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INTRODUCTION

Le soufre est un constituant essentiel de toute mati¢re vivante. L’importance de
cet élément dans la nutritition minérale de certaines cultures tropicales (arachide,
cotonnier) a pu étre mise en évidence & la suite de nombreuses expériences conduites
au Sénégal, en Haute Volta, au Tchad, en République Centrafricaine et dans certaines
régions de la Cote d’Ivoire.

L’expérience montre que les déficiences en soufre sont relativement fréquentes
dans les cultures africaines d’arachide et de cotonnier et ont un effet dépressif sur le
rendement. Ceci est dit en partie au fait que les engrais minéraux qui apportent du soufre
(sulfate d’ammoniaque, superphosphate simple, sulfate de potasse) sont encore peu
appliqués. Cette situation pourrait persister par suite de la tendance 4 utiliser des engrais
fortement concentrés n’apportant pas de soufre (urée, superphosphate triple, chlorure
de potasse).

Malgré Paccroissement d’intérét pour certains aspects de la biochimie du soufre,
que l'on observe ces derni¢res années, nos connaissances fondamentales de la fonction
physiologique du soufre dans le métabolisme des plantes supérieures sont beaucoup
moins développées que celles concernant le carbone ou le phosphore par exemple. Ces
connaissances restent particulierement incomplétes et trés fragmentaires en ce qui
concerne les cultures tropicales et surtout ’arachide.

Il en résulte que des recherches de physiologie végétale sur le soufre présentent
un intérét pour les cultures en général et pour I'arachide en particulier. Elles sont suscep-
tibles de contribuer au développement de nos connaissances sur l'action du soufre et
peuvent apporter des bases scientifiques utiles a I'interprétation de 'expérimentation
agronomigque.

C’est pourquoi nous avons entrepris au laboratoire du Métabolisme de 1'Office de la
Recherche Scientifique et Technique Outre-Mer en collaboration avec Mme BrzozowskaA
des recherches sur l'influence qu’une déficience en soufre peut avoir sur le métabolisme
général de I'arachide, du cotonnier et du mil.

Une partie de ces recherches fait I’objet de la présente thése.
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Fig. 2. — Pots en greés.
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I. CULTURES.

A. Semence.

— . Les études effectuées entre 1962 et 1967 portaient sur
9 2 la variété 28.204 sélectionnée par le Centre de Recherches
\ Agronomiques de BamMBEY (Sénégal). C’est une variété
1 précoce (90 jours au Sénégal). Les symptomes visibles
4 de la déficience en soufre sont chez cette variété trés
.‘x‘ marqués et trés précoces, contrairement a ce que nous
\ avons pu observer chez des variétés tardives, par exemple
telle 1la 28.206*.
\ Afin d’éviter au maximum tout apport extérieur de
i soufre, les lots des gousses destinés & l'expérimentation
sur la déficience en soufre ne devaient pas avoir été traités
par des insecticides dans la composition desquels il entre

20

\
Y A\ du soufre.
v . T . fr
R w0 w6 e w0 o Les gousses une fois décortiquées, les graines ont été
Fig. 1.— Distribution de fréquence  pesées et divisées en classes d’intervalle de 100 mg. Dans

des graines un lot d’arachides re¢cu de Bambey, le poids d'une graine
varie entre 70 et 700 mg avec une dominance des
graines de 400 a 500 mg (fig. 1).
Nous avons choisi pour les semis des graines pesant entre 400 et 500 mg lesquelles
étaient les plus représentatives, constituant plus du tiers des lots initiaux.

B. Semis.

Les semis ont été effectués sur sable & grains ronds lavé & I'acide chlorhydrique
et rincé a I’eau permutée.

Les plantes ont été cultivées en serre & BonpY en culture sans sol. Pour les études
n’impliquant pas I'’emploi de radiotraceurs, on a employé la technique de culture en pots,
sur sable et par solutions récupérées, les semis étant généralement faits sur place. Ges
cultures ont été aérées de nuit.

* Nous tenons 4 exprimer ici nos remerciements les plus cordiaux & la Direction générale de I'l. R. A. T.
ainsi qu’a la Direction du C. R. A, de BAMBEY, de nous avoir fourni si aimablement le matériel végétal.
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Les pots en gres, trés lourds et peu maniables, utilisés jusqu’en 1964 (fig. 2) ont été
remplacés, en 1966, par des pots Riviéra modifiés (fig. 3).

Durant les expériences de 1962-1963, aprés I'élimination des germinations défec-
tueuses, on laissail 4 plantes par pot. Trois d’entre elles étaient prélevées aux stades
de développement relativement peu avancé, de sorte qu’d la fin de 'expérimentation
il ne restait qu’une seule plante par pot. Cette technique présentait cependant des
inconvénients :

— les plantes se génaient mutuellement en se masquant partiellement la lumiére ;

— il était pratiquement impossible de prélever le systéme radiculaire intact, et
de petits débris de racines restant dans le sable pouvaient constituer une source de
soufre pour les plantes —S.

C’est pourquoi, a partir de 'année 1964, on a employé des pots individuels dés le
stade de 2-3 feuilles.

Pour les études avec les radiotraceurs, ol les plantes étaient mises en contact
radiculaire avec les solutions radioactives, on a employé la technique d’aquiculture
(fig. 4) dans des récipients que nous avons confectionnés a cet effet. Les plantes en aqui-
culture ont été aérées par barbotage continu de l'air.

Aquiculture

Fig. 4. — Culture avec radiotraceur.

C. Solutions nutritives.

Au stade de 3 feuilles, deux régimes nutritionnels ont été appliqués :

— solution nutritive compléte (4-S), et

—- solution nutritive sans soufre (- -95).

La solution nutritive adoptée, du type Lona AsuTon [90] avait la composition
suivante :
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Macro-éléments

NOK....ooo i 202 mg/l
{NO,),Ca anhydre........... 656 mg/l
POMH,Na, 2 HO............ 208 mg/l
SOMg, 7 H,O........... ~.. 368 mg/l
ou

CloMg, 6 HyO..oov oot 304 mg/l

Micro-éléments

Cl;Fe transformé en citrate.......... 16,25 mg/l
ClbMn, 4 H,O............coa.s. 1,98 mg/l
ClCu, 2H,0.........ooiiiit 0,17 mg]l
ClyZn anhydre...................... 0,14 mgjl
BOHs ..o 1,86 mg/l
Mo,0, (NH,) ¢, 4 HO....... oL L. 0,035 mg/l

Somme des cations et des anions en méq/l

Calions Anions
| (G 2 NOz........... 10
Carr.... ... 8 PO, ... ... .. 4
Natr........... 1,3 SOy .o g
Mgtt.......... 3 ou 3
H+............ 2,7 O] A 2
Total.......... 17,0 Total.......... 17,0

Le pH de la solution préte a 'emploi = 5,6-5,6.
P.O. en atm. = 0,5.

