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a Ribulose-1,5-bisphosphate carboxy-
lase/oxygenase (RubisCO  ; EC
.1.1.39) intervient lors de la pre-
miére étape du cycle des pentoses phos-
phates (cycle de Calvin) ; la fixation du gaz
carbonique (CO,) sur une molécule de Ribu-
lose diphosphate (figure 1). Cette enzyme
Jjoue, par conséquent, un réle primordial
dans la régulation de T'activité photosynthé-
tique. Trés abondante, la. RubisCO repré-
sente 25 % environ des protéines solubles
totales de la feuille chez les plantes i photo-
synthese C, et jusqu'a 50 % de ces protéines
chez les plantes en C, (encadré 1). On attri-
bue aux 40 millions de tonhes de: RubisCO,
estimées a la surface du globe, la fixation
annuelle de quelques 101! tonmes de €0, !
(Miziorko et Lorimer, 1983). Le role clef de
1a RubisCO dans le processus général de la
photosynthése a suscité de nombreuses
études fondamentales, sur un grand nombre
d’especes (Miziorko et: Lorimer, 1983 Su-
zuki, 1987).

Chez les plantes supérieiires, la RubisCO
a €té localisée dans:le stroma des chloro-
plastes des cellules chlorenchymateuses des
plantes en C, et des plantes CAM (Crassu-
lacean acid metabolism), et dans les chlo-
roplastes des cellules de la gaine de la
structure en couronne (Kranz) chez les
plantes en G,.

Figure 1. Schéma simplifié de la photosynthése
chez les plantes en C; et C,. / Simplified diagram
of photosynthesis in C; and C, plant.
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La RubisCO, chez les végétaux supé-
rieurs comme chez les algues, les cyano-
bactéries et les bactéries photosynthé-
tiques, est un complexe oligomérique
composé de 8§ grandes (LSU : 50-55 kilo
Daton (kDa) et 8 petites (SSU : 12-18 kDa)
sous-unités, suivant un schéma d'organisa-
tion symétrique (figure 2).
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Lorsque les plantes en C, sont cultivées
i vitro sur-un milieu riche en hydrates de
carbone {glicose ou saccharose le plus sou-
vent), le carbone inorganique (CO,) est as-
similé suivant 2 voies de carboxylation.
Lune a lieu dans le chloroplaste sous le
controle de 1a RubisCO, c’est la voie clas:
sique, telle-quielle opere dans la feuille in
planta ; une deuxiéme voie d'incorporation
du €O, est activée dans le cytosol, via la
phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC,
EC4.1.1.31) (Nato et al., 1981 ; Kumar et al.,
1988 ; Hdider et Desjardin, 1994).

Le rapport des 2 activités: PEPC/RubisCO
est un indicateur précis de Uimportance.re-
lative de la fixation non photosynthétique
(hétérotrophique) et photosynthétique (au-
totrophique) du €O, dans le matériel végé-
tal:(Kumar ¢t al,, 1988). Chez les végétaux
en C,, comme le palmier a huile et le coco-
tier, le rapport PEPC/RubisCO est'de I'ordre
de 0,1 dans la feuille adulte en conditions
naturelles (Williams et Kennedy, 1978).
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Chez lé palmier & huile, 'évolution du
rapport des activités: PEPC/RubisCO a été
étudié lors des divers stades de la micro-
propagation én vitro par embryogendse so-
matique, puis lors de:Pacclimatation des
vitroplants aux conditions naturelles (de
Touchet et al., 1993 ; Rival et al;, 1994q,
1994b, 1996). Chez le cocotier, plante pour
laquelle les problémes d’acclimatation en
sortie de tubes s'averent plus aigus, I'évo-
lution 7 vitro du rapport PEPC/RubisCO
fait actuellement 'objet d'un programme
de recherche dans notre groupe (Triques
et Rival, comm: pers,): L’étude de la Ru-
bisCO revét un intérét tout particulier
dans le matériel végétal cultivé in wvitro,
car le niveau d’activité de cette enzyme
renseigne également sur Pintégrité de I'ap-
pareil chloroplastique.

La mesure: des activités carboxylasiques
et la-quantification des carboxylases, corré:
1ées 4 d’autres parametres photosyntheé-
tiques in planta; comme la mesure des
échanges gazeux ou Pactivité photochi:
mique (estimée via la fluorescence tn situ
des chlorophylles), permet de mieux com:
prendre:les mécanismes mis en jeu:lors de
I'accession a P'autotrophie dans le matériel
cultivé i witro et lors de Pacclimatation
aux conditions naturelies:

Le but du présent article est de:proposer
une méthode immunoenzymologique simple
et fiable de quantification de 'enzyme Ru-
bisCO chez Ie palmier & huile et e cocotier,

Dans un premier temps, des antisera anti-
RubisCO. d’origines diverses onf été testés
contre des extraits enzymatiques brufs de
feuilles de palmier et de cocotier, par:des
tests de double immunodiffusion d’Quchter:
lony (1958):

L'estimation des teneurs-en: RubisCO par
technique d'immungélectrophorése de Lau-
rell (1966) a été ensuite possible grice aux
réactions sérologiques positives obtenues
avec lesantisera testés:

Matériel végétal

Palmier a huile

Les feuilles utilisées pour la présente étude
ont été prélevées dans la fleche d'un pal-
mier-a huile (Elaeis guineensis-Jacq:)
adulte de 2 ans, issu-de semis et cultivé en
serre tropicale. Les graines germées sélec-
tionnées d'origine hybride dura x pisifera
(D1489) nous ont été aimablement fournies
par le Dr N, Djegui, dirécteur de 'INRAB-
SRPH! & Pobé au Bénin.
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Figure 2. Structure quaternaire de la molécule
de RubisCO (schéma d'aprés Miziorko et Lorimer
1983); / Quaternary structure of a RubisCO
molecule (according to'Miziorko-and:Lorimer,
1983).

Les vitroplants clonaux (clone TRL 80,
origine dura xpisifera) ont été obtenus via
micropropagation in vifro par embryoge-
neése somatique a partir d’explants: foliaires
(Pannetier et al., 1981). Les feuilles ont:été
prélevées a:1a fin de I'étape d'enracinement
i vitro (photo:1).

