que de l'apport de Mo



et de molybdoptérine (KRAMER et al., 1984).

H
/j[ j—? €—C—CH,0PO
- s OH
H ' Mo

molybdenum cofccfor
(proposed structure)

Figure VIII Structure probable de la forme active du

cofacteur molybdique (JOHNSON et RAJAGOPALAN,
1982). |

En plus de son rdle de support du molybdene le
cofacteur pourrait contribuer au maintien de la stabilité
structurale de la nitrate réductase (NASON et al., 1970).

Chez le type sauvage de Neursspora, il maintiendrait la
structure dimérique de l'enzyme (PAN et NASON, 1978) ; un

r6le identique lui a été dévolu tant chez 4spergillus nidulans
(MAC DONALD et al., 1970) que chez l'Epinard (RUCKLIDGE et

al., 1976).

Le cofacteur molydique n'existerait pas a l'état
libre dans la cellule mais il est soit incorporé dans les
enzymes a molydéne soit associé & une macromolécule ou une
structure cellulaire stabilisatrices (sans doute un systéme
membranaire). La nature du "porteur" varie selon l'espece,
mais dans tous les cas étudiés, il protégerait le cofacteur
contre les effets destructeurs de l'oxygéne et de l'environ-
nement aqueux. L'association du cofacteur avec 1l'élément
porteur est telle que la molécule enzymatique réceptrice
y accéde facilement et puisse l'extraire sans difficultés
(JOHNSON, 1980).
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Chez les.Euéaryotes, la masse mcléculaire de
l'enzyme varie, selon les espéces étudiédes mais aussi selon
les méthodes de mesure gtilisées de 160.000 a 500.000
(HEWITT et NOTTON, 1980). Si tout le monde s'accorde a lui
attribuer une structure mﬁltimérique) les avis divergent
quant au nombre et a la nature des sous;unités. Selon les

espéces on en compte de 2 a 8.

Chez Neurospora la nitrate réductase est un homo-
dimére, c'est-a-dire qu'elle posséde deux sous-unités identi-
ques (PAN et NASON, 1978). Une structure identique a également

été attribuée 3 l'enzyme de Potiron (REDINBAUGH et CAMPBELL,
1985) (encart ci-contre).

Chez Ankis trodesmus elle est constitude de 8
sous-unités homologues (AHMED et SPILLER, 1976 ; DE LAROSE
et al., 1980) alors que chez Chlamydomonas elle contient
4 sous-unités identiques deux a deux (FERNANDEZ et CARDENAS,
1982 ; FRANCO et al., 1984). Chez la Chlorelle, trois sous
unités identiques avaient d'abord été dénombrées. (SOLOMONSON,
1981 ; GIRI et RAMADOSS, 1979) mais des analyses récentes ont
montré que l'enzyme fonctionnelle est un homo-tétramere,
l'apparition de di ou trimeres dépend des méthodes d'extraction
et d'analyse utilisées (HOWARD et SOLOMONSON, 1984). Chez
1'Epinard des résultats contradictoires ont également été
publiés : selon HEWITT et NOTTON (1980) l'enzyme serait un
tétramére formé par l'association de 2 couples de sous-unités
différentes reliédes par le cofacteur molybdique, alors gque
pour NAKAGAWA et al., (1985) elle est un homo-tétramére.

On notera enfin gqu'un modele séduisant a été
proposé, qui allie a la fois des fonctions de transfert
du nitrate et de sa réduction par BUTZ gt JACKSON (1977).
Malheureusement il s'agit 1la d'un modéle entiérement théorique
qui n'a jusqu'a présent recgu aucune confirmation expérimen-

tale. De plus le nitrate peut parfois étre absorbé en absence
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a) Selon le modéle de BUTZ et JACXSON, & chaque monomére de
la nitrate réductase est associée une ATPase qui fournit

l'énergie nécessaire au transport du nitrate.

b) D'aprés HEZWITT et NOTTON, la nitrate réductase d'épinard
est consctitude de ¢ sous-unitds de P.M. idencique, relides
par le cofacteur ¢ molybdéne (MCC). Les deux sous-unités
inittales contiennent le FAD et assurent l'oxydation du
NADH ou du NADPH. Deux autres sous-unités renfermant 1'héme
réagissent avec le FMNHZ et le ferricyanure. C'est le

cofacteur molybdique qui permet la réduction du nitrate.

¢/} Pour FRANCO et al. la nitrate réductase de chlorelle est
un hétdrotétramére, formé de 2 sous-unités initiales ren-—
fermant le FAD et l'héme et de 2 sous-unités terminales
contenant le molybdéne. Chaque sous-unité initiale comprend
une région de liatson entre des domaines polypeptidiques
distinets (hinge région) qui est particuliérement sensidle

aux protéases.

d) Selon le modéle de HOWARD et SOLOMONSON, la nitrate réductase
de chlorelle est un homotétramére. Chaque sous~unité con-
tient, et le FAD et l'héme ainst que du Mo. L'ensemble
présente une symétrie d'ordre cyclique formant un "dimére
de diméres”, qui posséde au moins 2 types différents de
domatines de liaison. Chacun de ces domaines est occupé
par des régions de liaison tdentiques, 8t bien que les
sous~unités sont reliées dans des configurations de type

"téte contre téte" et non pas "téte-queue”.
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de toute nitrate réductase fonctionnelle (DODDEMA et al.,
1978 ; HEIMER et FILNER, 1970,'SCHLOEMER et GARRET, 1973).

¢ b FMN 25 FMN FMMH,
Nitrate ' \ e ")
 manomr . 5] sum i SU2A _[ v(ay)
Nitrate Nitrare . @ ” _ E :V—— NO;
el W s B 2\
2 S—SJ——VS/U. 8 ) NOy

regucrase 1 .
Nitrate binding site on nitrate NADPH NAD(P)
reductqse requigtory ute
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Adenyiate binding sife on ATPose \ FP(CN),, Fe(CN):
NAOH binding site on nitrate

’ Hinge reqgion

Diaphorase
subunit

Terminal

-
subunit NAD (P} H~

binding
site

Figure IX : Quelques modéles de structure de nitrate réductase
a : selon BUTZ et JACKSON (1977) ; b : selon
HEWITT et NOTTON (1980) ; e : selon FRANCO et al.
(1984) ; d : selon HOWARD et SOLOMONSON (1984).
(voir encart ci-contre)

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 possedent les

deux types d'enzymes a la fois.

Cependant les progreés réalisés dans les procédés
de la purification enzymatique (découverte de protecteurs de
la structure protéique, chromatographie d'affinité ...)
ont permis d'obtenir des préparations tres pures de la
molécule et par voie de éonséquence des anticorps spécifiques

de l'enzyme. L'utilisation des méthodes immuno-chimigues
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a alors permis de comparer les nitrate-réductases de
différentes espéces mais aussi de rechercher des isoenzymes

au sein d'une méme plante.

Ainsi les anticorps fabriqués contre la NADH :
NR du Potiron reconnaissent totalement 1l'enzyme homologue
de l'Epinard ; la reconnaissance par ces mémes anticorps
n'est que partielle pour les NADH et NAD (P)H : NR du Soja
ou la NADH : NR du Mais et trés faible pour la NADH : NR de
la Chlorelle ou la NADPH : NR de Neurospora. Toutes ces
enzymes qui présentent des propriétés catalytiques identiques
proviennent sans doute d'une moléculeancestrale comrune dont la
structure s'est diversifiée par la suite (SMARELLI et CAMPBELL,
1981) . Une étude identique entreprise avec des anticorps
fabriqués contre l'enzyme de 1'Orge a permis d'analyser le
comportement immunologique de la nitrate réductase de neuf
plantes supérieures mono ou dicotylédones. Toutes les enzymes
sont inactivées par l'antiserum mais avec des intensités
différentes. Pour une inactivation de 50 % les nitrates
réductases de Tabac, du Soja ou Pois exigent de 2 a 10 fois
plus d'anticorps que celles des monocotylédones. Des dif-
férences de structure de la protéine enzymatique sont donc
intervenues au cours de l'évolution,mais le site catalytique
qui n'a pas subi d'évolution,est intégralement conservé (SNAPP
et al., 1984).

Enfin chez le Mals; des espéces moléculaires
différentes par leurs masses moléculaires, peuvent é&tre
éluédes de colonnes d'affinité soit par le NADH soit par
le KNO3..Les deux nitrate réductases ainsi isolées
présentent des épitopes identiques et pourraient représenter
soit des diméres (formes éluées par le NADH) soit des tétra-

meres (élution par le KNOB) composés de sous-unités identiques,

(NAKAGAWA et al., 1984).
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Chez l'Epinard; les nitrate-réductases foliaires
ou racinaires ne montrent qu'une identité antigénique partielle
et pourraient donc éonstituer‘ des isoformes (FERRARIO et
al., 1984).

3) Mode de régﬁlation des nitrate-réductases

Comme poﬁr toute enzyme la régulation peut se faire
soit par le contrlle de la quantité d'enzyme disponible,
soit par un jeu d'effecteﬁrS’positifs ou négatifs ou par des
modifications conformationnelles qui permettent l'allumage
ou l'extinction de l'activité, soit enfin par un contréle

de l'accessibilité du sﬁbstrat.

— st s v 3o - - — ———— . o i wrn . — -l e ——— — g ——

tique.

Dés 1953, EVANS et NASON remarquent que l'activité
nitrate réductase n'est décelable chez Neurospora crassa que
si les mycéliums sont cultivés en présence de nitrate, alors
qu'elle est absente s'ils sont cultivés sur ammonium ou
alanine. Ces résultats sont retrouvés chez le Chou-fleur
(CANDELA et al., 1957 ; AFRIDI et HEWITT, 1964). La conclu-
sion a alors éteé avancée que la nitrate réductase était in-
ductible par son subtrat. Il faut cependant remarquer que
jusqu'alors le terme "inductibilité" signifie qu'un signal
(1'apport du substrat ou d'un constituant d'un groupement
presthétique)produit une réponse spécifique (l'activité en-
enzymatique) sans que celle-Ci ne résulte pour autant d'une
synthése de novo de l'enzyme. Il existe donc treés souvent
dans la littérature une ambiguité a propos de 1l'induction
de la nitrate réductasel gui peut correspondre a des phénome-
nes aussi différents qu'une synthése protéigue ou gu'une
activation de l'enzyme. Nous n'utiliserons quant a nous
le terme induction que dans le sens de syntheése de novo

de l'enzyme.
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Avec le developpement de la biologie moléculaire
et l'élaberation du concept d'opéron, de nombreuses recherches
vont essayer de préciser le mode de régulation génétique de

la nitrate réductase.

L'emploi éimultané~des techniques de marquage
radioactif et de centrifﬁgation en gradient de densité
va permettre de montrer que la nitrate réductase de cellules
de Tabac,cultivées sur du nitrate, est bien synthétisée
de novo (ZIELKE et FILNER, 1971). Le fait gque certalns
antibiotiques ou que des analogues des bases Puriques ou pyrummhgues
inhibent soit la transcrlptlonﬁxnt la traduction,va permettre
1'éclosion d'une mﬁltitude de travaux concernant 1l'inducti-
bilité de la nitrate réductase. (Pour une revue détaillée
voir HEWITT, 1975).

Par ailleurs, l'analyse de mutants qui ne présentent
pas d'activité nitrate réductase, de méme que l'application
des méthodes immunochimiques,vont contribuer & étayer la theése
de 1l'inductibilité de l'enzyme. C'est ainsi que Neurospora
crassa cultivé en absence de nitrate ne posséde pas de protéine
nitrate réductase (BAHNS et GARRETT, 1980). De méme , des
mutants d'Orge NR tout comme des plantules de type sauvage,
en sont également dépourvus lorsqu'ils scont cultivés sans

nitrate (KUO et al., 1981 ; SOMERS et al., 1983).

Pourtant des observations divergentes ont été
rapportées. Des caryopses de Mals cultivés en absence de
NO3 présentent pourtant une activité nitrate réductase
(CHAMPIGNY. 1963). Dans des cellules de Tabac cultivées
in vitro l'activité de réduction: est indépendante de la teneur
en NOS (HEIMER et RIKLIS,'1979 H MULLER et GRAFE, 1978). Par
ailleurs on sait que de nombreux mutants dépourvus d'activité
nitrate réductase globale présentent cependant des activités

partielles telles que la fonction diaphorase. Enfin des
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Chlorelles cultivées sur ammonium comme seule source azotée
possédent un antigéne qui réagit avec des anticorps spéci-
fiques de la nitrate réductase active (FUNKHOUSER et al.; 1980).
Il pourrait s'agir d'un précurseur inactif donstitué par
l'enzyme dépourvue en Mo. (FUNKHOUSER et al., 1983). Dans

ces condltlons 1 lnductlon de la nitrate réductase con-
sisterait en une transformatlon d'un précurseur inactif en
enzyme active (VENNESLAND, 1981 ). Cette étape exigerait la
synthése d'un activateur (FUNKHOUSER et al., 1980).

Or le probléme semble encore beaucoup plus complexe
gu'il n'apparait & premiére vue. On sait depuis quelques
années qu'il existe des isoenzymes de la nitrate réductase 1
chez 1'Epinard (NOTTON et al., 1972), le Soja (CAMPBELZ,1976 ;
JOLLY et al., 1976 ; ROBIN et al., 1985) ou le Mals (CAMPBELL,
1978) . L'analyse des isoenzymes du Soja soit en gel de polya-
crylamide, (HEATH-PAGLIUSO et al., 1984)soitpar électrophorase
et immunochimie (ROBIN et al., 1985) montre que l'une de ces
isoenzymes dont l'activité n'est pas affectée par la
cycloheximide est constitutive, alors que-l'autre est
“inductible (HEATH-PAGLIUSO et al., 1984). Enfin on a pu
caractériser un mutant de Soja, nrl (NELSON et al.,1983, 1984)
qui a perdu l'aptitude & synthétiser sa nitrate réductase
constitutive ; ou bien il s'agit d'une mutation de type non
sens : aucune protéine reconnaissable par des anticorps dirigés
contre la nitrate réductase n'est synthétisée, ou bien les
génes structuraux ne sont pas exprimés et l'on se trouve
en présence d'une mutation qui touche la régulation enzyma-

tique.

Les mutants les plus étudiés sont ceux de 1'Orge
(SOMERS et al., 1983) de NiZicotiana tabacum. (MENDEL et
MULLER, 1978, 1979; 1980 ; MENDEL et al., 1981, 1982 ;
BUCHANAN et WRAY, 1982) et de Nicotiana plumbaginifolia

(MARTON et al., 1982) qui présentent des mutations concernant
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l'apoprotéine nitrate réddétase-(mutants nia) ou le cofac-
teur a molybdéne (mutants cnx). Comme chez les Champignons
(MARZLUF, 1981) tous les mutants nia sont alléliques (MARTON
et al., 1982 ; MULLER, 1983).

Les études des mutations portant sur le cofacteur
molybdique ont été entreprises afin de savoir si le molyb-

déne jouait un rdle dans l'induction de la nitrate réductase.

Dés lors qu'il a été demontré que le Mo jouait un réle
important et dans l'activité de réduction du nitrate et dans
l'assemblage des sous-unités,on s'est naturellement interrogé

sur le rdle du métal dans 1'induction enzymatique.

Les activités nitrate réductase chez le Chou-fleur
carencé en Mo sont faibleé (CANDELA et al., 1957 ; AFRIDI et
HEWITT, 1964 ). Il en va de méme poﬁr 1'Epinard (NOTTON et
HEWITT, 1971) oﬁ poﬁr la Chlorelle (VEGA et al., 1971). Si
du Mo est alors introduit dans la solution nutritive en méme
temps que des inhibiteurs de la synthése protéique l'activité
n'est pas induite (AFRIDI et HEWITT, 1964 ; HEWITT et NOTTON,
1967) . Pourtant la fourniture de molybdéne radiocactif 3a des
plants d'Epinard préalablement carencés fait apparaitre un
margquage dans la nitrate réductase (NOITON et HEWITT, 1971).
Ces résultats contradictoires ont été expliqués par un
déficit en apoenzyme apparu au cours de la carénce (NOTTON et
al., 1979). De méme chez la suspension cellulaire de rose la synthése de
l'apoenzyme est sensible aux inhibiteurs de la traduction
mais son activation et l'incorporation du Mo y sont insensibles
(JONES et al., 1976). Il en est de méme pour les cellules
de Tabac (HEIMER et FILNER, 1971).

Chez Neurospora le facteur molybdigue est constitu-
tif (NASON et al., 1970) : sa synthése est indépendante de

1'induction de la nitrate réductase et n'est pas répressible
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" par l'ammonium, ce gui , nous le verrons plus tard, n'est

pas le cas de l'holoenzyme.

Chez Aspergill#s nidulans, la situation est un
peu différente pﬁisqﬁfﬁne.répreésion'partielle du cofacteur
par NH, a été décrite (GARRETT et COVE, 1976).

Cette indépendanée du cofacteur vis a vis de la
synthése des accepteﬁré qﬁe sont les molybdoenzymes, peut se
comprendre si 1l'on aﬁém,qﬁ'il est maintenu dans un pool de
stockage constitué de_ﬁolééﬁles ou de structures "porteuses"-
Par ailleurs,le éontr@Ie de la SynthéSe du cofacteur par
le Mo est mal éonnﬁ puisqﬁe dans certainé cas elle peﬁt
avoir lieu en absence de métal (JOHNSON, 1980).

Si 1le cofaéteﬁr n'eét pas nécessaire a 1'induction de
la nitrate réductase de Neﬁrospora il pourrait moduler 1la
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 mémes faibles de l'enzyme
répriment sa propre synthése. L'addition de nitrate provogue la
liaison substrat-enzyme ; celle-ci perd de ce fait sa
fonction de répression et la synthése enzymatique peut
reprendre mais nécessite l'incorporation du cofacteur molyb-

dique puisque la liaison NO, -enzyme exige du Mo.

3

DANTZIG et al.(1978) constatent en effet qu'en
présence d'analogues du Mo, comme le vanadium ou le tungsténe,
l1'induction enzymatique persiste mais qu'il se forme des
complexes inactifs. Ceﬁx—éi inéorporent donc le cofacteur

et ‘se lient a NO, mais ne le réduisent pas.

Ce modeéle permet d4'expliquer pourquoi le Mo a pu
étre considéré avec le nitrate comme co-inducteur de la
nitrate réductase de 1'Orge (WRAY et FILNER, 1970).
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La. recherche de mutants NR et leur. étude a permis
d'établir des schémas trds élaborés de la régulation de la
nitrate réductase chez les Champignons et chez Aspergzllus

nidulans en partlculler (COVE, 13979).

Mo F

O B
Enzyme Enzyme
T T T

— - o 3 —{ Y~  Genes
niad cnxf cnxH enxE

-

Figure X :Le ou les génes nia D produisent une protéine 4,
ayant une activité diaphorase mais pas d'activité NR termina-
le. Les génes ‘cnx interviennent dans la production et l'activa-
tion du cofacteur: Le géne c¢nx H produit un polypeptide B qui
aprés une modification par une enzyme codée par cnx F donne
natissance a C,capable de s'associer d ¢ A pour donner le
tétramére D qui posséde une activité diaphorase ,mais non
nitrate réductase. Pour que éeZZe—ci apparaisse,il faut
l'intervention du géne enz E qﬁi code pour une enzyme qﬁi

incbrpore le Mo et aboutit 4 l'holoenzyme F.

Dans ce schéma il faut ajouter l'intervention d'un

sixiéme géne cnx J qui jouerait un rdéle dans la régulation



de la transcription.dﬁ‘cofaéteﬁr (ARST et al,;‘1982).

Chez Neﬁrospora un séhéma inspiré du précédent
a été proposé mais il est beéﬁcoup moins précis et des
incertitudes subéistent envparticﬁlier au niveau du fonction-
ment du géne de régulation.

REGULATORY GENE STRUCTURAL GENES
. ontrA maD  niA
nitrate-responsive
regularor ~—————— necessary for
\ gene expression

\ nx-produced
MCC \‘

nitrate nitrite
reductase reductase

nitrate
v

inactive
regulator ) nitrate reducrase-
nitrate complex

Figure XI : Régulation de la nitrate réductase de Neurospora
erassa (GARRETT et AMY, 1978). '

Chez les plantes supérieures la situation est

beaucoup moins claire, La recherche de mutants résistant

au chlorate qui n'utilisent pas le nitrate et gqui ont un
besoin d'azote réduit, a permis d'aborder d'une autre

fagon le probléme du mééabolisme du nitrate et de sa régu-
lation. C'est ainsi que l'on a pu obtenir des mutants d'Orge

(KLEINHOFS et al., 1980) d'Arabidopsis thaliana (OOSTINDIER et
FEENSTRA, 1973). et surtout de cellules de Tabac (MULLER et
GRAFE; 1978 ; BUCHANAN et WRAY, 1982) de Datura innoxia
(KING et KHANNA, 1980) de Rosa damascena (MURPHY et IMBRIE,
1 1981) ou de protoplastes haploldes de Nicotiania plumbagini-
folZia (MARTON et al., 1982) ou de Hyoseyamus muticus
(FANKHAUSER et al., 1984). Les mutations portent sur les
génes nia et cnx. Des ;nalyseé de complémentarité effectuées
par hybridatioh somatiqﬁe de cellules de Tabac ont montré
que dans ces cellules amphiploIdes, les synthéses de l'apo-

protéine et du cofacteur molybdique sont contrélées par un
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mécanisme commun de.régﬁlation et gqu'elles sont toutes

deux induites par le nitrate. Le probléme est alors de '
savoir si ces synthéSeé sont régulées par le méme systeme,
ou si la production d'apoprotéine déclenche la formationm du
cofécteur. La seconde éventualité parait la plus vraisembla-
ble ; en effet pour de nombreux mutants nia- la perte
d'activité résulte d'une mutation du géne de structure
plutdt que de celle du géne de régﬁlation (MENDEL et al.,
1982) . Enfin les génes de structure de l'apoprotéine de

ces cellules de Tabac sont dupliqﬁéé (nia 1 et nia 2)

mais ils ne sont pas liés et sont vraisemblablement portés
par des chromosomes homéologues,bien que leur localisation
chromosomique n'ait paé été déterminée .. Les lignées nia-
ont donc subi une double mutation au niveau des deux loci
MULLER, 1983). L'analyse de mutants simples a permis de
montrer gue chague locus est capable de produire deé qdan—
tités normales de NADH : nitrate réductase active. Le mode
de régulation de ces géneé structuraux nia est par ailleurs
extrémement intéressant. Pendant les premiers stades du
développement de planteévrégénérées & partir de lignées
cellulaires l'expreésion génétiqﬁe de l'apoprotéine répond

a un effet de doéage deé génes, alors qu'elle y est insensible
4 des stades plus tardifs ol elle est soumise a un mécanisme
de régulation stricte.

Le contrdle génétique de la nitrate réductase
' . . rd K3 3 !
s'effectue aussi par l'intermédiaire des génes cnx

) La mutagénése de cellules haploides de
aboutit 3 1'obtention de lignées cellulaires qui
activités nitrate réductase globale et terminale

Datura <innozxia
perdent leurs

mais gardent,

qui peut-

, 8i du NOE est ajouté au milieu

de culture. La mutation affec;e donc vraisemblablement

les génes cnx (KING et KHANNA, 1980).

. .
en l'absence de nitrate, une activité diaphorase
étre multiplide par deux -
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Un mutant éﬁx_ dﬁ'Tabac contient le cofacteur
molybdique qui peut s'associer & l'apoprotéine. Ce complexe est
éatalytiqﬁement inaétif,mais-poéééde'la méme densité de flot-
taison qﬁe la protéine native de 1la soﬁche'sauvage. L'asso~
ciation du cofacteur et des sous-unités de l'apoprotéine ne
conduit donc pas obligatoirement & l'apparition d'une enzyme
fonctionnelle qﬁi nécessite la-présenée d'un ligand cataly-
tique : le molybdéne. En l'absence de celui-ci le cofacteur
vide peut se lier a l'apoenzyme (MENDEL et al., 1981). Parmi
tous les mutants NR obtenus aétﬁellement,seuls les mutants
cnx~ du Pois (FEENSTRA et JACOBSON, 1980) d'Adrabidopsis
thaZiana (BRAAKSMA.et'FEENSTRA, 1982) et d'Orge (BRIGHT et
al., 1983), présentent des caractéres de léthalité lorsqu'ils
sont cultivés sur nitrate. Des revertants ont été obtenus
chez Arabidopsis. La reversion peut résulter d'une nouvelle
mutation qui restaure exactement la ségquence des nucléotides
du type sauvage, ou bien,et c'est le cas le plus fréquent,
elle provient d'une seconde mutation a un site différent de
la premiére dont I'expression phénotypiquesSt alors masquée.
Or, chez Arabidopsis les revertants sont mutés dans un géne
_suppresseur SU indépendant de 'la mutation originelle qui affec-
tait le géne de structure du cofacteur (BRAAKSMA et FEENSTRA,
1982).

Donc chez les végétaux supérieurs, comme chez
Aspergillus ou Neurospora les génes structuraux de l'apoenzyme
et du cofacteur ont des localisations différentes.

Pourtant la éompréhension de la régulation génétique
des différents composants de la nitrate réductase demeure
difficile parce que des mutants peuvent &tre classées dans diffé-
rents groupes‘chez le Tabac. A cdté des mutants nia—rexistent
deux groupes de mutants énx- ; les uns sont capables de restau-
rer le cofacteur molybdique en présence de concentration
élevées en Mo dans le milieu de culture ou bien dans des
expériences d'activité <n vitro (MARTON et al., 1982),
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alors que les autres en sont incapables.

Par ailleurs le probléme est rendu encore’plﬁs
complexe de par l'existence de nitrate-réductase, constitu-

tive et inductibie.

Chez 1'Orge une mutation des génes de structure de
la NADH : NR est observée chez le mutant nar 1 qui peut
cependant croitre dans un milieu renfermant du No;. En effet
la NAD (P) H, NR dont l'activité est habituellement masquée
peut alors s'exprimer. Le géne nar 2 de 1'0Orge correspondrait
par ailleurs aux génes cnx d'Aspergillus nidulans et nit 1 de
Neurospora crassa (KLEINHOFS et al., 1980 ; WARNER et
KLEINHOFS, 1981 , DAILEY et al., 1982 ; SOMERS et al., 1983).

Chez les plantes supérieuresvon considére que
les mutants sont habituellement caractérisés: Par  une
altération (trés scuvent une diminuvtion) de leur acéivité
NADH cytochrome oxydase mais gardent les activités xanthine-
deshydrogenase ou xanthine oxydase si la mutetion s'est
effectuée au niveau de l'apoprctéine. Si elle a touché e
cefacteur molybdique ,une perte pleiotropique des activités
nitrate réductase et xanthine oxydase ou déshydrogénase est
observée . Chez le Soja ,le mutant nrl satisfait aux premiers
critéres attendus et semble donc étre muté au niveau de la
nitrate réductase constitutive. Pourtant la nécessité du Mo pour
l'activité nitrate réductase constitutive a été remise en
question (ASLAM , 1982 ; RAREFUDA et al., 1983) . En effet la
fourniture de tungsténe provoque une inactivation bien plus
importante de l'enzyme inductible que de l'enzyme constitutive.
Ce résultat surprenant a été interprété de la facon suivante :
ou bien la NR constitutive fait une distinction entre Mo et W
et incorpore préférentiellement le Mo (ASLAM, 1982) ou bien les
cofacteurs a3 Mo sont structurellement différents et ne sont pas

_interchangeables ce qui est en contradiction avec l'idée

généralement admise de l'universalité du cofacteur molybdique
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(sauf,on 1'a vu,le cofacteﬁr de 1la nitrogensaée).

Lorsgue nr1jée:développe sur Nog il apparait une _
activité nitrate réductase correspondant & la NR inductible ,
alors gque deS'lignées saﬁvages se développant sur urée
possédent une activité constitutive. Si les Km des deux systémes
enzymatiques sont identiqueé,léurs pH optimaux d'aétivigé sont
différents et la NR conétitutive utilise moins le FMNH2 que la
NR inductible. On peut donc s'interroger sur le réle biologique
réel de la NR constitutive du Soja (NELSON et al., 1984).

Enfin comment éxpliquer 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, 1979)7? On connait 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 derniére jouerait un réle autorégulateur (PATEMAN. et al.,
1967 ; COVE et PATEMAN, 1969).

Par ces guelques 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'étre compris chez les végétaux supérieurs. L'obtention
de revertants chez le Tabac (GRAFE et MULLER, 1983)'permettra
peut-étre de mieux comprendre cette régulation.

——— — . —— — —— . - —— " 0 — w— S w— — -

Lorsque l'ammonium constitue la seule source d'azote,
la croissance d'un Champignon tel que Neurospora cragssa est

possible, mais s'accompagne d'une inhibition de la perméation
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de l'azote ainsi que de la répression des. voies métaboliques
qui pefmettent sa' réduction. Ces phénoménes constituent ce
gqu'il est convenu d'appeler la "répression par 1'ammonium”
(FACKLAM‘et MARZLUF, 1978). Bien gue son mécanisme soit
inéonnﬁ; on pense qﬁ'elle consiste en l'arrét d'une régulation
génique positive. Le faéteur régulateur est sans doute le
produit d'un géne nit2 ; toﬁte mutation qui intervient en

effet & ce locus abolit 1'expression pléiotropique des

genes gqul permettent ;'ﬁtilisation de diverses sources azotées.
En absence &'ammonium, ceé autres voies sont déréprimées
(FACKLAM et MARZLUF, 1978). Pourtant l'induction par des substrats
appropriés est parfois nécessaire l'expression de ces voies
métaboliques ; en absence d'ammonium,le nitrate, le nitrite

ou les deux a la fois, vont accroltre énormément la vole assi-

‘milatrice du nitrate qui sera réduit en ammonium, on parle

alors d'induction par le nitrate (GARRETT, 1972) et nous avons
vu toute l'ambiguité 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 l'ammonium (DANTZIG et al., 1978, 1979). Ce métabolite pourrait
bien &tre la glutamine a 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 géne nit2
qui régule les autres voies possibles du métabolisme azoté ,
s'exprime (DUNN-COLEMANN et al, 1979).
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Uné autre approéhe; beaucoup plus simple (dans son
expression) a été proposée par PREMAKUMAR et al.. (1978)
pouf qui la glutamine réprime la transcription des mRNA de la
nitrate réductase.

Une répreééion du méme type est observée sous 1l'effet
de l'ammonium. En effet le nitrate stimule la transcription"du
mRNA nitraté réductase (SUBRAMIAN et SORGER, 1972 ; PREMAKUMAR
et al.; 1978) et l'induétion par le nitrate passe par une
syntheése de novo de l‘enzyﬁe"(BAHNS et GARRET, 1980) ; en
présence d'ammonium“seﬁl,l'aétivité nitrate réductase n'est
pas décelable méme si du nitrate est fourni et aucune forme
antigénique catalytiqﬁement inactive n'existe (AMY et GARRETT,
1979).

Chez les DPlantes supérieures les résultats sont,
comme toujours,beaucoup plus confus et contradictoires; l'am-
monium peut inhiber ou stimuler l'activité nitrate réductase
sans que cette action ne soit forcément liée a une répression
ou & une induction de la synthése protéique. Pourtant,d'une
fagon générale l'ammonium ou certains acides aminés provogquent
une diminution de la gquantité de nitrate réductase chez les
racines de Mals, de Coton, d'Orge (0OAKS, 1979 ; OAKS et al.,
1977 ; RADIN, 1975 ; SMITH et THOMPSON, 1971) comme dans des
cultures cellulaires de Tabac, de Tomate ou de Soja (BAYLEY _
et al., 1972 ; BEHREND et MATELES, 1975 ; HEIMER et FILNER, 1970»
mais des exceptions ont été décrites dans les plantules de Riz
(SHEN, 1969) ou des cellules de Blé (BAYLEY et al., 1972) et de
Rose (MOHANTY et FLETCHER, 1976). Chez Phaseolus aureus,
l'ammonium jouerait un r8le d'inducteur de la nitrate réduc-
tase (HIGGINS et al., 1974) alors que chez la Lentille d'eau
il agirait comme répresseur de la transcription (OREBAMJO et
STEWART, 1975).



Chez les cellules de Tabac,les acides aminés ont
d'abord été considérés commé répresseurs de la nitrate
réductase (HEIMER et FILNER, 1970) alors que,dans des tra-
vaux ultérieurs,Kleur contrdle s'exercerait au niveau post~
transcriptionnel (HEIMER et RIKLIS, 1979).

Il est intéressant de noter ici que chez des
precaryotes |, capables d'utiliser alternativement 1l'azote molé-
culaire ou le nitrate comme certaines bactéries ou les
cyanophycées’ chimiotropheé et aréobies, la nitrate réductase
est inductible. Chez leé eépéces qui ne fixent par le N2
mais utilisent plutdt le nitrate, c'est la "répression par

l1'ammonium" qui parait constituer le mécanisme de contrdle.

