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Abstract-2-Phosphoglycollate phosphohydrolase (EC 3.1.3.18) was isolated and partially purified from leaves of 
Phaseolus oulgaris L. by acetone fractionation followed by chromatography on DEAE-cellulose. Two chromato- 
graphically stable forms could be separated by stepwise elution from DEAE-cellulose; they have been resolved by 
electrofocusing (PI 4.2 and 5.5) and exhibited two protein bands (&s 0.68 and 0.82) on polyacrylamide gel electro- 
phoresis. These data suggest the isoenzymatic nature of the two forms which are specific for phosphoglycollate. 

INTRODUCTION 

La majeure partie du phosphoglycolate, form& au tours 
de l’assimilation photosynthktique du CO, [l-4], 
provient de l’activitk oxygknasique de la ribulose 1,5- 
diphosphate carboxylase [S] premibre enzyme du cycle 
photosynthktique de rkduction du carbone (PCR). La 
phosphoglycolate phosphatase est alors responsable de 
la biosynthkse du substrat de la photorespiration [6,7], le 
glycolate, dont le mtttabolisme est appek cycle photo- 
respiratoire d’oxydation du carbone (PCO). Chez les 
vkgktaux chlorophylliens, le rendement photosynthk- 
tique est totalement dkpendant de la photorespiration, 
processus particulikrement intense chez les plantes de 
type photosynthCtique C, [S]. 

La phosphoglycolate phosphatase, initialement isolke 
des feuilles de tabac et purifike [9], a ensuite tti: CtudiCe 
chez cette plante [lo, 111 et divers vkgktaux [12-151. La 
recherche des mkcanismes de rkgulation de l’activiti 
catalytique de cette enzyme est le but principal qui a 
guidC ce travail; leur connaissance devrait permettre, en 
effet, une meilleure comprkhension et, peut-ctre, un 
contrdle de la photorespiration. 

Dans cette publication sont report& les rttsultats 
concernant la mise en ttvidence de deux formes isofonc- 
tionnelles de la phosphoglycolate phosphatase, isokes de 
feuilles de haricot et partiellement purifikes. 

RtSlJLTATS 

Purification 

Une seule t-tape de prkcipitation fractionnke B l’acktone 
(40-60 %) permet de rkcupkrer 71 % de l’activittt avec un 

* Publication de la premitre partie des rksultats de travaux 
ayant fait l’objet d’une Thtse de Sptcialiti en Physiologie 
VCgktale soutenue A l’Universit6 de Toulouse; rksultats partiels 
prksentks (Poster) au 4 tme Congrks International de Photo- 
synthtse, 49 Septembre, 1977, Reading, U.K. 

t Toute la correspondance doit &re adresske ?I P. Baldy, 
Centre de Physiologic V&g&tale, Universitt Paul Sabatier, 31077 
Toulouse Cttdex, France. 

degrt: de purification de 13, et la filtration molttculaire 
sur Sephadex G-25 augmente toujours, d’environ 20%, 
l’activitk de l’effluent protkique (Tableau 1). Quant ti 
l’ttlution de la DEAE-cellulose, par gradient linkaire ou 
par paliers de force ionique (Tableau l), elle a Cti: r&alike 
avec du tampon acide citrique (Na)+, les ions citrate 
stabilisant l’activitt: de la phosphoglycolate phosphatase 
isoke du haricot. 

Ce protocole a permis de purifier cette enzyme au 
moins 52 fois avec un rendement de 46% et de dkceler 
deux formes enzymatiques dont l’une a une activitk 
environ 4 fois moindre. Ces rksultats tiennent compte de 
la prksence, dans l’extrait brut, de phosphatases non 
sptcifiques pouvant hydrolyser le phosphoglycolate. 
Les phosphatases contaminantes sont progressivement 
CliminCes; l’extrait brut et, d un degrk moindre, le prt- 
cipitC acttonique, hydrolysent les compostts suivants: 
fructose-1,6_diphosphate, ribose-5-phosphate, 6-phos- 
phogluconate, ADP, ATP, PPi et 3-phosphoglyckate. I1 
a tti: dCmontr& que la trks faible d&gradation de ces deux 
dernitkes substances par les fractions actives E, et E,, 
(Tableau 1) Ctait uniquement like & la prksence de phos- 
phatases contaminantes non spkcifiques. Les deux 
formes, isolkes du haricot et partiellement purifikes, sont 
done spkcifiques du phosphoglycolate. 

