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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 seeds. 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. 

R&m&La repartition des activites caseolytique, BAPA-asique et anti-trypsine dans les albumines et 
les globulines d’axes germinatifs et de cotyledons est d&rite. Les axes ont des activitts enzymatiques 
specifiques superieures a celles des cotyledons. Seules les activites caseolytiques albuminiques sont forte- 
ment augmentees apres capture des inhibiteurs anti-trypsine. Les globulines sont depourvues d’activitt 
BAPA-asique. Sur gel de polyacrylamide, les inhibiteurs anti-trypsine globuliniques sont identiques, 
qu’ils proviennent de l’axe ou des cotyledons, et ne different que par une bande des inhibiteurs albumini- 
ques. 

INTRODUCHON suit l’evolution au tours de la germination des 
graines de I/igna sinensis (L.) Savi, est faiblement 

Les graines de Legumineuses contiennent une active sur les proteases de la graine. Nous avons 
grande variete d’enzymes proteolytiques [l]. 11 d’autre part montre [l l] que des inhibiteurs anti- 
existe d’autre part dans ces graines des inhibiteurs trypsine purifies extraits des albumines cotyl- 
(proteiques) d’enzymes proteolytiques animales tdonaires de Vigna unguiculata (L.) Walp., inhi- 
(trypsine et chymotrypsine par exemple) dont le bent l’activite caseolytique d’enzymes presentes 
role physiologique dans la plante n’a pas encore dans cette meme famille. Ces inhibiteurs sont tou- 
ttt ttabli [l-4]. Curieusement ces inhibiteurs ne tefois inactifs vis-a-vis d’une autre categoric d’en- 
sont generalement pas efficaces sur les enzymes zymes proteolytiques albuminiques: les BAPA- 
proteolytiques de la plante ou de l’organe vegetal ases (enzymes hydrolysant le substrat artificiel 
dont ils sont extraits. Les travaux relatant une in- BAPA: a-N-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide). 
teraction inhibiteurs-proteases sont rares et ne Ces resultats suggerent que ces inhibiteurs anti- 
concernent pas les Ltgumineuses. 11 s’agit des trypsine pourraient jouer un role important de 
recherches sur les graines de laitue [5,6], l’orge regulateurs lors de la germination en modulant 
[7], et les tubercules de pomme de terre [8,9]. l’activite des enzymes proteolytiques puisqu’ils ont 

Une recente publication de Filho [lo] men- vis-a-vis de ces dernieres des affinites tres specifi- 
tionne cependant que la fraction inhibitrice dont il ques. 
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Tableau 1. Activitks casColytique et BAPA-asique des albumines et dcs globulines d’axc ct dc cotkIt_dons 

Extraits* 

4ctivitt: cakolytiquc Activitc B4P.4~asiquc 
ti:mg? [I :2 cot. ou ax II mg U 2 cot. ou a’ic 

protitinc (poids frais) protkine (poids Iraisl 

G axe 
G-I axe 
A axe 
A-I axe 
G cot. 
G-I cot. 
A cot. 
A-I cot. 

IO.34 I.059 0 0 
8.52 
2.5s 0.23 17.7 -I.;-1 
1.62 
I .92 13.04 0 0 
I.84 
0.708 1.7.3 27.9 55.87 

2.66 

* lntacts (A. albumine et G. globuline) ct dkbarrasseos des inhibiteurs anti-trypsinc (A-I et G-I). 
t I! = llg de trypsine ayant une activik Cquivalente ;I ccllc dc 1’L:chantillon titudik. 

Afin de dkeler les interactions inhibiteurs-pro- 
tkases dans la graine et d’avoir une we plus claire 
des mtcanismes de rCgulation de l’activitk de ces 
enzymes par les inhibiteurs, il est nkessaire de 
connaitre leur rkpartition dans la graine. Nous 

nous proposons dans cet article d’ktudier les acti- 
vi& anti-trypsine et protkolytiques au sein des 
albumines et des globulines d’axes germinatifs et 
de cotyltdons de graine quiescentes de b: unguicu- 

laru. 