C'est la un exemple significatif dont il faut tenir
compte dans une réflexion sur la physiologie ou la biochimie
comparée (LOSADA, et al., 1981)
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A cbté des modifications a long terme gqui mettent
en jeu des synthéses protéiques, il faut considérer des
variations plus ou moins rapides du niveau d'activité en réponse
aux changements environnementaux.
Le transfert de feuilles a l'obscurité ou en

atmosphére dépourvue en CO, améne une chute rapide de

2
l'activité nitrate réductase (KANNAGARA et WOOLHOUSE, 1967 ;
TRAVIS et al., 1969). Cette baisse de l'activité peut s'expliquer
par des phénoménes 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 ;
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YAMAYA et OHIRA, 1976,1977, 1978 ; JOLLY et TOLBERT, 1978).
Leur poids molécﬁlaire'ainéi que leur composition en sous-
unités ont été déterminés (YAMAYA et al., 1980) . Elles sont
enfin bien spécifiqueé de la nitrate réductase et chez le Mais
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 protéineé sont de deux sortes : ou bien elles
possédent une légere activité protéolytique (WALLACE, 1974) et
se trouvent aussi bien éhez'Neurospora'(SORGER et al., 1978)
que dans les végétaux éﬁpérieurs ol 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 fagon concomitante
(WALLACE, 1978 ; OAKS et al., 1979). Ou bien ce sont des pro-
téines qui se lient spécifiquement a la nitrate réductase sans
1l'hydrolyser (KADAM et al., 1974 ; JOLLY et TOLBERT, 1978).

L'inactivase du Riz peut se lier a 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 3 deux molécules d'inactivase pourraient se lier & un
complexe tétramérique de l'enzyme.

Quant & l'inactivase du Mals, elle clive la nitrate
réductase en deux fragments. Le plus grand a une masse molécu-
laire de 280 000 daltons et réduit le NOS 3 1'aide d'électrons
fournis par le méthyl viologéne réduit ; il contient de l'heéme
et du molybd&ne, il est constitué de guatre 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 provogquant le clivage en un site

bien déterminé de l'enzyme est donc bien spécifique de la
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nitrate réductase et non une protéase banale. Ces résultats
sont intéressants dans la mesure ou ils renseignent sur

la structure de la nitrate réductase de la Chlorelle ;

comme l'inactivase ne modifie ni la structure tétramérique,
ni l'association des soﬁé—ﬁnités, il est vraisemblable que
les sites d'assemblage éont‘localisés dans la moitié réduc-
trice terminale, alors que la moitié NADH : NR ne.semble pas
jouer un rdéle éignifiéatif dané la structure guaternaire de
l'enzyme (SOLOMONSON et al., 1984).

Dans le cas de la Lentille d'eau, l'ammonium
inhibe l'activité nitrate réductase ; cette action s'exerce
peut-étre par l'intervention d'une inactivase dans la mesure
ou des interactions reversibles protéine-protéine ont été
décrites (OREBAMJO et STEWART, 1975).

ACTIVE NR-NOF

cN-

INACTIVE NR-NO3

/ G.st

ACTIVE NR-NOg INACTIVE NA INACTIVE NR

G-25% NGT

ACTIVE NR-NOY INACTIVE NR

Figure XII : Effets du cyanure et du nitrite sur L'activite
nitrate réductase de l'Orge (KAPLAN et al.,
1884).

Dans les feuilles de plantules de Haricot le
nitrite peut augmenter d'une facon importante l'activité
nitrate réductase (KAPLAN et al., 1974). Cette action se
retrouve dans des réaétioné in vitro d'extraits de feuilles
d'Orge si bien que le nitrite peut étre considéré comme un
activateur de l'enzyme (KAPLAN et al., 1978) et d'une sous-
unité constitutive; qui pourrait bien étre le cofacteur

3 molybdéne (KAPLAN et al., 1984) capable de réduire le nitrate

apreés un prétraitement par le NOE.
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La dissociation de la sous-unité 3 molybdéne de
1l'enzyme active pourrait étre le fait de l'apparition de

cyanure.
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Figure XIII : Modéle montrant les relations entre la nitrate
réductase inductible et une sous-untité constitu-
tive de la nitrate réductase de végétaux supé-

rieurs (KAPLAN et al., 1984).

d) Regulatlon de l'activité par_les_produits
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La nitrate réductase est active lorsqu'elle se
trouve sous une forme oxydée et inactive sous sa forme réduite

(LOSADA et al., 1970). Ces deux états sont métaboliquement con-

vertibles.

Chez la Chlorelle la nitrate réductase est inhibée
en absence de nitrate et de CO2 et en présence d'une pression
partielle élevée 4'0, et sous des intensités lumineuses élevées
(PISTORIUS et al., 1976). L'inactivation résulterait de la
formation d'un complexe cyanure-enzyme réduite qui garde sa
fonction diaphorase et qui est réactivable par le ferricyanure
(VENNESLAND, 1981). Le rdle du nitrate consisterait a maintenir
l'enzyme sous une forme oxydée active. Quant aux autres fac-
teurs, en absence du No; ils sgraient générateurs d'acide
cyanhydrique qui agit a des concentrations tres faibles:de

1'ordre de 10 7M.
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L'HCN est le résultat d'une réaction de 1'hydro-
xylamine et du glyoxylate issu de la fonction oxvdase de la ribulose
diphosphate carboxylase (SOLOMONSON et SPEHAR, 1977). L'histi-
dine est une autre source p0551ble d'HCN. (VENNESLAND, 1981).
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Figure XIV : Régulatibn de l'utilisation du nitrate,.relatzons

éventuelles aveec le métabolisme de L'HCN chez
la chlorelle (VENNESLAND, 1981).

Parmi les divers métabolites qui provoguent une
conversion compléte de l'enzyme active en enzyme inactive,en
une ou deux heures,figure l'ammonium. Ce phénoméne a été par-
ticuliérement bien décrit chez les algues sous le terme "d'in-
terconversions métaboliques" (LOSADA et GUERRERO, 1979 ;
VENNESLAND et GUERRERO, 1979). L'inactivation consiste en une
perte de l'activite terminale de l'enzyme et serait liée a la
réduction du groupement molybdique (LOSADAJa:alJ98]kelle 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
synthése protéique,dés l'instant ol le milieu de culture ne
contient plus d'ammonium. L'apport de nitrate permet alors de
réactiver l'enzyme. Cette réactivation peut également étre
obtenue in vitro 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
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des traitements qui entrainent la perte de l'activité diaphorase
ou qui modifient la structure de la protéine enzymatique
réactivent 1l’enzyme préalablement rendue inactive par 1l'ammo-
nium (RIGANC 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 altérent ce site allostérique,
améneraient la réactivation enzymatique (RIGANO et al., 1980).
Chez (Chlamydomonas, le transfert des cellules & 1l'obscuritéd
-mime l'inactivation par 1'ammonium (THACKER et SYRETT, 1972;
VEGA et al., 1980).

Chez les planteé Sﬁpérieures, les résultats sont trés
souvent semblables & ceﬁx 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).

NHZ peut stabiliser l'activité mesurée in vivo (SIHAG et al.,
1978 ; DATTA et al., 1981).

Mais trés fréquemment, l'ammonium inhibe l'activité
nitrate réductase (OREBAMJO et STEWART, 1975 ; BUCZEK, 1979 ;
JORDAN et FLETCHER, 1980). Des exemples "d'interconversions
métaboliques" ont également été décrits chez le Riz (LEONG et
SHEN, 1979), l'Epinard (PALACIAN et al., 1974) ou des cellules
de Tabac (TRINITY et FILNER, 1979). Il faut remarquer que
l'inactivation est trés souvent transitoire et qu'elle ne
s'exerce pas in vitro. Cette derniére propriété a une inci-
dence pratique importante ; il est ainsi possible de procéder
a4 des précipitations protéiques fractionnées par le sulfate

d'ammonium, sans altérer l'activité enzymatique.
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La disparité des résultats observés chez les plantes
supérieures a plusieﬁré.raiéoné. En premier lieu intervient
la diversité des espédeé étudides ; il n'est, a priori, pas
étonnant quele métabolisme azoté de _.Plantules de légumineuses
soit profondément différent de celui-de plantules de cérédales
ou de coton ou de celui de sﬁspensions 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 a 100 mM. Enfin,l'action
de l'ammonium est étudiéde,soit en nutrition ammoniacale pure

. 4 . . .
(NH, est 1'unique source d'azote),soit en nutrition mixte

Y(NH4 ajouté a une autre source d'azote, trés souvent No;).

Dans ce dernier cas,l'introduction de NHZ,tout en inhibant
l'activité nitrate réductase,ou bien ne modifie pas la crois-
sance (MAC XKOWN, 1982) ou l'exalte (GAMBORG, 1970 ; JORDAN

et FLETCHER, 1980 ; MOHANTY et FLETCHER, 1976, 1978).

Quant a l'action des acides aminés, elle est 1ia encore

trés 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 (FILNER, 1966). Dans les cultures
cellulaires d'Ipomoea 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 & ceux
de la troisigme classe, leur action varie selon le stade de

la croissance (ZINK, 1982).

La glutamine peﬁt, qﬁant a elle, diminuer de 50 %
l'activité de cellules de Soja (OAKS, 1974} ou au contraire, dans
le méme matériel, 1l'accroitre (BAILEY et al., 1972). Chez le
Coton, glutamine, asparagine et glycine inhibent l'activité
(RADIN, 1977) alors que dans des cellules de Datura inoxia la
glutamine et la glycine l'accroissent mais l'arginine 1l'inhibe
(FUKUNAGA et KING, 1982).
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Dans ces conditions; on peut se demander si l'action
des acides aminés ou de certaines amides ne traduit pas plutdt
la conséquence de leur intervention dans la croissance (MARION-
POLL et al.; 1984), a 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

-— —— e =
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Comme certaineéiélantes sont capables d'accumuler du
nitrate en quantités importantes, on a rapidement soupgonné l'e-~
xistence d'un mécanisme d'absorption comportant une composante
active qui nécessite de l'énergie métabolique. Chez certaines
algues vertes qui ne possédent 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, BUT2
et JACKSON a bitir un modeéle 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 systéme de perméation.

L'ammonium ou certains produits de son assimilation
l'inactivent ou le répriment (voir LOSADA, et al., 1981)

Enfin en nutrition azotée mixte, 1'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).
Aprés 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 Nog (PISTORIUS et al., 1978 ; TISCHNER
et LORENZEN, 1979). L'inhibition est immédiatement levée
+

par le retrait de NH4 En présence d'inhibiteurs spééifiques
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des glutamine' sYnthaéé. oﬁ'synthétase;l'ammonium n'inhibe
pas l'absorption du nitrate (FLORES, 1983). Ces. résultats
plaident pour une régﬁlation de l'absorption de.Nog par un
métabolite situé apreés NHZ dans la chaine d'assimilation |
de l'azote. On se trouve donc en présence d'un mécanisme treés
sensible de feed back ,exercé par une substance non identifiée
(LOSADA et al.,1981)'jﬁéqu'é présent.

Pourtant si le nitrate est évidemment nécessaire a
l'activité nitrate réductase, il n'existe pas de relation
simple entre activité et teneur en nitrate. Celui-ci peut
en effet s'accumuler dans la vacuole (pool de stockage) et par-—
ticiper a la régulation du pH et & 1l'égquilibre des charges.
Cette accumulation a été particuliérement bien mise en évidence
par l'isolement de vacuoles de cellules foliaires d'Orge
(MARTINOIA et al., 1981 ; GRANSTEDT et HUFFACKER, 1982). De
nombreuses observations ont montré que c'est le flux de No;
qui régule l'activité nitrate réductase (HEIMER et FILNER, 1971 ;
SHANER et BOYER, 1976 ; REED et al., 1980). L'utilisation
d'isotopes de l'azote,et de 15Nog en particulier, ont montré
gque dans des conditions de nutrition nitrique, le nitrate
endogéne n'est réduit qu'en faible quantité, alors que le
nitrate absorbé l'est totalement (MORGAN et al., 1973 ; JACKSON

et al., 7973 , PEARSON et al., 1981 ; MAC KOWN et al., 1981-1982).

Le transfert de plantules de Mais d'un milieu conte-
nant du No; & un milieu qui en est dépourvu, provoqgue une aug-
mentation importante de la fraction de nitrate endogéne réduit.
Pourtant sa réduction n'est possible qu'aprés une fuite ou une
exsorption de l'ion vers le milieu extérieur et sa réabsorption

par un systéme transporteur (MAC KOWN, et al., 1983)



59«

SOLUTION ROOT CELLS XYLEM
REDUCTION
'5N0§-->(ﬁ > 3NO3 T
R | ’
v
SP,
| .
v |
“NOF = 1“NO3
REDUCTION
s b s s 1
|
v
SR
|
v )
"NO} | "NO;

Figure XV : Relations entre réduction et mouvements du nitrate
dans les racines (MAC KOWN et al., 1983).

Chez les végétaux supérieurs comme chez les
algues non vacuolisédes, la réduction du nitrate semble

donc bien s'effectuer en étroite relation avec son absorption.

£) Nitrate réductase et différenciation, rdle

des hormones. végétales.

La différenciation de structures organisées nouvelles
a partir de cellules cultivées en sispension, ou d'explants
de divers organes, doit se traduire par des phénoménes de
contrdle génétique qui s'accompagnent de modifications quali-
tatives et quantitatives d'enzymes (BONNER, 1963).

Les suspensions cellulaires ont trés 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 paralléle 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 étudides au cours de la germination
des graines et du développeﬁent des plantules. De nombreux tra-
vaux publiés, il reséort qﬁe l'activité est toujours la plds
élevée dans les tissus "jeunes et métaboliquement actifs" selon
la formule 4'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 apparait dans les feuilles; elle
est également la plus intense dans les jeunes feuilles et dans
leurs portions méristémati@ues aussi bien chez le Concombre
(BLAHQVA et SEGETA, 1980) le Pois (GAYDINOVA, 1982) que le
Mil (NGAMBIet al.,1981jou 1'Orge (WALLACE, 1973 ; CHATTERJEE et
al., 1980).

La variation des activités de la nitrate réductase, ou
des enzymes de l'assimilation azotée,n'a guére été explorée
en relation avec les phénoménes de différenciation organogéne.
A notre connaissance les seuls travaux publiés concernent la
caulogenese dans des cals de Canne & sucre (DWIVEDI et al.,
1984) et l'embryogenése somatique d'une suspension cellulaire
de Carotte (KAMADA et HARADA, 1984). Chez la Canne a 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 1l'activité pourrait étre dde,d'une part
a un ralentissement du taux d'inactivation ou de dégradation
de l'enzyme et d'autre part & un accroissement de son taux
d'activation ou de synthése. Enfin la différenciation caulo-
géne s'accompagne d'un pic des activités de la glutamine synthé-
tase et de la GOGAT alors que l'activité glutamate deshydrogé-

nase est faible.



-61-~

On sait enfin que l'apport d'azote réduit favorise
souvent 1'embryogénése somatique (HALPERIN et WHETERELL, 1965 ;
REINERT et al., 1967 ;‘KAMADA'et.mﬁmDA,1979; WALKER et SATO,
1981) . Ainsi l'apport d'alahine,d'aCide glutamique, d'acide
aspartique, de glutamine ou d'asparagine dans une suspenéion
cellulaire de Carotte provogue l'apparition et le développement
d'embryons somatiqueé, aloré que la leucine ou la valine sont
inhibiteurs (KAMADA et HARADA, 1979). Or l'incorporation des
premiers stimule la prolifération cellulaire et la syntheése
protéique nécessaires a l'apparition d'embryons globulaires.
L'activité nitrate rédﬁctaée est accrue dés le 7éme jour de
la culture. L'addition de la.leucine ou de la valine se traduit
au contraire par une inhibition de la prolifération,de 1la teneur
en protéines intraéelhﬂairesfet de l'activité nitrate réductase
(KAMADA et HARADA, 1984).

I1 est également bien connu que la morphogenése et
la différenciation sont sous le contrdle des hormones dont

l'action pourrait étre régulée par le phytochrome.

Les gibbérellines ne semblent pas modifier l'activité
de la nitrate réductase et sont incapables d'induire 1'enzyme
dans les couches & aleurone de 1'Orge (FERRARI et VARNER, 1970).

L'auxine,par contre,stimule [factivité nitrate
réductase des feuilles, et cet effet n'est pas le simple
résultat d'un accroissement de la synthése protéique globale
(ROTH-BEJERANQ et LIPS, 1970).

Mais les cas les plus nombreux d'augmentation de
l'activité nitrate réductase sont dlis a 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'accroitre
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l'activité d'embryons d'dgrostemma githago en absence de

nitrate (KENDE et SHEN, 1972). Par ailleurs,fla stimulation de
la nitrate réductase par la kinétine est inhibée chez le Mals

par la 6-méthylpurine et la cycloheximide ; ceci laisse supposer
que l'hormone provoque une synthése de novo de l'enzyme (RAO et
al.,, 1984). Dans ce méme matériel,l'action de la kinétine est
accrue par la lumidre rouge mais les deux -facteurs semblent

agir indépendamment et ne sont pas liés au phytochrome (RAQ et
al., 1984).

Il est poésible qﬁe les flavines de la molécule enzy-
matique jouent un rdle dans la photoréactivation de la nitrate
réductase (APARICIO et MALDONADO, 1979).

Pourtant les résultats concernant le contrdle de la
nitrate réductase par les hormones ne sont pas satisfaisants.
La plupart des analyses ont été effectudes longtemps apreés
que les hormones aient été appliquées et les conditions de la
croissance n'ont pas été suffisamment précisées (KNYPL, 1979).

La multiplicité des modeéles structuraux ou de régula-
tion de la nitrate réductase témoigne de 1l'intérét porté a une
enzyme clé du métabolisme azoté et de l'acharnement mis & com-
prendre son fonctionnement. Son efficacité catalytique fait
sans doute qu'elle n'est jamais trés abondante dans les tissus,
ce qui constitue bien sfir une entrave a son étude.
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MATERTIETL ET METHODES

Certes, c'est une nature simplifiée,
préparée, parfois mutilée en fonction de
L'hypothése préalable, que l'eéxpérimentation
interroge ; i1l n'empéche qu'elle garde en
général les moyens de démentir la plupart
des hypothéses.

I. PRIGOGINE et I. STENGERS
(La nouvelle alliance)
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I - LE MATERIEL BIOLOGIQUE ‘
A - La suspension cellulaire du Siléne

Silene alba (Miller) E.H.L. Krause (= Lychnis diotea L.)
est une mauvaise herbe des chemins et des lieux incultes apparte-

nant 2 la famille des Caryophyllacées.

La culture <n vitro d'entre-noeuds de tige produit
des cals néoformés qui, repiqués réguliérement sur le milieu de
MURASHIGE et SKOOG, forment apreés quelques passages une souche

dite sa1.

"La dilacération de ces colonies et leur culture dans
un milieu liquide contenant de l'acide 2,4 dichlorophenoxyacé-
tique (2,4 D) permet l'obtention d'une suspension cellulaire
dont le cycle de croissance est de 14 jours (DUBOIS,1975). Ces
cellules ne contiennent pas de chloroplastes mais sont riches
en proplastes ainsi qu'en leucoplastes amyliféres pendant les
6 premiers jours de la culture. Puis le nombre de leucoplastes
diminue et le vacuome devient plus important, si bien qu'en
phase stationnaire le cytoplasme est repoussé a la périphérie ; la
vacuole occupe alors la presque totalité du volume cellulaire
(DUBOIS, 1980).

La culture s'effectue en milieu non renouvelé
(" batch cultures”)2a 25° C et en lumidre continue (2 Wom™ ).
Environ 3 g de cellules sont introduits dans 200 ml d'une solu-
tion nutritive contenue dans des fioles de 500 ml qui sont
placées sur un agitateur rotatif Biolafitte tournant é 70 tours

par minute.

Le milieu de culture est celui mis au point par
LESCURE (1969) pour la culture des cellules d'Erable (Tableau I).
Il est stérilisé & 120° C pendant 20 min.
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Tableau I : Composition de la solution nutritive des cellules
de Silene.

Eléments minéraux : (mg)

KNO3 1 960

Ca (NO3)2, 4H20 290

KC1l 65

KHZ PO4 500

Na,H PO,, 12H,0 97

Mg SO,, 7H,0 360

Fe S0,, 7H20 2,8

Na, EDTA 3,72

Mn SO, 4,5

Zn S0,,7H,0 1,5

KI 0,75

Hy BO, | 1,5
Eléments organiques

Thiamine HCL (vitamine B1) 1 mg

Acide 2,4 dichlorophenoxyacétique 1 mg

Saccharose 20 g
Eau 4 qg.s.p.f. 1 000 ml

Ce milieu contient 300 mg d'azote nitrique par
litre et son pH est de 5,8. Dans certaines expériences la
teneur en nitrate a été divisée par 4, l'appoint en K' et en

Ca++ a alors été rédalisé 3 l'aide de solution de XKCl et CaClz.

Lorsque l'azote nitrique a été totalement ou partiel-
lement remplacé par de l'azote combiné minéral ou organigue
(ammonium, glutamine, acide glutamique) le pH du milieu a été
maintenu & 5,8 par une solution 3 50 mM d'acide 2 (N-morpholino)

éthane sulphonique (MES).
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B - L'Endive. Cichorium intybus L. var. Witloof cv. Zoom.
1) La plante '

La Chicorée de Bruxelles (Cichorium intybus) encore
appelée Chicorée Witloof, mot néerlandais signifiant feuille
blanche, est une Astéracée bisannuelle de jours longs. Pendant
la premiére année de végétation, la graine se développe en une
plante qui posséde une racine tubérisée et des feuilles vertes
disposées en rosette. Au cours de la seconde année se forme l'ap-
pareil floral gqui produit les graines. En septembre ou octobre
de la premiére année, les feuilles sont coupées et les racines
récoltées mécaniquement, sont conservées soit a la température
ambiante ,soit en chambre £froide. Elles sont ensuite disposées
verticalement en rangs serrés soit dans des tranchées creuses
dans le sol (culture traditionnelle) soit dans des bacs de 2 x 2 m
disposés les uns au. dessus des autres et contenant une solution
nutritive plus ou moins riche en éléments minéraux (culture

hydroponique).

Quelle que soit la méthode de culture choisie elle
s'éffectue a l'obscurité et a une température proche de 18° C.
Apres 18 a 20 jours, il se forme un bourgeon étiolé dont les
feuilles restent serrées les unes contre les autres : 1'Endive
dont l'appellation locale est:Chicon. Au cours de cette culture

4 l'obscurité encore nommée forgage, de nombreuses racines secon-

daires apparaissent le long de la racine tubérisée.

Des explantats prélevés, surdes racines non forcées
ou sur des feuilles étiolées ,qui possédent un limbe peu déve-
loppé mais une nervure centrale épaissie, lorsqu'ils sont cul-
tivés in vitro, sont susceptibles de former des bourgeons
néoformés végétatifs ou floraux, ou des racines (GAUTHERET,
1959 ; PAULET et NITSCH, 1964 ; VASSEUR, 1965).

2) Mise en culture d'explants racinaires

Les racines tubérisées sont épluchées puis immergées

dans une solution aqueuse d'hypochlorite de calcium a 140 g.l—1
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pendant 25 min. puis rincées trois fois par de l'eau stérile

pendant 5, 10 puis 15 min.

Des cylindres de 6 mm de diamétre scnt prélevés
dans la région cambiale a l'aide d'un emporte piéces. Selon
le type d'expérience, ces cylindres sont découpés aseptiquement
en disques de 2, 10ou 20 mm d'épaisseur, puis mis en culture dans
un milieu nutritif liquide ou solidifié par de l'agar a raison
de 6 g.l—1 (agar Difco ). Le milieu de culture utilisé est celui
mis au point par HELLER (1953).

Tableau II : Composition de la solution nutritive de HELLER.

KC1 937,5 mg
Na NO3 750 ng
Mg 804, 7H20 312,5 mg
Ca Clz, ZHZO 937,4 mg
Na H2 POa, 2H20 176,2 ng
Mn 804, HZO 0,75 mg
Cu SOA’ SHZO 0,30 mg
Al Cl3 _ 0,30 mg
Ni Clz, 6H20 0,30 nmg
KI 0,10 mg
Fe Cl3, 6H20 ' 10 ng
Zo SO,, 7H,O 10 mg
H3BO3 10 mg
Eau qg.s.p.f. 1 000 ml

Les petits explants de 2 mm sont disposés dans des
fioles de Fourneau,contenant 40 ml de milieu de culture, &
raison de 10 par fiole. Lorsque de grands explants (10 ou 20 rm)
sont utilisés, ils sont déposés un & un dans des tubes contenant
16 ml de milieu. Les ensemencements se font de sorte gque la
faée radiculaire de l'explant soit en contact avec le milieu

nutritif.
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La culture s'effectue a 21-22° C et & la lumidre
=2
continue (2 W,m ).

Dans certaines expériences de courte durée, les
petits explantats sont déposés aseptiquement soit dans de l'eau
), 23 g 171
(18,3 mM). Cette solution a été retenue parce qu'elle est utilisée

stérile, soit dans une solution aqueuse de Ca (No
lors du forgage hydroponique des racines.

IT - EXTRACTION ET PURIFICATION DE LA NITRATE REDUCTASE

Le matériel végétal est congeélé dans de l'azote
liguide,puis broyé dans un mortier jusqu'a l'obtention d'une
poudre fine qui est mise en suspension dans du tampon phosphate
pH 7,5 & raison de 3 ml par g. de matiére fraiche.

La composition du tampon ainsi que le protocole de
purification a été modifié au cours de cette étude.

1) Protocole A (1976-1980).
Cette méthode a été largement décrite dans la theése
de - POULLE (1979). En voici les grandes lignes:?

La poudre obtenue est mise en contact avec du tam-
pon PO4 HZK'- PO4HK2
stabilise la nitrate réductase de diverses espéces végétales
(SCHRADER: et al., 1974, SHERRARD et DALLING, 1978, ROBIN, 1979) dont
le siléne (POULLE, 1979). Aprés une centrifugation a 19 000 g

pendant 20 min., le surnageant est recueilli ; il constitue 1l'ex-

0,1 M pH 7,5 contenant 1,5 % de caséine qui

trait enzymatique total (extrait brut). Il est alors procédé a

un fractionnement grossier des macromolécules de cet extrait,
par le sulfate d'ammonium. Lorsque le taux de celui ci passe

de 20 & 50 % de sa saturation, la nitrate réductase précipite en

méme temps que la caséine et de nombreuses autres protéines.

Cette fraction protéique est dissoute dans‘du tampon
phosphate 0,1 M, puis agitée pendant 20 min. avec 20 ml d'une
suspension de Bleu Sephadex, préparé selon la méthode de BOHME
et al. (1972). Le tout est ensuite filtré et le gel recueilli.
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est introduit dans une colonne de 20 cm de long €t 2 cm de dia-
metre , puis lavé abondamment par du tampon jusgqu'a ce que
l'absorbance lue a 280 nm atteigne O.

La nitrate réductase est alors éluée par du tampon,
phosphate 0,1 M pH 7,5 contenant du KC1 1 M (NOTTON et _al., 1979),
puis précipitée par du sulfate d'ammonium (50 % de sa saturation).
Aprés une centrifugation 3 19 000 g & 4° C pendant 30 min., le
culot protéigque est dissout dans du tampon phosphate 1 mM pH 7,5.
La solution est déposée au sommret d'une colonne centenant du gel
d'hydroxyapatite et la nitrate réductase est éluée, lorsque la
molarité en phosphate du tampon atteint 200 M. La caséine
est éliminée par l'addition de sulfate de protamine qui précipite
la nitrate réductase de fagon sélective (SOLOMONSON et al., 1975).
La nitrate réductase purifiée est alors stockée a - 18° C. Elle
servira & l'immunisation de lapins afin d'obtenir des anticorps

polyclonaux spécifiques de la nitrate réductase.

2) Protocole B (1980-1985).

La méthode’ précédente a permis l'obtention de prépara-
tions purifiées de nitrate réductase du Siléne et d'anticorps
dirigés contre elle. Cette méthodologie présentait cependant un
inconvénient majeur : la présence de caséine empéchait un cal-
cul simple d'activité spécifique aux différentes étapes de la
purification, et de plus, colmatait trés souvent les colonnes

de gels.

Or WRAY et .. KIﬁK (1981) ont montré que la leupeptine,
composé de faible masse moléculaire (439,8), protége efficacement
la nitrate réductase de 1'Orge contre l'action de protéases de
type trypsine. Par ailleurs,l1'EDTA est trés souvent incorporé
dans les tampons d'extraction parce que ses propriétés de
chélateur empéchent l'inactivation des enzymes par les métaux
lourds d'une part et parce qu'il est un inhibiteur des métallo—
protéases d'autre part.
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Le FAD posséde des propriétés de stabilisation de la
nitrate réductase en maintenant sans doute 1l'intégrité structu-
relle du groupement Eiosthajg@e' (KUO et al.; 1982) . Enfin, nous
avons constaté que la teneur en phosphates des tampons d'extrac-
tion et d'incubation peut &tre diminuée.de moitié ,sans que l'ac-

tivité nitrate réductase n'en soit modifiée.

Aussi le tampon d'extraction actuel a-t-il la composi-

tion suilvante

KH2 PO, - K2H PO, 50 mM pH 7,5
EDTA T mM
Leupeptine 10 uM
FAD 10 uM

Un gramme de poudre végétale est mis en contact
avec 3 ml de ce tampon. Apreés une centrifugation & 19 000 g le
surnageant est recueilli et soumis a des précipitations de
protéines par le sulfate d'ammonium selon la méthode décrite
précédemment. La. fraction contenant la nitrate réductase est
déposée sur une colonne de Trisacryl GFO5 (IBF) afin d'éliminer
les sels de la solution. Les protéines sont alors séparées par
échange d'ions dans une colonne contenant 10 ml de DEAE Trisacryl
(IBF). L'élution des protéines s'effectue par un gradient de
NaCl. La nitrate réductase est élude par une teneur en NaCl de
0,1 M. Cette fraction est ensuite chromatographiée sur de 1l'hy-

droxylapatite puis soumise a une chromatographie d'affinité sur
Bleu de Sephadex. ‘

L'élution de la nitrate réductase s'effectue a l'aide
d'un gradient de NADH.

IIT - MESURES DES ACTIVITES DE LA NITRATE REDUCTASE

Dans le chapitre “ﬁﬁstorique“,nous avons vu qu'a cété
de son activité NAD(P)H : nitrate réductase globale, l'enzyme
présente des activités partielles rattachées a ce qu'il est con-
venu d'appeler la moitié initiale ou la moitié terminale de
l'enzyme.
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1) Activité NAD(P)H : nitrate réductase totale.

Cette activité peut &tre mesurée d'au moins trois

fagons dont aucune n'est vraiment satisfaisante en soi.

A 1Tml de tampon phosphate 50 mM, pH 7,5 contenant 1 mM
d'EDTA, de la leupeptine et du FAD aux concentrations de 10 uM,
on ajoute 0,1 ml de KNO3 0,1 M;O,1 ml de NAD(P)H 1,3 mM et O,1 ml
de la préparation enzymatique. Le tube est mis & l'obscurité
et a 27° C pendant 15 ou 20 min. Le nitrite: formé est rdévélé
par l'addition de 1 ml de sulfanilamide & 0,2 % dans une solution
agueuse d'HC1l 3N et de 1 ml de chlorhydrate de N(1.naphtyl-éthy—
léne) diamine en solution agqueuse a 0,3 %. La coloration rouge
qui apparait est mesuréde a 540 nm. Il peut arriver qu'un excés de
NADH affaiblisse la réaction de coloration (HEWITT et NICHOLAS
1964); Afin de pallier cet inconvénient, le NADH qui pourrait
subsister dans le milieu est éliminé par l'addition, en fin
d'incubation, de 0,1 ml d' acétaldéhyde 0,17 M et de 0,1 ml
d'alcool deshydrcgenase (2 mg.ml—l). Cette réaction oxyde en
quelqgues secondes le NADH en NAD qui ne modifie pas l'intensité

de coloration du nitrite.

A

Contrairement a la méthode précédente la mesure de

l'activité nitrate réductase Zn vivo utilise du matériel vivant.

Une masse connue de matériel végétal est mise dans
2 ml d'un mélange composé de KNO,, de tampon phosphate 0,1 M, pH
7,5 et de propanol (50/30/1, V/V/V). L'incubation se fait a
27° C pendant 20 ou 30 min., & l'obscurité et en anaérobiose
(FERRARI et VARNER, 1971 ; JAWORSKI, 1971) gui est obtenue
par un barbottage d'azote gazeux pendant 45 gsec.. Le tube est

immédiatement bouché.
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Cette méthode souvent considérée comme étant plus
proche de la réalité biologique,a cependant été critigquée.
D'abord elle se déroule en anaérobiose, ensuite elle suppose
l'apport de nitrate;enfin elle utilise le propanocl qui modifie
la perméabilité des divers systémes membranaires, si bien que
la compartimentation intracellulaire du nitrate peut se trouver
modifiée.

¢ - Dosage_zin_szitu
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Afin d'éliminer les inconvénients de la méthode de me-
sure in vivo, l'évaluation de la réduction du nitrate se fait en
évitant 1'incubation dans un milieu liquide ainsi que 1l'apport
de nitrate exogéne (JONES et SHEARD, 1977 ; ROBIN et al., 1983).
Elle n'évite cependant pas l'anaérobiose.

Les échantillons dont on veut mesurer l'activité nitrate
réductase sont introduits dans un tube obturé d'un bouchon en
caoutchouc traversé par deux aiguilles creuses qui permettent
le passage d'un courant d'azote (0,15 bars) pendant 5 min. Le tube
est ensuite placé a l'obscurité et & 27° C pendant 1 h. Puis 4 ml
d'eau bouillante - ajoutés, . permettent l'extraction du nitrite

qui est mesuré- selon la méthode classique,précédemment décrite.