Sans la solution —S 1ion chlorure remplacait I'ion sulfate. C’est la raison pour
laquelle on ajoutait aux deux solutions en plus des sels mentionnés ci-dessus, 58,5 mg/l
de CINa, soit 1 méq/l.

Le fer a été ajouté sous forme de citrate ferrique, préparé selon HewrrT [90].

ENTRETIEN ET RENOUVELLEMENT DES SOLUTIONS NUTRITIVES

Chaque semaine les solutions étaient renoavelées aprés rincage des plantes avec
de I'eau déminéralisée.

En plus des renouvellements hebdomadaires on ajoutait tous les deux jours du
citrate ferrique, pour pallier la perte due a la précipitation partielle du fer.

Jusqu’en 1965, lirrigation et I'aération s’effectuaient manuellement. Tous les soirs
vers 17 heures les solutions étaient récupérées dans des bouteilles. Chaque matin, la perte
occasionnée par l’évaporation et la transpiration a été compensée par addition d’eau
désionisée. Vers 9 heures, les solutions étaient versées dans les pots de culture.
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A partir de I'année 1965, ces opérations s’effectuaient automatiquement au cours
de la nuit. Chaque nuit, les solutions étaient récupérées, complétées a leur volume
initial et homogénéisées. Ces opérations s’effectuaient pour l'ensemble des pots +S
dans un bac +S et pour U'ensemble des pots ---S dans un bac —S.

De ce fait, les concentrations en sels étaient rigoureusement les mémes dans chaque
pot et pour chacun des lots.

PR 1L ~ + e

Le sysLeme que nous avons imaginé & cet cffet a grandement facilité le travail.
Il a aussi Vavantage d’uniformiser et d’homogénéiser les conditions dans les pots de
culture : 'évaporation étant compensée automatiquement par de 'eau échangée et les
solutions en provenance des pots étant rebrassées et uniformément réparties dans tous
les pots.

L’avantage de ce systéme, et non le moindre, consiste dans le fait qu’il permet
d’apporter les solutions nutritives trés tot le matin et de mettre les racines en aération
tard dans la soirée.

Afin d’éviter la formation d’algues, on a pris soin de couvrir le sable dans chaque
pot d’'une couche de granulés en plastique noir.

La figure 5 (a et b) représente le schéma du dispositif cultural automatique.

PRINCIPE DU SYSTEME AUTOMATIQUE D ALIMENTATION EMPLOYE
POUR LES CULTURES EN SERRE

Le but de Uinstallation décrite ci-aprés est de permettre, d’'une part l'aération
nocturne des racines enfouies dans le sable des pots de culture individuelle, d’autre part
le brassage et la réhomogénéisation des solutions nutritives, apres une journée d’absorp-
tion et d’évaporation par la partie aérienne des plantes.

La solution nutritive correspondant a chaque traitement est stockée dans un bac
situé en contrebas des pots de culture. Un réseau de tuyau rigide permet 4 une pompe
foulante, placée prés du bac, d’alimenter chaque pot de culture contenant le sable stérile
et une plante. Un {lotteur, commun pour tous les pots, réglé pour un niveau de solution
approprié, actionne un contacteur & mercure qui commande, par un relais, I'arrét de la
pompe. Cette derniére reste en prise pendant toute la journée grace a une horloge-
contact. Lorsque, par le jeu de I’absorption radiculaire et de levapo transpiration, le
niveau baisse dans les pots, le flotteur provoque la remise en route de la pompe foulante.

Aux heures de fraicheur nocturne, il est nécessaire de prévoir un retour des solutions
nutritives vers le bac de stockage pour permettre 'aération et la respiration des racines
par les pores du sable. A cet effet, ’horloge-contact déclenche ouverture d'une électro-
vanne libérant les solutions nuftritives qui s’écoulent dans le bac par gravité. Par la
méme occasion, la pompe foulante est mise hors service.

Le systéme de contacts horaires de la pendule commande au moment voulu la
remise des solutions dans les pots de culture et le cycle de 24 heures se poursuit. Un
coupe-circuit permet éventuellement de rompre ce cycle automatiquement et d’effectuer
manuellement les différentes manceuvres.



Schéma général du disposif cultural automatique
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Fig. 5 b. — Détails du dispositif de la figure 5 a.

Lors du reflux nocturne des solutions nutritives vers le bac de stockage, il est
nécessaire de compenser la perte de volume du liquide provoquée par I’évapo-transpira-
tion diurne. A cet effet, un récipient placé au-dessus du bac de stockage laisse écouler
de Veau distillée, par I'intermédiaire d’une électro-vanne commandée par la pendule.
Le niveau primitif étant rétabli dans le bac, un tube plongeur a membrane comprimable
provoque la fermeture de 1'électro-vanne.

Durant la période d’aération nocturne, le mélange nutritif est brassé et se trouve
réhomogénéisé au moment de la remontée vers les pots de culture.

Les solutions nutritives, rendues identiques dans chaque pot de culture par le jeu
du reflux et du brassage nocturnes, sont renouvellées chaque semaine, tandis que le bac
de stockage est nettoyé manuellement des produits de précipitation. En plus de cette
vidange hebdomadaire, du citrate ferrique est ajouté aux solutions deux fois par semaine,
par le biais de l'addition nocturne d’eau distillée.

2. ECHANTILLONNAGE DU MATERIEL VEGETAL.

Préléevements des échantillons.

En vue des analyses, des préléevements ont été effectués aux différents stades de la
végétation a raison de deux échantillons par traitement nutritionnel. Chaque échantillon
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était constitué de o a 10 plantes. Aux jeunes
stades (2-3 feuilles) les échantillons se compo-
saient de 20 a 30 plantules.

Préparation des échantillons.

a) avanl 1964

Les plantes ont été sectionnées en divers
organes ct fixées dans 'alcool bouillant.

b) depuis 1964

Les plantes ont été introduites dans une
enceinte réfrigérée & — 200 C, congelées et section-
nées dans l'enceinte en divers organes et fixées
dans I'alcool bouillant. La figure 6 représente
'enceinte réfrigérée que nous avons fait construire
a cet effet.

e

¢) a parlir de 1965

4

Aprés le sectionnement dans I'enceinte réfri-
gérée, les échantillons ont été lyophilisés. On a
utilisé a cet effet 'appareil RP-10 Socev. Durée

Fig. 6. — Enceinle réfrigérée. de la lyophilisation : une nuit. Aprés broyage,

les poudres végétales ont été séchées pendant

24 heures a la température ambiante sous vide, et en présence de chlorure de
caleium, et conservées & froid sous vide.

PO PY TP IY e
e

Préparation des solutions & analyser.

