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Abstract—Data are given on distribution of caseolytic, BAPA-asic and anti-trypsin activities in albu-
mins and globulins from embryos and cotyledons of Vigna seceds. Embryos are found to be richer in
proteolytic enzymes than cotyledons. Trapping of anti-trypsin inhibitors solely enhances the albumin’s
caseolytic activities. Globulins do not show any BAPA-asic activity. The globulinic anti-trypsin inhibi-
tors are similar on polyacrylamid gels (four fractions) whether the cotyledons or axes are used. The albu-
minic ones show one fraction more.

Résumé—La répartition des activités caséolytique, BAPA-asique et anti-trypsine dans les albumines et
les globulines d’axes germinatifs et de cotylédons est décrite. Les axes ont des activités enzymatiques
spécifiques supérieures a celles des cotylédons. Seules les activités caséolytiques albuminiques sont forte-
ment augmentées aprés capture des inhibiteurs anti-trypsine. Les globulines sont dépourvues d’activite
BAPA-asique. Sur gel de polyacrylamide, les inhibiteurs anti-trypsine globuliniques sont identiques,
qu’ils proviennent de I'axe ou des cotylédons, et ne différent que par une bande des inhibiteurs albumini-

ques.

INTRODUCTION

Les graines de Légumineuses contiennent une
grande variéte d’enzymes protéolytiques [1]. Il
existe d’autre part dans ces graines des inhibiteurs
(protéiques) d’enzymes protéolytiques animales
(trypsine et chymotrypsine par exemple) dont le
role physiologique dans la plante n'a pas encore
¢té établi [1-4]. Curieusement ces inhibiteurs ne
sont généralement pas efficaces sur les enzymes
protéolytiques de la plante ou de 'organe végétal
dont ils sont extraits. Les travaux relatant une in-
teraction inhibiteurs-protéases sont rares et ne
concernent pas les Légumineuses. Il s’agit des
recherches sur les graines de laitue [5,6], lorge
[7], et les tubercules de pomme de terre [89].

Une récente publication de Filho [10] men-
tionne cependant que la fraction inhibitrice dont il
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suit I’évolution au cours-de la germination des
graines de Vigna sinensis (L.) Savi, est faiblement
active sur les protéases de la graine. Nous avons
d’autre part montré {11] que des inhibiteurs anti-
trypsine purifiés extraits des albumines cotyl-
édonaires de Vigna unguiculata (L.) Walp., inhi-
bent lactivité caséolytique d’enzymes présentes
dans cette méme famille. Ces inhibiteurs sont tou-
tefois inactifs vis-a-vis d’'une autre catégorie den-
zymes protéolytiques albuminiques: les BAPA-
ases (enzymes hydrolysant le substrat artificiel
BAPA: o-N-benzoyl-pDL-arginine-p-nitroanilide).
Ces résultats suggérent que ces inhibiteurs anti-
trypsine pourraient jouer: un rodle important de
régulateurs lors de la germination en modulant
Pactivité des enzymes protéolytiques puisqu’ils ont
vis-a-vis de ces derniéres des affinités trés spécifi-
ques.
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Tableau 1. Activités caséolytique et BAPA-asique des albumines et des globulines d’axe et de cotyvlédons
Activité caséolytique Activite BAPA-asique
U/mg* U/2 cot. ou axe U/mg U2 cot. ou axe

Extraits* protéine {poids frais) protéine (poids {rais)
G axe 10.34 1,059 0 0
G-l axe 8.52
A axe 2,55 0.23 477 4.34
A-Taxe 4.62
G cot. 1,92 14.04 0 0
G-I cot. 1,84
A cot. 0,708 1.7: 229 S3R7
A-lcot. 2,66

* Intacts (A. albumine et G. globuline) et débarrasséos des inhibiteurs anti-trypsine (A-I et G-1).
+ U = pg de trypsine ayant une activit¢ équivalente a celle de Péchantillon ¢tudié.

Afin de déceler les interactions inhibiteurs-pro-
téases dans la graine et d’avoir une vue plus claire
des mécanismes de régulation de Tactivité de ces
enzymes par les inhibiteurs, il est nécessaire de
connaitre leur répartition dans la graine. Nous
nous proposons dans cet article d’étudier les acti-
vités anti-trypsine et protéolytiques au sein des
albumines et des globulines d’axes germinatifs et
de cotylédons de graine quiescentes de V. unguicu-
lata.

