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Abstract-L-Arginine carboxy-lyase and L-ornithine carboxy-lyase activities were investigated in young 
decotylized Glycine max plants growing in the light on a liquid medium in the presence of ammonium 
chloride or nitrate. Only the first enzyme could be detected. It had pH optimum at 7.0 activity 
and there is much more activity in plants cultivated on ammonium chloride than in plants grown 
on nitrate. 

INTRODUCTION 

Dans un travail anterieur [I], nous avons montre 
que la putrescine s’accumule, de facon spectacu- 
laire, dans tous les organes des jeunes plantes de 
Glycine max (L.) Merr., privees de leurs cotyle- 
dons et cultivees en presence de chlorure d’am- 
monium comme seule source d’azote. Chez les 
batteries, deux voies de biosynthese de la diamine 
ont Cte d&rites: l’une par decarboxylation directe 
de la L-ornithine [2], l’autre par decarboxylation 
de la r_-arginine avec apparition transitoire d’ag- 
matine [335]. Chez les plantes superieures et chez 
I’Orge en particulier, la DL-ornithine-[2-‘4C] est 
transformee trbs lentement en putrescine [6] 
tandis que l’arginine se revele le precurseur essen- 
tie1 de la diamine [7-S]. 

L’utilisation de DL-ornithine-[S-i4C] par les 
jeunes plantes de Glycine rnax privees de leurs 
cotyledons, montre que cet acide amine se trans- 
forme tres rapidement en arginine [9]. Des resul- 
tats obtenus il nest pas possible de conclure a 
l’existence dune decarboxylation directe de l’or- 
nithine; mais, dans cette experience, l’apparition 
d’agmatine radio-active est deja en faveur de la 
presence dune arginine decarboxylase. Nous nous 
sommes done propose d’essayer de mettre en 

evidence, dans ces plantes, l’ornithine et l’arginine 
decarboxylases. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Essais de mise en e’vidence des deux dkcarboxy- 
lases. L’extrait enzymatique brut, obtenu a partir 
de jeunes plantes de Glycine max cultivees sur 
chlorure d’ammonium ou sur nitrates. mis en 
presence de DL-arginine-[ 1 -‘“Cl, provoque un 
degagement de CO, radio-active qui indique une 
activite arginine decarboxylasique. Ceci est con- 
firme par l’isolement de l’agmatine marquee, 
apparue au tours de l’utilisation de L-arginine- 
[U-‘“Cl. 

L’experimentation, mente dans les memes con- 
ditions avec de la L-ornithine-[ I-14C], ne permet 
pas de mettre en evidence un degagement de 
14C0,. Une modification du pH du milieu reac- 
tionnel, de pH 5,4 a pH 8,0, ne donne de rtsultat 
positif pour aucun des extraits enzymatiques uti- 
lises. Dans nos conditions experimentales. il nest 
done pas possible de mettre en evidence une acti- 
vite ornithine decarboxylasique, contrairement 
aux resultats obtenus par Hasse et al. [lo] sur 
le Pois et par Mizusaki et al. [ 1 l] chez un certain 
nombre de Solanades. 

1723 



I724 D. Lr RUIXLIER et G. GOAS 

I)c;tc~t.tnitwriott du pH optimrtt7 d’uctiotz de l’ur- 

yittitw d~+arho.\-~du.se. Pour cette ditermination. 
rkaliske en prknce de DL-arginine-[ 1 -14C], nous 
n’avons utilisi: que l’extrait enzymatique brut. 
@park ;I partir des plantes “chlorure d’am- 
monium”. La radio-activitk du CO2 dtgagk 
mesurk pour des valeurs de pH comprises entre 
5.4 ct X,0, (dpmjmg de proteines) 0 (5.4). 380 
(6.0). 1780 (6,4), 2.590 (6,8), 3770 (7,0), 2710 (73. 

13’0 (7.6). 300 (8,O). 
L’activitC enzymatique ne se manifeste que 

pour lcs valcurs de pH de 6.W3.0 et montre un 
maximum t&s net ii pH 7,0. Les essais rkalisks 
li partir de la fraction protkique, purifike par pas- 
sage sur gel de SCphadex G 50 (fraction F,). don- 
nent les mimes rCsultats. 

C’es donnkes sent en conformitk avec celles 
obtcnucs. pour les plants d’Orge, par Smith [I?]. 

M~~swr r/c I’uciicith de I’utyinit7e d&.~d~osyl~~~~’ 

dat7s lcs dijfi4~cttr.s lots dr plat7te.s. Nous avons 
dktermink I’activitk de l’argininc dtcarboxylase 
dans les racincs et dans les organes a&-iens des 
@antes “chlorure d’ammonium” et des plantes 
“nitrates”. Tous les essais sont r&lisCs h pH 7.0 

;I partir de l’extrait enzymatiquc brut. Les rksul- 
tats obtenus sent exprimks en dpm,‘mg de pro- 

tkines: Plantcs NH,Cl. racines 3480, parties 
akiennes 4440; Plantes NO;. racines 510. parties 
akriennes 370. 