Aprés décantation de 'alccool de fixation les organes végétaux ont été broyés le
plus finement possible et les broyats épuisés par de I’ alcool 800 (i. L. sous un refrlgerant
ascendant a chaud.

Les solutions hydro-alcooliques ont été concentrées sous vide & 400 G dans des
évaporateurs rotatifs.

Une partie de la solution hydro-alcoolique sert aux dosages de l'azote soluble.
L’autre paltle de cette solution sert pour la chromatocrraphu, des acides aminés et des
glucides, ainsi que pour les dosages des glucides et de I'arginine :

— pour les dosages des glucides hydrosolubles cette solution est débarrassée de
I'acool dans I'évaporateur rotatif sous vide ;

— pour la chromatographie des acides aminés et des glucides ainsi que pour les
dosages de 'arginine, la solution est évaporée a sec dans I'évaporateur rotatif sous vide
et le résidu repris par de l'eau.

Le résidu insoluble obtenu aprés épuisement par I’alcool sert au dosage de l'azote
ainsi qu’a lhvdrolyae par H(1 en vue du dosage de 'arginine et de la chromato‘vraphxe
des acides aminés (voir plus loin).

Les échantillons lyophilisés ont subi des nombreuses extractions a froid, d’abord
a 'acool & 950, puis a I'alcool & 800 a froid et enfin & chaud.
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Voici les schémas de préparation des prises pour analyses :

Matiere végétale

alcool
AN
solution hydro-alecoolique résidu insoluble
évaporation partielle | |
sous vide 4 ‘ +HC1
solution hydrique hydrolysat
évaporation a sec | |  élimination de lacide
sous vide | J  par évaporation sous vide
résidu sec résidu sec
+H,0 } } +H,0
solution aqueuse solution agqueuse

GERMINATION DES GRAINES D'ARACHIDE

Les graines d’arachide, variété 28.204 ont ét¢ mises a germer a Pobscurité et a la
température de 270 C 10 a 'étuve.

Des lots homogénes ont été prélevés pour analyse. Ainsi on a prélevé un lot de
graines non germées telles qu’elles étaient au moment de 'ensemencement. Puis de 24
en 24 heures jusqu’'au 6eme jour de la germination.

Les échantillons prélevés pour analyse ont été sectionnés a froid en cotylédons et
proplantules, puis, en axes embryonnaires et fixés dans ’alcool bouillant.

Aproés broyage, épuisement par de l’alcool aqueux, évaporation sous pression réduite
et & basse température et délipidation, on a effectué des chromatogrammes des glucides
solubles et des acides aminés libres.

On a également effectué des dosages des sucres totaux et réducteurs par la méthode
de Somocy1 (voir plus loin}.

A partir de 1965, les échantillons prélevés ont été lyophilisées apreés avoir été
sectionnés a froid dans l'enceinte réfrigérée.

Aprés délipidation & 1'éther de pétrole P.E. 300-400 C, la suite des opérations a été
la méme que pour les plantes en croissance.

3. METHODES ANALYTIQUES.

A. Dosages de 1’azote.

L’azote total a été dosé dans les poudres végétales finement broyées et dont la
totalité a été passée au tamis de 0,4 .

L’azote soluble a été dosé¢ dans les extraits hydro-alcooliques et 1’azote protéique
dans les résidus insolubles dans I’alcool aqueux.

Le procédé utilisé a été celui de KIELDAHL complété par une réduction des nitrates

selon JopLBAUER. La distallation et le dosage ont été effectués a I'aide d’un appareil
Parnas et WagNER [17].
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B. Dosage du phosphore.

Le phosphore total a été dosé
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C. Dosage des glucides.

On a dosé les réducteurs et non réducteurs dans les extraits aqueux purifiés par
délipidation a I’hexane et défécation au moyen du sulfate de zinc et de la baryte saturée.

La méthode de dosage a été la microméthode de Somocvyr [169]. Elle permet de
doser des quantités de sucres comprises entre 0,01 et 3 mg.

D. Dosage de 1°arginine.

Nous avons choisi la méthode de dosage par le chloro-4 métacrésol [172]. Elle a
Elle a Pavantage d’étre simple, rapide et trés sensible.

Principe.

Le dosage repose sur la formation d’une coloration jaune plus ou moins intense
quand on traite le groupement guanidyle de larginine H,NC NH par le chloro-4
oH I
° NH
métacrésol | en présence d’hypobromite de sodium {163].
GH,
Cl
L’azote du groupement guanidyle dosé par cette méthode correspond bien a I'argi-
nine comme cela a été vérifié par chromatographie sur papier. On effectue les lectures
au spectrophotométre a 4400 A. La réaction reste stable pendant 1 heure.

Arginine libre.

Elle a été dosée dans les solutions aqueuses aprés évaporation a sec des extraits
hydroalcooliques, délipidation el dépigmentation.

Arginine proféique.

Elle a été dosée dans les hydrolysats acides des résidus insolubles a ’alcool aqueux.

La technique de dosage de I’arginine dans les protéines, sans hydrolyse ni fractionne-
ment, préconisée par STaArRoN et Coll. [172] s’est avérée inapplicable a norte matériel
végétal.

En effet, ainsi que le démontre le tableau 1, les résultats que nous avons obtenus
sans hydrolyse acide et aprés hydrolyse acide ne sont pas comparables. Les dosages
directs sur les résidus insolubles mis en contact avec de la soude donnent toujours des
chiffres de beaucoup inférieurs. -

Ni les changements de concentration, en NaOH ni des durées variables de contact
avec NaOH n’ont supprimé les différences.

Il y a visiblement, au moins dans notre cas, des pertes qui peuvent provenir soit de
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P'instabilité de I’arginine en milieu fortement alcalin, soit de la solubilisation incompléte
dans NaOH des résidus.

TAapLEAU |
DOSAGES COMPARATIFS DE L'ARGININE PROTEIQUE

HybRrROLYSE ACIDE DIGESTION ALCALINE
Gynophores +S Gynophores +S
1,050 16 heures = 0,299

28 heures = 0,299
48 heures = 0,312

Feuilles -+S Feuilles +8
1,195 24 heures = 0,584
96 heures = 0,569

Feuilles —S Feuilles —S
1,080 24 heures = 0,575
96 heures = (0,627

E. Hydrolyse des protéines.

Le résidu insoluble dans I’alcool aqueux est hydrolysé par de I’acide chlorhydrique
6N, a la température de 1200 C pendant 24 heures sous réfrigérant a reflux [192] [29].

Le liquide recueilli est évaporé sous vide jusqu’a siccité.

Le résidu sec est repris par l'eau et évaporé a nouveau a 6 reprises successives,
pour éliminer totalement l’acide chlorhydrique.

Le résidu final est repris quantitativement par de 'eau.

Cette solution sert 4 la chromatographie des acides aminés protéiques et au dosage
de l'arginine protéique.