RESULTATS

Nous allons rechercher dans les diverses familles
protéiques mentionnées dans 'introduction: d’une
part I'activité protéolytique vis-a-vis de la caséine,
d’autre part vis-a-vis du BAPA. Les cinétiques
d’activité enzymatique sont effectuées d'abord en
présence de taux croissant d’albumines (A) ou de
globulines (G) extraites de cotylédons et daxes
germinatifs, puis en présence de taux croissant
d’albumines (de cotylédons et d’axes) débarrassées
des inhibiteurs anti-trypsine (I}--nous les appel-
lerons: (A-Iy—ou de globulines ayant subi le méme
traitement, soit: (G-I). La comparaison des cinéti-
ques de digestion réalisées avec (A), (A-I), (G) et
(G-I) permettra d’évaluer I'influence des inhibi-
teurs anti-trypsine sur les deux activités enzymati-
ques testées.

Les inhibiteurs anti-trypsine extraits de chacune
des familles sont partiellement caractérisés par
€lectrophorése sur gel de polyacrylamide.

Activités caséolytique et BAP A-asique
Nous avons mis en évidence dans les albumines
cotyledonaires [4,11] une activité caséolytique et

une activit¢ BAPA-asique. La premiére augmente
fortement aprés capture des inhibiteurs anti-tryp-
sine, la seconde n'est pas sensible a ces inhibi-
teurs. Qu’en est-il des albumines d’axes germina-
tifs? Les cinétiques de digestion de la caséine par
des taux croissants d’(A) et d'(A-1) sont linéaires
et révelent que les albumines d’axes ont une acti-
vité caséolytique 3,6 fois superieure a celle des
cotyledons (Tableau 1). L'activité caséolytique des
albumines d’axes, comme celle des cotylédons, est
fortement augmentée aprés capturc des inhibi-
teurs anti-trypsine (d’un facteur de 1.8, Tablcau 1).

Les cinétiques d’hydrolyse du BAPA montrent
que les albumines d'axes sont succeptibles de
digérer ce substrat. qu'elles sont 2.1 fois plus
actives que les albumines cotylédonaires (Tableau
1) et que les enzymes responsables de cette hydro-
lyse sont insensibles aux inhibiteurs anti-trypsine.
En effet, les cinétiques réalisées avee (A) et (A-D)
sont identiques. comme dans le cas des albumines
de cotylédons.

Les globulines d'axes ¢t de cotylédons presentent
aussi une activit¢ caséolytique. mais particu-
lierement ¢levée dans le cas des globulines d'axes.
Celles-ci ont une activit¢ spécifique d’environ 5.4
fois supérieure a celle des globulines de cotylédons
(Tableau 1). Contrairement & lactivit¢ cascolyti-
que des albumines. activit¢ des globulines est in-
sensible aux inhibiteurs anti-trypsine. L'activité de
(G-I) est méme légerement inféricure & celle de (G):
Tableau 1, cela provient vraissemblablement d’unc
dénaturation partielle des enzymes caséolvtiques
de globulines au cours de la capture des inhibiteurs
anti-trypsine.

Les activités BAPA-asiques des globulines sont
nulles. Elles restent nulles méme aprés capture des
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Tableau 2. Comparaison des activités anti-trypsine des globulines et des albumines d’axe et de cotylédons de graine quiescente
de Vigna

ug nécessaires pour

ug de trypsine inhibés/
mg d’axe ou de cotylédon

Extraits* inhiber 10 pg de trypsine (poids frais)
G axe 100 335

A axe 25 11.9

G cot. 100 6.53

A cot. 25 8.8

* G, globulines, A, albumine.

inhibiteurs anti-trypsine. Ces inhibiteurs auraient
pu masquer lactivité d’éventuelies BAPA-ases
globuliniques totalement. Ce n’est pas le cas.

Rapport des activités totales: axe/cotylédons pour
une graine.

Dans le Tableau 1 sont comparées les activités
caséolytique et BAPA-asique spécifiques d’albu-
mines, de globulines, d’(A-I) et de (G-I) d’axes et de
cotylédons. Pour chacune de ces activités, le
nombre de ug de trypsine produisant la méme acti-
vité est calculé. La trypsine (E.C. 3.4.4.4. Sigma,
trypsine de pancréas de boeuf) est capable d’hydro-
lyser les deux substrats: caséine et BAPA, et peut
servir de référence. L’activité caséolytique de 5 ug
de trypsine est: DO,g4,,.10° . min~! = 2,65, I'ac-
tivitt BAPA-asique de 100 ug de trypsine est:
DOy 04y 10° . min~ ! = 48,

Le poids moyen de I'axe germinatif d’'une graine
de Vigna est 3,06 mg et celui des deux cotylédons
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Fig. 1. Electrophoreése sur gel de polyacrylamide 7,5% des frac-

tions inhibitrices anti-trypsine extraites des globulines d’axe

(Ga), des globulines de cotylédons (Ge), des albumines d’axe

(Aa) et des albumines de cotylédons (Ac). Coloration au
noir-amide.

