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INTRODUCTION 



La source principale d'azote pour la plupart des plantes 

supérieures et de nombreux microorganismes est le nitrate. Celui- 

ci induit la nitrate réductase, qui est la première enzyme de la 

chaîne de réduction de l'azote. C'est d'ailleurs l'étape de 

transformation du nitrate en nitrite qui constitue le lieu de 

régulation le plus important . 

De nombreuses études ont porté sur la dépendance de 

l'embryogenèse somatique vis à vis de la nutrition azotée. Dans 

ces conditions, il est intéressant d'étudier les variations de 

l'activité nitrate réductase et de l'assimilation de l'azote au 

cours de ce phénomène de différenciation. D'autant plus que 

l'embryogenèse permet une étude plus facile du fait du grand 

nombre d'embryons somatiques que l'on peut obtenir en cultivant des 

cellules de Carotte sauvage dans un milieu liquide ne renfermant 

pas de substances de croissance. 

La nitrate réductase peut constituer un marqueur inté- 

ressant dans l'étude de l'organogenèse et peut contribuer à notre 

compréhension des modifications biochimiques qui accompagnent la 

différenciation, c'est dans cette perspective que ce travail a 

été réalisé. 

Nous avons donc étudié, après une approche de la déter- 

mination des caractéristiques enzymatiques de la nitrate réductase 

de Carotte sauvage, l'évolution de l'activité enzymatique au cours 

de l'embryogenèse somatique. 



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 



Un embryon de plante, qu'il soit zygotique ou non, peut 

être défini comme un nouvel individu dérivant d'une seule cellule 

et n'ayant pas de connections vasculaires avec les tissus maternels. 

La formation de l'embryon zygotique implique la fusion de gamètes 

pour former une cellule unique, l'oeuf, qui se développe en une. nou- 

velle plante. Dans ce cas, la plante qui en résulte est un nouvel 

individu dont le génotype est différent. Par la multiplication ase- 

xuée, la formation d'un embryon somatique se fait à partir d'une cel- 

lule somatique banale. La plante qui se développe à partir de cet 

embryon possède un génotype identique à l'individu dont elle pro- 

vient. 

A. - Embryogenèse somatique : grandes  l i g n e s  

L'embryogenèse somatique a été observée pour la première 

fois, dans les suspensions cellulaires de Daucus carota par STEWARD 

et Col. (1958) et par REINERT ( 1 9 5 8 - 1 9 5 9 )  dans des cultures de cals 

cultivés sur un milieu semi-solide. 

Depuis, elle a été observée chez plus de 200 espèces, 

(TISSERAT et Col., 1 9 7 9 ) .  mais elle semble être plus répandue chez 

certaines familles de Dicotylédones, comme les Ombellifères (Dauczts 

carota), mais aussi les Renonculacées (DORION et Col., 1 9 8 4 ) ,  ies 

Rutacées et les Solanacées. 

Les facteurs qui permettent aux cellules d'acquérir la 

compétence à devenir embryons somatiques, commencent à être connus. 

L'auxine et la source azotée des milieux de culture en sont les 

deux facteurs essentiels. De plus, l'âge de l'explantat, le stade 

de développement et la nature de la plante dont il est issu jouent 

un rôle dans l'induction de l'embryogenèse somatique. 

1 - Le choix de l'explantat 

Chez les Graminées, ce facteur semble être prédominant 

(BOTTI et Col., 1984) .  Ce sont bien souvent des cellules de fragments d'or- 

ganes jeunes qui possèdent la compétence à se différenciez en em- 



bryons somatiques. Par exemple, des inflorescences et des embryons 

immatures ou des jeunes feuilles. 

La probabilité d' obtenir des embryons somatiques dépend 

largement du stade de développement de l'organe utilisé, (VASIL, 

1985) . Chez Pennisetum americanum (VASIL et Col., 1982) l'embryon immature 
prélevé 10 à 15 jours après la pollinisation, offre l'aptitude la 

plus grande à former des embryons somatiques. Chez Panicum -miZiare, 

ce sont les jeunes inflorescences dans lesquelles les primordiums 

floraux ont juste commencé à se former ( M G A N  et Col, 1983). Pour Saccha- 

rum officinarum L., les 4èmes et 5èmes feuilles sont les plus aptes 

à l'embryogenèse, et seulement les parties basales de ces feuilles 

(HO et Col., 1983). 

Chez les Dicotylédones , ces facteurs sont moins primordiaux, 
chez Daucus carota, n'importe qu'elle partie de la plante prélevée 

à n'importe quel stade de développement est apte à donner des em- 

bryons somatiques : les hypocotyles pour FUJIMURA et Col. (1979) 

et CATTOIR et Col., (1983), mais aussi les pétioles (FUJIMURA et Col., 1975 ; DREW, 

1979), les racines (ROSE et Col., 19 7 4, SUZICH et Col., 1984) les embryons 

( ~ W A R D  et Col., 1964, RUBOS, 1985). Chez la Carotte sauvage, les explan- 

tats les plus utilisés sont les pétioles et les racines. 

2 - Le rôle de l'auxine et des autres substances de 

croissance 

 embryogenèse somatique est induite dans des amas cellu- 

laires ; elle n'est pas possible à partir d'une cellule isolée 

(HALPERIN et JENSEN, 1967). C'est la position d'une cellule au sein 

de l'amas, qui détermine la potentialité de cette cellule à se 

développer en embryon. La présence d'une auxine ou plus particuliè- 

rement de l'acide 2,4-dichloroph~noxyacétique (2,4-D) inhibe com- 

plétement le développement de la cellule proembryonaire. . 

Des cellules, soumises à une forte teneur en auxine 

continuent à croître sous une forme inorganisée et indifférenciée, 

mais si on les repique dans un milieu sans auxine, elles peuvent 



a l o r s  s e  d é v e l o p p e r  en  embryons s o m a t i q u e s .  L e s  c o n c e n t r a t i o n s  en  

a u x i n e  e t  l a  n a t u r e  de  l a  m o l é c u l e  a u x i n i q u e  v a r i e n t  s u i v a n t  

l e s  e s p è c e s  e t  l e s  v a r i é t é s .  

a )  Chez Daucus c a r o t a  

L e s  p r e m i e r s  t r a v a u x  o n t  é t é  r é a l i s é s  c h e z  l a  C a r o t t e .  

En f a i t ,  e l l e  e s t  l a  p l a n t e  q u i  i l l u s t r e  l e  mieux c e t t e  t h é o r i e .  

Pour  KAT0 e t  T A K E U C H L  ( 1 9 6 6 ) ,  0 , 1  à 10 mg/ l  d e  2,4-D s o n t  n é c e s s a i -  

r e s  à 1 ' embryogenèse  a lo rs  que HALPERIN e t  Col. (1965) n'en emploient que 

0,01 mg/m31 p o u r  o b t e n i r  1'  embryogenèse ,  s i n o n  l e s  p roembryons  c o n t i -  

n u e n t  à s e  d é v e l o p p e r  en  une  s t r u c t u r e  i n d i f f é r e n c i é e .  La b a i s s e  

de  l a  c o n c e n t r a t i o n  en  2,4-D pe rme t  une  d i f f é r e n c i a t i o n  h i s t o l o g i q u e  

e t  une  c r o i s s a n c e  p o l a r i s é e .  

Les recherches de FUJIMURA e t  Col. (1975) vont dans l e  même s e n s  

que  c e l l e s  d e  HALPERIN ( 1 9 6 6 ) .  11 s u p p r i m e  complé t emen t  l e  2,4-D 

ou n ' e n  c o n s e r v e  q u ' u n e  c o n c e n t r a t i o n  i n f é r i e u r e  à 0 , 0 2 5  m g i l .  

Quand l e s  c e l l u l e s  s e  d i f f é r e n c i e n t  e n  embryons,  l a  

z é a t i n e  ( IO- 'M) e x e r c e  un  e f f e t  a c t i v a t e u r  a l o r s  que  l a  k i n é t i n e  e t  

l a  b e n z y l a d e n i n e  (BA) sont i nh ib i t r i c e s  (~ZALPERIN e t  Col., 1965 ; FUJIMURA e t  Col 

1 9 8 0 ) .  C ' e s t  p e u t  ê t r e  dû a u  f a i t  que  l a  z é a t i n e  e s t  une  hormone 

naturel le ,  a l o r s  que  l e s  deux a u t r e s  s o n t  d e s  s u b s t a n c e s  de  s y n t h è s e .  

 acide abscissique (ABA) e t  l ' a c ideg ibbé re l l i que  I A G ~ )  o n t  a u s s i  é t é  

t e s t é s .  Dans l e s  p r e m i e r s  s t a d e s  de  c r o i s s a n c e  d e s  embryons,  a u c u n e  

d i f f é r e n c e  n ' e s t  o b s e r v é e ,  m a i s  a p r è s  l e  s t a d e  " c o e u r " ,  c e s  h o r m o n e s  

e x e r c e n t  une  a c t i o n  i n h i b i t r i c e  du déve loppemen t  d e s  embryons 

(FUJIMURA e t  Col., 1975). 

b )  Chez d '  a u t r e s  Dicotylédones 

Chez l a  Renoncule  s c é l é r a t e ,  l e s  embryons s e  d é v e l o p p e n t  

spon t anémen t  à p a r t i r  de  p r o t o p l a s t e s .  La m o r p h o l o g i e  e t  l e  d é v e l o p -  

pement d e s  embryons s o m a t i q u e s  c u l t i v é s  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  d ' i s o l e -  

ment s o n t  f o r t e m e n t  i n f l u e n c é s  p a r  l ' é q u i l i b r e  ho rmona l .  La p r é s e n -  

c e  d ' a u x i n e  ( a c i d e  n a p h t a l è n e  a c é t i q u e  (ANA) 3  à 4  m g / l )  empêche 

l e  déve loppemen t  d e s  embryons s o m a t i q u e s  e t  e n t r a î n e  l a  f o r m a t i o n  

de  m a s s e s  m e r i s t é m a t i q u e s  g l o b u l a i r e s ,  ou d ' embryons  anormaux.  



La BA ( 1  mgIl) utilisée seule, provoque la formation d'embryons 

anormaux ; l'organogenèse s'effectuant surtout au profit des 

cotylédons et des feuilles. Par contre, dans les milieux sans ré- 

gulateur de croissance ou dont l'équilibre hormonal est réalisé par 
6 

le N ( 2 isopentenyl) adenine(2i.p) (1 mg/l) et l'ANA (1 mgIl), le 

développement des embryons se déroule normalement (DORION et Col., 1984). 

Chez une autre Renonculacée , NigeZZa sativa, la morphoge- 
nèse est induite par un milieu renfermant du lait de coco (15 % ) ,  

de l'acide indole-3- acétique (AIA) (0,5 mg/l) mais on n'obtient 

des embryons somatiques que si l'on remplace le lait de coco 

par de lfhydrolysat de caséine (100 ou 500 m g / l ) ( ~ ~ E ~ ~ ~ ~  et Col., 1976). 

Chez Medicago satiua, le milieu d!induction renferme 100 H M  

de 2,4-D et 5 ~ M d e  kinétine (KIN),10 jours après le transfert sur un 

autre milieu les embryons se développent. 

La balance hormonale de ce milieu de développement joue un 

rôle essentiel : 10 U M  de KIN et 1 p M   ANA sont nécessaires au 
développement d'un grand nombre d'embryons, alors que sans substance 

de croissance ou avec seulement de la KIN, peu de plantes sont ob- 

tenues (NOVAK et Col., 1982). La dernière phase, appelée phase de germina- 

tion, demande un milieu sans hormone. KA0 et Col., (1981) qui travaillent sur 

la même plante que NOVAK et Col., (1982), observent le même besoin d'une balan- 

ce hormonale entre les auxines et les cytokinines, mais ce besoin s'ex- 

prime au moment de la phase d'induction. Les concentrations qu'ils 

emploient, varient selon les différentes variétés et sont critiques 

pour l'embryogenèse. Après l'induction, les cellules sont transfé- 

rées sur un milieu sans hormone. 

c) Chez les Monocotylédones 

Pour les Graminées et les Herbacées , lfau.xine joue un 
rôle très important dans l'induction des cals embryogènes. Le 2,4-D 

est le régulateur de croissance le plus efficace pour l'induction 

et la formation des embryons somatiques (HO et Col., 1983) des ~erbacées. 

Lorsque la concentration en 2,4-D est basse (0,5 mgIl), les embryons 

apparaissent spontanément dans les cals sans changer la concentra- 

tion en 2,4-D. Chez Hordeum vuZgare, il faut 2,5 mgIl de 2,4-D pour 

induire l'embryogenèse, la régénération est meilleure sur un milieu 

sans hormone ou contenant uniquement de 1 ' ABA (THOMAS et- Col., 1985). Chez 



Zea m a y s ,  0 , 5  mgIl suffisent pour induire l'embryogenèse (LOWE et Col., 

1985). 

3 - Le rôle du nutriment azoté 

a) Chez la Carotte sauvage 

Ce sont HALPERIN et Col., en 1965 et REINERT et Col., en 1967, qui 

ont soulevé le problème de la nature de la source azotée nécessaire 

à l'initiation de l'embryogenèse et à son déroulement. Mais leurs 

résultats furent contradictoires. 

HALPERIN et Col. (1965) lorsqu'ils transfèrent des cals de Carotte 

sauvage d'un milieu renfermant du 2,4-D sur un milieu sans hormone, 

donc permettant l'embryogenèse observent qu' il n'y a pas de phénomène 

d'organogenèse si la source azotée est du nitrate ;les cals Conti- 

nuent à se multiplier indéfiniment. La simple addition de 5mM d'am- 

monium, qui inhibe légèrement la croissance, permet l'embryogenèse. 

Au microscope, dans un milieu renfermant de l'ammonium, ils 

observent des structures pluricellulaires filamenteuses qui ne sont pas 

visibles dans un milieu contenant essentiellement du nitrate comme 

seule source d'azote. Ces structures filamenteuses sont des proem- 

bryons. 

Alors que l'ammonium est indispensable pour 1' initiation de 

l ' e m b r y o g e n è s e , ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  et Col. (1965) observent que le nitrate est suffisant 

pour le développement des proembryons, mais il est possible que les 

jeunes embryons trouvent l'azote réduit dont ils avaient besoin en 

absorbant l'azote rejeté,sous des formes moléculaires variées,par 

des cellules vivantes ou mortes. 

Les proembryons non différenciés de C a t s z e y a  sp. ont par 

contre besoin d'ammonium pour se différencier (RAGHAVAN et TORREY, 

1964). 

REINERT et Col., (1 967) parallèlement font des observations qui 

vont à 1 'encontre des résultats de HALPERIN et Col. (1965) ; le nitrate 

et le nitrate d'ammonium peuvent tous deux initier la formation 

d'embryons somatiques. 



Pour eux, le fait que n'importe quelle forme d'azote 

ait un effet positif sur l'embryogenèse n'est pas dû à la forme 

sous laquelle l'azote est fourni, mais à la quantité globale d'azote 

que l'on introduit dans le milieu. Dans un milieu de MURASHIGE et 

SKOBG (1962), si la quantité d'azote est réduite de 6 0  à 1,5 mM, 

la capacité embryogène de la souche disparaît. 

L'action positive des deux formes d'azote, nitrate et 
+ 

nitrate d'ammonium, peut être due aux ions accompagnateurs K et 
+ + 

NH4. REINERT et Col. (19671, montrent que l'action positive du K est évidente 
+ 

pour les faibles concentrations de KNO mais que le K n'a plus 3 , 
d'action quand on augmente les quantités en nitrate-de potassium. 

L'effet stimulateur de ces cations pourrait être dû à la perméabili- 

té des cellules de Carotte aux deux cations ou aux activités des 

enzymes impliquées dans la conversion de l'azote "in vivo", ou les 

deux en même temps. 

WETHERELL et DOUGALL, en 1976, ont voulu essayer de trancher les 

divergences observées par REINERT et Col. (1967) et HALPERIN et Col. (1965). Ils - 

pensent que le problème vient de l'inoculum et de l'évaluation de 

l'embryogenèse. L'utilisation d'ùn inoculum bien séché, bien lavé 

et de faible volume, réduit le surplus de substances solubles appor- 

té . Car l'addition de seulement 0,1 mM de chlorure d'ammonium à 

un milieu renfermant du KNO comme source d'azote, est suffisante 
3 

pour induire l''embryogenèse. De plus, REINERT et Col. (1967) considèrent qu'une 

souche est embryogène lorsqu'elle ne produit que quelques embryons ; 

les autres auteurs considèrent une souche embryogène lorsqu'elle en 

produit des centaines. 

Le chlorure d'ammonium, peut être remplacé par de la 

glutamine, de l'acide glutamique, de l'urée ou de l'a-alanine 

(WETHERELL et Col., 1976) mais l'ammonium reste la source d'azote 

réduit la plus efficace (HALPERIN et Col., 1965). pour KAT0 et TAKEUCHI (1 966) 

les résultats sont identiques avec de l'ammonium ou avec de l'aspa- 

ragine, de la glutamine ou de l'arginine. 

En 1979, KAMADA et HARADA, étudient à leur tour les besoins 

en azote de l'embryogenèse et concluent que la présence d'azote 

réduit dans le milieu n'est pas un besoin strict pour l'induction 



de l'embryogenèse somatique mais que le milieu en a besoin pour 

le développement des embryons. L'étude de l'action des acides 

aminés sur l'embryogenèse fait ressortir que certains acides aminés comme 

l'a-alanine, l'asparagine, l'acide glutamique, l'arginine et la 

proline stimulent l'embryogenèse alors que d'autres tels que la 

lysine, la valine, l'histidine, la leucine-ou la méthionine n'ont 

aucun effet. 

b) Chez les autres plantes 

Les autres espèces n'ont pas été autant étudiées quant à 

la source dlazote,mais dans tous les cas, les auteurs emploient des 

milieux riches en azote comme le milieu de Murashige et Skoog , pour 
~accharum offieinarum (HO et Col., 1983), Penisetum americanum 

(BOTTI et Coi., 1984) ou pour Cocos nucifera (GUPTA et Col., 1984). 

Quand lemilieu choisi renferme peu d'azote, les auteurs 

sont souvent obligés de le modifier ; DORION, (1984), chez la Renoncule 

scélérate, emploie les macroéléments minéraux de WHITE (1943), mais 

y ajoute 400 mg/l de C a ( ~ 0 ~ ) ~  et 100 mgIl de glutamine. TULECKE et Col. 

(19851, chez ~ Ù ~ Z a z s  regia, ajoutent 250 mg/l de glutamine au milieu 

de base préconisé et remarquent que le fait que la glutamine soit 

dégradable à haute température n'empêche pas l'embryogenèse. Les 

produits de dégradation de la glutamine sont donc aussi des facteurs 

embryogènes. 

Pour l'embryogenèse de Cyanopsis tetragonoZoba, le milieu 

B5 de GAMBORG et Col, (1968) est utilisé, il est modifié en remplaçant 

(NH ) S04 par NH4N03 à 400 mg/l et en baissant la concentration 4 2 
en KNOj de 20 % . Ce milieu est additionné de 292 mg/l de glutamine 
(Mac HUGHEN et Col., 1984). 

4 - Origine des embryons somatiques 

En 1964, STEWARD et Col., avançaient l'hypothèse que les 

embryoldes sont issus, dans les suspensions cellulaires de Carotte, 

de cellules uniques isolées. En 1967, HALPERIN et JENSEN, considè- 

rent que les embryoides s'initient le plus souvent, ou même toujours 

à la surface des agrégats cellulaires que l'on peut observer aussi 



dans les suspensions cellulaires de Daucus c a r o t a .  

Plus tard, en 1970, BACKS-HUSEMAN et REINERT, démontrent 

la validité des hypothèses de STEWARD et Co1.,(1964), et obtiennent 

un embryolde à partir d'une cellule unique. Mais cette cellule, 

avant de donner un embryon, s'est divisée pour donner un cal et 

c'est à partir de ce cal qu'un ou plusieurs embryons ont été ini- 

tiés. 

Mac WILLIAM et Col., (1974) retrouvent les mêmes résultats. L ' origi- 
ne des embryons est donc unicellulaire mais à l'intérieur des cals 

embryogènes. 

Des travaux sur d'autres plantes, RanuncuZus s c e Z e r a t z s  

et Atropa betladona (KONAR et Col., 1972a ; KONAR et Co1.,1972b), montrent l'origir 

unicellulaire de l'embryon somatique au sein du tissu mis en cul- 

ture. 

Plus récemmett, HO et COI. (1983)~ chez ~acchcrum of f ic inamn? L. 

mettent en évidence le même phénomène. Les embryoides sont initiés à par- 

tir de cellules situées à la périphérie de cals embryogènes. 

Les cellules cibles de l'initiation d'embryons somatiques 

sont de petites cellules méristématiques avec un gros noyau central, 

de petites vacuoles, et elles sont riches en cytoplasme (JONES, 

19 74 ; Mac WILLIAM et Col., 1974 ; HO et Col., 1983). 