F. Chromatographie sur papier.

Le développement des chromatogrammes a été réalisé dans une salle conditionnée
spécialement dans ce but et ot la température a été maintenue a 200 C.

1° GLUCIDES

Les extraits végétaux délipidés a I’hexane et déféqués au moyen de sulfate de zine
et de baryte ont été chromatographiés sur papier Whatman n° 4 et 1. On a utilisé la
technique de chromatographie descendante. L.e mélange développant a été celul de
HoucH, Jones, Wapmaw {94] : butanol : éthanol : eau —4:1,1:1, 9. Il a été introduit
dans 'augette aprés saturation de la cuve par ce méme mélange et ’établissement d’un
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équilibre entre la vapeur de la solution et les papiers & chromatographier suspendus
dans la cuve.

La séparation des taches se faisait en 20 a 24 heures.

Les glucides ont été relevés par le phtalate d’aniline : 1, 48 g d’anhydride phtalique +
0, 93 g d’aniline dans 100 ml de butanol saturé d’eau [147] et par une solution alcoolique
d’acide chlorhydriqueturée : 5 g d'urée+20 ml HCl 2 N+480 ml environ d’éthanol
a 959, a la température de I'étuve de 105° G [50].

20 ACIDES AMINES

Nous avons effectué des chromatogrammes bidimentionnels descendants des
acides aminés présents dans les solutions aqueuses des extraits végétaux et des acides
aminés protéiques présents dans les solutions apres hydrolyse acide des résidus végétaux
insolubles.

Pour la fraction dite soluble, les poids de matériel végétal déposés sur chromato-
grammes correspondaient soit & 40 mg de matiére fraiche (avant 1965} soit a 6 mg de
matiére séche (depuis 1965).

Pour la fraction dite insoluble, les quantités de I’hydrolysat du résidu insoluble
dans I’alcool aqueux déposées sur chromatogrammes correspondaient soit a 20pg d’azote
protéique soit & 1 mg de matiére végétale séche. Le papier employé a été du Whatman
n° 1. Les mélanges développants étaient composés de phénol saturé d’eau (1 : 1) dans le
premier sens (18 & 21 heures d’écoulement) — le phénol était préalablement purifié
selon la technique de DRAPPER et PorLaRD [55] — et de butanol — acide acétique —
eau (4 : 1:5) dans le second sens (18 heures d’écoulement). Les mélanges pour saturation
des cuves se composaient : a) de la phase supérieure de la solution phénol — eau contenant
3 % d’amoniaque, additionnée de GNK ; b) de la phase inférieure de la solution butanol
— acide acétique — eau [182] [183]. La révélation des taches a été réalisée par une
solution de ninhydrine & 2 9% dans [’alcool & 95° contenant 2 9, d'un mélange de 1 partie
de collidine43 parties de lutidine, & laquelle on ajoutait une pincée d’hydrindantine
[183] [29].

Toutes les solutions ont été préparées extemporanément.

Nous avons confectionné une étuve a révélation (fig. 7). Elle sert a la révélation
des taches dans une atmosphére d’azote. Cette étuve est saturée par les vapeurs d’alcool
a 95° tandis qu’'un débit d’azote sous pression chasse 1’air résiduel. L’étuve est maintenue
a la température de 60° C.

L’identification des acides aminés a été faite par co-chromatographie avec des
solutions témoins, par le Rf, par '’emploi de témoins internes et par des réactions
caractéristiques.

G. Chromatographie sur colonnes des acides aminés.

Les dosages des acides aminés libres ont été effectués sur I'autoanalyseur BEckMAN
a.la Faculté des Sciences d’Omsay, Laboratoire de Physiologie Végétale* selon
SpackMaN, STEIN et Moore [170].
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Thermoméire

Chromatogramme

Plaque
" d’amiante

| Platine

YS VAN
| - W chauffante
J 220V
avec
Arrivée d'azote simmerstat

Fig. 7. — Lituve pour révélation des chromatogrammes

Principe.

La technique comporte le fractionnement préliminaire des acides aminés au moyen
d’une chromatographie sur colonne de résine, suivie de dosage colorimétrique des acides
aminés élués, aprés réaction 4 la ninhydrine, réaction commune & tous les acides aminés.

H. Chromatographie en couche mince des acides aminés.

Cette technique a été employé pour suivre I'hydrolyse enzymatique de Varginine
au cours de nos études sur lacitivité arginasique. Sensibilité : de 1 a 30 pg d’acides
amineés.

Nous avons utilisé comme adsorbant la cellulose standard, sans gypse MN 300 de
Macheray, Nagel et Co de calibre 10 p. Les plaques ont été préparées au moyen de
Iappareil DEsaca réglé pour une épaisseur de la couche de 0,20 mm.

Apres avoir essayé plusieurs systémes de solvants, nous avons adopté un mélange
développant vis-a-vis duquel ornithine et arginine présentent des polarités suffisam-

* Nous tenons a remercier ici M. le Professeur C. LIorer de nous avoir si aimablement permis de réaliser
ces déterminations dans son laboratoire, ainsi que Mme Mutivaup sa technicienne, de son application dévouce
dans l'exécution de ce fravail.
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ment différentes en chromatographie monodimentionnelle ascendante et dont voici la
composition : N — propanol : ammoniaque diluée a 25 9%, — 50 : 50 [28] [194].

Aprés 3 h 30 & 220 C, le déplacement des spots est de I'ordre de 12 cm. Les plaques
totalement séchées sont vaporisées avec un mélange de ninhydrine & 0, 2 9, dans I’éthanol
et révélées par un passage dans un courant d’air chaud.

I. Détermations des activités enzymatiques.

1o MESURE DE L’ACTIVITE ARGINASIQUE

L’activité enzymatique a été déterminée selon la méthode décrite par GuirTon {82].
Elle repose sur le dosage de l'urée engendrée par ’hydrolyse de l'arginine suivant la
méthode de Fosse [69]. '

Le choix des conditions expérimentales adaptées a notre matériel végétal a été
déterminé par une série d’essais préliminaires. Ils nous ont amenés & augmenter la
quantité de poudre végétale a 100 ou 150 mg au lieu de 50 mg de et prolonger le temps
d’incubation de 30 minutes & 1 heure. Le temps d’incubation que nous avons adopté
nous donne des activité proportionnelles. De méme, les quantités de poudre végétale
retenues sont telles que l'activité reste proportionnelle a la concentration en enzyme.

Ceci a été vérifié sur différents organes (voir chapitre : « Activité arginasique »).

Les autres conditions retenues en 1965 étaient celles de GurTTow, c’est-a-dire,
incuabation a la température de 43° G avec 10 ml de solution d’arginine 0, 4 M dans le
tampon CLARK et Luss [18] non dilué & pH final = 9, b.