Cocotier

Les feuilles ont été prélevées dans la fleche
d'uecocotier (Cocos nucifera 1) adulte
dorigine hybride PB 121:(Nain Jaune Ma-
lais x Grand Ouest Africain) cultivé en serte
tropicale, issu de culture d’embtyons in
witro.Les enibryons zygotiques-isolés a
Porigine de-cet individw ont été prélevés et
cultivés 9 vitro par le Dr B.Assy Bah, sta-
tion de recherche IDEFOR/DPO®) Marc De-
lorme, Cote d'Ivoire. Les vitroplants utilisés
lors dé P'étape d'immunoquantification de
la RubisCO ont été obtenus par embryocul-

(1) Institut national de la recherche agronomique’ du
Bénin: Station de recherches sur le palmier & huile.

(2) Institut des foréts. Département des plantes
oléagineuses.
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Photo 1. Vitroplant de palmier & huile.
Oil palm ramet.

ture a partir d’embryons zygotiques ma-
tures d'origine PB 121 (Assy Bah, 1986).
Les fenilles ont ét€ prélevées sur les vitro-
plants & I'issue de la phase de rhizogenése
in vitro (photo 2).

Extraction des protéines solubles et
de I'enzyme RubisCO

Les feuilles fraiches (env. 1 g¢ MF ®)) sont
broyées au mortier dans 10 ml de tampon
d'extraction composé de : Tris (100 mM), pH
7,6, 2,6 mM EDTA, 5 mM DTT, PVP insoluble
38 % (gg'yp de feuilles), 10 mM R-mercap-
toéthanol et 250 pM PMSF. L'homogénat est
centrifugé (40 000 g; 30 min). Les protéines
solubles du surnageant sont conservées et
constituent 'extrait enzymatique brut
(EEB). L’ensemble de 'extraction est réa:
lisé & 0-4 °C. Les extraits enzymatiques sont
utilisés extemporanément pour les tests im-
munoenzymologiques.

Dosage des protéines

Les protéines de: Uextrail ont été estimées
par dosage colorimétrique suivant la mé-
thode de Bradford (1976) en utilisant la
Serum Albumine Bovine (Sigma P-0914)
comime standard.

Mesure de I"activité enzymatique

Lactivité RubisCO est mesurée in vifro sur
les extraits enzymatiques bruts en suivant
Pincorporation, RubP-dépendante, de

(8) MF : matieres fraiches.

Mantations, recherche, dévels
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bicarbonate de sodium marqué au 14C, sui-
vant la méthode décrite par Nato et al.
(1985). Les extraits bruts sont incubés &
30°C durant 30 minutes. L'activité RubisCO
spécifique est exprimée en pmol CO, hr! mg!
protéines.

Tests immunologigues

Les tests de double immunodiffusion: sont
réalisés en suivant la méthode d’Ouchter-
lony (1958). Les gels d’agarose sont prépa-
rés-dans un tampon Borate/NaOH 166 mM,
pH 8,0, NaCl 1,3 M, glycérol (5 % v/v). Un
sérum pré-immun sert de témoin. Dix pl de
1a solution d’antisérum ou de protéines sont
déposés dans des puits équidistants réalisés
a I'emporte-piéce. Nous avons testé dans
cette étude 3 antisera:de lapin dirigés
contre la RubisCO extraite de feuilles de
tabac (Nato et al., 1985), d’épinard (gra-
ciensement fourni par le Dr Piquemal,
CNRS Toulouse, France) et de mais (La-
vergne et al., 1992). Ces antisera ont été ap-
pelés respectivement RT, RS, et RM pour la
suite de Pétude. Les bandes d'immunopréci-
pitation sont développées durant 24 h'a 4°C
en chambre humide: Les gels sont ensuite

rincés avec une solution de NaCl 0,9 % afin
d’éliminer les protéines en exces, puis ils
sont.séchés dans une étuve 3 40°C. Les
bandes de précipitine sont colorées par:une
solution de bleu de Coomassie R250 dans un
mélange acide acétique/méthanol/eau (1,5 ;
451 53,5), puis I'excés de colorant est éli-
miné par frempage dans une solution
d'acide acétique/méthanol/eau (10 45 : 45).

Immunoélectrophorése

Les teneurs en RubisCO dans les extraits
enzymatiques bruts-ont été estimées par im-
munoélectrophorése suivant la méthode de
Laurell (1966), avec un systéme de tampoti
gel/cuve Tris-Glycine 50 mM (pH 8,3). Les
gels sont préparés 4 1.5 % avec de 'agarose
& bas point de fusion (Sigma A6013). Un vo-
lurae de solution d’agarose de 36 ml est né-
cessaire pour la préparation d'un gel de
170 mm x 80 mm, contenant 60 pl d’antisé-
rum RS. On utilise comme standard de cali-
bration une RubisCO purifiée d’épinard dis-
ponible commercialement (Sigma R-8000).
L'électrophorése horizontale s’effectue a
80V (15 mA) durant 12 h a 4°C. Apres la mi:
gration électrophorétique, les gels sont rin-

~ Non identité
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¢és dans une solution de NaCl 0,9 %, puis sé-
chés et colorés comme précédemment: dé-
crit pour les test d’Ouchterlony.

La swrface des halos d'immunoprécipita-
tion (¥mmunorockets ) est calculée aprés di-
gitalisation des gels grice & un systéme de
traitement d'image (Leica Quantimet 500).
Les teneurs relatives en RubisCO; dans les
extraits bruts; sont estimées apres réalisa-
tion d’une droite de calibration & I'aide de
RubisCO d'épinard purifiée:

Identité immunologique des
RubisCO extraites de palmier

et de cocotier

La figure 3 montre les résultats des tests
de double immunodiffusion réalisés-avec
lantisériun RT (tabac). On note une ho-
mologie sérologique totale entre la Ru-
bisCO extraite de palmier & huile (OP);
d’épinard (SP) et de cocotier-(CO).
Lorsque le test est effectué: avec Pantisé-
rum anti-RubisCO de mais RM (figure 4),
on-observe égalenient une homologie com-
plete entre les extraits de palmier & huile;
de cocotier et d'épinard; ¢comme le mon-
trent les bandes d’immunoprécipitation
Jjointives.