L’activitk de l’arginine dkcarboxylase est beau- 
coup plus importante dans les organes des plantes 
“chlorure &ammonium” que dans ceux des 
plantes “nitrates”: elle est environ 7 fois plus 
@levke dans les racines et 12 fois plus dans les 
parties akriennes. Dans les plantes cultivees en 
prksence de nitrates, l’activiti: de l’cnzyme est 
lkgkrement plus forte dans les racines que dans 
lcs parties a&-iennes. En presence de chlorure 
d’ammonium. les faits sent inversts: toutefois, 
dans lcs racines. l’enrymc est encore trks active 
contrairement A ce qui a Ctk observk par Smith 
[II] chez 1’Orge. 

L-existence de l’arginine dkcarboxylase peut 
rendre compte de la prksence de putrescine dans 
les plantes de Glycir7e IIM.Y privkes de leurs coty- 
l&dons et cultivkes en prksence de chlorure d’am- 
monium ou de nitrates; en effet, l’agmatine, pro- 
duit de la dkarboxylation. peut. par l’inter- 

rkdiaire de la N-carbamylputrescine, se trans- 
former en diamine [13]. Le fdit que l’activitk 

dkcarboxylasique se rL:vkle nettement plus impor- 
tante dans les plantes obtenues en nutrition stric- 
tement ammoniacale expliquerait. en partie au 
moins, l’accumulation de putrescine seulement 
dans ce cas. Mais cette accumulation pourrait 
aussi relevcr d‘un ralentisscment de l’activitt: dcs 

amines oxydases; nous nous proposons de vtkifier 
cette hypothksc dans un proche avenir. 

PARTIE ENPERIMELTAIJ: 

MutcJriel v&~&t/. La recherche des dkcarboxylases est effec- 
tute chez les icunes planks dc GI,~ci/ir IU~~.Y (L.) Merr. var. 
Chippewa. prikes de lcurs cotyltdons. Les graincs sont four- 
nies par I’American Soybean Association. Hudson. lowa. 
L.S.A. Les plantes sont cultlvks pendant 15 iours. i la 
lumikre. sur milieu liquidc cn prksence de deux sources 
d’azote: le chlorure d’ammonium ou les nitrates [9 141. Les 
milieux sent rcnouveks tous leb 5 Jours. sous conditmns 
stCrks. Au moment dc la rkoltc. Its plantes sont lyophiliskes 
puis conservtes au rCfrigCrateur. dans un dessiccateur, sous 
vide partiel; lors de l’emploi, on pro&de i la pulvCrisation 
h I’aide du hroyeur Dangoumcau. 

Pr&mttio~t ct purtjcutiott purticdk dcs cxtrclit.s c~qmwtiques. 
Toutes Irs optkations &extraction et de purification sent 
r&likes 2 des tempCraturcs comprises cntre 0 et 1 Pour 
prkparer les extraits eniymotiques. on agitr mkaniquemcnt. 
pendant 45 mn. SO0 mg de poudrc dans 20 ml dc tampon phos- 
phates mono- et di-K 0.1 M dc pH 7.5 renfermant SOOmg 
de Polyclar AT lavk ct bra+. I ‘I,, de PEG. 0.2 mM de thiogly- 
collate de Na et Z/fM de dlthiothrtiltol. On centrifuge ensuite 
2Omn i ZhOOg. puis 3Omn ii 2560Og. Lc surnagcant constitue 
l’extrait rnzymatique hrut. On purifk unc fraction aliquote 
de cet extrnit par passage sur colonne de Skphadcx G 50 line. 
kquilibrk dans du tampon phosphates mono- et di-K 0. I M 
de pH 7.5; l‘klutlon de la fraction protkique (F, I CSI ri;al&e 
par ce mime tampon. 

Substruts rtrdio-rrctrfs. La I,L-@nine-[ I -‘“Cl ( I:! mCi:mM) 
est fournlc pa!- Ic CE<A (France) et purlfite. avant I’cmplo~, 
par 2lectrophorke I haute tension sur papIer Whatman 3 
MM, dans .une solution tamponnk dc pk ‘5.3 (Pyr.-HOAc- 
H,O. lO:4:986). Lcs solvants sent 6liminks nar chauffase $ 
56 cl I’argimne est Cluk li l’aide d’une solution de HCI N’IOO. 
La I.-arginine-[ II-‘“C‘j (IO5 mC‘i mM) est traitCe de la mirme 
frr$Oll. 

La L-ornithine-[ I-‘“Cl est prtpartc. au lahoratoire. par 
action dc la r-arginine urkohyhroiase (poudre IyophilisCe’ de 
foic dc hocuf. Sigma) sur la I)t.-arelnine-rl-‘JC1: la transfor- 
mation cst efIec:u.+ ;I i7 . pcndaat 1 h; en tkliru tampon 
phosphate -NaOH 0.7 M de pH 9.5. L’ornithinc radio-active 
est isolke par klectrophorke B haute tension. dans la solution 
tamponnke de pH 5.3. 