Par la suite, en 1966 et 1967, nous avons été amenés a modifier les conditions du
milieu d’incubation. En effet, dans ces études, nous avons recherché a réactiver ’arginase
- au moyen des ions Mn'+ et de la cystéine. Ceci nous a obligés a effectuer toute une série
d’essais préliminaires dans le but de trouver les paramétres les plus convenables. En
particulier, en ce qui concerne P'action et les conditions d’une préincubation [80], la
concentration en ions Mn++ et en cystéine et surtout la nature du tampon car le manganése
précipite dans la solution-tampon phosphate-soude.

Ces essais ont abouti a 'application des conditions suivantes dans nos études de la
réactivation de I’arginase : tampons de SORENSEN (glycine4NaOH) [19] et maléate {80]
[136] ; concentration en substrat = 0, 4 M ; pH final 9, 6 ; concentration en ion Mn++ =
1 mM ; concentration en cystéine = 20 mg pour 1 g m.s. La préincubation a été écartée.

20 MESURE DE L’AGTIVITE UREASIQUE

La méthode est basée sur I’évaluation de la quantité d’urée exogéne hydrolysée
par le matériel végétal au moyen de dosage de 1'urée restante. Le mode opératoire est
celui utilisé dans la détermination de l'activité arginasique [82].

La poudre végétale est additionnée d’une quantité convenable d’urée dans le tampon
Tris ou Crark et Luss a pH = 7.

Pour chaque essai d'un méme matériel végétal, deux témoins sont parallelement
préparés : 1) la poudre végétale dans le tampon & pH = 7; 2) le tampon+-urée sans
matériel végétal.

Aprés incubation pendant deux heures & la température de 43° C, la suite des
opérations est celle décrite pour I'arginase.
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J. Utilisation de I’argine marquée au ¢C-d.

19 AUTORADIOCHROMATOGRAPHIE

Les chromatogrammes sur papier Whatman n° | ont préalablement été réalisés
dans des conditions décrites par ailleurs. On rappellera que la quantité de l'extrait
déposée sur un chromatogramme correspond respectivement & 6 mg de matériel végétal
sec pour la fraction dite soluble et & 1mg pour la fraction dite insoluble provenant de
’hydrolyse du résidu d’extraction hydro-alcoolique.

Dans ces deux fractions, la radioactivité totale varie selon la quantité de traceur
absorbée par la plante et selon l'organe dans lequel ce traccur s’est localisé.

Il suffit done, en chambre noire, de fixer directement un film Kobirex (support
bleu, émulsionné sur deux faces) sur le papier chromatographique préalablement obtenu.
L’ensemble film-chromatogramme est laissé en contact, a plat, a I'obscurité pendant le
temps nécessaire a 'impression du film sensible. Ce temps d’exposition peut varier selon
les taux de radioactivité de la fraction étudiée, ainsi qu’il a été indiqué plus haut. Pour
la fraction soluble dont la radioactivité est plus importante,le temps d’exposition est
généralement plus court ; il peut aller de 15 jours a 2 mois. Pour la fraction insoluble
dont la radioactivité totale est plus faible, le temps d’exposition peut atteindre 3 &
4 mois. Apres ce laps de temps, le film est développé selon les méthodes classiques.

La superposition du film développé sur le chromatogramme révélé a la ninhydrine,
permet de localiser les endroits ot se trouvent les produits radioactifs qui ont provoqué
un noircissement local plus ou moins important du film. La comparaison avec les taches
d’acides aminés étalons non radioactifs, révélés a la ninhydrine, facilite la détermination
des acides aminés radioactifs.

20 MESURES DE LA RADIOACTIVITE

Nous avons compté la radioactivité des solutions correspondant aux fractions
solubles et protéiques {aprés hydrolyse acide}.

Les solutions ont été déposées dans les coupelles en acier de 30 mm de diamétre.
Aprés évaporation a sec a linfra-rouge, les coupelles sont fixées sur des supports et
passées sous le compteur 9 fois.

Les comptages de la radioactivité du #C ont été réalisés & 'aide d’une installation
électronique de comptage automatique de radiations dont les caractéristiques sont les
suivantes :

— compteur sans fenétre a circulation de gaz (argon-méthane) ;

~— faible mouvement propre par montage anticoincidence éliminant le bruit de
fond dii aux causes secondaires ;

— trés haute tension jusqu’a 5.000 V ;

— ensemble de comptage électronique a 5 décades a lampes ;

— passeur automatique d’échantillons de 60 mm de diamétre ;

— imprimeur-marqueur de temps sur précomptage d’impulsions.

Le diamétre des coupelles de 30 mm correspond a la moitié de la surface utile du
compteur ce qui assure une trés bonne géométrie. Le rendement est de 40 9%,



Fig. 8, — Influence de 'inducltion de la déficience en soulre sur la taille el la pigmentalion des feuilles.



PARTIE EXPERIMENTALE

I — INFLUENCE
DE LA DEFICIENCE EN SOUFRE
SUR LA MORPHOLOGIE DES PLANTS D’ARACHIDE

Ce probléme a été étudié en détails dans une autre thése [26] qui a été préparée en
méme temps que la présente sur le méme matériel végétal. Néanmoins, il nous parait
indispensable de dégager trés succinctement l'essentiel sur I'aspect morphologique de
I'arachide déficiente en soufre.

A. PIGMENTATION.

La chlorose des feuilles des étages supérieurs se manifeste trés tot, au stade de 5-
6 feuilles, c’est-a-dire 2 semaines environ aprés la levée. On observe une coloration
plus claire, jaunatre, des plus jeunes feuilles d’abord. Ce phénomeéne se généralise a
mesure que la déficience se prolonge.

Notons que ces symptdmes visibles ne se sont pas manifestés chez les cultures
réalisées dans les conditions d’éclairement insuffisantes, comme par exemple sous
éclairage artificiel en journées courtes ou sous éclairage naturel en hiver. De méme, ces
symptdmes n’apparaissent pas chez une variété d’arachide tardive : la 28.206.

L’induction et la correction de la déficience en soufre se traduisent trés rapidement
par un changement de coloration des jeunes feuilles, ainsi que I'on peut le voir sur les
photographies (fig. 8).

B. TAILLE ET FORME DES PLANTES.

On observe non seulement des modifications quantitatives mais également des
changements qualitatifs sous 'influence de Ia déficience en soufre. On enregistre un retard
trés net de la croissance et du développement des plantes déficientes par rapport aux
témoins — ralentissement du rythme de la croissance, apparition des fleurs et formation
des gynophores et des gousses retardées.
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Fig. 9. — Matiére séche par organes de 10 plantes.