2) Mesure des activités partielles

L'activité dite initiale de l'enzyme est évaluée en

mesurant la quantité de cytochrome c¢ réduit par le NADH.

Une solution A contenant du tampon phosphate 0,1 M,
PH 7,5, du cytochrome ¢ (15 mg/ml de tampon) et de l'eau dans les
proportions 50/ 5/ 3,5 (V/V/V) est préparée.

Dans la cuvette d'un spectrophotometre, on introduit
0,9 ml de ce mélange ainsi que 0,05 ml de NADH, 1,3 mM et 0,05

ml de la préparation enzymatique. Puis on. suit l'accroissement



de l'absorbance a 550 nm.

On peut alors calculer la quantité de cytochrome c réduit
sachant gque son coefficient d'extinction molaire est E = 28,

b -Activité terminaile
L'activité de réduction du nitrate par un donneur
d'électrons autre que le NADH, peut étre suivie en utilisant soit
du FMNHZ, soit du méthyl viologéne réduit (WRAY et FILNER, 1970).
Dans un tube a essais sont introduits

- 17 ml de tampon thsphate 50 mM pH 7,5

- 0,1 ml de KNO3 C,1T M
- 0,3ml de FMN (1 mg ml™ ' : 2,17 mM)
ou
- 0,1 ml de méthyl viologéne (12,8 mg/100 ml de tampon phosphate

50 M, pH 7,5)
- 0,05 ml de dithicnite de sodium (10 mg/ml de solution de
bicarbonate de Na 0,1 M).

Le contenu du tube est mélangé doucement ; il prend
une couleur jaune pdle s'il contient du FMN et bleue s'il con-

tient du méthyl viologeéne.

On ajoute alors 0,1 ml de la préparation enzymatique
et l'incubation s'effectue &3 27° C & l'obscurité pendant 20 min.
Puis le tube est agité vigoureusement afin d'oxyder l'excés de
donneur réduit. La quantité de nitrite formé est alors mesurée

selon la méthode habituelle.

IV - MESURE DES ACTIVITES GLUTAMATE DESHYDROGENASE (GDH) ET GLUTA-
MINE SYNTHETASE (G.S.)

Afin de préciser quelques aspects du métabolisme azoté
des cellules de Siléne,nous avons été amenés & mesurer des
activités de la glutamate deshydrogénase (L-glutamate-NADH-oxido

réductase E.C.1.4.1.2.) et de la glutamine synthétase (L. glutama-
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te ammonium ligase (ADP) E.C.6.3.1.2.). Ces mesures ont été

effectudes sur des extraits totaux.

Les cellules congelées par de l'azote liquide sont
mises en suspension dans du tampon Tris-HCl 50 mM pH8, & raison
de 10 ml de tampon par gramme de matériel frais. Puis elles
sont broyées a 4° C pendant 1 min. & l'aide d'un Ultraturax.
Aprées des intervalles de 2 min., destinés & éviter 1'échauffe-
ment du liquide dans le tube, on procéde & un 2&me puis & un
3éme broyage de 30 sec.. Aprés centrifugation & 20 000 g. a 4° C
pendant 20 min., le surnageant est recueilli ; il constitue

l'extrait enzymatique.

1) Mesure de l'activité GDH.
Cette enzyme catalyse la réaction :

@’ cétoglutarate + NHZ + NADH ==»glutamate + NAD

A 2 ml d'un tampon Trié— HCl 50 mM, pH8, contenant
de 1'ac cétoglutarate 20 mM, du (NH4)2 SO4 150 mM et du NADH 0,37 mM,
on ajoute 1 ml d'extrait enzymatique. L'oxydation du NADH est
suivie a 340 nm pendant 2 min.

L'activité de la GDH est e xprimée enmpmoles de NAD
formé par min. et par g. de matieére fraiche.

2) Mesure de l'activité G S.

Chez les végétaux supérieurs la GS peut catalyser 2
réactions (WEBSTER, 1964).

- — U e T —— ——— - > . - . - A — o -

L. glutamate + ATP + NH, ————> L. glutamine + ADP + Pi
ou ou

NHZOH Yy glutamyl hydroxamate
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L. glutamine + NHZOH > ¥ glutamyl hydroxamate - + NHZ

ADP Pi
ou
Arsenate
C'est la premiére réaction qui est mesurée ici.

A 2ml de tampon Tris HC1l 50 mM pH 7,6 contenant du glutamate
120 mM, du Mg SO4 30 uM,de 1'E.D.T.A, 1,5 mM, de 1'ATP 12 mM et
de l'hydroxylamine (NH20H) 9 mM, on ajoute 1 ml d'extrait enzy-
matique. L'incubation s'effectue a 30° C pendant 15 min. puis la
réaction est arrétée par l'addition de 3 ml d'une solution
aqueuse de Fe Cl; 370 mM contenant de l'acide trichloracétique
200 mM et de 1'HC1l 0,67 N. L'hydroxamate se colore en brun ;

il est dosé & 540 nm. L'activité GS est exprimée en umoles

‘d'hydroxamate formé par min. et par g. de matiére fraiche.

V - ANALYSES ELECTROPHORETIQUES EN GELS DE POLYACRYLAMIDE

La séparation des protéines est réalisée sur un
support de polyacrylamide qui peut consister en un gel unique
ou en deux gels superposés qui différent par leur pH et leur

composition.

D — - s T — i) Al o0 S

Le support est coulé entre deux plagues de verre
maintenues verticales (systéme Bio~Rad). Les alvéoles dans les-
quelles seront déposées les solutions & analyser sont confec-

tionnées a l'aide d'un peigne introduit dans la partie supérieure
du gel non polymerisé.

Dans une fiole & vide sont introduits
- 1 volume de tampon Tris-HCl pH 8,9 (366 g de ’l‘r:is.l-1 d'eau
distillée)
- 2 volumes d'une solution aqueuse d'acrylamide a 28 % et
de bisacrylamide & 0,73 & (p/V)
- 5 volumes d'eau distillée.



76

Apres dégazage du mélange, on ajoute 0,070 ml d'une
solution de persulfate d'ammonium (165 mg.ml-1 d'eau) et 0,050 ml
de TEMED qui catalysent la réaction de polymérisation.

Ce gel dit gel de séparation contient 7 % d'acrylami-
de. Lorsqu'il est utilisé seul, la valeur de 1 volume est de
5 ml. Si un second gel, dit de concentration lui est superposé

1 volume est égal a 4 ml.

Le gel de concentration a la composition suivante.:
- 2 ml de tampon Tris-HCL pH 6,7 (59,9 g de Tris.1”' d'eau)
- 4 ml d'une solution aqueuse d'acrylamide a 10 % et de
bisacrylamide a 2,5 % (p/V)
- 4 ml d'une solution aqueuse de saccharose a 20 %.

Aprés dégazage sont ajoutés 0,025 ml de persulfate
d'ammonium et 0,015 ml de TEMED.

Ce gel contient donc environ 5 % d'acrylamide.

Lorsque les gels sont polymérisés, le peigne est 6té
et les alvéoles sont remplies par du tampon a électrophorése
pH 8,3 qui contient ;

Tris 1,2 g
glycine 5,76 g
Eau distillée qg.s.p.f. 2000 ml.

A 0,10 ml de chaque échantillon sont ajoutés 0,02 ml
d'une solution de bleu de bromophénol (10 mg de bleu par ml
dé solution aqueuse de saccharose a 20 %). Les échantillons
(0,050 ml) sont déposés & l'aide d'une seringue Hamilton.

La migration se fait sous un voltage de 200 V pendant

environ 4 h (temps nécessaire au bleu pour parcourir le gel).
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Les protéines sont fixdes et colorées pendant 30 min.
environ dans une scolution qui contient :

- Bleu de Coomassie R 40 mg
- Acide perchlorique 15 ml
- eau 100 ml

Puis la décoloration des gels est effectude dans une
solution aqueuse d'acide acétique a 7 % jusgu'a ce gue les bandes

protéiques apparaissent bleues sur uwn fond incolore.

c) Mise en_évidence_des_activités enzymatiques_ dans
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o) activité G.D.H.
Aprés électrophorése, le gel est mis a incuber & l'obs-
curité, a 27° C pendant 20 a 30 min. dans 15 ml d'une solution
de Tris-HCl 50 mM contenant de l'acide glutamique (84 mg) du NAD
(4,5 mg) du nitrobleu de tetrazolium (N.B.T. : 10 mg) et du phényl
méthosulfate (PMS : 2 mg). Au lieu de la migration de la G.D.H.
apparait une bande bleue sur fond clair.

B) Activité G.S.

- —— ———— - - —

Le gel est mis a incuber pendant 30 min. a 27° C et a
l'ocbscurité dans 15 ml de la solution suivante :

Tris HCl 50 mM pH 7,6 15 ml
NHZOH 50 mg
Mg SO4 75 mg
Glutamate de K 350 mg
EDTA : 7,5 mg
ATP ; 150 mg

Aprés un rincage rapide par de l'eau distillée, il est
transféré dans umasolution contenant du Fe Cl3 0,18 M, de l'acide
trichloracétique 0,2 M et de 1'HCl 0,35 N. A l'endroit ol a migré
la G& ,apparait une bande orangée tres fugace.
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Y) Activité nitrate réductase
La méthode la plus couramment utilisée repose sur la

réaction de réduction du nitrate par le méthyl viologéne réduit.

Aprés électrophorése, le gel est introduit dans 15 ml
de tampon phosphate 50 mM pH 7,5 contenant de 1'EDTA 1 mM
et du FAD 10 uM, pendant 10 min..

Puis cette solution est renouvelée ; on lui ajoute
alors 2 ml d'une solution de méthylviologeéne (2,5 mg ml“1 de
tampon) . Aprés quelques minutes-sont ajoutés 5 ml de dithionite
(8 mg ml—1) en solution dans du Na HCO, 0,71 M.Lorsgue le gel
est coloré en bleu, on introduit 2 ml d'une solution de KNO3
0,1 M. A l'endroit ol a migré la nitrate réductase,apparait une

bande blanche.

VI - ANALYSES IMMUNOLOGIQUES
1) Obtention  d'anticorps polyclonaux dirigés contre la

nitrate réductase du Siléne.

Une série de trois injections sous cutanées sont
effectuédes a une semaine d'intervalle chez des lapins (variété
Géant des Flandres). Chaque fraction contient environ 0,050 mg
de protéine enzymatique,émulsifiée par 1'adjuvant complet de
Freund. Une 4eme piglre de rappel est faite 1 mois apres la
3éme injection. Aprés 10 jours le lapin est saigné. Le sérum

recueilli est utilisé sans purification ultérieure.

2) Anticorps monoclonaux dirigés contre les nitrate

réductases: d'Epinard et de Siléne

L'immunisation de 3 souris Balb/c, menée selon la
méthode décrite par CIANFRIGLIA et al. (1983) est faite a l'aide
d'une fraction protéigue du Siléne,éluée d'une colonne de DEAE
Cellulose par du tampon contenant du NaCl 0,1 M. Elle est achevée
aprés 6 injections dont les cing premiéres sont intrapéritonéales
et la 6éme intraveineuse. La premiere fraction injectée contient
25 pg de protéine dans 0,25 ml d'un tampon phosphate 20 mM pH 7,5
auquel on ajoute un volume égal d'adjuvant complet de Freund;

Les 3 injections suivantes renferment chacune la méme guantité



de protéines et sont effectudes 4 des intervalles de 4 joﬁré.
Quant & la derniére pigfire intrapéritonéale, elle contient 75 pg de

protéines, elle est suivie d'une intraveineuse qui en contient
50 ug.

Aprés le sacrifice des souris, les rates sont perfusées
par 5 ml de milieu de EAGLE modifié par DULBECO et FREEMAN (1952) et les
cellules 'spléniques sont fusionnées en présence de polyéthyléne
glycol (PM : 4000 SERVA) avec des cellules d'un mydlome non se-
créteur H.G.P.R.T. de Balb/c (clone P; X 63 AG8 653 ; GALFRE et
MILSTEIN, 1981).

ILes cellules sont ensuitecultivées sur un milieu contenant
de 1'hypoxanthine, de l'aminoptérine et de la thymidine (KOHLER
et MILSTEIN, 1975), du serum humain et du serum de foetus de
veau & 20 %, du surnageant de culture de myélome 20 %, ainsi que
des macrophages (2.104 par ml de milieu) (LOVBORG, 1983).

Les clones positifs sont récupérés. Chaque clone est
dissocié et les cellules,aprés toute une série de dilutions, sont
cultivées en présence de macrophages,selon le protocole mis au
point par GALFRE et MILSTEIN (1981).

Les clones secrétant de l'antinitrate réductase sont
repérés par la méthode ELISA. Ils sont d'abord cultivés dans des
plaques comportant 24 puits qui contiennent 0,5 ml de milieu puis
dans des flacons contenant 2 ml de milieu. Lorsque les cellules
sé sont multipliées,on augmente peu a peu le volume dd milieu
de culture (jusqu'a 5 ml). Lorsque la souche s'est développée,
elle est multiplide en plusieurs exemplaires : les uns sont
utilisés pour la fabrication d'ascites, les autres sont congelés

et conservés dans de l'azote liguide.

L'une des méthodes les plus couramment utilisées pour
obtenir des anticorps monoclonaux en quantité relativement impor-
tante et surtout en concentrations élevées,passe par l'obtention

de tumeurs liquides (ascites).
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Des souris Balb/c recgoivent deux injections de 0,5 ml
de pristane (2, 6, 10, 14; tetramethyl pentadecane) ; la premieére
13 jours, la seconde 4 jours avant d'étre inoculées par la
souche. Le jour ou les cellules secrétrices sont injectées
(6 i 7.10° cellules),les souris recoivent une irradiation
de 400 rads (Irradiateur CIS & Cesium) (BRODEUR et LAROSEY
1984). Aprés 12 a 15 jours,l'ascite s'est développée ; les
souris sont sacrifiédes et le liquide contenant les anticorps

monoclonaux est ponctionné.

3) Réactions immunochimiques

Les anticorps sont alors essayés contre des fractions
purifides de nitrate réductase d'Epinard ou de Siléne, ou contre
des extraits totaux. '

a) Immunodiffusion_selon OUCHTERLONY:. (1949)

1,2 g d'agarose (IBF) sont dissous dans 100 ml de
tampon veronal HCl 15 mM pH 8,6, bouillant. La solution est cou-
lée sur des plaques de verre de 7,5 x 2,5 cm.Lorsque l'agar est solidi-
fié on creuse,a l'aide d'un emporte piéce de 2 mm, un puitscentral
et 6 puits périphériques qui peuvent contenir 0,008 ml de solution
chacun. L'antiserum est généralement déposé au centre et les dif-
férentes solutions d'antigéne & la périphérie. Les plaques sont
ensuite maintenues pendant 24 h dans une chambre humide, puis
-lavées pendant élusieurs heures par une solution de NaCl & 9 %o.
L'agar est ensuite amené a siccité totale et les protéines sont

colorées par une solution de bleu de Coomassie.

b) Immunoélectrophoreése_analytique_;_ selon GRABAR et
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WILLIAMS ¢ 1953)

Un puits est creusé dans de l'agarose coulé sur une

plaque comme il vient d'étre décrit précédemment. Environ Q,010 ml
d'une solution d'antigéne y sont déposés. On procede a une élec-
trophoreése & 4° C. sous un voltage de 6 V par cm (soit envi-
ron 36 Vv, pendant 90 a 120 min). Puis une gouttieére est creusée
et emplie d'immun-sérum, qui diffuse pendant 24 h. Les plaques
sont maintenues dans une chambre humide, puis lavées par du NaCl
34 9 %, puls séchées. Les protéines sont révélées par le bleu de

Coomassie.
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c) Immunoabsorption de llactivité enzymatigue
Des tubes Eppendorf regoivent 0,1 ml de la pféparation
enzymatique puis des quantités croissantes d4'immun-sérum de
facon a avoir un volume final de 0,3 ml par tube. Aprés un séjour
de 2 h & 4° C, les tubes sont centrifugés pendant 10 min. &
10.000 rpm dans une microcentrifugeuse..

100 pl de surnageant sont prélevés et utilisés pour
la mesure d'activité nitrate réductase in vitro décrite précé-

demment.

Des expériences de compétition entre formes actives et
inactives de l'enzyme pour les anticorps sont menées selon le
protocole suivant : & 0,100 ml d'enzyme actif sont ajoutés 0,050
ml d'extrait inactif puis 0,100 ml d'antisérum & des concentrations
croissantes. Le volume final est amené a 0,3 ml & l'aide de Na C1l a
9 %,. Les tubes sont maintenus a 4° C pendant 2 h puis centrifugés
a 10 000 rpm pendant 10 min dans une microcentrifugeuse
Eppendorf; ﬁn volume de 0,100 ml de surnageant est prélevé afin

de mesurer l'activité nitrate réductase.

d) Test ELISA (Enzyme linked immuno-sorption__assay)
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Les antigénes dissous dans du tampon phosphate 20 mM
PH 7,5 sont répartis dans les cupules en polystyréne de plaques
Nunc-immuno, 8 raison de 0,100 ml par cupule. Chaque dépdt contient
de 5 & 10 microgrammes de protéine purifide. On laisse s'effec-
tuer l'adsorption des antigénes sur les parois de la cupule pen-
dant une nuit & 4° C. Les protéines non adsorbées sont éliminées
par 3 lavages successifs avec du tampon phosphate, NaCl pH 7,2
augquel a été ajouté du Tween 20 (Tampon PBS-tween) selon les pro-

portions suivantes

NaZH PO4, 2H20 9,25 ¢
KH, PO, 3,06 g
NacCl 4,50 g
Tween 20 0,5 ml

Eau g.s.p.£. 1000 ml
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Puis on ajoute; dans chaque cupule 0,100 ml de la
solution d'anticorps a tester. La plagque est mise a 37° C pendant
1 heure. L'excés d'anticorps est ensuite éliminé par trois lava-
ges par le tampon PBS-tween. Sont ensuite introduits 0;100 ml
d'une solution a 10 % de sérum de mouton,contenant en outre des
anticofps anti-souris marqﬁés 4 la péroxydase (dilution 10—3).

La plague est entreposée a 37° C pendant 1 heure. Les anticorps
non fixés sont éliminés par 3 lavages avec du tampon PBS-tween.
On procede enfin 3 la mise en évidence de l'activité péroxyda-
sigque. Dans chague cupule sont ajoutés 0,100 ml d'une solution
contenant de 1l'orthophényléne diamine (10 mg dissous dans 1 ml de
méthanol absolu puis remis dans 99 ml d'eau) et de l'eau oxygénée

(0,030 ml d'une solution & 30 %).

Les plaques sont entreposées a 1'obscurité pendant
environ 20 min.. On ajoute enfin 0,025 ml de H2 SO4 8N dans chaque
cupule. La présence d'une activité peroxydasique est révélée par

l'apparition d'une coloration jaune-brun.

VII - DOSAGE DU NITRATE DANS LE MILIEU DE CULTURE ET DANS LE
MATERIEL VEGETAL.

" Le nitrate du milieu est dosé directement dans du milieu
dilué au 50éme ou au 100 éme a l'aide d'une électrode sélective
CORNING ou par la méthode de YOUNG (1973) qui consiste en une réduc-
tion quantitative du nitrate en nitrite par de la poudre de zinc

-métallique.

Les tissus végétaux sont lyophilisés. 200 & 300 mg de
matériel sont broyés, mis en suspension dans 6 ml d'eau distillée
bouillante pendant 15 min. On préléve 3 ml de la solution obtenue
et on ajoute 6 ml de NH4 OH 2,2 N et 90 mg de poudre de zinc.

Apres une agitation vigoureuse d'environ 3 min., le zinc est décanté
et 3 préleéevements de 2 ml sonteffectués afin de doser le nitrite

by

formé ,selon la méthode classique de dosage du NOE a 540 nm,

~



VIII - DOSAGE DES PROTEINES .

Les protéines végétales sont dosées selon la méthode
de LOWRY et al. (1951) dans les extraits totaux ou par la méthode
de SCOPES’ (1973) loréqﬁ'il s'agit de protéines partielle-
ment ou totalement purifiéeé.

a) Méthode de LOWRY

——— — — ——— — — — —— — ——— —

L'extraction est réalisée sur 100 mg d'échantillon
préalablement lyophilisé puié broyé. Si le matériel est chloro-
phyllien, la poudre est agitée dans 20 ml d'acétone & 80 % pendant
10 min., puis centrifugée a 10.000 g pendant 10 autres minutes.

Le culot est alors repris dans 10 ml d'acide trichloracétique

2 10 % et abandonné & 4° C pendant une nuit. Apres centrifugation
le culot (fraction acido précipitable) est remis en suspension
dans 10 ml d'éthanol & 80 %,saturé en acétate de sodium, pendant
10 min. Aprés une nouvelle centrifugation,il est remis en sus-

pension dans de l'éthanol absolu puis centrifugé de nouveau.

Le culot obtenu est séché et mis en présence de 5 ml
de NaGH 0,1 N pendant 30 min. a 80° C. Aprés centrifugation, le
surnageant est recueilli ; il contient les protéines qui sont

ensuite dosées a 750 nm en présence de réactif de Folin.

La teneur en protéines est déduite d'une courbe étalon
fabriquée 3 partir d'une solution mére de sérum albumine bovine
a 0,050 mg. ml-1.

b) Méthode de SCOPES

Elle a pour base l'absorption & 205 nm de la liaison
peptidique des protéines. Comme les résidus tyrosine et tryptophane
peuvent interférer légérement sur l'absorption, un coefficient
d'absorption spécifique (& 205) a été établi qui tient compte de

cette interférence

& 205 = 27 + 120 . (do 280) 31

(do 205)

[}
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Il s'ensuit qﬁe la concentration en protéines

est donnée par la formule
C (mg/ml) = do 205

& 205 31

1}
[eN)
(o]
[\
O
Ul

Les protéines sont dissoutes dans une solution de
K, SO, 0,1 M et de KH, PO, O,005 M, ajustée a pH 7 a l'aide de
KOH, de préférence dans des flacons en polyéthyléne qui adsorbent
moins que le verre. Afin d'éviter les phénoménes de diffusion de
la lumilre, il est recommandé de ne pas dépasser des absorptions
de 0,7 unités de d.o.

IX - ANALYSE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES
L'étude des ARN et des ARN polyadénylés (ARN poly a")
en particulier, nécessite l'emploi d'adénosine marquée au 1'4C.

1) Incorporation d'adénosine 14C.

Les cellules prélevées a différents stades de croissance,
sont filtrées sur un entonnoir de Blichner garni de deux couches
de papier filtre, puis remises en suspension dans du milieu neuf
contenant de 1l'adénosine 14C,(A.S. 46,5 uCi/mM) a raison de 10 uCi
ml-1. Dix grammes de cellules sont introduits dans 5 ml de milieu.
Toutes ces opérations sont menées en conditions aspetiques. Le
temps de marquage estde 1 ou 2 h, puis les cellules sont récoltées,

lavées par du milieu neuf froid et congelées dans l'azote liquide.

2) Extraction des ARN

Elle s'effectue en deux étapes selon les méthodes de
KIRBY (1965) et de SCHERRER et DARNELL (1962) gqui ont été utili-
sées conjointement. Les cellules congelées sont broyées dans un
mortier jusqu'a obtention d'une poudre fine qui est mise en
suspension dans un mélange composé de tampon A (Tris - HCl 20 mM
pH 7,2 contenant du NaCl 10 mM, de l'acétate de Mg 3 mM et du
macaloide 0,2 %) et de solution B (phénol distillé 100 g ; O,1 g
de 8 hydroxyquiﬁoléine ; 14 g de métacrésol ; 0,5 % de SDS ;
25 ml de tampon A).
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Par gramme de matieére fraiche, on ajoute 1 ml de
tampon A et 1 ml de solution B. La suspension est maintenue &
4° C et homggénisée pendant trois fois 15 sec. a l'aide d'un Ul-
tra-Turrax,utilisé a demi-vitesse. Une aliquote de la solution
est prélevée et observée en microscopie photonique afin de
vérifier que les cellules ont bien éclaté.

Apres centrifugation & 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. Aprés une nouvelle centrifugation, on procéde & 1'éli-
mination de la phase phénolique..Cette opération est renouvelée
- une troisiéme fois. La phase aqueuse est alors récupérée : elle
contient les acides nuéléiques "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 mM et du polyvinyl sulfate de potassium (0,C5 ng.
ml-T). Les liquides de lavage sont ajoutés a l'extrait précédent.

Le culot est ensuite mélangé dans de la solution B et

du tampon C (1 ml de chagque par g. de mati&re fraiche utilisde au

By

départ). Le tout est agité continuellement & 55° C pendant 3 min.
puis refroidi brutalement & - 35° C ,dans un mélange de glace pilée
et de méthanol. La phase phénolique est éliminée’ aprés centrifuga-
tion et on ajoute a la phase aqueuse un volume égal de chloroforme
contenant 1 % d'alcool isocamylique. Cette solution est de nouveau
agitée a 55° C pendant 3 min., refroidie a - 35°C puis centri-
fugée. La phase aqueuse recueillie renferme les acides nucléi-

ques "extraits a chaud". "L'extrait froid" contient les ARN
cytoplasmiques alors que l'extraction a 55° C permet l'éclatement
des noyaux et la récupération d'une fraction enrichie en ARN

nucléaires (MIASSOD, 1974).

3) Purification des ARN

Chague 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) a - 20° C

.

pendant une nuit. Aprés centrifugation & 3 000 g pendant 20 min.
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les culots sont lavés plusieurs fois par de 1'éthanol & 70 2

afin d'éliminer le phénol qui pourrait subsister.

Les acides nucléigques sont ensuite soumis a une série
de dissolutions a 4° C dans du tampon Tris-HC1l 10 ﬁmipH 7,6
contenant 10 mM d'EDTA, suivies de précipitation par de l'éthanol
absolu. Ces opérations sont effectuées jusqu'a ce que la radio-
activité d'une fraction aliguote, précipitée & 0° C par de l'acide
trichloracétique a 10 %, soit constante. A la solution d'acide
nucléique dans du Tampon Tris-HCl 20 mM pH 7,2 contenant du NacCl
10 mM, et de l'acétate de Mg 5 mM,est ajoutée de la desoxyribonuclé-
ase I (DNAse Boehringer 15 469). L'ADN est hydrolysé a 4° C pen-
dant 30 & 45 min. : 5 ug de DNAse sont utilisés pour 0,100 mg

d'acides nucléiques totaux.

L'enzyme est alors éliminée en ajoutant au milieu d'in-
cubation un volume égal de phénol et de chloroforme (1/1, V/V).
Les ARN contenus dans la phase aqueuse sont précipités par de
l'éthanol absolu froid puis fréctiénnés par chromatographie
d'affinité sur une microcolonne de Sepharose 4B, poly U (Pharmacia)

ou analysés en gradient de densité.
4) Chromatographie d'affinité

Le Sépharose (300 mg) est mis A gdnflér pendant quelques
heures dans du tampon Tris HCl 10 mM pH 7,6 contenant du NaCl
1 M, puis il est transvasé dans une colonne a double enveloppe
de 5 mm de diametre et lavé par environ 30 ml de tampon NETS, com-
posé de Tris HC1l 10 mM pH 7,6 contenant du NaCl 0,1 M, de
1'EDTA 0,01 M et du SDS a 0,2 %.

Les ARN dissous dans 1 ml de ce tampon sont déposés
au sommet de la colonne maintenue a 22° C. L'effluent contient les
ARN ne possédant pas de séquence polyadénylée (ARN poly A7). La

colonne est ensuite lavée par du tampon NETS jusqu'a ce que la

d.o lue & 260 nm soit nulle. Généralement 20 ml suffisent.
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L'élution des ARN poly A" est réalisée en amenant
la température de la colonne & 50° C et en modifiant la force:
ionique du tampon (ESNAULT et al.,' 1975). Les ARN polyadény-
lés sont en effet récﬁpérés dans 20 ml de tampon ETS (tampon
NETS sans NaCl).

S) Isolement et analyse des séquences pclyadénylées.

Les ARN retenus et non retenus par le sépharose poly (U)
sont traités séparément ; dissous dans du tampen Tris HCl 0,05 M
pH 7,5 contenant du MaCl 0,3 M, ils sont soumis & une hydrolyse

N

& 37° C pendant 40 min. par les ribonucléases A et T1. Les sé-
quences polyadénylées résistent a l'action de ces enzymes (LEE
et al.,b 1971 ; MENDECKI et al., 1972) puisque la RNAse A
s'attaque spécifiquement aux liaisons phosphodiester proches des
bases pyridiniques et que la RNAse T1 agit sur les liaisons proches
de la guanosine, Pour 0,100 mg d'ARN on utilise 0,040 mg de A

et 20 unités de T,. Le mélange d'incubation est ensuite déproté-

1
inisé en ajoutant un volume égal de phénol-chloroforme (1/1, V/V).
La phase agueuse est Prélevée et les molécules non dégradées sont

précipitées par de l'éthanol absolu & -20° C ou par de l'acide tri-
chloracétique froid a 10 %.

La radiocactivité de la fraction acidoprécipitable est
déterminée en présence de 10 ml de liquide de scintillation

(Instagel).

La fraction précipitée par de 1'éthancl est ensuite
soumise 3 une hydrolyse alcaline & 37° C pendant 18 heures par de
la potasse 0,3 N. Aprés neutralisation de l'acide acétigque 1N
des fractions aliguotes sont chromatographiées sur du papier
Whatman n° i pendant 15 h par un mélange d'acide isobutyrique-
ammoniaque 0,5 N (10/6, V/V) qui permet d'isoler l'adénosine
monophosphate (AMP) ou pendant 24 h par du n butanol-ammoniaque
0,1 N (6/1, V/v) qui isocle l'adénosine.

Les chromatogrammes sont séchés,puis découpés en frag-
ments de 1 cm et introduits dans des fioles a scintillation, con-
tenant 10 ml de Lipoluma. Aprés 12 h de contact, le comptage de

la radiocactivité se fait dans un compteur & scintillation liguide
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Intertechnique ABAC SL 40.

6) Analyse des ARN en gradient linédaire de densité.
Un gradient linéaire de 5 ml de saccharose de 5 &
20 % est confectionné dans du tampon Tris HCL 20 mM pH 7,5 conte-
nant de 1'EDTA 10 mM, du NaCl 350 mM et du SDS 0,2 % (BUCKINGHAM
et . al., 1976).

L'ARN & analyser(i unité de d.o. 260 nm dans 0,150 ml) est
déposé au sommet du gradient puis centrifugé a 20° C a 180.000 g
(rotor SW65 L Beckmann 50.000 rpm)dans une centrifugeuse ‘
Spinco LZ 65 B (Beckmann). Puis des fractions de 0,150 ml sont
collectées et analysées dans le systeéeme ISCO UAS.

De chaque fraction,on préleve 0,030 ml qui sont mélan-

gés & 5 ml d'Instagel afin de mesurer leur radioactivité.



RESULTATS

89



Evolution des ARN au cours de la

croissance des cellules de Siléne.
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I - ANALYSE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES DES CELLULES DU SILENE.

Le cycle de croissance de la suspension cellulaire
de Siléne 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 immédiate 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 fidelement la courbe de crois-

sance cellulaire ({(figure 1). La teneur en ARN d'une cellule
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Fiaure 1 : Croissance et temeur en ARV d'une suspension cellulaire

du Sildne cultivée pendant 14 §.
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Cae calcul est fait de la facon sutvante :

MF (J * 1) = MF (J) X 100
MF (J)

MF = masse de matidre fratcha
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. , A . 6, .
ou ce qui revient au méme, d'un nombre £ini de cellules (107},
tend vers un maximum au 4e jour de la culture puis décroit

régulieérement & la phase stationnaire (figure 2). Cette valeur
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culture.

{Les résultats sont exprimés en ug de phosphore

pour 105 cegllules).

maximale correspond au moment ol les cellules sont petites,
riches en cytoplasme, et ou les vacuoles sont peu développées ;
l'index mitotique est le plus élevé et certaines divisions cel-
lulaires semblent synchronisées (figure 3). L'introduction de
phosphore radiocactif 32P dans le milieu de culture, 30 minutes
avant chagque prélevement,permet de suivre 1'incorporation du
radio-élément dans les acides nucléiques et dans les ARN en
particulier. L'évolution de l'activité spécifique rend compte
des synthéses des acides ribonucléiques dans les cellules tout
au long de la culture. Ces biosyntheses sont particulierement
importantes dans les premieres heures (6eéme h.) gqui suivent

le transfert des cellules dans du milieu neuf, puis au 3éme et
4&me jour, peu avant que.le taux de croissance cellulaire n'atteigne

son maximum (figure 4 a et b).
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TABLEAU 1

Activicés spécifiques des ARN extraits i 4° € (excraic 1) ec

a 55° C (excraic 2) aprés 6 h. et 3 j. de culture.

Durée de la

culture extraic 1 extraic 2

6 cpm A 260 AS cya A 260 AS

473 251 10,4 43 504 72 760 0,54 134 243
3 i. 467 750 8,33 56 152 45 018 0,45 94 940
excraits | + 2
cpm A 260 AS
& n. 546 011 10,94 43 900
3. 512 768 8,8 58 348

Les valaurs da la radicactivitd (epm) av de l'adsorpance a 260 nm
(A 280) sont rapporztdes 2@ I g da cellules. L'activité spéoifigque
(RG) est la rappors de la radioactivitd & l'’absordance.