KESLLTATS 

Nous allons rechercher dans les diverses familles 
protkiques mentionnkes dans l’introduction: d’une 
part l’activitk protkolytique vis-li-vis de la caskine, 
d’autre part vis-8-vis du BAPA. Les cinktiques 
d’activitk enzymatique sont effectukes d’abord en 
prksence de taux croissant d’albumines (A) ou de 
globulines (G) extraites de cotykdons et d’axes 

germinatifs, puis en prksence de taux croissant 
d’albumines (de cotylt-dons et d’axes) dkbarrasskes 
des inhibiteurs anti-trypsine (IF-nous les appel- 
lerons: (A-Itou de globulines ayant subi le meme 
traitement, soit: (G-I). La comparaison des cinkti- 
ques de digestion rkaliskes avec (A), (A-I), (G) et 
(G-I) permettra d’kvaluer l’influence des inhibi- 
teurs anti-trypsine sur les deux activitis enzymati- 

ques testkes. 
Les inhibiteurs anti-trypsine extraits de chacune 

des familles sont partiellement caractkrisks par 
klectrophortse sur gel de polyacrylamide. 

ActirYtc;s crrsl;ct/~hque ct B.4PA-usiquc 

Nous avons mis en kvidence dans les albumines 
cotylkdonaires [4. I l] une activitk caskolytique et 

une activitt- BAPA-asique. La premkrc augmente 
fortement aprks capture des inhibiteurs anti-tryp- 
sine, la seconde n’est pas sensible ;I ccs inhibi- 
teurs. Qu’en est-il des albumines d’axes germina- 
tifs? Les cinktiques de digestion de la caskinc par 
dcs taux croissants d’(A) et &(A-I) sont linkires 
et ri-vklent que les albumines d-axes ont une ncti- 
viti: caskolytique 3.6 fois suptirieure it celle dcs 
cotylkdons (Tableau 1). L’activitC caskolytiquc dcs 
albumines d’axes, comme cclle des cotylt;dons, est 
fortement augment&e aprk capture des inhibi- 
teurs anti-trypsine (d’un factcur de 1,8, Tableau 1). 

Les ciktiqucs d’hydrolyse du BAPA montrent 

que les albumincs d’axcs sont succeptibles de 
dig&r ce substrat. qu’cllcs sont 2.1 fois plus 
actives quc les albumincs cot~lt:donaires (Tableau 

I) ct quc les en7jmcs responsables de ccttt’ hJ,dro- 
lyse sont insensibles au* inhibiteurs anti-trypsine. 
En &et. les cint;tiques rkalisks a\cc (A) et (A-I) 
sont identiques. comme dans le cas dcs albumines 
de cotylkdons. 

Lesglobulines d’axes et de cotylkdons presentent 
aussi une activitk caskolytique. mais particu- 

likrement t-levk dans le cas dcs globulincs d’axes. 
Celles-ci ont une activitk spkifiqiie d’environ 5.4 
fois supkrieure ii celle des globulines de cotykdons 

(Tableau 1). Contrairemcnt ;i l’activitk cakolyti- 
que des albumines. l’acti\itL: dcs glnbulincs est in- 
sensible aux inhibiteurs anti-trypsinc. L’activitk de 
(G-I) cst m6me lkgkment infiricure 3 ccllc de (G): 
Tableau 1, ccla provicnt \~raisscmhlahle~~~ent d'unc 

dknaturation partielle dcs cwymcs cast?olytiques 
de globulines au tours de la capture des inhibiteurs 
anti-trypsine. 

Les activitks BAPA-asiques des globulines sont 
nulles. Elks restent nulles mEme aprt:s capture dcs 
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Tableau 2. Comparaison des activites anti-trypsine des globulines et des albumines d’axe et de cotyledons de graine quiescente 
de Viyna 

pg de trypsine inhibes/ 

Extraits* 
pg necessaires pour mg d’axe ou de cotyledon 

inhiber 10 pg de trypsine (poids frais) 

G axe 100 3,35 
A axe 25 11.9 
G cot. 100 6.53 
A cot. 25 g,g 

* G, globulines. A, albumine. 