Lantisérum anti-RubisCO ‘d’épinard
(RS) révele (figure 5) encore une homolo-
gie complete entre RubisCO extraite de
palmier et de cocotier, alors que 'homolo:
gie st seulement partielle entre-palmier
et -épinard d'une part, et cocotier et épi-
nard d'autre part.

(RT).

(RM):

(RS).

Figure 3. Test de double immunodiffusion entre
la' RubisCO extraite de cocotier (CO), de palmiera
huile (OP) ou d'épinard (SP) et Vimmunosérum
dirigé contre la RubisCO de tabac (RT). / Double
immunodiffusion test on the RubisCO extracted
from coconut (CO); oil palm (OP); spinach (SPy and
the immunoserum raised against tobacco RubisCO

Figure 4. Test de double immunodiffusion entre
la RubisCO extraite de cocotier (CO); de paimiera
huile (OPY ou d'épinard (SP) et I'immunosérum
dirigé contre la RubisCO de mais (RM). / Double
immunodiffusion test oh'the RubisCO extracted
from coconut {(CO), oil palm (OP), spinach (SP) and
the immunoserum raised against maize RubisCO

Figure 5; Test de double immunodiffusion

entre la RubisCQ extraite de cocotier (CO); de
palmiera huile (OP) ou d'épinard (5P) et
I'immunosérum dirigé contre la RubisCO
d'épinard (RS). /. Double immunodiffusion

test on the RubisCO extracted from coconut (CQ),
ofl:palm (OP), spinach (SP).and the
immunoserum raised against:spinach- RubisCO
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Par ailleurs, des tests de double imniuno-
diffusion ont été réalisés afin de comparer
limmunoréactivité des 3 antisera vis-a-vis
du méme extrait enzymatique. Les figures 6
et 7 confirment qu’une réaction positive
croisée est obtenue-avec les extraifs des 2
palmacées contre 'ensemble des antisera
testés. I'absence de bande d'immunopréci:
pitation avec un sérum pré-immun est véri-
fiée. La spécificité des 3 antisera (RT;:RS
et RM) a été testée en utilisant une Ru-
bisCO d’épinard purifiée. (figure 8): La pré:
serice d'une bande de précipitine unique
refldte alors la monospécificité pour la Ru-
bisCO des antisera utilisés.

L'homologie sérologique compléte entre
la RubisCO extraite de palmier a huile-et de
cocotier, 2 espéces de palmiers de la fa-
mille des Arecaceae, confirme les résultats
exposés par Suzuki (1987). En effet, cet au-
teur rappelle que, en ce qui concerne la
structure primaire (séquence des acides
aminés), le degré d’homologie est de-95:%
pour la grande sous-unité (LSU) et de 70 %
pour la petite sous-unité (SSU) chez les
plantes supérieures. On comprend alors les
réactions d'identité partielle obtenues en
réalisant des tests de double immunodiffu-
sion portant sur:tabac/épinard, épi-
nard/mais, mais -aussi épinard/Chlorella et
épinard/Clostridiun; en utilisant un anti-
$érum dirigé contre I'holoenzyme extraite
de la premiere espece du couple testé (Su-
zuki, 1987).

De méme, Afif ef al. (1993) ont mis en
évidence une excellente conservation des
caractéristiques de la LSU entre 2 especes
de coniferes.

Pl

Les résultats obtenus sur le palmier &
huile et le cocotier, & I'aide de 3 antisera dif:
férents dirigés contre 1'holoenzyme, suggs:
rent don¢ une. homologie sérologique com-
pléte portant probablement sur les 2 sous
unités. Il est probable que les RubisCO- de
palmier et cacotier d'une part et d'épinard
d'autre part n'aient en commun que-la
grande sous-unité. Une étude par immu-
noempreintes (western blot ), mettant en jeu
les 3 antisera testés, permettra de préciser
ce point,

Nous avions précédemment mis:en évi:
dence 'existence de réactions sérologiques
croisées entre un antisérum anti-RubisCO

Figure 6. Test de double immunodiffusion entre
la RubisCO extraite decocotier (CO) et le sérum
pré-immun (Pl) ou immunosérum dirigé contre la
RubisCO de tabac (RT), de mais (RM) ou d'épinard
(RSY./ Double immunodiffusion test on the
RubisCO-extracted from coconut (CO) and pre-
immune serum {(Pl) or the immunoserum raised
against tobacco (RT), maize (RM) or spinach (RS)
RubisCO.

Figure 7. Test de double immunodiffusion entre
{a RubisCO ‘extraite de palmier (OP) et le'sérum
pré=immun: (PH ou immunosérum dirigé contre la
RubisCQ de tabac (RT), de mais (RM) ou d’épinard
(RS): 1 Double immunodiffusion test on the
RubisCO extracted from oil palm (OP) and pre-
immuna’serum (Pl) or the immunoserum raised
against tobacco (RT), maize (RM) or spinach (RS)
RubisCO.

Figure 8. Test de double immunodiffusion entre
la RubisCO extraite d’épinard (SP) et le sérum pré-
immun (P) ou Iimmunosérum dirigé contre la
RubisCO de tabac (RT), de mais (RM) ou d’épinard
(RS): / Doubleimmunodiffusion test on.the
RubisCQ extracted from spinach (RS) and pre-
immune serum (Pl} or the immunoserum raised
against tobacco (RT), maize (RM) or spinach (RS)
RubisCO:;
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Figure 9. Quantification de la RubisCO dans les extraits protéiques par immunoéiectrophorése,

VP : vitroplant de palmier & huile, OP : palmier & huile adulte, VC : vitroplant de cocotier, CO': cocotier
aduite, SP rétalon RubisCO d'épinard. / RubisCO quantification in protein extracts by
immunoelectrophoresis; VP: oil palm ramet, OP: adult oil palm, VC: coconut in vitro plantlet,

CO: adult coconut palm; SP: spinach RubisCO standard.

