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L'ACTIVITE GLUTAMATE DES}r.r.DROGENASE DANS LES

TISSUS FOLIAIRES DE CHENOPODIUM QUINOA WIIill

INTRODUCTION

La glumatate deshydrogénase des végétaux supérieurs a été relative

ment peu étudiée. Parmi les auteurs qui se sont intéressés à cette en

z,yme nous pouvons citer Bu~ Pahlich et JO~ l'ont respectivement

étudiée sur les feuilles de maïs et sur les racines de pois.

Dans le cadre d'une étude des effets de l'environnement sur des en

z,ymes èu métabolisme azoté, nous avons abordé l'étude de la glumatate

deshydrogénase des tissus foliaires de Chenopodium quinoa Wilde Cette

enz,yme est particulièrement intéressante car elle occupe une position clé

dans les voies du métabolisme azoté. En effet, elle sert de lien entre le

cyole de Rrebs et le métabolisme des acides aminés en catalysant l'incor

poration d'azote ammoniacal sous fonae de composés organiques. Cette

étape constitue la porte d'entrée de l'ammoniac dans les acides aminés s

à partir de l'acide glutamique, tous les autres acides aminés pourront

~tre synthétisés soit suivant les voies métaboliques co~~ues, soit par

t ransamination.

L'action de la glutamate deshydrogénase se fait suivant l'équation:

Dana cette étude, nous nous proposons de trouver les méthodes de

préparation d'un extrait de glutamate desbydrogénase (GIDH) de feuilles

,""-de Chenopodium quinoa,qui nous permettraient d'étudier Quelques caracté

ristiques de l'enzyme.-
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L'extraction d'enzymes actives et d'organites cellulaires pose ~ ~ro.lè-

mes particulie~s~dhez les végétaux et certain~s précaution~ doivent ~tre

pris~Eneffet,lorsque le broyage du matériel végétal est effectué, les

compartiments cellulaires n'existent plus et les différents éléments de

ces cellules se trouvent au contact les uns des autres. Les enzymes

peuvent ainsi être en présence d'inhibiteurs et, chez les végétaux supé

rieurs qui contiennent des composés phénoliques,cette inhibition est un

phénomène fréquent.

Les composés phénoliques agissent de plusieurs manières

- soit en formant des pon~s hydrogène avec les groupements peptidiques

des protéines. Ils sont alors liés aux enzymes qu'ils inlribent d1une ma

nière réversible.

-soit en formant des liaisons plus stables (covalentes) : ils sont

d'abord oxydés en quinones, oxydations dues surtout aux phénols oxydases

(et ~particulier à l'ortho diphénol oxydase) mises au contact de leurs

substrats lors de l'extraction. Il y a ensuite copolymérisation des qui

nones avec les protéines, entraînant une perte d'activité des enzymes.

Pour éviter cette inhibition, il était habituel d'utiliser des thiols

et. autres agents réducteurs dans le milieu d'extraction. Mais on s'est

aperçu que cela ne suffisait pas toujours, certaines enzymes n'ayant aucune

activité malgré l'emploi de cysteine ou DIECA (Slack 1966). Ainsi, Loomis

et Battnile (1968)Jont montré l'insuffisance des agents réducteurs et des

thiols et ont préconisé l'emploi de polymères. Cependant, èes polymères

ne se sont pas toujours mDntr~ussi efficaces qu'on llavait espéré au

départ. Aussi, maintenant, on a tendance à employer da nouveau les thiols

et les autres agents réducteurs dans le milieu d'extraction. Ceci slex

plique par les différents composés phénoliques qu'on peut trouver dans

les plantes étudiées; ainsi, il n1y a pns de milieu d'extraction type, et

pour chaque plante, il faut essayer d'en trouver un convenable.

Nous avons ainsi testé plusieurs milieux, certains contenant des

polymères, d'autres des thiols, d'autres enfin des agents réducteurs

autres que les thiols. Les raisons qui nous ont fait choisir ces milieux

sont les suivantes :

- Les pol,ymères PoJ.yvinyl:QYITolldone soluble (PlTP )i lM = 25.000

• insoluble (Polyolar AT)
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possèdent
Ces composés/des groupes similaires à ceux des protéines et peuvent

donc se substituer à celles-ci pour se lier à des composés phénoliques

par des liaisons hydrogène. Les protéines sont donc ainsi protégées des

tannins. Le PVP. inhibe l'O. diPhéno~XYdase et aQsorbe les phénols mais

il semble qU'il ne peut lier les composés phénoliques de petit poids molé

culaire (inférieur à celui de l'acide chlorogénique), alors que le polyclar

AT est capable de lier l'acide chlorogénique (Anderson,196S).