Les cellules sonr culsivdes sur un milteu new; pendant 4 2. ou

70 h., puis l'adénosine st iatroduita aseptiquement. La durde

de marquage esc da 2 h.
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igure 5 : Fracsionnement des ARN par carcmatographie &'affintcd

sur colonne da 549&&?0:: poly (U).
1 ml da lc solurion d'ARY (320 ug) est déposé au

sommet da la colonne maintanua d 20° C ¢r contanant
300 mg de Séprarose 48 poly (U) (Pharmacial. la
colonna a8t lavée par 1§ ml ce sampon NETS ("filtracz”).
La tempércsure deé la colonne ssc cmenda & $0° ¢ et

. i'¢lution da la Fracsion retenue [ $) sa fats par

10 ml da tampon ETS.
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A 1l'époque ol cette étude a été menée, 1l'interét
d'une analyse plus détaillée de la nature des ARN synthétisés
3 ces deux stades de la culture. était d'autant plus grande que
l'existence d'ARN polyadénylés venait d'étre montrée dans les
cellules de végétaux supérieurs (VAN DE WALLE et al., 1973 ;
DELSENY et al., 1974 ; ESNAULT et al., 1975 ; CELLA et al.,
1976). L'adénosine 14-C constituait donc un précurseur radio-
actif privilégié dans 1l'étude des synthéses d'ARN. Nous avons
alors utilisé une méthode d'extraction thermique séquentielle
gui permet l'obtention de deux populations moléculaires, loca-

lisées dans des compartiments cellulaires distincts.

Les résultats reportés dans le tableau 1 montrent que
la teneur globale des ARN extraits "a froid" et & "chaud" n'est
pas trés différente pour des cellules de 6 h. ou de 3 j. Par
gramme de matériel frais on n'observe qu'une différence de
2 unités de densité optique mesurée i 260 nm, ce qui corres-
pond & environ 0,08 mg 4'ARN soluble de levure. L'incorporation
de l'adénosine est cependant légérement plus importante dans
les cellules de 3 jours, ce qui laisse supposer que la synthese
des ARN considérés globalement est un peu plus active. Les va-
leurs des activités spécifigques sont cependant trés proches.
Pourtant & chacun des stades de la culture, la mesure des ac~
tivités spécifiques des ARN extraits a 4° C ou a 55° C revele
des différences nettes (tableau 1). L'incorporation est toujours
plus importante dans la population moléculaire extraite "a chaud”
que dans celle extraite "a froid" ; enfin elle est plus élevée
3 6 h. qu'a 3 j.,alors que pour les ARN extraits a 4° C c'est
l'inverse qui est observé.

L'adénosine estrelle incorporée dans tous les types
d'ARN ou l'est-elle préférentiellement dans les ARN poly A’
qui représentent une part importante des ARN messagers (DARNELL
et al., 1971) ? La chromatographie sur Sépharose poly (U) des
ARN totaux qui permet de séparer cette fraction messageére
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(£igure 5) apporte une réponse & cette question (tableau 2).

TABLEZAU 2

Chromactographie sur colonne de Sépharose poly(U) des ARN extraits 3 4* € et 3 55° C,

de cellules 3gées de 6 h. ou de 3 j.
exgraic 1 extraie 2
cpm A 260 AS cpm A 260 AS

Filcrat 1 001 950 20,7 48 500 797 400 8,31 95 956
Eluat 257 700 1,9 137 074 154 900 0,323 292 264

5 h. (20,4 %) (8,2 2) (16,3 ) (6 2)
Tocal 1 261 650 22,58 55 874 952 300 8,84 107 726
Filerac 357 600 7,56 47 300 213 750 2,02 105 816
Eluac 84 240 Q,45 142 745 63 900 0,30 213 000

3

’ (15,2 %) (5,6 2) (23 (13

Total 421 840 8,01 52 664 277 650 2,32 119 676

Des aliquotes de 1 ml contenant les ARN exztratits & 4° C ou d §5° C sont déposées au

sommet d'une colonne de Sépharcse poly(U).
Les nombres entre parenthidses corvespondent dux pourcentages par rapport auz totaux.

Aprés 6 h. de culture, la proportion d'ARN poly -
dans les 2 types d'extraits rassemblés est de 7,7 % alors que
celle de la radiocactivité est de 18,6 %. La valeur de l'acti-
vité spécifique est de 169.794. Quant aux ARN poly A  qui ne
sont pas retenus par les séquences poly (U) de la colonne et

s

qui par conséquent filtrent a travers le Sépharose, leur acti-

vité spécifique est 61,902 soit 2,75 fois moindre.

Des valeurs sensiblement identiques se retrouvent
dans les cellules 4gées de 3 j. Les ARN polyadénylés représen-
tent-en effet
la radicactivité incorporée et leur activité spéeifique est
de 170.853 soit 2,9 fois celle des ARN poly A  (AS : 59 640).

Par ailleurs la valeur des activités spécifiques des
ARN poly A" retenus sur la colonne et qui pour étre récupérés

doivent &tre élués,varie selon gue l'extraction a eu lieu

7,26 % de 1'ARN total, ils contiennent - 18,3 % de
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a 4° C ou & 55° C (tableau 3). Elle est en effet double dans les
extrailts chauds mais pratiquement identique que les cellules

aient 6 h ou 3 j. De la méme facon,l'incorporation de 1l'adénosi-
ne dans les molécules polyadényléés extraites a 4° C est sembla-
ble quel que soit le stade auguel les cellules ont été prélevées.

TABLEAU 3

+ -
Activités spécifiques des ARN poly A et poty A des extraits
1 et 2 de cellules de 6 h. et de 3 j.

extrait 1 + 2

A 260 cpm AS

poly &7 2,43 (7,7 2) 412 600 (18,6 %) 169 794

6 h. o1y 4T 29,1 1 801 350 61 902
Total 31,42 2 213 950 -

poly &7 0,75 (7,26 %) 128 140 (18,3 7) 170 853

3 j. poly A 9,58 571 350 59 640
Total 10,33 699 490 -

Les nombres entre parenthéses donnent legs pourcentages par

rapport aux absorbances ou radicactiuitds totales des ex~
traits.

L'hydrolyse des ARN poly a’ par la ribonucléase pan-
créatique A et la ribonucléase T1 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 T1 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 séguences polyadényliques. La radiocac-
tivité retenue correspond, chez des cellules de 6 h. au tiers
de l'adénosine incorporée dans les ARN polyadénylés extraits

",

"y froid" ou "a chaud". Dans les cellules de 3 j. elle n'en



représente que le quart (tableau 4). Or,nous avons. vu pré-
cédemment que la proportion des ARN poly A" était sensiblement
édquivalente quel que soit le stade auquel les cellules étaient

prélevées.

TABLEAU 4

Chromatographie sur colonne de Sepharose poly (U) des séquences poly

adényliques

extrait 1 extrait 2
Radiocactivité
totale 634 500 90 100
6 h. Filtrat 406 900 59 600
Eluat 227 600 (36 Z) 30 500 (34 Z)
Radiocactivité
totale cpm 110 900 90 200
3 3. Filtrat : 81 200 67 200
Eluat 29 700 (27 %) 23 000 (25,5 %)

Les fractions précédemment retenues sont hydrolysées 4@ 37° C pendant 45 min. par
les RNAses A et T, puis déproténéisées d l'atde d'un mélange phénol/chloroforme
(V/Vipuis chromatographiées sur colonne de Sepharose poly (U).
Deux hypothéses peuvent étre envisagées : ou bien

la séquence polyadénylique est plus longue dans les ARN poly a’
de cellules de 6 h., ou bien le turnover de l'adénosine y est
plus élevé. Nous avons donc mesuré la taille moyenne des
fragments polyadénylés. L'éluat des colonnes de Sépharose poly
(U) est précipité par de l'éthanol absolu froid en présence

de 0,2 mg 4'ARN soluble de levure qui sert d'entraineur de la
précipitation. Aprés centrifugation,le culot est soumis & une
hydrolyse alcaline qui va libérer de 1'AMP qui est le nucléo-
tide intracatenaire et l'adénosine qui est le nucléoside
terminal. La quantité de molécules d'adénosine équivaut donc

au ncmbre total de chaines polyadénylées. Le rapport AMP/adéno-
sine traduit la longueur moyenne des chaines.
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Le tableau 5 montre d'abord que 1'AMP représente
effectivement de 93 & 98 % de la radioactivité des fragments
polyadényliques dont la taille moyenne est d'environ 130 nu-
cléotides dans les ARN de cellules de 6 h. ainsi que dans ceux
extraits "a froid" de cellules cultivées pendant 3 j. Lorsque,
dans ces dernidres, l'extraction a été effectuée "a chaud",

les séquences poly A ne renferment plus en moyenne qﬁe 90 nuclé-
otides.

TABLEAU 5

Chromatographies de l'hydrolysat des séquences poly A.

Extrait 1 X Extrait 2
Durée de solvant 1 solvant 2 solvant 1 solvant 2
la culture
Radioactivité 25 830 25 726 14 362 14 722
appliquée (cpm)
AMP 25 638 - 14 200 (99 2) -
6 h. Adénosine (cpm) - 192 (0,75 %) - t14 (0,77 Z)
Taille moyenne y 126
(nombre d'AMP) 33
Radioactivicé 39 622 57 233 10 102 13 732
appliquée (cpm)
AMP (cpm) 38 028 (98 ) - 9 420 -
3 Adénosine (cpm) - 435 (0,75 2) - 143 (1 %)
Taille moyenne
(nombre d'AMP) 127 90
Le gystéme solvant 1 isole l'AMP, le solvant 2 i'adénosine. !!l]

La taille moyenne de la séquence poly A est calculée par la rapport

AMP (cpm) radioactivité totale appliquée dans le solvant 2
Adénosine (cpm) radicactivité totale appliquée dans le solvant 1

X

Enfin si les ARN de transfert et les ARN ribosomaux
légers et lourds sont caractérisés par des valeurs définies de
leur constante de sédimentation, l'ensemble des ARN messagers
polyadénylés ou non se distingue par son caractére hétérodis-
perse. Cela signifie qu'ils se répartissent trés largement
dans un gradient linéaire de densité.

Nous avons donc procédé a des centrifugations en
gradient de saccharose (5 a 20 %) 4'ARN totaux et 4'ARN poly
+
A extraits "a froid" et "a chaud" de cellules de 6 h.
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Figure 6 : Répartition des ARN totaux (a - b) et des ARN poly 4% (e - d) de celiules de 6 h. aprés

centrifugation en gradient linéatire de saccharose.

Les échantillons & analyser (environ 14 2 unttés A 260 dans 150 ul) sont déposés au

sommet d'un gradient de 5 ml de saccharcse (5§ & 20%). La centrifugation s'effectue d
20° ¢ pendant 3 h. & 180 000 g (50 000 rpm rotor SW65L Beckman).
L'élution est fatte par un dispositif ISCO et l'absorbance mesurée dans une unité de

lecture UAS. Des fractions de 150 ul sont prelevées pour la mesure de la radicactivité.
a et ¢ : extraction d 4° C

b et d : extraction 4 55° C
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Figure 7 Répartition de la radioactivité d'ARN poly A% de cellules de 3 J. aprés centrifugation

en gradient lindaire de densité (180 000 g, 3 h.j.

(meemem] radioactivité en cpm des molécules extraites "d froid"

s {....) radiocacti-
vité en cpm de caelles extraites "d chaud”.
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Ia figure 6 résume les résultats obtenus. Les pro-
fils de l'absorbance a 260 nm des ARN extraits & 4° C ou &
55° C présentent 3 pics : le premier correspond aux ARN
de transfert 4 S et a 1'ARN ribosomal 5 S qui pénétrent
peu dans le gradient, alors que les deux autres se rapportent
aux ARN ribosomaux 18 et 25 S. Lorsque l'extraction a été
effectuée a 55° C,-la séparation des ARN 18 et 25 S est moins
nette et le pic correspondant a l'espece la plus lourde est peut
étre contaminé par la présence de molécules plus lourdes.

Les courbes de radiocactivité des ARN extraits "a&
chaud" ou "a froid" différent par contre plus nettement.

Pour les espéces moléculaires extraites a 4° C, la
radicactivité est fortement marquée au niveau des ARN 4 et 5 S
ainsi que des composants ribosomaux 18 et 25 S (figure 6 a).
Pour les ARN extraits "a chaud" le marquage se retrouve dans
tout le gradient,mais surtout dans les espéces moléculaires qui

se situent entre 15 et 25 S (figure 6 b).

L'analyse des ARN poly a® correspondants démontre
leur caracteére hétérodisperse (figure 6 c, d). La plupart se
répartissent autour de la valeur 18 S lorsqu'ils ont été ex-
traits "a froid", alors gqu'ils migrent un peu moins loin dans
le gradient s'ils ont été obtenus "a chaud". Le grand pic d'ab-
sorbance i 260 nm correspond a 1'ARN soluble de levure qui
est utilisé comme entraineur de la précipitation des ARN poly-

adénylés.

Ce décalage entre les distances de migration des
ARN poly A" extraits a des températures différentes se retrouve
lorsque les cellules ont été prélevées aprés 3 j. de culture

(figure 7).
Ce résultat pourrait étre 1la conséquence d'une

dégradation des ARN poly At et plus particuliérement de la
séquence polyadénylique au cours de l'extraction & 55° C.
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Figure § : Répartition, aprés centrifugation en gradiant linéaire de densité (180.000 g, 3 h.)

de la radioactivité des ARN totauz (a - b) et des ARN poly AY extraits de facon
séquentielle d pd 7,2 et 9, de cellules de 6 h. (e =d)

a et d : extraction d pH 7,2

b et ¢ : extraction d pH 9
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Nous avons alors adopté une méthode d'extraction a 4° C basée
sur l'emploi successif de deux tampons dont l'un est proche

de la neutralité (pH 7,6) et l'autre nettement alcalin (pH 9)
(BRAWERMAN et al., 1972). Les ARN poly A" ainsi obtenus peu-
vent posséder des séquences polyadényliques de taille iden-
tigue quel que soit le pH du tampon (ESNAULT et al., 1975) ou
au contraire différente. Dans certains cas le segment poly A

est en effet plus court dans les ARN extraits a pH 7,6
(BRAWERMAN, 1973).

Appliqué a des cellules de Siléne prélevées apres
6 h de culture ce procédé a abouti & des résultats identiques

& ceux obtenus par la méthode d'extraction thermique séquentiel-
le.

La figure 8 montre en effet que les ARN poly A,obtenus
& pH 9,se répartissent sensiblement de la méme facon dans le
gradient de saccharose que ceux extraits & 55° C. Dans les
cellules du Siléne, la différence de migration des deux popula-
tions 4d'ARN poly A" dans un gradient de saccharose n'est donc
apparemment pas liée a une dégradation de la séquence polyadé-
nylique par la température. Par contre,la comparaison des profils
de radioactivité des ARN totaux ,extraits & pH 9 ou & 55° C,revele
une différence tres nette de leur répartition en gradient de
densité (figure 6 b, 8 b). L'extraction & chaud entraine en
effet la disparition plus ou moins prononcée des ARN légers
(4 et 5 S) ainsi gue de 1'ARN ribosomal 25 S. Ou bien,les deux
procédés entrainent des espéces moléculaires différentes parce
que la force ionique du tampon pH 9 est supérieure & celle du
tampon utilisé a 55° C, ce dernier contenant de l'acétate
de sodium 10 mM alors que le premier renferme du Tris 100 mM,
ou bien,l'accroissement de température provogque une hydrolyse de

certains types de molécules.
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II - DISCUSSION

Avant de comparer nos résultats & ceux cités dans la
littérature; il nous a paru utile de faire le point sur le
rdle joué par la ségquence polyadénylée des ARN nucléaires ou

cytoplasmiques.

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 trés souvent de l'étude
de cellules animales et dont on trouvera le détail dans LEWIN
(1980) et BRAWERMAN (1981).

1) La séguence polyadénylée des ARN hétérodisperses
nucléaires et des ARN messagers.

La transcription des génes par 1'ARN polymérase II

nucléoplasmique genére une longue molécule d'ARN hétérodisperse

(ﬁn RNA) dont la synthése est trés rapide puisque 5.000 nucléo-
tides peuvent étre transcrits en moins d'une minute. Cette
molécule va subir une série de transformations séquentielles
qui constituent la maturation. Parmi ces événements figure
l'addition d'une séquence polyadényléde 3 l'extrémité 3' de
certains hn RNA. Cette polyadénylation s'effectue nucléotide
apres nucléotide; il n'existe, en effet, aucun réservoir de
segments poly A libres ; elle compte parmi les événements lents
de la maturation et n'interviendrait qu'aprés un certain délai,
une fois la transcription achevée.

Le poly A des hn RNA nucléoplasmiques: a une taille
moyenne sensiblement identique,dans les différentes catégories

de molécules natives,et représente de 0,5 2 1 % du hn RNA total.

La présence de séquences polyadényliques & l'extré-
mité 3' des ARN messagers a également été montrée; la encore
la longueur moyenne serait constante et indépendante de la taille

du messager. Les fragments poly A peuvent, du fait de leur
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résistance a4 la ribonucléase pancréatique A, étre isolés et
analysés en gradient de densité : leur constante de sédimenta-
tion, légérement inférieure a celle des ARN de transfert 4 S, est
identique quelle que soit leur origine ; ils seraient constitués
d'environ 200 nucléotides.

Le turnover des segments poly A a été beaucoup étudié.
Dans le cytoplasme quelques nucléotides (une dizaine au maximum)
peuvent s'ajouter, cependant on assiste plutdt & un raccourcis-
sement au cours du vieillissement de 1'ARN messager. Ce phénoméne
ne modifie pourtant pas la capacité de traduction des messagers
puisqu'il se rencontre dans des cellules dont la synthese protéique
a été inhibée. Enfin la traduction d'ARN poly A" natifs est
semblable a celle de "vieux" ARN poly A" dont la séquence polyadé-
nylée a été raccourcie. La longueur du segment terminal ne semble
donc pas influencer la capacité de traduction "in vitro". Par
ailleurs cette diminution de la taille du poly A n'affecte pas
tous les ARN messagers de la méme facon : chez le Lapin ou la
Souris le poly .A des ARN messagers natifs de la globine compte
environ 150 nucléotides, alors que celui isolé de cellules sangui=-
nes matures se répartit en trois classes discrétes de 40, 60
ou 100 nucléotides. Le pourquoi de ce raccourcissement, éven-
tuellement sélectif, reste inexpliqué

Comme la longueur moyenne du poly A des m RNA et des
hn RNA est sensiblement identique,on a pensé que le hn RNA était
le précurseur des messagers conservés et transportés dans le
cytoplasme. Cette hypothése est corroborde par de nombreuses
expériences effectuées avec des inhibiteurs métaboliques :
la cordycépine qui est analogue de l'adénosine,bloque la réac-
tion de polyadénylation sans modifier la transcription, mais
elle empéche l'apparition d'ARN messager marqué dans le cyto-
plasme. Le DRBﬁinhibe la synthése de hn RNA d'environ 70 & mais
celle des ARN messagers de 95 %.

* DRB : 5,6 dichloro=-1-B-D ribofﬁranosyl benaimidazole, inhibiteunr
de la synthése des hn RNA et des mRNA.
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Ces observations plaident en faveur d'une relation
précurseur - produit,entre "hn RNA et ARN m,dans laquelle la
polyadénylation joue un réle, sans qu'il soit possible de le
définir. Chez certaines cellules animales, 50 % des hn RNA
seraient dégradés dans le noyau et moins de 10 % se retrouvent
dans 1'ARN messager poly A. Comme le taux de hn RNA poly a’
est souvent voisin de celui des m RNA.gﬂy'A+, l'hypothése selon
lagquelle la majorité des séguences polyadénylées sont conser-
vées pour favoriser le transport des messagers dans le cyto-
plasme est séduisante. Mais comment expliquer alors la présence
et le transfert 4'ARN poly A~ dans le cytoplasme ? Environ 30 %
des messagers non polyadénylés sont des précurseurs d'histones
et la fraction restante ne semble pas provenir de molécules
polyvadénylées qui auraient, perdu leur séguence poly A terminale.
En effet,le profil de migration en gradient de densité des m
RNA poly A est identique & celui des m RNA poly A" (maximum &
16 S chez les mammiferes et 22 S chez 1l'Oursin). Le traitement
des polyscmes par la puromycine permet d'obtenir deux popula-
tions messagéres, l'une poly Af, l'autre poly A’ qui sont tou-
tes deux capables de synthétiser des protéines et dont la
stabilité est identique. Ces deux types de molécules pourraient
alors représenter des séquences totalement différentes. .
L'utilisation de sondes moléculaires connues G'ADN complé-
mentaire (cDNA),issu de la transcription reverse de messagers,
et,l'analyse comparée des électrophoréses des protéines tra-
duites "in vitro",ont montré gue 1'ARN m poly A~ est un sous
ensemble de 1'ARN m poly A". Les deux types d'ARN synthétisent
des protéines identiques, mais ceux qui sont polyadénylés en

produisent plus.

Les ARN poly A ne peuvent-ils cependant contenir
des séquences absentes des ARN poly a* 2 ra question n'a

apparemment pas recu de réponse satisfaisante.
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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 réle du segment polyadé-

nylé.

Ainsi les messagers de la globine peuvent é&tre
poly A" ou poly A . L'incorporation des uns et des autres dans
des oocvtes de Xénope,utilisés comme systéme de traduction
"in vivo",conduit & des résultats différents : les ARN poly A
ne synthétisent plus de globine 20 h aprés leur injection,
alors que les ARN poly A% en fabriquent encore. Ceci témoignerait
en faveur d'une stabilisation de la molécule messagéré par le
poly A.

En conclusion, on voit donc que les résultats sont
souvent contradictoires et qu'ils varient selon les systémes

d'analyse utilisés ou les espeéces étudiées.

Il semblerait, mais de nombreuses expériences de
vérifications sont nécessaires, que la ségquence poly A jouerait
deux rbdles.

D'abord, elle pourrait intervenir, au moins partiel-
lement dans le contrdle de la stabilité des molécules messa-
geres cytoplasmiques, en les préservant de l'intervention
d'endo-ou d'exonucléase. Ce r8le protecteur pourrait étre
assuré par une liaison poly A - protéine. Si la dégradation
de 1'ARN m cytoplasmique exige 1l'ablation dJde la séquence
poly A, un processus de contr8le devrait opérer. Or une protéine
cytoplasmique soluble capable de se lier & la protéine attachée
au poly A a été mise en évidence. La perte de la séquence
polyadénylée pourrait aussi étre 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



faudrait alors abandonner 1'idée d'une relation entre raccour-
cissement du poly A et stabilisation de 1'ARN messager. Etant
donné que certains messagers,comme ceux des histones par
exemple, ne sont pas polyadénylés , il faut bien admettre l'exis-
tence d'un autre processus de stabilisaticn de ces molécules.

Pour ce qui est des ARN nucléaires, le poly A joue
sans doute un rdle de protection des molécules qui l'ont acquis,
alors que les autres seraient détruites au cours de la matura-
tion. Mais on peut également attribuer une autre fonction & la
séquence poly A : elle participerait a la sélection des régions
terminales 3' des chaines 4'ARN messager durant leur genése
dans le noyau. Cette hypothése résulte de 1l'étude de la matu-
ration de 1'ARN messager viral : les régions transcrites de
1'ADN sont polycistroniques, si bien que l'excision libére plu-
sieurs extrémités 3' mais un seul fragment donnera naissance
& un messager. La maturation est donc trés spécifique puisque
un seul site de terminaison 3' accrochera du poly A. Ce dernier
pourrait également participer & l'épissage de l'extrémité 3' au
reste de 1'ARN messager excisé. Il est édvident que les mécanismes
moléculaires qui interviendraient au cours de tous ces rema-

niements éventuels restent inconnus.

2) ARN polyadénylés et séquences poly A des cellules

végétales.

Comme pour les suspensions cellulaires d'Arachide
(VERMA et MARCUS, 1974) ou de Rose (RAMAGOPAL et al., 1977) le
transfert de cellules de Siléne, prélevées pendant la phase
stationnaire/dans du milieu neuf entraine un accroissement de
leur taux d'azote protéique (DUBOIS et al., 1976) qui culmine
vers le 3éme ou 42me jour de culture. C'est & ce meoment gque
leur index mitotique est le plus élevé et que leur cytoplasme
est le plus dense. En méme temps intervient une synthése im-
portante d'ARN dont 7 % est polyadénylé et représente vraisem-
blablement une fraction messageére. Comme 18 % de la radioacti-
vité incorporée s'y retrouve (Tableau 3), son activité spéci-
fique est élevée, ce qui signifie ou bien une synthése active

de ce type d'ARN ou bien un taux de renouvellement rapide de
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la séquence polyadénylée indépendamment du reste de la molécule.
La stabilité des ARN messagers est généralement tres grande
chez les végétaux et chez les graines en particulier ou,certains
messagers seraient transcrits lors de la maturation de la graine
puis stockés . L'imbibition puis la germination entraine une
modification de l'expression génique (MARCUS et al., 1975 ;
WALBOT et «al., 1975 ; DELSENY et gal1., 1975) et certains ARN
messagers, mis en réserve, seraient traduits en méme temps que des messa-
gers nouvellement transcrits (DELSENY et al., 1980). De tels
éveénements ont aussi été décrits dans des tissus de Soja
transplantés dans un milieu riche en cytokinines (FOSKET et
TEPFER, 1978). L'introduction des téchniques de chromatographie
d'affinité a permis la séparation des ARN messagers poly A’

et 1'étude de la durée de vie de la molécule entiére ou de la
séquence poly A. Chez le Radis, 60 % du poly A a une durée de
demi-vie d'environ 30 min., alors que pour les 40 % restants

elle est de 4 a 5 heures ; cependant la disparition de 1la
séquence polyadénylée ne modifie en rien la capacité de tra-
duction in vivo de 1'ARN messager (DELSENY et al., 1975).

Ce qui signifie que la présence du fragment polyadénylique
n'est pas nécessaire a la traduction, fait bien connu chez les
cellules animales. De plus,le taux de renouvellement du poly A
est indépendant de celui du reste de la molécule messagdre :
par des marquages par l'uridine tritiée qui s'incorpore dans

la partie non polyadénylée de la molécule, ou par l'adénosine
14C, on a en effet montré que le renouvellement du fragment
poly A est trés rapide, sa durée de vie étant inférieure i
une heure (ASPART et al., 1979 ; DELSENY et al., 1980),

Cette disparité de la longevité des différents
ARN poly A" ou du poly A par rapport au reste de la molécule
se retrouve dans des suspensions cellulaires : dans les
cellules de Soja, coexistent des ARN poly A’ dont la durée
de vie est bréve (moins d'1 heure) et d'autres pour lesquelles
elle est de 4 a 5 heures (SILFLOW et KEY, 1979). Cependaﬁt,
si le renouvellement des molécules poly-adénylées se déroule
tant dans le noyau que dans le cytoplasme des cellules ani-
males, rien de tel n'a été mis en évidence dans le régne
végétal. ~
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La mise en culture de cellules de Siléne provoque
une synthése d'ARN dés la 6éme heure. La teneur et l'activité

spécifique des espéces polyadénylées sont identiques a celle des
ARN poly A+ de cellules de 3 j. (tableau 3).

Dans d'autres suspensions cellulaires,la culture
de cellules prélevées en phase stationnaire provoque un accrois
sement du nombre de polysomes pendant la phase de latence
(VERMA et MARCUS, 1974 ; CELLA et al., 1976). Chez la Rose, le
contenu en polysomes croit graduellement pendant la phase
exponentielle de croissance puis diminue progressivement
(RAMAGOPAL et al., 1977). Pourtant la synthése d'ARNm n'est
guére modifiée au cours du cycle de culture, alors que celle
de 1'ARN ribosomal varie beaucoup (RAMAGOPAL et MARCUS, 1979).

Les cellules de Siléne semblent répondre de la méme
fagon puisque 1'ARN poly A" est constant au cours de la culture
en effet le taux de molécules polyadénylées, de cellules pré-
levées en fin de phase stationnaire et remises dans leur mi~
lieu de culture auquel a simplement été ajouté de l'adénosine
14C pendant 2 heures, est toujours d'environ 7 %. (Comme ce tyr
d'expérimentation n'a été réalisé que deux fois, nous ne l'avor
pas fait figurer dans nos résultats). La synthése précoce d'ARD
pourrait donc bien correspondre a celle d'ARN ribosomaux ou
d'ARNm poly A . L'intervention d'une synthése d'ARN précédant
la réplication d'ADN a été montrée dans des racines ou des
embryons de Féve (JAKOB et BOVEY, 1969 ; FUKUEI et al., 1977).
Un remaniement de la distribution des ribosomes s'observe
au cours de la culture de cellules de Soja : au cours de la
croissance tous les ribosomes se retrouvent dans les polysomes,
alors gqu'en phase stationnaire 45 % des ribosomes sont libres.
Le potentiel de traduction s'accroit donc avant méme que 1'ADN
ne se réplique. Pourtant aucune protéine spécifique n'a pu
étre mise en évidence a aucun moment du cycle de croissance
(FOSKET, 1981). Si dans les cellules de Siléne, un surcrolt
d'ARNm . est transcrit a la 6eéme heure de culture, il est
sans doute essentiellement poly A~ et code pour. des histones ou

d'autres protéines. Comme dans les cellules animales, 1'ARNm
P
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des végétaux peut en effet &tre bimorphique (GALAU et al.,
1981).

Que la quantité d'ARN poly a’ n'augmente pas au début
de la mise en culture, peut surprendre puisque les cellules se
trouvent plongées dans un milieu contenant une substance de.
croissance qui est - consomrée au cours de la croissance de
diverses suspensions cellulaires (LEGUAY et GUERN, 1977 ;
DUBOIS, 1980). La teneur en ARN poly AT est souvent stimulée par
les hormones comme le 2,4 D,qui accrolt le taux d'ARN poly a®
d'hypocotyles de Soja (ZURFUH et GUILFOYE, 1982),ou l'acide
gibbérellique,qui augmente la quantité 4'ARNm poly A" de cou-
ches a aleurone de 1'Orge (JACOBSEN et ZWAR, 1974 , HIGGINS et
al., 1976).

Cette différence de comportement des cellules de

Siléne vis a vis de l'hormone pourrait bien étre lide a leur
perte d'aptitude a la différenciation. Le segment polyadénylé
comprenant environ 130 nucléotides présente une longueur
moyenne constante sauf pour les molécules extraites & 55° C de
cellules de 3 jours. Cette longueur est identique a celle
calculée dans d'autres matériels : le poly A d'ARN extrait de
cals de Riz compte entre 100 et 150 nucléotides (MANAHAN et
al., 1973), celuil provenant de racines de Feve en comporte
200 que l'extraction ait été effectuéde a pH 7,2 ou 9 (ESNAULT
et col., 1975). Que la taille moyenne des séquences poly A
extraites "a chaud" de cellules de 3 jours soit plus courte
que celles des molécules obtenues a froid est 2 priori surprenant
en effet méme si certains raccourcissements ont €té signalés, on
accorde généralement une longueur constante au poly A, du
moins dans les cellules animales. Nous ne pensons pas que cette
réduction de la longueur moyenne soit une conségquence de la
méthode utiliséde : les séquences poly A ont en effet la méme
taille; qu'elles soient extraites de cellules de 6 h, & 55° C ou
4 4° C (mais & pH 9let les ARN poly a* correspondants ont

" la méme constante de sédimentation. On peut alors s'interroger
sur la nature des molécules obtenues & 55° C ou a pH 9 et qui
ne sd;t pas extractibles a froid et & pH 7,2. A partir d'asser-
tions d'autres auteurs (TEYSSERE, 1974) nous avons adqis
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sans l'avoir vérifié, que la méthode "& chaud" extrayait 1'ARN
nucléaire. Comme il représente environ 5 % de 1'ARN total
(tableau 1) cette hypothese est plausible, - mais il pourrait
trés bien représenter une population moléculaire enchéssée
dans des structures hydrophobes qui ne seraient pas dissociées
par les méthodes d'extraction habituelles, comme les polysomes

liés au réticulum endoplasmigue par exemple.

Chez l'Erable la guantité de poly A" extrait de
polysomes libres est en effet plus importante que celle ex-
traite de polysomes liés (CELLA et al., 1976). A moins que certains
ARN poly A" ne forment 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-
pothéses mériteraient une vérification minutieuse. Quoigqu'il
en soit, ces ARN et tout particuliérement les ARN poly A"
ont une activité d'incorporation de l'adénosine extrémement
importante ((tableaux 1 et 2) et sont donc ou nouvellement

synthétisés ou rapidement renouvelés.

D'autre part il ne faut pas oublier que ces valeurs :
90 ou 130 nucléotides, représentent des moyennes ; elles mas-—
gquent l'éventualité d'une hétérogénéité des longueurs du poly A.
Chez 1'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
d'ARN poly A+'ainsi que l'étude par électrophorése bidimension-
nelle des produits de la traduction zZn vztro des messagers
isolés, a montré que dans les hypocotyles de Soja par exemple,
il existait au moins trois classes de séquences mnessagéres
(WALKER et KEY, 1982). Le traitement de ces hypocotyles par
de l'acide indolyl acétique provoque deux types de réponse
les unes trés rapides comme l'élongation cellulaire qui inter-
vient 10 &2 20 min. aprés l'addition d'AIA, les autres plus

tardives qui se manifestent aprés quelgques heures et qui
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annoncent la division cellulaire. Or 1'AIA entraine la dis-
parition de certains messagers en méme temps que l'augmenta-—
tion relative d'autres séquences, a moins qu'il - ne s'agisse
de synthéses en cascade de molécules messagéres. On peut donc
imaginer un programme de réponses a une action hormonale.
L'analyse du spectre de protéines synthétisées <n vitro a
pértir de messagers isolés apreés traitement court par 1'AIA,
ne permet pas de déceler de différences significatives. La
réponse a l'hormone est vraisemblablement trés spécifique et
serait liée a des modifications cellulaires précoces,concer-
nant l'élongation cellulaire et les remaniements pariétaux

(THECLOGIS et RAY, 1982).

