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ResomB-L’activitC de la diamine oxydase uis-&is de la putrescine et de l’agmatine est ktudike dans les jeunes planks 
de GIycina max, privkes de leurs cotylkdons et cultivkes aseptiquement sur milieu liquide, & la lumibre, en prksence de 
chlorure d’ammonium ou de nitrates. Les conditions d’action de l’enzyme sont dklinies. Les deux amines sont oxydks 
plus lentement dans les planks cultivk sur chlorure d’ammonium que dans les planks obtenues sur nitrates. 

Abstract-Diamine oxidase activity against putrescine andagmatine is investigated in young decotylized Glycine mar 
plants growing, in the light, under sterile conditions on a liquid medium in the presence of ammonium chloride or 
nitrates. Optimal condititis for the enzyme activity are determined. Both amines are oxidised more slowly in plants 
cultivated on ammonium chloride than in plants grown on nitrates. 

INTBODUCTION 

La putrescine s’accumule de f-on spectaculaire dans les 
jeunes planks de. Glycine mux (L.) Merr., privkes de leurs 
cotylkdons, lorsque l’azote ammoniacal remplace l’azote 
nitrique dans le milieu de culture [ 11. L’emploi de mo16 
cules radio-activea montre que, dans ces plantes, la 
biosynthkse de la diamine est acctlkrke [2,3] et suggkre 
que son catabolisme est ralenti [4]. Au niveau enzymati- 
que, nous avons pu montrer que I’activiti de I’arginine 
dkcarboxylase se rkvtle nettement plus importante dans 
les planks ‘chlorure d’ammonium’ que dans les plantes 
‘nitrates’ [S]. Dans ce travail, nous nous proposons de 
comparer l’activitk de la diamine oxydase des deux lots 
de plantes ois-d-t+ de la putrescine et de son prkcurseur, 
I’agmatine. 

RESULTATS 

Une experience prCliminaire nous a permis de mettre 
en kvidence, dans les extraits bruts de jeunes plantes de 
Glycine max privkes de leurs cotyltions et cultivks en 
prtsence de chlorure d’ammonium ou de nitrates, une 
oxydation de la putrescine et de l’agmatine. Pour 
comparer l’activiti enzymatique dans les deux lots de 
plantes, il &it rkcessaire de prkciser, au prkalable, les 
conditions d’action de la diamine oxydase. 

Dt!termination des conditions da&m 

Elle est effectuk sur des extraits bruts de planks 
cultivkes en prksence de chlorure d’ammonium. 

Oxydation de la putrescine 

A 30”, le pH optimal d’action se place aux environs de 
7,8 (Tableau 1); ceci confirme les don&es obtenues chez 
Pisum satiuum L. par Kenten et Mann [a puis par 
Smith rfi. 

L’it& de l’activitk enzymatique en fonction de la 
concentration en substrat montre que, parmi les valeurs 
retenues, 16,5 x low3 M est la plus favorable; des con- 
centrations plus Blevk n’entrainent pas de diminution 
significative de l’activitk, contrairement a ce qui a btt 
observke chez Panus tigrinus par Boldt et al. Le I(,,, 
approximatif, dktermin6 g pH 7,8, est voisin de 4 x 
1O-4 M. 

La cinktique de la reaction a btt suivie pendant 75 min, 
la r&&m est d’ordre nul pendant 60 min au moins. 
L’addition de FAD (0,l PM) au milieu rtactionnel ne 
provoque pas d’B18vation notable de l’activitk enzy- 
matique. 

Oxydation de Pagmatine 

L’Ctude de l’activitk en fonction du pH du milieu rtac- 
tionnel donne des valeurs constantes entre les pH 7,Oet 7,8 

Tableau 1. Activitk de la diamine oxydase des jeunes planks de Glycine mox priv&s de leurs cotyledons, en fonction du pH du 
milieu rkactionnel (activitks exprimkes en nkat/g protkines) 

PH 42 52 6.2 7,o 734 738 82 9P 

Putrescine 0 60 85 122 142 170 138 45 
Substrats 

Agmatine 0 13 35 52 52 52 35 30 
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Tableau 2. Activites de la diamine oxydase dam les differents organes des jeunes plantes de Glyctne 111a.x privees de leurs cotyledons 

Substrats 
Putrescine Agmatine 

Plantes Planms Plames Plantes 

‘chlorure d’ammonium’ ‘nitrates’ ‘chlorure d’ammonium’ ‘nitrates’ 

nWg Tiges 172 200 51 220 

proteines Racines 338 502 52 262 

nkat/lOO Tiges 16.3 39,9 5,s 44,O 
organes 

ou 
plantes 

Racines 15s 21,2 2,3 ll,o 

Plantes 31,s 61,1 78 55.0 

(Tableau 1). Une concentration de 3,3 x 10e3 M en 
agmatine assure une saturation de l’enzyme; la vitesse de 
la reaction est constante pour des temps inferieurs a 
75 min. Mais, l’oxydation de cette amine peut Qtre 
inhibee par le substrat: l’inhibition, faible pour 16,s x 
10e3 M, se revele presque totale pour 66 x )O-’ M. Le 
K, approximatif, determine a pH 7,8, est proche de 
2 x 1O-3 M. 

Quel que soit le substrat utilise, les essais realist% & 
partir d’extraits purities par passage sur gel de Sephadex 
G 50, donnent des resultats semblables. 

