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SUMMARY 

Isoperoxidases and hydroxyproline in the cell walls of lentil roots 

I. Two ionically and three covalently bound peroxidases have been separated 
from a lentil (Lens culinaris Medikus) root cell walls preparation. 

2. Analysis of hydroxyproline in the two "ionic" peroxidases gave negative 
results. 

3- The cell wall covalently bound proteins corresponding to the peroxidase 
fraction (obtained by chromatography on Sephadex G-2oo) contained one fourth of 
the hydroxyproline of a cell wall crude fraction. 

4. The three covalently bound cell wall peroxidases were further purified by 
means of electrofocalisation. One of them which appeared free of other proteins was 
shown to contain hydroxyproline. 

INTRODUCTION 

Des prot6ines caract6ris~es par une forte teneur en hydroxyproline sont li~es 
aux parois cellulaires des v6g6tauxl, 2 mais la nature exacte de ces prot6ines n'est 
pas connue s. Les analyses ont r6v616 que parmi les enzymes constitutives des parois 
cellulaires, seule la peroxydase parait  susceptible de contenir de l 'hydroxyproline. 
Shannon et al. 4 ont en effet montr6 que trois isoperoxydases solubles du raifort 
contenaient ~ la fois du sucre et de l 'hydroxyproline et d 'autre part,  dans une iso- 
enzyme au moins, cette hydroxyproline est li6e ~ l 'arabinose dans une liaison O- 
glycosidique analogue ~ celle qui caract6rise le complexe protfiine-sucre des parois 
cellulaires 5. Une autre isoperoxydase isol~e du radis par Morita et al. 6 contient ~gale- 
ment  de l 'hydroxyproline. 

Lorsque, sous l'effet de l'~thyl~ne, la teneur en peroxydases augmente dans 
les parois cellulaires la teneur en hydroxyproline crolt parall~lement 7 mais cela ne 
signifie pas n6cessairement une incorporation de cette hydroxyproline dans ces 
peroxydases; celles-ci pourraient servir ~ l 'hydroxylation de la proline pour d 'autres 
prot6ines dans la paroi cellulaire. 
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Dans le prdsent travail, nous avons extrait s@ar6ment les peroxydases li6es 
soit ioniquement soit de mani6re covalente aux parois cellulaires de la racine de 
lentille afin de les comparer apr6s 61ectrophor~se en gel d'amidon, 5~ eelles que nous 
avons ant6rieurement s6pardes de la fraction protoplasmique solubleS, 9. Des dosages 
d'hydroxyproline ont dt6 effectu6s dans ces deux fractions peroxydasiques li6es aux 
parois ainsi que dans deux peroxydases "covalentes" purififes ultdrieurement par 
6lectrophorhse et 61ectrofl)calisation. 

M A T E R I E L  ET  METHO1)ES 

Matdriel biologique 
Les analyses ont 8t6 faites sur des racines (25 ram) de Lens culinaris Med., 

cultivd ~ partir  de la graine pendant 3 jours 8 l'obscurit6 et ~t 26 °C sur ouate et 
papier filtre imbib4s d'eau distill6e. 

Prdparation des patois cellulaires 
La technique utilis6e est d6riv6e de celle de Ridge et Osborne 7 et de Carlier et 

Van Assehel°: 50 g (poids frais) de racines sont broy6s ~t froid (4 °C) au mortier dans 
0.5 ml d'dthanol ~ 8o°~i) pour I g puis additionn6 de 6 ml du m~me 6thanol pour I g. 
La suspension est alors centrifug6e it 2000 × g pendant 5 rain. Le culot est lay6 2 fois 
~l l'alcool X 80%, 3 fois par du tampon phosphates 0.2 M de pH 6, 2 fois par une 
solution de Triton X-Ioo (ddtergent non ionique) ~ I°/) et enfin par du tampon 
phosphates jusqu'& disparition d'activit6 peroxydasique dans le surnageant. Le eulot 
est dans chaque cas r6cup6r6 apr~s 45 s de centrifugation A 15oo × g. 

Pr@aratiou des peroxydases "ioniques" 
Les peroxydases li6es ioniquement aux parois correspondant au dernier culot 

sont s@ar6es par huit lavages successifs dont trois au NaC1 I M, deux au N a H C Q  
0.5 Me t  trois au NaC1 I M. Les surnageants r6unis (_~ 5o ml) sont dialys~s contre du 
tampon phosphates 0.05 M de pH 6 pendant 24 h puis concentr6s au moyen de 
lyphogel (Gelman Instrument  Company) jusqu'~ 5-6 ml. 