L'augmentation du taux de certaines molécules mes-
sageres, sous l'effet d'un facteur hormonal par exemple, cor-
respond-elle a une stimulation de la transcription proprement
dite, de la maturation, ou & un ralentissement de la dégrada-
tion ? La réponse est d'autant plus difficile que 1l'emploi
d'inhibiteurs de la transcription comme l'actinomycine D n'est
pas d'un grand secours. L'analyse des résultats obtenus aprés
une action du 2,4 D sur des hypcotyles de Soja plaide plutdt
en faveur d'une stimulation de la transcription (GUILFOYLE,
1980) . Mais une fois encore,les observations sont trés contra-
dictoires : le 2,4 D réprime en effet l'expression de certains
ARNm d'hypocotyles de Soja, ce qui signifie qu'ils ne sont pas
traduits en protéines, de plus ces messagers se retrouvent
dans les ARN poly A" de tissus soumis ou non 2 l'action de
l'hormone. La régulation de la traduction des messagers pourrait
donc s'effectuer & un stade post-transcriptionnel (BAULCOMBE et
KEY, 1980).

Notre approche espérimentale n'a donc pas permis de
voir si le taux de certains ARN poly A" variait au cours d'un
cycle de croissance de cellules de Siléne qui ne subissent
que des phénoménes de grandissement ou de divisions cellulaires.
Le segment poly A incorpore 33 % de la radioactivité aprés 6 h
de culture et seulement 25 % aprés 3 jours (tableau 4). Comme

la teneur en ARN poly A demeure apparemment constante durant le
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cycle de croissance, il faut admettre un turnover plus rapide
en début de culture, mais puisque nous n'avons obtenu que des
valeﬁrs moyennes, il est possible que ce renouvellement n'in-
téresse qu'une fraction de la population messagére,codant pour
les enzymes impliquées dans les remaniements pariétaux ou dans
l'absorption active de certains nutriments. On peut également
envisager que la synthése précoce d'ARN correspond a un ou
plusieurs signaux,précédant la réplication de 1'ADN ou la
division cellulaire.

La modification des proportions relatives des dif-
férentes classes de messagers a été observée dans des cellules
racinaires de Feve au cours de l'élongation de cellules sub-
apicales. Le grandissement cellulaire s'y traduit pas une
diminution du taux d'ARNm abondants (2.000 copies par cellule)
et par l'apparition d'espéces nouvelles plus rares (50 & 60
copies par cellule) (VAILLANT et . al., 1983). L'excision de
ces racines provoque par ailleurs une chute de la protéosynthése
et la dégradation de certaines especes messageéres. Ainsi donc
des chocs physiologiques ou le déroulement d'un programme de
différenciation cellulaire modifient les proportions des diffé-

rentes classes de messagers;et pourtant,80 & 85 % des séquences
se retrouvent dans des cellules méristématiques, en voie dlallon-

' gement ou arrivées a maturité (ESNAULT, 1985). Cette permanence

d'une part importante de la population messagére est également
observée - dans des embryons de Soja ou de Coton qui se déve-
loppent (GOLDBERG et al., 1981, GALAU et al., 1981) ou dans
différents organes différenciés de Tabac (KAMELAY et GOLDBERG,

1980) . Chez le Haricot, l'acide indolyl butyrique (A.I.B)
induit la néoformation de racines adventives : 2 h aprés son
application la synthése de 1'ARN total et poly A" est accrue
avant que ne commencent les divisions cellulaires (KA 'THARAJ et

al., 1977). Chez Phraseclus aureus,l'application d4'A.I.B.
induit une réponse morphogéne identique,mais se traduit par
une diminution de 1'ARN total et de 1'ARN poly AT ce qui

pourrait refléter une redistribution des fonctions cellulaires
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quand un programme de différenciation se met en place, sans
qu'une relation simple ne puisse etre établie entre les
modifications du métabolisme de 1'ARN poly A" et le nombre de
racines différenciées ultérieurement. La difficulté d'inter-
prétation vient du fait que les cellules,qui vont donner nais-
sance aux initiales racinaires,ne représentent qu'une infime
partie des cellules hypocotylaires et qu'il est impossible de
déterminer dans quelles limites le métabolisme de 1'ARN de ces
cellules est modifié (JARVIS et al., 1985).

Ces difficultés, nous les avons rencontrées au
cours d'un travail effectué en collaboration avec J. VASSEUR
. (1978) ; la néoformation de bourgeons a partir d'explants
foliaires cultivés in vitro s'accompagne de modifications de
la teneur en ARN poly A’ ; 11 n'était alors pas possible de
savoir gquelle était la part des cellules impliquées dans la
différenciation, ni celle des cellules subissant le traumatisme

de l'excision.

Que le métabolisme de 1'ARN et de 1'ARN messager
intervienne dans la régulatibn de la croissance ou de la
différenciation cellulaire parait évident. Pourtant les répon-
ses apportées restent confuses et contradictoires, vraisem-
blablement propres au matériel végétal. Il est en effet extré-
mement difficile de procéder a des incorporations isotopiques
mesurables pour des temps de marquage de moins de 2 h. En par-
ticulier,l'incorporation d'acides aminés dans les polypeptides
est insuffisante pour suivre '1'évolution du spectre des pro-
téines, par électrophorése bidimensionnelle, au cours d'une
modification des phénoménes de croissance (THEOLOGIS ET RAY,
1982).

Aussi avons nous tenté d'approcher les mécanismes
de régulation de la division cellulaire et de l'expression
génigue qui la conditionne en utilisant comme matériel la
suspension cellulaire du Siléne, avant d'aborder le probléme
de la différenciation de cellules végétales au cours de la

culture Zn vitro. Plutdt que de suivre les évolutions des
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N

aifférentes populations messagéres en faisant appel a des
technigues d'hybridation avec des sondes de cDNA ou a 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 phénomenes.
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Regulation de l'activité nitrate

réductase des cellules de Siléne.
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I - REGULATION - METABOLIQUE

1) Croissance des cellules de Siléne et activité
nitrate réductase.:

Le milieu de culture des cellules de Sileéne renferme

habltueTlement 300 mg par litre d'azote nltrlcue gui constitue

l'unique source azotée. Le saccharose a
20 g par litre est la source
limitant de la croissance (BRASSART et al., 1978
est donc en exceés (DUBCIS, 1980)

contient encore 120 mg d'azote nitrique.
réductase,

la concentration de

Ge carbone et représente le facteur
). Le nitrate
et,apres 7 jours,le milieu de culturs
L'activité nitrate
nulle dans des cellules prélevées en phase station-

naire, apparait aprés 12 h de culture, augmente rapidement pour
culminer vers le 2éme jour et diminue trés rapidement (figure 9).
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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 20 %,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 40 %. La chute
de l‘activité enzymatique suit de treés prés la disparition du
nitrate du milieu (figure 9).

2) Teneurs en nitrate extra- et intracellulaire et

activité nitrate réductase.

L'analyse de 1l'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—éi, la teneur en nitrate augmente treés
rapidement apres la mise en culture,atteint un palier entre
le ler et le 3éme jour,puis diminue apres l'apparition de
l'activité nitrate réductase. Puis les cellules accumulent du

nitrate en phase stationnaire (figure 10 a).

La disparition du nitrate du milieu s'effectue d'abord
rapidement (170 mg en 7 jours), puis se ralentit pendant la
seconde moitié du cycle de croissance alors gque l'activité
nitrate réductase n'est plus décelable dans les cellules et
gue du nitrate s'y accumule (figure 10 b). *

L'absorption et l'accumulation du NOS précédent donc
l'apparition de l'activité nitrate réductase. Un calcul sommaire
montre qu'environ 23 pg d'azote nitrique sont absorbés par
heure et par gramme de matiére fraiche pendant les 3 premiers

jours de culture, soit 1,64 umoles de NO3 . Cette valeur s'accor-

-~
bl
i

oY,

de bien avec les activiiés nitrate réductase mecurdss In v

3
g de matiére fraiche. Une culture de 14 jours représente une

a 3 jours : de 1,5 a 2 umoles de NO réduit par heure et par

~

biomasse d'environ 30 g contenant de 100 & 105 mg de protéines ;
en admettant que la valeur en azote soluble soit équivalente

a celle de l'azote protéique, on peut estimer a 50 % la propor-
tion d'azote nitrigue métabolisé au cours d'un cycle de crois-

sance.
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Figure 11 : Influence de l'ammonium (2mM) sur la croissance et
l'activité nitrate réductase de cellules de Siléne

- +
ou de NO3 + NH .

3
Croissance (0 ) et activité (@) en présence de

cultivées en présence de NO

5mM de nitrate. Croissance (V) et activité ( m )
en présence de SmM de NOE + 2 mM de NHZ . Les
activités sont mesurées in vitro (les courbes
d'activité sont identiques lorsque les mesures
sont effectuées in vivo et les maximums sont

environ 1,5 fois plus élevés.)
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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 phénoméne régulé. En fin de phase station-
naire,de l'azote ammoniacal (14 mg.l-'1 de milieu) apparait

dans le milieu de culture.

Nous avons vu que la réductidn de la concentration en
nitrate du milieu ne modifie pas la vitesse de croissance et
n'entraine pas de stockage dans un pool non accessible a la
réduction. Cette condition expérimentale présente donc un treés
grand intérét pour étudier 1la régulation enzymatique. Or cer-
taines suspensions cellulaires commes celles du Tabac (FILNER;
1966) de 1l'Erable (KING, 1976) ou du Soja (POLACCO, 1976)
proliférent normalement en présence d'azote organique comme
seule source azotée ce qui n'est pas le cas pour les cellules
de Silene (DUBOIS, 1980), encore gue nous ayons mené a terme des
cultures de Siléne en présence de glutamine , comme source uni-
que d'azote (BRASSART et al., 1984). Enfin,l'addition d'acides
aminés a 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'ammonium augmente et la croissance et l'activité de
réduction de cellules de Rose (BAYLEY et al., 1972 ; MOHANTY
et FLETCHER, 1976) ou au contraire inhibe la nitrate réductase
(JORDAN et FLETCHER, 1980 ; RAMBOUR et al., 1983).

3) Action de l'ammonium sur l'activité nitrate réduc-
tase.

. Lorsque le milieu de culture contient 75 mg l—1

d'azote nitrique (NOS, 5 mM), la présence d'ammonium 2 mM inhibe
la croissance cellulaire d'environ 25 % et modifie le profil

de l'activité nitrate réductase au cours d'un cycle de crois-
sance : l'activité maximale aprés 2 j est en effet diminuée
d'environ 15 % mais elle se prolonge jusqu'au 7eme jour (figure
ilisé plus rapidement gue le nitrate don

- A
h"
il ralentit l'absorption. En effet le milieu de culture ne
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renferme plus de NH, dés le 4éme jour de culture, alors qu'il

-+
4
%

contient encore 50 de la teneur initiale en nitrate apres

3
‘seul dans le milieu) ce taux de 50 % est atteint dés le 3éme

5 jours. Dans le cas d'une nutrition nitrique stricte (NO
jour de culture.

Les cellules de Siléne sont donc susceptibles d'dti-
liser a la fois NHZ et No;, mais le premier est consommé plus
rapidement que le second et la diminution de l'activité
nitrate réductase pourrait &étre la conséguence du ralentis-

sement de l'absorption de NO

3
4) Activité nitrate réductase de cellules cultivées
" en présence de nitrate d'ammonium.
Les cellules cultivées en présence de nitrate d'am-
monium ont une croissance identique a celle de cellules poussant

en présence de nitrate seul.

Alors que l'activité nitrate réductase maximale s'ob-
serve habituellement vers le 2¢éme ou le 3&me jour,elle se
situe vers le 6éme jour guand les cellules croissent dans une
solution de nitrate g'agmmonium. Par ailleurs, le profil d'acti-
vité est plus étalé dané le temps et le maximum d'activité
est plus faible (figure 12 a) quand les mesures sont menées
in vive. La mesure de l'activité <z vitro montre cependant
des profils identiques,que les cellules soient cultivées avec
NO, ou NO, NH

3 3 4
légeéremement plus faibles dans ce dernier cas.

(figure 12 b) méme si les activités sont souvent

L'examen de l'évolution de la teneur en nitrate et
+

4
aiors gue ie NO3 décrolit trés lentement. Cependant de l'ammoc-

en ammonium du milieu,révele que NH disparalt rapidement

nium réapparait dans le milieu dés le début de la phase sta-
+

4
mier jour de la culture mais il est ensuite trés rapidement

tionnaire. Quant aux cellules,elles accumulent du NH, au pre-
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dans les cellules dés le premier jour’, mais en guantité
nettement moindre cu'en présence de N03 comme unigue
source azotée; il est ensuite métabolisé puis stocké en

fin de phase stationnaire (figure 13).

5) Activité nitrate réductase de cellules de Siléne
cultivées en présence d'ammonium comme source

unique d'azote.

La culture cde cellules de Siléne est impossible en
milieu ammoniacal non tamponné (BRASSART et al., 1978). En
effet l'dbsorption de l'ammonium par la cellule déclenche
immédiatement une sortie de protons dans le milieu externe gui
s'acidifie et empéche toute croissance cellulaire. L'addition
de MES 50 mM permet une croissaﬁce normale pendant 7 jours
(figure 14). Ensuite le pouvoir tampon est affaibli et le

milieu devient acide.

w
(@)

- N
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Croissance (gMF.cutture ')
o
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Figure 14 : (Croissance des cellules de Silene alba sur
différentes sources azotdes (®) , Nitrate ;

(A) , glutamine ; ( B )  ammonium.



En présence d'ammonium seul, l'activité nitrate
réductase est toujours nulle. L'ion NHZ est rapidement
absorbé pendant la 1lére journée,puis il'disparait ensuite
plus lentement. Les cellules accumulent de 1l'ammonium en tout

début de culture ; puis il est rapidement métabolisé. Si des

Tableau 6

+ . . . .
Evolution des teneurs en NHA du milieu nutritif et de cellules

cultivées en présence d'ammonium seul (20 mM).

Durée de
la culture ¢ 4 5
en j.

NHf en_’
pymoles g traces 11,6 6,2 2,425

de M.F,

NH, du
milieu .,
moles 1

cellules sont prélevées a un moment guelcongue du cycle

de croissance et transférées dans un milieu ne contenant

que du Nog, l'activité nitrate réductase réapparait aprés une
phase de latence d'environ 12 heures et atteint un maximum

48 h apres le transfert.

L'ammonium inhibe donc l'activité nitrate réductase

partiellement en nrésence de NO3 et totalement en son absence.

p o . + e
Nous avons alors étudié l'action de NH4 sur l'activité

nitrate réductase pendant des périodes plus courtes.

Les cellules sont cultivées pendant 19 heures dans
un milieu ne contenant que du nitrate, puis elles sont trans-
férées dans un milieu tamponné ne contenant que de l'ammonium.
L'activité nitrate réductase diminue alors trés rapidement
+

mais de facon transitoire. Le résultat est identigue quand
o+

une solution tamponnée de NH4 est ajoutée aseptiquement au
§ .

milieu de culture (figure 15
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Lorsgque l'activité est diminuée de 50 %, les
cellules sont prélevées, congelées et broyées ; la nitrate
réductase est extraite en présence de leupeptine 10 uM et
son activité est mesurée in vitro,aprés 30 min. d'incubation
en présence de Nog et de NHZ SmM. Dans ces conditions,l'acti-
vité enzymatique a la méme valeur que celle mesurée dans une

culture témoin,a laguelle il n'a pas €té ajouté d'ammonium.

L'inhibition passagére 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 derniére éventualité exige une analyse <n vitro
de l'activité nitrate réductase. Les cellules sont donc culti-
vées pendant 48 heures en présence de Nog, puilis l'enzyme est
extraite 3 4° C en présence de leupeptine 10 pM. L'activité

‘ N . . . R o .
est ensuite mesurée apré&s une incubation de 30 min. a 30° C soit

en présence de nitrate seul, de NO3 + NH4 5 mM, de NO3 +

de l'acide glutamigue 5 mM ou encore de Nog + glutamine 5 mM.
Les résultats reportés dans le tableau 6 montrent gue 1'ammo-
nium, l'acide glutamigue ou la glutamine n'exercent aucune
inhibition sur l'activité nitrate réductase.

Enfin l'enzyme a été préincubée pendant 40 min. avec
les différents effecteurs a 4°, 15° ou 25° C ; l'activité
enzymatique diminue d'autant plus que la température de pré-
incubation a été élevée ; par ailleurs 1l'ammonium, l'acide
glutamique ou la glutamine stabilisent l'enzyme a 15° C
(tableawu 7).

Tableau 7 : Action de l'ammonium (HH;) de 1'acide glutamigue
(ae. glut.) et de la glutamine (Glmn) sur l'acti-
vité nitrate réductase (pourcentage) mesurée

in vitro.

t = 40 min
Conditions de t=0min,
préincubation 4°C 4°C 15°C 25°C
Témoin 1007 $6 7i 55
+ NH." 108 100 87 65
+ ac. glut. 112 110 100 57
+ Gin 118 106 103 58

“Cent pourcent d'activité correspondent 3 la formauon de 0.155 pmol de
NO;*-h~'smg! d¢ proteine.
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L'ammonium, pas plus qﬁe la glutamine ou l'acide
glutamique n'exerce d'inhibition - allostérique sur la
nitrate réductase, son action s'exercerait essentiellement sur
1'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-méthyipurine,ont donc été introduites soit en présence
d'ammonium, soit seules (figure 15). L'addition de cyclohexi-
mide a la "19eme h provoque une inhibition d'environ 66 %; 27 h
plus tard, alors gue pour une durée de contact identigque la
6-méthylpurine ne provogue gu'une inhibition de 20 %. Enfin
1'addition simultanée de 6 méthylpurine ou de cycloheximide
et de NHZ ne modifie pas l'inhibition due a l'ammonium. L'ac-
tivité a toujours tendance & revenir & son niveau initial,
mais la cycloheximide ou la 6-méthylpurine exercent ensuite
leur action inhibitrice propre.

L'inhibition de l'activité nitrate réductase par
+ . . s .
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 Siléne

cultivées en présence de diverses sources azotées.

Comme dans les conditions habituelles de culture la
nitrate réductase n'est active que durant la premiére 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 a nous intéresser a l'évolution d'enzymes
gui catalysent le métabolisme de 1'ammonium. Nous avons retenu
la glutamine synthétase (GS) et la glutamate déshydrogénése
(GDH) parce gu'elles contrdlent deux voies possibles mais dis-
tinctes de l'utilisation du NHE.
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I.'activité de la GDH varie peu au cours d'un
cycle de culture lorsgue le nutriment azoté est du nitrate ;
elle augmente légérement au 2&me jour de culture, puis
diminue lentement et remonte en phase stationnaire (figure
16) . Quant a la glutamine synthétase, son activité est
multipliée par trois des le début de la culture puis elle
décrolt légerement et chute en fin de phase stationnaire

(figure 17).
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Variations de L'activité GDH de:. cellules de

Figure 16
en présence

Silene alba au cours de la croissance,

de différentes sources azotées:( ®—e ) nitrate;

( A—=A) gZutamine;(l——l) ammonium.

Figure 17

cours de la croissance, en présence de différentes

sources czotées:( &) nitrate;( &—A) glutamine;

ammonium (B—=l),

Variations de 1'activité GS de cellules de Silene alba au
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Bien que la GDH soit légerement plus active, les
deux systémes enzymatiques transforment sensiblement la méme
guantité d'ammonium. Au 3éme jour de culture,la GDH et la
GS transforment environ 2 umoles de NHZ par heure et par
gramme de matieéere fraiche, ce gul correspond assez bien aux
1,5 a é pmoles de nitrate réduit par la nitrate réductase au
méme moment. Au 9éme jour la GDH et la GS utilisent approxima-
tivement 1,65 umoles de NHZ alors gque l'activité nitrate
réductase n'est plus mesurable. Bien que présentant des profils
d'activité trés dissemblables, ces deux enzymes fonctionnent
pendant toute la durée de la culture et différent donc de

la nitrate réductase.

On pouvait alors se demander si les activités
GS et GDH mesurées globalement correspondaient & une ou plu-
sieurs iscenzyvmes. Une chromatographie sur DEAE . cellulose
a été réalisée en utilisant un gradient discontinu de NaCl
de O & 0,5 M. L'activité GS se retrouve dans une seule fraction

qui a €été éluée par du NaCl 0,15 M (figure 18). L'activité
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Figure 18 : Chromatographie sur une colonne de DZ4if-cellulcse
d'un extreit de ceilules de Silene alba. Fluzion
par un gradient discontinu en Jall (tirets).
L'gesivitéd GS (&) gst déterminéde sur I mi
d'éluat des CEifférentes Fractions. Lo dersité

optigue des Ffractions ( w ) est lue & 280 nm.



133

giopale est aonc le tfailt d'une seule isoforme de la GS
qui de par sa position sur l'élutogramme serait d'origine

cytoplasmique.

L'analyse électrophorétique montre que la GDH est
représentée par trois isoenzymes. L'une est trés active ‘et
présente pendant toute la durée de la culture ; les deux autres
nettement moins actives varient selon le stade de croissane
des cellules {figure 19). La bande majeure est colorable par
le bleu de Coomassie alors que les deux bandes mineures ne
le sont pas. Lorsqua la. source azotée est la glutamine, la crois-
sance est normale si le milieu est tamponné et le profil de
l'activité GS ressemble beaucoup & celui observé en présence
de nitrate. La GDH se trouve par contre représentée par 2 ou
3 isoformes. Le zymogramme varie en effet au cours de la cultu-
resau 3éme jour,seules deux isoenzymes sont détectables, alors
qu'au 7&me jour il en apparait une troisiéme. La modification
concerne une bande mineure (figure 19). )

3 7 1014 0;357 3 710 14

Figure 12 : Electrophorése en gel de polyacrylamide d extraits totaux obtenus d partir de cellules de Silene

alba prélevées a différents stades de croissance et en présence de diverses sources d’azote. A, Mise en

évidence de I'activitt GDH par les sels de tétrazolium d’extraits issus de cellules cuitivées en présence

de glutamine {Gln), d’ammenium (NH) ou de nitrate {(NCj). Les fléches indiquent la position des

bandes d’activité. B, Mise en évidence des protéines par le bleu de Coomassie. La fléche indique

Pemplacement de la bande qui présente le maximum d’activitt GDH. Les abréviations I,, J; et J,
/ signifient que les cellules ont été prélevées aprés 3, 5 ou 7 jours de culture.
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Lorsque le milieu ne contient gue de l'ammonium
l'activité est localisée dans deux bandes : l'une tres
importante,présente quelle que soit la source azotée, l'autre
faiblement active,mais constante pendant toute la durée
de la culture. L'activité GS gquant a elle, est toujours plus

faible gqu'en présence de nitrate ou de glutamine (figure 17). -

La GS est constamment représentée par une seule
isoenzyvme alors que la GDH subit des modifications de sa
composition isoenzymatique selon les conditions de culture ;
la bande majeure est toujours présente quelle gue soit la
source azotée utilisée, mais les bandes mineures varient,
d'une part avec 1l'édge des cultures,et d'autre part en fonction
dé la nature de l'azote fourni.

Comme 1'ammonium joue,de toute évidence , un réle
important sur l'absorption du Nog,nous avons voulu voir gquelle
action pouvaient exercer des inhibiteurs de la GS ou de la
glutamate synthase (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 réductase, glu-

tamate, deshydrogénase et glutamine synthétase.

L'azaserine inhibe l'activité de la glutamate syn-
tase (GOGAT), la méthionine sulfoximine (MSX) celle deﬂla glu-
tamine synthétase = .= . Nous avons voulu voir si l'inhibition
de ces enzymes influait sur l'activité nitrate réductase par un

mécanisme de régulation en retour.
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Ficure 20 : Activité N.R. mesurée in vivo de cellules cultivées
en présence de NOE 5 mM (0-0), de NOE + azaserine
5 mM (w==¥) ou de NO, + MSX & mM ( &),
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100 % d'activité ; 3,7 umoles zvo;.h .g ~ MF.

m[n-' '-'M F)

0.9+ \.

0.7k

0.5+

Activita BS (p mod

0.385

3 ) -]

nrf

Jours

Figure 21 : Activité de la GS de cellules cultivées avee du
WO, (=) et en présence de MSY 0,1 mM (*e} oy

, .
d'azaserine 0,1 mM (w=v). (Protocole expérimental
décrit dans le texte).
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L'addition d'azaserine a un milieu de culture dans
lequel se développent depuis 2 jours des cellules de Siléne
provoque une chute rapide de l'activité nitrate réductase qui décroit

ensuite plus lentement et s'annule aprés 24 heures.

Quant & la MSX , son action rappelle l'inhibition
exercée par l'ammonium : l'activité diminue brutalement 30 mi-
nutes apreés son introduction puis elle remonte,pour atteindre
des valeurs égales ou parfois supérieures a celles mesurées dans
des cellules témoins (figure 20) ; puis l'activité décroit

et n'est plus décelable aprés 3 ou 4 jours de culture.

Le blocage de l'activité de la GS améne sans doute une
accumulation d'ammonium qui pourrait étre métabolisé par la
GDH, & moins gue la MSX n'intervienne sur le systéme de per-
méation du nitrate (RIGANO et al., 1982). Pour choisir parmi
ces hypothéses,nous 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
fagon significative l'activité GDH dans les heures gqui 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
facon a permettre la métabolisation du nitrate stocké ; puis
sont ajoutés,dans l'ordre et & 1 heure d'intervalle,l'inhibi-

teur et l'azote nitricue ou ammoniacal.

Cette approche présente 1l'avantage de permettre

l'analyse de l'action ge la MSX ou de l'azaserine sur la perméa-

'ion et sur les activités enzymatigues.

tion de 1
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La fourniture de nitrate & des cellules carencées
en azote pendant 2 jours,provogue,3 heures plus tard,l'appa-
rition d'une activité nitrate réductase qui augmente progres-

sivement jusqu'a la 48eme heure.
Une préincubation avec de l'azaserine (0,1 mM)
ou de la MSX{0O,1 Mm), diminue l'ampleur de l'activité de réduc-

tion. L'azaserine exerce une action beaucoup plus sevére et

plus rapide que la MSX (tableau 8).

Tableau 8

Action de l'azaserine et de la MSX sur 1'activité NR mesurée

in vivo.
contact avec Activité N.g.
NO3 (20 mM) pmol NOE.h"l. g~  M.F.
en h. Témoin MSX Azaserine
3 0,113 0,044 0,010
24 0,521 0,192 0]
48 0,622 0,118 0

L'azaserine ne modifie pas l'activité GS pendant
les 2 premidres heures meais la fait chuter brutalement ensuite

(figure 21) ; elle augmente par contre l'activité GDH apres

24 heures (figure 22) ; du nitrate est détectable dans les

. _1 _1
cellules {2 umoles.g MF & 10 h.; 3,5 umoles.g MF5124}L) et de
l'ammonium apparalt dans le milieu (15 mg N-NH4.1- a 24 h.).

Au delad de 24 heures, les mesures sont inutiles puisque de nom-

breuses cellules meurent.
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Figure 22 : Actionde la MSY, 0,1 mM few-e) et de 1'azaserine
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10

N 073 pmo) g ' MF

0,1 mM (-=v) sur l'activité GDH de cellules de

Stilene cultivées en présence de nitrate 20 mM.
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La GOGAT est doncC une enzyme essentielle du méta-
bolisme azoté et indispensable au maintien de la vie cellu-
laire.

La MSX inactive rapidement la GS mais ne modifie
l'activité de la GDH qu'apres 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).

La GS est une enzyme clé dans le métabolisme
de 1l'azote. Comparée & celle de la GOGAT, son inhibition est
cependant moins dramatigque pour la survie immédiate des cel-

lules gqui ne meurent qu'aprés 4 & 5 jours.

c - Action_de_l'azaserine et de la MSX sur_les

- T S T T — i T - " ——— 7 S > o Y T e o B D A D o e v —
———— - G o — ——— T it — o L - ——— G T T W B A . s D s B - s o S e E

Rappelons d'abord gque l'activité NR n'est détec-

table ni Zn vitre, ni <in vivo dans ces conditions de culture.

L'ammonium est utilisé & la fois par la GS et la
GDH mais celle-ci est nettement plus active que la premiere qui
est partiellement inhibée. L'ammonium disparait du milieu
(figure 25) et s'accumule dans les cellules pendant les toutes
premiéres heures puis il est métabolisé d'autant plus rapide-
ment, que l'activité GDH s'accroit (figures 26 et 27).

( X + Cq s
En présence d'azaserine la teneur en NH4 du milieu

st pas modifiée alors que celle des cellules augmente rapi-

2 2z

dement ; guant a l'activité GDH, elle diminue rapidement
(figure 27). ; celle de la GS est nulle
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La MSX provoque une accumulation intracellulaire
d'ammonium (figure 26) dont une partie pourrait étre rejetée
dans le milieu : cn y observe en effet,un léger accroissement
de la concentration en NHZ (figure 25).

L'activité de la GDH est par ailleurs inhibée a partir du
2eéme jour (figure 27). On comprend donc pourguoi,dans de tel-
les conditions,les cellules périssent aprées 4 ou 5 jours.

Les résultats obtenus en présencé 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 a une régulation métabolique
par l'ammonium qui agit sur l'enzyme <n vZivo. Or,nous avons
vu que le NHZ ne se comporte pas comme effecteur négatif de
la nitrate réductase <in vitro. Il est par ailleurs peu proba-
ble gque les propriétés catalytiques de l'enzyme soient radica-
lement différentes in situ ou en tube. On peut donc penser
gue la cellule dépense, soit pour expulser de 1l'ammconium,
soit pour réguler son pH, de l'énergie qui n'est pas disponi-
ble pour l'assimilation du nitrate. L'une des enzymes particu-
lierement sensible aux modifications de la charge énergétique
est la GS (WEISSMAN, 1976).

II - REGULATION GENETIQUE
1) Induction de la nitrate réductase des cellules
de Siléne

Le transfert de cellules de Siléne dans un milieu
neuf ne provoque l'apparition d'une activité nitrate réductase
qu'apreés une phase de latence d'une dizaine d'heures. Des
cellules prélevées pendant la phase stationnaire,puis mises dans
du milieu dépourvu en nitrate sont capables de croitre 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 <n vivo,
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ni par la méthode in vitro. L'addition de NO, {5 mM) apres

18 ou 46 heures de culture entraine l'apparition,en quelgues
heures,d'une activité de réduction du nitrate ;commé les pentes
des courbes d'activités sont sensiblement paralléles (fi-

gure 28) la vitesse de l'induction est indépendante du moment

auquel le nitrate est ajouté.

Ces observations plaident en faveur d'une induction
de la nitrate réductase par son substrat, hypotheése largement
développée dans la littérature et trés généralement admise par
la plupart des auteurs (voir le chapitre Historigque). Nous
avons donc abordé l'étude de la régulation génétique de l'en-
zyme dans des conditions expérimentales qui excluaient le plus
possible l'intervention de phénomenes de régulation métabolique.
Les cellules ont donc €té cultivées dans un milieu ne contenant
que 25 % de la concentration habituelle en nitrate ; dans ces
conditions,celui-ci n'est pas en excés et ne s'accumule pas
dans la vacuole et le profil de l'activité nitrate réductase

sult de trés preés son utilisation.

Nous . avons obsarvé les modifications de l'acti-
vité nitrate réductase en introduisant,dans le milieu de
culture,des inhibiteurs de la transcription comme la 6-méthyl-
purine ou de la traduction tels le chloramphénicol (chlor) ou
la cycloheximide (CHI).

Les cellules sont transférédes dans un milieu neuf
contenant l'une de ces substances et l'activité est mesurée
24 h. plus tard. La figure 29 permet de voir que le chloramphé-
nicol ne la modifie que trés peu, tandis que la 6-méthyl-
purine est inhibitrice pour toutes les concentrations uti-

1
lisées et que la cycloheximide l'est pour une dose de 4 pg.ml .
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Figure 28 : Action de l'azote nitrique sur l'activité
nitrate réductase. L'apport en nitrate s'effectue
soit dés le début de la culture (@—®),soit aprés
19 h. (&—®) ou 46 h. (&——A) de culture.
(Assse=-A ) 12 milieu de culture est carencé en azote.

L'activité de la nitrate réductase est mesurée

in vivo.
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- b}

Ces résultats suggérent que l'apparition de l'acti-
vité nitrate réductase nécessite la transcription préalable
d'ARN et que la synthése enzymatique est essentiellement lo-
calisée dans le cytoplasme.

Pour la suite de ce travail, nous avons retenu la
6-méthyl-purine (2,5 uq.ml-l) et la cycloheximide (4 ug.ml_l).
Nous avons d'autre part vérifié que des cellules traitdes
pendant 48 h. par l'une de ces deux substances, sont suscepti-
bles de reprendre une prolifération normale lorsqu'elles sont

remises sur un milieu témoin.

