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Study of Sunflower (Helianthus annousL.) Seed Globulin: Accumulation and lntracellular Localization 

Abstract. Protein synthesis and accumulation in growing sunflower (Helianthus annuus L.cv.Aireile) 
seeds are studied. The salt soluble fraction, globulin, is the main soluble protein component. The earlier 
stages of seed development (10 days after flowering) are characterized by high Mr polypeptides (74,58 
and 44 kDa). Later stages mainly show nature globulin polypeptides. Thus, protein synthesis in seed 
occurs at a specific period of seed development which follows a period of fast cell divisions (0-14 days 
after flowering). Protein bodies are isolated and their protein composition analyzed. Globulin subunits 
are the main polypeptides of protein bodies soluble fraction. Mature globulin is only stored in protein 
bodies. 

Les prot6ines de r6serve de graines v6g6tales sont, pour la plupart, localis6es dans 
des organites sp6cifiques appel6s corps prot6iques (TULLY et BEEVERS 1976). Ces 
organites sont souvent entour6s d 'une membrane de 80 ~ 100 A (PUSZTAI et  al. 

1978, WEBER et NEUMANN 1980) et montrent  des tailles assez variables d 'une 
plante ~ une autre et d 'un tissu hun autre, en g6n6ral entre 0,1 et 25 ~tm (PERNOLLET 
1978, WEBER et NEUMANN 1980). Chez le Tournesol,  les corps prot6iques ont des 
diam~tres de 2 h 5 ~tm et renferment des globoides inclus dans la matrice prot6ique 
(PSARAS 1985). Des 6tudes ant6rieures (SCHWENKE et RAAB 1973, DALGALAR- 
RONDO et al. 1984, FERJANI et LEDOIGT 1987, THIS et  al. 1988) ont montr6 que les 
prot6ines de r6serve des graines de tournesol sont constitu6es essentiellement de 
deux esp~ces prot6iques, globuline et albumine. 

La globuline, ou encore h61ianthinine, constitue la fraction majoritaire et pr6sente 
les m6mes caract6ristiques que les prot6ines de r6serve de type 11S (HIGGINS 1984, 
FERJANI 1,988). Nous avons montr6 par ailleurs que la synth~se de la globuline 
implique l'61aboration de quatre pr6curseurs de haute masse mol6culaire. Cette 
synth~se s 'effectue sur les membranes du reticulum endoplasmique et des corps 
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prot6iques (FERJANI et  al. 1989). Dans le pr6sent travail, nous d6veloppons 
l'analyse des prot6ines, plus particuli6rement la globuline, au cours de la maturation 
du grain de tournesol ainsi que l'6tude de la localisation intra.cellulaire de cette m6me 
prot6ine. 

MATERIELS ET METHODES 

Mat6riel v6g6tal 

Le Tournesol (He l ian thus  annuus cv. Airelle) est cultiv6 dans une chambre 
climatis6e (25 ~ Les grains, en cours de d6veloppement, sont r6colt6s h des 
moments pr6cis apr6s la floraison du capitule. Les grains, entiers ou apr8s d6cortic- 
age, sont utilis6s imm6diatement ou bien conserv6s dans l'azote liquide, pour le 
fractionnement cellulaire et l'extraction des prot6ines. 

Extraction des prot~ines 

La m6thode de SABIR et al. (1973) est utilis6e avec les modifications suivantes. La 
farine, obtenue apr~s broyage h froid (4 ~ des grains d6cortiqu6s mais non 
d61ipid6s, est homog6n6is6e dans un tampon phosphate de sodium 0,002 M (pH 7,2) 
contenant 0,45 M NaCl; 0,005 % PMSF et 0,01 M 2-mercapto6thanol ( l g  
farine/10 ml tampon d'extraction). Le m61ange est agit6 dans un flacon bouch6, 
froid, pendant 45 rain. Apr~s centrifugation/l 10 000 x g pendant 10 min, le culot 
est repris pour une deuxi6me extraction, identique h la premi6re. Les deux 
surnageants sont alors rassembl6s et filtr6s sur filtre Whatmann de 0,45 Ixm. 

Dosage des prot~ines 

P r o t 6i n e s t o t a I e s. La quantit6 de prot6ines totales des grains de Tournesol est 
estim6e par le dosage de l'azote selon la proc6dure de micro-Kjeldahl. La teneur en 
prot6ines totales est donn6e par la relation: P = 6,25 N. 

P r o t 6i n e s s o lu b I e s. Les extraits de prot6ines sont dos6es selon l a m6thode de 
BRADFORD (1976). 

