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Abstract-Analysis of the free amino acid pool in the chestnut fruit (Castanea satiucl) shows that it is high in y- 
aminobutyric acid. A metabolic connection between arginine and y-aminobutyric acid is evident.Three enzymatic 
activities are involved: L-arginine ureohydrolase., L-ornithine 2-oxo-acid aminotransferase and L-glutamate carboxylyase. 

INTRODUCTIOS 

L’acide y-aminobutyrique est connu depuis longtemps 
comme un constituant universe] de l’azote soluble vkgktal 
[ 11. Sa prksence en quantiti importante dans des fruits de 
Casranea sufica a ktk signalke 1977 [2]. Plus rkcemment 
[3] il a et6 dtcrit comme l’un des acides aminks libres les 
plus abondants dans les graines de Fagackes. 

Par ailleurs des chPtaignes d’espkes et de varittks 
difkentes (C. satiua, C. molissima, C. crmm, C. satiua 

x C. crenara) ont montrk des taux importants d’arginine 
libre [4]. La prbdominance de I’arginine ou celle de l’acide 
y-aminobutyrique selon l’kchantillon ttudik a conduit ti 

envisager une relation mktabolique entre ces deux d&iv&; 
une ktude prtliminaire de l’arginase a ktk effect&e. Les 
rksultats obtenus sont rapport&s; une utilisation par la 
plante, de cette skquence mttaboliquP est propoke. 

RfCSULTATS 

L’ktude de l’azote amink libre de dikents fruits de 
Casfu~a ayant montrk des variations inverses dans les 
taux respectifs de I’acide y-aminobutyrique et de I’arginine 
comme I’indique Ic Tableau 1 une voie mktabolique 
reliant ces deux acides aminks a 6tk recherchke. 

Tableau I. Amino acldes libres de chitaigne = taux global exprimk en ml pour IOOg de grainc 

s&he 

Taux global 

des a.a. Arginine Gaba 

Espkes et varietes libres 

(mg/lOQg) (mg/lOOg) (%, (mt$lOOg) (I;/,, 

Custaneo suticu 

Var. Bourrue (76) 

Var. Bourrou (77) 

Var. Rousse M.M. 

Rousse G. 

Belle &pine 

Sardonne 

Bouche rouge 

Not&lard 

C. crenutu (76) 

C. crenata (77) 

C. molissimu (76) 

C. moksimu (77) 

M 15 (C. sutica x C. 

crenutu) 

Hybride (C. satica var. 

Lag&pie x C. crenufu) 

985 

1400 

369 

209 

714 

806 

659 

406 

1754 

915 

556 

805 

636 31.16 4.9 72.5 11.4 

380 24.7 6.5 33 8.7 

IO I.1 236 24 

224 16 196 14 

I .73 0.74 129 35 

8.36 4 50 24 

21.4 3 85 12 

35.46 4.4 95 11.8 

28.9 4.4 112 17 

25.98 6.4 69 17 

217.49 12.4 122.78 7 

110 12.1 7 0.77 

77.84 14 33 6.1 
95.79 11.9 10.46 1.3 

Taux d’arginine et d’acide y-aminobutyrique exprimts en mg pour IoOg de graine s&he et en 

pourcentage par rapport S la totalitk des acides aminks libres. 
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L.exp&imentation a Cte faite sur un Cchantillonnage de 
Cusranea sutira var. ‘Bourrue’. 

La voie la plus directe qui est celle d&rite par Van 
Thoai [S] chez Srreptomyces griseus et qui fait intervenir 
une dtcarboxylation*oxydative de I’arginine n’a pu Ctre 
mise en evidence. 

Arginine Guanidobutyrate \: ;-aminobutyrate 

NH, uree 

L’incubation dune suspension enzymatique en presence 
d’arginine provoque une degradation tres importante de 
l’arginine avec seulement une augmentation trts mod&e 
de l’acide y-aminobutyrique [4]. Ces resultats conduisent 
a penser que, si elle existe, cette voie de degradation est 
peu importante chez Custunea. Par contre, l’apparition 
d’ornithine libre et de sels ammoniacaux suggere une 
activite arginasique. 

La presence dune arginase a en effet Ctt dtmontrk Les 
conditions optima d’activite ont ete Ctudiees ct sont les 
suivantes: pH = 9.4; 40”; MnCI, 0,OOl M (Fig. I). 
L‘activite arginasique moyenne de Castanea satica var. 
‘Bourrue’ est, dans les conditions opkratoires optima, de 
1.62 pmol d’arginine dtgradke en 1 min par I g de graine 
frdiche (ou 3,25 pmol par g de materiel vegetal set, compte 
tenu du taux d’hydratation). Cette activite est comparable 
a celle d’autres graines f6.9 1. 