L'embryon issu de ces cellules somatiques s'individualise 

du tissu environnant, à des stades ultérieurs du développement. 

L'embryogenèse somatique étant sous le contrôle de la nutrition 

azotée, il est intéressant d'étudier les variations de l'activité 

nitrate réductase et les modifications éventuelles des différents 

isoenzymes de l'assimilation de l'azote au cours des phénomènes 

de différenciation. 

L'utilisation de l'embryogenèse somatique permet une étude 

plus facile du fait de l'identité génétique de tous les embryons 



et de la souche mère mais aussi parce qu'il est possible d'obtenir 

des structures différenciées en quantité. 

B. - Nitrate réductase et différenciation 

La différenciation de structures organisées à partir 

d'explants est de toute évidence sous contrôle génétique et s'ac- 

compagne de modifications enzymatiques ( B O N N E R ,  1965). 

Les ehangements qui s'opèrent lors des phénomènes de dif- 

férenciation, affectent souvent les enzymes de la réduction et 

de l'assimilation de l'azote. Les modifications ont souvent été 

mises en parallèle avec la croissance ou la sénescence. 

SIMMONS et MOSS (1978) observent une chute de l'activité 

nitrate réductase durant les deux semaines qui suivent l'anthèse 

chez le Blé. 11 y a donc une baisse de l'activité en accord avec un 

phénomène de sénescence. 

Les variations de l'activité nitrate réductase ont été 

étudiées au cours de l'ontogenèse des feuilles de Concombre (BLAHOVA et Co 

1980) l'activité nitrate réductase augmente lorsque les feuilles 

grandissent et elle décroît à la sénescence des feuilles. L'acti- 

vité dépend de l'âge de la plante et des organes. Chez le Radis 

ou les cotylédons de Concombre, le maximum d'activité nitrate réduc- 

tase est corrélé avec le maximum de poids de l'organe. Chez Sorghum 

b i c o Z o r  (VAISHNAV et Col., 1978), 1 'activité nitrate réductase montre une 

corrélation inverse avec la hauteur des plantes, les cultivars 

nains possèdent une plus forte activité enzymatique. 

Le maximum d'activité se situe au moment où la feuille 

cesse de grandir. Chez l'Orge on observe un maximum d'activité, 

juste avant la fin de l'élongation des premières feuilles, et 

ensuite une chute de l'activité et une accumulation de nitrate 

(DUDEL et Col., 1974). 

Les changements saisonniers de l'activité enzymatique 

chez Laminaria d i g i t a t a  suivent la croissance. On observe un maxi- 

mum en mai et un minimum en octobre-novembre. Les cellules ont la 



possibilité de stocker de l'azote pendaht l'hiver, (DAVISON et Col., 

1984). 

Les variations de l'activité nitrate réductase ont 

aussi été étudiées au cours de la germination de graines et du 

développement de plantules. Selon EVANS et NASON (1953), l'activité 

est toujours la plus élevée dans les tissus "jeunes et métabblique- 

ment actifs". 

Dans les plantules de Coton (RADIN, 1975) et de Maïs 

(WALLACE, 1973), l'activité est toujours plus élevée dans les 

apex racinaires. Chez les feuilles de Concombre, c'est la même 

chose, la nitrate réductase est plus intense dans les jeunes feuil- 

les et leurs portions méristématiques (BLAHOVA et Col., 1980). 

Les relations activité nitrate réductase et différencia- 

tion organogène n'ont pas souvent été étudiées. La formation des 

racines, chez PhaseoZus vuZgaris, est associée avec le changement 

des activités enzymatiques du métabolisme de l'azote ( B U R Z I N S K I ~ ~  Col. 

1982). Les activités nitrate réductase, nitrite réductase et gluta- 

mate déshydrogénase (GDH) sont augmentées à la formation des racines, 

alors que l'activité glutamine synthétase (GS) baisse après l'induction 

de la formation de racines par 1'AIA. L'augmentation.. d'activité 

apparaît avant l'émergence des racines, c'est-à-dire à une période 

où elle est essentielle pour la synthèse de protéines nécessaires 

à la rhizogenèse. 

Lors de la caulogenèse, chez la Canne à sucre, les cals 

qui produisent des tiges ont une activité nitrate réductase plus 

élevée que les cals non caulogènes, (DWIDEDI et Co1.,1984). Contrairement 

à la rhizogenèse, chez PhaseoZus vuZgaris, la GS présente une forte 

activité dans les cals caulogènes et la GDH est faible. KAMADA et 

HARADA (1984) ont étudié les variations de l'activité nitrate réduc- 

tase pendant l'embryogenèse somatique de la Carotte sauvage. Ils dé- 

montrent qu'une grande quantité d'a-alanine incorporée simultanément 

au milieu de culture avec du nitrate stimule la prolifération cel- 

lulaire et initie l'embryogenèse somatique. 



Quand certains composés azotés, qui favorisent ilembryo- 

genèse somatique, comme l'a-alanine sont ajoutés en plus du nitrate 

dans le milieu de culture, les activités des enzymes du métabolisme 

de l'azote, en particulier la nitrate réductase, sont augmentées 

pendant les premiers stades de l'embryogenèse somatique et aux sta- 

des ultérieurs. 

L'addition de certains acides aminés. comme l'a-alanine, 

la glutamine, l'asparagine et l'acide aspartique, en plus du nitra- 

te, stimule la prolifération cellulaire et la nitrate réductase 

est activée aux 7éme et 13ème jours de culture. 

L ' addit ion de pro1 ine. et d' arginine stimule modérément la 
prolifération cellulaire, la nitrate réductase-n'est activée que 

le 13ème jour. La lysine, la valine et la leucine inhibent la proliféra- 

tion cellulaire et inactivent la nitrate réductase. D'autre part 

ces mêmes acides aminés exercent parallèlement des effets stimu- 

lateurs et inhibiteurs sur l'embryogenèse. 

L'augmentation des activités des enzymes de l'assimila- 

tion de l'azote, permet peut-être la synthèse de protéines propres 

à l'embryogenèse. SUNG et OKIMOTO (1981) ont d'ailleurs démontré 

l'existence de deux protéines qui n'existent que dans des proem- 

bryons et qui apparaissent lorsque l'on induit des cultures cel- 

lulaires à donner des embryons somatiques. 

C. - Etude molécula i re  de l a  n i t r a t e  r éduc ta se  

La source principale d'azote pour la plupart des plantes 

supérieures et de nombreux microorganismes, est le nitrate. Celui- 

ci induit la nitrate réductase, qui est la première enzyme de la 

chaîne de réduction du nitrate. 

La caractérisation de la nitrate réductase est essentielle 

pour comprendre le métabolisme de l'azote. 

La nitrate réductase est une enzyme, protéine complexe, 

induite par son substrat et elle possède un cofacteur molybdénique, 



d u  PAD e t  l e  c y t o c h r o m e  b 5 5 7 .  

N A D H ,  NADPH, FADHs, m é t h y l  v i o l o g è n e  e t  b e n z y l  v i o l o g è n e  

r é d u i t s ,  p e u v e n t  ê t r e  u t i l i s é s  p a r  l e s  n i t r a t e  r é d u c t a s e s  d e s  

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

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

t a s e s  s p é c i f i q u e s - N A D H ,  a v e c  q u e l q u e s  e x c e p t i o n s  o ù  d e u x  e n z y m e s  

s o n t  d é c r i t e s  : 1' u n e  s p é c i f i q u e  d e  NADH e t  l ' a u t r e  b i s p é c i f i q u e  

a v e c  u n e  a f f i n i t é  p l u s  g r a n d e  p o u r  NADPH q u e  NADH (SNAPP e t  Col., 1 9 8 4 ) .  

1 - L e s  d i f f é r e n t e s  f o r m e s  e n z y m a t i q u e s  

Il s e m b l e  e x i s t e r  t r o i s  f o r m e s  d e  n i t r a t e  r é d u c t a s e s ,  

l a  NADH : NR (EC 1 . 6 . 6 . 1 . )  q u i  e s t  r é d u i t e  p a r  l e  NADH,  l a  NAD(P)H : 

N R  (EC 1 . 6 . 6 . 2 . )  q u i  u t i l i s e  a u s s i  b i e n  NADH q u e  NADPH comme d o n n e u r  

d ' é l e c t r o n s  e t  l a  NADPH : NR (EC 1.6.6.3.) q u i  n ' u t i l i s e  que NADPH, on 

l a  r e n c o n t r e  s u r t o u t  c h e z  l e s  C h a m p i g n o n s ,  p a r  e x e m p l e  PeniciZZiurn 

chrysogenum (RENOSTO e t  Col., 1981). 

La NAD(P)N. : ?IR a  i n i t i a l e m e n t  é t é  p a r t i e l -  

l e m e n t  p u r i f i é e  e t  c a r a c t é r i s é e  c h e z  Neurospora c r a s s a  (NASON e t  

EVANS,. 1 9 5 3 ) .  Une enzyme s e m b l a b l e  e s t  e n s u i t e  d é c o u v e r t e  d a n s  l e  

S o j a  p a r  EVANS e t  NASON ( 1 9 5 3 ) .  L ' e n z y m e  e x t r a i t e  d e s , f e u i l l e s  d e  

S o j a ,  p e u t  u t i l i s e r  a u s s i  b i e n  l e  NADPH q u e  l e  NADH e t  a v e c  l a  même 

e f f i c a c i t é .  L e s  é t u d e s  q u i  s u i v i r e n t  m o n t r è r e n t  q u e  s u r  16 p l a n t e s  

é t u d i é e s  (BEEVERS e t  C o l . ,  1 9 6 4 ) ,  q u i n z e  p l a n t e s  p r é s e n t e n t  u n  b e s o i n  

s p é c i f i q u e  p o u r  l e  NADH comme C O - f a c t e u r .  

D a n s  l a  m a j o r i t é  d e s  p l a n t e s  t e s t é e s ,  l e  NADPH e s t  i n c a -  

p a b l e  d e  s e r v i r  d e  d o n n e u r  d ' é l e c t r o n s  e t  d a n s  l e s  q u e l q u e s  c a s  

o ù  il p e u t  ê t r e  i m p l i q u é  dans l a  r é d u c t i o n  du  n i t r a t e ,  l e  t a u x  d e  

r é d u c t i o n  e s t  d i x  f o i s  p l u s  f a i b l e  q u ' a v e c  NADH,  s a u f  d a n s  l e s  e x -  

t r a i t s  d e  S o j a  ; l ' e n z y m e  p r é s e n t  d a n s  l e s  e x t r a i t s  d e  S o j a  p e u t  

u t i l i s e r  a u s s i  b i e n  NADH q u e  NADPH. 



D'ailleurs chez le Soja, le pH optimal d'activité est 

différent, il est de 6,25 au lieu de 7,5 chez les autres plantes. 

L'efficacité relative de NADPH ou NADH à fonctionner com- 

me CO-facteur pour la nitrate réductase de Soja dépend de la méthode 

d'extraction. Le NADH est deux fois plus effficace que le NADPH 

si de la cystéine est ajoutée au tampon d'extraction. EVANS et 

NASON (1953) n'en mettaient pas et obtenaient le même pouvoir 

reducteur avec NADH et NADPH. Le même phénomène est observé chez le 

Riz (SHEN et Col., 1976) : une nitrate réductase qui peut utiliser 

aussi bien le NADH que le NADPH. Si les germinations de Riz sont 

induites avec du nitrate, la nitrate réductase préfère le NADH, mais s 

le chloramphénicol ou un autre composé azoté est inducteur, l'enzyme 

présente une préférence pour NADPH. La différence de réactivité vis 

à vis des deux nucléotides n'est pas due à des réactions secondaires 

dans les extraits, mais il y a en fait deux enzymes formées en 

réponse des différents inducteurs. 

CAMPBELL, trouve en 1978, une nitrate réductase bispéci- 

fique dans le scutellum de Mais, alors que les feuilles ne semblent 

avoir qu'une NADH: NR typique. 

En fait, il semblerait que la NADPH : NR 

soit plus souvent représentée qu'on ne le pensait, car plus récem- 

ment, on en a trouvé dans les racines de Maïs, de l'orge, du Blé 

et de l'Avoine (REDINBAUGH et CAMPBELL, 1982 ; DAILEY et Col., 

1982 ; HEAT-PAGLIUSO et Col., 1984). 

2 - Origine de l'activité NADPH ; nitrate reductase 

Nous avons vu que chez certaines plantes, la nitrate 

réductase présente deux types d'activités. 

Depuis que la NAD(P)H : NR (EC 1.6.6.2.) a été découverte 

puis étudiée, les auteurs se sont intérrogés sur l'origine de 

cette activité NADPH:NR, il y a en fait trois possibilités : 

soit il existedeux formes distinctes de nitrate réductases, 



une qui fonctionne exclusivement avec NADH et l'autre avec 

NADPH ; soit alternativement, la nitrate réductase serait spé- 

cifique d'un seul pyridine nucléotide (HAGEMAN et HUCKLESBY, 

1971), la troisième possibilité est la rapide conversion du NADPH 

en NADH par une transhydrogénase ou une phosphatase (WELLS et 

HAGEMAN, 1974). 

BEEVERS et Col. (1964) n'ont pas pu montrer la présence de deux 

enzymes, mais il penche plutôt pour une seule nitrate réductase 

car la réduction du nitrate n'est pas augmentée quand un mélange 

de pyridine nucléotides remplace le NADH ou le NADPH comme CO-facteur. 

La présence d'une NADPH : NR dans les extraits 

de Soja et les feuilles de Maïs est expliquée par la conversion du 

NADPH en NADH par une phosphatase spécifique (WELLS et HAGEMAK, 1974). 

Il est impossible de séparer deux nitrate réductases, par chromato- 

graphie sur DEAE cellulose ou par focalisation isoélectrique. L'ac- 

tivité NADPH : NR est un artéfact dû à une phosphatase. De plus 

l'activité NADPH : NR est inhibée par des inhibiteurs de phospha- 

tases. 

Chez ChZoreZZa variegata, où il existe deux types d'acti- 

vités, HIPKIN et Col. (1979) montrent qu'après des étapes de purification 

partielle, l'activité NADPH : NR devient plus élevée que l'activi- 

té NADH : NR. Ce qui exclut la possibilité de l'intervention de 

phosph8tases. De plus,par chromatographie,il obtient une fraction 

qui présente les deux activités avec des Km semblables pour le 

nitrate et les pyridines nucléotides et les mêmes profils de pH. 

Pour HIPKIN et Col. (1979) c'est la même enzyme mais elle peut utiliser 

soit NADH, soit NADPH . En 1982, DAILEY et Col., qui travaillent sur 

l'orge, pensent qu'en fait l'activité NADPH : NR est une combinaison 

de l'action de phosphatases et d'une capacité de la NADH : NR à 

utiliser le NADPH. En effet, il existe dans l'Orge, deux activités 

enzymatiques, mais au cours de la purification enzymatique par chro- 

matographie d'affinité, l'activité NADPH.: NR est fortement inhibée 

de 8 0  à 55 2 .  Ces résultats suggèrent qu'une partie importante de 

l'activité NADPH : NR des extraits bruts de l'orge est due à l'ac- 

tion de phosphatases. L'activité NADPH : NR restante semble étendue 



Schéma 1 : Oxydation du glucose-6-P e n  ribulose-5-P 
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Pour chaque atome de carbone  q u i  p a r t  sous  forme 

de C O 2 ,  o n  a  donc 2 o x y d a t i o n s  accompagnées d ' u n e  

f o r m a t i o n  de NADPH q u i  peu t  s e r v i r  de c o - f a c t e u r  

à Za n i t r a t e  r é d u c t a s e .  



à une propriété inhérente à l'enzyme d'orge, le NADPH n'est 

pas converti en NADH par les phosphatases . L'enzyme d'orge est donc 

une enzyme spécifique de NADH et elle possède une légère capacité 

à utiliser NADPH, particulièrement à des pH bas (pH6). 

L'existence de deux molécules distinctes, une NADH : NR 

et une NADPH : NR a été montrée par JOLLY et Coi. (1976). Ils 

séparent l'activité nitrate réductase des extraits de feuilles de 

Soja en activités NADH et NADPH : NR, par une chromatographie sur 

DEAE cellulose. Ils éluent par cette méthode deux enzymes : l'une 

avec un rapport d'activité NADPH et NADH : NR de 1,5 et l'autre avec 

un rapport de 0,56. 

Les deux nitrate réductases peuvent être compétitives 

par rapport à la concentration en nitrate : la NADH : NR serait 

active pour des faibles concentrations de nitrate et la NADPH : NR pour 

de fortes concentrations. Les deux enzymes agissent peut-être sé- 

quentiellement suivant le développement des feuilles de Soja 

(CAMPBELL, 1976). 

3 - Origine des pyridines nucléotides 

Nous avons vu précédemment que le NADH et le NADPH étaient 

tous deux donneurs d'électrons dans la réduction du nitrate. Le pro- 

blème de leur origine a souventété soulevé. 

Pour le NADPH, il semble qu'il provienne du cycle des 

pentoses phosphates, d'autant plus que son activité est accrue 

lors de l'assimilation des nitrates (JESSUP et FOWLER, 1977). 

(cf schéma n o  1). 

Cependant, le NADH peut être produit de différentes 

façons ; des réactions de glycolyse, du cycle de Krebs ou de 

la chaîne respiratoire de transport d'électrons. 



Schéma 2 : Origines d u  potentiel réducteur n é c e s s a i r e  à la 

réduction d u  n i t r a t e  dans les tissus n o n  chlorophyl- 

liens (LEE, 1980). 

P E N T O S E S  P. . 1 

H E X O S E S  P. 

@ M I T O C H ~ ~ ~ E  m. c x t e  r n e  

1 : g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  d é s h y d r o g é n a s e  

2 : 6-phosphogZuconate  d é s h y d r o g é n a s e  

3 : NAD-gZyc&rald&hyde -3- phospha5e d é s h y d r o g e n a s e  

4 : p y r i d i n e  n u c l é o t i d e  t r a n s h y d r o g e n a s e  
+ 

E.M. : enzyme maLique à N A D  
+ 

MDIY : m a t a t e  d é s h y d ~ o g é n a s e  à NAD o u  NADP'.  



L'assimilation du nitrate dans les feuilles est fer- 

mement liée à la photosynthèse, car l'ammonium, produit final 

de l'assimilation du nitrate est incorporé dans les acides ami- 

nés par le moyen de squelettes carbonés issus de l'assimilation 

La réduction du nitrate est souvent dépendante de la lumière 

et s'arrête à l'obscurité (CANVIN et ATKINS, 1974). 

Cette régulation de la réduction du nitrate est en 

rapport avec la respiration mitochondriale qui s'effectue à l'obs- 

curité mais qui est inhibée à la lumière par l'augmentation de 

la charge énergétique (SAWHNEY et Col., 1978). L'application 

d'amytal ou de roténone qui sont des inhibiteurs du transport 

d'électrons dans la chaîne respiratoire produisent une activa- 

tion à l'obscurité de l'activité nitrate réductase. 

Il y aurait une compétition entre la réduction du nitrate 

et la respiration mitochondriale pour le NADH. Le nitrate est donc 

réduit seulement lorsque l'oxydation du NADH est inhibée par 

l'augmentation de la charge énergétique à la lumière (REED et 

CANVIN, 1982) ou par des inhibiteurs spécifiques. Dans ce cas, 

le NADH accumulé est alors oxydé par une malate déshydrogénase 

mitochondriale (WOO et Col., 1980). Le malate passe ensuite dans 

le cytoplasme où il est converti en oxalo-acétate par une malate 

déshydrogénase cytoplasmique qui produit aussi du NADH (la nitrate 

réductase étant certainement cytoplasmique) (LOSADA et Col., 1981). 

L'entrée de l'acide oxalo-acétique (AOA) dans la mitochondrie 

permet le fonctionnement à la lumière du cycle de Krebs modifié 

(SAWHNEY et Col., 1979), (cf schéma n02). 



Mais l'une des voies essentielles capable de subvenir aux 

besoins en réducteurs serait la glycolyse. KLEPPER et Col. (1971) 

ont été les premiers à émettre cette hypothèse. 

Par l'utilisation de divers métabolites de la glycolyse, 

du cycle des pentoses et du cycle de Krebs, ils concluent que les 

sucres qui migrent du chloroplaste vers le cytoplasme sont les 

sources principales d'énergie pour la formation de N A D H .  Dans les 

suspensionscellulaires non chlorophylliennes, le système est rem- 

placé par l'apport de saccharose ou de glucose. 

L'oxydation de la glycéraldéhyde 3-phosphate est la 

source principale de N A D H  pour la réduction du nitrate "in vivo". 

Cette conclusion est supportée par des expériences qui montrent 

l'inhibition par l'iodoacétate de la nitrate réductase. 

