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Tamisage sur Sephadex G-|00 des peroxydases, catalases, ph~noloxydases et 
acide ~-indolylac~tique oxydases d'extraits radiculaires de Lens et de Pisum 

Les gels de dextrane Sephadex ont 6t6 utilis6s ~t maintes reprises dans l'~tude du 
catabolisme auxinique l-s et des peroxydases y associ6esa,6,9, z°. Certains auteursl-4,7, 9 
les ont utilis6s uniquement pour "dialyser" leurs extraits acide fldndolylac6tique 
oxydasiques et peroxydasiques, d'autresS,e,s, 1° en vue de s@arer des acide fl-indolyl- 
ac~tique oxydases et des peroxydases de poids mol~culaire diff~rent. 

Le tamisage sur Sephadex d 'extrai ts  de racines e et de feuilles 8 de tabac r6v~le 
l 'existence d 'au moins deux syst~mes acide fl-indolylacdtique oxydasiques difffirents 
correspondant plus ou moins e ~ deux groupes de fractions peroxydasiques. 

Chez le pois 5, deux syst~mes acide fl-indolylac6tique oxydasiques ont 6galement 
fit6 d6cel~s mais la correspondance entre acide fl-indolylac6tique oxydase et peroxydase 
n ' a  pas ~t~ ~tablie; elle ne pourrait  pas l'~tre selon KONINGS 1~ qui attribue dans ce 
mat6riel l 'activit6 acide fl-indolylac6tique oxydasique aux ph~noloxydases plut6t 
qu 'aux peroxydases. Dans la racine de la lentille, autre 16gumineuse, de fortes pr6- 
somptions existent pour attribuer l 'activit6 acide fl-indolylac6tique oxydasique aux 
peroxydases12, TM mais il n 'est pas exclu que la catalase puisse aussi dfgrader l'acide 
fl-indolylac~tique 14. 

I1 ~tait donc int~ressant de comparer le tamisage parall~le des enzymes de ces 
deux l~gumineuses. 

Des racines de Lens culinaris Med. et de P i s u m  sativum var. "Vlijmse Gele 
Krombek"* ~g~es de 3 jours (germination ~ l'obscurit~ ~t 26 ° sur ouate et papier filtre 
imbib6s d 'eau distill6e) sont broy6es dans une solution de tampon-phosphates (0.067 M, 
pH 7) a 2 °, ~ raison de 2 g de poids frais pour IO inl de solution. Le broyat  est centrifug6 

IO ooo tours/min pendant IO min. 2 ml du surnageant sont d6pos6s sur une colonne 
(1.6 cm × 40 cm) de Sephadex G-Ioo 6quilibr6e avec le tampon phosphates 0.067 M 
(pH 7). Un collecteur automatique r6colte des fractions de 2 ml d~s que la p6n6tration 
de l 'extrait  est termin6e. Le dosage des prot6ines dans chacune des fractions est effectu6 
par la m6thode de LOWRY et al. ~5. 

Les mesures des activit6s peroxydasique, ph6noloxydasique, catalasique et 
acide fl-indolylac6tique oxydasique ont fit6 d~crites ailleurs~2-~4, ~5. 

Les prot6ines de l 'extrait  de lentille (Fig. I ) - - e t  de l 'extrait  de pois--sor tent  de 
la colonne ~ part ir  de la 8~me fraction selon une eourbe de dosage indiquant un seul 
pic majeur ~t la I2~me fraction. La mesure de l 'activit~ peroxydasique des diff6rentes 
fractions (Fig. I) fait apparaitre deux groupes de peroxydases : un premier pie coincide 
exactement avec le pic des prot6ines, un second avec un 6paulement se pr6sente plus 
loin ~t la 2I~me fraction. 

Les catalases se r@artissent autour d 'un seul pic situ6 ~ la i4~me fraction, tout 
j uste au minimum de l 'aetivit6 peroxydasique entre les deux groupes de peroxydases. 