Le pH du milieu d'extraction est très important quand on utilise le PVP.

En effet si les phénols sont ionisés, ils ne peuvent former de liaison

hydrogène ni avec PVP ni avec les protéines mais ils s'oxyderont plus faci

lement en quinones. Il a été montré qu'on obtenait une meilleure activit~

à pH 7,15 qu'à pH 7,5 (Jones et Hulme,1961). Pour les phénols de petit

poids moléculaire, le pH optimum d'absorption est de 3,5. Il semble donc

qu'aux pH physiologiques, les composés phénoliques de petit poids molécu

laire ne soient pas liés par les polymères. Par contre les thiols et autres

réducteurs sont efficaces.

Les Thiols inhibent l'activité de l'O.diphénol~ ~àase.

Deux groupes sont à considérer:

1) Les thiols qui réduisent en phénols les quinones formées.

Ce sont des inhibiteurs puissants de l'O.diphéno1'~;xjdase.Panni eux, nous

avons retenu le thioglycollate de sodium préconisé par Anderson. (196S)

~) Les thiols qui se combinent aux quinones. On obtient ainsi un

produit qui ne peut ~tre oxydé et n'inhibant plus les enzymes. Nous avons

retenu 1

--le mercaptoéthanol

- le glutathion réduit, qui sont des inhibiteurs de1JO. diphéno~~o~_

dase moins puissants que ceux du groupe 1.

Réducteurs autres que les thiols

- Acide ascorbique. Il réduit les quinones en régénérant les phénols.

S~n mécanisme d'action est semblable à celui du thioglycollate de SodiUDL

puisqu'ils empêchent tous deux l'accumulation des quinones. Mais les

effets de l'acide asoorbique ne sont pas durables, celui-ci étant oxydé

par les extraits de tissus.



-Métabisulfite de potassium ou de sodium. Ce sel offre une protec

tion permanente, avec une concentration minimale qui ne varie pas avec

l'état physiologique du tissus,ni avec la quantité de tissus par volume

d'extrait. Cela est attribué à une totale inhibition de l'O. diphénol.'''''o

xydase. Cependant son efficacité dLminue s'il est employé à pH>7,5.

Nous avons enfin testé l'activité de l'enz,yme solubilisée d'une poudre

acétonique, car l'acétone dissout les composés phénoliques alors qu'elle

précipite les protéines bien que parfois d'une manière irréversible. Ce

procédé permet ainsi de séparer la protéine enzymatique des composés phé

noliques.

1- METHODES DE CULTURE ET D'EXTRACTION.

Les plantes sont semées dans des terrines contenant de la terre et

placées :

-soit dans une chambre conditionnée à 20° C le jour (18h) et à 12°C
la nuit (6h), l'éclairement étant d'environ 10 000 luz.

-soit en serre à 25°C sans éolairage artificiel, la lumière natu

relle étant alors suffisante.

Les prélèvements en vue de l'extraction d'enzymes ont lieu à partir

du trentième jour. de culture. Afin de permettre l'éclatement des cellules

et des organites en vue d'obtenir les enzymes solubles totaux, les feuilles

sont congelées à l'azote liquide. Puis le broyage est réalisé à l'aide

d'un ultra turra.x, da.'1s du tampon phosphate 0,1 JYI pH= 7 contenant le

polymère ou le réducteur choisi (0,25g da tissu par ml de milieu d'ex

traction). Après filtration sur quatre couches de gaze et centrifugation

à basse vitesse (4000 t/mn) pour éliminer les débris de tissus et les

cellules entières, les homogénats sont centrifugés à haute vitesse

(13000 t/mn:::; 20000 g ou 18000 t/mn = 40000 g selon les cas), puis dia

lysés contre du tampon phosphate 0,01 M pH =7 contenant du mereaptoétha

nol 5m M, cela afin d'obtenir une protection permanente des enzymes. La

poudre acétonique, préparée selon Strecker (1955),est dissoute dans du

tampon phosphate 0,1 M pH :::; 71 cette solution centrifugée à grande

vitesse puis dialysée contre le mgme tampon que pour les autres extraits.