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

Rapport des activiks totales: axeJcotylCdons pour 

une graine. 

Dans le Tableau 1 sont comparees les activites 
caseolytique et BAPA-asique specifiques d’albu- 
mines, de globulines, d’(A-I) et de (G-I) d’axes et de 
cotyledons. Pour chacune de ces activites, le 
nombre de ,ug de trypsine produisant la meme acti- 
vite est calcult. La trypsine (E.C. 3.4.4.4. Sigma, 
trypsine de pancreas de boeuf) est capable d’hydro- 
lyser les deux substrats: caseine et BAPA, et peut 
servir de reference. L’activite caseolytique de 5 pg 
de trypsine est : DOz 80nm. lo3 . min- ’ = 2,65, l’ac- 
tivite BAPA-asique de 100 pg de trypsine est: 
DO -I,Onm. lO”.min~’ = 48. 

Le poids moyen de l’axe germinatif dune graine 
de Vigna est 3,06 mg et celui des deux cotyledons 

1 

Fig. 1. Electrophorese sur gel de polyacrylamide 7,5x des frac- 
tions inhibitrices anti-trypsine extraites des globulines d’axe 
(Ga), des globulines de cotyledons (Gc), des albumines d’axe 
(Aa) et des albumines de cotyledons (AC). Coloration au 

noir-amide. 

(sans les teguments): 112 mg. Un axe donne OJO25 
mg de globulines et 0,091 mg d’albumines, les deux 
cotyledons produisent 7,31 mg de globulines et 
2,44 mg d’albumines (ces quantites de proteines 
sont dosees selon la methode de Lowry et al. [18]. 
Les quantites minimums de proteines requises pour 
inhiber l’activite de 10 pg de trypsine sont donnees 
au Tableau 2, ainsi que les activites anti-trypsine 
par axe et pour deux cotyledons. 

Inhihiteurs anti-trypsine puriJiPs 

Les inhibiteurs anti-trypsine de chaque famille 
proteique sont cap& sur la r&sine-trypsine insolu- 
ble, puis clues a pH acide (voir materiel et 
methodes). On verifie le pouvoir inhibiteur de cha- 
que Cluat sur l’activite BAPA-asique dune solu- 
tion de reference de trypsine. Les solutions d’inhi- 
biteurs sont ensuite d&sakes et lyophilistes. Les 
fractions inhibitrices ainsi recueuillies sont appli- 
q&es sur gel de polyacrylamide. Les diagrammes 
Clectrophoretiques sont compares (Fig. 1). Chaque 
fraction est composke de 4 ou 5 bandes, dont une 
majeure (la plus anodique) quei est commune au 
quatre fractions. Les autres bandes mineures ne 
presentent que de faibles differences de migration 
et correspondent sans doute a des inhibiteurs 
modifies par leur passage sur la r&sine-trypsine, 
comme nous l’avons deja suggere dans l’article 
precedent concernant les inhibiteurs anti-trypsine 
des albumines cotyledonaires du Vigna [ 111. 

DISCUSSION 

Les donnees resumees dans le Tableau 1, mon- 
trent l’existence dans les albuniines et les globu- 
lines extraites des deux parties de la graine de 
Vigna: axe germinatif et cotyledons, d’enzymes a 
activitt caseolytique. La plus forte activite specifi- 
que se rencontre dans les globulines d’axe, puis par 
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ordre dkroissant. dans les albumincs d’axe, les 
globulines de cotylkdons et enfin dans les albu- 
mines cotylkdonaires. Les axes germinatifs ont unc 
activiti: spkifique totale (albumines et globulines) 
plus forte que celle des cotylkdons. 

Les inhibiteurs anti-trypsine sont inactifs sur les 
enzymes caskolytiques globuliniques. En revanche. 
la capture des inhibitcurs augmente l’activitk 
caskolytique des albumines cotylkdonaires d’un 
facteur de 3,46 et celle des albumines d’axe d’un 
facteur de 1,8. Une part importante de I’activiti: 
caskolytique des albumines cst done masquCe par 
des inhibiteurs anti-trypsine dans la graine quies- 
cente. 