* Nous  remerc ions  v i v e m e n t  le Dr. H. Konings  qui  nous a envoy~ la var i6 t6  de pois ut i l is6e 
dans  son m6rnoire zz. 
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Fig. I. Tamisage de l'extrait enzymatique brut de lentille sur colonne de Sephadex G-ioo.  Com- 
pos i t ion  des m61anges d'incubation: Peroxydases: 7.9 ml t a m p o n - p h o s p h a t e s  (pH 5.5) + i ml  
gaYacol 1% + i ml  H202 ~ o.2 vol. + o. i  ml  enzyme. Catalase : i ml  HuO 2 3 ° mM (tampon vdronal, 
p H 8 )  + o. i  ml  enzyme. Acide fl-indolylacdtique (AIA) oxydases: 3ml  tampon-phosphates 
(pH 4.5) + o.5 ml eau (ou MnCI~ i mM) + 0. 5 ml  2,4-dichlorophdnol  i mM + i ml  acide fl- 
indo ly lacd t ique  .La teneur relative en prot6ines est exprimde par l'absorbance ~ 75 ° n m  des 
mdlanges extrait + rdactif. 

Fig. 2. Tamisage de l'extrait enzymatique brut de pois sur colonne de Sephadex G-ioo.  Composi-  
t ion  des mdlanges d'incubation: Peroxydases et acide fl-indolylacgtique (AIA) oxydases: voir 
Fig. I. Ph4no loxydases :  4 ml  t a m p o n - p h o s p h a t e s  (pH 6.1) + 0. 5 ml de D O P A  IO mM + 0. 5 ml  
extrait. 

Entre les pH 4.5 et 7, aucune des fractions recueillies ne manifeste d'activit6 acide 
fldndolylac6tique oxydasique sans addition de cofacteurs. En pr6sence de 2,4-dichloro- 
ph6nol avec ou sans MnCI~, au pH 4-5 (la catalase de foie de boeuf est pratiquement 
inactive comme catalase h ce pH et en pr6sence de ces effecteurs, elle d6truit l'acide 
fl-indolylac6tique14), deux groupes d'acide fl-indolylac6tique oxydases sont raises en 
6vidence, parall~lement aux peroxydases. Deux petits pics et plusieurs @aulements  
font presumer la pr6sence de plusieurs "isozymes" dans le second groupe des acide 
fl-indolylac6tique oxydases. Aucun pic d'activit6 acide #-indolylac6tique oxydasique 
n'a jamais pu 6tre mis en 6vidence au niveau du pic des catalases. Avant que des 
s@arations plus pouss6es des enzymes ne soient entreprises, tout porte donc de 
nouveau h croire que l'activit6 acide fl-indolylac6tique oxydasique des extraits de 
lentille est li6e directement aux peroxydases pr~sentes. 

Mises ~ part quelques variations dans la valeur relative des diff6rents pics 
enzymatiques, le tamisage de l'extrait de Pisum (Fig. 2) donne des r6sultats en tout 
parall~les ~ ceux obtenus pour ]a lentille et recoupent ceux de CRONENBERGER et al.  5. 

La ph~noloxydase pr6sum6e de KONINGS n peut 6tre raise en 6vidence (Fig. 2) 
avec un pic coincidant avec celui des prot~ines et avec le premier pic des peroxydases. 
Aucune activit~ ph~noloxydasique n'a jamais pu ~tre r6v616e au niveau et au-del~ du 
second pic des peroxydases, off se manifestent pourtant plusieurs aeide fl-indolylac6tique 
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o x y d a s e s .  P u i s q u e  d a n s  c h a c u n e  des  f r a c t i o n s ,  a u c u n e  a c t i v i t 6  ac ide  f l - i n d o l y l a c 6 t i q u e  

o x y d a s i q u e  n e  p e u t  ~ t re  ra ise  e n  6 v i d e n c e  s a n s  l ' a i d e  d ' e f f e c t e u r s  t e l s  q u e  le 2 ,4-di-  

c h l o r o p h 6 n o l  e t  le m a n g a n e s e ,  il es t  log ique ,  chez  le po is  auss i ,  d ' a t t r i b u e r  c e t t e  

a c t i v i t 6  ac ide  f l - i n d o l y l a c 6 t i q u e  o x y d a s i q u e  a u x  p e r o x y d a s e s  seules.  Les  c o n c l u s i o n s  

de  KONINGS n q u a n t  X l a  n a t u r e  de  l ' a u x i n e  o x y d a s e  de  P i s u m  n o u s  p a r a i s s e n t  d o n c  

d e v o i r  8 t r e  recons id6r6es .  
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