Pr@aratiou et purification des peroxydases "eovalentes" 
Le dernier culot, apr~s trois lavages ~ l 'eau distill6e, est dig6r6 pendant 20 h 

dans 5 ° m l  de solution tampon ac6tate de sodium o.i M de pH 4.0 contenant 2.5~ ~ 
de pectinase (Sigma) et 0.5°,'o de cellulase (Merck). Apr~s dialyse (2 11) contre une 
solution tampon phosphates o.o5 M de pH 6, le volume est r6duit ~ 4 ml au moyen 
de lyphogel. Ce dernier extrait contient les peroxydases dites covalentes, et peut 
~tre d@os6 tel quel sur le gel d 'amidon pour analyse qualitative. En vue du dosage 
de l 'hydroxyproline, l 'extrait  concentr6 eorrespondant aux peroxydases covalentes 
d'un poids frais de 50 g est pass6 sur une colonne (4 cm x 60 cm) de S@hadex G-2oo 
6quilibr6e avee du NH4HCO 8 0.05 M. Les fractions de IO ml (de 33 a 55) correspon- 
dant au pic des peroxydases (voir Fig. 2) sont rassembl6es et 6ventuellement lyophy- 
lisdes. 

Les peroxydases contenues dans cette fraction concentr6e sont ult6rieurement 
soumises k l'41ectrofocalisation (gradient d'Ampholines LKB du pH 3 au pH 6, 4oo V 
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pendant  7 ° h) '  des fractions de 2 ml sont recueillies et leur p H e s t  mesur6 imm6- 
diatement.  

Hydrolyse protdique et dosage de l'hydroxyproline 
Les fractions ~ analyser sont lyophylis~es puis hydrolys6es en pr~sence de HC1 

6 M (2 ml) 5. I iO °C pendant  24 h, 6vapor~es sous vide (enceinte contenant  NaOH et 
P205) reprises ~ raison de 1. 5 mg pour 0. 7 ml d 'eau distill~e. L 'hydroxyprol ine  est 
soit dos6e selon la m6thode de Bergman et Loxhey n dans des dchantillons de o.I m! 
soit calcul6e d'apr~s la valeur de son pic ~ la sortie de l 'analyseur d'acides aminds 
Beckman 12o B (l 'hydrolysat  6tant  repris dans I ml de t ampon citrate de sodium 
de pH 2.2). 

Les techniques de mesure d 'act ivi td peroxydasique,  la s@arat ion 61ectro- 
phor6tique des isoperoxydases en gel d ' amidon et leur r6v6lation ont fit6 d6crites 
ailleurs 8& 

RESULTATS ET DISCUSSION 

La Fig. I montre  les zymogrammes  des peroxydases " ioniques"  et "cova-  
lentes" des parois, compar6s 5. celui de la fraction protoplasmique, additionn6e ou 
non de ces peroxydases des parois. Les peroxydases li6es ioniquement aux parois 
sont au nombre de deux, du c6t6 cathodique,  et correspondent aux isoperoxydases 
protoplasmiques C 4 et C 7. Les peroxydases "covalentes"  sont au nombre de trois, 
toutes anodiques, et ne correspondent ~ aucune de celles rencontr6es dans la fraction 
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Fig. z. Electrophor~togramme des peroxydases protoplasmiques (I), des fractions covalente (2) 
et ionique (3) des parois cellulaires et de leurs m~langes (4): peroxydases protoplasmiques + 
peroxydases covalentes; (5): peroxydases protoplasmiques + peroxydases ioniques apr~s r~v~- 
lation par un m61ange d'o-dianisidine et de ga~acol. 
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pro top lasmique .  Ces r~sul ta ts  sont  tout  ~ fa i t  parall~les /~ ceux obtenus  par  Ridge 
et Osborne 7 chez Pisum.  

La f rac t ion peroxydases-cova len tes  b ru te  cor respondan t  5~ l ' ex t r a i t  dig6r6 des 
parois  (ddbarrass6es des peroxydases  ioniques) a 6t6 tamis6e sur S @ h a d e x  G-200, ce 
qui a pour  cons6quence de s@are r  l ' ensemble  de ces peroxydases  de la majeure  par t ie  
des prot6ines comme le mont re  la Fig.  2. 
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Fig. 2. Tamisage de l 'extrait dig~r~ de parois cellulaires (d~barrass~es des peroxydases ioniques) 
de lentille sur une colonne de Sephadex G-2oo. L'absorption des fractions est mesur6e 5. 254 nm 
(ordonn~e gauche) et leur activit~ peroxydasique mesur~e 5. 420 nm (ordonn6e de droite) dans 
les mdlanges d'incubation ainsi compos6s: 7.9 ml tampon phosphates (pH 6) + i ml gaiacol 
1% + t ml H20 2 ~ 0.2 vol. + o.t ml enzyme. 