La taille des plantes déficientes est trés réduite et n’atteint jamais la dimension
normale. Ceci concerne tous les organes, sauf les racines, qui, elles, deviennent plus
allongées. De plus, les folioles prennent une forme plus oblongue et plus pointue ; les
tiges et les pétioles deviennent plus minces. La texture des tiges se trouve étre modifiée
de sorte que ces organes deviennent fragiles et cassantes.

Le nombre de pousses latérales de méme que celui des fleurs, de gynophores et de
gousses est sensiblement réduit.

En ce qui concerne le poids des plantes déficientes, on observe une diminution trés
importante pour tous les organes. L’effet dépressif est cependant moins marqué pour
certains d’entre eux (par exemple les racines) que pour les autres, notamment les graines.
La réduction de la production globale de la matiére seche peut atteindre, & la récolte,
91 %.

Voici, & titre d’exemple, un graphique illustrant les variations au cours de la crois-
sance de la matiére séche des trois organes de plantes provenant de cultures en 1966
(fig. 9). On voit que les différences pondérales deviennent particuliérement sensibles
a partir de la floraison et au moment de la formation des gousses, les trois organes des
plantes+4S pésent 8 fois plus que les organes correspondants des plantes — S. Ge rapport
monte & 15 si I'on prend en considération tous les organes de la plante (y compris les
tiges latérales) pour lesquels nous n’apportons pas ici de données détaillées.
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AU COURS DE LA CROISSANCE,

DE L’AZOTE DANS LES DIFFERENTS ORGANES
DE I’ARACHIDE

EN FONCTION DE LA DEFICIENCE EN SOUFRE

INTRODUCTION

Divers auteurs ont montré que le métabolisme de l'azote des végétaux est profon-
dément altéré par suite d’une déficience en soufre.

Ainsi, par exemple NIGHTINGALE et coll. [143] constatent que les tomates déficientes
en soufre contiennent beaucoup plus de nitrate que les plantes qui ont été alimentées
normalement. Ils expliquent ce phénoméne par le fait que la réduction des nitrates se
trouve étre ralentie sinon complétement inhibée par le manque de soufre.

Earton chez le soja [60], le tournesol {61], la moutarde noire [62] et la tomate [63]
déficients en soufre, note également une accumulation des nitrates qu’il attribue a leur
faible utilisation résultant de la basse teneur des plantes en réductase. Cet auteur
constate en outre, chez les plantes — S et plus particulierement dans les tiges, des teneurs
élevécs des fractions solubles en azote organique. Ceci est attribué, du moins en partie,
a la protéolyse et en partie aux synthéses nouvelles de ces composés, ainsi qu’a un défaut
de la protéosynthése du fait d’'un manque d’acides aminés soufrés.

THOMAS et coll., étudiant la luzerne [179], confirment les résultats obtenus par
EaTton avec d’autres espéces en montrant notamment que I’excés d’azote organique
soluble chez la plante déficiente en soufre correspond & de 'azote sous la forme amide
et amine.

ErGLE et EaToN [66] puis ERGLE [65] constatent chez le cotonnier que les concen-
trations élevées de nitrate et d’azote organique soluble chez les plantes — S vont de pair
avec unc réduction importante de 'azote protéique dans les parties supérieures de
jeunes plantes et dans les feuilles. Dans les tiges — S au contraire, ils trouvent davantage
de protéines que dans les tiges+S. Ils arrivent ainsi & la conclusion que la réponse de la
plante a la déficience en soufre, en ce qui concerne I’azote protéique, varie d’une espéce
a l'autre. Chez le cotonnier et le soja, la concentration en protéines augmente ; elles
varie peu chez la tomate alors que chez le tournesol et la moutarde la réduction est
faible.

MerTz et MaTsumoTo [129] notent chez la luzerne
protéique.

S une baisse de 1'azote
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Toxunaca et Tokuoxa [185] [184] constatent une baisse de la concentration en
protéines chez le riz privé de soufre et attribuent ce phénomeéne & Uinhibition de la
protéogénese.

Coic et coll. {36] notent une faible augmentation de 1’azote total et un fort accroisse-
ment de l'azote soluble chez 1'orge —S.

Il résulte de cette revue bibliographique que la déficience en soufre conduit & une
accumulation des composés azotés solubles, tandis que la protéogénése se trouve freinée
ou retardée, stimulée quelquefois. Certaines modifications de la composition en acides
aminés libres et protéiques ainsi qu’en amides ont été signalées. La nature de ces modifica-
tions varie selon les espéces. Ce dernier point sera traité plus en détail dans I'introduction
au chapitre sur I'arginine.

Dans notre étude, nous avons suivi chez l'arachide, ’évolution au cours de la
croissance, des teneurs en azote total, en azote soluble et en azote protéique. Les dosages
portaient sur diverses parties de la plante. Cette étude a été effectuée sur des récoltes
s’échelonnant sur les années 1962 4 1967. En 1962 les dosages portaient sur deux frac-
tions : parties aériennes prises ensemble et racines & partir du stade de 6 feuilles [84].
Dans les expériences réalisées depuis 1963, les parties aériennes ont été sectionnées en
leurs différents organes figurant dans les tableaux et sur les graphiques, et les dosages
ont été effectués également aux stades plus jeunes. Siles dosages de ’azote ont été repris
chaque année, c’est d’abord afin de pouvoir calculer les autres déterminations par
rapport a la teneur en azote. De plus, les stades physiologiques auxquels les prélévements
des plantes ont été effectués différent d’une année a I’autre selon les besoins des expérien-
ces respectives.

D’autre part, en 1963-1964, nous avons étudié P'influence de Pinduction et de la
correction de la déficience en soufre au cours de la croissance sur les teneurs en azote.

RESULTATS

Lorsqu’on se propose de comparer les résultats concernant les formes d’azote dans
différents organes de la plante, il est sans doute logique que les chiffres soient rapportés
4 un nombre déterminé d’individus. Toutefois, dans le cas concret d'une comparaison
entre les mémes organes de plantes déficientes ou non en soufre, les différences pondérales
arrivent a atteindre un tel degré que ce mode d’expression des résultats masquerait
certaines perturbations du métabolisme azoté dues & la déficience en soufre. D’ailleurs,
les auteurs qui ont étudié les incidences de la déficience en soufre sur le métabolisme de
I’azote, ont adopté le mode d’expression des résultats par rapport 4 la matiére séche.

Ces raisons nous ont amenés & adopter les deux modes d’expression.

Les résultats provenant des analyses du matériel végétal de 1962 et ceux de 1965
ayant été déja publiés antérieurement [84] [85], nous ne les représenterons plus ici.

Pour ne pas alourdir la présentation des résultats des autres années d’études, nous
nous bornerons ici a ceux de 'année 1966, pour le cas des plantes +S et —S, couvrant
un cycle végétatif allant du stade de 2-3 feuilles jusqu’au stade de la formation des gous-
ses, et & ceux de 'année 1964 se rapportant au stade plus avancé de la formation des
graines pour le cas de I'induction et de la correction de la déficience en soufre.