Pour conclure, il semble que ce ne soit pas un seul 

système qui est mis en cause dans la réduction du nitrate, mais 

l'association ou l'alternance de plusieurs systèmes : deux sources 

principales peuvent-être retenues, celle de la NAD malate déshy- 

drogénase et celle de la NAD glycéraldéhyde-3-phosphodéshydrogé- 

nase qui sont deux enzymes largement présentes dans le cytoplasme. 

D. - Extraction'et purification de la nitrate réductase 

1 - Extraction de l'enzyme 
L'extraction de la nitrate réductase des tissus ou cellules 

végétales présente de nombreuses difficultés. L'enzyme est obtenue 

par un broyage qui libère des composés phénoliques qui inhibent 

l'activité enzymatique. 

LOOMIS et BATAILLE (1966) utilisaient une technique d'ex- 

traction de la nitrate réductase dans laquelle le polyvinylpyrrolidone 

insoluble (PVP) éta.it utilisé pour absorber les composés phéno- 

liques. 



11 a aussi été démontré que l'addition de protéines comme 

la sérum albumine ou la caséine dans le milieu d'extraction, 

protige l'activité nitrate réductase de la dégradation par les 

enzymes protéolytiques. La caséine a été utilisée chez le Blé, 

l'Orge (SHERRARD et Col., 1979), le Riz (YAMAYA et OHIRA, 1976) et 

S p i r o d e l a  p o l y r r h i z a  (BUCZEK, 1984) . 

Chez HeZianthus  annuus (KAISER et Col., 1984) l'addition de 

PVP et de caséine au tampon d'extraction augmente la stabilité 

de la nitrate réductase. L'accroissement est pourtant moindre 

pour l'enzyme extraite des racines que pour celle extraite des 

feuilles. Lorsque le tampon d'extraction ne contient pas de pro- 

tecteurs,l'activité nitrate réductase est sensiblement égale dans 

les racines et dans les feuilles. 

Le broyage du matériel végétal a pour autre conséquence 

de provoquer des oxydations cellulaires qui sont limitées par 

l'apport d'anti-oxydants au tampon d'extraction. Les anti-oxydants 

peuvent être ; la cystéine (CAMPBELL et SMARELLI, 1978 ; 

REDINBAUGH et Col., 1981), le dithiotreitol (PAN et Col., 1978 ; 

KU0 et Col., 1980) ou le B-mercaptoéthanol (ROUSTAN et Col., 1974). 

D'une manière générale, on inclut de la cystéine dans le 

tampon d'extraction, pour empêcher l'oxydation des groupements 

thiols de la nitrate réductase. Elle n'agit pas sur l'extracti- 

bilité de l'enzyme mais sur l'activité enzymatique elle-même. 

(OJI, 1982). Le taux requis pour protéger l'enzyme varie d'une 

espèce à une autre et même d'un tissu à un autre. Chez le Pois, 

on observe une activité enzymatique dans tous les tissus sans 

apport de cystéine; elle est améliorée par une concentration de 
-5 -2 

10 M, mais inhibée par 10 et I O - ~ M .  De telles concentrations 

pourraient par contre améliorer la stabilité de l'enzyme chez 

d'autres espèces. Dans les racines d'orge, l'addition de cystéine 

au tampon d'extraction (10mM) inhibe de 20 à 27 % l'activité ni- 

trate réductase. 



La leupeptine, un inhibiteur spécifique des thiols protéi- 

nases, stabilise la nitrate réductase des extraits de feuilles 

d'Orge (WRAY et KIRK, 1981). La leupeptine annule l'activité de la 

thiol protéinase de l'Orge (HAMANO et Col., 1984) qui catalyse 

la protéolyse de la nitrate réductase (OJI et Col., 1985).KUO et 

Col., (1982) et CAMPBELL et Col. (1983) utilisent aussi la leupep- 

tine et obtiennent des résultats satisfaisants. 

D'autres produits peuvent être ajoutés au tampon d'extrac- 

tion et surtout des stabilisateurs de l'enzyme, tels le FAD, le 

molybdène et 1'EDTA. L'EDTA est ajouté dans quasiment tous les 

tampons d'extraction. Son effet serait dû à l'inhibition du 

système NADH oxydant contaminant . C'est aussi un inhibiteur des 

métaloprotéases. 

La nature du tampon d'extraction varie selon les auteurs, mais 

il s'agit soit du tampon phosphate KH2 P04/K2 HP04, dont le pH 

peut varier (CAMPBELL et Col., 1983 ; NELSON et Col., 1984 ; 

KAISER, 1984 ; FIDO et Col., 1984 et BUCZEK, 1984) soit du tampon 

Tris-HC1 (KU0 et Col., 1980 ; SOMERS et Col., 1982, CHIKWEN et 

Col., 1982 ; IDA et Col., 1983). Pour OJI et Col., (1985), l'extrac- 

tion est faite avec du tampon Tris-HC1, mais a.près précipitation 

par le sulfate d'ammonium, le culot de centrifugation est repris 

par du tampon phosphate. 

2 - Purification de la nitrate réductase 
L'étude de la nitrate réductase a longtemps été retardée par 

des méthodes anciennes et lentes qui ne permettaient pas d'obtenir 

de bons rendements de purification. Depuis dix ans environ, l'uti- 

lisation de chromatographies d'affinité a accéléré l'isolement 

de l'enzyme. 

a)- Les techniques anciennes de purification 

Les premières purifications de la nitrate réductase ont été 

faites par EVANS et NASON (1953), qui utilisaient une chromato- 

graphie d'adsorption sur gel de phosphate de calcium, suivie 

de précipitations par le sulfate d'ammonium. Cette méthode ancienne- 



de purification ne permet d'obtenir que des préparations enzyma- 

tiques faiblement purifiées et des rendements peu élevés. Elle 

a été reprise par BEEVERS et Col., en 1964, qui Y ont ajouté une 

chromatographie sur DEAE-cellulose, par ce procédé ils retrouvent 

leur activité enzymatique en une seule fraction, mais l'activité 

spécifique n'est pas augmentée. 

L'apparition de nouvelles méthodes telles, la gel filtration , 
leschromatographies sur gel d'hydroxylapatite ou DEAE-cellulose 

a permis une purification partielle de l'enzyme, mais avec de 

faibles rendements dus à la nature labile de l'enzyme (JOLLY et 

Col., 1976). 

Cependant, GARRETT et NASON (1949) en combinant ces différentes 

techniques ; des précipitations par l'acide citrique et le sulfate 

d'ammonium, puis une DEAE-cellulose, hydroxylapatite et une gel- 

filtration sur Sephadex G200,réussissent à purifier 500 fois l'en- 

zyme de Neurospora c r a s s a .  DOWNEY (1971) et SCHLOEMER et Col. (1973) 

utilisent à peu près les mêmes procédés de purification pour obtenir 

des enzymes purifiées 200 ou 300 fois environ. 

AMY et GARRETT (1974) commencent la purification par une 

précipitation des acides nucléiques par le polyéthylène glycol. 

Chez les plantes supérieures les rendements sont encore plus 

faibles : ROUSTAN et Col. (19741, chez le Mals, ne purifient que 

75 fois l'enzyme par un long procédé de purification mais le ren- 

dement est quand même de 6 0  2 .  

Ce n'est seulement que chez CZos t r id ium p e r f r i n g e n s  (SEKI-CHIBA 

et Col., 1977) et PZectonema boryanum (IDA et Col., 1983) que l'on 

est arrivé à des résultats satisfaisants avec des enzymes purifiées 

1 200 fois pour C. perfringens et 7 727 fois pour P. boryanum. 

L'étude des caractéristiques de la nitrate réductase a donc 

été retardée par les difficultés d'obtenir l'enzyme homogène. La 

nitrate réductase a été purifiée pour la première fois il y a 



30 ans mais aucun schéma de purification donnant de bons ren- 

dements et des taux de purification élevés n'a été publié.  ab- 

sence d'une méthode rapide de purification résulte en une perte 

d'activité. 

La chromatographie d'affinité semble être un moyen efficace 

et rapide et qui peut aussi servir à concentrer l'extrait (CAMPBELL, 

1978). 

b) La chromatographie d'affinité 

SOLO11ONSON (1975) utilise comme milieu d'affinité pour la 

purification de la nitrate réductase de Chlorelle, le bleu dex- 

tran sépharose qui avait été utilisé auparavant pour purifier la 

phosphofructokinase, la lactate déshydrogénase et 1s malate 

déshydrogénase. En une seule étape, il purifie 930 fois l'enzyme 

de Chlorelle avec un rendement d'activité de 60 2 .  La nitrate 

réductase de ChZoreZZe v u Z g a r i s  est retenue par le bleu dextran 

agarose mêmc n ~ r è s  lavage de la colonne par du tampon phosphate 

0;.4 M, mais elle est éluée par des concentrations micromolaires de 

NADH. Cette méthode a l'avantage d'être simple, rapide, efficace 

et économique. La nitrate réductase a une très grande affinité 

pour le bleu dextran et l'élution spécifique de l'enzyme par le 

NADH, se fait à des concentrations très faibles ; 5 U M  de NADH 

pour l'enzyme de Blé (SHERRARD et DALLING, 1979). 

Les nitrate réductases d'autres organismes ont aussi été 

purifiées par cette méthode (CAMPBELL, 1978 ; NOTTON et Col., 1977 ; 

DE LA ROSA et Col, 1980 ; SOMERS et Col., 1982 ; REDINBAUGH et 

Col., 1983 ; FIDO et Col. 1984 ; OJI et Col, 1985). Cependant, 

selon son origine l'enzyme se comporte différemment durant la chrp- 

matographie. 

Pour CAMPBELL (1978), la purification par chromatographie 

d'affinité ne semble pas suffisante et elle est souvent utilisée 

en combinaison avec d'autres techniques plus conventionnelles. 



Chez lf~pinard, la nitrate réductase ne se lie que partiel- 

lement au bleu et 20 % de l'enzyme est Glué avec du tampon 

phosphate 0,4 M, alors qu'aucune activité n'est retrouvée lors- 

qu'on élue avec un gradient de NADH ; l'activité nitrate 

réductase se retrouve lorsqu'on élue avec un gradient en KC1 de O à 3 M 

(FIDO et Col., 1984). 

Chez Ankis trodesmus  sp (DE LA ROSA et Col., 1980), la nitrate 

réductase est très sensible à l'élution par des tampons de force 

ionique élevée,et elle est seulement retenue partiellement si la 

concentration du tampon utilisé est supérieure à 0,05 M. D'autre 

part l'élution spécifique par le NADH requiert la présence de 

FAD. Il semblerait qu'il en soit de même pour lfEpinard (FIDO et 

Col., 1984). P5ur OJI et Col. (1985) la chromatographie d'affinité 

est l'étape la plus efficace d'un long procédé de purification 

comprenant : chromatographies sur hydroxylapatite et phényl sépha- 

rose,gel filtration puis HPLC comme dernière étape. Le bleu sépharose 

permet de multiplier par 500 l'activité spécifique. 

Il existe d'autres chromatographies d' af f inité, mais qui semblent 

être moins employées; en 1975, PORATH et Col., développent une 

nouvelle technique de purification qu'ils ont nommée chromatographie 

d'affinité par métal chélateur et qui consiste à attacher la moi- 

tié de la malécule ~ ' E D T A  sur une Sépharose qui est liée à un métal 
++ ++ 

tel que le Zn ou le Cu . L'élution se fait par changement de 

force ionique ou de pH. REDINBAUGH et Col (1983) utilisent cette 

méthode et montrent que l'enzyme de Cucurb i ta  maxima peut se lier à 
++ 

une colonne Zn et être éluée par du tampon à pH légèrement acide 

(pH 6,2). 

PAN et NASON (1978) pour Naurospora c r a s s a  utilisent en fin 

de purification, une chromatographie d'affinité pour le FAD. Pour 

cette étape, il faut préalablement séparer le FAD de l'enzyme 

par focalisation isoélectrique et précipitation par le sulfate 

d'ammonium. La préparation obtenue est ensuite déposée sur une 



colonne de FAD ~ é ~ h a r o s e  puis Gluée avec untampon renfermant 

du FAD, mais le FAD n'est pas lié très fortement à l'enzyme chez 

les Champignons alors que la liaison FAD-enzyme semble beaucoup 

plus forte chez les végétaux supérieurs. 

La chromatographie d'a£ f inité sur 5J ANP Sépharose a été 

utilisée par FIDO et NOTTON ( 1 9 8 4 ) ,  l'enzyme est éluée avec 

un gradient de NADH. Utilisée comme dernière étape de purifica- 

tion,llenzyme d'Epinard obtenueest purifiée 3 431 fois. 



METHODES 



A.  - o r i g i n e  de  l a  su spens ion  c e l l u l a i r e  de Daucus c a p o t a  

1 - Préparation du matériel végétal 

La suspension cellulaire est préparée à partir de fragments 

de hampes florales,qui sont prélevées sur des plantes en début de 

floraison pour limiter au maximum les risques de pollution. Elles 

sont d'abord désinfectées par une solution de mercryl laurylé à 

10 % pendant trois min., puis par une solution d'hypochlorite 

de calcium à 70 g/l pendant 10 min. 

Des fragments d'environ 15-20 mm sont alors découpés et cul- 

tivés sur des milieux contenant les éléments minéraux et orga- 

niques de la solution de MURASHIGE et SKOOG (1962) renfermant 

100 mgIl d'inositol et 6 g/l de gélose (biokar). 

La formation de cals exige la présence de substances de 

type auxinique. Nous avons donc introduit dans le milieu soit de 

l'ANA à 1 mg/l, soit du 2 , 4 - D  à 0,5 mgIl et 1 mg/l. 

Seul le 2 ~ 4 - D  à 1 mg/l permet une cal'logenèse importante. Les 

colonies tissulaires isolées à partir de ces cals néoformés, ont 

donc été cultivées sur le même milieu renfermant 1 mgIl de 2,4-D. 

A partir de ces colonies tissulaires, nous avons isolé des 

suspensions cellulaires cultivées dans des fioles dlErlenmeyer de 

500 ml contenant 200 ml de milieu de culture. 

2 - Composition du milieu de culture 

Le milieu de base de la suspension cellulaire de Daucus 

c a r o t a  est constitué par la solution de MURASHIGE et SKOOG (1962) - legè- 

rement modifiée, sa composition exacte est donnée dans le tableau 

n o  1 .  



Tableau 1 : composition du milieu de culture nécessaire 

à la croissance de la suspension cellulaire 

de Daucus c a r o t a .  

Macroéléments minéraux 

CaC12, 2H20 

Microéléments minéraux - 
Fe-EDTA Merck 

Vitamines 

Pyridoxine 

Acide nicotinique 

Vitamine B 
1 

Glycocolle 

Inositol 

Hydrolysat de caséine 

Saccharose 

Substances de croissance 

2,4-D 



3 - Conditions de culture 
Les fioles dlErlenmeyer sont placées sur des agitateurs 

rotatifs tournant à la vitesse de 70 rpm et dont l'inclinai- 

son est de 45'. 

Environ tous les 14 jours, 20 ml de la suspension cel- 

lulaire sont transférés dans des milieux neufs qui ont été au- 

toclavés à 120' C pendant 20 min. 

Les cellules sont alors entreposées dans une pièce dont la 

température est maintenue à 22 '  C + 1 "  C. Les fioles dlErlenmeyer 

reçoiventune intensité d'éclairement de 500 lux émise 12 heures par 

jour par des tubes fluorescents(De luxe Cool White) .Pour obtenir des 

embryons somatiques, les cellules sont cultivées sur des milieux 

identiques à ceux des cultures initiales si ce n'est que le 2,4-D 

a été enlevé : après 14 jours deculture on observe déjà de nom- 

breux embryozdes aux stades globulaires ou cordiformes. 

Mais c'est au cours du deuxième passage sur ce milieu que les 

embryons deviennent chlorophylliens et sont bien différenciés en 

racine, hypocotyle et cotylédons. Au troisième pas sage, ne restent 

que des embryons qui atteignent une taille de l'ordre du centimètre. 

Pour effectuer des mesures, les cellules ou les embryons sont 

récupérés par filtration sous vide sur deux épaisseurs de papier 

filtre, à l'aide d'un entonnoir de Büchner. 

On peut procéder à une filtration sélective sur des filtres 

en inox, de vide de maille de taille croissante (125, 200, 500 

et 1 000 ~m). 

1 - Activité NAD(P)H:nitrate réductase mesurée "in vivo" 

Des cellules de Carotte cultivées quatre, cinq ou six jours 

sont filtrées sous vide. La mesure de l'activité enzymatique 
1' in vivo" consiste à doser le nitrite formé pendant l'incubation de 



8 0  mg de cellules maintenues en conditions anaérobies (FERRARI 

et VARNER, 1971 ; JAWORSKI, 1971). Les 8 0  mg de cellules sont 

placés dans 2 ml de tampon contenant : 

- 5 volumes de KN03 0,1 M 
- 3 volumes de tampon phosphate KH2P04/K HP0 0,1 M ,  (PH 7,5) 2 4 
- 0,1 volume de n-propanol. 

Le mélange cellules-tampon d'incubation est ensuite soumis à un 

faible courant d'azote pendant 45 sec. Puis le tube bouché est 

placé dans un bain-marie thermostaté à 2 8 "  C et maintenu à l'obs- 

curité. 

Après 15 min. d'incubation, la réaction enzymatique est 

stoppée par l'addition des deux réactifs colorés du nitrite : 

- 1 ml de sulfanilamide ( à  2 g/l d'HC1 3 N) 

- 1 ml de N-1-naphtyl éthylène diamine dichloride 

( à  2,64 g/l dVH20). 

Après décantation des cellules ou filtraton.sur "mira~loth'~ 

le surnageant est prélevé pour la lecture de la densité optique 

au colorimètre (320 RD Constant) à 540 nm. 

Lvactivité enzymatique est exprimée en  moles de NO- formé 
- - 1  2 

par heure et par g. de matière fraîche (JJrnoles N02.h .g MF-') 

2 - Activité NAD(P)~:nitrate réductase mesurée "in vitro" 

a) Méthode d'extraction 

La mesure des activités enzymatiques "in vitro1' nécessite 

la préparation d'un extrait effectué à partir de cellules non 

congelées. Les cellules ( à  raison de 1 g pour 3 ml) sont mises 

en suspension dans du tampon phosphate KH PO / K ~ H P O  0,05 M, 2 4 4 y 

(pH 7,5) renferment : 

- de la flavine adenine dinucléotide (FAD) 1 JJM 

- de la leupeptine 1 JJM 

- de l'acide éthylènediamine tétra-acétique (EDTA) 2 mEl, 

puis elles sont broyées à l'aide d'un broyeur Ultraturax 



pendant 1 min., 30 sec. et 30 sec. Le broyat est ensuite centri- 

fugé pendant 20 min. à 12 500 rpm . Le surnageant recueilli 
constitue l'extrait brut. 

b) Mesure des activités NADH:et KADPH : NR 

100 pl de l'extrait brut obtenu sont placés dans un milieu 

d'incubation formé par : 

- 1 ml de tampon phosphate 0,1 M (pH 7 , 5 )  

- 100 pl de KN03 0,1 M 
- 50 pl de NADH 5,2 mM 

Après 15 min. d'incubation dans un bain-marie'thermostaté 

à 2 8 "  C et maintenu à l'obscurité, la réaction enzymatique est 

stoppée par les réactifs des nitrites (sulfanilamide et N-1 -naphtyl 

éthylène diamine). 

Le NADH peut interférer avec la lecture du nitrite,aussi,100 ul 

d'ADH (alcool déshydrogénase) et 100 pl d'acétaldéhyde ( 5 , 6  m1/100 ml 

H O) sont ajoutés 1 min. avant les réactifs des nitrites. L'alcool 2 
déshydrogénase (ADH) catalyse la réaction : 

Acétaldéhyde + NADH * alcool + NAD, réaction très rapide 

qui utilise le NADH restant. 

La mesure de l'activité NADPH nitrate réductase s'effectue 

de la même façon, le NADH est remplacé par du NADPH ( à  3 mg/l). 

L'ADH et l'acétaldéhyde ne sont pas utiles. 

3 - Mesure des activités GDH (L-glutamate : NAD+ oxydo- 

reductase, EC .1.4.1.2.)et GS (L-glutamate : ammonia 

ligase (ADPI EC 6.3.1.2.) 

Les cellules ( à  raison de 10 ml pour 1 g de Matière fraîche) 

sont extraites dans du tampon Tris-HG1 50 mM (pH8) de la même manière 

que pour l'activité nitrate réductase. Du 8-mercaptoéthanol et du MgC12 
.. 

peuvent etre ajoutés au tampon d'extraction. 