Extraction et dosage de la globuline 

La technique d'isolement de la globuline h partir des grains entiers et sa 
quantification sont effectuEes selon le proc6d6 d'ADLER et MONTZ (1983) qui 
s6parent la globuline des albumines par trois extractions r61b6t6es avec un tampon 

Abbreviations: DOC = d6soxycholate de sodium ; JaF = jour apr~s floraison; kDa = kilo dalton; 
PAGE = electrophor6se en gel de polyacrylamide; PMSF = ph6nyl m6thyl sulfonyl fluorure; 
SDS -- dod6cyl sulfate de sodium. 
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acide de pH 4,5. La preparation d'une solution enrichie en globuline h partir de corps 
protEiques isolEs est effectuEe d'apr~s la technique de PLANT et MOORE (1983). 

lsolement des corps prot~iques 

Les corps protEiques sont isolEs selon la technique, IEg6rement modifiEe, de 
DONHOWE et PETERSON (1982). Les grains mfirs de Tournesol mis dans l'eau, au 
froid (4~ pendant 16 heures, sont dEcortiquEs et coupes en petits morceaux puis 
soumis h un Ecrasement doux dans 1,5 vol. de tampon de broyage (10 mM Tris-HCl 
(pH 7,5) ; 1 mM EDTA; 0,1 mM MgC12 ; 15 % saccharose). 0,5 vol. de tampon est 
ensuite rajoutE et le broyat est bien homogEnEisE puis filtrE sur tissu (NY 60) de 
60 ~tm avant d'6tre fractionnE sur un gradient discontinu de saccharose de 
0,5-1,5-2 M (prEparE dans un tampon A:  10 mM Tris-HC1 (pH 7,5); 1 mM 
EDTA; 0,1 mM MgC12) h 30 000 rpm pendant 4 heures et h 4 ~ (rotor SW 41 - 
Beckman). L'interface 1,5/2 M du gradient est rEcupErEe et diluEe dans le tampon 
A puis centrifugEe h 25 000 rpm pendant 20 minh 4 ~ Le culot obtenu correspond 
aux corps protEiques isolEs. 

Fractionnement des corps prot6iques isol~s sur gradient continu de saccharose 

Le culot de corps protEiques obtenu prEcEdemment est repris dans un minimum de 
tampon A et fractionnE sur 12 ml d'un gradient linEaire de 17 ~ 66 % de saccharose 
dans le tampon A. Apr6s centrifugation ~ 230 000 • g pendant 4 heures/t 4 0(2 dans 
un rotor SW 41 - Beckman, des fractions de 0,6 ml sont collectEes. La densitE des 
fractions est dEterminEe par un rEfractom~tre (Bellingham et Stanley). 

Electrophor~se en gel de polyacrylamide 

Les 6chantillons de prot6ines sont analys6s par 61ectrophor6se sur gel de polyac- 
rylamide contenant du SDS (LAEMML! 1970). Les polypeptides sEpar6s sont 
visualisEs par coloration au bleu de Coomassie R-250. 

RESULTATS 

Evolution des prot6ines au cours de la formation du grain 

La figure 1 montre l'6volution de la teneur des prot6ines totales (a) et des 
prot6ines solubles (b) au cours de la maturation du grain de Tournesol. L'azote 
prot6ique augmente rapidement entre 12 et 35 JaF oO le taux maximum des 
prot6ines est de 15,5 mg/grain (Fig. la). 

L'accumulation des prot6ines solubles (Fig. lb) suit une cin6tique presque 
parall61e h celle des prot6ines totales. Moins de 6 % des prot6ines solubles du grain 
mfir sont accumul6es au bout de 14 JaF. L'accumulation de ces prot6ines est tr~s 
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Fig. 1. Evolution des quantit6s de prot6ines totales (a) et de prot6ines solubles (b) au eours de la 
maturation du grain de Tournesol. 
Fig. 2. Evolution de ia quantit6 de globuline brute au tours du d6veloppement du grain" de Tournesol. 

rapide entre 14 et 30 JaF puis elle d6croit et cesse avec l'6tablissement de la 
l essiccation de la graine. 

Evolution de la quantit6 brute de giobnline au cours du d6veloppement du grain 

La figure 2 montre l'accumulation de la globuline, d6termin6e par la technique 
d'ADLER et MONTZ (1983). La quantit6 de globuline reste assez faible jusqu'h 10 Jar 
puis s'accro|t rapidement entre 15 et 30 Jar passant de 0,5 h 8,5 mg/grain, 
respectivement. 

La comparaison des teneurs en prot6ines (Fig. lb et Fig. 2) indique la pr6pond6r- 
ante de la globuline parmi l'ensemble des prot6ines solubles. 

Analyse quaUtative des prot~ines soluMes an cours de lit maturation des grains 

La composition peptidique des prot6ines des graines ~ diff6rents moments du 
d6veloppement est analys6e par 61ectrophor~se sur gel de polyacrylamide en 
pr6sence de SDS (Fig. 3). Les stades jeunes (10 JaF) sont caract6rises par les 
polypeptides de haute Mm 74, 58 et 44 kDa (Fig. 3-*) alors que les stades les plus 
avanc6s de la maturation montrent des bandes majeures de Mm plus faibles: 36, 30, 
23-24 et 21-22 kDa (Fig. 3----*). Ces m6mes polypeptides sont de plus en plus 
accumul6s au tours de la croissance. Parmi ces polypeptides, l'6tude de la composi- 
tion polypeptidique de la globuline purifi6e (FERJANI et LEDOIGT 1987) a r6v616 
l'existence de plusieurs sous-unit6s de 30,  23-24 et 21-22 kDa. La proportion 
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relative de la globuline observ6e par 61ectrophor~se confirme la quantit6 de 
globuline mesur6e dans les 6chantillons (Fig. lb et Fig. 2). 