Activitts de la diamine oxydase dans les diffkrents lots de 
plantes 

Tous les essais sont realisb a partir d’extraits enzy- 
matiques bruts; les resultats obtenus sont rassemblb 
dans le Tableau 2. 

L’activitc de l’oxydase, vis-d-vis de la putrescine est 
plus faible darts les plantes ‘chlorure d’ammonium’ 
que dans les plantes ‘nitrates’. En ce qui concere les 
activites specifiques (nkat/g de proteines), les differences, 
peu importantes au niveau des tiges, le sont nettement 
plus au niveau des racines oh la valeur sur chlorure 
d’ammonium represente environ les 2/3 de celle obtenue 
sur nitrates. Cependant, si l’on exprime les resultats pour 
100 organes, les &carts sent, au contraire, beaucoup plus 
elevb dans les tiges que dans les racines et, pour les 
plantes entikres, l’oxydation de la putrescine est presque 
deux fois plus lente sur chlorure d’ammonium que sur 
nitrates. 

L’oxydase, vis-d-vrs de l’agmatine se rcvele egalement 
moins active dans les plantes ‘chlorure d’ammonium’. En 
effect. les activites spccifiques. darts les racines et darts les 
tiges. sont respectivement 5 et 4 fois plus faibles que dans 
les organes analogous des plantes ‘nitrates’. Si I’on tient 
compte de la croissance, les plantes ‘chlorure d’ammon- 
ium’ apparaissent do&es d’une activitc oxydasique 7 
fois plus petite que les plantes ‘nitrates’. 

Pour les deux substrats, quelle que soit la nature de la 
source azotee, I’activitt? enzymatique, exprimQ en 
nkat/lOO organes, est toujours plus Clevee dans les tiges 
que dans les racines. 

Dans un meme lot de plantes, l’activitt de l’oxydase 
vis-d-vis de la putrescine est g&nnCralement plus Clev&e que 
vis-ri-vis de l’agmatine, sauf dam les tiges des plantes 
‘nitrates’ oh les deux amines sont d&grad&es sensiblement 
a la m%me vitesse. Une ahmitt plus grande de l’oxydase 

pour la putrescine a deja CtC constatee chez Pisum 
sativum [9] et chez Glycine max [lo]. 

De l’ensemble de ces resultats, iI ressort clairement 
que l’activite diamine oxydasique, vis-d-vis de la putrescine 
et de l’agmatine, est plus faible dans les jeunes plantes de 
Glycine max cultivees en nutrition strictement ammonia- 
cafe. L’accumulation de la putrescine releve done, en 
partie, du ralentissement de son oxydation, comme le 
laissait deja prevoir une experience rCalis&e en presence 
de putrescine-[1,4-‘“Cl [4]. mais aussi de celle de son 
precurseur, l’agmatine dont une plus grande proportion 
peut s’engager dans la biosynthese de la putrescine. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Mat&iel r&&al. Les jeunes plantes de Glycine mux (L.) Merr. 
var. Chippewa, priv&s de leurs cotyledons, sont cultiv&es sur 
milieu liquide en presence d’azote ammoniacal ou nitrique 
(42 mg/l.) selon une mtthode deja expo& [2,5]. 

Origine des prod&s chimiques utilistk La putrescine dihy- 
drochlorure cst fournie par Fluka AG, Suisse, I’agmatine sulfate 
par Aldrich Europe, Belgique et la catalase de foie de boeuf par 
Sigma Chemical Co., USA. La purete chimique des deux amines 
a ett v&it&e par Clectrophortse en haute tension, associ&e a la 
chromatographie descendante sur papier [ 1 I] et par chromato- 
graphie sur r&sine tchangeuse d’ions [ 11. 

Pr$aration et purijcation partielle des extraits enzymatiques. 
Ces operations sont effectuiees smvant une technique decrrte 
antbieurement [S]. 

DPtermination des activitbs enzymatiques. Les activitb enzy- 
matiques sont d&ttermin&, a 30”, par la methode manometrique, 
en presence de catalase, selon le protocole experimental de 
ref [9]. Dans I’espacc annulaue de la hole de Warburg. on 
introduit 1,3 ml de tampon KPi 0,2 M de pH 7,8, 0,l ml de la 
sohr de catalase (250 up/ml) et 1,5 ml de I’extrait enzymatique 
brut. Dans l’espace central, on ajoute 0,2 ml de KOH 5 N et un 
fragment de papier Whatman nc 1 (1,5 x 5 cm) puis, dans 
I’ampoule laterale. 0.1 ml de !a soln de putrescme 05M ou 

d’agmatine 0,l M. Apr&s equihbratron, on met en contact la 
soln de dramineavec le miheu reacttonne et on kusse la rt;lctron 
se poursuivre pendant 1 hr. L’activitii enzymattque est exprim&e 
en nkat; un nkat correspond a la quantitc d’enzyme qui, dans les 
conditions exp(_imentales retenues, catalyse la desamination 
oxydative de 1 nmol de putrescine ou d’agmatine par sec. 
L’activite specitique est exprimee en nkat/g de proteines. La 
teneur en protcmes est determmce par la methode de ref. [ 121. 
Comme les composes phenohques presents dam les extraits 
bruts sont susceptihles de reduite le reactif de Folin. les dosages 
sont r&ah&s sur le precipite protcique obtenu par action du TCA 
(concentration finale -10% v/v) -et solubiiise dam NaOH 
0,36 N [13]. 
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