(sans les téguments): 112 mg. Un axe donne 0,1025
mg de globulines et 0,091 mg d’albumines, les deux
cotylédons produisent 7,31 mg de globulines et
2,44 mg d’albumines (ces quantités de protéines
sont dosées selon la methode de Lowry et al. [18].
Les quantités minimums de protéines requises pour
inhiber lactivité de 10 ug de trypsine sont données
au Tableau 2, ainsi que les activités anti-trypsine
par axe et pour deux cotylédons.

Inhibiteurs anti-trypsine purifiés

Les inhibiteurs anti-trypsine de chaque famille
protéique sont captés sur la résine-trypsine insolu-
ble, puis élués a pH acide (voir matériel et
méthodes). On vérifie le pouvoir inhibiteur de cha-
que €luat sur lactivitt BAPA-asique d’une solu-
tion de référence de trypsine. Les solutions d’inhi-
biteurs sont ensuite déssalées et lyophilisées. Les
fractions inhibitrices ainsi recueuillies sont appli-
quées sur gel de polyacrylamide. Les diagrammes
électrophorétiques sont comparés (Fig. 1). Chaque
fraction est composée de 4 ou 5 bandes, dont une
majeure (la plus anodique) quei est commune au
quatre fractions. Les autres bandes mineures ne

‘présentent que de faibles différences de migration

et correspondent sans doute a des inhibiteurs
modifiés par leur passage sur la résine-trypsine,
comme nous Pavons déja suggéré dans larticle
précédent concernant les inhibiteurs anti-trypsine
des albumines cotylédonaires du Vigna [11].

DISCUSSION

Les données résumées dans le Tableau 1, mon-
trent I'existence dans les albumines et les globu-
lines extraites des deux parties de la graine de
Vigna: axe germinatif et cotylédons, d’enzymes a
activité caséolytique. La plus forte activité spécifi-
que se rencontre dans les globulines d’axe, puis par
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ordre décroissant, dans les albumines d’axe, les
globulines de cotylédons et enfin dans les albu-
mines cotylédonaires. Les axes germinatifs ont une
activité spécifique totale (albumines et globulines)
plus forte que celle des cotylédons.

Les inhibiteurs anti-trypsine sont inactifs sur les
enzymes caséolytiques globuliniques. En revanche,
la capture des inhibitecurs augmente lactivité
caséolytique des albumines cotylédonaires d’un
facteur de 3.46 et celle des albumines d’axe d’un
facteur de 1.8. Une part importante de Pactivité
caséolytique des albumines est donc masquée par
des inhibiteurs anti-trypsine dans la graine quies-
cente.

L’activité BAPA-asique est nulle dans les globu-
lines d’axes et de cotylédons, mais non dans les
albumines. Les albumines d’axe présentent une
activité spécifique supérieure a celle des cotyl-
¢dons. Les inhibiteurs anti-trypsine sont sans effet
sur ces enzymes. Il semble donc exister dans la
graine trois enzymes ou trois catégories d’enzymes
différentes: des caséinases albuminiques sensibles
aux inhibiteurs anti-trypsine, des caséinases globu-
liniques et des BAPA-ases albuminiques insen-
sibles aux inhibiteurs.

Qu’en est-il des activités au niveau de la graine?
D’une part, lactivité proteolytique totale des
cotylédons (activité caséolytique ¢t BAPA-asique
des albumines et des globulines) équivaut a celle
de 71,64 ug de trypsine et est 12.7 fois supérieure
a celle de l'axe (5,63 ug de trypsine). D’autre part,
les deux cotylédons d’une graine sont capables
d’inhiber 1703 pg de trypsine, soit 36 fois plus
que les 47 ug qu'un axe inhibe.

L’analyse comparative sur gel de polyacryla-
mide des inhibiteurs extraits des quatre familles
(albumines et globulines d’axe et de cotylédons)
montre qu’il s’agit de molécules trés voisines sinon
identiques, en tout cas de structure et de poids
moléculaire trés proches puisqu’ils migrent tous de
maniére semblable. La bande majeure (la plus ano-
dique) se trouve au méme emplacement pour les
quatre fractions inhibitrices (Fig. 1).

