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ASSOCIATION DE PEROXYDASES
AUX MEMBRANES DE COURGETTES,
DE RAIFORT ET DE PHARBITIS NIL

PAR

S. KIEFER Cl. PENEL H. GREPPIN E. WAGNER 1

RESUME

La capacite de fixation, en presence de calcium ou de manganese, de peroxydases basiques, sur des

extraits cellulaires membranaires a ete testee La separation par electrophorese a flot continu montre que
les peroxydases basiques se fixent surtout sur le plasmalemme et le tonoplaste Des sites de reconnaissance
lies a la presence des Sucres de la Peroxydase basique semblent exister Un rythme circadien de la capacite
de fixation des peroxydases par les membranes de Pharbitis existe, ll est modifie apres l'induction florale

ABSTRACT

Binding of Peroxidases to Zucchini, Horseradish and Pharbitis nil Membranes
The basic peroxidases binding capacity, in presence of calcium or manganese, has been tested with

membranous cellular extracts It is showed, by free flow electrophoretic separation, that basic peroxidases
are essentially bound to plasmalemma and tonoplast Recognition sites to the basic peroxidase sugars seem

to exist A circadian rhythm of the basic peroxidases binding capacity has been detected, after flowering,
this capacity is modified

INTRODUCTION

II a ete montre (Penel et Greppin, 1974; Penel et al., 1976, 1977) qu'il etait
possible de moduler, in vivo (epinard) et in vitro (courgette), l'interaction entre la Peroxydase

basique et les membranes par les lumieres rouge clair (660 nm) et rouge lointain
(730 nm), c'est-ä-dire, via le phytochrome. L'amplitude de cette modulation est, res-

pectivement, de 50 et 100%, par rapport ä l'activite peroxydasique des temoins. Chez

l'epinard, cette interaction est modifiee ä la suite de l'induction florale (Karege et
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al., 1979). II est possible, chezla courgette (Penel et Greppin, 1979)d'isoIerlesperoxy-
dases associees aux membranes, puis de les solubiliser ä l'aide d'EGTA. Les enzymes
ainsi liberees peuvent etre reassociees aux membranes, en presence de calcium. Nous
allons presenter quelques travaux accomplis sur Pharbitis nil, Cucurbita pepo et
Armoracia rusticana.

Materiel et methodes

Les graines de Pharbitis nil, var.«Violet» sont mises ä germer dans de la vermicu-
lite et cultivees dans un phytotron en lumiere continue (tubes fluorescents Sylvania
«daylight» de 40 W, l'eclairement sur les plantes est de 20 W/m2), ä une temperature
de 20°C ± 1 et une humidite relative de 75% ± 5. On utilise les cotyledons de plan-
tules ägees de cinq ä sept jours.

La germination des graines de courgettes (Cucurbita pepo, var. «black beauty»)
est faite dans des petris, sur papier humide, ä la temperature de 25°C ± 0,5 et ä

l'obscurite totale. Apres cinq jours, les hypocotyles des plantules sont utilises.
Le raifort frais (Armoracia rusticana) provient du marche, au moment de la

recolte (novembre).

Extraction des membranes

Dix grammes de materiel frais sont haches et broyes ä froid dans un mortier,
en presence de 20 ml de solution tampon (MOPS, 25mM, saccharose, 400 mM, mer-
captoethanol, 25 mM; pH 7,2). L'homogenat est filtre sur nylon (45pm), puis centrifuge

ä 1500 g pendant cinq minutes. Le surnageant est soumis ä une deuxieme centri-
fugation ä 20000 g, pendant vingt minutes, en presence de 100 mM NaCl et 5mM
EGTA. Les membranes presentes dans le culot sont resuspendues dans du tampon
MOPS, 25 mM (pH 7,2 et homogeneisees (Kiefer, 1986).

Extraction et separation des peroxydases basiques et acides

Dix grammes de materiel frais sont broyes dans 20 ml de tampon Tris/HCl,
50 mM, pH 8, ä l'aide d'un Ultra-Turrax, 3 fois 20 sec., ä froid. L'extrait est filtre
sur toile de nylon (45 pm) et centrifuge ä 12 000 g pendant dix minutes. Le surnageant
est passe sur 2 colonnes Pharmacia de DEAE-Sephacel, prealablement equilibrees
dans le meme tampon. Les proteines basiques passent ä travers l'echangeur d'ions
et peuvent etre recoltees dans un tube. Les proteines acides sont decrochees par du
NaCl 1 M et concentrees dans une unite d'ultrafiltration CX, immersible de Millipore
(Kiefer, 1986).