L'activité de la GDH est exprimée en pmol de NAD formé 

par mimi. et par g. de matière fraîche. A 2 ml de tampon d'incuba- 

tion TZis-HC1 50 mM (pH8) contenant de l'a-céto gluCarate 20 mM, 

NADH 0,37 mM et (NH4l2SO4 150 mM (GASPARIKOVA et Col., 1976) est 

ajouté 1 ml d'extrait. L'oxydation du NADH est suivie à 340 nm 

pendant 2 min. Le témoin est constitué par le même mélange sans 

( N H ~ ) ~ S O ~ .  En ce qui concerne la GS, c'est l'activité synthétase 

qui est mesurée (o'NEAL et JOY, 1973). Un ml d'extrait enzymatique 

est ajouté à 2 ml d'un mélange constitué par du tampon d'incubation 

Tris-HC1 50 mM (pH 7,6) contenant du glutamate 120 mM, MgS04 30 mM, 

EDTA 1,5 mM, NH20H 9 mM et adénosine triphosphate (ATP) 12 mM. 

L'incubation s'effectue à 30' C pendant 15 min., puis la réaction 

est arrêtée par l'addition de 3 ml d'une solution de FeC13 370 mM, 

acide trichloracétique (TCA) 200 mM et HC1 0,67'N qui provoque égale- 

ment la coloration de l'hydroxamate formé. La teneur en hydroxamate 

est mesurée à 540 nm et calculée par rapport à une gamme étalon de 

y-glutamyl hydroxamate (GHA) comprise entre O et 3 pmol. L'activi- 

té GS est donc exprimée en pmol d'hydroxamate formé par min. par 

g. de matière fraîche. 

C. - Purification des enzymes 
Di£ férentes méthodes de purification ont été essayées, avant 

chaque chromatographie, l'extrait peut être précipité par le sulfa- 
+ 

I te d'NH4 (à 50 % de saturation) puis dessalé sur une colonne GF05 

Trisacryl ou séphadex G25. 

1 - DEAE-cellulose 
L'extrait est déposé sur une colonne (10 x 200 mm) de DEAE- 

cellulose préalablement équilibrée par du tampon phosphate 50 mM 

contenant FAD 1pM , leupeptine 1pM et EDTA 1mM (pH 7,5) pour la 

nitrate réductase ou du tampon Tris-HC1 100 mM (pH 7,6) contenant 

du MgC12 ImM pour la GS. Après rinçage de la colonne, les protéines 

sont éluées par un gradient discontinu de NaCl de O à 1 M. 

2 - Hydroxylapatite (ultrogel) 

On procède exactement de la même façon que pour la chromato- 

graphie sur DEAE-cellulose mais l'élution de l'enzyme s'effectue avec 

un gradient discontinu de molarité du tampon phosphate de 0,05 M à 0,3 M. 



3 - Bleu séphadex 
. .. 

Environ 10 ml d'extrait brut sont mélangés avec 5-10 ml 

de Bleu séphadex préparé selon la méthode de BOHME et Col. (1972). 

Le mélange est maintenu en agitation pendant une heure environ puis 

filtré sous vide. Le bleu récupéré par filtration est introduit 

dans une colonne de 2 cm de diamètre, que l'on lave abondamment 

avec du tampon phosphate 50 mM (pH 7,5). Une fraction de l'enzyme 

est éluée par du tampon phosphate 50 mM (PH 7,5) contenant du FAD . 1  JJM 

de la leupeptine 1 mM , de 1'EDTA 1 mM et du NADH 200 mM . 
D'autres fractions enzymatiques peuvent être éluées par du  ta^- 

pon phosphate contenant du NADPH 200 mM ou du KC1 1 M. 

Le support est formé par dissolution de 500 mg de ~ ' A M P - S < ~ ~ ~ -  

rose 4B (Pharmacia) dans 3 ml de tampon phosphate 50 mM (pH 7,5). 

L'AMP sépharose est introduit dans une colonne de 2,5 cm de diamètre 

et est équilibrée avec du tampon phosphate. On peut alors déposer 

un extrait à la surface du gel et laver abondamment la colonne avec 

le mème tampon. L'enzyme est éluée de la colonne par dutampon phosphate 

50 mM (pH 7,5) renfermant:EDTA 1 mM , FAD 1 JJM , leupeptine 1 JJM 

et du NADH 200 mM . 

5 - Dosage des protéines 

Les protéines sont dosées à l'aide de la solution commerciale 

de BIORAD qui est basée sur la méthode de BRADFORD (1976). 

D. - Analyses en électrophorèse sur gel de polyacrylamide 

On peut analyser les fractions enzymatiques brutes ou 

purifiées en électrophorèse, selon la méthode de DAVIS (1964) 

légèrement modifiée. 

Préparation des gels : 

- gel de séparation 
- 1 volume de solution A (36,6 g Tris pour 100 ml H O amen€ 2 

à pH 8,9) 



- 2 volumes acrylamide (acry1ami.de 28 % bisacrylamide 

0,735 % dans H O) 
2 

- 5 volumes H O 2 

L'addition de 75 ~1 de persulfate d'ammonium à 10 % et de 50 pl 

de tétra-méthylène-diamine (TEMED) provoque la polymérisation du 

gel. 

- gel de concentration 
- 1 volume de solution B (5,98 g de Tris dans 100 ml H20 

amené à pH 6 , 7 )  

- 2 volumes d'acrylamide (acrylamide 10 %, bisacrylamide 

2,5 %, dans H20) 

- 1 volume H O 2 
- 1 volume de saccharose à 40 %. 

Le gel est polymérisé avec 75 pl de persulfate d'ammonium 

et 50 pl de TEMED. 

Le gel de séparation est d'abord coulé entre deux plaques sur 

une hauteur de 1 cm et après polymérisation le reste du gel 

de séparation est ajouté. Lorsque tout le gel est polymérisé, le 

gel de concentration est versé. On glisse le peigne qui délimite- 

ra les alvéoles dans lesquelles sont déposés les échantillons . 
Quand le gel est polymérisé, on enlève le peigne. On place les plaques 

dans la cuve à électrophorèse . La migration se fait dans un tampon 

Tris 5mM -glycine 40 mM (PH 8,3) sous 200 V pendant 120 à 150 min. 

ousous 60 V pendant 1 nuit. 

Après électrophorèse les protéines sont révélées par le Bleu 

de Coomassie (20 mg de Bleu, 2,5 ml d'acide perchlorique,qsp 50 mlH20). 

Après trempage dans le bleu pendant une heure, le gel est décoloré 

par l'acide acétique à 10 %. 

L'activité GDH est mise en évidence en immergeant les gels 

pendant des durées de 5 à 30 min. à 30' C, à l'obscurité dans du 

tampon Tris-HG1 (pH8) contenant du glutamate 30 mM, NAD 0,4 mM, ni- 

trobleu de tétrazolium 1 mM et méthosulphate de phénazine 0,4 mM. 



RESU LTATS 



A. - Méthodologie 

La mesure de l'activité nitrate réductase a été effectuée 

par la méthode "in vitro" et par celle dite "in vivo". 11 s'est 

avéré au cours de nos recherches que seule la mesure "in vivo" 

est applicable aux embryons somatiques, alors que pour les cel- 

lules, les deux méthodes sont possibles. 

1 - Mesure de l'activité nitrate réductase "in vivo" 

a) Action du propanol et du KN03 sur l'activité 

Pour la mesure de l'activité nitrate réductase "in vivo" 

les cellules sont incubées 15 min. dans un tampon constitué de 

5 volumes de KNO 0,1 M, 3 volumes de Tampon phosphate 3 
KH2 PO /K2HP04 0,1 M (pH 7,5) et 0,1 volume de propanol. Le KN03 

4 
est le substrat de l'activité nitrate réductase et le propanol qui 

modifie la perméabilité membranaire favorise les échanges ioniques 

entre les différents compartiments cellulaires et du milieu vers 

les ce6lules ou les embryons. 

Nous avons donc fait varier le KNO et le propanol du 3 
tampon d'incubation pour des cellules et des embryons somatiques 

âgés de 6 jours. Les résultats sont reportés dans le tableau n o  2. 

Tableau 2 : Activité nitrate réductase de cellules ou d'embryons 

de Carotte incubés en présence de doses variables de 

propanol et KNO 3 

Tampon 3 V. Tampon 3 V. Tampon 3 V. Tampon 3 V. 
propanol 0,1 V. propanol 0,05 V. propanol 0,1 V Tampon seul 

KN03 5 V. KN03 5 V. KN03 5 V. 

Embryons * 
somatiques 

100 % 

" C e l l u l e s  p r é l e v é e s  a p r e s  6 j o u r s  de c u l t u r e  

" Embryons somat iques  p r é l e v é s  apr6s  6 j o u r s  de 

c u l t u r e  dans une s u s p a n s i o n  q u i  a  d é j à  s u b i  

2 c y c l e s  sans  a u x i n e .  

V .  = VoZume 



Le maximum du pic d'activité enzymatique se situant 

entre le 4ème et le 6ème jour, les mesures sont donc effectuées 

après six jours de culture.100 % d'activité représente chez 
- - 1  les cellules 1,8 pmoles NO .h . g MF" 2 et chez les embryons 

- - 1  2,25 pmoles N02.h . g  MF-' 

En absence de propanol dans le milieu d'iacubation, les 

embryons sont pratiquement incapables de réduire le nitrate 

exogène (19 % de l'activité témoin) alors que les cellules 

conservent 61 % d'activité. 

L a  diminution de moitié du propanol entraîne une forte 

baisse de l'activité nitrate réductase des embryons somatiques 

(55 %) mais une diminution nettement moindre de l'activité nitrate 

réductase des cellules (1 9 % )  . 

Le propanol modifie donc plus l'activité nitrate réduc- 

tase des embryons que celle des cellules. 

Des mesures ont également été effectuées en absence de 

propanol et de nitrate exogène. Ce sont donc de véritables mesu- 

res "in situ". Les valeurs sont toujours plus élevées chez les 

cellules que chez les embryons. On peut donc se demander si les 

cellules (20 % d'activité enzymatique) contiennent plus de nitra- 

te endogène que les embryons (9 % d'activité de réduction). 

Or l'addition de propanol seul montre que l'activité est 

plus importante (57 %) chez les embryons que chez les cellules 

( 4 3  %) .  

Les différences observées pourraient donc correspondre 

à l'existence de structures différenciées chez les embryons 

et à un éloignement géographique plus important des pools de sto- 

ckage et de réduction. Cela signifie que du nitrate pourrait 
A etre stocké dans des cellules qui ne possèdent pas de nitrate ré- 

ductase et qui sont différentes de celles qui réduisent le nitrate. 



b) Recherche du pH optimal de l'activité enzy- 

matique mesurée "in vivo" 

Les cellules sont mises en suspension dans le milieu 

d'incubation habituel mais dont le pH varie de 6 , s  à 8,5 

(cf. tableau n o  3). 

Tableau 3 : Variations de l'activité nitrate réductase mesurée 
II in vivo" en fonction du pH du milieu d'incubation. 

activité NR 0,95 1 , O 5  1 ,O2 0,91 ' 0,90 

L ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  e s t  e x - r imée  en  
-1 - 7 pmotes  90S.h . g  MF ' . 

Bien qu'un optimum soit détectable à pH 8 l'activité 

nitrate réductase n'est guère modifiée par le pH du milieu 

d'incubation. 

La cellule est un milieu tamponné dont la composition 

interne n'est peut-être pas modifiée par l'amplitude de la 

variation de pH du milieu externe, mais la perméabilité du nitra- 

te est peut-être modifiée. 

2 - Mesure de l'activité nitrate réductase "in vitro" 

a) Conditions d'extraction de la nitrate réductase 

Afin de pouvoir effectuer des mesures dans des condi- 

tions standardisées, le matériel végétal congelé par de l'azote 

liquide est souvent stocké dans un congélateur.>lais la congéla- 

tion des cellules de Carotte se traduit très souvent par une 

perte de l'activité nitrate réductase (cf.tab1eau n o  4, p. 4 2 ) .  



Tableau 4 : Action de la congélation sur l'activité enzyma- 

tique des cellules de Daucus c a r o t a .  

Cellules conge- Cellules fraî- Cellules Eraî- 
lées à l'azote ches congelées ches broyées 
liquide p u i s  à à l'azote li- immédiatement 
- 20"  C pendant quide avant après q ré lève- 
plusieurs jours broyage. ment. 

Activité NR 
en % 

Les ceZZuZes s o n t  p r é l e v é ~ s  a p r è s  5 j ours  de c u l t u r e  

100 % d ' a c t i v i t é  enzymat ique  r e p r é s e n t e  1 ,  7 8 -  arnoles - 
no2 . h .  g M F - ~ .  

Il nous a donc toujours fallu travailler avec du matériel 

frais, broyé immédiatement après le prélèvement et la filtration 

des cellules. 

Celles-ci sont donc mises en suspension dans un tampon 

d'extraction dont la composition peut varier. L'extraction de la 

nitrate réductase avec un simple tampon phosphate n2 permet pas 

de mesurer l'activité nitrate réductase. Il nous a donc fallu 

ajouter des protecteurs ou stabilisateurs de l'enzyme. Les 

résultats obtenus sont reportés dans le tableau n05. 

Tableau 5 : Action de diverses substances protectrices sur 

l'activité nitrate réductase mesurée "in vitro1'. 

Composition du tampon d'extraction % d' activité NR ........................................................................................................... 
ta~pon phosphace seul O 

" + EDTA 1 mM 9 

" + EDTA t mM + Leupeptine 

'' + Il + I I  

" + EDTA 2 mM + 
8 ,  

'' + EDTA 3 mM + 
11 

" + EDTA 2 mM + Leupeptine 

Ir + I + $5 

'' + II + 11 

" + Il + 11 

" + II + '1 

1 P M  

+ FAD 1 pM 

+ >< 

+ I I  

1 M M  + FAD 1 ~ J M  + PVP 5 % 

+ " + dithiothréitol 5 mM 

+ " + Triton XlOO 0 , i  % 

+ " + Cystéine 1 mM,5 mM, 

+ " + Caséine 5 mM 



Lorsque l'on extrait la nitrate réductase dans un 

tampon phosphate seul, l'activité est nulle. L'addition dlEDTA, 

provoque l'apparition de l'activité nitrate réductase mais celle- 

ci reste très faible. La leupeptine, qui agit par l'inhibition 

de protéases, augmente aussi 1' activité enzymatique, mais c'est 

surtout le FAD qui, associé à 1'EDTA et la leupeptine, permet de 

mesurer une activité enzymatique plus élevée. 

Si l'on ajoute au tampon d'extraction des protecteurs 

de ponts dissulfures, on n'observe, avec la cystéine, aucun chan- 

gement dans la mesure de l'activité nitrate réductase, mais avec 

du dithiothréitol, 1 'activité est complétement inhibée. 

L'emploi de protecteurs anti-oxydants, n'améliore pas les résul- 

tats ; la caséine qui peut aussi servir de substrat à d'éventuelles 

protéases n'a pas de rôle dans l'extraction de la nitrate réduc- 

tase, et le PVP, un anti-oxydant des phénols qui ne se transforment 

donc pas en quinones, inhibe l'activité enzymatique de 65 %. 

Le Triton X100, ne modifie pas significativement l'acti- 

vité enzymatique, il agit surtout sur la dissolution des protéines 

dans les extraits qui deviennent plus clairs et donc il permet 

une lecture plus juste de la DO, il n'est cependant pas pratique 

à utiliser. 

Pour la suite de nos travaux, nous avons donc retenu le 

tampon dont la composition est la suivante : 

tampon phosphate 0,1 M (pH 7 , 5 ) ,  EDTA 2mM, FAD 1uM et leupeptine 

1uM. 

Pour la suite du processus d'extraction nous avons dé- 

terminé quelle masse de cellules, pour un rapport constant 

(masse de cellules/volume de tampon), permet la meilleure extrac- 

tion de l'enzyme (cf. tableau no 6, p. 4 4 ) .  



Tableau 7 : Comparaison des activités NAD(P)H : N R  des 

extraits dlEpinard, de Carotte et d'un mélange 

des deux. 

E x t r a i t  
Ep ina rd  * 

E x t r a i t  
C a r o t t e  

E x t r a i t  
Ep ina rd  + * 

C a r o t t e  

A c t i v i t é  NADH : NR 
D O  

A c t i v i t é  NADPH : NR 
DO 

* L'enzyme dfEpinard a été dilué au 1 / 5 0 e .  



T a b l e a u  6 : V a r i a t i o n s  d e  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  m e s u r é e  

" i n  v i v o "  e n  f o n c t i o n  d e  l a  q u a n t i t é  d e  c e l l u l e s  b r o y é e s  

e t  d u  t e m p s  d e  b r o y a g e .  

P o i d s  d e  
c e l l u l e s  

Temps d e  
b r o y a g e  

2 m i n .  2 m i n .  1 min. 30' 1 m i n .  2 m i n .  

La  d u r é e  d u  b r o y a g e  n e  s e m b l e  p a s  i m p o r t a n t e  d u  moment 

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

d e s  t e m p s  d e  pause. I l  n ' e s t  p a r  a i l l e u r s  p a s  i n d i q u é  d e  b r o y e r  d e s  

m a s s e s  i m p o r t a n t e s  d e  c e l l u l e s ,  s a n s  d o u t e ,  p a r c e  q u e  l a  c i r c u -  

l a t i o n  d e  l a  s u s p e n s i o n  e n t r e  l e s  l a m e s  d e  l l U l t r a t u r a x  s e  f a i t  

m a l  e t  q u e  l ' e n z y m e  n ' e s t  d o n c  p a s  l i b é r é e  d a n s  l e  m i l i e u . 1 1  v a u t  

d o n c  m i e u x  b r o y e r  d e s  q u a n t i t é s  d e  l ' o r d r e  d e  2 à 3  g  à l a  f o i s .  

b )  M e s u r e  d e s  a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s  

Nous a v o n s  v u  d a n s  l ' h i s t o r i q u e  q u e  c h e z  l e s  v é g é t a u x ,  

l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  e s t  a c t i v e  e n  p r é s e n c e  d e  d o n n e u r s  d ' é l e c -  

t r o n s  d o n t  l a  n a t u r e  p e u t  v a r i e r .  

La C a r o t t e  s a u v a g e  p r é s e n t e  d e u x  t y p e s  d ' a c t i v i t é  q u i  

p e u v e n t  ê t r e  m i s e s  e n  é v i d e n c e  s é p a r e m m e n t  : l a  NADH : N R  e t  l a  

NADPH : NR, c e l l e - c i  à s o u v e n t  é t é  d é c r i t e  comme u n  a r t é f a c t  d e  l a  

NADH : N R ,  d û  à l ' a c t i o n  d e  phosphatases q u i  t ransforment  NADPH e n  

NADH . 

Nous a v o n s  v é r i f i é  à l ' a i d e  d ' u n  e x t r a i t  b r u t  d l E p i n a r d ,  

s i  c e t t e  a c t i v i t é  NADPH : NR c h e z  l a  C a r o t t e  e s t  v r a i e  ( c f . t a b l e a u  

n o  7 ) .  



Figure 1 : Activités NADH : NR (B-i) 

et NADPH : NR (0-0 ) en 

fonction du pH ("in vitro") 



La nitrate réductase de llEpinard n'est active qu'en 

présence de NADH. Dans ces conditions, si l'extrait des cellules 

de Daucus c a r o t a  contient une phosphatase qui transforme le NADPH 

en NADH, on devrait observer un accroissement considérable 

de l'activité NADPH : nitrate réductase lorsque les deux enzymes 

sont mélangées. L'activité enzymatique des deux extraits mélangés 

est égale à la somme des activités NADH : NR des deux activités 

séparées. En présence d'extrait de Carotte, l'activité NADH:NR 

de l'extrait dlEpinard n'a donc pas augmenté. La nitrate réduc- 

tase de Carotte est donc bispécifique. 

ci pH et stabilité mesurés "in vitro" 

Nous avons recherché a quel pH la nitrate réductase est 

la plus active en présence de NADH ou de NADPH comme donneurs 

d'électrons. Pour cela, les cellules sont broyées et mises à 

incuber dans des tampons dont seul le pH varie. 

Les résultats sont reportés figure no 1 .  

Pour l'activité NADH : NR, le maximum se situe à pH 7,5, 

pour l'activité NADPH : NR il est à pH 7,75 ; mais la variation 

du pH de 7,5 à 7,75 est très faible. On peut considérer que 

les deux activités NADH : et NADPH : NR ont des pH optimums 

voisins. 

L'activité nitrate réductase mesurée "in vitro" est plus 

sensible aux variations de pH que celle mesurée "in vivo". Dans 

ce dernier cas, l'enzyme reste dans la cellule qui régule son 

pH. Pour la mesure "in vitro", la nitrate réductase est extraite 

et devient donc plus dépendante de la composition du milieu 

d' incubation. 

Pour des raisons de commodité toutes nos mesures qui 

suivent, aussi bien pour l'activité NADH : NR que pou; l'activité 

NADPH : NR, sont effectuées à pH 7,5. 