Localisation intracellulaire de la globuline de Tournesol 

Les corps prot6iques ont 6t6 isol6s par fractionnement sur gradient discontinu de 
saccharose (FERJAN! et al. 1989). La r6partition des corps prot6iques isol6s sur un 
gradient continu de saccharose de 17 ~ 66 % (Fig. 4) met en 6vidence un pic majeur 
dont le sommet correspond h une densit6 sp6cifique de 1,30 g cm -3. 

L'analyse des fractions collect6es sur le gradient par 61ectrophor.~se en pr6sence de 
SDS (Fig. 5) montre une composition polypeptidique relativement homog~ne pour 
les diff6rentes fractions de corps prot6iques. Parmi les polypeptides s6par6s, les 
sous-unit6s de la globuline (30, 23-24 et 21-22 kDa) sont bien repr6sent6es (Fig. 
5~). 

Caract~risation des constituants prot~iques des corps prot~iques isol~s 

L'analyse de la composition polypeptidique des corps prot6iques isol6s h partir des 
grains mtars (Fig. 6b) montre un profil tr~s similaire h celui des constituants 
prot6iques de la graine enti~re (Fig. 6a) oh parmi les polypeptides majoritaires les 
sous-unit6s de la globuline mature (30, 23-24 et 21-22 kDa) sont bien repr6sent6es 
(Fig. 6*). 

La comparaison des profils 61ectroahor6tiques des fractions membranaires (Fig, 
6c) et solubles (Fig. 6d) des corps prot6iques montre que l'essentiel des polypeptides 
de ces organites provient de leur fraction soluble. Les composants rnajeurs de ces 
polypeptides constituent les sous-unit6s de la globuline mature (Fig. 6e). Ces 

Fig. 4. Fractionnement des corps prot6iques 
sur gradient continu de saccharose 
(17-66 %). Les cercles ouverts repr6sentent 
les concentrations de saccharose mesur6es au 
r6fractom~tre. Les cercles ferm6s represen- 
tent les quantit6s de prot6ines dos6es par 
colorim~trie. 
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derni6res sont pratiquement absentes du profil polypeptidique de la fraction enrichie 
en r6ticulum endoplasrnique (Fig. 6F) qui correspond ~ l'interface 0,5-1,5 M du 
gradient discontinu. 

DISCUSSION 

La caract6risation des polypeptides constituant la globuline de Tournesol et 
l'6tude de leurs pr&urseurs ont 6t6 pr&6demment d6velopp6es (FERJANI et 
LEDOIGT 1987, FERJANI et  al. 1989). L'analyse de l'6volution des prot6ines au cours 
de la formation du grain montre que les tout premiers stades du d6veloppement, 
entre la floraison et 12 JaF, sont caract6ris6s par un ryth me de synth6se prot6ique tr6s 
lent et donc par des quantit6s de prot6ines relativement faibles. En effet, moins de 
6 % des prot6ines solubles sont accumui6s au bout de 14JaF. Ensuite, I'accumulation 
de ces prot6ines est tr6s rapide (14 h 30 JaF). La chute relative des prot6ines totales 
et solubles h partir de 40 JaF peut correspondre ~ l'augmentation du poids sec 
d'autres compos6s tels les lipides. La quantit6 de globuline dont la teneur est 
pr6pond6rante suit la m6me 6volution que celle des prot6ines solubles au cours du 
d6veloppement du grain. A maturit6, la globuline repr6sente 72 % des prot6ines 
solubles. Ainsi, il est clair que l'essentiel des synth6ses prot6iques S e produit h une 
p6riode bien d6termin6e du cycle de d6veloppement du grain apr6s une premiere 
phase de division cellulaire rapide (0-14 JaF). Le m6me ph6nombne a 6t6 d6crit pour 
plusieurs graines de 16gumineuses (DURE III 1975, PERNOLLET 1975) et de c6r6alr 
(GREENE 1983). 

Les stades jeunes (10 JaF) sont caract6ris6s par la pr6sence de polypeptides de 
haute Mm 74, 58 et 44 kDa qui correspondent ~ certains pr6curseurs des globulines 
et h une forme interm6diaire de maturation, 44 kDa (FERJANI et  al. 1989). 

Les fractions de corps prot6iques purifi6s montrentune composition polypeptidi- 
que homog6ne, comprenant les polypeptides de la globuline qui sont, en revanche, 
absents des fractions purifi6es de r6ticulum endoplasmique. Ainsi la globuline, dont 
la biosynth~se s'effectue sur les membranes du r6ticulum endoplasmique et des corps 
prot6iques (FERJANI et  al. 1989), n'est stock6e qu'au niveau des corps prot6iq~ues 
impliquant un processus de transport intracellulaire. 
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