Les extraits ont été distribués surle gel comme suit : / the extracts were distributed on the gel as

follows:

VP/4:a VP/T : vitroplant de palmier a huile : 0,46 ; 0,92 ; 1,85 pg protéines. / VPI4 to. VPI1: oil palm

ramet: 0.46; 0.92; 1.85 ug proteins.

OP/4 & OP/1 palmier & huile adulte 1 0,53 ; 1,07 ; 2,13 pg protéines. /OP/4 to OP/1: adult oil palm: 0.53;

1.07; 2.13 ug proteins.

VC/4 a VC/1: vitroplant de cocotier: 0,47 ; 0,95 ;1,90 pg protéines. / VC/4 to VC/1: coconut in vitro

plantlet: 0.47; 0.95; 1.90 ug proteins.

CO/4 a CO/1 : cocotier adulte : 0,47 0,95 ; 1,90 pg protéines. / COM to CO/1: adult coconut palm: 0.47;

0.95; 1.90 pg proteins.

SP/2 a SP/1 : RubisCO épinard standard : 0,16 ; 0,32 ng protéines. / SP/2 & SP/1 : standard spinach

RubisCO: 0,16 7 0,32 ug protéins.

de tabac et des extraits foliaires de palmier
a huile (de Touchet et al., 1993). Au-
jourd'hui, 1a mise en évidence d'une homolo-
gie sérologique complete entre RubisCO ex-
traites de palmier & huile et de cocotier
ouvre la voie & Pimmunoquantification de
cette enzyme chez le cocotier et & son appli-
cation & la caractérisation du matériel végé-
tal issu de culture in vitro.

Immunogquantification
de la RubisCO

Calibration

La droite de référence a été réalisée en uti-
lisant une RubisCO purifiée d'épinard dis-
ponible commercialement (Sigma R-8000),
dans une gamme de 30 4 550 ng (figure 10).
La quantité de RubisCO est donc significa-
tivement corrélée (# = 0,998) a la surface
des halos d'immunoprécipitation. La sensi-
bilité de la méthode est donc trés satisfai-
sante, puisqu’elle permet de détecter et
d'estimer correctement des quantités de
RubisCO inférieures & 50 ng (nano
gramme) dans 3 4 10 pl d’extrait enzyma-
tique (soit environ 10 mg de matiére
fraiche). En outre, il est important de noter
que la quantification de la RubisCO peut
s'effectuer sur des extraits enzymatiques
bruts, sans étape de purification préalable.

Estimation comparée des activités

et des teneurs en RubisCO

Nous avons comparé des arbres adultes et
des vitroplants prélevés juste avant le se-

vrage ex vitro pour les 2 espéces, en termes
de teneur en RubisCO foliaire, La figure 9
monfre le résultat de I'immunoélectropho-
rése réalisée sur des extraits bruts. Les im-
munoélectrophoreéses ont été réalisées a te-
neur en protéines: constante (environ 2 pg
par extrait). Les résultats concernant les te-
neirs en RubisCO (en mg g protéines) et
les mesures d'activité RubisCO totale et spé-
cifique (exprimées par rapport an poids de
MF ou & la quantité de protéines solubles)
sont exposés dans le tableau.

N W
[ n w Ul
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L'immunoélectrophorése a permis d'esti-
mer Ja teneur-en RubisCO, dans le vitro-
plant et dans I'individu adulte du palmier 3
huile & respectivement 25 + 2 % et 35 =10 %
des protéines solubles. Chez le cocotier, les
teneurs estimées sont de 25 + 8 % dans Ie vi-
troplant et de 21 + 5 % dans arbre adulte.

Les niveaux de RubisCO sont du méme
ordre chez les 2 espéces, mais il est intéres-
sant de noter que, pour le palmier i huile
seulement, le niveau d'activité et la teneur
en RubisCO sont plus élevés chez le plant
adulte. L'occurrence de teneurs en RubisCO
comparables entre plant adulte et vitroplant
chez le cocotier confirme Defficience du
protocole amélioré d'embryoculture mis au
point dans notre équipe. Au cours de ce pro-
tocole, les vitroplants sont cultivés en conte-
neurs de grande capacité (11) sur 200 ml de
milieu liquide durant 2 mois supplémen-
taires par rapport au procédé précédem-
ment décrit (Assy Bah, 1986). On obtient
ainsi des vitroplants de 15 & 20 cm; présen:
tant un systéme racinaire bien développé et
4 a b feuilles ouvertes (photo 2). Les vitro-
plants ainsi cultivés présentent un taux de
RubisCO comparable & celui de plants
adultes cultivés en serres, ce qui constitue
un indicateur favorable pour une bonne re-
prise de croissance en autotrophie lors du
sevrage. De fait, les taux de succes 2 I'accli-
matation ex vifro sur ce matériel sont supé-
rieurs 4 90 % (photo 8).

Le saccharose, utilisé comme source-de
carbone dans les milieux de culture, est gé-
néralement décrit comme responsable
d'une inhibition de la RubisCO (Grout et

300 400 500 600 -

RubisCO épinard puritiee (ng) / Purified ‘spinach: Rubisco (ng)

Figure 10. Droite de régression permettant la quantification de la RubisCO
par immunoélectrophorése. / Regression curve enabling RubisCO quantification by

immunoelectrophoresis.
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Comparaison des activités spécifiques (mesurées par incorporation de CO,) et des
teneurs en RubisCO (par immunoélectrophorése) dans des vitroplants et des arbres
adultes de palmier & huile et de cocotier cultivés en serres. / Comparison of
RubisCO specific activity (measured by incorporating 1“CO,) and contents (by
immunoelectrophaoresis) in oil palm and coconut in vitro plantlets and adult palms

grown in greenhouses.

. Activité
RubisCO totale
Total RubisCO

PR121 adulte (cocotien)
Adult coconut palm.