F i g u r e  2 : E t u d e  d e  l a  s t a b i l i t é  d e  l a  

n i t r a t e  r é d u c t a s e  m e s u r é e  " i n  

v i t r o "  L ' e x t r a i t  e s t  c o n s e r v é  

à 4 "  C (@-el o u  à 2 2 "  C (0-0).  

O 1 2 3 4 5 

heures 



La stabilité de la nitrate réductase a été étudiée 

avec un extrait de cellules conservé à 4' C et un autre extrait 

des mêmes cellules conservé à 22" C. 

Le tampon d'extraction est celui qui a été décrit plus 

haut et qui contient de 1'EDTA 2 m M  et du FAD 1 w M  qui favorisent 

la stabilité de l'enzyme. 

.Les résultats sont reportés figure n o  2. 

La température de 4" C permet à l'extrait de bien se 

conserver pendant 5 heures, alors qu'à 22" C l'activité de réduction 

chute rapidement. 

B. -Caractéristiques cinétiques de la nitrate réductase 

des cellules. - 

1 - Détermination des Km NO Km NADH et Km NADPH de la 3' 
nitrate réductase de Daucus c a r o t a  

Afin de déterminer l'affinité de la nitrate réductase 

pour son substrat et ses donneurs d'électrons, le NADH et le 

NADPH, on détermine ses paramètres cinétiques, les Km NO3, Km NADH 

et Km NADPH. 

On utilise des extraits de cellules issues d'une culture 

de 4, 5 ou 6 jours et partiellement purifiés par chromatographie 

d'échange d'ions sur DEAE-cellulose, suivie d'une précipitation 

par le sulfate d'ammonium ( à  50 % de saturation) qui permet la 

conservation de l'extrait purifié pendant 12 à 24 heures à 4" C. 

a) Calcul des Km pour le nitrate 

Les représentations des vitesses de réaction selon 

MICBAELIS et MENTEN sont données dans les figures no 3 et 5. (p. 51-52). 

L'activité nitrate réductase est mesurée par rapport 

à une gamme de concentrations en KNO soit avec du NADH (figure no 3, p. 51), 3 
soit avec du NADPH (figure no 5 , p. 52) comme donneurs dtelectrons. 



La détermination des Km s'effectue selon les représen- 

tations de LINEWEAVER et BURK (figures n o  4 et 6 , p. 51-52). 

Avec NADH comme donneur d'électrons, le Km NO3 sur la 

figure no 4 (p. 51) est donné par la droite formée par les inverses. Le Km 

est l'inverse du point qui coupe l'axe des abscisses. 

-4  On obtient donc 1/Km = 3,85 mM-' soit Km = 2,6 10 M .  

b - Calcul du Km pour le NADH 

On procède toujours de la même manière que pour la 

détermination des Km du nitrate, dont la concentration sera fixée 

à 80 mM. Les mesures sont effectuées avec les mêmes volumes de 

milieu d'incubation et d'enzyme, seule change la teneur en NADH 

(cf. figure n o  7 , p. 53). 

On peut donc déterminer une valeur de Km selon la repré- 

sentation de LINEWEAVER et BURK (cf-figure no 8 , p. 53). Dans le cas du 

NADH, la courbe de vitesse de réaction (figure no 7 , p. 53) présente un 
point d'inflexion et une allure sigmoïdale. Le Km se détermine 

donc par le tracé d'une tangente à la courbe des inverses 

(figure no 8, p. 53). Le Km est le point sur la tangente qui traverse 

l'axe des abscisses. 

On peut donc déterminer sur la figure n o  8 (p. 53) : 

1/Km = 0,06 mM-' -2 soit Km = 1,5 10 M. 

c) Calcul du Km pour le NADPH 

Dans le cas du NADPH, la représentation de la vitesse de 

réaction est également sigmoïdale (cf .figure no 9, p. 54), le Km est 

donc aussi déterminé par la tangente à la courbe des inverses 

(cf.figure n o  10, p. 5 4 ) .  

1/Km = -0,026 m ~ - '  
- 3  soit Km = 3,8 10 M 



F i g u r e  3 : Courbe  d ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  " in  

v i t ro"  e n  f o n c t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  

n i t r a t e , a v e c  NADH comme donneu r  d ' é l e c t r o n s .  

L ' i n t e r v a Z Z e  de  c o n f i a n c e  e s t  caZcuZé au  

r i s q u e  de 5 % ( n  = 4 ) .  

F i g u r e  4 : C a l c u l  du Km NO,,, de  l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  de  

C a r o t t e  c u l t i v é e  en  s u s p e n s i o n  c e l l u l a i r e  

d ' a p r è s  l a  r e p r é s e n t a t i o n  de  L I N E W E A V E R  e t  

BURK,avec N A D H  comme donneu r  d ' é l e c t r o n s .  



Figure 5 : Courbe d'activité nitrate r é d u c t a s e  

II in vitro" e n  fonction d e  la concentra- 

t i o n  en substrat : le K N 0 3 ,  avec N A D P H  

comme donneur d'électrons. 

L'intervaZZe de confiance e s t  caZcuZé 

au risque de 5 % (n = 4 ) .  

F i g u r e  6 : Calcul du K m  NO d e  la n i t r a t e  réductase 
3 

d e  Carotte c u l t i v é e s n  suspension cellu- 

laire d'après la représentation d e  

L I N E W E A V E R  et BURK,avec N A D P H  c o m m e  

donneur d'électrons. 



F i g u r e  7 : Mesure  d e  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e ' l i n  

v i t ro"  e n  f o n c t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  

NADH1à p a r t i r  d ' e x t r a i t s  i s s u s  d e  D E A E -  

c e l l u l o s e .  

NADH rnM 

L ' i n t e r v a Z Z e  de c o n f i a n c e  e s t  caZcuZé  a u  

r i s q u e  d e  5 % ( n  = 4 ) .  

F i g u r e  8 : C a l c u l  du Km NADH s e l o n  l a  r e p r é s e n t a t i o n  d e  

LINEWEAVER e t  B U R K .  

I /  NADH m ~ - '  



Figure 9 : Mesure de l'activité nitrate réduc- 
I I  tase i n v i t r o N e n  fonction de la con- 

centration en NADPH,& partir d'extraits 

issus de DEAE-cellulose.. 

NADPH mM 

L ' i n t e r v a l l e  de c o n f i a n c e  e s t  c a l -  

c u l é  au r i s q u e  de 5 % ( n  = 4 ) .  

Figure 10 : Calcul du Km NADPHselon la représen- 

tation de LINEWEAVER et BURK. 



Schéma 3 : Montage expérimental utilisé pour étudier l'action 

des inhibiteurs métaboliques 

Chaque t u b e  r e n f e r m e  2 0  m l  de m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  e t  

1 g de c zZZhZes .  

L ' G ~ F  e s t  f i l t r é  à t r a v e r s  un MiZZipore  ( id i l l ex -GS-  

0 ,22  h m )  e t  c i r c u l e  g r â c e  à :'ne l é g è r e  d b p r e s s i o n  c réée  

à l ' a i d e  d ' u n e  t rompe  à v i d e .  

Tube 1 : Témoin ; l e s  t u b e s  2 ,  3 ,  4 e t  5 c o n ~ i e n n e n t  

r e s p e c t i v e m e n t  de Z ' i o d o  a c é t a t e ,  d u  ma Z o n ~ t s ,  d e  

Za r o t é n o n e  e t  de l ' a n ~ i m y c i n e  A .  



2 - Origine du NADH 

Pour étudier l'origine du NADH, nous avons mis en place 

un dispositif qui permet l'incorporation d'inhibiteurs de la 

glycolyse,du cycle de Krebs et de la respiration, à l'intérieur 

des cellules (cf schéma n o  3). 

Des cellules âgées de 4 à 6 jours sont prélevées, 

filtrées et après les avoir sont introduites dans des 

tubes renfermant : 

- du tampon phosphate 0,1 M (3 volumes) 
- du KN03 (5 volumes) 0,1 M 

- de l'éthanol (0,4 volumes) 

- l'inhibiteur. 
L'éthanol permet d'augmenter la pénétration des subs- 

tances inhibitrices dans lés cellules. 

Les cellules sont mises à barboter pendant 1 h 30 dans 

ce milieu d'incubation. 

Nous avons utilisé quatre inhibiteurs différents, la 

roténone (IO-~M) et l'antimycine A ( I O-~M) qui sont tous deux 

inhibiteurs du transfert d'électrons dans la chaîne respiratoire 

mais qui agissent à des niveaux différents de la chaîne, le ma- 

lonate ( 5  IO-~M) qui inhibe selectivernent la déshydrogénation du 

succinate en fumarate et stoppe le cycle de Krebs et l'iodoacétate 

(5 IO-~H) qui inhibe la glycéraldehyde 3-P déshydrogénase. Cette 

enzyme qui catalyse la réaction 

~ l d é h ~ d e  3-P glycérique 

7- 
acide 1,3-P glycérique 

+ + 
NAD+ glycérald&hyde NADH 

3-P déshydrogénase 

+ 
est un tétramère dont chaque sous-unité possède un NAD fortement 

lié, ce qui constitue une exception parmi les NAD oxydo-réductases 

qui ne possèdent généralement pas ce caractère. L'iodoacétate qui 

réagit avec les groupements SH de llenzyne bloque son fonctionnement. 



T a b l e a u  8 : A c t i o n  d e  d i f f é r e n t s  i n h i b i t e u r s  d u  c y c l e  d e  K r e b s ,  

d e  l a  c h a î n e  r e s p i r a t o i r e  e t  d e  l a  g l y c o l y s e  s u r  

l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  m e s u r é e  " i n  v i v o "  e t  

" i n  v i t r o " .  

roténnne antimycine A malonate iodoacétate 
Témoin 

1 O-'M 1 O-'M 5.1 O - ~ Y  5. ~ o - ~ M  .............................................................................................. 
Activité N R  
"in vivo" 9. 

Activité NADH: 
NR "in vitro" 

ActivitéXADPH: 
N R  "in vitro" 

1 O0 9 2 

1 0 0  % d ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  mesurée  " i n  v i v o "  

r e p r é s e n t e  2 , 6 2  prnotes NO- h .  ~ M F - '  2' 
1 0 0  % d ' a c t i v i t é  NADH : e t  NADPH : NR mesurées  

Bi " i n  v i t r o "  r e p r é s e n t e n t  r e s p e c t i v e m e n t  2 , s  ymoZes 
&R&é. C ~ 0 Z . h  - 1 . ~ M F - I .  e t  1 , s  i<moies NO> h - l :  ~ M F - I .  



Après le barbotage, les cellules sont de nouveau 

prélevées, lavées, filtrées puis pesées, pour mesurer l'activité 

nitrate réductase "in vivo". Le reste des cellules sert à con- 

fectionner un extrait brut dont on mesure l'activité "in vitro1'. 

Les résultats obtenus sont reportés tableau n o  8. 

La roténone provoque une inhibition de l'activité nitra- 

te réductase aussi bien "in vivom que "in vitro". L'inhibition 

de l'activité enzymatique "in vitro" ( 6  % et 8 X )  semble moins 

élevée que "in vivo" ( 1 6  % ) .  

Lorsque l'on fait agir 1' antimycine A, on obtient 

l'inverse, elle provoque une activation des activités mesurées 
11 in vivo" et "in vitro", avec NADH et NADPH comme donneurs 

d'électrons. L'acide malonique joue le même rôle activateur que 

l'antimycine A. Mais pour ce qui est de l'iodoacétate, on ne peut 

pas déterminer son rôle exact étant donnésles résultats con- 

tradictoires que nous avons observés en répétant l'expérience. Nous 

avons obtenu autant de fois une action inkibitrice d'environ 

10 % qu'une action activatrice très élevée (93 % ) .  Le métabolisme 

des cellules est peut-être perturbé par l'éthanol introduit dans 

le milieu d'incubation. Les résultats obtenus "in vitro" sont 

totalement différents de ceux obtenus par la méthode "in vivo". 

Comme l'enzyme est bispécifique vis à vis du donneur d'électrons, 

le NADPH remplace peut-être le NADH dans certaines conditions, ce 

qui n'est pas décelable par la méthode "in vitro". 

C. - Purification de l'enzyme 
Toutes les opérations d'extraction et de purification ont 

été effectuées à une température voisine de 4 "  C. 

Nous avons testé différentes méthodes de purification. 



Tableau 9 : Purification de la NAD(P)H : nitrate réductase de 

Carotte sauvage par chromatographie sur Bleu 

~ é ~ h a d e x .  

Activité Activité Taux de 
spécifique purification 

Activité NADPH : NR 
NADH : NR 

................................................................................................. 
Extrait brut 3 ,144  0 , 0 0 1 6  1 1 , 1 1 2  

. lavage 
tampon phosphate 

O, 7 6 8  

lavagé NADH 
2 0 0  mM 

lavage NADPH 
2 0 0  mM 

lavage K C 1  M O, 7 3 2  0 ,516  

L e s  a c t i v i t é s  NADH : e t  NADPH : UR s o n t  e x p r i m é e s  

e n  pmo l e  s  N O ;  h--l-. g MF-'. 

L ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  e s t  donnée par l e  r a p p o r t  

de  l ' a c t i v i t i  e n z y m a t i q u e  e t  de  l a  q u a n t i t é  de 
- 1 p r o t é i n e s , e l l e  e s t  e x p r i m é e  e n   moles NO;. h . g  MF-' 

mg p r o t é i n e s  

Le t a u x  de p u r i f i c a t i o n  e s t  l e  r a p p o r t  de  l ' a c t i v i t é  

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

l ' e x t r a i t  b r u t .  



1 - Le Bleu séphadex 

La méthode de chromatographie sur bleu Séphadem a été 

décrite au chapitre !fatériel et Xéthodes 

Rappelons que l'enzyme se fixe par son site NADH sur 

la colonne (Bleu Cibacron). La protéine fixée peut être éluée par du 

NADH ou du KC1 mais nous avons aussi procédé à des essais d'élution 

par le NADPH. 

Les résultats sont reportés dans le Tableau no 9. 

Une quantité non négligeable de l'enzyme ne se liant pas 

au bleu,elle est directement filtréelorsque l'on lave la colonne 

avec du tampon de même composition que le tampon d'extraction . Comme 
la liaison se fait par le NADH , toutes les enzymes à NADH peuvent 

se lier et par conséquent il y a compétition entre les différentes 

enzymes, d'où la faible proportion de nitrate réductase fixée. 

Néanmoins, des molécules se lient quand même car liélution. par du 

tampon contenant du NADH permet d'obtenir un pic de protéines qui 

présente une activité enzymatique ; cette activité est faible mais 

la teneur en protéines de l'éluat aussi, et on obtient donc une 

fraction assez bien purifiée (756 fois) en une seule étape. 

On peut aussi récolter une fraction, qui présente un 

taux élevé de purification (256 fois), gluée par le NADPH, mais 

l'activité enzymatique est très faible.. Par contre, l'élution 

avec du tampon de force ionique très élevée (KC1 I M ) ,  élue encore 

de nombreuses protéines dont la nitrate réductase. Cette fraction 

présente une activité enzymatique élevée et à cause de son faible 

taux de purification, elle peut être utilisée pour la suite du 

processus de purification et peut être chromatographiée sur 

hydroxylapatite pour une chromatographie d'adsorption. 



Figure 1 1  : Courbe d'élution d'un extrait partiel- 

lement purifié de Carotte e n  chromato- 

graphie d'adsorption sur hydroxylapatit- 

te. 

volume d'élution ml 

Le p i c  h a c h u r é  c o r r e s p o n d  à c e l u i  q u i  

c o n t i e n t  Z ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e .  

E l u t i o n  par  un g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  en  fiaCl 

La DO d e s  f r a c t i o n s  e s t  l u e  d 2 8 0  nm. 

Figure 12 : Courbe d'élution d'un ext 

Carotte en chromatographi 

@ d' ions (DEAE cellulose) . 
. 

O - 

8 
'B 
.Ë 
U] 
C m 
L 

3 
y r---091 
8 I P, 

100 I I l 10 - O 

rait brut de 

e d'échange 

Le p i c  hachuré  c o r r e s -  

pond à c e l u i  q u i  c o n t i e n t  

2 ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c -  

t a s e  

La DO d e s  f r a c t i o n s  e s t  

Zue à 2 8 0  nm. 

O 40 A 80 

volume d'élution ml 



2 - La chromatographie sur hydroxylapatite (Ultrogel) 

La fraction eluée par le KC1 1 M en chromatographie sur 

Bleu Séphadex est donc repïise, dessalée par tamisage moléculaire à 

l'aide d'une colonne de séphadex G25 puis déposée sur une colonne 

d'hydroxylapatite. 

L'élution des protéines se fait par une gradient discon- 

tinu de tampon phosphate dont la molarité varie de O à M. Le profil 

d'élution obtenu est le suivant (cf figure no 11). 

Les différents pics obtenus sont récupérés et l'activité 

nitrate réductase et le taux de protéines mesurés. 

On obtient une très faible activité dans le pic élué avec 
- - 1  du tampon 0,1 M (0,05 umoles NC2.h . g ~ ~ l ) .  

En mesurant le taux de protéines on en déduit l'activité 

spécifique qui est de 0,049 gmoles NO- h-'.gM~ - 1 
2 ' . On a donc 

mg protéines 

un extrait purifié 81 fois mais dont l'activité est très faible. 

3 - La chromatographie sur DEAE-cellulose 

Nous avons aussi essayé de purifier la nitrate réductase 

par chromatographie d'échanges d'ions, et pour cela nous avons 

utilisé une DEAE-cellulose. 

L'étape DEAE-cellulose peut être précédke d'une préci- 

pitation des protéines par le sulfate d'ammonium à 50 % de son 

taux de saturation et d'un dessalage par filtration sur séphacryl 

GF05 ou Séphadex G25. Cependant on observe alorsune trop grande 

perte d'activité enzymatique, on dépose donc directement l'extrait 

brut sur la colonne de DEAE-cellulose. Les protéines sont éluées 

par un gradient discontinu de NaCl de O à 0,2 M. On peut observer 

le ~ r o f i l  d'élution suivant (cf figure n o  12). 



La nitrate réductase est éluée par une molarité en NaCl 

de 0 , l .  

- - 1  L'activité enzymatique est de 1,45 pmoles NO h .  gMF. 
2 '  

(cf tableau n o  10) .  

Tableau 10 : Purification par chromatographie d'échange d'ions 

sur DEAE-cellulose de la nitrate réductase de Carotte 

sauvage. 

taux d e  
A c ~ i v i t é  N A D H  : N R  A c t i v i t é  s p é c i f i q u e  p u r i f i c a t i o n  

E x t r a i t  
brut  

Lavage 
NaCl 0 , l  M 

L ' a c t i v i t é  NADR : NR e s t  expr imée en iirnoles #O> h .  9Mp-l 

L r a c t i v i t é s p é c i j i q u z  e s t  donnée par l e  r a p p o r t  de l ' a c -  

t i v i t é  enzymat ique  e t  de l a  q u a n t i t é  de p r o t é i n e s ,  e l l e  

e s t  expr imée en j.moZes N O -  h-'. ~ M F - '  
2 ' 

mg p r o t é i n e s  

Le t a u x  de p u r i f i c a t i o n  e s t  l e  r a p p o r t  de L ' a c t i v i t é  

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

b r u t .  

L'activité enzymatique reste donc élevée bien que le taux 

de purification ne soit pas très fort. L'intérêt de la DEAE-cellulose 

est d'obtenir une préparation ayant une bonne activité nitrate 

réductase qui peut être chromatographiée sur une colonne d'affinité. 

Nous avons donc envisagé une chromatographie d'affinité sur ~ ' A M P  

sépharose avec nos extraits chromatographiés sur DEAE-cellulose. 

4 - La 5'AMP Sépharose 

L a  chromatographie sur 5'AMP Sépharose permet une liaison 

d'affinité de la nitrate réductase par le site à NADH. Comme avec 

le bleu sephadex, le NADH permet l'élution de la protéine enzyma- 

tique. Et l'on procède donc de la même façon que pour la chromato- 

graphie sur Bleu Séphadex. 



photo 1 : Electrophorèse s u r  gel d e  polyacrylamide d'extraits 

d'embryons somatiques et d e  cellules de Carotte, 

prélevés à des stades différents de la croissance. 



On retrouve dans la fraction éluée par le NADH 200 mM, 
- 1 - 1 une faible activité enzymatique de 0,11 umoles NO- h . g MF . 

2 
La fraction n'est purifiée que 187 fois, ce n'est pas un résul- 

tat satisfaisant pour une chromatographie d'affinité. 

La technique qui semble la plus intéressante est la 

chromatographie sur Bleu Séphadex, de par son taux de purifica- 

tion élevé, cependant l'activité enzymatique retrouvée est faible. 