Les résultats de analyse partielle effectuée sur
la fraction inhibitrice extraite des albumines cotyl-
édonaires de Vigna [11], montrant que les mol-
écules composant cette fraction ont un poids mol-
éculaire voisin de 12000 et qu’elles sont trés riches
en cystine (199%), peuvent sans doute sappliquer
aux trois autres fractions inhibitrices vu leur simili-
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tude de comportement sur gel de polyacrylamide.

Quelle est Futilité des inhibiteurs anti-trypsine
dans les globulines d’axes et de cotylédons? Ils
sont en effet inactifs sur les enzymes caséolytiques
des globulines et l'activitt BAPA-asique est nulle
dans ces familles. 1l exjste sans doute dans les glo-
bulines d'autres enzymes protéolytiques, non
révélées par nos méthodes, et qui seraient sensibles
4 ces inhibiteurs. Nous poursuivons I'analyse de
ces fractions globuliniques qui constituent les
réserves de la graine, afin d’¢lucider le réle tenu par
ces molécules inhibitrices anti-trypsine.

A Péchelle d’une graine, nous avons souligné que
Pactivité anti-trypsine était treés supérieure aux
activités protéolytiques testées, tant pour l'axe que
pour les cotylédons. Le rdle de cet excédent d’inhi-
biteurs reste encore a déterminer.

Une recherche de la répartition in vivo par frac-
tionnement cellulaire. des inhibiteurs et des
enzymes protéolytiques, est aussi en cours dans
notre laboratoire. Cette recherche. conjointement
a Pétude biochimique réaliste au niveau des
familles protéiques décrite dans cet article, permet-
tra une meilleure compréhension des mécanismes
de régulation des protéases qui jouent un role cen-
tral lors de la germination et de la présence des in-
hibiteurs anti-trypsine trés répandus chez les Légu-
mineuses.

PARTIE EXPERIMENTALE

Les graines sélectionnées de Vigna unguiculata (L.) Walp., en
provenance du Zaire, nous ont été fournies par la Faculté des
sciences agronomiques de Gembloux (Belgique). Elles sont con-
servées en atmosphére séche (P,O)a 2°.

Préparation des albumines et des globulines. Les graines sont
décortiquées. cotyledons et axe germinatif sont séparés. L'ex-
traction des albumines et des globulines a déja été décrite dans
nos articles précédents [11.12].

Extraction des inhibiteurs anti-trypsine. Chaque extrait pro-
téique est agité avee la résine insoluble: EMA-trypsine (Miles
Ycda Ldt) en milicu alcalin (tampon triéthanolamine-HCl 0,2
M. NaCl 0.1 M. CaCl, 0.0t M pH 7.8) [13]. Les inhibiteurs
anti-trypsine contenus dans les extraits se fixent sélectivement
sur la résine. Les quantités relatives de résine et d’extrait sont
déterminées de maniére & ce que la totalité des inhibiteurs soit
captée. Aprés centrifugation. I'on obtient d’une part Pextrait
débarrassé des inhibiteurset d’autre part un culot de résine-tryp-
sinc-inhibiteurs. 5 Elutions avee un tampon acide (HCI-KC1 0,2
M. pH 1.6) sont nécessaires pour décrocher les inhibiteurs de
la trypsine insoluble. Les ¢luats sont rassemblés, déssalés, lyo-
philisés.

Electrophorese sur gel de polyacrylamide. L'analyse des 4 frac-
tions inhibitrices obtenues est faite sur gel 7.5% [14]. La
migration se fait sous une intensité de 2 mA/tube (5 x 75 mm).
Les gels sont fixés et colorés immédiatement aprés migration
dans une solution 19, de noir-amide dans AcOH 7,5%.
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Activités enzymatiques. L'activité caséolytique est déterminée
selon la méthode de Kunitz [15], modifiée par Kakade et
al.[16] La caséine (2%, dans du tampon phosphate 0,067 M pH
7,0, additionné de NaCl 2% dans le cas des globulines) est in-
cubée avec Pextrait testé de 90 3 150 min selon les cas, a 37°.
Les protéines sont précipitées par I'acide trichloroacétique 25%,
et les acides aminés libres sont dosés dans le surnageant a 280
nm.

L’activité¢ BAPA-asique est révélée par la méthode d’Erlanger
et al. [17]. Lorsque I'on teste l'activité des extraits globulini-
ques, du NaCl 29 est ajouté a la solution tamponée de BAPA,
afin d’avoir une force ionique suffisante. La p-nitroaniline jaune
libérée au cours de la digestion du BAPA, est dosée colorimétri-
quement & 410 nm.

Dosage des protéines en solution. La teneur en protéines des
extraits albuminiques ou globuliniques est déterminée par la
méthode de Lowry et al. [18].
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