La presence d’ornithine libre n’ayant jamais ete trouvee 
dans les fruits de Castanea [4], le devenir metabolique de 
cetacideamineformCaucoursdeI’actiondeI’arginasea~tt 
recherche. Une ornithine aminotransferase a pu etre mise 
en evidence, par incubation dune suspension enzymatique 
avec un substrat forme d’ornithine 0.01 M d’acide a- 
cetonique 0.02 M (acide pyruvique ou acide I*- 
cetoglutarique). de phosphate de pyridoxal 0,018 M en 
milieu tamponne phosphate 0.1 M pH = 8.0. a 20”. 
L’activite ornithine aminotransferase (Orn. A.T.) est plus 

intense sur I’acide r-cetoglutarique (Tableau 2) que sur 
I’acide pyruvique. La degradation de I’arginine par 
I’arginase et I’action de I’ornithine aminotransferase 
conduisent a I’acide glutamique. 

Une troisieme activite enzymatique a ete demontree: 
une glutamate carboxylyase, tres active (Tableau 3). Le 
substrat contient de l’acide glutamique 0.01 M, du 
phosphate de pyridoxal 0,018 M dans un milieu 
phosphate 0.1 M. pH = 5.8: en 2 hr, a 20” nous observons 
la degradation de 1,87pmol d’acide glutamique et la 
formation de I.lO~mol de GABA par ml de milieu 
reactionnel. 

Tableau 2. Actwite ormthine z-cetoglutarate ammotransferase 

Ornithine 

Aclde 

glutamique 

Temps bra 4.25 0.55 
1 hr 3.82 1.14 

5 hr 2.56 1.88 

13 hr 1.70 3.43 

Concentration des amino acides en pmol par ml de milieu 

(a) 

Tempkature 

I 

2 
(c) 

\ I 

‘0 
E 1 i 
_ ‘0 

.; I/ .-.-. e 

.g 
/iy, , , 

I 2 3 4 
MnCI, , ~mol/ml 

Fig. 1. Conditions optima d’activite de I’arginase de Ca.srunru 

sutiru. (a)ActivitCen fonction du pH. (b)activiteen fonctionde la 

tempkature. (c) activne en fonction de la concentration en Mn. 

DISCUSSIOZ 

La presence des trois activites enzymatiques dimon- 
trees dans le fruit de Castanea sariua est en faveur dune 
sequence metabolique reliant l’arginine et l’acide y- 
aminobutyrique (Fig. 2). 

Tableau 3. Activite Glutamate carboxylyase 

Acide 

glutamique 

Acidc 

;-ammo- 

butyrique 

Temps zero 4.89 0.92 

2 hr 3.02 2.02 

20 hr 0.44 4.60 

Concentration des amino acides en pmol par ml de milieu 

reactionnel (pH 8: V: 20”). reactionnel (pH 5.8: 8: 20’) 
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8-Ammotromf&ase 

1 Adde y-aminobutyriq~e 1 

Fig 2. 

Ces trois enzymes ont ttk souvent retrouv&s chez les 
vegbtaux et en particulier dans les graines de 
Ggumineuses et de Cucurbitac&s. Cest ainsi, par 
exemple, que chez Pisum satiuum ont et6 dCcrites une 
arginase [lo] une ornithine transaminase [I 1 ] et une 
glutamate d&arboxylase [ 121; une relation mttabolique 
entre l’arginine et l’acide y-aminobutyrique a cte signalte 
dans Cucurbita moschata [ 131. D’autre part, le r6le 
particulitrement important de I’arginine a cte mis en 
Cvidence dans de nombreuses graines [7,9, 14-161. Cet 
acide amint stock.5 au sein de protbines de r&we 
constitue une source d’azote utilisable pour le dtveloppe- 
ment de l’embryon et de la jeune plantule. Cette utilisation 
semble, quelle que soit la voie mttabolique suivie, variable 
selon les esp&es, conduire g l’acide y-aminobutyrique. 
L’accumulation de protCines basiques constat& au tours 
de la maturation du fruit de Castanea sutioa [4] rend this 
probable le rale joui: par l’arginine au moment de la 
germination de cette graine. De plus, l’existence d’une y- 
aminobutyrate transaminase [4] chez cetteesp&ce oriente 
le mirtabolisme de I’acide y-aminobutyrique, par I’acide 
succinique provenant de cette transamination, vers le 
cycle energttique de Krebs. 

11 semble bien que, comme chez d’autres esp&es, le 
mktabolisme tr& actif de l’arginine chez Castanea satiuu, 
par la voie enzymatique d&rite ici, puisse foumir 21 la 
graine en germination les apports energbtiques et azotBs 
indispensables au dtveloppement de l’embryon et de la 
jeune plantule. 

Mais par ailleurs, la mise en kvidence plus r&emment 
d’acide argininosuccinique dans le fruit de Castanea satiua 
[3] indiquerait l’existence probable d’un cycle de 
Krebs-Henseleit. Eji ce cycle de I’ur&e a C3 d&it chez le 
Pin d’Alep [9,17,18 ] et plus r&emment chez Vitis uinifera 
[19-211). L’omithine que l’on ne trouve pas B l’ttat libre 
pourrait &tre utilis& soit dans le cycle de l’u& producteur 

d’azote, soit dans la formation de I’acide y-amino- 
butyrique foumisseur d’acide succinique et d’energie. 