2 ymoj co, gl WE 3 ol a0 Bl gl ST g g TRy g1

mg g i TSPA
Ley valeurs indigiiées provi

Imeasuremenit oh the same extract

Donkin, 1987 : Neumann et al., 1989). Au
cours de nos expérimentations, le matériel
végétal est prélevé en fin de phase d'enraci-
nement (8 & 10 semaines aprés repiquage).
Nous avons: pu montrer (de:Totichet el al.,
1998) que les ressources en hydrates de
¢arbone du milieu étaient épuises a cette
date. Ce résultat peut expliquer, en partie,
les teneurs et activités spécifiques RubisCO
relativement élevées que nous avons pu me-
surer dans le matériel en fin'de phase in
viro.

Les valeurs des teneurs-en RubisCO esti-
mées par immunoélectrophorése chez le

Photo: 2. Vitroplant de cocotier. / Coconut
in vitro'plantlet..

Teneur relative
en RubisCO

elative RubisCO
content ?

umel CoL b g B mol COL R g

nent d’une mesiire en triple’sur le méme extrait,/ The values indicated were cafculated from & triple

palmier & huile et le cocotier (de Pordre de
25-% des protéines solubles) sont compa-
rables & celles obtenues chez d’autres es-
peces en Cy. Collatz ef al. (1979) ont me-
suré:des concentrations en RubisCO de 38 a
55 % chez diverses plantes en Cy. Les va-
leurs légérement plus faibles mesurées sur
les arbres-adultes peuvent s’expliquer du
fait que notre matériel n’est pas cultivé
dans son miliew naturel, mais en serres:tro-
picales, la luraieére jouant probablement un
role de facteur limitant. Une campagne de
mesures sur le terrain devrait permettre de
connaitre les valeurs réelles d’activité et de

Photo 3. Station de sevrage en plantation.
Acclimatization unit at a plantation.
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teneur dans les feuilles matures de palmier
et'de cocotier.

Enoutre, Collatz et al. (1979), puis Catt et
Millard (1988) ont rapporté des taux en Ru-
bisCO du méme ordre, dans les feuilles de
différentes espéces, en faisant appel-a
d’autres: techniques immunoenzymatiques,
telles que des tests RIA ou ELISA. Face 4 ces
techniques lourdes et cofiteuses; l'immuno-
électrophorése présente les avantages de
sonfaible colt de revient (en équipement
comume en fonctionnement); de sa relative
facilité de mise en-ceuvre et de sa transféra-
bilité.

Ce travail présente les premiers résultats
obterius sur les caractéristiques immunolo-
giques de la RubisCO foliaire de 2 palma-
cées oléagineuses tropicales : le palmier &
huile ‘et le cocotier, Des réactions sérolo-
giques positives ont pu &tre observées entre
les extraits foliaires des 2 especes étudiées
et les antigera de lapin dirigés:contre la Ru-
bisCO. de-2 plantes en C, (fabac et épinard)
et-d’une plante en Cy (mais). Indépendam-
ment-de I'antisérum considéré, une homolo-
gie sérologique complete -a été observée
entre-les RubisCO: de palmier: & huile et de
cocotier:

D'unpoint de vue: appliqué; Pimmuno-
électrophoreése apparalt comme une tech-
nique parfaitement appropriée pourla
quantification de la RubisCO dans notre ma-
tériel végétal: Elle a4 été appliquée, en rou-
tine,-lors d'éfudes menées par notre équipe
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sur la photosynthese tn vitro et I'acclimata-
tion du palmier & huile (Rival ef-al., 1994¢,
19948, 1996).

L’évaluation immunologique de la quan-
tité de RubisCO (couplée & la mesure de
P'activité spécifique de 'enzyme par incorpo-
ration de 14C0,) peut fournir des données
complémentaires de celles obtenues par
d’antres voies d'investigation de 'activité
photosynthétique (mesure des échanges ga-
zeux, évaluation in sifu de la fluorescence
des chlorophylles). L'estimation de la photo-
synthése par mesure des échanges gazeux i
planta reste cependant la méthode 1a plus
proche de Ia réalité. Ces mesures restent ce-
pendant relativement lourdes et délicates a
mettre en ceuvre dans le cas des vitroplants,
qui doivent étre analysés dans leur envi-
ronnement spécifique (Rival ef al., 1996).
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Au cours de programmes de rechierche des-
tinés & évaluer le rendement ou la résistance
aux stress-(sécheresse, pathogénes), cette
approche peut permettre de décrive plus pré-
cisément le taux d'enzyme présent et la capa-
cité potentielle de'1a RubisCO exprimée dans
le ‘matériel végétal considéré. Toutefois, ces
mesures ne rendent pas: compte des nom-
breuses régulations auxquelles est soumise
I'activité enzymatique, qui ont été. souvent
rapporiées (Ogren ef al.; 1986 ; Suzuki, 1987).

Les recherches actuellement en cours
dans notre groupe s'intéressent au suivi si-
multané du taux en RubisCO et des activités
spécifiques RubisCO et PEPC au cours du dé-
veloppement % vitro d’embryons zygotiques
(Assy Bah, 1986) et somatiques (Verdeil et
al., 1992) de cocotier, en comparaison avec
des plantules issues du semis de noix.&
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ibulose-1,6-bisphosphate . carbo-
nylase/oxygenase (RubisCO;-EC

4,1.1.39) is involved in the first stage of
the pentose phosphate cycle (Calvinicycle):
carbon dioxide (COz) fixation onto Ribulose
diphosphate: molecules (figure 1). As a resulf,
the enzyme plays-a determining role in
photosynthesis regulation. RubisCO-is found in
very large quantities, and accounts for some
25% of total leaf proteins in G, plants and up to
50%of leaf proteins.in Gy plants: (box 1). The
40 million tonnes of RubisCO on the earth’s
surface are assumed-to: fix some 10 “tonnes. of
COy per year! (Miziorko and Lorimer, 1983).
The key role of RubisCO.in thé photosynthesis
process as a whole has prompted numerous
fundamental studies on a wide range of species
(Miziorko and Lorimer; 1983; Suzuki, 1987).

In higher plants, RubisCO has been found in the
stroma of the chloroplasts of ¢chlorenchymatous
cells in G, plants and CAM (Crassulacean acid
metabolism) plants,.and in the chloroplasts of the
cells in the sheath of the crown structure (Kranz
cells).in C; plants.