A chaque Ctape de purification, les prkparations en- 
zymatiques sont stables au moins 15 jours g 4” et 6 
semaines g -20”. Les extraits purif%s sont conservks, B 
- 20”, en prtsence de glyckrol & 45 % pour ttviter la con- 
gklation et non en tant qu’agent stabilisant. 

Mise en Pvidence de deux isoensymes 

Chromatographie sur DEAE-cellulose. Un gradient 
linkaire de force ionique conduit g l’tilution de la majoritk 
de l’activiti: phosphoglycolate phosphatase k 0.05 M, 
alors qu’un petit pit de protttines actives est Cluk & 
0.08 M. L’Clution par paliers de force ionique confirme 
la presence de deux fractions actives, E, et E,,, nettement 
&par&es ce qui a permis de les isoler et de les rechromato- 
graphier, individuellement, sur DEAE-cellulose: aucune 
interconversion des deux formes enzymatiques n’est 
d&eke. 
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Tableau 1. Purification partielle de la phosphoglycolate phosphatase isolCe des feuilles de Phrrseolus rui(lclric 

Etapes 

Extrait brut 
PrkipitC acbtonique 

(40-60 %) 
Sephadex G-25 
DEAE-cellulose (Cl&on 

par paliers) 

ProtCines Activitk 

(mg) Totale* sp.+ 

1500 350 0.23 
84 250 2.98 

82 265 3.23 
7.1 132 18.6 
6.4 30 4.7 

Rapport des 
activitks: 

P-glyc./PGA/ 
PPil 

Rendement 
( “9 Purification 

1;‘2.5:0.8 100 I 
l/0.4/0.2 71 13 

76 14 
1:0.01;0.04 
l/0.06/0.03 

46 52 

* Valeurs corrigkes tenant compte de l’activitk des phosphatases contaminantes, et exprimkes en unit& (pmol Pijmin). Rkultats 
rapport& g 100 g de materiel vt-gktal frais et representant la moyenne des valeurs de 5 expkriences. 

7 Unitkjmg de protkines. 
$ Rapports des vitesses d’hydrolyse du phosphoglycolate (P-glyc.) du 3-phosphoglyckrate (PGA) et du pyrophosphate (PPi), 

chacun & la concentration de 3.33 x 10m3 M dans le milieu rCactionne1. 

Electrofocalisation. A partir du prkcipitk acktonique 
on retrouve 60 y0 de I’activiti- en deux pits, bien indi- 
vidualisks, localisk sur le gradient a pH 4.3 et 5.5. 
L’klectrofocalisation des formes E, et E,,, dont le rende- 
ment est respectivement de 77 et 92 VO, montre leur 
homogCn&itt: et la correspondance exacte, sur le gradient 
pH, avec les protkines du prlcipitk acktonique; elle 
permet Cgalement de les identifier: la forme E, a un pl 
de 4.2 ct la forme E,, un pl de 5.5. 

ElectrophorPse sur gels de polyucrylamide. Les klectro- 
phortses sipar6es des fractions actives E, et E,,, (Fig. 1) 
permettent de dkceler, pour chacune, une seule zone de 
protkines g activitt: phosphoglycolate phosphatase de 
R, respectif 0.68 et 0.82; elles sont assimilables aux deux 
bandes actives identifkes sur les gels aprks migration du 
prkcipitk act-tonique et sont spkifiques du phospho- 
glycolate. 

On peut noter (Tableau 1, Fig. 1) que le prkcipitk 
acktonique renferme une 3-phosphoglycbrate phos- 
phatase; elle dkgrade activement le phosphoglycolate 
(bande 8). Certaines pyrophosphatases (bandes 1 et 3) 
utilisent ilgalement le phosphoglycolate comme substrat 
(bande 1). 

Prt.clpttB acComque (40-60 %) 

DISCUSSION 

Au tours de l’isolement de la phosphoglycolatz phos- 
phatase des feuilles de Phaseolus wlgaris L. et de sa 

purification partielle, en combinant un degrC de purifi- 
cation convenable (52 fois) et un rendement suffisant 
(46 %), deux formes isofonctionnelles ont pu, en raison de 
leur stabilitk chromatographique, ttre skparkes et isolees 
sur DEAE-cellulose avec une activitk spkcifique de 18.6 
et 4.7 unit& par mg de prottines. Elles sont caractkrisces. 
respectivement, par un pl de 4.2 et 5.5 et correspondent, 
sur les gels d’klectrophortse (sans SDS) g deux bandes 
de protkines, de R, distincts-0.68 et 0.82-hydrolysant 
spkifiquement le phosphoglycolate. La concordance des 
rksultats obtenus au moyen de ces diffkrentes techniques 
Climine l’Cventualit6 d’un art&fact 1% B l’une d’elles, ou au 
vieillissement des extraits, Ctant don& que toutes les 
manipulations ont Ctk r&al&es, successivement, d& la 
rkcolte des organes foliaires. 