PARTIE EXPtRlMENTALE 

routes les analyses ont &e faites sur ‘I’amande’: le fruit est privt 

de son p&icarpe et de la pellicule ou’tan’ qui enveloppe la graine. 

Lesesp&s~tudi&zs,ont&tticolittes~maturitt (1976et 1977)et 

conserv&s par congtlation g -20”. Ce sont: Castaneo sarica 
(var. Bourrue-Nowillard--Bouche rouge- Sardonne -Belle 

tpine-Rousse); Custanea molissimu; Casfanea crenuta; hy- 

brides r&ultant de croisement: C. satirju x C. crenata, marlgoulc 

15; hybride: C. satiua Lag&pie x C. crenata 
L’extraction des amino acides libres est effect&z de la faGon 

suivante: un poids p d’amande dilac&e au hachoir. puis broye 

durant 3min g l’ultra-turax (Janke Kunkel Type 18/2 

24ooO Vimin) avec 4 parties d’HC1 0,l N. 

Le mClange est agitk 15 min zi la temp. de 20“ puis filtti sur 

papier. Le filtrat dCf@ue (acide sulfosalicylique 3%p/v) est 

centrifuge B 3OOOtr/min durant IOmin. Les acides aminb sont 

do& globalement par la r&tion B la ninhydrine selon la 

technique de Thomas Reymond [22]. La solution etalon (E 20) 

est une solution &-luimoltculaire (3pmol/ml dam HCl0.1 N) de 

chacun des 20 amino acides (Sigma) prealablement identifiCs 

comme existant a I’dat libre dans le fruit de Castanea [4] satiua. 

molissima, crenata E20 = Asp-Thr-Ser-Asn-Glu-Gln-Gly-Ala- 

Val-Cys-SS-Met-lle-Leu-Tyr-Phe-y-Abu-Trp-Lys-His-Arg-: 

soient 60~01 ou 8.86 mg d’amino acides pour 1 ml de solution 

etaIon. 

Les solutions extractives sont conce.ntr&s par hapn sous 

courant d’air froid g + 4”. pendant 24 hr. en sac & dialyse (Visking 

tubing 24011 Poly Labo). La concentration, exprim&e en ‘E 2(Y 

est ramen& & 1 mg g 4mg/ml. Le pH des solutions ainsi obtenues 

est &I B 1 f 0.15. Ces solutions sont utili&s pour I’analyse au 

Technicon NC 2P. 
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La technique d’analyse des acides amints est celle pmconisee 

par la firme Technicon [23]. Les solutions d’etalonnage utilisees 

sont’E 2O’et une solution Technicon de norleocine (25 pmol!ml). 

Le depot des solutions &Ion est de 25 ~1. Les solutions a doser 

sont utiliSes a des prises d’essai de 25 lOO$ L’injectton est Waite 

manuellement a” sommet des colonnes de resines (Chromobeads 

C3) sous pression d’azote (2OOmbar). Le hactionnement est 

realise a I’aide de 2 colonnes: Tune fractionne les acides atrunes 

acides et neutres. la deuxieme les basiques. L’elution est assume 

par le passage successif de trois tampons sur chacune des 2 

colonnes: colonne A (LiOH 0,3N) pH = 2.69; pH = 3.31. 

pH = 4.15 colonne 9: pH = 3.72 (LiOH 0.5 N): pH = 5.07 

(LiOH 0,5N); pH = 6.14 (LiOH N). 

Le debit a la sortie des colonnes est de 0.45 ml/min. Le passage 

des tampons sur les colonnes est programme de maniere 

automatique. Lanalyse de l’effluent est egectuk par la reaction a 

la ninhydrine. Le dosage de chacun des amino acides est etTectuC a 

I’aide de la mesure de la surface des pits d’elution: 2 modes de 

calculs ont ete “tilisees: (a) utilisation dun Ctalon interne de 

norleucine = calcul en ~tmol/ml; (bj calcul en pourcentage: ‘un 

coefficient ninhydrine’ a tti: calcult pour chacun des 20 amino 

acides a partir de 15 chromatogrammes etalons par rapport a la 

norleucine, les surfaces des pin dilution des amino acides des 

‘chromatogrammes dosages’ ont ete ponder&es par ces 

coefficients ninhydrine: chacun des amino acides est alors ivalue 

en pourccntage de la totalitt. 

La mise en evidence des activitts enzymatiques a et6 faite sur 

des tchantillons de Cusraneo satiua var. Bourrue par la mesure de 

la modificatione de concentration des amino acides au tours de la 

reaction. par comparison avec un milieu temoin inactive 

par dettaturation proteique (TCA 20’;” = 0.5 ml pour 4ml de 

melange rtactionnel). 

La ‘suspension enzymattque’ est realis& par broyage en miheu 

tampon de 1 partie (d’amande’ et 3 parties de tampon: le milieu 

rtactionnel est real& par melange a parties &pales substrat 

+ broyat enzymatique. 
Les amino acides sont doses a l’auto analyseur Technicon en 

utilisant I’ttalon norleucine. Lttude des conditions optima de 

l’arginase a tte (site grace au dosage sp&ziftque de I’arginine selon 

la technique de Rosenberg [24]. 
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