In higher plants such-as algae, cyanobacteria
and: photosynthetic bacteria, RubisCO is an
oligomeric complex of eight-large (LSU: 50:55
kiloDalton: (kDa)) and eight small: (SSU: 12-18
kDa) sub-units; arranged symmetrically
(figure 2).

When G, plants are cultured-n viro:ona
carbohydrate-rich medium: (generally glucose or
sucrose), the inorganic carbon (COy4) is

In €y plants (tobacco, spinach, oil palm,
coconut), atmospheric €O, is incorporated in
the Calvin cycle. The first stage of photosyn-
thesis is €O fixation onto RubP molecules,
catalysed by RubisCO.

In C, plants (maize, sugarcane), ptimitive CO;
fixation occurs in the cells of the perivascular
sheath (Kranz cells), via the Hatch and Slack
cycle. The CQE\‘isﬁ fixed onto the PEP by PEPC,
resulting in an‘ oxaloacetate molecule
(unstable).

When cells‘ ororgans of C3 plants are

Ipplied by glycolysts and CO, fsxa’uon
~ isnon- photosynthet:c (anapleronc)

assimilated via two carboxylation pathways. One
occurs in the:chloroplast:- and is controlled by
RubisCO; t.e the conventional pathway that
oceurs in leaves in planta, whilst the other: is
controlled in the cytosol by phosphoenolpyruvate
carboxylase (PEPC, EC:4.1.1.31) (Nato et al.
1981; Kumar et al.; 1988, Hdider and Desjardin,
1994).

The ratio of PEPC toRubisCO activity is-a
precise indicator of the relative importance of
non-photosynthetic (heterotrophic) and
photosynthetic (autotrophic) CO, fixation in
plant material (Kumar et al., 1988). In Gy
plants such as oil palm and coconut, the PEPC:
RubisCO ratio is around 0.1 in the leaves.of
adult palms under natural conditions (Williams
and Kennedy, 1978).

Changes in the ratio of PEPC: RubisCO
activity in oil palm were studied during:the
different stages ofdn-vitro micropropagation by
somatic embryogenesis, and during ramet
acclimatization to natural conditions. (de
Touchet et al., 1993; Rival et al, 1994a, 1994b,
1996). Our group is currently studying:the
changes it the PEPC: RubisCO ratio i vitro on
coconut; where plant acclimatization problems
on leaving the culture tubes are more acute
(Triques and Rival, pers. comm.). Studying
RubisCO is particularly worthwhile for material
cultured in vitro, since the activity of fhis
enzyme algso-provides information-on the
integrity of the chloroplast structure:

Measurements of carboxylase activity and
carboxylase quantification, combined with
other photosynthesis parameters such as gas
exchange or photochemical activity (estimated
by @1 -sitie-chlorophyll fluorescence ) provide a
better understanding of the mechanisms
involved:in the autotrophy of material cultured
ineovitrorand in-acclimatization to natural
conditions:

This-article sets out to propose a simple.and
reliable immunoenzymatic method for quan:
tifying: the RubisCO énzyme in oil palnvand
coconut.

Initially, anti-RubisCO antisera of various
origing were tested against crude enzyme
extracts from oil palm-an

vd coconut leaves,
using the Ouchterlony dauble immunodiffusion
test (1958).

RubisCO contents could then be tested by
Laurell immunoelectrophoresis (1966), given
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oconut

the positive serological reactions obtained with
the antisera tested.

Material and methods

Plant material

Oil palm

The leaves used for our study were taken from
the spear of-a two-year-old adult oil palm
(Elaeis guineensis Jacq.) growrt from seed ina
tropical greenhouse. The selected germinated
hybrid seeds of dura x pisifera origin (D1489)
were kindly supplied by Dr N. Djegui, Director
of INRAB-SRPHY in Pobé, Benin,

The ¢lonal ramets (clone TRL 80, dura x
pisifera origin) were obtained by in vitro
micropropdgation-of leaf explants by ‘somatic
embryogenesis (Pannetier el al., 1981): The
leaves were sampled at the ‘end of the in vitro
rooting stage (photo. 1)

Coconut

Leaves were taken from the spear of an adult
PB:121 (Malayan Yellow Dwarf x West African
Tall) hybrid coconut palm (Cocos nucifera 1)
grown in a tropical greenhouse from plantlets
produced by in vitro embryo-culture. The
zygotic-embryos isolated to produce the palm
were. sanipled: and cultured by:Dr B::Assy Bah
at the IDEFOR/DPO® Marc Delorme vesearch
station; Cote d'Ivoire: The plantlets used for
RubisCO immunoquantification were dbtained

DTT, dithiothreitol; EDTA; Ethylene diamino
tetraacetic acid; ELISA; Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay; OAA, oxaloacetic
acid: 3PGA, 3:phosphoglyceric acid; PMSE,
ohenyl-methyl sulfonyl fluoride; TSP, total
soluble proteins; PEPC, phosphoenolpyruvate
carboxylase (EC 4.1.1.31}; PVE, polyvinyl
pyrrolidone; RIA, Radio Immuno Assay; Rubp,
Ribulose-1,5 diphosphate; RubisCO, Ribulose-
1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
(EC 4.1.1.39).

«l de la recherche agronomique du
Benin. Stat
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by culturing mature PB 121 zygotic embryos
(Assy Bah, 1986). Leaf samples were taken
from the plantlets at the end of the in vitro
rhizogenesis phase (photo 2).

Soluble protein and RubisCO extraction
Fresh leaves (approx. 1 g py(®) were ground
using a pestle and mortar in 10 ml of extraction
buffer containing: Tris (100 mM), pH 7.6, 2.5 mM
EDTA, 5 mM DTT, 33% insoluble PVP (ggleW of
leaves), 10 mM #-mercaptoethanol and 250 pM
PMSF. The homogenate was centrifuged
(40 000 g, 30 min). The soluble proteins in the
supernatant were kept as the crirde enzyme
extract (CER). All operations were carried out at
0-4°C. The enzyme extracts were used for the
immunoenzymatic 'tests without further
preparation.