Comme il a été montré que la cycloheximide n'est pas
un inhibiteur spécifique de la synthése protéique in vivo
(Mc MAHON, 1975) et que ses effets varient selon la concentra-—
tion a laquelle elle est employéde (DELSENY et al., 1977),
nous avons voulu savoir si dans nos conditions expérimentales,
elle était inhibitrice de la synthése protéique. Nous l'avons
donc introduite dans le milieu dés le transfert des cellules
et nous avons procédé a un marquage des protéines synthétisdes
lors des 24 premiéres heures de la culture en fournissant pen-
dant 1 h., & intervalles réguliers, de la leucine tritide
(2,5 uCi.ml—l). Les cellules sont ensuite recueillies, lavées,
broyées,et traitées par une solution & 5 % d'acide trichlora-
cétique a 4° C pendant une nuit. La radioactivité des frac-
tions acidosolubles et acidoprécipitables est mesurée. Les

résultats sont reportés dans le -tableau 9.

3
Dans une culture témoin, l'absorption de la H-leu-
cine et son incorporation dans la fraction protéique acido-
précipitable s'effectuent rapidement aprés le tranfert des

cellules.
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Le traitement des cellules par la cycloheximide
provoque toujours un accrcissement de la radicactivité intra-
cellulaire et une inhibition de l'incorporation de la leucine
dans la fraction précipitée par l'acide. L'absorption de la
leucine marquée par les cellules traitées est donc modifide
et multiplide par un facteur voisin de 2, quelle gque soit
l'heure du prélévement.

Tableau 9
3 .
Incorporation de la L-leucine H (G-150 mCi/mmole) dans les

prctéines

Heure 6 h 12 h 18 h 24 h
du P e A e et P . »—"'\A"‘—
prélévement Témoin CHI Témoin CHI Témoin CHI Témoin CHI
Fraction précipitable (f))...... 11 407 1350 6725 1470 2930 1094 2900 2200
Fraction acidosoluble {f3)..... 71260 144346 60875 134910 58747 117142 30650 73000
Radioactivité totale (fy + /f2).. 82667 145696 67600 136380 61677 118236 33550 75200
Sl L+ /X100, ... ... 13,8 0,92 9,94 1,07 4,75 0,92 8,63 2,92

La radioactivité déterminée en présence de liquide scintillant
"Aqualuma” et exprimée en coups par minute par milligramme de
protéines est mesurée aqux temps indiqués, la leucine ayant

été ajoutée 1 h. auparavant.

Le dosage des protéines s'effectue selon la méthode de LOWRY

et al.. La signification du rapport(fl/fl + f2) est donnée dans
le texte. ”

Par conséguent, il nous a paru indispensable de
rendre compte de cette modification de l'absorption de la
leucine marquée dans l'estimation des variations de la synthése
protéique. Le calcul du rapport : radiocactivité incorporée/
radiocactivité totale (quantité de coups par minute incorporés +
quantité de coups par minute de la fraction acidosoluble)
permet de relier le marquage de la fraction protéique a la
fréquence du marquage du pool métaboligue lors de la synthése,

quelles que soient les conditions expérimentales (SACHER, 1967).
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Figure 30 : Action séquentielle de la cycloheximide (4) 2t de
la méthyl-purine (3) sur l'activité yR des cellu-
les de Silene. Lorsque la cyclohzzimide ou la 8 méthyl—-
purine sont introduites aprés 0,3, 2 ou 9 h. d
les activités WNE sont mesurées 4 la 30e
comparées a cellas de cultures dgées de 30 (
30 h.). Lorsque cas substances ont €té ajoutizs
24 ou 32 h., les activités sont mesurées a
de culture. Par convention, 100 % d’activ%té repré-
sentent la formation de 2,92 uM de NO; W~ g4 de matiére
ot '

Fraiche dans une culture dgée de 48 h.(tém
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La cycloheximide inhibe fortement la syntheése protéi-
gue pendant au moins 18 h., et son inhibition reste importante

apres 24 h.

Ayant montré d'une part,que la synthese de la nitrate
réductase est induite et d'autre partque la cycloheximide
inhibe a la fois la synthése protéique et l'apparition de
l'activité enzymatique, nous avons voulu déterminer a quel
moment de la culture s'effectuailent la transcription et la
traduction. Aussi,avons-nous étudié l'action de la 6-méthyl-
purine et celle de la cycloheximide sur l'activité nitrate
réductase,en fonction du moment de leur introduction dans le

milieu de culture.

- On s'apercgoit (figure 30 A et B) que l'activité en-
zymatique est toujours diminuée mais qu'elle l'est d'autant
moins gue la drogue a été ajoutéde plus tardivement et que les

ARNm ainsi gue le complexe protéigue ont été synthétisés.

Ces résultats montrent que la transcription des
genes codant pour le complexe enzymatiqgue intervient essen-
tiellement apreés 6 h. de culture et que la traduction la suit

immédiatement.

A la lumiére des résultats précédents, il semble évi-
dent que le tranfert des cellules sur un milieu neuf contenant
du nitrate proveoque l'induction de l'enzyme. Par ailleurs, les
cellules de Siléne présentent deux périodes de syntheése de
1'ARN, l'une dés la 6e heure de culture, l'autre plus tardive,
vers le 3e jour. D'autre part, l'étude de l'évolution des
index mitotiques montre que les toutes premiéres divisions

cellulaires sont partiellement synchrones.
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On peut donc penser que parmi les ARN transcrits
dés la 6e heure, et dont une partie,polyadényiée ou ncn
blablement une fraction messagére , Se trouvent des ARNm
nitrate réductase.

L'induction du complexe nitrate réductase pourrait
alors se situer parmi les premiers événements déclenchés par
le transfert dans un nouveau milieu pourvu en nitrate.

2} Induction de la nitrate réductase du S<ignz et

existence d'une inactivase.

Lors d'une étude de l'induction de la nitrate réduc-
tase d'explants racinaires de la Chicorée de Bruxelles
(Cichorium intybus, var. Witloof) nous avions parfois observé,
sous l'effet d'inhibiteurs de la transcription ou de la traduc-
tion ajoutés guelgues heures aprés la mise en culture, un ac-
croissement de l'activité enzymatique. Parmi les hypothéses
retenues, on pouvait envisager gu'une inactivase était alors
réprimée , permettant ainsi l'expression accrue de la nitrate
réductase. De telles protéines existent en effet chez de
nombreux végétaux. Nous avons donc repris l'étude de la ré-
gulation de la nitrate réductase du Siléne a la lumiere de
ces résultats. Afin de réduire au maximum les fluctuations
dues & une hétérogéndité du matériel cellulaire prélevé,
nous avons modifié nos conditions expérimentales,tout en
veillant & ce que le rapport masse de cellules cultivées/olure
de milieu,soit identique & celui des cultures habituelles. Les
cellules,provenant toutes d'une méme culture meére, sont ense-
mencdes & raison de 200 mg pour 3 ml de milieu, dans des tubes

placés ensuite sur un agitateur rotatif.

Comme pour des cellules cultivées selon le procédé
habituel, l'introduction de cychloheximide ou de 6 méthyl-
purine dés le début de la culture entraine une inhibition to-

tale de l'activité nitrate réductase mesurée quelgques heures
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plus tard. La ccrdycepine a un effet semblable. Il est:
par ailleurs intéressant de constater que l'activité nitrate

réductase n'apparalt qu'aprés une phase de latence de 2 a

3 h. dans les cellules témoins.

L'addition de 6-méthyl-purine, de cordycepine ou
de cycloheximide 3 ou 4 heures aprés la mise en culture

conduit & des résultats différents (figure 31).

150
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Figure 31 : Influence de la cycloheximide, de la cordycepine
et de la 6-méthyl-purine ajoutés aprés ¢4 h . de
culture sur l'activité nitrate réductase de cel-
lules de Siléne.
(Qeeeeen) cycloheximide ; (w--w) cordycepine ; (9=v)
§-méthyl-puring ; (e—®) timoin

L'activite est mésurde in vivo.
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La cycloheximide augmente l'activité nitrate réduc~-
tase d'environ 10 %, 30 min., aprés son intrcduction, elle
devient ensuite inhibitrice. La stimulation par la 6-méthyl-
purine (25 %) apparait apres1 h 30,celle due & la cordycepine
(16 %) aprés 3 h ; toutes deux exercent ensuite une action
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trice. D'autre part, les trois inhibiteurs
amﬂpyés empéchent l'incorporation de leucine 3H dans la
fraction précipitable par l'acide trichloracétique froid a

10 % ; l'inhibition est de 80 % en présence de cycloheximide,
de 50 % avec la cordvcepine et de 20 % avec la 6-méthyl-purine.
Ces trois substances modifient donc directement ou indirecte-
ment la synthése protéique. On peut cependant s'interroger sur
la nature des modifications observées. En plus d'une action
spécifique, tout inhibiteur métabolique est susceptible de pro-
voquer des effets secondaires. Nous avons donc tenté d'isoler

un facteur protéigue inactivateur de la nitrate réductase.

Des cellules de 9 j. gui ne présentent pas d'activité
nitrate réductase mesurée in vivo ou in vitro, ont été conge-
lées par de l'azote liquide puis broyées. La poudre obtenue
est mise en suspension dans du tampon phosphate 50 mM, .pH 7,5
& raison de 2 ml de tampon par gramme de matériel frais. Aprés
centrifugation & 7 000 g pendant 20 min. a 4° C, le surna-
geant est recueilli. On lui ajoute des quantités croissantes
de sulfate d'ammonium. Une premiére fraction est précipitée
lorsque le taux de 804 (NH4)2 atteint 40 % de la saturation,
une seconde lorsqgu'il atteint 70 % et une troisiéeme pour 90 % .
Les fractions I, II et III sont gardées au froid. Pendant ce
temps on procéde a 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 uM et du FAD 10 pM (2 ml de tampon
par g. de cellules). L'enzyme est précipitéde par du sulfate
d'ammonium a 40 % de sa saturation,puis solubilisée dans le
méme tampon. A des volumes de 0,100 ml de l'enzyme sont ajoutées
des aliquotes de 0,100 ml des fractions I, II ou III. Ces
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.,

soluticns scnt mélangées =t mises a 30°C pendant 15 min.
Apres cette courte préincubation, commence 1l'incubation en
3 0,1 M et de
0,05 ml de NADH 1,2 mM pendant 15 min. a 30° C. Puis on

présence de 1 ml de tampon, de 0,71 ml de KNO
réveéle le nicrite formeé.

Les fractions I et II ne modifient pas significative-
ment l'activité nitrate réductase, alors que la fraction III

la diminue de 39 % (12 nmole par essai au lieu de 20).

Enfin les fractions I, II et III ont été essayées
selon le méme protocole expérimental avec une préparation
purifiée de nitrate réductase d'Epinard ; la fraction III

inhibe son activité de 19 %.

Les cellules de S7léne renferment donc,en fin de

cycle de croissance,une substance précipitable par le sulfate

J
d'ammonium & forte concentration et capable d'inactiver la
nitrate réductase ; elle est vraisemblablement de nature
protéique et aurait un taux de renouvellemenet trés rapide.
Ces résultats demandent cependant a étre confirmés et la
caractérisation d'une inactivase chez le S57léne nécessite

encore ung travail important.

IIT - REGULATION DE LA NITRATE REDUCTASE. APPROCHE IMMUNO-
LOGIQUE.

Les résultats reportés jusqu'a présent, plaident en
faveur d'une induction de la nitrate réductase du Siléne par
son substrat . Cette conclusion repose, pour l'essentiel,
sur des modifications de l'activité de l'enzvme
par des inhibiteurs métaboliques comme la 6-méthyl-purine,
la cordycepine ou la cycloheximide. L'utilisation de telles
substances qui agisseﬁt soit sur la transcription, la polya-
dénylation ou la traduction n'est cepﬁdant jamais satisfaisante

dans la mesure ou elles peuvent exercer des effets secondaires
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difficiles 2 analyser. D'autre part‘l'amm nium inhibe l'acti-
vité nitrate réductase totalement quand il est la source d'a-
zote unique ou temporairement lorsqu'il est ajouté a un milieu
contenant du nitrate ; cette inhibition ne s'exerce pas au
niveau génigque, mais piutdt par une modification de la permé-
ation du nitrate ou de l'utilisation du potentiel réducteur.
Comme l'ammonium inhibe également la GS et favorise l'activité
de la glutamate deshydrogénase, nous avons abordé la probléme
de la régulation de la nitrate réductase par l'utilisation

de méthodes immunologiques. Une relation étroite entre 1l'exis-
tence d'une activité nitrate réductase et la présence d'an-
tigenes reconnus par un sérum anti-nitrate réductase a,

en effet, été décrite chez WVeurospora crassa (AMY et GARRETT,
1980) et 1'Crge (SOMERS et col., 1983). De tels faits con-

fortent la théorie de 1l'induction de l'enzyme Dar son substrat.

Des anticorps polyclonaux ont été fabriqués chez les
lapins, contre de la nitrate réductase purifide du Sziléne
(voir : Matériel et Méthodes).

- Les immunsérums ont été essayés en présence d'en-
zyme purifiéde, d'extraits obtenus a partir de cellules cul-
tivédes sur différentes sources azotées ; nitrate, ammonium
ou glutamine. En présence de NOS , ltactivité nitrate réduc-
tase n'est décelable que pendant les premiers jours de culture,
alors qu'avec l'ammonium ou la glutamine employés seuls, elle

n'est jamais détectable.

Des aliquotes d'extrait enzymatique provenant de
cellules cultivées pendant 2 jours en présence de NO,, sont
mélangées a des volumes identiques d'immunsérum dilué selon
une progression gédométrique de raison 1/2. On laisse s'effec-
tuer la réaction de précipitation a 40° C pendant 2 h. Les

activités enzymatiques sont mesurées dans les surnageants.
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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
; et de
cellules cultivées 2 jours sur NHZ,la courbe d'activité de la

d'extraits de cellules cultivées 2 jours avec du NO

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

{figure 32).
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Figure 32 : Immuncabsorption de la nitrate réductase du Siléne
- 100 % d'activitd = 16 nmol NOy par essai (100 ug
de protéine)
- dilutions de l'antisédrum : 1 = 0,100 ml de sérum
non dilué.
Les dilutions sont effectuédes par addition de sérum
physiologique selon une progression géométrique de
ratson 1 : 2. (V=--V ) Activité NR mesurée aprés
précipitation de l'enzyme extraite de cellules
cultivées 2 j. avec Nogu (w——w ) Adctivité IR
mesurée aprés l'addition de 0,05 ml d'extrait de
cellules cultivées 2 j avec NHZ d l'extrait précé-
dent. (O-) Activité NR en présence de sérum pré-

levé sur un lLagptn non immunisé.



Figure 33 : Immunodiffusion selon OUCHTERLONY en gels d'agar.

Chaque puits central a reeu 8 ul d'un Immunsérum
anti-nitrate réductase de Siléne.

Les puits périphériques contiennent 8 ul d'un extratit
brut de cellules prélevées & différents stades de croissance.
et cultivées en présence de divers nutriments azotés.

a) Cellules cultivées avec du ZVO3 pendant :

1 : 14 j. (ANR = 0) ; 2 : 1 j. (ANR =°8,9) ; 3 : 2 7.
(4NR = 12,2) ; 4 : 3 j. (ANR : 6,6) ; 5 : 4 4. (ANR = 1,4) ;
6 : 7 j. (ANR = 0).

b) Celiules cultivées avec du NH; pendant ;
2) 1 4. ;3 3 : 2 g, 5 4 35 54 7. ;6 :6 7.

Le puits n° 1 contient un extrait provenant de cellules
de 14 j. cultivées avec du NO,.

e¢) Cellules cultivées avec du ne’ pendant 2 j.
(puits 1 et 2) 3 j. (n° & et 6) ; cellules cultivées

2 j. aveec du Noz (n° 3 - 4),

d) Puits 1 et 2 : tampon contenant 2 % de caséine.
Puits 3 et 4 : NADH nitrate réductase purifiée, éEluée
par KCl 1 M (activité spécifique : 1,2 unités/mg de
protéine) ; 5 et 6 : NADH : NR éluée par du NADH
(activité spécifique : 1,5 unités/ mg de protéine.

. e) Cellules cultivées avec de la glutamine pendant
5 4. (1) ; 10 5. (2). Tampon contenant 0,2 % de caséine (3).
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Les cellules cultivées en présence d'ammonium con-
tiennent donc des antigénes gui entrent en compétition avec
la nitrate réductase de cellules cultivées avec du NO,, dans
la réaction de précipitation antigénes-anticorps. Ce résultat
demandait a étre vérifié autrement ; par la méthode d'immuno-

diffusion d'Ouchteriony par exemple.

L'immunsérum ne réagit pas avec du tampon contenant
de la caséine mais reconnalt la nitrate réductase purifiée,
gu'elle soit éluée du bleu Sépharose par le NADH ou le XCl
(voir Matériel et Méthodes) (figure 33 d). Il précipite également
des antigénes présents dans des cellules cultivées sur nitrate
et prélevées aprés 24 h., 48 h., 3 j., 4 j. ou 7 j. de culture
(figure 33 a). L'identité antigénique est totale. Des cellules
gqui ne manifestent plus d'activité de réduction du nitrate
contiennent des antigénes reconnus par les anticorps anti-

nitrate réductase.

Ces anticorps mis en présence d'extraits de cellules
cultivées avec de l'ammonium ou de la glutamine comme sources
azotées uniques réagissent également de maniére positive
(figure 33, b, e). Lorsque les extraits cellulaires proviennent
de suspensions cultivées en présence d'ammonium, il apparait
une seconde zone dont nous ne pouvons dire s'il s'agit d'un
second arc de précipitation ou d'une zone et diffusion des

protéines (fléche : figure 33 b).

L'identité antigénique est totale que les cellules

solent cultivées avec du nitrate ou de 1'ammonium.

Ceci pose donc la question de l'existence d'un
matériel antigénique,identique durant tout le cycle de culture,
et présent quelle que soit la source azotée fournie aux
cellules. S'agit-il d'une forme inactive de l'enzyme, d'un
précurseur ou d'une forme de dégradation ? Nous discuterons de

ces diverses éventualités ultédrieurement.
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Caractéristiques de la nitrate réductase du Siléne

- Comportement antigénique
- Origine du pouvoir réducteur
- Influence de l'acide abscissique sur l'activité

nitrate réductase.



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 Silene a été entreprise dans
le laboratoire : enzyme treés labile, l'addition de caséine
au milieu d'extraction était nécessaire 3 la conservation de
l'activité (POULLE, 1979). Bien que son élimination £t possi-
ble, le risque d'une contamination de la préparation enzymatique
par la caséine subsistait et l'obtention d4d' anticorps spécifi-
ques de la nitrate réductase pouvait s'en trouver compromise.
Partant du postulat gu'une enzyme qui accomplit des fonctions
catalytiques identiques dans différentes espéces devrait, mal-
gré la spéciation, conserver une ildentité antigénigque au
moins partielle, nous avons tenté de contourner la difficulté
en purifiant la nitrate réductase d'Epinard,remarquablement
stable,afin de l'utiliser comme source antigénique pour fabri-
quer des anticorps,capables de reconnaitre la nitrate réductase
du S7lene. Cet immunsérum nous l'avons obtenu et nous l'avons
essayé contre des nitrate réductases d'Epinard, de Silene
et d' Echerichia Coli (Sigma) (figure 34).
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Figure 34 : Réactions de précipitation par double.diffusion.
Le puits central contient 8 ul d'immunsérum anti-
NR d'Epinard.
Les puits 1, 2 et 3 contiennent de la nitrate
réductase d'E Coli. Le puits 4 contient 8 ul de NR
purifiéde d'Epinard. Les puits 5 et 6 renferment

8 ul de NR purifiée de Silene.
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Tgure 36 :

Le trou central contient 8 ul d'immun
auntre la NR

de la NR purifiée d'Zpinard,

Réaction de double diffu

Immunoabsorption de la nitrate réductase du
Silene par un tmmunsérum d'Epinard.

100 % d'activité = 21nmoZN02 var essai (80 ug de
protéines). Le chiffre I
sérum non dilué ; puis les dilutions sont effactudes

par du sérum physiologique

correspond 4 100 ul de

selon une progression

P .

géométrique de raison 1 : 2

. »

(0--0) sérum d'un Lapin non <immunisé

( 8-8) sérum anti Epinard x enzyme de Siléne

(e—ae ) sérum anti Zpinard x enzyme d'Epinard

>
65 - P
5

4

3

ston d'un immunsérum d'Orge

et de nitrate réductases d'Epinard et de Silene.

1sérum diprigé
*
d'Orge. Les puitts n° 1, 2, 6 contiennent
les n° 3, 4, 5 de

3

la NR purifiée de Silene.

* L'immunsérum d'Orge. s

a été donné par le Dr SOMERS
au Dr NOTTON qui m'en a fait bénéficier lors
d'un stage & Bristol.
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La réaction de précipitation avec les antigénes
d'Epinard est nettement positive, alors gu'elle est négative
avec les enzymes du Silene ou d'F (Coli. Comme les nitrate
réductases bactériennes contrdlent une réaction de désassi-
milation de l'azote alors que celles des végétaux supé-
rieurs catalysent des réactions d'assimilation, l'absence d'une
reconnaissance antigéne bactérien-anticorps d'Epinard n'est
pas surprenante. Plus étonnante est l'absence de toute préci-
pitation de l'enzyme du Silene. Nous avons voulu vérifier que
notre méthode de purification enzymatique n'aboutissait pas
a l'obtention de molécules par trop dégradées qui ne seraient
plus reconnues par les anticoprs. Nous avons donc procédé a
des expériences de double diffusion avec cette fois des extraits
bruts de cellules de Silene : la encore les réactions étaient
négatives ; elles l'étaient aussi avec un immunsérum fabrigué
contre de la nitrate réductase d'Epinard par le groupe du
Dr NOTTON a Bristol.

Nous avons alors étudié la réaction croisée anticorps
Epinard x ' nitrate réductase de S<ilene par une méthode
d'immunoabsorption : 100 pl d'une préparation d'enzyme de
Silene sont mis en contact pendant 2 heures avec un volume
éguivalent d'une solution d'anticorps dont la concentration
varie selon une progression géométrique de raison 1/2. Apres
centrifugation,l'activité du surnageant est mesurée (figure 35).
L'immunsérum dilué au 1/250eéme inactive encore la nitrate réduc-
tase du Silene, alors gqu'aucune réaction de précipitation n'est

détectable par les méthodes d4d'immunodiffusion habituelles.

Ou bien la nitrate réductase du Silene présente
une structure antigénique particuliére ; elle n'est en effet pas
reconnue non plus par des anticorps dirigés contre la nitrate
réductase de 1'Orge (figure 36), ou bien 1' immunsérum d'Epinard
contient une classe d'anticorps extrémement spécifigues, inca-
pables de précipiter l'enzyme du Silene mais se fixant sur, ou

prés,du site catalytique empéchant ainsi la rdéaction de réduction.



‘Nous avons dfi reconsidérer le problime et procéder

a la purification de la nitrate réductase du Silene (voir
M

Les anticorps dirigés contre la nitrate réductase
de S7legne, reconnaissent l'enzyme purifiéde éluée de colonnes de
bleu-Sepnadex par du NADH 0,100 mM, du KNO3 0,4M ou du KCl 1M
ainsi que celle contenue dans un extrait brut (figure 37) ;
ils présentent aussi une légére réaction croisée avec l'enzyme
purifide ou des extraits bruts d'Epinard en immunodiffusion

ou en immunocabsorption(figure 38).
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Figure 38 : Immunoabsorption de la nitrate réductase d'Zpinard

par un immunsérum de Silene. ,

100 % d'activité = 78 nmol Nog par essai (32 ug

de protéines). Le chiffre 1 correspond ¢ 100 ul

de sérum non dilué ; puts les dilutions sont z2ffec-

tuées par du sérum physiologique selon une progres-

sion géomdtrique de raison 1 : 2.

(3--Q) sérum d'un Lapin ndn Immuntsé

Les anticorps anti-nitrate réductase du Silene sem-

blent dirigés contre des déterminants plus banals de la proté-
ine enzymeatique que ceux de l'Epinard, ils peuvent donc prcvo-
quer la précipitation d'autres nitrate réductases.



Ces anticorps dirigés contre la nitrate réductase
du Silene, pourraient reconnaitre des déterminants de 1'apo-
protéine et leur action inhibitrice de l'activité enzymatique

dépendrait uniquement de leur capacité a précipiter l'enzyme.

Comme 1'immunsérum d'Epinard est capable de provoguer
des réactions croisées avec d'autres nitrate réductases (1'Or-
ge par exemple, communication personnelle du Dr NOTTON), nous
nous sommes demandé si l'enzyme de Sileﬁe ne possédait pas
une structure treés particulieére. Il a en effet souvent été
dit que la culture <n vitro de tissus végétaux entrainait
l'apparition de variations génétiques d'autant plus importantes
qu'elle se prolonge plus longtemps. Par ailleurs l'obtention
de suspensions cellulaires exige l'introduction de 2.4 D dans
le milieu nutritif. L'immusérum a donc été essayé par immuno-
diffusion contre des extraits bruts de plantules, de feuilles
et de racines de Silene, récolté au champ . Il provogue une
réaction de précipitation dans tous lesicas ; les plantules semblent

posséder deux formes antigéniques distinctes (figure 39).

tig 37 tig 39

Figure 37 =~ 39 : Réaction de double diffusion d'un antisérum

de Silene et

(1) d'enzyme purifiée éluée d'une colonne de
Bleu de Sephadex par du NADH (0,1 mM),
(1, 2) du KNO, (0,4 M) (3, 4) et du KCL
(1M) (5, 6) (figure 37).

(2) d'extraits de plantules (4, 5, 6), de
feuilles (3), de racines (1) de Silene

(figure 39)
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Pigure 40 :

Immunoélectrophorése selon GRABAR et WILLIAMS des

nitrate réductases d'Epinard et de Siléne.

La migration s'effectue sous une tension de 6,5 V

par cm de gel 4 parcourir ;

déposés dans la gouttiére ;

40 ul de sérum sont ensutite

la diffuston s'effectue en

chambre humide pendant 24 h.

On remarque que l'enzyme d'Epinard (1) donne naissance

a 2 arcs de précipitation ;

du c¢dté anodique.

are 8i1tué vers l'anode

S, & sérum anti

2
toire)
52 :
Dr NOTTON).

SS :

sérum anti

serum antt

l'un du edté cathodique, l'autre

L'enzyme de Siléne (2) ne présente qu'un

).

NR d'Epinard (origine notre labora-
NR d'Epinard (origine Bristol, don du

NR de Stlene.
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Le comportement antigénique des nitrate réductases
du Siléne et de l'Epinard a aussi été comparé par immunodlec-
trophorése analytique. Comme dans les expériences de double
diffusion, 1l'immunsérum d'Epinard ne reconnait pas l'enzyme
du Sileéne, alors'que les anticorps du Siléne reconnaissent
trés faiblement la nitrate réductase d'Epinard. D'autre part
l'electrophorése en gel d'agarose sépare deux antigénes de
1'Epinard reconnus par 1l'immunsérum homoclogue : l'un migre
vers l'anode, l'autre vers la cathode (figure 40). Cette
réaction s'observe aussi bien avec de l'enzyme purifiée
d'Epinard gqu'avec un extrait brut. Le "composant anodigque" ne
nigre pas 4la méme distance que l'enzyme du Siléne 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 viologéne réduits);le
composant cathodique ne présente de réduction du nitrate

qu'avec le FMNHZ.

Ou bien la nitrate réductase de 1l'Epinard est plus
fragile que celle du Siléne, lorsgu'elle est soumise & 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'empéche pas l'expression

des activités de l'autre partie de la molécule.

Afin de pouvoir aborder ultérieurement 1l'étude de
la structure de l'enzyme du Siléne et de la comparer a celle
de l'Epinard, nous avons préparé des anticorps monoclonaux

dirigés contre les deux nitrate réductases.

L'enzyme d'Epinard provient du laboratoire du
Docteur NOTTON. Celle du Siléne a été extraite dans notre
laboratoire ; elle ne présente qu'un seul arc de précipi-
tation en immunoélectrophorése en double dimension, en

présence d'un immunsérum polyclonal.
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Huit clones ont été sélectionnés, 4 produisent des

anticcrps dirigés ceontre l'enzyme du Siléne ; 7431 A, 7431 B,
7432, 7434, les 4 autres contre l'enzyme de 1l'Epinard, 7412,
7414, 7422, 7423.

Les premiers résultats obtenus trés récemment sont
reportés dans le tableau 10. L'absence de réaction de pré-
cipitation en double diffusion est souvent observée avec
les anticorps monoclonaux ; elle résulte de la spécificité de

l'épitope contre lequel s'est formé l'anticorps.

Les anticorps de l'Epinard affectent surtout 1l'ac-
tivité terminale (activité méthyl viologeéne-nitrate réductase)’
des deux enzymes, alors que ceux du Siléne inhibent plutdt
l'activité NADH : nitrate réductase (activité globale). Les
toutes premiéres expériences de reconnaissance des enzymes,
par certains anticorps, effectudes aprés transfert des pro-
téines sur feuilles de nitrocellulose ("Western blots") ont

confirmé la possibilité de réactions croisées.

Les nitrate réductases de Silegne et d'Epinard,
comme celles d'autres espeéces analysées de fagon beaucoup plus
approfondies par NOTTON et al., (1985) ou CHEREL et al.,
(1985) possédent: donc des déterminants communs. Ces obser-
vations confirment les résultats obtenus antérieurement avec
des anticorps polyclonaux et selon lesquels les nitrate
réductases des plantes supérieures auraient subi des
modifications conformationnelles au cours de 1l'évolution,
mais posséderaient en commun un site catalytique hautement
conservé (SMARELLI et CAMPBELL, 1981 ; SNAPP et al., 1984).
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ITI - ORIGINE DU POUVOIR REDUCTEUR DE LA NITRATE REDUCTASE

DU SILENE

1) Affinité de la nitrate réductase du Silene 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 Szlene. L'intensité de la réduction du nitrate,
mesurée <n vitro, et en présence de NADH 1,2 mM,varie selon
le pH du milieu réactionnel. L'activité est maximale & pH 7,5
alors qu'elle est nulle en présence de NADPH 1 mM (tableau 11)-
Par contre une trés faible activité NADPH : nitrate réductase s'obser-
ve pour des pH compris entre 6 et 6,75 avec un optimum a pH
6,25 ; elle correspond alors a 17 % de l'activité NADH : nitrate
réductase mesurée a pH 6,25 et a 6 % de celle mesurée & pH 7,5
(tableau 11). Cette fonction NADPH : nitrate réductase est—elié
réelle ou bien résulte-t-elle d'un artefact ?

Bien qu'il nfait jamais été mesuré, il est vraisembla-
ble que le pH du cytosol soit plus proche de 6 que de 7,5 , mais
ii est également possible que la conformation de l'enzyme, ex-.
traite de son enviromnement cellulaire habituel,se modifie dans
une solution tamponnée de pH 6 ou 6,5. En effet la nitraté
réductase du Silene précipite a pH 5,5 (POULLE, 1979) et 1l'on
imagine mal qu'elle le fasse,quand le pH du cytosol atteint
cette valeur. On peut également envisager l'intervention d'une
phosphatase qui a pH 6,25 transformerait le NADPH en NADH + Pi.
Cette hypothése parait peu plausible ; on peut en effet mesurer
a pH 6,25 l'activité NADPH nitrate réductase du Silene, puis
celle d'un mélange contenant des quantités équivalentes d'enzy-

me nurifide d'Epinard e+ de préparation enzymatique de Silezne

-
4
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l'activité est identique dans les deux cas. Si une phospha-
tase avait libére du NADH, l'enzyme d'Epinard qui est spécifi-
que du NADH devrait contribuer a accroitre l'activité globale.
L'absence totale d'activité observée a pH 6,25 avec l'enzyme
d'Epinard seule, exclut l'éventualité d'une contamination de
la solution de NADPH par du NADH.

Etant donné 1'éloignement des pH optima d'action avec
les deux nucléotides et la faible activité NADPH : nitrate
réductase, nous considérerons pour l'instant que la nitrate
réductase du Silene est a classer parmi les NADH : nitrate
réductases (E.C. 1.6.6.1.). )

Nous avons alors mesuré l'affinité de l'enzyme pour
le NADH et pour le nitrate en présence de NADH. L'évolution
des vitesses de réaction en fonction des concentrations de
NADH et de KNO; est donnée dans les figures 41 et 42 |, Elles
obédissent & une cinétique de type michaelien. Les constantes
d'affinité ont été détermindes selon les représentations
de LINEWEAVER et BURK (1/V = £1/S) et de HANES (S/V = £8).
Les valeurs des constantes d'affinité pour le NADH sont respec-
tivement 7,2 et 11,2 10_6M, pour le No; 7,7 et 15 10_4M. Bien
que ces deux représentations ne soient que des variantes de

la méme équation V' = V.S , on a pu montrer que la méthode de
S + Km
HANES donnait le tracé le plus précis. Nous adopterons donc
4

les valeurs suivantes : KmNADH = 1] 10—6M etxﬁtm§=’1510- M.
2) Action d'inhibiteurs du métabolisme énergétique sur
l'activité nitrate réductase de cellules de

Silene de 3 jours.