Association des peroxydases aux membranes

Dans un tube ä centrifuger, on introduit, toujours dans le meme ordre, les
solutions suivantes: 170 pi NaCl (100 mM), 17 pi CaCl2 (10 mM), 500 pi d'extrait mem-
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branaire, 1000 pl de peroxydases basiques. Apres centrifugation ä 20000 g, pendant

vingt minutes, le surnageant est ecarte et le culot repris dans 0,5 ml de tampon MOPS,
25 mM (pH 7,2), ä l'aide d'un homogeneisateur en verre. Les peroxydases sont dosees

dans le culot et le surnageant, les proteines dans le culot (Kiefer, 1986). La capacite
de fixation des peroxydases est exprimee par: ADO 470 nm/mg prot. min.

Dosage des peroxydases

L'activite peroxydasique est mesuree au spectrophotometre (470 nm), apres une

minute, cinq ou dix minutes, dans un tampon phosphate 1/15 M, pH 6,1, contenant
8 mM gaiacol, 2 mM H202 et l'extrait ä tester (Kiefer, 1986).

Dosage des proteines

II est realise selon la micromethode de Bradford (1976), les proteines formant
un complexe avec le bleu brillant G-250 de Coomassie, en solution acide (spectrophotometre,

ä 595 nm). La serum-albumine de boeuf est utilisee pour l'etalonnage.

Separation des membranes par electrophorese en flux continu

Cette methode, qui permet d'avoir, sur un meme extrait, la separation du tono-
plaste et du plasmalemme, d'une tres grande purete, a dejä ete decrite ailleurs (Auder-
set et al., 1986, Penel et al., 1987; Sandelius et al., 1986a).

Microscopie electronique

Les fractions membranaires sont fixees (glutaraldehyde 2%; tetroxyde
d'osmium 0,2% dans du cacodylate de sodium 0,1 M; pH 7,3) pendant deux heures

ä 4°C. Le detail de la methode est decrit ailleurs (Sandelius et al., 1986a, Auderset
et al., 1986). Les coupes ont ete faites par G. Auderset.

Resultats

Dans le tableau 1, nous avons presente la capacite de fixation des peroxydases
basiques, dans des conditions saturantes, par des extraits membranaires, en presence
de calcium. Lors d'associations heterospecifiques, nous constatons des variations
dans cette capacite, dues tant aux differences des proprietes des membranes qu'ä
celles des peroxydases des especes considerees (Pharbitis, courgette, raifort). La
Peroxydase basique commerciale de raifort a perdu cette capacite, en raison probable-
ment de petites modifications dans son groupe prosthetique Sucre qui ne permet plus
la reconnaissance des sites membranaires.

La separation par electrophorese en flux continu permet de bien purifier les

extraits membranaires (fig. 1, photographies 1 et 2). Nous constatons que les peroxydases

basiques se fixent electivement sur le plasmalemme (B) et dans une moindre
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Tableau 1.

Pourcentage de fixation, en presence de 10 mM Ca** (saturation), des peroxydases basiques,
par rapport aux temoins sans calcium (mesure de I 'activite peroxydasique fixie sur les membranes).

Source de
membranes

Peroxydases basiques fraiches HRP IX
sigma

Pharbitis Cucurbita Armoracia

Pharbitis nil + Ca + Ca + Ca + Ca

vesicules 325 % 200 % 133 % - 0 %

tonoplaste 700 %

plasmalemme 1250 %

Cucurbita pepo + Ca + Ca

vesicules 300 % - 0 %

Armoracia + Ca

rusticana 216 %

vesicules

mesure sur le tonoplaste (A), qui sont les deux lieux de sortie hors du cytoplasme.
Les moyens de reconnaissance des differents types de membranes ont dejä ete precises
ailleurs (Sandelius et al., 1986a; 19866; Penel et al., 1987).

Par rapport aux vesicules totales, la capacite de fixation est beaucoup plus elevee;
etant rapportee aux seules membranes qui ont cette propriete, il en resulte que l'acti-
vite peroxydasique est divisee par un denominateur plus petit qu'auparavant (pro-
teines des vesicules cellulaires: melange de membranes diverses).

Nous observons dans la fig. 2 que non seulement les peroxydases basiques se

fixent electivement aux membranes, mais que la quantite d'enzymes fixees, en conditions

saturantes, varie de maniere circadienne. La Peroxydase etant la meme, il s'agit
done d'une modification periodique des proprietes des membranes, en particulier
des sites recepteurs (accessibilite). Suite ä l'induction florale, de nombreuses modifications

ont ete observees concernant tant les membranes que les peroxydases
basiques: mobilite electrophoretique de celles-lä, cinetique d'accrochage de celles-ci

en presence de calcium et/ou de manganese (affinite), changement dans la capacite
de fixation suite aux modifications du groupe carbohydrate de la glycoprotein ainsi
qu'ä la reorganisation du plasmalemme (Kiefer, 1986; Kiefer et al., 1986; Penel et

al, 1987).
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No. Fractions

Fig. 1.