Ditwminutiorl dr I’uctiritc; cw-_yvwtiqrr~. On ditcrmine I’acti- 
vit6 de l’arginine et dc I’ornithinc dkarboxylases par la 
mkthodc radio-isotopiquc. Les cssais cnzymatiques sont 
r&lids a 30~. en atmosphtkc d’N2. h I’appar~il de Warburg. 
Dans I’cspace annulaire de la liole. on introduit I ml de tam- 
pon phosphate-citrate 0.2 M dc pH 7,O. 0,I ml de pyridoxal-i- 
phosphate ;l 0.5”,,. 0.X ml de la solution en7ymatiqur (extrait 
hrut ou effluent protkiquc de la colonnc de Qnhadex. fraction 
F-,) et I gouttc de tolutne Dans l’ebpace cktrul. on place 
0.2 ml de KOH it 20”. ct un fragment de papier Whatman 
I1 I. (I.5 cm r 5 cm). fincment plissk. Dans I’unc dcs 
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ampoules laterales, on introduit 25 nJ (0,5 &i) de DL-arginine- 
[1-‘%Z] ou de L-ornithine-[I-“‘Cl ‘et 0,4ml de tampon-phos- 
phate-citrate 0,2 M de oH 7.0. dans l’autre 0.2ml d’H,SO, 
2 N. Apres 4 hr, on art& la reaction enzymatique en acid&ant 
le milieu par H,SO,; ceci permet, en out&, de liberer le 
‘%O, dissous dans le milieu. L’arritation des fioles est nour- 
suivie-pendant 15mn, puis, les papiers pIis&, impreg& de 
KOH, sont soigneusement transfer&s dans des fioles de comp- 
tage oh l’on ajoute IOml de melange scintillant de Bray [15] 
addition& de solutne (3,3%). La mesure de la radio-activitt 
est effectuee, 24 hr au moins aprts la preparation des fioles, 
par scintillation en milieu liquide, au spectrometre Tri-Carb. 
Packard 33-80. La radio-activite du COz d&gage est exprimee 
en dpm par mg de proteines. 

Pour la recherche de l’agmatine form&e, on remplace la DL- 
arginine-[l-r%] de I’ampoule laterale de la fiole de Warburg 
uar de la L-areinine-IU-r4C1 (0.5 uCi). Ames 4 hr de reaction. 
on isole l’agmatine du melange reactionnel, par tlectrophortse 
a haute tension, realisee sur papier Whatman 3 MM, dam 
une solution tamponntede pH 3,4 (Pyr.-HOAc-H,O, 1: 10:90). 
L’appareil de combustion d’tchantillons radio-actifs Packard 
modele 306, permet la transformation quantitative du radio- 
carbone en 14C02 qui, en presence de Carbosorb (base organi- 
que), donne du carbamate solubilise dans du Permafluor V. 
Les comptages sont effectues i l’appareil Packard 33-80, pre- 
alablement regle pour un rendement de comptage de l’ordre 
de IS!/. 

La ‘gneur en prottines est determinee par la mtthode de 
Lowry et al. [16]. 

2. 
3. 
4. 

6. 
7. 
8. 

9. 

10. 

11. 

12. 
13. 

14. 

15. 
16. 

REFERENCES 

Le Rudulier, D. et Goas, G. (1971) C. r. Acad. Sci., Paris 
273. I 108. 
Gale. E. F. (1940) Biochern. J. 34. 392. 
Miyaki, K. et Momiyama, H. (1956) Seikagaku 27, 765. 
Linneweh, F. (1932) Hoppe-Seyler’s 2. Physiol. Chew. 205, 
126. 
Moller, V. (1955) Acta Path. Microbial. Stand. 36, 158. 
Coleman, R. G. et Hegarty. M. P. (1957) Nature 179. 376. 
Smith, T. A. et Richards, F. J. (1962) Biochem. J. 84, 292. 
Smith, T. A. et Garraway, J. L. (1964) Phytochemistry 3. 
23. 
Le Redulier, D. et Goas, G. (1974) C.R. Acad. Sci., Paris 
278, 1039. 
Hasse, K., R,atych, 0. T. et Salnikow, J. (1967) Hoppr-Sey- 
[er’s Z. Physiol. Chem. 348. 843. 
Mizusaki, S., Tanabe, Y., Noguchi, M. et Tamaki, E. (1973) 
P/ant and Cell Physiol. 14. 103. 
Smith, T. A. (1963) Phytochemistry 2. 241. 
Le Redulier. D. et Goas, G. (1974) CR. Acad. Sci., Paris 
279. 161. 
Le Redulier, D. et Goas, G. (1969) C.R. Acad. Sci., Paris 
269, 1264. 
Bray, G. A. (1960) Analyt. Biochem. 1. 279. 
Lowry, 0. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. L. et Randall, 
R. J. (1951) J. Biol. Chem. 193, 265. 