Puisque, selon les apparences, le NADH est la source
électronique nécessaire a la réduction du nitrate, nous allons

essayer de déterminer son origine.
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Montage expérimental utilisé pour étudier L'action des
inhibiteurs métaboliques.

Chaque tube renferme 10 ml de milieu d'incubation et

1 g de cellules.

L'atr est filtré a4 travers un Millipore (Millex -

GS = 0,22 um) et circule grdce d une légére dépression
créee d l'aide d'une trompe d vide.

Tube 1 : Témoin ; les tubes 2, 3, 4 et 5 contiennent
respectivement de l'Zodoacétate, de Ll'acide malonique,

de la roténone et de L'antimycine A.
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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 métaboligues qui
affectent soit des enzymes de la glycolyse ou du cycle tri-
carboxylique,scit le transfert d'électrons de la chalne res-

piratoire.

Des expériences préliminaires avaient en effet montré

que l'introduction de ces différents inhibiteurs dans le

milieu d'incubation n' avaient aucune incidence sur l'activité
nitrate réductase mesurée in vivo. Pour que leur action £{t
effective, il fallait procéder a 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 a l'incubation proprement dite,a 27° C pendant

30 min., et l'activité nitrate réductase est mesurée <in vivo.

Les inhibiteurs utilisés sont :

- 1l'iodoacétate qui réagit avec les groupements
sulfhydriles de la glyceraldehyde 3, phosphate deshydrééenase en-
zyme tetramérique dont chaque constituant possede un NAD
fortement 1ié (ce gui est exceptionnel chez les oxydoréductases

by

a NAD) et qui catalyse la réaction :

Aldehyde-3, phosphoglycérique acide 1,3 P glycérique
+ +
NAD ! NADH

L'inhibition de cette réaction empéche donc la geneése
de NADH.

- l'acide malonique qui inhibe l'oxydation de l'acide
succinique qui s'accumule,ce qui entraine un ralentissement

puis un arrét de la respiration
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- la rotenone qui blogque l'activité NADH deshydro-
génase d'une flavoproteine,située sur la face externe de la

membrane mitochondriale interne

- l'antimycine A qui inhibe l'activité de l'ubiquinol-
cytochrome ¢ oxydase qui effectue le transfert dlectronique

du cytochrome b au cytochrome ¢1 (voir encadré ci-contre).

L'iodoacétate inhibe l'activité nitrate réductase de
cellules de S<lene de 75 %, alors que l'acide malonique la
stimule trés légeérement (10 % dans le cas le plus favorable).
La rotenone ne la modifie pas, alors que l'antimycine A la

triple (tableau 12).

Incontestablement le NADH nécessaire & la réduction
du nitrate par les cellules de Silene est essentiellement

d'origine cytoplasmique, il proviendrait surtout de la glycolyse.

III - ACTION DE L'ACIDE ABSCISSIQUE SUR L'ACTIVITE NITRATE
REDUCTASE DE CELLULES DE SILENE.

Des observations fortuites nous avaient révéld que
des cellules qui croissaient mal parce gu'elles avaient &té
ensemencées alors qu'elles étaient dgédes de 16 ou 17 jours,
présentaient une activité nitrate réductase gqui était plus
élevée et qui se prolongeait plus longuement au cours d'un
cycle de croissance que celle de cellules réensemencées aprés
14 jours. Nous avons donc suivi l'évolution de l'activité
nitrate réductase dans des cellules dont la croissance est
ralentie par une hormone retardatrice : l'acide abscissique (ARA).
Une expérience préliminaire avait en effet montré qu'il &tait
capable d'entrainer une diminution de croissance 2 ou 3 jours
apres son introduction dans un milieu de culture contenant

des cellules a2 croissance normale.

Des cellules de 14 jours sont donc transférées dans
un milieu neuf contenant du nitrate SmM. Aprés 48 heures de
culture, de l'acide abscissique est ajouté aseptiquement

de fagon & amener sa concentration finale 2a 10-4M. Les cellules
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TABLEAU 12

Action de 1l'iodoacétate, de 1l'acide malonique, de la rotenone
ou de l'antimycine A sur l'activité nitrate réductase de

cellules de Silene de 3 jours.

Nature de . _%N%l .
1'inhibiteur : Hmoles Noz.h .g MF
., Témoin 8,4 * 0,21
. Iodcacétate 10—3M 2,1 £ 0,11
. Acide malonique 10-3M 10 * 0,6
. Rotenone 0,2 mM 8,23 + 0,9
. Antimycine A 0,2 mM 31,9 + 1,56

Les activitéds nitrate réductase sont mesurées in vivo, ;
2lles sont représentées par leur moyenne ; les intzrvalles
de confiance sont calculés au risque de 5 % (n = 8).

L'expérience a été ripdtée 3 fois.
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sont ensuite prélevées toutes les 24 heures, pesées et uti-
lisées afin de mesurer leur activité nitrate réductase in vivo.
Le pH du milieu nutritif est également relevé ; il ne se modi-

fie pas pendant la duréde de l'expérience.

Apres 3 ou 4 jours de culture, alors gue les cellu-
les ont donc été traitées par 1'ABA pendant 24 ou 48 heures,
ni la croissance, ni l'activité nitrate réductase ne sont

modifides.

C'est apreés 3 jours de contact avec l'hormone que la
croissance est diminuée d'environ 28 % et que l'activité nitra-
te réductase est augmentée de 35 %. Si le traitement par
l'hormone se prolonge encore 24 heures, la croissance des
cellules traitées est ralentie de 22 % mais leur activité est

accrue de 40 % par rapport a celle de témoins (tableau 13).

On peut donc dire, sans préjuger des causes réelles,
qu'il existe pendant quelgques jours au moins, une relation
inverse entre la croissance et l'activité nitrate réductase

des cellules de Silene.

’

Tableau 13

L
. . PR -'M . a4 s .
Action de l'acide abscissique (10 ) sur la croissance et l'activitd nitrate réductase

de cellules de Stlane

Durée ‘de la Masse de ANR
.1 .1 1
culzture (j.) matidre fraiche (g.) umoles N0, .8 JMF h
Témoin ABA Témoin ABA
3 5,64 5,49 9,5 £ 0,29 9,3 % 0,31
4 8,90 8,40 10,20 + 0,12 10,71 £ 0,20
5 12,1 8,65 6,83 % 0,15 9,22 £ 0,27
6 16,5 1,9 3,75 + 0,20 5,25 + 0,17
Les activités nitrate réductase 3ont mesurdes in vivo ; elles sont représentées par laur
moyenne ; les intervalles de confiance sont calculés au riaque de § % (n = 9). L'expérience

a été rdpétée 3 fois.
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Activité nitrate réductase d'explants racinaires

de Chicorée de Bruxelles cultivés "in vitro'.
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Les modalités de la différenciation organogéne d'ex-
plants tissulaires prélevés dans la racine tubérisée de la
Chicorée de Bruxelles ou dans les feuilles étiolées qu'elle
produit, ont été largement étudiédes dans le laboratoire (LEFEBVRE,
1977, VASSEUR, 1979, SENE et al., 1983, VASSEUR et SENE, 1984,
BACKOULA et al., 1984).

Notre objectif initial était doenc de suivre l'évolution
de l'activité nitrate réductase au cours de la culture <n vitro
d'explants tissulaires de cette Chicorée afin de savoir si la
nitrate réductase pouvait constituer un marqueur de la différen-

ciation organogeéne.

Avant d'entreprendre ce travail, il était indispensable
de suivre les variations de l'activité nitrate réductase de la
plante cultivée au champ et lors du forgage de la racine tubéri-

sée.

A lafin de la premiere année de végétation, l'activité
nitrate réductase est importante dans les feuilles vertes et
trés faible dans la racine tubérisée (DORCHIES et RAMBOUR, 1983 ;
DORCHIES, 1984).

L'arrachage, puis le stockage de ces racines avant
leur mise en forgage, entraine la disparition de toute activité
nitrate réductase qui n'est pas non plus décelable dans les
bourgeons étiolés gqu'elles produisent (DORCHIES et RAMBOUR,
1983). Les tissus de racines tubérisées ou de feuilles étiolées,
qui possédent une potentialité élevée de régénération de racines
et de bourgeons,constituent donc un matériel intéressant pour
aborder 1l'étude de la nitrate réductase dans la perspective

que nous avons définie.



I - ACTIVITE NITRATE REDUCTASE D'EXPLANTATS RACINAIRES
CULTIVES IN VITRO.

1) Explants de 2 mm d'épaisseur.

Prélevés au niveau de l'assise génératrice de raci-
nes tubérisées qui ont séjourné en chambre froide, ils sont
pauvres en nitrate et ne présentent, au moment de l'ensemen-
cement aucune activité nitrate reéductase (DORCHIES et RAMBOUR,
1983).

Puis cette activité ainsi que la teneur en nitrate
des explants sont mesurées toutes les heures pendant les 48
premieres heures (figure 43). La courbe de la teneur intratis-
sulaire en nitrate présente trois paliers successifs : le
premier pendant les 12 premiéres heures, le second s'étend de
la 12éme a la 24éme heure, le troisiéme nettement plus élevé
se prolonge pendant environ une journée. La teneur en NO,

3
augmente ensuite brutalement.

Quant a l'activité nitrate réductase, elle apparait dés la
premiere heure de culture,tout en demeurant trés faible,puis
apres 6 h. elle augmente graduellement et évolue ensuite par
oscillations sucessives en présentant des maxima vers la 20&me

et la 44eme heure de culture.

Lorsgque la culture est poursuivie pendant 16 j.,
l'activité est mesurée chaque jour, & la méme heure, afin

d'éviter les fluctuations observées précédemment (figure 44),

elle est maximale au 2&me jour puis elle décroit ensuite pour
augmenter en fin de culture. Quant & la teneur en nitrate,elle
atteint un maximum vers le 2&me jours puis diminue ensuite régu-
liérement. Globalement l'activité nitrate réductase suit donc la
teneur en nitrate des explants.
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Le transfert d'explants de 5 j. sur un milieu neuf
s'accompagne dans les 24 heures qui suivent, d'un accroissement
significatif de l'activité qui se maintient au méme niveau pen-
dant 3 j. avant de décrolitre. La teneur en nitrate des explants
transplantés augmente apreés 48 heures puis décroit en £in de

culture (figure 45).

Enfin la culture de certains explants est prolongée
pendant 45 j. afin de permettre la croissance des racines et
des feuilles néoformées qui peuvent atteindre 3 & 4 cm de long.
L'activité nitrate réductase est alors mesurée et comparée a
celle de racines et de feuilles de plantules issues de graines

mises & germer en conditions aseptiques (tableau 13),

Tableau {4

Activité nitrate réductase mesurée In STsu et 2 viyo-dans des
plantules et dans des feuilles et des racines nédofgrmées.

* Feuilles cotylédonnaires

Activité NR (nmol No; T 2 MF)
Marériel in situ in vivo
N Feuilles 27 £ 4 89 = _1
Racines v 68 = ' 105 £ 16
Feuyilles * 152 + 12 49 = 3
B .
Racines 396 = 20 6353 £ 34

§ en germination

2) Explants de 20 mm de longueur

Les explants prélevés dans la région moyenne d'une
racine tubédrisée de Chicorée possédent, si leur longueur est
suffisante, une polarité naturelle de régénération : des bour-
geohs apparaissent sur la face qui,dans la racine,était orien-
tée vers le collet de la plante et des racines se forment sur

la face tournéde vers l'apex racinaire.
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Le contact du milieu aqueux (GAUTHERET, 1959) abolit
cette polarité naturelle dans des explants de 2 mm qui pro-
duisent d'ailleurs plus de feuilles gque de racines si le mi-

lieu contient du glucose (SENE,et al., 1983).

Nous avons donc suivi l'activité nitrate réductase
dans les différentes parties de fragments racinaires de 20 mm
de long qui sont enfoncés d'environ 10 mm dans le milieu. Les
explants sont prélevés apres 12 jours de culture : des bourgeons
(de 3 & 5 mm) sont apparus sur la face émergée (face foliaire)
et des racines se sont formées sur la face opposée (face raci-
naire). Ces organes sont alors trongonnés afin de mesuref
l'activité nitrate réductase gqui est également déterminée
dans les parties de l'explant qui étaient hors ou dans le

milieu. Les résultats sont reportés dans la figure 46 .a, b.

‘ bourgeons

v R —
neoformsés

e face foliaire ——m—— -,

ANR+ ¢
. , LY L N SN N T B S M W A W ¥ -A"n
miliey de - I
- 170> culture — 30
+—7Fface racinaire ———
t racines —320-
(ﬂ%&g , ,
. néoformées
-2 =1
ANR: nmol NO“20" g-'M F,
Figure 45 a, b : Activité nitrate réductase mesurée in vivo dans

différentes parties d'explantd racinaires cul-
tivés pendant 12 jours.
a) explants n'ayant pas produit de racines

b) explants ayant produit des racines
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Lorsque les explants n'ont pas formé de racines
ltactivité la plus importante se retrouve dans la partie
de l'explant gqui est plongée dans le milieu nutritif. Des
résultats identiques ont été observés avec des explants de
10 mm de longueur.

ITI - ACTIVITE NITRATE REDUCTASE DANS DES CALS ET DANS LES
RACINES NEOFORMEES A LA BASE DE BOURGEONS EXCISES ET
TRANSPLANTES DANS UN MILIEU NEUF.

Aprés environ 30 jours de culture les feuilles des
bourgeons néoformés sur un explant racinaire ont une activité

nitrate réductase faible (environ 30 nmoles h-l g MF) ou
nulle. Ces bourgeons peuvent étre excisés et transplantés
aseptiquement dans du milieu gélosé contenant les éléments miné-
raux de la solution de Mur?shige et Skoog et de 1'AIA a la
concentration de 0,1 mg 1 ; & leur base se forment un petit
cal puis des racines. Lorsque celles-ci mesurent de 25 & 30 mm
elles sont prélévées afin de mesurer leur activité nitrate ré-

ductase ; les cals sont eux aussi récoltés dans le méme but.

L'activité nitrate réductase est toujours plus élevée
1 1

dans les racines (104 f 15 nmoles.h .g MF) que dans les cals
(60 + 10 nmoles.h .g  MF) (1)

ble dans les feuilles.

alors qu'elle n'est pas décela-

De toutes ces éxpériences différentes, il ressort que
l'activité nitrate réductase est essentiellement localisée
dans les racines. Cette conclusion reste vérifiée quand le ma-
tériel analysé est constitué de disques prélevés dans les feuil~-
les étiolées : ces explants produisent en effet un cal sur
lequel se différencient des bourgeons et des racines (VASSEUR,
1979) ; c'est dans celles-ci que l'activité nitrate réductase
est la plus importante (DORCHIES, 1984 ; DORCHIES et RAMBOUR,
1985) .

(1) Ces activités sont représentées par la moyenne d'une gxpé-
rience . L ilniervaiie de confiance est calcule au risque de
5 % (n = 12). L'expérience a été renouvelée 3 fois.
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DISCUSSION

Les gens bien élevés contredisent
les autres. Les sages se contre-
disent eux-mémes.

0. WILDE
(Phrases et Philosophie)
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1) Les mesures de l'activité nitrate réductase

La méthodologie utilisée dans l'étude de l'activité
nitrate réductase est toujours un point qui nécessite une
réflexion attentive. Dans le chapitre "Matériel et Mé&thodes",

nous avons vu que l'activité peut &tre mesurde de trois

fagons différentes et qu'aucune n'est satisfaisante en soi.

La méthode in vitro permet une évaluation convenable
des paramétres de la cinétique enzymatique mais elle ne
refléte pas pour autant, l'activité réelle au sein de la cel-
lule, ol,substrat donneur d'électrons et enzyme peuvent
se trouver dans des compartiments différents ; il n'est pas

sir non plus que le pH cellulaire soit de 7,5.

Par ailleurs l'extréme labilité de nombreuses nitrate
réductases, gui semble &tre inhérente a la molécule (REMMLER
et CAMPBELL, 1986), et la richesse de nombreux végétaux
supérieurs en composés phénoliques qui, oxydés au cours de
l'extraction, peuvent contracter des liaisons covalentes avec
les protéines sont autant d'obstacles a une détermination

correcte de l'activité nitrate réductase Zn vitro.

La teneur élevée en composés phénoligques des tissus
racinaires ou foliaires de la Chicorée de Bruxelles nous a
interdit l'utilisation de cette méthode et nous a obligé a

recourir a d'autres types de mesure.

La détermination de 1l'activité nitrate réductase

in vivo a l'avantage d'étre simple et rapide, mais elle pré-
sente l'inconvénient de fournir aux tissus du nitrate exogéne
et du propanol. Celui-ci modifie en effet les permdabilités
membranaires et facilite donc la diffusion du nitrite formé
dans le milieu d'incubation mais il permet aussi une perméation
accélérée du nitrate et peut provoguer des transferts artifi-
ciels de NO; d'un compartiment & un autre. Les mesures de l'ac-~
tivité seront donc généralement surestimées.
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La méthode ¢n situ, mise au point par ROBIN
et al.,(1983) évite ces inconvénients ; bien gu'il soit,
comme pour la méthode in vivo, nécessaire de se placer en
-anaércbiose pendant un temps assez long, elle est sans doute
le procédé le plus fiable parce qu'il se déroule dans des
conditions qui se rapprochent le plus de la réalité biologi-

que.

Parce que la plus grande partie de notre expérimen-
tation avait été entreprise en utilisant la méthode <n vivo,
nous avons continué a l'employer, d'autant plus que le but de
notre travail n'était pas d'étudier la nutrition azotée des
cellules ou des tissus ni d'évaluer les tailles des diffé-
rents pools nitrigques, mais de détecter la présence ou 1l'ab-
sence supposée de la protéine nitrate réductase par la mesure

de son activité.

Que celle ci soit surestimée ne constitue pas a
nos yeux un inconvénient majeur et ne remet pas en cause

l'essentiel de nos résultats.

Le propanol ne modifie pas de fagon significative
l'activité nitrate réductase des tisgus de Chicoréde de Bru-
selles, alors que l'apport de nitrate le fait (DORCHIES,
1984) . Chez le Silene par contre, la présence du propanol
augmente cette activité ; si les cellules sont mises en
incubation dans un tampon dépourvu de nitrate mais conte-
nant 1,25 % de propanol, l'activité est supérieure a celle
mesurée dans des cellules gui sont incubées dans du tampon

contenant du nitrate 0,1 M mais pas de propanol.

Le propanol modifie donc la compartimentation
cellulaire du nitrate dans les cellules de Silene. Les
tissus d'Endive étant pauvres en NO , l'introduction de
propanol dans le milieu d'incubatio% ne modifie pas l'ac-

tivité enzymatique. Ce genre d'observation corrobore par
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ailleurs les travaux de SHANER et BOYER (1975) et de REED
2t HAGEMAN (1980) gui avaient montré que ce n'est pas la
teneur mais le flux de nitrate qui régule l'activité nitra-

te réductase.

2) Activité nitrate réductase et croissance

cellulaire

Dans les conditions habituelles de culture, c'est-
a-dire en milieu non tamponné, les cellules de Sildne uti-
lisent préférentiellement l'azote nitrique et la croissance
cesse avec l'épuisememten sucre du milieu (DUBOIS, 1980).
Cependant la croissance de la suspension peut se dérouler
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 cellules,cultivées
avec del'ammonium,ne résulte pas d'une intoxication par
l'ion qui,nous l'avons montré,est métabolisé par la gluta-
mine synthétase et la:.glutamaté deshydrogénase. Le fléchissement
puis l'arrdt de la croissance apres le 6éme jour peuvent avoir

deux causes.:

a) le détournement de métabolites essentiels (sucres,
acides organiques...) pour le maintien de l'égquilibre
acido-basique et du potentiel osmotique (SALSAC,
1982 .

b) le fonctionnement du pH stat biochimigue.

La premiére éventualité nous parait peu plausible

-e

lorsque l'ammonium est fourni comme source azotée l'anion
No; est remplacée stoechiometriquement par Cl sous la forme
de KC1l et de CaClz. L'ion Cl aisément diffusible peut donc
participer efficacement au maintien et de la pression osmo-
tique,et de 1l'égquilibre des charges ; il ne semble pas é&tre
spécialement toxique,sinon la croissance serait ralentie

ou inhibée dés les premiers jours.
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- Il semble donc bien gque la raison premiére

de l'arradt de la croissance de la suspension cellulaire
soit 1ié au fonctionnement du pH stat biochimique. Les
cellules se trouvent dans une situation analogue a celle

de racines soumises & une nutrition ammoniacale stricte.
L'entrée d' ions NHZ s'accompagne d'une extrusion de
protons qui,dans le sol,peuvent étre neutralisés, lessivés
ou échangés contre des cations du complexe absorbant.

Dans la fiole de culture, la situation est différente ; les
H" sont d'abord neutralisés par le MES, mais lorsque le
pouvoir: tampon de celui-ci est aboli, ils s'accumulent
dans le milieu d'ou ils ne peuvent &tre évacués ; le
facteur limitant est donc la capacité d'acceuil du compar-=

timent externe,soit 200 ml.

Le probléme se pose différemment lorsque le
nutriment azoté est la glutamine ; sa désamidation . n'en-
traine pas la libération d'un radical NHZ mais entre
dans une chaine métabolique dont les enzymes sont contenues

dans les cellules du Siléne.

On peut donc se demander si les enzymes de la
nutriticon azotée en général et la nitrate réductase en
particulier qui occupe une position clé dans la chaine
d'assimilation de l'azote,ne peuvent &tre utilisées comme
marqueurs de la croissance cellulaire. Or dans les cellules
du Siléne, il est extrémement difficile de dissocier les
deux aspects de cette croissance, a savoir, division et
grandissement celluiaire. Les valeurs de l'index mitotique
sont en effet tres faibles (3 % environ) ; la privétion de
2,4 D pendant un cycle de culture ou l'application de chocs
thermigues sont bien capables d'améliorer la synchronisation
des divisions cellulaires (DUBOIS, 1980) mais la proportion
de cellules qui se divisent simultanément reste trop faible
pour permettre la recherche d'une corrélation entre un métabo-

lisme et la position -des cellules dans le cycle cellulaire.
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Pourtant nos résultats montrent que le pic d'acti-
vité nitrate réductase se situe entre une phase de synthése
précoce d'ARN (6é&me heure) dont une partie est vraisemble-
ment messagere et le moment ol l'index mitotique est le
plus élevé et ol les cellules sont petites et riches en
cytoplasme (Séme - 6&me jour). Le maximum d'activité nitra-
te réductase pourrait donc correspondre a une phase d'acti-
vation cellulaire qui précéde les phénomeénes de la divi-
sion proprement dite.

La diminution puis l'arrét de l'activité nitrate
réductase ont lieu pendant la phase de croissance exponen-
tielle ., ce qui nous a toujours beaucoup frappé dans la
mesure ou il nous semblait logique gue la réduction du
nitrate accompagndt la syntheése des protéines nécessaires
a cette croissance. Or, des observations fortuites, nous
avaient montré que l'activité nitrate réductase augmentait et
s'étalait davantage dans le temps, chaque fois que la
croissance cellulaire était ralentie. L'introduction d'acide
abscissique qui est un retardateur de la croissance, dans
le milieu de culture, provoque effectivement un ralentisse-
ment de la croissance cellulaire et permet le maintien
dune activité nitrate réductase élevée. Une action identique
de l'acide abscissique a également été montrée chez la
Pomme de terre: (PALMER, 1985). Il serait évidemment intéres-
sant de savoir si l'hormone induit une synthése accrue de
l'enzyme ou si l'activité est augmentée parce que le sys-
téme de réduction dispose d'un potentiel énergétique plus
important a cause de l'inhibition de croissance. Nous avons
en effet montré gue la source du pouvoir réducteur de la
nitrate réductase du Siléne estessentiellement le NADH.

Un ralentissement de la croissance pourrait entrainer une
utilisation moindre du nucléotide dans les phénoménes
respiratoires par exemple,et favoriser de ce fait la réduc-
tion du nitrate. Le NADPH quant a lui n'est éventuellement
utilisé qu'en quantité réduite et dans des conditions de

PH trés strictes. Si l'activité NADPH nitrate réductase
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existe vraiment, elle n'est détectable que du 2éme au 5S&éme

jour.

Il apparait donc que l'activité nitrate réductase

peut &tre régulde 3 la foils au niveau génétique et métabo-

13iminns
~lgve.

3) Induction de la nitrate réductase.

La position trés particuliére du pic d'activité
nitrate réductase dans le cycle de croissance cellulaire,
nous a treés rapidement amené a considérer que l'enzyme du
Siléne était induite par son substrat. L'apparition de
l'activité aprés l'addition de NOS exige en effet toujours
une certaine phase de latence. Par ailleurs, et malgré les
réserves que l'on est en drecit d'émettre guant & la non spé-
cificité de leur actiom, l'utilisation d'inhibiteurs de la
transcription ou de la traduction nous a d'abord conforté
dans cette opinion qui nous semblait d'autant plus légitime
qu'une foule de travaux employant les mémes méthodes d'ana-
lyse avait é&té effectude. sur d'autres matériels et était
arrivée 3 la méme conclusion (pour revue voir HEWITT, 1975).
Il faut par ailleurs recondéitre que la nature inductible
des nitrate réductases du Tabac, de Neurospora crassa ou de
1'0Orge repose sur des expériences extrémement concluantes
de ZIELKE et FILNER (1971}, de AMY et GARRETT (1980) ou de
SOMERS et al., 1983 gui ont empldyé soit des méthodes

de marquages isotopiques;soit des techniques immunologiques.

Or, c'est précisément l'utilisation d'anticorps
dirigés contre la nitrate réductase du Siléne qui nous a
fait douter de notre conclusion. Nous.avons en effet montré,
l'existence d'antigénes reconnus par ces anticorps dans des
cellules qui n'ont plus d'activité nitrate réductase} soit
parce gqu'elles sont en fin de croissance exponentielle ou
méme en phase stationnaire, soit parce gqu'elles ont été
cultivées en présence d'ammmium ou de glutamine. Or,
HEIMER et RIKLIS (1979) avaient conclu a une régulation
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post transcriptionnelle de la nitrate réductase de cellu-
les de Tabac et FUNKHOUSER et al., (1980) avaient, par

des méthodes immunologiques, montré qu'une synthése de
nitrate réductase inactive avait ,1ieu dans des Chlorel-
‘les cultivées en présence d'ammonium. Le probléme de 1'in-
ductibilité de la nitrate réductase a donc rebondi continuel-
lement depuis une dizaine d'années et s'est encore beau-
coup compliqué avec la découverte de l'existence d'enzymes
qui utilisent le NADH et le NADPH comme donneurs d'élec-
trons et qui sont inductibles ou constitutives. L'exemple

du Soja est particuliérement éloquent ; il possede en effet
deux nitrate-réductases constitutives présentant une acti-
vité optimale a pH 6,5 dont l'une utilise préférentiellement
le NADH comme source d'électrons et l'autre le NADPH
KLEINHOFS ‘et al;,, 1985). On a obtenu par ailleurs un mutant
qui ne posséde pas ces enzymes mais gui peut, lorsque du ni-
trate est fourni, svnthétiser une NADH : nitrate réductase
dont l'activité est optimale a pH 7,5 (NELSON et al., 1984).

A quoi correspondent donc, chez le Siléne, les
antigénes reconnus par des anticorps de la nitrate réduc-

tase, dans des cellules dépourvues de toute activité ?

Représentent-ils ‘une nitrace: réductase constitutive,

ou un précurseur synthétisé continuellement ?

I1 est en effet possible que subsiste dans ces
cellules une enzyme constitutive dont la synthése se pour-
suit au cours des différentes étapes qui ont abouti a 1l'ob-
tention de la suspension mais dont les propriétés catalyti-
ques sont devenues .obsolétes ou ont été mutées. L'activi-

té NADPH nitrate réductase pourrait correspondre a une telle
forme.

Chez 1'0Orge les semences de type sauvage n'ont pas

de nitrate réductase bispécifique mais elle apparait dans des

t perdu i1'activite NADH specifigque

2).

il

9

A O -— PP
utants nari gui

(DAILEY et al.,

Y O

Qi
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Mais l'existence d'une enzyme constitutive a
NADH n'est pas a exclure. Au cours d'expériences que nous n'a-
vons pas voulu rapporter ici et qui consistaient a mesurer la
durée de vie de la nitrate réductase de cellules de Siléne
cultivédes en présence de puromycine ou de tungstate de sodium,
nous avcns souvent (mais pas toujours) obtenu des courbes
biphasiques ; l'activité NADH nitrate réductase chutait d'a-
bord brutalement puis diminuait ensuite beaucoup plus lente-
ment. On pouvait alors supposer que l'activité globale résul-
tait de l'action de deux populations moléculaires l'une a
durée de vie courte {30 minutes environ), l'autre a durée de
vie beaucoup plus longue (une dizaine d'heures). Cependant
la mesure de l'activité méthyl viologéne dans des gels d'élec~
trophorése effectuéde dans des conditions non dénaturantes,
pas plus que la recherche de l'enzyme par des anticorps
monoclcnaux apres transfert des protéines sur des feuilles de

nitrocellulose ne nous ont permis de déceler plusieurs formes.

Une autre éventualité est que les cellules de Siléne
possédent une apoprotéine ou une sous unité enzymatique
constitutive. En effet le précurseur synthétisé par les Chlo-
relles cultivées en présence d'ammonium serait en fait une
"démolybdo cytochrome c réductase" (FUNKHOQUSER et Col., 1983)
et l'assemblage de l'enzyme nitrate réductase active exigerait
l'intervention d'un activateur (VENNESLAND, 1980). Chez
1'0rge l'enzyme posséderait une sous-unité constitutive (KAPLAN
et Col., 1984).

L'existence d'un précurseur constitutif gqui pourrait
étre l'apoenzyme ou une sous-unité n'est donc pas & exclure
chez le Silene, d'autant plus que l'identité antigénique
observée avec les anticorps polyclonaux est totale, que les
extraits aient été effectuéds & partir de cellules cultivées
en présence de nitrate ou d'ammonium,et qu'une légére acti-
vité cytochrome ¢ réductase a été mise en évidence dans des

cellules cultivées avec de 1l'ammonium.
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La régulation du cofacteur molybdique est mal connue
chez les végétaux supérieurs, mais dans les cellules de Tabac,
le nitrate induirait sa synthése qui précéderait 1l'induction
enzymatique proprement dite de 24 heures (MENDEL et al.,
1982). Enfin les variations de la capacité donatrice du
facteur molybdique moduleraient 1'activité nitrate réductase
de plantules d'Orge (NARAYANAN et al., 1984). Des essais
de restauration de l'activité nitrate = réductase de
cellules de Siléne aprés 9 jours par la fourniture de
molybdéne et d'acide folique (précurseur de la ptérine) ont
échoué. Par ailleurs les essails de réinduction de l'activité
par l'apport de Mo seul n'ont guere été concluants (POULLE,
1979).

La perte de l'activité nitrate réductase du Siléne
ne semble donc pas étre due a un déficit en cofacteur molyb-
dique.

L'induction de la nitrate réductase pourrait donc
exiger la syntheése d'un activateur ou d'un facteur d'assemblage

de l'enzyme.

La régulation de cette enzyme est donc particuliére-
ment complexe a comprendre, d'autant plus que dans certaines
plantes, elle s'effectue selon des modes différents dans di-
vers organes. Chez les plantules de Blé par exemple l'enzyme
est synthétisée dans les racines mais activée par le flux de
nitrate dans les feuilles (SOUALMI-BOUJOMAA et al., 1985).

4) Régulation par les produits de la réduction

ammonium et glutamine.

Des effets inducteurs ou represseurs de la
nitrate réductase ont été attribués a l'ammonium. Mais un
r6le important de régulation de la nitrate réductase et de

la chaine d'assimilation de l'azote dans son ensemble a aussi
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z

été dévolu A& la glutamine et & la glutamine synthétase

{voir chapitre Historique).

Lorsque les cellules de Siléne sont soumises a
alimentation ammoniacale stricte, l'activité nitrate réductase
ne s'exprime pas mais nous avons v qu'elles contiennent un
composant antigénigue reconnu par les IgG anti-nitrate ré-
ductase. Les résultats sont exactement similaires lorsque ’

l'azote est fourni sous la forme de glutamine.

Lorsque les cellules sont cultivées avec du nitrate
l'addition d'ammonium inhibe,mais de facon transitoire,l’'ac-
tivité nitrate réductase mesurée zn vivo ; mais NHZ pas plus
que la glutamine ne modifie l'activité <Zn vitro, il a au
contraire tendance a stabiliser l'enzyme. Cette action pro-
tectrice de NHZ vis & vis de l'activité nitrate réductase
a souvent été observée et l'addition de SO4(NH4) a des ex-
traits cellulaires gardés au froid prolonge notablement la

durée de 1l'activité.

Autrement dit et contrairement a ce qui avait été
montré chez Cyanidium caldarium {(RIGANO et al., 1980), ni
1'"ammonium, ni la giutamine n'exercent d'inhibition allos-
térique de la nitrate réductase. Comme le mode d'action de
1l'ammonium sur l'activité enzymatigque n'est pas modifié en
présence de cycloheximide ou de 6 méthylpurine on peut ex-
clure une intervention de NH; au niveau de la tréduction et
de la transcription. Il faut donc rechercher un autre type
de régulation de la nitrate réductase par l'ammconium. Or
de nombreux travaux concluent 3 une intervention sur les

mécanismes de perméation du nitrate (OAKS et HIREL, 1985).