Tautes. les. npérations d'extraction sont réalisées dans une abambre :t'roide

à+4(\C.
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L'activité enzymatique de ces différents extraits est déterminée par

la méthode de Schmidt (1963) :

Tampon de dosage : triéthnnolamine 0,05 M pH=8

Concentrations dans l'essai: NADH ou NADPH: 1,5 x 10-4 M

lifH
4
+ (CH

3
C0

2
NH

4
) : 10,5X10-~

EDTA : 2,6 xlO-3 M

c(ceto glutarate: 8 x 10-3 M

Le volume final est de 3 ml et l'oxydation du NADH ou du NADPH est

suivie spectrophotométriquement à 340 nm. La température du milieu réac

tionnel n'a pas toujours pu être contrôlée mais on s'est efforcé d'opérer

à température constante. Les activités sont données en unités interna

tionales : l unité d1enzyme= quantité d'enzyme capable d'oxyder ~ M de

NADH par minute.

Le tableau l rend compte des résultats obtenus. Deux valeurs sont par

feis représentées; la première indique ' la pente à l'origine, lorsque

l'activité variait avec le temps, et que les courbes pouvaient être assi

milées à deux droites. Cette pente au départ est peu rigoureuse, sa dé

termination étant parfois effectuée avec seulement deux ou trois points.

Les protéines ont d'abord été dosées sous forme d'azote total par la

méthode de ~jeldahl (protéine = Nx6,25) mais le PVP et le polyclar AT

(qui se dissout partiellement au cours de l'extraction), contenant de l'a_

zote et n'étant pas éliminés par la dialyse, les résultats se sont avérés

aberrants en ce qui concerne ces deux extraits. Pour ce qui est des autres

extraits, la méthode de L~wry (1951), donne des résultats en accord avec

ceux trouvés par la méthode de Kjeldahl. Mais il faut auparavant précipiter

les protéines par de l'acide trichloroacétique 10% (du volume final), laver

les culots à l'acétone et redissoudre ces culots dans de la soude O,lN

pendant 2 heures à 50 oC,cela en vue d'él~liner les composés phénoliques

subsistants et le mercaptoéthanol qui perturberaient le dosage. Les ac

tivités spécifiques rapportées dans le tableau l sont obtenues à partir

des protéines dosées par cette méthode. Mais une incertitude demeure pour

les extraits contenant du PVP ou du polyclar AT car ces polymères préci

pitent aussi avec l'acide trichloroacétique; les phénols qui y sont liés

précipitent en même temps et sont aussi redissouts par la soude à la fin

de l'opération.
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TABLEAU l

1

:
:

t

1

:
1

0,014

1
:

:
:
1

:
:

·•

:
• 0,017,
1

: 0,028

: 0,030 : 0,021

0,019

0,087

2ème extraits

:
:

.•
:

: 0,024

5g matière fraiche /2Om1 tampon 1

ACTIVIT~ :
immédiatement après: 24h après 1 18xtrac-1
li extraction . • tiotl . 1 . t,.. .1

u/ml 1 uVIDg de • u/ml uVIDg de :
: protéines· protéines

0,110

0,043

0,032

:
:
:
:

·•

1

·•

0,012

0,022

••

••
•

1ers extraits

1

2g matière fraiche /
20ml tampon

ACTIVITE

uVml : uVmg de pr~
téines •

0,012 •:
:

0,006
•

1

:

1

:

:

1
1

1

·•

: 0,015 0,024: : i 0,096 0,065

0,004

0,103 0,046 ; 0,132 0,059

0,011 0,008. 0,028 0,012 : 0,027 0,012
:_------------~-------=.;"...---='-=-=-=--..;..--:::--==---........,.--::~-~~~=---
1 -J?o~c1.arAT : 0,128 0,071 : 0,110 0,060
: 19j9 tissus frab 0,009 0,008 0,030. 0,017 0,029 0,016
: : :. :

i G1utathion
•
• 20 m 11••

1

: PVP 1%

··1 Méta.bisulfite
: 5m M
J

1
: Acide Ascor
: bique 20m M

:
:

. 1

1

1

.: DtÏ'l1eux testés·

1

··
·•

•·

: : 0,008 1 0,010 : 0,086 : 0,067 0,154 . :
: Mercaptoéthano1:: :: : 0,120 1
1 20 mM: 0,007 1 0,009 0,031: 0,024 0,023 ~ 0,018 :
------_....:.: ...:I:.-. ~::.-._--_...:::.-._---~--_....:.:_-----,'

1 : 0,026 1 0,025:: 1
: : 1 : 1 :
1 Thioglyco11ate • •

25 ID M • 0,007 1 0,007 • 0,026 : 0,014 0,018: 0,009
:_- -....:.1 -..:1:.-. --...:::.-._--_..:::.-._--_-=- ....:.1 ,:

1 1 : : 0,039 : 0,056 :
: Poudre acétoni-I 1 :: 1:
1: que :: : 0,018 : 0,026 : 0,005 : 0,007 1_______....:.t ..::I....... ~::._. ..:I:.- ...:.:._ .:.: ,:

lers extra.i ts : meilleurs résultats dormés par métabisulfite et thiogly'co1.J.a:te

2ème extraits: meilleurs résultats dormés par PVP, Po13c1ar, métabisuJ.tite,

glutathion et mercaptoéthanol.



Les résultats confirment ceux de certains auteurs (Anderson, 1968,

Loamis et Battaile, 1968). Les milieux contenant du PVP et du métabisulfite

ont été retenus. Nous avons abandonné le milieu avec le polyclar AT, en

raison des difficultés de broyage, et parce que l'activité en u /ml du mi

lieu avec PVP était à peu près la même. Des extraits renfermant des concen

trations plus importantes de PVP (à 2,5% ct à 5%) ont été essayés mais au

cune amélioration n'a été observée.

Essai de purification Eartielle.

L'extrait obtenu absorbe considérablement à 340 nm, ce qui rend les lec

tures difficiles. Une première purification de l'enzyme a été tentée par pr~

cipitation au sulfate d'ammonium. Toute l'activité précipite entre 30 et 50%

de saturation (tableau II). On a vérifié qu'à 100% de saturation,rien ne pré

cipitait et que d'autre part la solution finale ne possédait plus aucune

activité.

TABLEAU II

:(NH4 )i04%
:

1% · · PVP 1% + Métabis~ita:PVP · Métabisulfite 5m M •·" Activité Activité Activité Activité 5mM :
Ide ~atura- u/ml ·~on spécifiqué : spécifique Activité . Activité•: • .

• · · u/ml 1 spécifique". • · ·. • :
1 · •

30 · 0,055 0,046 0,036 0,026 0,061 0,066: · :
• •: · :
: ·50 0,031 0,015 0,041 0,016 • 0,024 0,007: : •·..

•: 80 • 0,009 0,014

· : ·• •

Pour des raisons de sécurité, et de façon à être sûr de réeolter ~ culot con
tenant toute l'activité enz,ymatique,les limites ont été étendues de 10 à 60%

et on a vérifié que le culot 10~ et le surnageant de 60% ne recélaient plus

aucune activité.
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La purification par abaissement de pH proposé par Pahlich et ~Jqy(1971),

n.'1l. donné aucune activité mesurable et a donc été .récuri~

Après purification par précipitation nu sulfate d'ammonium, les droites

DO = f (t) n'ont plus qu'une seule pente, l'enzyme conservant pendant en

viron dix minutes la même activité.

Les résultats du tableau II appellent quelques remarques: les dosages

ont tous été effectués sur 0,5 ml d'enzyme sauf en ce qui concerne la fraction

30% de saturation au sulfate d'ammonium des extraits incluant PVP et PVP +

métebisulfite sUQ~ lesquels les dosages avec 0,5 ml d'enzyme étaient impossi

bles, la solution étant trop trouble. Il a fallu descendre jusqu'à 0,15 ml

pour pouvoir faire les lectures. Or, il se trouve que justement ces deux

valeurs sont les plus élevées. Si on compare les valeurs obtenues dans les

trois extraits sur la fraction 50% de sulfate d'ammonium (ces trois déter

minations étant effectuées dans les mêmes conditions), on constate que c'est

dans l'extrait au métabisulfite que l'activité est la meilleure. On peut donc

douter de la supériorité des extraits contenant du PVP, car l'activité plus

élevée est certainement due à un effet de dilution, ce qui s'est confirmé

par la suite.