5 - Electrophorèse 

Pour déterminer si les extraits obtenus sont bien puri- 

fiés, nous avons fait des électrophorèses mais le tampon d'extrac- 

tion et les tampons d'élution qui contiennent des phosphates, qui 

sont conducteurs, ont perturbé la migration. Nous aurions pu en- 

lever les sels des tampons, mais cette étape de dessalage est 

longue et fait chuter l'activité enzymatique. 

Néanmoins des extraits bruts ont quand même été déposés 

en électrophorèse et les résultats ont été photographiés (photo 

n o  1). 

Les extraits déposés sont des extraits de cellules et 

d'embryons prélevés à différents stades de croissance. 

L' électrophorégramme des extraits de cellules présente 

un nombre de bandes supérieur et mieux séparées que celles 

d'extrait d'embryons. 

Nous avons essayé de localiser la nitrate réductase. 

Pour cela, nous avons déposé sur un gel d'acrylamide toute une 

série d'extraits bruts pour obtenir une grande quantité d'enzyme 

et pouvoir mesurer l'activité enzymatique dans le gel. 

Après électrophorèse, le gel est récupéré et découpé 

en fines bandes de 2 à 3 mm qui sont mises à incuber dans du 

tampon phosphate 50 mM (PH 7,5) additionné de KN03 0,1 M et 



Figure 13 : Réactions d'immunoprécipitation d e  l a  

n i t r a t e  réductase. 

dilution de 1 '  anticorps 

D i l u t i o n  de Z ' a n t i s é r u m  : 2 c o r r e s p o n d  à 

l ' i m m u n s é r u m  non d i l u é  ( 0 , 2 0 0  m l ) .  

L e s  d i l u t i o n s  s o n t  f a i t e s  par a d d i t i o n  du 

s é r u m  p h y s i o l o g i q u e  s e l o n  l a  p r o g r e s s i o n  

g é o m é t r i q u e  d o n t  l e  t a u x  e s t  1 : 2 .  

0-0 S i l è n e  

a-@ E p i n a r d  



de  N A D H  1pM p o u r  une m e s u r e  d ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e .  

Aprè s  une h e u r e  t r e n t e  d ' i n c u b a t i o n ,  on a r r ê t e  l a  r é a c -  

t i o n  p a r  l e s  r é a c t i f s  du n i t r i t e  e t  on  o b s e r v e  que  l ' a c t i v i t é  s e  

s i t u e  au n i v e a u  du g e l  d e  concentrat ion.  Il y a  donc  une  mauva i s e  

m i g r a t i o n  d e s  m o l é c u l e s .  

La n i t r a t e  r é d u c t a s e  ne  r e n t r e  donc  p a s  d a n s  l e  g e l  

d e  s é p a r a t i o n .  E l l e  s e  t r o u v e  p e u t - ê t r e  l i é e  à d e s  s t r u c t u r e s  

c e l l u l a i r e s  non d i s s o c i é e s  au c o u r s  d e  l ' e x t r a c t i o n ,  d e s  s t r u c -  

t u r e s  membrana i r e s  p a r  exemp le .  

6 - I m m u n o p r é c i p i t a t i o n  

Des r é a c t i o n s  d ' i m m ~ n o ~ r é c i p i t a t i o n  o n t  é t é  f a i t e s  avec 

un e x t r a i t  d e  Daucus c a p o t a  c h r o m a t o g r a p h i é  s u r  DEAE c e l l u l o s e ,  

qui  a  é t é  t e s t é  contre l e s  a n t i c o r p s  d f E p i n a r d  e t  l e s  a n t i c o r p s  d e  

S i l è n e .  

Pou r  c e l a ,  o n  met e n  c o n t a c t  l ' e x t r a i t  de  C a r o t t e  a v e c  

une  gamme d ' a n t i c o r p s  d f E p i n a r d  d i l u é  d e  m o i t i é  s e l o n  une  p r o -  

g r e s s i o n  g é o m é t r i q u e .  I l  y a  p r é c i p i t a t i o n  s i  l ' enzyme  r é a g i t  

a v e c  l e s  a n t i c o r p s .  On c e n t r i f u g e  d a n s  d e s  t u b e s  Ependor f  e t  

l ' o n  r é c u p è r e  l e  s u r n a g e a n t  p o u r  e n  m e s u r e r  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  

r é d u c t a s e .  S i  l e  s u r n a g e a n t  e s t  a c t i f ,  l ' e n z y m e  n ' a  p a s  r é a g i  a v e c  

l e s  a n t i c o r p s ,  p a r  c o n t r e  s ' i l  n'y a  p a s  d ' a c t i v i t é ,  l e s  a n t i c o r p s  

o n t  r é a g i  a v e c  l ' e n z y m e  d e c a r o t t e .  L e s  r é s u l t a t s  s o n t  r e p o r t é s  

f i g u r e  n o  13.  

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

s i l è n e  e t  d ' E p i n a r d ,  il e x i s t e  donc d e s  d é t e r m i n a n t s  communs. 

P o u r t a n t  a u c u n e  r é a c t i o n  de  p r é c i p i t a t i o n  n ' e s t  o b s e r v é e  a v e c  

c e s  immunsérums p a r  l a  méthode d e  d o u b l e  d i f f u s i o n  d a n s  l ' a g a -  

r o s e  (méthode d'OUCHTERLONY,'1949).Cemanque d e  r é a c t i o n  e s t  p e u t - ê t r e  



Figure f.4 : Croissance des cellules de 

Daucus carota avec différents 

volumes d'ensemencement : 

A-A 1 5 m l  

0-0 20 ml 

CI-• 25ml.. 

Days 

Figure 15 : Variations d e  l'activité nitrate réductase d e s  

cellulqs de Daucus carota au cours d e  la crois- 

saaze, avec différents volumes d'ensemencement : 

A- A 15 ml, 0-0 20  ml, 0-• 25 ml. 

Days 



dû au fait que l'enzyme ne diffuse pas plus dans le gel d'aga- 

rose que dans un gel de polyacrylamide. Mais on devrait dans 

ce cas observer un arc de précipitation près des puits contenant 

les antigènes. Une autre possibilité est que le nombre de déter- 

minants communs n'est pas suffisant pour provoquer une réaction 

de précipitation ; la fixation des anticorps sur l'antigène 

provoque cependant l'inactivation enzymatique parce qu'elle se 

fait sur un déterminant proche du site catalytique. 

D. - Evolution de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase e t  de  l a  

c ro issance  d e s  c e l l u l e s  e t  des embryons. 

1 - En fonction de la quantité de cellules ou embryons 
ensemencée . 

Les cellules sont cultivées dans des milieux renfermant 

du nitrate de potassi.um et du nitrate d'ammonium, qui permettent 

l'induction de la nitrate réductase. 

Nous avons étudié l'effet d'un ensemencement plus ou 

moins important sur la croissance de la suspension cellulaire et 

l'évolution de l'activité nitrate réductase. 

D'ordinaire, les suspensions sont ensemencées par 

prélèvement de 20 ml d'une culture de 14 jours.; pour cette ex- 

périence, nous avons préparé trois séries de fioles dans lesquel- 

les on ensemence 15,20 ou 25 ml, ce qui correspond à 2,4 ; 3,2 

et 4 grammes de matière fraîche. 

Les courbes de croissance ont été établies (figure n o  14) 

ainsi que les courbes d'activité enzymatique correspondantes 

(figure no 1 5 ) .  Les activités nitrate réductase ont été mesurées 



11 in vivof' tous les 2 ou 3 jours à la même heure. Les courbes 

de croissance sont établies par estimation du poids de matière 

fraîche. 

Les cultures qui sont ensemencées avec 15 ml de matériel 

végétal ont une croissance plus lente que les cultures ensemen- 

cées avec 20 ml ou 25 ml. 

Quant à l'activité enzymatique, en début de culture, les 

trois courbes se superposent , mais selon que la croissance est 
faible ou forte, les pics d'activité se prolongent ou l'activité 

chute. 

11 apparaît que lorsque la croissance est faible (si 

on ensemence 15 ml), l'activité enzymatique présente un pic plus 

large, avec un maximum d'activité au 5ème jour de 2 , 3  pmoles 
- 1 NO;. h . g MF- ' .  Alors que plus la croi'ssance est rapide plus 

l'activité est faible et le pic d'activité se rétrécit; pour un 

ensemencement de 25 ml, on observe un maximum d'activité au 

4ème jour de culture, de 1,9 umoles NO;. hel. g MF-'. La crois- 

sance étant accélérée l'activité nitrate réductase apparaît et 

disparaît plus vite. 

2 - Au cours de l'évolution des embryons 

Comme nous l'avons dit précédemment, les cellules de 

Daucus c a p o t a  se multiplient dans un milieu renfermant du 2,4-D 

(0,25 mgIl), si on enlève le 2,4-D du milieu de culture, les 

cellules peuvent évoluer en embryons somatiques, d'autant plus 

qu'il existe déjà un grand nombre de structures proembryonnaires 

dans les cultures en présence de 2,4-D. Les structures proembryon- 

naires sont des amas cellulaires à partir desquels les embryons 

sont initié S. 



Figure 16 : Croissance des cellules et embryons d e  Daucus 

carota selon le stade de développement. 

Days 

m-¤ embryons s o m a t i q u e s :  l e r  passage dans un 

m i l i e u  sans  hormone 

A-A embryons s o m a t i q u e s :  2ème passage dans un 

m i l i e u  sans  hormone 

@-• c e l l u l e s  c u l t i v é e s  s u r  un m i l i e u  a v e c  

2 , 4 - D  ( 0 , 2 5  m g / Z ) .  



Au premier passage sans 2,4-D , de nombreuses cellules 
se transforment en proembryons, puis en embryons somatiques 

et quelques uns atteignent en fin de culture, le stade "torpille". 

Au second passage, presque toutes les cellules se sont 

transformées ; les embryons ont déjà des formes bien différenciées, 

il subsiste néanmoins des embryons cordiformes et globulaires. 

Nous avons établi, les courbes de croissance (figure 

n o  16),les courbes d'activité nitrate réductase mesurées "in vivo" 

(figure no 17, p. 73) et les courbes de variation du pH (figure no 18, p. 73) 

des milieux de culture des cellules et des embryons somatiques 

au premier et au second passage dans un milieu sans hormone. 

Si l'on observe la figure n o  16, il semble que les 

embryons aient une croissance plus longue due peut-être à la 

présence de la chlorophylle qui leur confère une autotrophie 

lorsque la source carbonée est épuisée. La croissance de la 

suspension au deuxième passage sur un milieu sans hormone est 

plus longue, mais c'est moins net pour le premier passage, d'ail- 

leurs les embryons à ce stade ne sont presque pas chlorophylliens. 

Nous ne pouvons rien conclure de significatif des 

courbes d'activité nitrate réductase (figure no 17, p. 731, mais il 

semblerait q6'il y ait une légère tendance à uns augmentation 

du pic d'activité enzymatique au cours de l'embryogenèse. Cette 

observation sera complétée par une mesure de l'activité de réduc- 

tion sur les embryons eux-mêmes. 

On peut cependant observer de grandes différences au 

niveau des courbes de pH des milieux de culture (figure no 18, p. 73). 

Le pH au cours de la croissance des cellules varie fortement, il 

commence d'abord par baisser de 5,7 à 4,6 jusqu'au 4ème jour, 
+ 

cela correspond à la libération d'ions H lorsque l'ammonium est 



Figure 17 : Variations de l'activité nitrate ré- 

ductase des cellules et embryons de 

Carotte au cours de la croissance 

et selon le stade de développement. 

D a y s  

i-i embryons somatiques 

l e r  passage dans un 

mil ieu sans hormone. 

A-A embryons somatiques 

2ème passage dans u? 

Figure 18 : Variationsdu pH du milieu de culture mil ieu  sans hormone 

au cours de la croissance en fonction 

du stade de développement des cellules e e  ceZZuZes cu l t i v ée s  

et des embryons de Carotte. dans un mil ieu avec 

2,4-D (0,25 mg/Z) 

D a y s  



absorbé. Ensuite le pH remonte pour atteindre 6,8 au 12ème jour de 

culture. Cette remontée de pH correspond à l'absorption du ni- 

trate. 

Il apparaît que dans les suspensions d'embryons somatiques, 

plus les embryons sont différenciés, plus le pH est stable. En 

effet dans les cultures d'embryons au deuxième passage sur un 

milieu sans 2,4-D, le pH ne varie pas tout au long de la culture ; 

il descend à 5,05 en début de culture (4ème jour) mais ne remonte qu'à 

5,3 en fin de culture. Les cellules et embryons cultivés au 

premier passage sur un milieu sans hormone.présentent une courbe 

de pH intermédiaire. 

3 - Activité nitrate réductase en fonction de la taille 
des cellules et des embryons. 

Après le deuxième passage sans hormone, la suspension 

est formée par un mélange de cellules et d'embryons qui ont des 

formes globulaires, cordiformes et "torpilles" et des formes plus 

di£ férenciées. 

Nous les avons séparés en fonction de leur taille, pour 

mesurer dans chaque fraction l'activité enzymatique (figure no 19, p. 75, 

Les cellules et les embryons, après cinq jours de culture, sont 

filtrés sur des filtres en inox de tailles de mailles différentes 

(125, 200, 500 pm et 1 mm) et l'on obtient donc cinq fractions qui 

sont pesées et dont on mesure l'activité nitrate réductase "in 

vivo''. De plus, pour mieux visualiser les formes embryonnaires 

dans chacune des fractions, des photos ont été prises (photos 

n o  2, 3, 4, 5.et 6. ; p. 76, 77, 78). 

Les résultats obtenus sont reportés figure no 19, p. 75. 



Figure 19 : Décomposition d'une culture d'embryons somatiques 

(2ème passage dans u n  milieu sans hormone) selon 

la taille des embryons. Evaluation du poids frais 

et de l'activité nitrate réductase de chaque frac- 

tion. 

0-125 125,200 200-500 500-1000 

Ernbryos and cells size ( pm) 

s p o i d s  m a t i è r e  f r a i c h e  
0 . 0  

: : : a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  



Photo 2 : Vue au microscope (obj. x 10) de la fraction 

d'embryons compris entre O et 125 p m  lorsque des 

embryons somatiques sont séparés en fonction de 

leur taille après deux passages dans un milieu sans 

hormone. 

Photo 3 : Vue au microscope (obj. x 10) de la fraction 

d'embryons compris entre 175 et 200 um. 



P h o t o  4 : Vue à l a  l o u p e  b i n o c u l a i r e  ( o b j .  x 2 )  d e  l a  f r a c t i o n  

d ' e m b r y o n s  c o m p r i s  e n t r e  200  e t  5 0 0  U r n  l o r s q u e  l ' o n  

s é p a r e  d e s  e m b r y o n s  s o m a t i q u e s  e n  f o n c t i o n  d e  l e u r  t a i l l e  

a p r è s  d e u x  p a s s a g e s  d a n s  u n  m i l i e u  s a n s  h o r m o n e .  

P h o t o  5  : Vue à l a  l o u p e  b i n o c u l a i r e  ( o b j .  x 2 )  d e  l a  f r a c t i o n  

d ' e m b r y o n s  c o m p r i s  e n t r e  500 u m  e t  1 mm. 

P h o t o  6 : Vue à l a  l o u p e  b i n o c u l a i r e  ( o b j .  x 2 )  d e  l a  f r a c t i o n  

d ' e m b r y o n s  > 1 mm. 



P h o t o  5 



Schéma 4 : Coupe des plantules de Carotte issues d'embryons 

somatiques. 

Les  p l a n t u l e s  s o n t  coupées  en t r o i s  p a r t i e s  : 

- r a c i n e s  

- h y p o c o t y l e s  

- c o t y l é d o n s  e t  p remières  f e u i Z Z e s  

Tableau 1 1  : 4ctivité nitrate réductase "in vivo'' dans les 

différentes parties des plantules. 

hypocotyles feuilles racines ......................................................... 
activité NR 
après 5  h. 0 , 0 7 5  0 , 4 2 5  O, 1 0 0  
de culture 

activité NR 
après 24  h. 0 , 0 2 5  0 , 2 5 0  0 , 0 0 5  
de culture 

L ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  e s t  expr imée  en 

fimoles N O -  h-'. g MF-'. 2 '  



A ce stade de la culture, il ne subsiste quasiment 

plus de cellules isolées ou de petits amas cellulaires. Ces 

formes sont présentes dans la fraction 0-125 pm, qui ne repré- 

sente que 12 % de la culture totale. Les autres fractions 

représentent des formes embryonnaires plus ou moins différenciées, 

du proembryon à un embryon où déjà on peut observer une ébauche 

racinaire et des cotylédons. 

La majorité des formes ont des tailles comprises entre 

200 pm et 1 mm. Mais le plus intéressant est que l'activité 

nitrate réductase mesurée "in vivo" chez les cellules et les 

embryons est en nette augmentation en fonction de leur taille ; 

plus les embryons sont différenciés, plus l'activité enzymatique 
- 1 est élevée. On passe de 0,26 pmoles NO-. h . g MF-' pour les 

- 1 - ?  cellules à 1,87 pmoles NO;. h . g MF chez les embryons les - 
plus différenciés, dans lamême fiole, donc qui ont été mis en 

culture en même temps et dans les mêmes conditions. 

4 - Activité enzymatique des plantules. 

Pour essayer de déterminer le rôle de la nitrate réduc- 

tase dans la différenciation, nous avons prélevé les formes les 

plus différenciées de la suspension en fin de culture, et nous 

les avons déposées sur un milieu gélosé renfermant essentiellement 

du KN03 (3,8 gll) de façon à induire la nitrate réductase. 

L'activité enzymatique est mesurée 5 h. et 24 h. après 

la mise en culture, dans les différentes parties des plantules 

(cf schéma n o  4 et tableau n o  11). 

Il y a une nette différence entre les racines et les 

hypocotyles d'une part et les feuilles d'autre part. La nitrate 

réductase ne semble localisée que dans les parties chlorophyllien- 

nes de la plantule. On peut considérer que dans les hypocotyles 

et les racines, l'activité enzymatique est nulle après 24 h. de 

culture. 



F i g u r e  20  : V a r i a t i o n s  d e  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  a u  c o u r s  

d ' u n e  j o u r n é e , e n  f o n c t i o n  d e  l a  l u m i è r e , c h e z  d e s  

e m b r y o n s  s o m a t i q u e s  (4ème  j o u r  d u  2ème p a s s a g e  

d a n s  u n  m i l i e u  s a n s  hormone) .  

heures 

i-i embryons somat iques  c u l t i v é s  à Z ' o b s c u r ~ i t é  

o-o embryons somat iques  c u l t i v é s  en l u m i è r e  1 2 / 1 2 .  

L ' i n t e r v a Z l e  de c o n f i a n c e  e s t  c a l c u l é  au r i s q u e  de 

5 % i n  = 4 ) .  



5 - Evolution de l'activité nitrate réductase en 

fonction de la lumière. 

Les embryons somatiques étant des structures chlorophyl- 

liennes, il nous a paru intéressant d'étudier l'action de la lumiè- 

re sur l'activité nitrate réductase des embryons somatiques. 

Pour cela, nous avons utilisé des embryons somatiques 

bien différenciés, au 3ème passage sur un milieu sans hormone. La 

moitié des fioles ensemencées est maintenue à l'obscurité totale, 

l'autre moitié subit une alternance lumière-obscurité d'une pério- 

dicité 12/12. La période lumière s'étend de 7 h. du matin à 19 h. 

Les mesures sont faites au cours de la troisième journée 

de culture, elles débutent à 6 h. du matin, et sont effectuées 

pendant 12 h. Les résultats sont reportés figure n o  20. 

L'activité nitrate réductase est plus faible si les 

embryons somatiques sont maintenus à l'obscurité que s'ils 

subissent l'alternance lumière-obscurité. 

 activité semble plus stable à l'obscurité, alors que 

l'on peut observer des variations chez les embryons éclairés ; 

en une heure d'intervalle, l'activité peut passer de 2,26 Umoles 
- 1 - 1 NO;. h . g MF-'. à 1,42 pmoles NO- h . g MF-'; 

2 

Les variations ne semblent pas suivre une périodicité 

particulière et sont assez irrégulières. 

6 - Action de l'acide abscissique sur la croissance et 
l'activité nitrate réductase. 

Le fait que nous ayons observe que 1 'activité enzymatique 

est plus élevée lorsque la croissance est lente (cf.D.- 1-) nous 

a incité à utiliser l'acide abscissique (ABA) dans nos cultures 

de cellules. De plus, certains auteurs (THOMAS et Col., 1985) 

parlent d'un effet activateur de ~ ' A B A  sur l'embryogenèse soma- 

tique. 



F i g u r e  2 1  : V a r i a t i o n s  d e  l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  d e s  

c e l l u l e s  d e  Daucus c a r o t a  a u  c o u r s  d e  l a  c r o i s -  

s a n c e ,  e n  p r é s e n c e  d'ABA. 