De plus, nous rapportons les résultats d'une autre expérience réalisée dans d’autres
conditions {voir p. 61 : « Variation de I’arginine au cours de I'induction et de la correction
de la carence en soufre ») traduisant l'effet de I'induction et de la correction de la déficience
en soufre sur I’azote soluble et insoluble.
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A. PLANTES--S et —S.

a. TENEURS DES PLANTES EN AZOTE (fig. 10 -a-b-c-d-e).

a. Planies non déficienies en soufre.

Entre le stade de 3 feuilles et celui de la formation des gousses (entre 6 et 82 jours
aprés la levée), on remarque une tendance & la diminution des teneurs en azote sous ses
trois formes. Cette tendance s’avére étre propre & tous les organes pris séparément.
Entre les stades de 3 feuilles et de 6 feuilles (entre 6 ¢t 19 jours apres la levée), les teneurs
des organes en azote protéique ne diminuent pas encore notablement. Les résultats
obtenus pour le matériel végétal provenant des culturcs de 1965 au stade intermédiaire
de 4-D feuilles, ont confirmé que la teneur des feuilles en azote protéique présentait
un maximum a ce jeune stade de la végétation.

La fraction soluble diminue bien plus rapidement que la fraction protéique, ce qui
est particulierement sensible au jeune stade. A partir de la floraison jusqu’a la fin de
Pexpérience, I'azote soluble ne semble pratiquement plus varier.

La majeure partie de I’azote est en général constituée d’azote protéique. Toutefois,
au jeune stade, 'azote soluble représente un pourcentage important de I'azote total,
pourcentage qui, dans les tiges ct les hypocotyles, peut méme dépasser celui de 'azote
protéique.

Les teneurs en azote total des racines sont toujours inférieures & celles des parties
aériennes prises dans leur ensemble. Mais comparativement aux tiges il n’en est pas ainsi.
Ce sont les folioles qui ont des teneurs en azote total les plus élevées, puis viennent les
racines et enfin les tiges.

B. Planles déficienles en soufre.

Les teneurs en azote total sont a tous les stades de la végétation supérieures a celles
des organes des plantes +3, sauf dans les folioles jusqu’au stade de la floraison. A partir
de ce stade, dans les folioles également, la situation change au profit des —S. La différence
est plus importante pour les racines et surtout pour les tiges — ot elle va s’accentuant
au cours de la végétation — que pour les folioles. Dans ces derniers organes, la différence
peu marquée d’ailleurs, entre les -8 et les —S ne commence & se manifester que relative-
ment tard. Cest surtout la fraction de l'azote soluble, laquelle constitue une partie
importante de I’azote total, qui est responsable de I'écart entre les teneurs en azote total
des organes +S et - —S. Ce sont les tiges qui accusent, a partir de la floraison et jusqu’a
la fin des expériences, les plus grandes différences entre I’azote soluble des plantes -5
et —S. Quant a 'azote protéique, les teneurs sont généralement inférieures chez les
organes des plantes —S que chez ceux des plantes +-S.

Il est & noter que les teneurs en azote des cotylédons sont également plus élevées
chez les —S que chez les plantes +8, ce qui laisse supposer que les plantes —S utilisent
moins rapidement leurs réserves cotylédonaires que les plantes +5.
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b. AzoTE EN MG PAR PLANTE (tableau II).

Sil'on calcule les résultats par rapport au poids de la plante, la tendance s’inverse
naturellement, étant donné 'augmentation de ce poids qui devient trés spectaculaire
& partir de la floraison.

«. Planles non déficienles en soufre.

L’azote total augmente tout au long de U'expérience dans tous les organes sauf,
bien entendu, dans les cotylédons qui s’épuisent rapidement. La fraction de l’azote
protéique qui constitue d’ailleurs la majeure partie de 'azote total, augmente bien plus
rapidement que l'azote soluble. Cette derniére forme d’azote commence du reste par
baisser et ce n’est qu’a partir de la floraison que 'azote soluble augmente également.

Jusqu’au dernier stade de la végétation, ce sont les folioles qui contiennent le plus
d’azote sous les deux formes — soluble et insoluble. Au stade de la formation des
gousses, les organes reproducteurs — les gynophores et les gousses — contiennent des
quantités d’azote soluble beaucoup plus importantes que les folioles. Les racines, a
tous les stades de la végétation, sont plus riches que les tiges en azote protéique.

Si 'on considére les rapports N soluble/N total, on constate qu’ils diminuent au
cours de la végétation ; inversement,les rapports N protéique/N total augmentent,
sauf dernier stade de la végétation, lorsqu’apparaissent les organes reproducteurs.

B. Planies déficienles en soufre.

On observe chez les plantes —S la méme tendance que chez les plantes 48 a
I'augmentation de I'azote sous ses trois formes au cours de la croissance des plantes.
Mais contrairement aux plantes -8, cette augmentation chez les plantes —S est continue
et on n’y observe pas de baisse au stade de 6-7 feuilles. De méme, & 'inverse des plantes
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48, la forme soluble augmente chez les plantes —S plus rapidement que I'azote protéique
et constitue, 4 la fin de la végétation, la forme dominante d’azote. Ce sont les tiges qui
deviennent les plus riches en azote soluble de tous les organes.