L'extrait provenant de la dilution du culot de précipitation à 60~0 de

sulfate d'ammonium et dialyse pendant une nuit contre du tampon phosphate

0,01 M pH 7 avec du métabisulfite 5 m M trois fois renouvelé à été utilisé

pour llétude des meilleures conditions de dosage.

Les dosages des protéines par la méthode de Lowry (1951) 'précéderr..>.aent

décrite ont alors été comp~s avec ceux obtenus par la méthode de PottY

(1969), sur l'extrait brut. Les résultats étant analogues ,la méthode de

PottY plus rapide a donc été adoptée. Il faut cependant noter que les extraits

se conservent mieux lorsque le tampon de dialyse contient du mercaptoéthanol

au lieu du métabisulfite. En effet, l'extrait (conservé à + 4°C) reste clair

et garde de l'acQvité jusqu'à quinze jours ~rès l'extraction alors qu'avec

le métabisulfite, on observe au bout du troisième jour une précipitation im~

portante. Cela est certainement dU aux composés phénoliques présents dans

l' extrait qui, en se combinant au mercaptoéthanol ne deviennent plus g~nants.
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On peut suivre dill1s le tableau III l'évolution des activités obtenues

avec le sulfate d'rullinonium. L'extrait final est environ cinq fois plus con

centré que les autres extraits et on pouvait s'attendre à une activité plus

importante. La diminution de l'activité spécifique de l'extrait final nous

démontre que nous n'avons pas purifié l'enzyme mais nous avons tout de m@me

éliminé des composés gênants et d'autre part concentré l'enz,yme ce qui faci

lite les mesures.

T A BLE A U III

IUnités ta- IActivité
: t l :, 'f'a es. spec~ ~-

:% retrouvé : que :
:(entre pa- : :
: renth~ses): :

:

·•
··
··

:

Fraction

:

Extrait brut:

Protéines:
mg/ml :.

Volume
ml

150

:

Activité
u/ml

0,053 7,95
(100)

0,029
:

•·
:_-------=~-----=~----~=------_--:=--------=-----_:

•. 1.,40

6,44

145

38

0,052

0,135

7,54
(95)

5,13
(64,5)

0,037

0,023

··

11- RECHERCHE DES lfŒILLEURES CONDITIOlfS DE MESURE D'ACTIVITE

La technique de Schmidt~ (1963), prévue pour des mesures d'activité

glutamate desbydrogénase extraite d'anL~aux, il nous a semblé intéressant

de réexaminer les conditions de mesure:

nécessi té ou non d'EDTA, tampon de l:lesure et pH optimum, spécificité

stricte ou non du coenzyme.
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La suppression de l'EDTA dnns le iailieu réactiormel nous a pennis de

mettre en évidence, (en accord avec Pahlich et Joy, 1971), une augmentation

d' activité. Ln perte d' activité avec EDTA est de 28J~ par rapport au :milieu

sans EDTA.

2) Tampon de mesure et concentration de chlorure de sodiunl.

Pahlich et Joy (1971) ont trouvé que l'activité glutamate deshydrogénase,

mesurée avec NADH cornr:J.e coenzyme, est plus iInportante lorsque l~ .jialyse a·1.~::j:!j

lieu contre du t~npon Tris plutôt que contre du t~pon phosphnte.

Ils ont suggéré qu'il existe deux états de l'enzyme: un état dissocié en
+

sous unités actives avec NADH, un état associé dont l'activité est NAD

dépendante.

D'autre part Florkin et Schoffeniels (1969)7 ont établi que le chlo

rure de sodium aU~ùente considérablement l'activité GlDH avec NADH comme

coenzyme. Le chlorure de sodium aurait apparemment un effet dissociant.

Nous avons ainsi testé plusieurs tampons de dosage : Tris, phosphate,
et triethanolamine à pH=8 avec différentes concentrations de chlorure de

sodium. La figure l rend comp~e des résultats obtenus. Les activités sont

exprimées pour chaque tampon en %de l'aotivité sans chlorure de sodi~

On observe un petit effet activateur de 50 u M de chlorure de sodium avec- /

le tampon phosphate ce qui confirmerait l'hypothèse de Pahlich et Joy (1971).