L’activitk BAPA-asique est nulle dans les globu- 
lines d’axes et de cotylkdons. mais non dans les 
albumines. Les albumines d’axe prksentent une 
activitk spkifique supkieure ;I celle des cotyl- 
edons. Les inhibiteurs anti-trypsine sont sans effet 
sur ces enzymes. 11 semble done exister dans la 
graine trois enzymes ou trois cattgories d’enzymes 
diffkrentes: des caskinases albuminiques sensibles 
aux inhibiteurs anti-trypsine, des caskinases globu- 
liniques et des BAPA-ases albuminiqucs insen- 
sibles aux inhibiteurs. 

Qu’en est-il des activitks au niveau de la graine? 
D’une part. l’activitt- protkolytique totale des 
cotylkdons (activitk ca&olytique et BAPA-asique 
des albumines et des globulines) Cquivaut ri celle 
de 71,64 ,ug de trypsine et est 12.7 fois suptrieure 
B celle de l’axe (563 pg de trypsine). D’autrc part. 
les deux cotykdons d’une graine sont capables 
d’inhiber 1703 klg de trypsine. soit 36 fois plus 
que les 47 /lg 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 cotylkdons) 
montre qu’il s’agit de molkules trks voisines sinon 
identiques, en tout cas de structure et dc poids 
molkculaire tr&s proches puisqu’ils migrent tous de 
manike semblable. La bande majeure (la plus ano- 
dique) se trouvc au mEme emplacement pour les 
quatre fractions inhibitrices (Fig. 1). 

Les rksultats de l’analyse partielle cffectuke sur 
la fraction inhibitrice extraite des albumines cotyl- 
Cdonaires de C’i~77rr [I 1). montrant quc les mol- 

kcules composant cette fraction ont un poids mol- 
kulaire voisin de 12000 et qu’elles sont tr&s riches 
en cystine (i97:,), peuvent sans doute s’appliquer 
aux trois auks fractions inhibitrices vu lcur simili- 

tude de comportement sur gel de polyacrylamide. 
Quelle est l’utilitk des inhibiteurs anti-trypsine 

dans les globulines d’axes et de cotylkdons? 11s 
sont en effet inactifs sur les enzymes caskolytiques 
des globulines et l’activitt BAPA-asique est nulle 
dans ces familles. II exjste sans doute dans les glo- 
bulines d’autres enzymes protkolytiques, non 
rt:vt:lCcs par nos mkthodes, et qui seraient sensibles 
;i ces inhibiteurs. Nous poursuivons I’analyse de 

ces fractions globuliniqucs qui constituent les 
r&serves dc la grainc, afin d’klucider le r8le tcnu par 
ces mokcules inhibitrices anti-trypsine. 

A I’ichelle d’une graine. nous avons souligd que 
i’activitk anti-trypsine ktait trk supkrieure aux 
activitks protkolytiques testies. tant pour l’axe que 
pour les cotykdons. Le r6le de cet exckdent d’inhi- 
biteurs reste encore h dkterminer. 

Une recherche de la r&partition in l~jco par frac- 
tionnement cellulaire. des inhibiteurs et des 
enzymes protkolytiques. est aussi cn tours dans 
notre laboratoire. Cette recherche. conjointement 
li l’ktude biochimique r&alike ;LU niveau des 
families protkiques d&rite dans cet article, permet- 
tra une meilleure comprkhension des mkanismes 
de ri-gulation des protilases qui jouent un rale cen- 
tral lors de la germination et de la prksence des in- 
hibiteurs anti-trypsine trtk rtpandus chez les Lkgu- 
mineuses. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Z,cs qruiws stlectiotkes de 1 k/w ~rr~~pricuitrr~~ (L.) Walp.. en 
provenance du Za’irc. nous ant 6th fournics par la Facultk des 
sciences agronomiqurs de Gemblou\ (Belgiclue). Elles sont con- 
sew& en atmosphke skhc (P,O,) :I 2 

Pr~purtriiwl dc\ ~r/huf~iw.\ vt tics qlohrtlirws. Les graines sont 
dkcol-tiqkes. cotykdons et axe gcrminatif sent s&parts. L’ex- 
traction des albumincs ct dcs globulines a d6jd 6tC dkcritc darts 
nos articles @&dents [ l1.11]. 