L ' h y d r o x y p r o l i n e  a dtd dos~e dans  l ' ensemble  de ces f ract ions peroxydases-  
covalentes ,  apr~s passage sur S@hadex ,  c o m p a r a t i v e m e n t  A la f ract ion des per- 
oxydases- ioniques  et aux parois  cellulaires (d~barrass6es des seules peroxydases  
ioniques),  chacune de ces f ract ions cor respondan t  A une m~me act ivi t6  peroxydas ique  
(mesur6e au gaiacol) dquivalente  A 2. 9. lO -3 mg de peroxydase  de ra i for t  F luka .  Les 
valeurs  trouv~es en mg sont,  pour  les paro is :  1.66. lO -3, pour  les peroxydases  cova- 
lentes:  o.4"1o -3 et  pour  les pe roxydases  ioniques:  o. L ' h y d r o x y p r o l i n e  n~est donc 
pas  d~cel~e dans  la f ract ion ionique;  elle est pa r  contre  prfisente dans  la f ract ion 
covalente  o/1 elle reprdsente  a p p r o x i m a t i v e m e n t  un quar t  de l ' hyd roxypro l ine  to ta le  
de la paroi .  

En vue de d~barrasser  les pe roxydases  covalentes  d ' au t r e s  prot~ines con tenan t  
~ventue l lement  de l ' hyd roxypro l ine  les f ract ions A act iv i t6  pe roxydas ique  apr~s 
t amisage  sur S @ h a d e x  sont  rassembl6es,  concentr6es puis soumises A l '61ectrofocali- 
sa t ion  (Fig. 3). Celle-ci, tou t  comme l '61ectrophor~se en gel d ' amidon ,  rfiv~le la pr6- 
sence de t rois  pe roxydases  cor respondan t  aux  poin ts  iso6lectriques 4.4, 4.7 et 4-9. 
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Fig. 3. Electrofocalisation de la fraction peroxydase-covalente (obtenue apr~s tamisage sur S6pha- 
dex G-2oo). L 'absorpt ion des fractions est mesur~e ~ 254 nm (ordonn~e de gauche) et leur activit6 
peroxydasique mesur6e ~ 42o nm (ordonn6e de droite) darts les m~mes conditions que celles de 
la Fig. 2. Les pH correspondant  aux points iso61ectriques des 3 pics de peroxydases sont indiqu6s. 
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Fig. 4. Diagramme r~sultant de l 'analyse sur l 'analyseur Beckman 12o B des acides amines de 
la peroxydase covalente de point  iso~lectrique 4.7 apr~s hydrolyse par  HC1 6 M. 

L a  p e r o x y d a s e  de  p o i n t  i so61ec t r ique  4.7 e t  q u i  e s t  la  m i e u x  pur i f i6e  (en se b a s a n t  

su r  l ' a b s o r p t i o n  ~ 254 n m  ~ ce t  e n d r o i t  e t  ~ l ' a b s e n c e  d ' a u t r e s  p r o t 6 i n e s  ap r~s  u n e  
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~lectrophor~se en gel d ' a c ry l amide  et  r6v61ation au bleu de Coomassie R), est reprise,  
concentr6e et  soumise ~t l ' hydro lyse .  L ' ana ly seu r  d 'ac ides  amin6s y r6v~le la pr6sence 
d ' h y d r o x y p r o l i n e  (Fig. 4) qui  peu t  ~tre est imde & 1. 4 .1o  -4 mg/g  de poids frais de 
racine. Cette pe roxydase  pa ra i t  donc bien conteni r  de l ' hyd roxypro l ine  d ' a u t a n t  plus 
que le passage sur l ' ana lyseur ,  de la solut ion hydrolys~e d ' ampho l ines  util is6e lors 
de l '61ectrofocalisation ne d6c~le pas  d ' hyd roxypro l ine .  

L ' ana lyse  r6v~le aussi  de l ' hyd roxypro l ine  dans  la f ract ion pe roxydas ique  de 
po in t  iso61ectrique 4.4 mais  n ' a y a n t  pas  encore 6t6 ~ m~rne de d6barrasser  celle-ci 
d ' au t r e s  prot6ines cont~minantes ,  nous ne pouvons  pas  affirmer avec au t an t  de 
ce r t i tude  que cet te  pe roxydase  cont ien t  6galement  l ' hydroxypro l ine .  Les recherches 
se poursu iven t  sur les caract6r is t iques  phys ico-chimiques  et  le r61e de ces peroxydases  
/t hydroxypro l ine  li~es de mani~re covalente  aux pa to i s  cellulaires.  
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