5 6 
jours de culture 

:: ABA  IO-^ M 

ABA 0,4.10-'~ 

C1 Témoin 



Nous avons donc incorporé dans des fioles de cellules, 
-6 

au momeng de l'ensemencement, deux concentrations d' ABA, : 0,4.10 M 
-4 

et 10 M et nous avons suivi l'évolution de l'activité nitrate 

réductase après quelques jours deculture. Les résultats sont 

reportés figure no 21. 

Après 7 jours de culture, les cellules sont pesées et 

on observe que par rapport au témoin (100 % = 5,095 g ) ,  la con- 

centration en ABA loe4M est complétement inhibitrice de la crois- 

sance (73 % d'inhibition) alors que la concentration 0,4.10-~1 ne 

provoque qu'une légère inhibition (20 %).  

Quant à l'activité enzymatique, elle est accrue en pré- 
-6 sence drABA. En effet lorsque l'on ajoute 0,4.10 M à la suspension 

cellulaire, l'activité nitrate réductase représente 151 % du té- 

moin au 4ème jour ; mais cette activité s'amenuise au cours du 

temps ; au 7ème jour de culture, l'activation n'est plus que de 

129 % ; la suspension semble revenue, au cours du temps, à une 

croissance et à un taux d'activité identiques à ceux du témoin. 

Pour une concentration en ABA de I O - ~ M ,  en début de cul- 

ture, l'activité nitrate réductase n'est pas accrue (102 % à 4 jours), 

mais ensuite l'activité augmente : 117 % à 5 jours, 132 % à 6 jours 

et 174 % à 7 jours. Les cellules apparemment ne se multiplient 

plus du tout, mais elles ne sont pas mortes car il subsiste une 

activité enzymatique très élevée. 

Cela confirme donc que l'activité nitrate réductase 

est "antagoniste." de la croissance et donc que moins les cellules 

se multiplient plus l'activité enzymatique est élevée. 

Lorsque l'on applique 0,4.10-~ M ~ ' A B A  à une culture 

et que l'on observe son effet sur l'embryogenèse somatique jus- 

qu'au 2ème passage sur un milieu sans hormone, on n'observe aucune 

différence dans le développement des embryons par rapport à un 

témoin. 



Figure 22 : Variations d e  l'activité nitrate réductase des 

embryons somatiques de Carotte, m e s u r é e  "in 

vivo" a u  c o u r s  d e  la croissance e n  présence 

d'inhibiteurs de la synthèse protéique. 

TEMPS heures 

0 t é m o i n  

c o r d y c é p i n e  ( 2 , 5  b g / m Z )  

6 -mé thy  2  p u r i n e  ( 7 , 5  ,ug/mZ) 

L ' i n t e r u a Z Z e  d e  c o n f i a n c e  e s t  c a Z c u Z é  a u  r i s q u e  



E . - Action d' inhibiteurs de la synthèse protéique 

Dans le but d'étudier l'inductibilité de la nitrate ré- 

ductase, nous avons fait agir des inhibiteurs de la synthèse pro- 

téique sur des embryons somatiques qui sont soumis à un 2ème pas- 

sage dans un milieu dépourvu en auxine : 

- la cordycépine (7,5 yg/ml) qui inhibe la polyadénylation 
des ARN messagers 

- la 6-méthyl purine (2,5 pg/ml) qui inhibe la transcrip- 
tion de tous les ARN.  

- la cycloheximide ( 5  ug/ml) qui bloque l'initiation des 

chaînes peptidiques en inhibant la progression des ARN messagers 

le long des polysomes et empêche donc la traduction desmessagers. 

1 - Action des inhibiteurs sur l'activité nitrate réductase 

Les inhibiteurs peuvent être incorporés au moment de l'en- 

semencement, 1 h., 3 h. ou 5 h. aprks et la mesure de l'activité enzy- 

matique se fait 48 h. après l'addition des inhibiteurs. Les résul- 

tats sont reportés figure n o  22. 

Lorsque les inhibiteurs sont ajoutés 48 h. après le début 

de la culture, les mesures d'activité se font 1 h., 2 h. 30,5 h 30 

et 7 h. après leur incorporation. Les résultats sont reportés figure 

n o  23(p. 87). 

 incorporation de la 6-méthyl purine au moment du repi- 

quage,l h., 3 h. ou 5 h après inhibe fortement l'activité enzymatique 

(cf. figure n o  22). 

La cycloheximide provoque toujours une inhibition, mais 

moindre que celle due à la 6-méthyl purine. Ceci peut être dû sim- 

plement à un effet de concentration. Cependant l'inhibition semble 

constante quel que soit le moment de l',incorporation ; elle diminue 

légèrement lorsque l'on introduit l'inhibiteur après 5 h. de culture . 



Figure 23 : Variation de l'activité nitrate réductase des 

embryons somatiques après llincorporation,à 

48 h. d e  culture, d'inhibiteurs de la synthèse 

protéique. 

TEMPS heures 

0-0 5émoin  

a-. c o r d y c é p i n a  f 2 ,5  bg/mZ)  

i-¤ cyc i i ohex im ide  f  5 . ~ g / m i i )  

A 6-rnéthy 2 - p u r i n e  f  7 , 5  j ~g /mZ)  



Quant à la cordycépine, son action varie suivant le 

moment de son incorporation. Si on l'additionne au moment de 

l'ensemencement ou après 3 h. de culture, elle est inhibitrice de 

l'activité nitrate réductase. Si par contre on l'ajoute après 

1 h. ou 5 h. de culture, son effet est tout à fait inverse, elle 

provoqueun-accroissement de l'activité nitrate réductase. 

Dans le but de savoir si la nitrate réductase est synthé- 

tisée, tout au long de la culture, nous avons introduit les inhi- 

biteurs après 48 h. de culture ; on peut suivre l'évolution de 

l'activité nitrate réductase (cf. figure n o  2 3 )  juste après leur 

addition. 

Les résultats sont sensiblement identiques à ceux de 

l'expérience précédente. Dès le début de l'incorporation, la 6-méthyl 

purine inhibe l'activité et son inhibition demeure constante dans 

le temps. 

La cordycépine n'exerce pas d'action très nette, elle 

active et inhibe alternativement, mais à des taux très faibles. 

Pour la cycloheximide, l'action est différente ; juste 

après son addition au milieu de culture, elle entraîne une activation 

de l'enzyme mais ensuite après 5 h. 3 0  elle provoque une inhibition 

qui s'accentue après 7 h. de culture. . 

2 - Action des inhibiteurs sur la croissance 
En plus de l'action des inhibiteurs sur l'activité nitrate 

réductase, on peut étudier l'évolution de la croissance des embryons 

qui sont pesés après 5 jours de culture. Les embryons sont cultivés 

dans des tubes et les différentes cultures ont été photographiées et pesées 

(photo no 7 et tableau no 12, p. 89). 



Photo 7 : Aspect général des cultures e n  tubes e n  présence d'inhibi- 

teurs de la synthèse protéique. 

T = T é m o i n  

6-MP = 6 - m é t h y Z  p u r i n e  

CHI = c y c  Z o h e x i m i d e  

CORD = c o r d y c é p i n e  

Tableau n o  12 : Variation de la croissance exprimée en poids 

- de MF dans les cultures d'embryons somatiques cul- 

tives en présence d'inhibiteurs de la synthèse 

protéique. 

t émo in --cordycépine cycloheximide 6-méthyl purine 
( 7 , 5  pglml) ( 5  uglml) ( 2 , 5  uglml) 

.......................................................................................... 
poids de MF 

en mg 



On observe de fortes variations dans les poids de 

matière fraîche selon que l'on mette un inhibiteur ou pas, et 

selon la nature de 1' inhibiteur. 

La 6-méthyl purine inhibe la croissance des embryons 

somatiques, on obtient une moyenne de 237 mg par tube de cul- 

ture alors que l'ensemble des embryons témoins pèse 397 mg. 

Ces observations sont confirmées par les photographies. La com- 

paraison du témoin (photo n08)*avec les embryons mis en présence 

de 6-méthyl purine (photo n o  9)*revèle une très nette différence, 

aussi bien dans la taille des embryons que dans les stades de 

développement : en présence de 6-méthyl purine. les embryons sont 

très petits, leur croissance semble arrêtée, leur coloration 

brune est sans doute le signe qu'un grand nombre d'entre eux 1 

sont morts. 

La cycloheximide n'inhibe que très peu la croissance en 

poids de matière fraîche, mais l'observation des photographies 

(photo n"10)~montre très nettement qu'il existe un grand nombre 

deformes dédifférenciées, qui ressemblent à des cals. Peut-être 

l'inhibition de protéines embryogènes par la cycloheximide provo- 

que t-elle une dédifférenciation des embryons en cals donc certains 

semblenit nécrosés. Quant à la cordycipine, elle active fortement 

la croissance bien que son effet sur l'activité nitrate réductase 

ne fût pas très net. De plus l'observation à la loupe binoculaire 

(photo no 11)~montre des formes plus différenciées que chez les 

témoins ; les formes qui possèdent des ébauches foliaires et des 

cotylédons sont en effet nettement plus abondantes et aucune trace 

de nécrose n'est discernable ; les embryons sont en effet très chloro- 

phylliens. 

* photos no 8, 9, 10 et 1 1 ,  cf p. 91 - 92 . 



Vues à la loupe binoculaire (obj. x 2) d'embryons au 

3ème passage dans un milieu sans hormone après 5 jours 

de culture, en présence d'inhibiteurs de la synthèse 

protéique. 

Photo 8 : témoin 

Photo 9 : embryons cultivés en présence de 6-méthyl purine 

Photo 10 : embryons cultivés en présence de cycloheximide 

Photo 1 1  : embryons cultivés en présence de cordycépine 



Photo 8 Photo 9 

Photo 10 Photo 1 1  w 



F i g u r e  24 : Variations d e  l'activité G S  des cellules et 

embryons somatiques d e  C a r o t t e  a u  cours d e  

l a  croissance. 
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F. - Etude de la ulutamine svnthétase et de la ulutamate 
déshydrogénase 

1 - Etude enzymatique de l'activité GS chez les cellu- 

les et .les embryons de Carotte. 

Afin d'étudier les variations de l'activité GS au cours 

de la croissance et du développement des cellules et des embryons 

somatiques de Daucus carota, le matériel végétal est prélevé tous 

les deux jours, congelé par de l'azote liquide et conservé au 

congélateur à -20' C. 

Les activités enzymatiques sont mesurées dans des ex- 

traits bruts confectionnés tous en même temps à la fin du cycle 

de croissance. 

Les résultats sont reportés figure no 24. 

L'activité GS augmente dès le début du cycle de croissance 

des cellules, puis reste stable jusqu'au 8ème jour de culture, 

ensuite elle diminue brutalement. 

Chez les embryons l'activité reste très faible tout au 

long de la culture, mais présente néanmoins un léger pic d'activi- 

té vers le 5ème jour. 

La GS peut exister sous plusieurs formes et notamment 

deux formes qui ont des localisations cellulaires différentes ; 

l'une cytoplasmique se rencontre très souvent dans les cultures 

des cellules ; l'autre chloroplastique. Comme les embryons sont 

chlorophylliens mais que les cellules ne contiennent pas de chlo- 

rophylle, il importait donc de savoir si l'activité mesurée cor- 

respondait à une ou plusieurs formes de la GS. Aussi des chromato- 

graphies sur DEAE-cellulose ont elles été effectuées en utilisant 

des gradients discontinus deNaCl de O à 0 , 3  M. L,es résultats sont 

reportés figure no 25 et 26 (p. 95).  



Figure 25 : Chromatographie sur une colonne de DEAE-cellulose 

d'un extrait brut de cellules de Carotte. 

volume d'élution ml 

E l u t i o n  par  un g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  en  NaCZ 
La DO d e s  f r a c t i o n s  e s t  l u e  à 2 8 0  nm. 

Le p i c  hachuré  e s t  c e l u i  q u i  c o n t i e n t  l ' a c t i v i t é  G S .  

Figure 26 : Chromatographie sur une colonne de DEAE-cellulose 

arotte. 

volume d'élution ml 

E l u t i o n  par  un g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  e n  NaCl 

La D O  d e s  f r a c t i o n s  e s t  Zue à 2 8 0  nm. 
Le p i c  hachuré  e s t  c e l u i  q u i  c o n t i e n t  Z ' a c t i v i t é  GS. 



Pour les cellules, l'activité se retrouve dans une 

fraction unique (figure n025) qui correspond à une élution par 

du tampon contenant du NaCl 0,13 M. L'activité globale correspond 

donc en fait à une seule forme de l'enzyme. 

Pour les embryons somatiques, deux fractions présentent 

une activité enzymatique. Le première éluée par du tampon ren- 

fermant du NaCl 0,13 M présente une forte activité et correspond 

sans doute à la même forme que celle présente dans les cellules. 

La seconde est éluée par du tampon contenant du NaCl 0,17 M, mais 

son activité est très faible, elle correspond sans doute à une 

forme chloroplastique très instable. 

Afin de conserver une bonne activité après chromatogra- 

phie, il serait nécessaire d'entreprendre une étude détaillée des 

conditions d'extraction de l'enzyme : composition du tampon d'ex- 

traction, emploi de protecteurs adéquats, temps de broyage néces- 

saire à la rupture des chloroplastes. 

2 - Etude enzymatique de la GDH des cellules et des 
embryons somatiques de Carotte. 

Les activités enzymatiques sont mesurées tous les deux 

jours (figure no 27, p. 97) , une grande différence s'observe également 

entre les cellules et les embryons somatiques. 

Chez les cellules, l'activité reste très élevée durant 

toute la culture, alors que chez les embryons elle demeure faible 

et stable. 

Comme les prof ils d'activité (figure no 27, p. 97) sont 

très dissemblables, il paraît important de vérifier si les 

différences observées chez les cellules et les embryons sont 

liées à la présence ou non de formes différentes de la GDH. 



Figure 27 : Variations de l'activité GDH des cellules et 

embryons somatiques de Carotte, au c o u r s  de la 

croissance. 

jours 

m a  c e l l u l e s  

0-0 e m b r y o n s  s o m a t i q u e s  (2ème p a s s a g e  d a n s  un 

m i l i e u  s a n s  h o r m o n e ) .  



L e s  zymogrammes des extraits analysés e n  électrophorèse 

sur gel d e  polyacrylamide montrent l'existence d'isoformes identi- 

ques dans l e s  deux types d'extraits ; mais leur n o m b r e  et leur 

activité est nettement plus faible chez les embryons (photo n o  12 

et schéma no 5, p. 99). 



Photo 12 : Electrophorèse sur gel de polyacrylamide d'extraits d'em- 

bryons et de cellules de Carotte prélevés à d e s  stades de 

croissance différents. 

L f a c t i v i 5 é  GDH e s t  m i s e  en é v i d e n c e  par l e s  s e l s  de 

t é t r a z o  l i u m .  

Schéma 5 : Révélation d e  l'activité GDH par les sels 

d e  tétrazolium e n  électrophorèse sur gel d e  polya- 

crylamide. 

Chez l e s  c e l l u l e s  11 bandes  s o n t  v i s i b l e s  

s u r t o u t  aux sème, îème e t  1Oème jours  de 

c u  Z t u r e .  

E l t e s  p a r a i s s e n t  pZus i n t e n s e s  au= 7ème e t  IOème 

jour s  de c u l t u r e .  

Par c o n t r e  c h e z  l e s  embryons aucune bande n ' e s t  

d é c e l a b l e ,  s e u l e  une c o Z o r a t i o n  p l u s  a c c e n t u é e  

nous permet de s i t u e r  l a  G D H  s u r  l ' é l e c t r o p h o -  

r è s e .  

J  : Jour  



DISCUSSION 



A.  - Aspects méthodologiques - mesure de l ' a c t i v i t é  n i t r a t e  

réductase. 

Deux techniques de mesure ont été utilisées au cours de nos 

recherches ; la méthode de mesure "in vivo", effectuée sur des cellules 

ou des fragments d'organes (FERRARI et VARNER, 1971 ; JAWORSKI, 1971) 

donne de la réaction de réduction, une image réelle. Elle permet d'éva- 

luer le nitrite formé dans les cellules ou dans les tissus maintenus 

en anaérobiose dans un milieu d'incubation liquide et à l'obscurité 

(HEUER et PLAUT, 1978). L'une des critiques avancée à l'encontre de la 

méthode de mesure "in vivo1', est l'incorporation du propanol au milieu 

d'incubation. L'effet du propanol est controversé, DORCRIES (1984) 

et YONEYAMA (1981) observent que l'apport de propanol au milieu d'in- 

cubation, ne modifie pas l'activité. 

Le propanol a en effet été utilisé padce qu'il modifie la per- 

méabilité membranaire, ce qui permet un meilleur efflux du nitrite 

formé. Cependant il peut aussi provoquer une fuite de nitrate du pool 

de stockage vacu~laire, vers le pool métabolique en modifiant la per- 

méabilité du tonoplaste (FERRARI et Col., 1973) ce qui se traduit par 

un accroissemënt.cls l'activité de réduction. C'est d'ailleurs ce que 

nous avons observé chez les cellules et les embryons de Carotte qui ne 

réagissent cependant pas de la même façon. Pdnr les cellules, l'effet 

du propanol est moins prononcé que pour les embryons, l'omission du 

propanol du tampon d'incubation provoque une baisse d'activité de 

39 %, on retrouve donc 61 % de l'activité de départ alors que chez 

les embryons on ne retrouve que 19 % et la diminution d'activité est 

donc de 81 %. La méthode de mesure "in vitro", qui utilise des broyats 

cellulaires ou tissulaires, ne rend pas nécessairement compte de la 

réaction de réduction du nitrate dans les cellules et les tissus 

(BRUNETTI et HAGEMAN, 1976). Les composants nécessaires à la réaction 

enzymatique sont mis en contact alors que dans les cellules, ils 

peuvent être localisés dans des compartiments cellulaires différents. 



Cette méthode représente la capacité de réaction maximale de l'enzyme 

présente dans les cellules mais la présence de phénols inactivateurs 

et autres substances telles les protéases, empêche bien souvent la 

mesure exacte de l'activité de réduction. 

Les précautions que l'on peut prendre ne sont pas toujours 

efficaces et nous avons vu prkcédemment que la mesure "in vitrof' était 

possible pour les cellules ; mais pour les embryons, le broyage était 

suivi d'une inactivation très rapide de la nitrate réductase. Cette 

inactivation peut être attribuée à plusieurs facteurs ; à la libéra- 

tion d'un inactivateur ou à l'oxydation de polyphénols qui semblent 

être en grande quantité dans les embryons ou les plantules de Carotte. 

En effet, en absence de toute protection contre les phéno- 

mènes oxydatifs, les extraits brunissent rapidement. Cependant lorsque 

l'on ajoute des protecteurs, tel le PVP, on obtient des extraits plus 

clairs, mais chez les embryons, l'activité est toujours nulle et chez 

les cellules, elle est inhibée. Il existe sans doute un inactivateur 

dhez les embryons qui est extrait en même temps que la nitrate réduc- 

tase. D'autres substances, tels le dithiothréitol ou la cystéine,pro- 

tecteurç des groupements sulfhydriles,ont été ajoutés au tampon d'extrac- 

tion, mais n'ont pas donné de résultats plus concluants. 

Nous n'avons pas pu effectuer de mesures "in vitro1' chez les 

embryons, seules des mesures "in vivo" ont été faites. 

La purification de la nitrate réductase des embryons soma- 

tiques n'étant pas possible, nous avons entrepris de purifier la 

nitrate réductase des cellules. 

Le procédé de purification est plus rapide et plus simple 

lorsque l'on utilise la chnomatographie d'affinité. Mais les résul- 

tats espérés n'ont pas été obtenus. Le bleu Séphadex ne c~nvient pas 

vraiment à la purification de la nitrate réductase de Carotte, puis- 

que une partie de la quantité totale d'enzyme s'accroche par affinité 

sur le bleu Séphadex sans doute à cause de la concurrence avec les 

autres enzymes à NADH contenues dans l'extrait brut. Les fractions 



éluées sélectivement par le NADH ou le NADPH n'ont que très peu 

d'activité enzymatique, Cette baisse d'activité est peut-être due 

à la perte de la NADPH:nitrate réductase qui ne s'accroche pas sur 

le bleu. Pourtant SOLOMONSON (1975), CAMPBELL (1978) et KU0 et Col. 

(1980) utilisent avec succès cette mgthode de purification,La nitrate 

réductase se lie vraisemblablement au bleu par d'autres liaisons et 

peut être éluée par du KC1. 

Dans notre cas, la chromatographie d'affinité peut servir 

de première étape à un procédé plus long de purification. L'extrait 

élué par le KC1 M peut être utilisé en chromatographie d'échanges 

d'ions ou d'adsorption. 

L'intérêt d'un extrait partiellement purifié c'est qu'il 

peut être utilisé pour la détermination des caractéristiques enzyma- 

tiques. 