' Protein quantification

The proteins in the extract were- quantlfled by
colorimetry, using Bradford’s method (1976),
with Bovine Serum Albumin (Slgma P-0914) as a
standard.

Measuring enzyme activity

RubisCO activity was measured in vitro on the
crude enzyme extracts by RubP-dependent
incorporation of 1C labelled sodium bicarbon-
ate, using the method described by Nato ef al.
(1985). The crude extracts were incubated at
30°C for 30 minutes. Specific. RubisCO activity
was expressed in pmol CO, h! mg? of proteins.

Immunological tests
Double immunodiffusion tests were carried out
using the 'Ouchterlony method (1958). The
agarose gels were prepared with 166 mM
Borate/NaOH buffer, pH 8.0, NaCl 1.3 M, glycerol
(5% v/v). Pre-immune serum was used as a
control. Ten microlitres of antiserum or protein
solution were placed in equidistant wells bored
with a cork borer. Our study tested three rabbit
antisera raised against RubisCO extracted from
tobacco (Nato et al., 1985), spinach (gift from
Dr. Piquemal, CNRS Toulousé, France) and
maize leaves (Lavergne et al., 1992). These
antisera were subsequently called RT, RS and
RM respectively. The 1mmun0premp1tated
protein bands were allowed to develop for 24 h at
4°C in a humid chamber. The gels were then
rinsed with 0.9% NaCl to remove surplus
proteins, and dried in an oven set at 40°C. The
precipitated protein bands were stained with
Coomassie brilliant blue R250 in acetic
acid/methanol/water (1.5:45:53.5), then
destained in acetic acid/methanol/water
(10:45:45).

(3) FW: fresh weight.
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e projectlon shown by‘th.e arf
hich:the-antiserum was raised, !

Immunoelectrophoresis
RubisCO contents in the crude enzyme extracts
were estimated by immunoelectrophoresis using
the Laurell method (1966), with a 50 mM Tris-
Glycine gel/well buffer system (pH 8.3). The gels
were prepared with 1.5% low-gelling type agarose
(Sigma A6013). We-used 36 ml of agarose/buffer
solution to prepare a gel measuring 170 mm' x
80 mm, containing 60 ul of RS antiserum. Comm-
ercially available purified spinach RubisCO
(Sigma R-8000) was used as a calibration
standard. Horizontal electrophoresis was carried
out at 80 V (15 mA) for-12 h at 4°C. After
electrophoretic migration, the gels were rinsed
with 0.9% NaCl, then dried and stained as
described above for the Ouchterlony tests. « . -
The area of immunerockets was calculated
after gel scanning using an image-processing
system (Leica Quantimet 500). Relative RubisCO
contents in the crude extracts were estimated
after producing a regression curve using pur1f1ed
spinach RubisCO.

Results and dnscussnon
Immunologlcal identity of the RublsCO
extracted from oil palm and coconut

Figure 3 shows the Tesults of the double
immunodiffusion tests performed with the RT
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(tobacco) antiserum. There was total serological
cross-reaction between the RubisCO proteins
extracted from oil palm (OP), spinach (SP) and
coconut (CO). Likewise, when the test was
performed with the RM (maize) anti-RubisCO
antiserumv (figure 4), there was total cross-
reaction between the three extracts, as shown by
the contiguous immunoprecipitation bands.

The $pinach (RS) anti-RubisCO antiserum
(figure 5) also revealed total cross-reaction




between the oil palm and coconut extracts,
whereas the cross-reaction was only partial
between oil palm and spinach and between
coconut and spinach.

‘Further double immunodiffusion tests were

performed with a view to comparing the

immunoreactivity of the three antisera with’

respect to a given enzyme extract. Figures 6 and

7 confirm that there is a positive cross-reaction .

between the extracts of both palms and all the
antisera tested. The lack of an im-
munoprecipitation band with a pre-immune
serum was confirmed. The specificity of the
three antisera (RT, RS and RM) was checked
using purified spinach RubisCO (figure 8). A
single precipitin band was produced,
.demonstrating the RubisCO monospecificity of
the antisera used.

‘The total serological cross-reaction between
the RubisCO extracted from oil palm and
coconut, two palms from the Arecaceae family

confirmed the results reported by Suzuki (1987). .

In fact; according to this author, as far as the
primary structure is concerned (amino acid
sequence), the degree of cross-redction is 95%
for the large sub-unit (LSU) and 70% for the
small sub-unit (SSU) in higher plants, which
would explain the partial identity reactions
obtained in double immunodiffusion tests on

tobacco/spinach, spinach/maize, and also:

spinach/Chlorella and spinach/Clostridium,
using an antiserum raised against the
holoenzyme extracted from the first species in
the test pair (Suzuki, 1987).

Similarly, Afif et al. (1998) observed excellent
conservation of LSU characteristics between two
conifer species.

The results obtained with oil palm and
coconut by raising three different antisera
against the holoenzyme therefore suggested
total serological cross-reaction, probably for
both sub-units, whilst oil palm and coconut
RubisCO on the one hand and spinach RubisCO
on the other probably only shared the large
sub-unit. A western blot study with the three
antisera tested will undoubtedly confirm this.

We have already revealed serological cross-
reactions between a tobacco anti-RubisCO
antiserum and oil palm leaf extracts (de
Touchet ef af., 1993). The detection of total
serological cross-reaction between the RubisCO
extracted from oil palm and coconut should
now open the way for immunoquantification of
the enzyme in coconut and its application in
characterizing planting material produced by
in vitro culture.

RubisCO immunoquantification
Calibration

The reference curve was plotted using
commercially available purified spinach

Retour au menu

RubisCO (Sigma R-8000), within a range of 30
to 550 ng (figure 10). The amount of RubisCO
was significantly correlated ( = 0.998) to
immunorocket area. The sensitivity of the
method was therefore highly satlsfactory, since
it detected and correctly estimated RubisCO
quantities below 50 ng in 3 to 10 pl of enzyme
extract, (around 10 mg fresh weight).
Moreover, it is' worth noting that RubisCO can
be quantified in crude enzyme extracts, with no
prior purification.