Cependant, cette activité (108 mu/ml) est encore inférieure à celle observée

avec triéthanolamine sans chlorure de sodium (120 mu/ml) ..

3) pH optimum et spécificité du coenzyme

La gamme de pH testée (0,1 M) a été divisée comme suit

Tampon phosphate pH 6i6)5; 7; 7,5

" tris HCl pH 7,5;8 ;8,5

" glycine NaOH: pH 9· ;9,5 ;10 ;10,5, Il

et les activités ont été mesurées avec NADH et avec NADPH comme coenzymes

(fig.2) •
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On constate que le pH optimum est 8 lorsque les mesures sont effectuées avec

NADH et qu'il est de 9 lorsqu'elles sont faites avec NADPH, l'activité maxi

male avœ ce dernier étant seuleElent 34Î; de celle obtenue avec NADH. Des

mesures réalisées sur les différentes fractions (extrait brut, surnageant

de lOiS de saturation et culot 10-60>; redissout) et dans les conditions de

pH optimum pour les deux coenz;ymes (tampon triéthanolamine pH=8 poux NADH,

tampon gJ~~ine pH=9 pour NADPH) font apparaître que ce rapport d'activité

NADPH x 100 reste constant.

NADH

Nous voyons donc en accord avec différents auteurs que l'enzyme ne parait

pas avoir une spécificité stricte pour illl seul coenzyme mais qu'elle accepte

soit NAnH, soit NADPH (bien que l'activité soi~ plus élevée avec NADH).

L'optimum de pH pour NADPH est cependant différent de celui indiqué par

Pahlich et Joy (1971), qui est de 7,6.

4) Le km apparent déterminé sur deux séries d'extraits nous donne une va

leur de 3,5 x 10-5M (fig 3) qui concorde avec celle établie par Bulen (19561

SUP les feuilles de maïs.

5) Vitesse de réaction initiale en fonction de la concentration d'enzyme:

Un premier essai, utilisant une concentration de NADH de 2xlO-4M, nous

conduit à une courbe à deux pentes. Un deuxième essai avec une concentration

de NADH de 5x 10-4M donne des résultats comparables. Bien que les activités

ne soient pas

2ème essai),

zyme dans les

du mgme ordre de grandeur (les plantes étant plus agées dans le

le changement de pente a lieu pour la même concentration d'en

deux cas (fig.4).

Une explication rejoignant celle de Pahlich et Joy (1971), peut gtre

avancée: la concentration de l'enzyme provoquerait une association, et

l'enzyme sous cette forme serait moins active avec NADH. Au contraire la

dilution favoriserait la dissociation ce qui entrainerait une activité plus

importante avec NADE.

Le fait que l'activité obtenue par concentration de l'extrait (préci

pitation au (NH
4

)2?04 ) est plus faible que celle attendue~st un ar

gument en faveur de cette hypothèse. Nous avons trouvé à plusieurs reprises

cette stimulation de l'activité avec la dilution.
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III-CARACTERISATIon DE L'EN2YME PAR ELECTROPHORESE

L'électrophorèse sur bel d'acrylmrride est une méthode maintenant assez

courrumnent employée ~ar différents Quteurs qui s'intéressent soit aux

protéines totales (steward et al, 1965, rue Cown et al~1968)7 soit à la

caractérisation d'enzymes particulières.

1) Méthodol.gie.

Des électrophorèses sur gel d'acrylamide ont été effectuées selmn la

méthode de Davis (1964), comme suit :

Les t»pee étant inversés" environ 300 }ll de saccharose à 401b sont in

troduits dans le bas de chaque tube, puis le gel à larges pores (2,5%

d'acrylamide) contenant de la riboflavine est ajouté et recouvert par une

couche d'eau. La photopo~érisation est réalisée à la lumière de tubes

fluorescents au bout de 30 rnn. L'eau est enlevée et lc:f3 tubé3 rincés deux

fois avec le gel de séparation (7% d'aerylamide), avant d'être rempli avec

celui-ci. Afin d'avoir une extrêmité du gel bien plate, et d'éviter l'ac

tion de l'oxygène, on ajoute quelques gouttes d'eau sur le sommet. La

polymérisation chimique avec le persulfata d'ammonium se fait en une

heure et les gels sont amenés à + 4°C avant d'être utilisés. La solutiOn

de saccharose est alors enlevée et les tubes sont retcurnés et installés

dans l'appareil. Les échantillons sont dilués de telle façon que 0,1)11

contiennent environ 400;ug de protéines, et 40% de saccharose. Lléchan

tillon (O,l)il) est déposé sur le haut du gel et recouvert de tampon

d'électrophorèse. L'électrophorèse est ensuite réalisée à + 4°C dans un

appareil de Pleuger. La migration vers l'anode suivie gr~ce au bleu de

bromophénol préalablement ajouté au tampon, dure de lh30 à 2 heures.