Electrophorese a flux continu (800 V/9,2 cm de champ 165 ±5 mA; 6°C) de l'extrait membranaire de

Pharbitis (DO ä 280 nm). APAM' activite peroxydasique basique associee aux membranes:
ADO 470 nm/ml min/DO 280 nm.

Marqueurs enzymatiques. ANP: liaison avec l'acide N-l-naphthylphtalamique (plasmalemme); IDLP:
inosine diphosphatase (Golgi); NADPH cyt. c-R: cytochrome c reductase NADPH
(reticulum endoplasmique). APAM est mesuree en presence de calcium, 10 mM.

L'activite des temoins sans calcium a ete soustraite

Discussion

Les peroxydases sont des glycoproteins (20% environ du PM constitue de

carbohydrates; Welinder, 1976; Gaspar et al., 1982), pouvant interagir avec certaines

membranes, en raison de la complementarite de sequences specifiques d'oligosaccha-
rides avec certaines proteines membranaires possedant des sites pouvant Her ces

carbohydrates. Des recepteurs analogues sont connus chez les plantes et les animaux
(Bowles et Kauss, 1975; Brummer et Parish, 1983; Ashwell et Harford, 1982).

Ainsi, les peroxydases basiques (en fait certaines) de Pharbitis, courgette, raifort,
lentille, epinard, ont une affinite tres elevee pour les membranes plasmatiques, en

presence de Ca2+ et/ou de Mn2+. (Penel et Greppin, 1976, 1977, 1979 a, b, Dari-
mont et al., 1977; Kiefer et Greppin, 1983; Kiefer et al., 1985; Kiefer, 1986). Cette
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liaison semble tres specifique. Elle n'existe pas chez les isozymes acides que nous
avons testees (glycoproteins ayant une autre structure du groupe prosthetique sucre;
Conroy et al., 1982); chez les isozymes basiques eile n'est pas affectee par la presence
de concentrations elevees en NaCl (plus de 200 mM), ce qui exclut l'hypothese de

liaisons purement electrostatiques entre enzymes et membranes. Les peroxydases
basiques ayant subi un traitement chimique insuffisamment menage (Peroxydase
commerciale du raifort), ou modifiees, in vivo (espaceextracellulaire), ont perdu cette
capacite due ä une difference mineure (pratiquement la meme mobilite electro-

phoretique et le meme poids moleculaire, ä quelques pour-cent pres).

9 12 15 18 21 24 3 6 9
temps [heures]

Fig. 2.

Evolution, pendant vingt-quatre heures, de l'activite peroxydasique accrochee ä l'extrait membranaire
cellulaire, en presence de Manganese, 10 mM. L'activite des temoins sans manganese est soustraite.

L'enlevement de quelques monosaccharides terminaux sur la peroxidase, par un
traitement ä la ß-N-acetylglucosaminidase ou l'inhibition de la glycosylation de la

Peroxydase neosynthetisee par la tunicamycine (action sur certaines N-acetyl-
glucosamine-lP-transferases) font perdre cette capacite (Kiefer et al., 1985). II s'agit
done d'une reconnaissance tres specifique, meme si le reeepteur n'est pas encore
connu. Ce processus, d'autre part, paraTt general chez les plantes superieures. Les

essais d'accrochage interspecifique (tableau 1), indiquent un certain conservatisme
dans les structures de reconnaissance; celui-ci est bien connu chez les peroxydases
basiques par rapport aux acides (Cairns et al., 1980; Conroy et al., 1982; Greppin
et al., 19866).
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Photo 1.

Microscopie electronique (50000x2,5) d'une fraction enrichie en tonoplaste.
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Photo 2.

Microscopie electronique (50000x2,5) d'une fraction enrichie en plasmalemme.
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L'existence, dans Ie plasmalemme, d'un rythme circadien dans la capacite de

fixer la meme Peroxydase basique, ouvre des possibilites interessantes pour com-
prendre, au niveau moleculaire, le fondement de cette rythmicite susceptible, couplee
au phytochrome, de permettre l'orientation dans le temps (vingt-quatre heures,
Saisons) du travail cellulaire (Njus et al., 1977; Wagner, 1976; Wagner et al., 1985).

Ainsi, le passage de l'etat vegetatif ä l'etat floral, chez les plantes ä sensibilite
photoperiodique, est dependant d'horloges physiologiques. Durant cette transition,
tant chez le Pharbitis nil (plante de jours courts), que chez l'epinard (plante de jours
longs), le plasmalemme est modifie physiquement et chimiquement (Greppin et al.,
1978; 1986a; Auderset et al., 1986; Kiefer, 1986; Kiefer et al., 1986; Penel et al.,
1987).

Les changements dans la reconnaissance du plasmalemme par les peroxydases
basiques, apres induction florale, traduisent en partie, les modifications de l'organi-
sation membranaire, lesquelles sont tres precoces, done tres pres des evenements pri-
maires de l'induction dans la feuille.
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