La détermination des valeurs de Km apparents pour les dif- 

férents substrats et donneurs d'électrons de la nitrate réductase a 

montré que d'une manière générale, les Km pour le nitrate avec NADH 

ou NADPH comme donneurs d'électrons sant du même ordre que ceux que 

l'on peut trouver dans la littérature, soit de I O - ~ M .  

Quant aux Km NADH et Km NADPH, ils sont beaucoup plus élevés 

que ceux de la littérature. Nous obtenons des Km de l'ordre de 
- 2 
:O M à ~ o - ~ M  au lieu de I O - ~ M  chez les autres plantes. 

De plus, la représentation de LINEWEAVER et BURK ne conduit 

pas à l'obtention d'une droite. Les cinétiques sont non-michaélien- 

nes, on obtient des courbes sigmoZdales. D'après ces résultats, la 

nitrate réductase est plus affine pour le NADPH que pour le NADH. 



Schéma 6 : Organisation probable d e  la chaîne respiratoire d e  la 

membrane interne d'une mitochondrie végétale 

I INTI~R>II!>IUH~\.YE: 
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Les  m i t o c h o n d r i e s  v é g é t a l e s  d i f f è r e n t  d e s  m i t o c h o n d r i e s  

a n i m a l e s  en  c e  q u ' e l l e s  p o s s è d e n t  une  deux ième  N A D H  d é s h y -  

d rogénase  s i t u é e  s u r  l a  f a c e  e x t e r n e  de l a  membrane i n t e r n e  

C e t t e  enzyme apparemment composée d ' u n e  f l a v o p r o t e i n e  c a t a -  - 
l y s e  t e  t r a n s f e r t  d ' u n e  p a i r e  d ' e  ( e t  de H + I  de NADH de 

l ' e s p a c e  i n t e r m e m b r a n a i r e  v e r s  l ' u b i q u i n o n e  ; e l l e  e s t  donc 

r e s p o n s a b l e  de l a  r é o x y d a t i o n  du N A D H  p r o d u i t  dans  l e  c y t o -  

s o l .  La p o s s e s s i o n  d ' u n  t e l  s y s t è m e  d i s p e n s e  l a  c e l l u l e  

v é g é t a l e  de r e c o u r i r  à un s y s t è m e  de  n a v e t t e  pour t r a n s f é -  
- 

r e r  l e s  e  du N A D H  p r o d u i t  à 2 ' e x t é r i e u r  de Za m i t o c h o n -  

d r i e  v e r s  t a  c h a î n e  r e s p i r a t o i r e  s i t u é e  dans  l a  membrane 

i n t e r n e .  

FP e x t  : ' N A D H  d é s h y d r o g é n a s e  e x t e r n e "  = f l a v o p r o t é i n e  

F P  i n t  : "NADH d é s h y d r o g é n a s e  i n t e r n e t t  = f l a v o p r o t é i n e  + 

p r o t é i n e s  FS 

F P  o u t  : " N A D H  d é s h y d r o g é n a s e  de  l a  membrane e x t e r n e  q u i  - 
ne t r a n s f è r e  pas d ' e  v e r s  l a  chacne  r e s p i r a t o i r e .  

7 : i n d i q u e  que  l a  membrane e s t  imperméable  à c e t t e  

m o l é c u l e .  



Nous ne pouvons déterminer s'il y a deux enzymes OU une 

seule qui utilise NADH et NADPH, car les pH optimum d'activité de 

réduction sont presque semblables, les Km aussi. Néanmoins il semble 

qu'il n'y ait pas intervention de phosphatases, contrairement à ce 

quepensaient WELLS et HAGEMAN (1974), puisque l'utilisation d'un mélan- 

ge d'extraits bruts de Carotte et dtEpinard ne conduit pas une ac- 

tivité NADPH : nitrate réductase plus élevée que la somme des deux 

activités séparées. L'enzyme d'Epinard n'ayant pas d' activité NADPH:NR. 

Lfactivi:é NADPH : NR est donc vraie, mais on ne sait pas si l'en- 

zyme est bispécifique ou si coexistent deux molécules enzymatiques 

distinctes présentant des spécificités particulières pour les deux 

donneurs d'électrons. Nous n'avons pas pu les séparer en chromato- 

graphie sur DEAE-cellulose ni en électrophorèse. 

B. - L'origine du NADH 

L'origine du NADH,qui sert de cofacteur à la nitrate réduc- 

tase,a souvent été recherchée, mais les résultats sont divergents. 

Nous avons essayé de déterminer chez la Carotte sauvage, quelle source 

de NADH servait à la réduction du nitrate nais nous ne pouvons tirer 

de conclusions définitives de nos résultats. 

En faisant agir l'acide malonique sur les cellules et les 

embryons somatiques de Carotte, nous avons observé une augmentation 

de l'activité nitrate réductase alors que dans les feuilles de Riz, 

l'acide malonique inhibe complétement l'activité nitrate réductase 

(RAMARAO et Col., 1981). Dans ce cas c'est bien le cycle de Krebs qui 

fournit du NADH à la réduction du nitrate, mais pour la Carotte on 

ne peut pas expliquer à quoi est due l'activation de la nitrate réduc- 

tase, sauf si c'est l'activité NADPH qui est mesurée ; dans la mesure 

"in vivo" de l'activité de réduction tous les cofacteurs présents 

dans les cellules peuvent être utilisés par l'enzyme. 

La roténone et l'antimycin? A sont tous deux inhibiteurs 

du transfert d'électrons dans la chaîne respiratoire, mais à des 

niveaux différents (cf,schéma n o  6) , la roténone agit sur la face 



interne de la membrane intramitochondriale et empêche l'oxydation 

du NADH mitochondrial, tandis que l'antimycine A inhibe la chaîne 

respiratoire au niveau de la face externe de lamembrane intramitochon- 

driale et empêche l'oxydation du N A D H  mitochondrial mais aussi du NADH 

cytoplasmique. 

chez les cellules de Daucus carota, l'inhibition de l'acti- 

vité nitrate réductase par la roténone et son activation par l'anti- 

mycine A nous laisse à penser que c'est le N A D H  cytoplasmique qui est 

utilisé dans la réduction du nitrate. 

Ce système fonctionne sans doute à la lumière, car, d'après 

SAWHNEY, et Col. ( 1 9 7 8 ) ,  la chaîne respiratoire est inhibée par la 

lumière et de ce fait du NADH est disponible. 

Par l'intervention de l'iodoacétate, nous avons obtenu des 

inhibitions et des activations de l'activité de l'enzyme. Ce qui 

ne nous permet pas de déterminer, si le NA3H issu de la glycolyse sert 

de cofacteur à la réduction du nitrate, mais on peut penser que toutes 

les sources de NADH sont impliquées dans cette réaction et que quand 

l'une des voies est bloquée, l'autre intervient. 

C. - Modifications de l'activité de la nitrate réductase. 

Problème de l'induction 

1 - Modifications de l'activité de la nitrate réductase. 

La culture "in vitro" de cellules provoque l'apparition d'une 

activité nitrate réductase plus ou moins élevée, et d'autres activités 

d'enzymes de la réduction de l'azote. 

L'activité nitrate réductase se modifie au cours des cultu- 

res de cellules et d'embryons,elle apparaît après une phase de latence 

dont la durée est variable, elle augmente pendant la phase exponen- 

tielle de croissance, puis décroît lorsque la croissance ralentit puis 

s'arrête. Lorsque la phase de latence est plus longue, l'activité 

apparaît plus tardivement, mais elle est plus élevée. 



Schéma 7 : Régulation du pH cellulaire en cours d e  l'absorption 

et de l a  régulation du NO- d'après RAVEN et SMITH (1976) 3 

pl : plasmalemme ; t o n  : tonoplaste ; 

vac  : v a c u o l e  ; ezt : m i l i e u  extérieur 



Par contre, l'emploi de 1'ABA provoque une réaction inat- 

tendue, les cellules ne se divisent apparemment plus du tout avec une 

concentration de I O - ~ M  ; on n'observe donc pas de phase exponentielle 

de croissance, pourtant l'activité nitrate réductase se développe et 

atteint même des valeurs très élevées. Alors que la croissance est 

stoppée, l'activité nitrate réductase est accrue de 71 % après 7 jours 

de culture. 

KAMADA et HARADA (1984) qui travaillent aussi chez la 

Carotte, observent pourtant des résultats inverses ; au cours de 

leurs cultures de cellules, ils observent d'abord une baisse de 

l'activité enzymatique puis une augmentation en fin de culture mais 

ces résultats contradictoires sont sans doute dus à des différences 

de méthodologie et notamment parce qu'ils procèdent à un ensemencement 

très faible qui provoque une phase de latence importante d'environ 

6-7 jours, alors que nos cultures ont une phase de latence de 2-3 jours. 

Le milieu sur lequel sont cultivées les cellules, renferme 

de l'ammonium et du nitrate. Il apparaît que le système de pH stat 

biochimique fonctionne (DAvIES, 1973 ; RAVEN et SMITH, 1976)ilorsque 

l'ammonium est absorbé, il s'ensuit une alcalinisation du milieu 

interne des cellules qui provoque la mise en route du système de 

pH stat. L'ammonium en excès est éliminé soit par une action de 

la GDH, soit par le système de pH stat, ou sans doute les deux à 

la fois. L'alcalinisation provoquée par l'absorption d'ammonium 

entraîne une activation de la phosphoénolpyruvate carboxylase, qui 

conduit à la formation d'acide pyruvique qui, par le cycle de Krebs, 

donne de l'acide malique. C'est l'acide malique qui par association 
+ 

avec l'ammonium, libère 2H et immobilise l'ammonium (cf dchéma n07). 

Chez les embryons somatiques, le pH est beaucoup plus stable 

tout au long de la culture, il n'y a -pas de phénomènes de forte aci- 

dification, puis alcalinisation du milieu comme chez les cellules. Le 

pH est peut être régulé à l'intérieur des embryons dans lesquels il 

pourrait y avoir des flux de nitrate et d'acide malique entre les 

différents organes de l'embryon ou de la jeune plantule. 



Lorsque les cellules se différencient en embryons somatiques, 

leur activité enzymatique augmente. La nitrate réductase varie avec 

les phénomènes de différenciation. C'est très net lorsque les 

embryons sont séparés en fonction de leur taille. Les cellules isolées 

ont des activités beaucoup plus faibles ntie les structures embryonnai- 

res et plus les embryons sont différenciés et de grande taille, plus 

l'activité augmente. Le même phénomène est observé pendant la rhizo- 

genèse de PhaseoZus v u Z g a r i s  (BURZINSKI et Col., 1 9 8 2 ) .  L'activité 

de réduction augmente au cours de la différenciation des racines. 

CLez lacanne à sucre, les cals caulogènes ont une acti- 

vité de réduction plus élevée que les cals non caulogènes (DWIDEDI 

et Col., 1 9 8 4 ) .  Il y a donc une relation entre l'activité nitrate 

réductase et la caulogenèse ou la Rhizhogenèse. Cette relation est 

retrouvée entre l'activité enzymatique et l'embryogenèse des cellules 

de Carotte. 

Des embryons préleves dans des fioles peuvent être cultivés 

sur de la gélose renfermant du nitrate de potassium. Quand ces embry- 

ons ont évolué en plantules, on peut séparer les différents organes 

et mesurer l'activité dans chaque partie, On retrouve la plus forte 

activité nitrate réductase dans les feuilles et les cotylédons ; l'ac- 

tivité disparaît donc,ou n'est plus détectée dans les racines et les 

hypocotyles. Les feuilles deviennent l'unique lieu de réduction du 

nitrate. Cette perte d'activité serait due selon WALLACE ( 1 9 7 3  ; 1 9 7 5 )  

à la présence d'une protéine inactivatrice de la nitrate réductase dans 

les parties matures de la racine. 

2 - Problème de l'induction 

Le transfert des cellules dans un milieu neuf provoque une 

élévation du taux d'activité nitrate réductase, on peut penser que 

l'enzyme est soit synthétisée, soit activée lors de la mise en cul- 

ture. 



L'incorporation dans les cultures, d'inhibiteurs de la 

transcription et de la traduction tels, la 6-méthyl purine, la cyclo- 

heximi.de et la cordycépine, a donné des résultats qui ne nous permet- 

tent pas vraiment de déterminer si l'enzyme est synthétisée "de 

novo" ou si elle est activée. 

La 6-méthyl purine, inhibe La transcription de tous les 

ARN; si on l'applique dans nos cultures, elle inhibe l'activité nitra- 

te réductase. Seules des méthodes immunochimiques permettraient de 

savoir si l'enzyme est activée où si elle est synthétisée . 

La cycloheximide, inhibitrice de la traduction n'agit que. 

Éaiblement sur l'activité nitrate réductase. De plus l'aspect des 

embryons (photo n o  10, p. 91 et.92) nous fait penser que la cycloheximide 

inhibe peut être la synthèse des protéines embryonnaires décrites 

par SUNG et OKIMOTO (1980).En effet, en l'absence de ces protéines, 

les embryons se dédifférencient en cals. 

La cordycépine qui active ou inhibe selon que l'on l'incor- 

pore à des moments différents, agit sur la polyadénylation des ARN 

messagers. ~ ' a ~ r è s  la photo 11, p. 91 et 92, les embryons qui ont été soumis à 

la cordycépine sont plus différenciés. Si la polyadénylation de cer- 

tains ARN messagers est effectivement bloquée, cela signifie que les 

protéines qui continuent à être synthétisées au cours de la différen- 

ciation ne sont pas trad~tites dlARN messagers polyadénylés, alors que 

la 6-méthyl purine bloque toute différenciation et toute activité 

enzymatique. Les ARN messagers des protéines embryonnaires décrites c a r  

SUNG et OKIMOTO (1980) ne seraient pas polyadénylés , ceux de la nitra- 
te réductase sans doute pas non plus. 

D. - Etude des enzymes assimilatrices de l'ammonium 
L'incorporation des composés azotés passe par 3 étapes prin- 

cipales. La première permettant l'assimilation des nitrates est catalysée 

par la nitrate réductase (~.~.1.6.6.2.), les nitrites formés sont ensuite 

réduits par la nitri te réductase (d.C.1.7.99 - 3 )  en ammoniaque qui peut 

être incorporé directement dans les molécules organiques. 



Cette incorporation, qui constitue la troisième étape, peut 

être directe,sans passer par les deux premières,quand l'ion ammonium 

est apporté directement à la plante. Elle est catalysée par la gluta- 

mine synthétase (E.U.6.3.1.2)  qui-effectue la réaction : 

+ M ~ ~ +  
L-glutamate + NH + ATP -m L. glutamine + ADP t. Pi 

4  

Le transfert du groupe aminé peut être ensuite effectué 

par la glutamate synthase (E.C. 1.4.7.1 .) . La voie GS-glutamate synthase 
est considérée à l'heure actuelle comme essentielle pour l'assimila- 

tion de l'azote chez les végétaux (MIFLIN et LEA, 1 9 7 6 ) .  Cependant 

une autre enzyme, la glutamate déshydrogénase (E.C. 1 . 4 . 1 . 2 . )  a été 

longtemps considérée comme la voie préferentielle de l'assimilation de 

l'ammoniaque (SIMS et FOLKES, 1 9 6 4 ) .  A l'heure actuelle son rôle est 

très controversé car des études ont montré que cette voie n'était pas 

prépondérante chez les végétaux (MIFLIN et LEA, 1 9 8 6 )  et qu'elle 

fonctionne plutôt dans le sens oxydatif : 

acide glutamique- a-céto glutarate + N H ~  

Après la nitrate réductase, nous avons entrepris l'étude 

de la GS et de la GDH des cellules et des embryons somatiques de 

Carotte sauvage. 

Les cinétiques d'activités enzymatiques montrent que GS et 

GDH ont toutes deux une activité assez élevée chez les cellules tout au 

long de la culture mais cette activité devient très faible quand il 

s'agit d'embryons somatiques. 

Des études effectuées chez d'autres plantes ont montré que 

la GS n'était pas représentée par une seule protéine mais pas trois 

- Égmes isofonctionnelles de l'enzyme. Chez le Riz (HIREL, 1 9 8 0 ) .  La pre- 

mière de ces formes a été nommée GSR, elle est spécifiquement racinaire, 

les deux autres nommées GS et GS2 sont des enzymes typiquement foliai- 
1  

res. GS1 est située dans le cytosol et GS2 dans les chloroplastes et 

les étioplastes. Il existe donc dans ce cas des formes cytoplasmiques 

et une forme chloroplastique. 



Comme les cellules de Carotte ne sont pas chlorophyllien- 

nes, mais que les embryons le sont, il était nécessaire d'essayer 

de caractériser la GS dans les deux cultures. 

La GS des cellules ne présente qu'une seule forme décelable,, 

qui de par sa position sur l'élutogramme obtenu après chromatographie 

sur DEAE-cellulose, serait cytoplasmique. Par contre, chez les em- 

bryons, on retrouve cette forme cytoplasmique, mais une autre forme est 

Gluée à une autre position sur l'élutogramme, elle est très faible, 

c'est vraisemblablement la GS chloroplastique. 

Chez les végétaux, la GDH peut être représentée par 7 iso- 

enzymes (NAGEL et HARTMANN, 1 9 8 0 )  et on en a même démontré 28 dans le 

cas du pollen de Luzerne. Ces formes résulteraient de l'association 

au hasard de 2 ou 3 sous-unités formant une enzyme hexamérique (DE 

VIENNE, 1983). Chez les cellules de Carotte, on peut démontrer environ 

1 0  isoenzy:llies par électrophorèse en gel de polyacrylamide, les iso- 

enzymes sont présentes tout au long de la culture, mais chez les emvryons on observe 

les mêmes isoenzymes, mais l'intensité de la coloration par les sels 

de tétrazolium est très faible. 



CONCLUSION 



La nitrate réductase de Daucus c a r o t a  L. est bispécifique 

pour le donneur d'électrons et correspond à la NAD(P)H: NR, mais nos 

travaux n'ont pas déterminé si les deux formes sont distinctes 

ou si c'est la même enzyme qui peut utiliser NADH et NADPH. La pré- 

sence de substances inhibitrices dans les extraits d'embryons soma- 

tiques ne nous a pas permis de faire des mesures "in vitro" , ni 
de procéder à une purification. Par conséquent on ne peut savoir 

si la nitrate réductase des embryons est la même que celle des 

cellules. 

La purification est possible chez les cellules par des 

techniques traditionnelles mais aussi par des chromatographies 

d'affinité ; nous avons obtenu des taux de purification satisfai- 

sants. Cependant, la liaison vraisemblable de la nitrate réductase 

à des structures membranaires, ne nous a pas permis de montrer la 

pureté de l'enzyme en électrophorèse sur gel de polyacrylamide. 

L'étude de la nitrate réductase au cours de.lfembryogenèse 

nous a permis de montrer qu'il existe une relation entre l'activité 

de réduction et le stade de différenciation des embryons. Plus les 

embryons sont différenciés, plus l'activité nitrate réductase est 

élevée. De plus, l'action des inhibiteurs de la synthèse protéique 

nous fait penser que les protéines embryonnaires décrites par 

. SUNG et OKIMOTO (1981) existent. 
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La nitrate réductase extraite des cellules de 
Carotte sauvage cultivées en suspension, présente une bispéci- 
ficité vis à vis du donneur d'électrons, elle   eut utiliser 
NADH et NADPH et les constantes d'affinité sont du même ordre de grandeur, 
avec cependant une plus grande affinité pour le NADPH 
(Km = 3,8.10-3~) que pour le NADH (Km = 1 , S .  I o - ~ M ) .  L'étude de 
l'origine du NADH nous fait penser-qu'elle est multiple ; il 
peut provenir de la glycolyse ou du cycle de Krebs. 

La purification de la nitrate réductase par chroma- 
tographie d'affinité sur bleu Séphadexnous a fourni une pré- 
paration enzymatique purifiée 756 fois mais avec un rendement 
en activité très faible. 

L'étude de cette enzyme au cours de l'évolution des 
cellules en embryons somatiques, a montré que l'augmentation 
de l'activité nitrate réductase était liée au phénomène d'em- 
bryogenèse somatique. L'induction par du nitrate de potassium 
chez des plantules de Carotte issues d'embryons somatiques 
permet de localiser la nitrate réductase dans les parties chlo- 
rophylliennes de la plantule : les cotylédons et les premières 
feuilles. 

L'action d'inhibiteurs de la synthèse protéique sur 
les embryons somatiques a montré des réponses différentes vis 
à vis des différents inhibiteurs : la 6- méthyl purine inhibe com- 
plétement l'activité enzymatique et la croissance des embryons ; 
la cordycépine,inversement,active croissance et embryogenèse ; 
avec la cycloheximide, des formes de dédifférenciation sont 
observées. 

MOTS CLES : 

- Daucus carota L .  
- nitrate réductase 
- métabolisme de l'azote 
- embryogenèse somatique 
- sus pensions cellulaires 
- réduction des nitrates 