En nutrition nitrique, le nitrate disparait régu-
lieérement du milieu et s'accumule d'abord légeérement dans les
cellules avant a'étre métabolisé par la nitrate réductase.

En fin de culture, en phase stationnaire, la cellule stocke

une certaine quantité de NO3 dqui participe trés vraisemblable-

ment 2 1'dguilibre des charges et au maintien de la pression
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osmotique . Or,en nutrition mixte (NO3NH4),l‘ammonium est
absorbé trés rapidement sans doute parce qu'il est fortement
diffusible alors que l'ion N?; bien qu'étant lipophile est
transporté activement. Le NH& intracellulaire est métabolisé
- rapidement par l'intermédiaire de la GDH en particulier, mais
il retarde l'apparition de l'activité nitrate réductase. Nous
avons donc été amenés a étudier l'action des enzvmes 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 =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 duréde de la culture.
L'activité de la GS par contre,augmente immédiatement et reste
élevée pendant toute la phase de croissance exponentielley elle
ne chute gque pendant la phase stationnaire. Apparemment GDH et
GS assimilent sensiblement la méme quantité d4d'ammonium. Dans
les suspensions cellulaires de Tabac, de Rosier ou de l'Erable
l'activité de la voie GS-GOGAT, prédomine (SKOKUT et al., 1578 ;
MOHANTY et FLETCHER, 1980 ; FOWLER et BARKER, 1979). On peut
donc se demander si le Siléne est un cas particulier et si
les deux voies sous le contrdle 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 & 40 mM alors que celui de la GS est
inférieur a 0,5 mM (LEA et MIFLIN, 1976). Les cellules
dans les conditions habituelles de la culture ne contiennent
pas suffisamment de NHZ pour permette la synthese de glutamate.
Il faut donc tenir compte de la maniére dont est effectuée la
mesure ; le milieu d'incubation contient en effet du (NH4)ZSO4
150 mM. Il 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
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d'acide glutamigue, mais il est trés possible que dans la
cellule l'enzyme catalyse la réaction inverse : l'oxydation

du glutamate (STEWART et al., 1980). Pour tenter d'dclaircir
ce. point nous avons mesuré les activités GS et GDH de cellules
cultivées en présence d'ammonium et nous avons par ailleurs
fait agir des inhibiteurs de la voie GS—-GOGAT afin de voir

si la GDH voyait son activité augmenter.

Lorsque le nutriment azoté des cellules de Siléne

est 1'ammonium, celui-ci est absorbé trés rapidement et l'acti-
vité GDH augmente immédiatement ; la GS est par contre sensible-
ment inhibée soit parce gque le substrat sature les sites cata-
lytiques, soit parce qu'elle est soumise a une retroinhibition
cumulative par les produits qu'elle engendre. Cet effet depres-
sif de l'ammonium sur l'activité GS s'observe également chez

la suspension cellulaire du Rosier (MOHANTY et FLETCHER, 1980)

~mais aussi chez la lentille d'eau (RHODES et al., 1976), le

Mais (OAKS et al., 1980) ou le Lupin (RATAJCZAK et al., 1981).
Cependant chez le Tournseol (WEISSMAN, 1972) ou le Concombre
(KRETOVICH et al., 1981) l'ammonium augmente l'activité.

L'apport brutal d'ammonium s'accompagne tr&s souvent
chez la plupart des végétaux supérieurs d'un accroissement con-
sidérable de l'activité GDH qui, intervenant dans le sens de
l'assimilation, pourrait jouer un rdle de détoxication de la
cellule (GIVAN, 1979).

Cette opinion est aussi celle de FOWLER et BARKER
(1979) puisque le transfert de cellules d'Erable dans un mi-
lieu tamponné se traduit par une augmentation de l'activité
GDH et une absence de croissance ; celle-ci exigerait le
fonctionnement simultané de la GDH et de la GS. Chez .le Silé&ne
nous~pdu§ons admettre ce rdle de détoxication de la glutamate
deshydrogénase dont l'activité est également accrue en présence
de NO3NH4,,mais elle ne s'accompagne pas. nous l'avons wvu,
d'un arrét de la croissance.
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La voie naturelle de l'assimilation de 1l'ammonium

dans les cellules de Siléne est donc . selon toute vrai-
semblance, celle de la GS-GOGAT. En effet la fourniture a
des concentrations trés faibles, de MSX ou d'azaserine,

a des cellules cultivées avec du nitrate provoque en quelques
jours la mort des cellules. En présence d'azaserine ou de

MSX, la nitrate réductase est fortement inhibée. La MSX ne
modifie pas la perméation du nitrate qui s'accumule dans 1la
celluleelle inhibel'activité de la GS mais n'a pas d'action
sur l'activité GDH. Pourtant de l'ammonium g'accumule dans

les cellules qui en rejettent une partie dans le milieu. Cette

observation suscite au moins deux questions. Quelle est l'ori-
+

gine du NH4

produit ? Quel rdle joue la GDH ?

Chez les plantes qui photosynthétisent coexistent
un: cycle de réduction et un cycle d'oxydation du carbone.
Ces deux voies sont lides a la nature particuliére de la
ribulose disphosphate carboxylase (RUBISCO) qui posséde une
fonction de carboxylase et une fonction oxygénase. Le cycle
oxydatif du carbone conduit & la formation de glycolate qui
donne naissance a de la glycine, qui est un précurseur de
la serine. Celle-ci se forme dans la mitochondrie a partir
de deux molécules de glycine. Cette syntheése s'accompagne
du dégagement de CO

(photorespiration) et de NH Ce dernier,

sous l'action de lazGS se retrouve finalement dais la gluta-
mine. Lorsque la GS est inhibéde, l'ammonium est libéré dans
la cellule puis excrété dans le milieu externe. Or, ce méta-
bolisme de la serine a récemment été mis en évidence dans les
cellules non chlorophylliennes de Carotte (WHATLEY et al.,
1986) et dans des protoplastes de Tabac qui ont perdu toute
aptitude a la photosynthése (NEEMAN et al ., 1985). Le
fonctionnement de cette chaine métabolique dans les cellu-
les de Siléne,peut parfaitement bien expliquer l'apparition
de NH. apres un traitement par la MSX. En l'absence de

4
1l'inhibiteur l'ammonium est utilisé par la GS pour fabriquer
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de la glutamine.

Quant au réle de la GDH, nos résultats indiquent
qu'elle catalyse plutdt l'oxydation du glutamate gue l'assi-

milation de l'ammonium. Le glutamate peut provenir soit de

la désamination de la glutamine par la GOGAT , soit de la

protéolyse. La mesure de la teneur en protéines de cellules
cultivées avec du nitrate ou avec du nitrate et de la MSX ne
réveéle aucune différence significative. Les protéines ne
semblent donc pas constituer une source importante de glu-
tamate, méme si l'hypothése d'un certain turnover protéique

en présence de la MSX ne peut &tre totalement écartée.

La socurce essentielle du glutamate est selon toute
vraisemblance la glutamine qui semble bien étre un métabolite
essentiel des cellules de Siléne. Toutes nos observations
concourent a conforter ce point de vue. Le transfert des cel-
lules prélevées en phase stationnaire aboutit a l'apparition
immédiate de l'activité GS. Lorsqu'une cellule végétale dis-
pose d'une quantité importante d'hyvdrate de carbone et de
beaucoup d'ATP, l'asparagine synthétase est inhibée et c'est
la voie GS-GOGAT gqui assimile l'ammonium.iC'est cette'voie qui est
utilisée par les cellules de Siléene. La culture des cellules
en présence de glutamine ne modifie guére l'activité GS mais
augmente l'activité de la GDH sans doute parce que la voie
glycolate-sérine est stimulée. Méme si elle provoque des ef-
fets secondaires que l'on ne peut négliger, l'introduction
d'azaserine dans le milieu qui contient de la glutamine provo-
que la mort des cellules qui sont devenues incapables d'utili-
ser la glutamine. Des résultats obtenus pendant la rédaction
de ce mémoire indiquent par contre que les cellules sont ca-
pables de croitre en présence de glutamine et de la MSX : la
biomasse formée est légérement inférieure a celle obtenue en

présence de glutamine seule.

L'acide glutamique exerce une inhibition sur la GS,

et n'est pas capable d'assurer la survie cellulaire lorsque la
volie GS-GOGAT est blogquée. Lorsque la GS seule est inhibée et
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gue de la glutamine est fournie, l'assimilation de l'azote
peut se faire et la GOGAT joue sans doute son r8le de fournis-
seur de glutamate ; l'inhibition dela GS permettrait le fonc-
tionnement de la chaine aspartate—asparagine. Que la croissance
de la suspension puisse se dérouler a peu prés normalement
lorsgue le milieu contient de la glutamine et de la MSX laisse

supposer une intervention de la voie de l'acide aspartique.

La glutamine et (ou) le systéme GS—-GOGAT contrdle
donc vraisemblablement la voie assimilatrice de l'azote dans
les conditions habituelles de culture des cellules de Siléne.
L'inhibition de cette chalne métabolique par la MSX permet-
trait la mise en route ou l'exaltation d'autres réactions et

en particulier celle qui conduit a la formation d'asparagine.

Comment la glutamine peut elle réguler l'activité
nitrate réductase ? Elle ne la modifie pas <n vitro mais l'an-
nule Zn vivo. Son contrdle 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., 1979 ; PREMAKU-
MAR et al., 1980). 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, 1985).

6 - Glutamine synthétase, glutamate deshydrogénase :
modifications enzymatigques au cours de la

croissance et de la différenciation

Chez les végétaux supérieurs, la glutamine synthétase
présente généralement plusieurs isoenzymes qui possedent des

caractéristiques cinétiques et des propriétés immunologiques
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différentes ; elles sont séparables par leur charge mais non
par leur masse moléculaire, et sont constituées de huit
sous-unités. Dans les racines la glutamine svnthétase est
cytoplasmique (SUZUKI 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 différe
de la forme cytosoligue foliaire elle méme différente de
l'enzyme cytosolique racinaire (HIREL et al., 1984). Cette
diversité du spectre isoenzymatique se retrouve chez le
Haricot o 5 isoformes ont été individualisées : 2 dans les
nodules, 2 dans les feuilles et une dans les racines. Ces
enzymes sont apparemment contrdlées par une famille multigéni-
que comprenant au moins quatre génes 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 génes dans un type déterminé
d'organe ( CULLIMORE et 'al., 1984).

Pour assimiler l'ammonium qui, selon les tissus,
pourrait &tre généré par des vcies métakoliques particuliéres,
les végétzux supérieurs auraient adopté une stratégie qui
consiste a exprimer vurn géne particulier dans une situation
donnée.

Chez le Siléne, comme dans d'autres matdriels non
photosynthétiques (SUZUKI et al., 1931, EIREL et al., 1984)
la GS ne présente qu'une seule forme décelable soit par élec-
trophorése 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-
migque et s'apparenterait aux GS racinaires. Nous avons mon-
tré que l'activité de la glutamine synthétase s'exprime con-
tinuellement pendant la culture et les tentatives gque nous
avons effectuées pour étudier l'inductibilité de l'enzyme
ont échoué sans doute parce qu'il est impossible d'empé-
cher totalement la production d'ammonium endogéne. Il est

donc difficile, sinon impossible d'utiliser la glutamine syn-

thétase comme marqueur de la croissance des cellules de

Silene.
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Alors que l'ammonium induit la synthese de novo
de la glutamate deshydrcgénase (MAZUROVA et 'al., 1580),
du Lupin, il l'active chez le Mals (GASPARIKOVA et al.,
1976 ; OAKS et al., 1980). |

Chez l1'Eugléne, ou l'enzyme catalyse la réaction
d'oxydation du glutamate, le contrdle est également post-
transcriptionnel (PARKER et al., 1985). Si la GDH n'exerce
pas de rdle important dans la chalne assimilatrice d'azote,
elle n'en demeure pas moins intéressante par les variations
de son spectre isocenzymatique lorsque les conditions de

culture changent.

Comme la GS, la GDH est active pendant toute la
durée de la culture des cellules a2 Siléne et quel gque soit
le nutriment azoté, mais le nombre d'isoformes varie avec
l'4ge des cultures et avec la forme sous laquelle l'azote
est fourni. Cet hétéromorphisme est souvent observé chez les
plantes supérieures et les modifications des iscenzymes
accompagnent fréguemment la croissance cellulaire ou le dé-
veloppement d'un organisme, mais la présence d'une isoenzyme
commune a différents organes a été observée chez le Pois
(NAUEN et HARTMAN, 1980) ou le Carthame (ERREL et alC" 1973) .

Chez le Blé deux isofomes de la GDH ont été caracté-
risées : l'une prédomine dans les feuilles jeunes, l'autre
dans les feuilles plus &4gées de plantes mises a l'obscurité ;
cette seconde forme pourrait étre un marqueur. de la senes-
cence (LAURIERE et Col., 1981). L'un des exemples les plus
frappants de la multiplicité des isoenzymes de la GDH a été
décrit chez la Luzerne, ol l'on a observé 7 formes dans les
pieéces florales et 28 dans le grain de pollen. Ce foisonne-
ment extraordianire résulterait de l'association au hasard
de 2 ou 3 sous-unités qui s'organisent en une structure
hexamérique (DE VIENNE, 1983). Le passage d'un profil
isoenzymatique de type 7 a un type 28 serait lié a la syn-
thése d'une sous-unité particuliére au cours de la gaméto-
genése (DE VIENNE, 1985). Cette abondance 4d'isoformes dans
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le pollen peut trouver une explication finaliste extréme-
ment séduisante et apaisante pour les esprits inguiets :
l'acide glutamique est l'acide aminé le plus abondant dans

le style de 1'Oenothére ; sa teneur chute brutalement lors-
que le pollen germe sur le stigmate et pénétre le style
(LINDER et LINSKENS, 1972) : l'oxydation du glutamate cataly-
sée par des GDH fournirait 1'énergie nécessaire & la crois-
sance du tube pecllinique ... (DE VIENNE, 1985).

Chez le Siléne, deux isoenzymes sont constamment
présentes pendant toute la culture et gquelle que soit la
source d'azote ; la troisidme est variable et n'est jamais
présente en nutrition ammoniacale. Sa disparition pourrait
correspondre a une répression catabolique. A moins qu'elle
ne représente une enzyme ne fonctionnnant que dans une voie

métabolique particuliére inhibée par 1'ammonium.

La GDH pourrait donc constituer un signal intéres-
sant dans 1l'étude d'une régulation de la nutrition azotée de
cellules de Siléne soumises a des régimes nutritionnelsrpar-

ticuliers.



- 204 -

7) Nitrate réductase et différenciation organogéne
chez la Chicorée de Bruxelles

Le f£il 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 dirigé contre Les pro-
téines de cals de Tabac cultivés <in vitro, reconnaissent un
nombre extrémement variable d'antigénes selon 1l'état de diffé-
renciation des cellules d'un explant (BOUTENKO et VOLODARSKI,
1968) . Par ailleurs l'existence de protéines a arabino-galac-
tanes gpécifiquesde 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 & de petits amas qui possédent une potentialité
embryogenése qui ne se manifeste vraiment qu'en absence du
facteur hormonal (HALPERIN.et JENSEN, 1967). Le transfert de
telles cellules dans les conditions propices a l'embryogenése
somatique induit dés les premieres heures un accroissement de
la synthése d'ARN 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 1'Endive montrent gque
l'activité nitrate réductase 'esttoujours intense dans les raci-
nes Jjeunes, qu'elles soient produites au cours de la culture
in vitreo, du forcage 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 la a conclure que
la nitrate réductase est un marqueur potentiel de la rhizoge-

nése, la tentation est grande. Elle l'est d'autant plus que
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des résultats sensiblement similaires ont été obtenus chez
des plantules de Haricot. L'ablation de leurs hypocotyles

et de leurs racines permet d'obtenir des pousses feuillées
qui aprés un traitement par de 1'AIA reforment des racines ;
on constate alors un accroissement de l'activité nitrate
réductase avant l'émergence des racines a un moment ou
s'effectue une synthése importante de protéines nécessaires
& la rhizogenése (BURZYNSKI, 1975 ; BURZYNSKI et al.,. 1982)

Dans les explants racinaires de la Chicorée de
Bruxelles,l'initiation organogéne est caractériséde par deux
phases (VASSEUR et ROGER, 1983). La.premiére qui dure environ
24 heures consiste en une activation cellulaire qui voit la
transformation de cellules quiescentes (donc en Go ou G'o) en
cellules qui se réengagent dans un cycle cellulaire et syn-
thétisent de 1'ARN, des protéines et de 1'ADN. La seconde est
une phase préparatoire a la différenciation organogene ;
les synthéses d'ARN et de protéines sont importantes et l'a-
boutissement est l'apparition, aprés 3 jours de culture, de

nodules méristématiques.

Comme la mise en culture des explants induit des
synthéses protéiques décelables dés la 2éme heure de culture
et qui atteignent un maximum vers la 10eme heure, la nitrate
réductase est l'une des protéines synthétisées dés la reprise
d'activité des cellules gquiescentes. Quant & 1'ARN, son
activité spécifique présente deux pics situés apres 8 h et
14 ou 15 heures de culture. Comme seule la synthése globale
a pu étre mesurée (VASSEUR et ROGER, 1983), il n'est pas
possible de déterminer la proportion des différents types
d'ARN concernés. Cr l'addition de cycloheximide, de 6 méthyl
purine ou de cordycepine, dés la mise en culture des explants
inhibe l'apparition de l'activité nitrate réductase. Autre-
ment dit l'activation cellulaire s'accompagne donc d'une re-

prise de la transcription des génes de la nitrate réductase.
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La mise en culture de tissus racinaires induit donc la nitrate
réductase. Si 1l'on admet gque l'un des facteurs de 1l'induction
est l'ion NOE, le nitrate endogéne doit participer au phénomeé-
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 synthése de novo de
l'enzyme, ce qui n'est pas surprenant puisque nous avons vu
précédemment gue l'excision de racines de Féve, modifie qua-
litativement et quantitativement la population des ARN messagers
et la protéosynthése de ces tissus (ESNAULT, 1985).

L'activité de la nitrate réductase apparait donc dés
le début de la phase d'activation cellulaire et culmine vers
la 48éme heure peu avant l'apparition des nodules méristémati-
ques ; il est donc difficile de discerner si la synthése de
la nitrate réductase ne concerne que l'activation cellulaire
ou si elle est égalemeht impliquée dans le programme organogéne
qui est une suite d'évenements 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 lagquelle "les
‘cultures de tissus végétaux supérieurs sont une forme amplifiée
et malitrisée du cal de cicatrisation qui apparait spontanément
a la suite de blessures de la plante" nous parait en effet
trés séduisante. Si les "hormones de blessure" sont de petits
polysaccharides pariétaux (ALBERSHEIM et DARVILL, 1985). On
peut concevoir que l'excision libére 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 parait évident,
mais est ce le seul facteur qui intervienne ? Pourquoi l'acti-
vité nitrate réductase s'exprime-t-slle dans las jeunec racines

et non dans les jeunes feuilles ? Si les genes de la nitrate
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réductase sont déréprimés au cours de l'activation, gqu'est
ce qui va annuler leur expression dans une structure organisée

et non pas dans une autre ?

L'analyse fine de ces événements est d'autant plus
difficile que les explants racinaires constituent un svstéme
bioclogique extrémement complexe. Les tissus mis en culture
sont hétérogénes et les cellules qui vont se différencier

ne représentent qu'une masse infime de l'explant.

La recherche d'un systéme plus homogene et capable

de se différencier était donc souhaitable.

En l'absence d'une suspension cellulaire embryogene
de Chicorée qui aurait l'avantage d'étre homogéne et de pro-
duire rapidement des quantités importantes de structures dif-
férenciées, nous avons encouragé l'étude de la différenciation
organogene par des protoplastes d'Endive. La régénération
de plantes a partir de protoplastes foliaires a été réussie
(SARSI, 1985). Il n'a malheureusement pas été possible de
suivre l'évolution de l'activité nitrate réductase au cours
d'un cycle complet de développement. Nous avons cependant
pu déceler une activité NADH et NADPH nitrate réductase dans
des protoplastes de 24 heures, alors qu'elle était nulle

dans les cellules mésophylliennes.

La transformation d'une cellule foliaire bloguée au
stade Go en protoplaste,permet donc l'expression d'une poten-
tialité de réduction du No;. Le résultat est d'autant plus in-
téressant, qu'il semble bien gque l'enzyme utilise aussi bien
le NADH gue le NADPH comme donneur d'édlectrons. Or, l'étude
récemment entreprise au laboratoire de 1l'évolution de l'acti-
vité nitrate réductase d'une suspension cellulaire de Chicorée
obtenue a partir de cals racinaires a montré gque cette enzynme
n'utilise que le NADH (CHRAIBI, communication personnelle). Il
serait donc intéressant de comparer les enzymes foliaires et
racinaires qui pourraient bien étre deux formes différentes
de la nitrate réductase.
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L'évolution des microcals issus de la division des
protoplastes est, elle aussi,conditionnée par la composition

du milieu de culture et la capacité de régénération organogéne
dépend en particulier de la nature du nutriment azoté (La
quantité d'azote fourni est toujours de 840 mg. l—1 de milieu).
La glutamine seule ou associéde a NO3NH4 inhibe la néoformation
d'organes, l'activité nitrate réductase mais permet une proli-
fération cellulaire intense et rapide. Lorsque le nitrate
constitue l'unique source azotée, 45 % des cals sont organogenes,
une activité nitrate réductase mesurée in vivo est mesurable

(50 pmoles NOE h~ ' ¢! M F) mis les cals se nécrosent trés

rapidement. Lorsque le nitrate est associé a 1l'ammonium

(NO3NH4) 20 % seulement des cals sont organogénes, la proliféra-
tion cellulaire se poursuit et l'activité nitrate réductase est
plus élevée qu'en présence de nitrate seul (61 umoles NOE hlog!
M F). Si la teneur en nitrate d'ammonium est diminuée de moitié
l'activité nitrate réductase est diminuée de 60 % ; la dispo-
nibilité en azote minéral conditionne donc l'intensité de la

réponse enzymatique.

Le "systeme protoplaste" ressemble donc beaucoup au
"systéme explant " ; comme celui-ci, il comprend une phase
d'activation cellulaire gui résulte d'un traumatisme : la di-
gestion enzymatique de la paroi pourrait libérer des oligo-
saccharines responsables du recyclage de cellules arrétées
en Go (MEYER, 1985). Le systéme protoplaste nous paralt inadé-
quat pour étudier la différenciation organogene : d'une vart les
délais d'apparition d'un organe sont plus longs que chez un
explant tissulaire, d'autre part les pourcentages de régénéra-

tion d'une plante entiére restent faibles (quelques % dans les

meilleurs cas). Il est par contre extrémement précieux pour
aborddr 1'étude de la réactivation cellulaire. L'obtention de
protoplastes en nombre important est en effet facile ; d'autre
part ils synthétisent trés rapidement des protéines différentes
de celles des cellules mésophylliennes (MEYER, 1985) et ces

modifications résultent de la synthé&se d'un nouveau lot d'ARN
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messagers et non pas de changements post-transcriptionnels
(FLECK et al., 1982). Ils constituent donc un bon matériel
pour l'étude de la régulation génigue de l'activation cellu-

laire.

A moins d'obtenir rapidement une suspension cellu-
laire embryogéne de l'Endive, l'étude de la différenciation
organogéne pourrait, malgré les inconvénients gque nous avons
décrits, étre poursuivie avec les explants racinaires. La
purification de la nitrate réductase de la Chicorée a en
effet récemment été entreprise a partir de suspensions
cellulaires d'origine racinaire ; elle devrait aboutir
prochainement. La fabrication d'un immunsérum spécifique de
la nitrate réductase de (¢ichorium intybus serait alors facile.
Nous disposerons alors de nombreux moyens pour aborder 1'étude
de la différenciation organogéne.

S'ils ne chantent pas encore a tue-téte, les

lendemains n'en sont pas pour autant complétement aphones !
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St terrible que soit la
vie, l'existence de 1l'activité
créatrice sans autre but qu'elle
méme suffit 4 la justifier.

ELIE FAURE
(L'esprit des formes)
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La nitrate réductase des cellules de Siléne est
une NADH : nitrate réductase. Le NADH nécessaire & la ré-
duction du nitrate provient eééentiellement de la glycolyse.
Les constantes d'affinité poﬁr le donneur d'électrons et le
nitrate sont respectivement i  11. 107% et 15. 107%M. ces
valeurs sont voisines de celles obserwvées chez d'autres végé-

taux (voir GUERRERO et al., 1981).

L'accroissement de 1'activité nitrate réductase qui accom-
pagne 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. Inverée—
ment la chute de l'activité en présence d'ammonium pourrait étre

la conséquence d'une consommation accrue de pouvoir réducteur.

L'emploi de méthodes immunologiques montre que la
nitrate réductase du Siléne présente une structure particulidre =
des anticorps fabrigués contre la nitrate réductase d'Epinard
sont incapables de la précipiter mais inhibent trés fortement
son activité.

Par contre des anticorps monoclonaux fabrigqués con-
tre les deux enzymes présentent des réactions croisées.

La nitrate réductase d'Epinard et de Siléne possedent
donc des épitopes communs mais en quantité insuffisante pour

provoquer des réactions de précipitation par immunodiffusion.

Ceci va nous amener a étudier plus précisément la
structure de la nitrate réductase du Sileéne,ce gue nous avons
négligé jusqu'alors.

Des différences structurales ont été signalées chez
une autre enzyme de la voie assimilatrice de l'azote : 1la
glutamine synthétase : l'isoenzyme chloroplastique est glyco-
lysée alors que 1'isoforme cytosolique racinaire ne l'est pas
(OAKS et HIREL, 1985). Bien qﬁ'il soit généralement admis qﬁe

la nitrate réductase se trouve dans le cytoplasme, on ne
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peut s'empécher de remargquer que l'enzyme d'Epinard est ex-
traite de feuilles et que celle du Siléne l'est da cellules
qui possédent des caractéristigues physiologiques de parenchyme

racinaire.

Les rédsultats obtenus avec divers inhibiteurs de la
traduction ou de la transcription plaident en faveur du carac-
tere inductible de la nitrate rdéductase de Siléne. L'emplodl des

by

méthodes immunologigques nous a obligé a reconsidérer ce point,

puisque des formes antigéniques ont été détectées dans des cel
lules dépourvues d'activité enzymatique. Ou bien il existe une
nitrate reductase constitutive, mais on peut s'interroger sur

son rdle, ou bien une sous-unité ou l'apoenzyme entisrs,sont

constitutives et sont des précurseurs de l'holoenzyme. L'induc
tion consisterait alors en la synthése d'une protéine régula-
trice permettant l'assemblage des sous-unités de la transforma-

tion du précurseur en enzyme active.

Bien que divers autsurs aient wancé l'idée gue
la nitrate réductase £G4t sous ls contrdlzs de la glutamine
ou de la glutamine synthétase, nous ne possédons actuelle-
ment aucune information sur les génes régulatesurs de la

nitrate réductase des végétaux supérisurs.

La glutamine synthétase des cellules de Sil2ne est
constamment active indépendamment de la nature de la source
azotée ; elle est cependant partiellement inhibée par l'am-
menium. Elle est présente sous une forme unigue, vraisem-
blablement cytoplasmique.et présente des caractéristiques
des glutamine:. synthétases racinaires. Son inhibition par
la méthionine sulfoximine n'empéche pas la croissance si
de la glutamine est fournie simultanément. Si la vois GS-
GOGAT est par contre totalement bloguée les cellu
rent. Le fonctionnement de la GCGAT est donc essentiel pour
la croissance cellulaire. Chez les levures, trois tvpes
de génes régulent l'activité de la glutamine synthétase ;

ils répondent respectivement aux variations de la glutamine,
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des acidesaminés et des purines (MITCHELL et MAGASANIK, 1984).

L'étude de la régulation de la chalne assimilatrice
de l'azote nous a conduit a étudier aussi l'activité de 1la
glutamate deshydrogénase. Dans leé conditions habituelles de la
culture, elle intervient plutdt dans des réactions d'oxydation
du glutamate et ne joue apparemment aucun réle dans l'assimila-
tion de l'ammonium. En nutrition ammoniacale en revanche, elle
catalyse une réaction d'assimilation et joue un rdle de détoxi-
cation ; alors que l'activité est multipliée par 2, une isoenzyme

disparait,pelit étre par répression catabolique.

Plutdt gu'une régulation de la nitrate réductase
par la glutamine ou la GS, on peut trées bien concevoir que les
enzymes de l'assimilation de l'azote ; nitrate réductase, nitrite
réductase, glutamine synthétase et glutamate synthase soient

contrdlées par des génes communs.

En effet, chez certaines levures, les genes qui com-
mandent la formation de spores ou la différenciation en un type
sexué donné, sont régulés par des protéines codées par des
genes MAT. Chaque géne MAT code pour une protéine qui exerce une
- régulation sur tous les geénes de la différenciation en se fixant
sur des séquences spécifiques d'ADN, situédes en amont des génes
commandés (c.a.d. vers l'extrémité 5').

Ce modéle nous parait tout a fait adéquat pour expli-
quer le fonctionnement ordonné d'unechaine métabolique complexe
ou la réalisation d'un programme organogeéne et constitue une
hypothése de travail intéressante.
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La nitrate réductase peﬁt—elle 8tre finalament un
marqueur de la croissance cellulaire ou de la différenciation
organogéne ?

Le transfert de cellulas guiescentes de 3ilzne dans
un milieu neuf, entralne une reprise de la croissance cellulaire,
caractérisée par des synthéses importantes de protéines et d'aci-
des ribonucléiques. Une synthese d'ARN,dont 8 % sont polyadénylés
intervient d&s la 6e&me heure de culture et précade 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 vraisemblablement,l’'un des signaux de l'activation cellu-
laire. En l'absence d'un taux de synchronisation élevé  des
premieéres divisions cellulaires, il est cependant difficile
d'établir une relation simple entre la reprise de l'activité
métaboligue et l'un des deux aspects de la croissance, & savoir

division et grandissemnt cellulaire.

Avec les connaissances acgquises et les outils gque nous
possédons maintenant, nous sommes en mesure d'identifier les

génes de la nitrate réductase 4 l'aide de sondes d'ADN complémen-—
taire .

Chez la Chicorée de Bruxelles, l'apparition d'une
activité nitrate réductase dans des explants racinaires, cul-
tivés in vitro, est 4galement étroitement associde a la rdacti-
vation de cellules guiescentes,soudain soustraites de leurs cor-
rélations trophiques et fonctionnelles. Par ailleurs, toutes nos
observations tendent a prouver que la nitrate réductase ast tres
probablement un marqueur de la différenciation «rhizogeéne. L'étu-
de, actuellement entreprise, de la régulation de l'activité nitra-
te réductase d'une suspension cellulaire d'Endive qui a conservé
ses potentialités organogeénes et qui;dans certaines conditions,
peut ne différencier gque des racines,devrait nous apporter une
réponse sous peu.
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RESUME

La suspension cellulaire de Silene alba est habituellement cultivée
dans un milieu qui contient du nitrate comme seule source azotée. La durée
du cycle de croissance est de 14 jours. Le transfert de cellules prélevées
en phase stationnaire dans un milieu neuf entraine une activation cellulaire,
qui se traduit par une reprise de la protéogenése et par une synthé&se préco-
ce (6&me h.) d'ARN dont 8 7% sont polyadénylés.

La nitrate réductase des cellules de Silene est une NADH:nitrate
réductase dont les constantes d'affinité pour le NADH et le NO, sont respec-
tivement 11.10"0M et 15.10 M. Son activité s'étend du début dé la culture
jusqu'au 6&me jour. Elle est 1'une des protéines 1induites au cours de 1l'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 démontréde. L'induction de l'enzyme
pourrait consister en la synthése d'une protéine activatrice de l'apoenzyme
qui serait constitutive. La nitrate réductase est également soumise a 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 1l'ensemble de la chalne
d'assimilation de 1'azote.

En 1'absence d'un taux de synchronisation élevé de la division
cellulaire, il est difficile de relier 1l'induction de la nitrate réductase
a la croissance.

La mise en culture d'explants preélevés sur des racines tubérisées de

la Chicorée de Bruxelles provoque également 1'apparition d'une activité
nitrate réductase, absente dans les tissus quiescents. La nitrate réductase
pourrait &tre un marqueur de la différenciation rhizogéne.

Chez le Siléne, comme chez 1'Endive la nitrate réductase est un signal

de l'activation cellulaire.

MOTS CLES : Réduction de 1'azote
Métabolisme azoté
Suspension cellulaire
Cichorium intybus (var. Witloof)
Silene alba
Nitrate réductase
Glutamate deshydrogenase
Glutamine synthétase
Rhizogénese




ABSTRACT

Cell 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 Z of which are polyadenylated are synthetized-
during the early lag phase, Jjust before nitrate reductase activity 1is
induced .,Silene nitrate réductase is shown to be almost exclusely NADH-
dependant with Km (NADH) of 11.1076M and Km (NO3) of 15.107%M. Nitrate
reductase is one of the proteins induced during cellular activation.
Therefore dn 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 &n activator necessary for
building up the holoemnzyme. Nitrate reductase 1s 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 cell 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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Nitrate reduction
Nitrate reductase
Cell suspension culture
Cichorium intybus (var. Witloof)
Silene alba
Glutamate dehydrogenase
Glutamine synthetase
Root differentiation