Sur certains gels, sexont mises en évidence les protéines totales,

sur les autres la glut~ate deshydrogénase.

2) Mise en évidence des protéines totales

Dés leur sortie des tubes, les gels sont fixés dans de l'acide tri

chloI"iacétique 12,5% pendant 30 mn. Puis ils sont colorés dans une solu

tion de bleu de coomassie l~S diluée avec du TCA 12,5% à ra:Lson de 2 ml pour

20ml de volume final.
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Ils sont laissés dans cette solution une heure, au cours de laquelle les

bandes de protéines apparaissent. On décolore ensuite le fond en les

laissant une nuit dans du TCA 10;J.

3) Mise en évidence de la glutonate desh,ydrogénase

Le principe est fondé non plus sur l'oxydation du IJADH connue c' était

le cas dans les mesures d'activité faites au spectrophotomètre, mais au

contraire sur une réduction du NAD+. La réaction se ~ait donc dans le sens

de la désamination du glutrunate. La néthode de Macko et al (1967), est

employœ pour visualiser la glutamate deshydrogénase.

Le milieu d'incubation contient :

tampon 1ris.HCl pH 8,5 : 23,3 ml

glutamate de sodium 2 M 1,5 ml

NAD+ (30 mg/ml) 0,6 ml

Phénazine ï:léthosuUate= ll.lS (5mg/ml) : 0,12 ml

Nitro bleu de tétrazolilli~= Nitro BT (10 mg/ml): l ml

Dés leur sortie, les gels sont plongés dans les réactifs convenables

pendant 15 mn au plus, puis rincés à l'cau distillée.

On vérifie que la coloration apparue est bien due à l'enz,yme cherchée

en réalisant des tubes téEloins sans NAD+ et sans glut&late.

Les gels présentant les bandes correspondantes aux protéines totales

et à la glutamate deshydrogénase peuvent être conservés dans l'acide acé

tique 7jfo, de préférence à l' obsucri té.

Résultats.

Les figures 5 et 6 rendent compte des résultats obtenus •

La figure 5 a) représente la mise en évidence de la glutamate des

hydrogénase lorsque le t~Jpon de dialyse de l'extrait est du mercaptoé

thanol. Une seule bm1de de coloration violette est visible sur le seul

tube contenant tous les réactifs, alors que les tubes témoins (sans NAD+

et sans glutŒJate) ne possèdent pas cette bande. La figure 5b) nous

montre égal~ent une seule bande de Glut~ùate deshydrogénase DaiS cette

fois, le tampon de dialyse de l'extrait contient du métabisulfite et une

deuxième bande de même coloration mais ayant migrée davantage, est visible.

Cette bande apparait aussi sur les tubes té30ins. Elle est attribuable aux

composés phénoliques, ceux-ci étant capables de réduire le phénazine méto

sulfate qui sert de transporteur d J électron dans la réaction de coloration.
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Lorsque le trunpon de dialyse renferme du mercaptoéthanol, celui-ci

réagit avec les phénols et la deuxième bande n'apparait pas.

La figure 5c) représente les bQndes colorées en bleu des différentes

protéines et elle ~ous t~~oignc de la bo~~e reproductibilité de la migration

électrophorétiquc.

Il faut noter qu'il ne nous n p8S ~té possible d'obtenir la colcrntion

due à la glutamate deshyd-rogéno.se avec HADP+ au lieu de NAI/. L' o.ctivité

avec N.A.DPH étant plus faible qu'avec N ADE, il est possible qu'on ne trouve

aucune activité Dlesurable o.vec N.A.DP+. Bien qu'une seule bande d'activité

glut~late deshydrogénase ait été observée~ ceci n'est pas en contro.diction

avec l'hypothèse d'association- dissociation, l'état de l'enzyme dépendant

de la co~centration. En effet? chez d'nutres plantes coru~e l'urtica dioica

(M~lelander, c01wunication personnelle), l'extrait dilu~ donne naissance

à deux bandes et l'extrait concentré à une seule.