Comparative estimate of RubisCO activity
and contents

We compared leaf RubisCO contents in adult
palms with those in 4z witro plantlets sampled
just before ex vitro acclimatization for both
species. Figure 9 gives the results of
immunoelectrophoresis on crude extracts, at
constant protein levels (around 2 pg per
extract). The table shows the results for
RubisCO contents (in mg g of proteins) and
total and specific RubisCO, activity (expressed
in relation to the fresh We1ght or amount of
soluble protems) ‘

Immunoelectrophorésm Was used to‘
- estimate RubisCO contents in oil palm ramets’

and adults at 25 £ 2% and 35 £ 10% of soluble

proteins respectively. The figures for coconut:
" were 26 = 8% in in ditro plantlets and 21 £ 5%

in adult palms.

RubisCO levels were therefore similar in the

two species, but it is worth noting that in the
case of oil palm alone, RubisCO aciivity and
contents were greater in adult palms. The
occurrence of comparable RubisCO contents in
adult coconut palms and é% viiro plantlets
confirmed the efficacy of the improved embryo
culture protocol developed by our group, which
involves culturing the ¢» vitro plantlets in large
capacity culture containers (1 1) on 200 ml of
liquid medium for a further two months as
compared with the procedure described
previously (Assy Bah, 1986). This produces
plantlets 15 to 20 cm long, with a well
developed root system and four or five open
leaves (photo 2). In vitro plantlets cultured in
this way had RubisCO contents comparable to
those of adult palms grown in greenhouses,
which bodes well for autotrophic growth after
weaning. As a result, the success rate for ex
vitro acclimatization of this material is over
90% (photo 3).

Sucrose, which is used as a carbon source in
culture media, is generally assumed to be
responsible for RubisCO inhibition (Grout and
Donkin, 1987; Neumann et al., 1989). During
our experiments, plant material was sampled at
the end of the rooting phase (eight to ten
weeks after transfer). We demonstrated (de
Touchet et al., 1993} that the carbohydrates in
the medium had been exhausted by that stage,
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and this may partly explain the relatively high
RubisCO contents and specific acthlty
measured in the matenal at the end of the in
vitro stage.

'The RubisCO contents estimated by

. immunoelectrophoresis in oil palm and coconut

(around 25% of soluble proteins) are compar-
able to those for other Cy species. Collatz et al.
(1979) measured RubisCO concentrations of
between 38 and 55% in various G, plants. The
slightly lower values measured in adult palms
were probably duej to the fact that our palms
were not grown under natural conditions, but
in tropical greenhouses, and light was probably
a-limiting factor. A series of field measure-
ments should provide the true figures for
RubisCO activity and contents in mature oil
palm and coconut palm leaves.

Moreover, Collatz et al. (1979), and Catt and
Millard (1988) reported similar RubisCO
contents in the leaves of different species using

_other 1mmunoenzymatlc techniques such as.RIA

or ELISA tests. In c‘omparlson with thése costly,
complex techmques 1mmunoelectrophore51s

 offers the advantagé of bemg cheap (in terms of

both equlpment and operation), relatwely easy
fo use and transferable. e

Conclusion !

This work produced the first results on the
immunological character‘istics of RubisCO
found in the leaves of two tropical palms: oil

' palm and coconut. Positive serological reactions

were observed bet{veen leaf extracts from the
two species studied and the rabbit. antisera
raised against the RubisCO of two G, plants
(tobacco and spinach) and a G, plant’ (malze)
Independently of the ant1serum studied, total
serological cross- -reaction was observed
between the oil palm and coconut RublsCO
proteins. ‘ ‘

In terms of p0351ble appllcatlons 1mmu—
noelectrophoresis seems ideally su1ted 10
RubisCO quantification in plant material. Lt
was routinely used 1n our laboratory for studies
of in vitro photosynthesis and acclimatization
in oil palm (Rivalet al., 1994a, 1994, 1996). g

Immunological evaluation of the amount of
RubisCO (combined with measurement of the
specific activity of the enzyme via 14CO,
incorporation) can provide further data in
addition to those obtained by other methods for
investigating photosynthetic activity (gas
exchange measurements and i sitw evaluation
of chlorophyll fluorescence). Estimating
photosynthesis by measuring gas exchanges in
planta is still thejmost reliable method, but
such measurements are complex and tecnically
difficult in the case of i vitro plantlets, which
have to be analysed in their specific envir-
onment (Rival et al 1996). !
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This approach can be used in research
programmes aimed at evaluating yields or
resistance to stress (drought, pathogens) to
more aceurately quantify enzyme amounts and
potential RubisCO capacities in the plant
material considered. However, measurements
of this type do not take into account the many
ways in which enzyme activity may be regulated
(Ogrenet al., 1986; Suzuki, 1987).

The research currently being carried out by
our group concerns simultaneous monitoring of
RubisCO contents and specific RubisCO
and PEPC activity during the in vitro develop-
mént of coconut zygotic embryos (Assy-Bah,
1986) and somatic embryos (Verdeil et al.,
1992), as compared with plants grown from
seednuts. B

Erratum : veuillez remplacer le tableau 2, page 348 de PRD 3 (), par le tableau ci-dessous. / Please replace table 2 ;page 348 from PRD 3
(5) with the table below.

Tableau 2. Croissance, production, profil physiologigue et encoche séche en fonction de la fréquence de saignée et de la
stimulation hormonale chez le clone d’hévéa PB 217./ Influence of tapping frequency and hormonal stimulation on growth,
production, physiological profile and tapping panel dryness in the PB 217 Hevea clone.

Circonférence ducti _ . Paramétres physiologiques/ Physiological parameters: .Encoche séche (%)
(cm) 5 Tapping panel -
Girth (cm) . : dryness (%)
' ES (%) SAC (mM) Pi R-SH LEM . Arb: secs
TSC (%) “Suec(mM) (mM) (%) - DCL Dry.
trees (T)

Experience

. Trial
début fin fin

. start end end

270 236

Novembre - Décembre 1996