On a d’ailleurs puconstater, qu’aprks chromatographie 
sur DEAE-cellulose d’une prkparation enzymatique 
conserve 15 jours a - 20”, seul le rendement Ctait modifik 
Jusqu’k ce jour, une seule forme B activitk phospho- 

E, El, 

I 
I\’ 

~- 

::: ̂... ,::.: I. :: i 

t 

II 

Fig. 1. Electrophor&e sur gels de polyacrylamide. Les protkines du prCcipitC acktonique (250 pg, ou 0.75 unit&j 
des formes enzymatiques, JZ, (40 pg soit 0.70 unitks) ou E, (15 pg soit 0.07 unit&s) sent dtposkes sur les gels 
(0.45 x 7 cm), 7.0 x, en acrylamide dans le tampon Tris-glycine, pH 8.3. Electrophokes B 4”, durant 3-5 min. 
avec un courant de d&part de 5 mA/gels. ProtCines rCvtl&es au bleu de Coomassie & 0.25 % (I); hydrolyse du 
phosphoglycolate (II), du 3-phosphoglyckate (III) et du PPi (IV), chaque substrat Ctant j la concentration de 

2 mM; F, front de migration. 
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glycolate phosphatase a Ctt isolee de divers vegetaux, et 
purifiee: un pI de 4.4 caracterise l’enzyme des feuilles de 
pois [ 141 et un pI de 3.9 celle des feuilles de tabac [l 11. 
Les deux formes isoenzymatiques isokes au tours de ce 
travail sont specifiques du phosphoglycolate, comme 
l’enzyme extraite d’autres plantes [9, 11, 151. 

La stabilite des phosphoglycolate phosphatases du 
limbe de haricot est remarquable, I’addition d’aucun 
agent stabilisant n’etant necessaire au tours de la pre- 
paration, ou de la conservation, de l’extrait brut. Ce- 
pendant, une importante diminution de l’activite se 
manifeste au tours de la chromatographie sur DEAE- 
cellulose: elle a pu Ctre evitie par la presence, dans le 
tampon d’elution, d’ions citrate; ceux-ci stabilisent 
Cgalement l’enzyme du tabac et de l’epinard [I 11. 

Par ailleurs, dans l’extrait de feuilles de haricot, 
variete Contender, le rapport des activittts 3-phospho- 
glycerate phosphatase-phosphoglycolate phosphatase 
est de 2.5/l (Tableau 1). comme Dour la variete Sanalac , ~ II 

[16], mais il est inverse chez d’autres plantes de type 
photosynthetique C, [13]. Toutefois, la 3-phospho- 
glycerate phosphatase, particulierement active, n’est pas 
spccifique de son substrat mais hydrolyse fortement le 
phosphoglycolate (Fig. 1); cette propritte n’est pas une 
particularite de I’espece Ctudiee [ 131. 

En conclusion, la nature isoenzymatique des deux 
formes de phosphoglycolate phosphatase, isoltes des 
feuilles de Phaseolus vulgar-is L., variete Contender, et 
partiellement purifites, vient d’&tre demontree; leur 
existence est confirmte par leurs proprietes catalytiques 
et la regulation de leur mtcanisme d’action (resultats a 
paraitre). 

PARTIE EXPIkRIMENTALE 

Materiel &gPtal. Les germinations de Phaseolus vulgaris L., 

var. Contender, sont obtenues sur sable, en Salle climatisee: 

22”/18”, jour/nuit; hemtroptriode 14 hr, 9000 lux; hygrometrie, 

55-75 % avec le milieu, de pH 5.8: MgSO,, 7 H,O, 2.0 x 

10m3 M; Ca(NO,),, 4H,O, 5.0 x 10e3 M; KH,PO,, 1.0 x 

10m3 M; KNO,, 5.0 x 10e3 M; FeSO,, 7 HzO, 4.6 x 10-s M; 

EDTA(Na,), 2H,O, 4.6 x 10-s M; H,BO,, 2.4 x 10-s M; 

MnSO,; H,O, 8.9 x 10e6 M; ZnSO,, 7 HzO, 1.7 x 10F6 M; 