Par ailleurs, il apparait parfois une autre bande (bande 2 fig.6) IJ.l~Lle

sans N.A.D+ mais pas sans glu.tannte et qui est vraiseLlblnblement due à une

enzyme oxydant le glutaI18.te cor:Lle l' n trouvé Tsukar:loto (1962).

CONCLUSION

Dans cette étude", nous avons raontré que la glutaTJ.ate deshydrogénase

des tissus foliaires de Chenopodium quinoa pouvait être extrnite dans du

tampon phosphate °11 M pH= 7 contenant du métabisu.lfite 5 mM .• Elle pré

cipite entre 10 et 605~ de saturntion de sulfate d'ar~soniur~ ce qui permet

d'obtenir un extrait sans substance qui interfère sur la lecture. Notons

que le tamron de dialyse, utilisé à la fin de l'opérntion d'extraction,

â son importance. Finaleraent le tWJpon phosphate 0,01 W pH= 7 contenant

du nercaptoéthanol 5 mM"'.' est satisfaisant car le mercaptoéthanol réagit

avec les composés phénoliques, et permet ainsi une bonne conservation de

l'extrait.

L'enzyue ne possède pas de spéci~icité stricte vis àvis de son

coenz~ae puisque dans le sens de formation du glutamate~ elle admet

NADH de même que N.A.DPH bien qu'avec ce dernier 1 l'activité soit plus

faible. Ses pH optL~a sont pH =8 et pH=9 selon que NADH ou NADPH est

utilisé.



Aux concentrations de:; substrats utilisées en ce qui concerne 1'0(
ceto glutarate et l'ru~noniaque, les activités mQXll~ales sont observées

quand l'enzyme ost suffis~~lent diluée (moins de 0,15 Dl dlenz~~e pour

3 ml de ,ülieu réactionnel). Il nOus parait probable que la dilution

dissocie l'enzyme et augoente son activité.

Bien que deux enz,yoes différents aient pu être mises en évidence

(Leech et Kirk,1968), l'une localisée dans les mitochondries fonctionnant

avec NADU, et l'autre liée aux lffi~elles des chloroplastes fonctionnant

avec NADPH, et que d'autres auteurs aient trouvé des ~AP~yrles (Yue,1969,
Fottrell, l:Jbb)

Thurman et 1.11,1965, Grines et Foltrol1119ô6/, nous n'avons pu observer qu'une

seule enz~ne par électrophorèse surgel d'acrylrunide. Toutefois, il est

difficile de conclure à la présence d'une Bnz~~e unique car on no peut

déceler aucune activité dans la sens de l'oxydation du glutffi,late avec
+NADP cornne coenzyme.

Cependant, une poudre acétoniquc du culot obtenu après extraction de

llenzyoe soluble, réalisée avec les précautions nécessaires ~t dissoute

dans du tampon contenant 1% de triton x 1001 nous a pen.'1is, non seuleLlent

d'observer à partir de ce culot une activité importante, ce qui n'avait

pas été possible lors de nos preDiers essais, mais surtout de vérifier

que le rapport d'activité NADPH est le ~êDe que celui de l'enzyme soluble

(tableau IV). NADH

Dans ces conditions, il faut a~,ettre ou ~e solubilisation propor

tionnelle aux enzymes dans les cODpart~ents chloroplastiques et Ditochon~

driales, ou, COTI1TIe l'a réceD.f.lent Dontré Nikolova Tsenova (1971), dans les

chloroplastes, que la glutanate deshydrogénase possède une activité qui

peut dépendre aussi bien de NAD+ que de NADP+~

La localisation intracellulaire de la glu~nate deshydrogénase et la

caractérisation plus précise de l'identité du nu des enzymes responsables

de cette activité méritent d'être poursuivies.
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T A BLE A U IV

Mise en évidence Ge l~ glutruJate deshydrogénase

dans l'insoluble

(1) Les dilutions n'étc.nt pas les l'J.ênes (5ul pour l'extrait

acétonique ot 50 nI pour l'extrait brut), il ne faut

pas conparer les deux activités entre elles Dais seulement

les rapports Np~PH

HADH
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