E\rrtrc,tim t/r.\ irlhihirrvrr.s tr,lri-rrl~psrrw. Chaque extrait pro- 
tCiquc cst agittk avec la rksinc insoluble: EMA-trypsine (Miles 
Ycda Ldt.) en milieu alcalin (tampon tri~thanolamine~~HCI O,? 
M. NaCl 0.1 M. C‘aC‘1, 0.01 M pkf 7.X) [13]. Les inhibiteurs 
anti-trqpsine contenus dnns Its cxtraits se fixent s6lecti\ement 
sur la r&sine. Les qwntitCs relatives de rkine et d’extralt sont 
d&terminCcs de maniere ci cc quo la totalitL: des inhibitcurs soit 
cap&. Aprks centrifugation. I’on obticnt d’une part l’extrait 
dkbarrask des inhibiteurset d’autre part un culot de rksine-tryp- 
smc-inhiblteurs. 5 Elutions avcc un tampon acidc (HCI-KCI 0,2 
M. pH 1.6) sont nL;cwsaircs pour dkrocher Ies inhibiteurs de 
la trypsine insoluble. Lus Cluats sent rassemhk, dt%sali-s. lyo- 
philisks. 

Elr~ctrop/wr~.s~ SW yrl r/e /‘c’/!.crc,r.?l~r/rlidc. L’analyse des 4 frac- 
tions inhibitrices obtenues est faite sur gel 7.5’!,, [14]. La 
migration se fait sous une intensite dc 2 mA:tube 15 x 75 mm). 
Les gels sont fix& et color& immi:diatement aprks migration 
dans une solution I”,, de noir-amide dnns AcOH 7,5”,;. 
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Actiuiks enzymatiyues. L’activite caseolytique est determinee 5. Shain. Y. et Mayer, A. M. (1965) Phpsiol. Plunt. 18, 853. 
selon la methode de Kunitz [15], modifiee par Kakade et 6. Shain, Y. et Mayer, A. M. (1968) Phytochemistry 7, 1491. 
a/.[161 La caseine (2% dans du tampon phosphate 0,067 M pH 7. Kirsi, M. et Mikola, J. (1971) Plunfu, 96, 281. 
7,0, additionne de NaCl 2’%, dans le cas des globulines) est in- 8. Hojima, Y., Tanaka, M., Moriya, H. et Moriwaki, C. (1971) 
cub&e avec l’extrait teste de 90 a 150 min selon les cas, a 37”. Al&/y, 20, 755. 
Les proteines sont prtcipitees par l’acide trichloroacetique 25x, 9. Hojima, Y..Tanaka. M., Moriya, H. et Moriwaki, C. (1971) 
et les acides amines libres sont doses dans le surnageant a 280 Allergy, 20, 763. 
nm. 10. Filho, J. X. (1973) Physiol. Plant. 28, 149. 

L’activite BAPA-asique est revelte par la methode d’Erlanger 11. Royer. A.. Miege, M. N., Grange, A., Miege, J. et Mas- 
er al. f171. Lorsaue I’on teste l’activite des extraits alobulini- cherna. J. M. (1974) Planta. Sous presse. 
ques, &I NaCl 22 est ajoute a la solution tampon&e de BAPA, 12. 
afin d’avoir une force ionique suffisante. La p-nitroaniline jaune 13. 
lib&r&e au tours de la digestion du BAPA, est dosee colorimetri- 
quement a 410 nm. 

Dosage des prokines en solution. La teneur en proteines des 
extraits albuminiques ou globuliniques est determinCe par la 14. 
methode de Lowry et al. f18]. 
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