CuSO,, 5 H,O, 1.0 x 10e6 M; K,MoO,, 1.0 x lo-’ M. L’en- 

zymc est extraite des feuilles primordiales et trifoliolees de 

plantules de 18 jours. 
Essai enzymatique. Le milieu rtactionnel standard, de 3 ml et 

pH 6.8, renferme: tampon cacodylate-Na(CI-), 150 umol; 

MgSO,, 6 umol; phosphoglycolate, 10 pmol; extrait enzyma- 

tique, 0.2 unites phosphoglycolate phosphatase, environ, ex- 

cept& pour l’isoenzyme E,,, de l’ordre de 0.02 unites. La reaction 

est amor& par l’addition du substrat aprds 10 min de preincu- 

bation a 30”, et est arretee par 1 ml de TCA a 10 % au bout de 
10 ruin d’hydrolyse enzymatique a 30”. L’activite enzymatique 

est dberminee en dosant le Pi lib&C par la methode dABen [ 171. 

La stoechiomttrie de la reaction et la validitc de la methode de 

dosage ont pu etre confirmees en determinant, colorimttrique- 

ment [18, 191, la quantite de glycolate apparu au tours de 
l’hydrolyse enzymatique du phosphoglycolate. Une unite 

d’activitc phosphoglycolate phosphatase correspond a la 

quantitc d’enzyme catalysant, a 30”, la formation de 1 pmol de 
Pi/mm; I’activitt sptcifique est exprimee en unite d’activitt/mg 

de prottines. Les rtsultats donnes reprcsentent la moyenne d’au 

minimum 3 essais. 

Purification partielle de la phosphoglycolate phosphatase. Les 
limbes dtnervurcs sont immerges dans le tampon cacodylate- 

Na(Cl-), 0.001 M de pH 6.3 (2 vol/g materiel frais) et broyes 

2 x 30 set a vitesse maximale (Sorvall); apres filtration de 

I’homogenat, de pH6.3 (2 epaisseurs de gaze), le surnageant 

(15 000 g, 20 min) constitue l’extrait brut. La precipitation frac- 

tion& des proteines, a I’acetone, est alors effectuee d’apres les 

conditions preconistes par Anderson et Tolbert [lo]. L’acttone, 
prerefroidie a - 20”, est ajoutbe, par Ccoulement continu et lent, 

a l’extrait brut maintenu a 0” et sous agitation; celle-ci est en- 

suite prolong&e 15 min. Le culot (15 000 g x 10 min), renfermant 

les prottines prtcipitant entre les concn finales en acetone 

40-60x, est mis en suspension dans le tampon acide citrique 

(Na+) 0.01 M, pH 7.2; concn moyenne en proteines: 1 mgjml. 

Ces extraits sont tiltres sur des gels de Sephadex G-25 (tquilibres 

et eluts par le tampon acide citrique (Na+) 0.01 M de pH 7.2) et 

les effluents proteiques sont chromatographies sur des colonnes 

de DEAE-cellulose (Ccllex D-Biorad, 0.7 ? 0.1 meq/g, tassce 

sous pres: 1 kg/cm’) de 2 x 6 cm. 

Electrofocalisation. Le pI est dttermint d’apres la technique 

de Vesterberg et Svensson [20] avec une colonne LKB-8100. 

La force ionique des extraits enzymatiques a focaliser est de 

0.01 M. Comme la presence d’ampholine empeche le dosage du 

Pi, l’activitt des fractions de 2 ml est determinte en dosant le 

glycolate forme dans le milieu reactionnel decrit prcccdemment; 
4 ml du milieu sont trait&s avec 1 ml de Dowex 1 eluee par 4 ml 

de HOAc 4 N et 250~1 de l’effluent servent a doser colori- 

mttriquement le glycolate [19]. 

Electrophorke sur gel de polyacrylamide. Elle est realis& 

selon la mcthode de Davis [21] suivant le protocole inclus dans 

la ltgende de la Fig. 1. Apres electrophorese, les proteines sont 

revel&es au bleu de Coomassie a 0.25% [22], la duree de la 

revelation et de la decoloration &ant respectivement de 15 min 
et 20 hr. L’activite phosphoglycolate phosphatase est local&e 

par les bandes blanches de phosphate de Pb apres immersion 

des gels, 30min a 30”, dans le milieu: tampon cacodylate- 

Na(CY), 100mM; Pb(NO,),, 2mM; MgSO,, 3 mM; sub- 

strats: phosphoglycolate, 3-phosphoglycerate, PPi, 2 mM 

[23, 241; pH, 6.8. 
Dosage des protdines. Par la mtthode de Lowry [25] soit 

directement, soit apres precipitation des proteines au TCA 

(concn finale, 20 y!, v/v). 
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