TaBLEAU I

INFLUENCE DE LA DEFICIENCE EN SOUFRE SUR LES DIFFERENTES FORMES D’AZOTE — Arachide 1966.
(Résultats par organes de 10 plantes)
AZzOTE AZOTE
PARTIE AZOTE SOLUBLE |AZOTE PROTEIQUE| AZOTE TOTAL SOLUBLE PROTEIQUE
DE LA PLANTE en mg en mg en mg =
en 9% de l’azote total
STADE 2-3 FEUILLES
Folioles........... 15,75 28,85 44,60 35,32 64,68
Tiges-} pétioles. . .. 11,51 11,17 22,68 50,75 49,25
Hypocotyles....... 14,52 7,87 22,39 64,85 35,15
Cotylédons........ 33,76 107,42 141,18 23,91 76,09
Racines........... 14,80 15,82 30,62 48,33 51,67
Plantes entiéres.. . . 90,34 171,13 261,47 34,55 65,45
STADE 6-7 FEUILLES
s | —s | +s | —s | 45 | —s | 45| s | 45| —s
Folioles........... 15,93 { 33,13 152,76 81,95 168,69 115,10 9,44 | 28,80 | 90,56 | 71,20
Tiges-+ pétioles. . .. 10,61 26,95 39,17 26,95 49,78] 53,90 21,31 | 50,00 | 78,69 | 50,00
Hypocotyles....... 3,28 4,15 3,16 2,04 6,44 6,191 50,93 | 67,04 i 49,07 | 32,96
Tiges latérales+- :
feuilles........... 8,17 13,19 47,30; 20,70 55,471 33,89 | 14,73 | 38,92 | 85,27 | 61,08
Cotylédons........ 9,80 11,98 28,99 30,96 38,781 42,94 25,27 | 27,90 | 74,76 | 72,10
Racines........... 8,40 20,16 46,90; 40,50 55,30 60,66 | 15,19 | 33,23 | 84,81 | 66,77
Plantes enticres. .. 56,19 | 109,57 | 318,26/ 203,10 374,46 312,68 | 15,07 | 35,04 | 85,00 | 64,95
FLORAISON
Folioles........... 41,79 85,65 505,79} 115,91 547,58] 201,56 7,63 | 42,49 | 92,37 | 57,51
Tiges+ pétioles. . .. 28,86 78,54 144,32 45,28 173,18) 123,82} 16,66 | 63,43 | 83,34 | 36,67
Hypocotyles....... 1,90 8,00 10,07 4,52 11,97 12,521 15,87 | 63,90 | 84,13 | 36,10
Tiges latérales+
feuilles........... 122,76 | 137,34 1050,28| 136,711 1173,04| 274,05| 10,47 | 50,11 | 89,53 | 49,89
Racines.......... 7,75 64,13 197,47 67,256 225,22 131,38 12,32 | 48,81 | 87,68 | 51,19
Plantes entiéres...] 223,06 373,66 1907,93| 369,67 ) 2130,99| 743,33| 10,47 | 50,27 | 89,53 | 49,73
FORMATION DES GOUSSES
TFolioles........... 170,99 131,78 1887,32] 141,56 2058,32| 273,34 8,31 | 48,21 | 91,69 | 51,79
Tiges-} pétioles....| 125,05| 235,74 538,26 93,99 663,31 329,73 18,85 | 71,49 | 81,15 | 28,51
Hypocotyles....... 16,69 20,57 60,20 16,61 76,89 37,18 21,70 | 55,33 | 78,29 | 44,67
Tiges  latérales-+ i |
feuilles........... 1388,37 | 864,25]12434,99| 560,22 [13823,36] 1424,47 | 10,04 | 60,67 | 89,96 ' 39,33
Fleurs............ 30,77 4,67 154,76 7,36 185,53 12,031 16,68 |} 38,82 | 83,42 | 61,18
Gynophores....... 372,51 19,521 707,77} 23,80 1080,28| 43,32 | 34,48 | 45,06 | 65,52 | 54,95
Gousses...........| 536,45 13,32 1051,01 15,61 | 1587,46; 28,93| 33,79 | 46,04 | 66,21 | 53,96
Racines...........| 191,06 185,02 1566,69| 164,47| 1757,75| 349,49 | 10,87 | 52,94 | 89,13 | 47,06
Plantes entiéres...[ 2831,89 | 1474,87 [18401,00( 1023,62 {21232,90] 2498 49 | 13,34 | 59,03 | 86,66 | 40,97
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Contrairement aux plantes +S les rapports N protéique/N total chez les plantes —S
diminuent au cours de la végétation, tandis que ceux de N soluble/N total augmentent.

Si a présent 'on compare les +S et —S du point de vue de leurs quantités d’azote,
on constate que les derniéres accumulent plus d’azote soluble dans tous les organes
jusqu’au stade de la formation des gousses.

Au dernier stade de la formation des gousses, seuls les organes de transport des
plantes —S contiennent toujours davantage d’azote soluble que les organes correspon-
dants des plantes -+S. En ce qui concerne I’azote protéique, a tous les stades, tous les
organes +S en contiennent davantage que les —S.

B. INDUCTION ET CORRECTION DE LA DEFICIENCE EN SOUFRE.

Les résultats présentés ci-dessous proviennent de deux expériences différentes :
l'une réalisée en 1964, I'autre en 1966. Pour la premiére nous ne disposons que des
résultats en azote total ; pour la seconde les résultats portent sur les fractions de I'azote

soluble et insoluble. ‘
sUr eaud

4 FEUILLES

T30 pors - 5] [307pors 475 {-s reviuzs | {10 pors 5]

5 POTS ~ S{|5 POTS + 5§

20 pors —s|  [10 pots 4 5]

R E c 0 L

Fig. 11. — Schéma de 'expérience : « Induction et correction de la carence en soufre chez l'arachide », 1964.

La figure 11 représente le schéma de l'expérience de 1964. On y voit, en plus des
traitements nutritionnels extrémes +S et —S, des régimes intermédiaires. En effet,
au stade de 7-8 feuilles, ainsi qu’a la floraison, les régimes nutritionnels ont été changés
pour une partie des plantes 48 et —S. Ainsi, & partir des deux stades ci-dessus mention-
nés, un lot de plantes S a été nourri avec la solution —$S et inversement, un lot de
plantes —S avec la solution +8S. De plus, la moitié des lots ayant subi les changements de
régimes nutritionnels a été remise aprés 15 jours dans les conditions des traitements
nutritionnels primitifs.
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Ainsi, au moment de la récolte, au stade de la fructification, on a des échantillons
provenant de dix traitements nutritionnels différents : quatre correspondant a I'induction
de la déficience pour une durée de plus en plus longue et un témoin +S ; quatre corres-
pondant a la correction de la déficience pour des périodes analogues et un témoin —S.

De plus, les graines en provenance de toutes les variantes ont été divisées en trois
lots : graines, dont le poids unitaire était inférieur a 100 mg [1], compris entre 100 mg
et 200 mg [2], supérieur a 200 mg [3].

En ce qui concerne le schéma de 'expérience de 'année 1966 — voir plus loin (p. 61) :
« Variation de 'arginine au cours de l'induction et de la correction de la déficience en
soufre ».

a. TENEURS EN AZOTE

Le tableau III rend comptie des répercussions de I'induction et de la correction de
la déficience en soufre sur les teneurs en azote total des organes de I'arachide au stade
de la formation des graines.

Notons que les graines au départ avaient une teneur en azote total de 4,62 9.

«. Folioles.

En comparant les variantes 1, 4, 5 puis 6, 9, 10 on constate que, lorsqu’on prolonge
la durée de la déficience, les teneurs en azote total augmentent.

L’apport du soufre pendant 15 jours, soit au stade de 7-8 feuilles, soit a la floraison,
a fait baisser les teneurs en azote total par rapport au témoin —S. Inversement, I'induc-
tion de la déficience pour une durée de 15 jours aux mémes stades ne se traduit pratique-
ment pas par une élévation des teneurs par rapport au témoin +S.

8. Tiges.

En gros, les tendances sont les mémes mais beaucoup plus accentuées pour les tiges
que pour les folioles dans les cas des variantes 1, 4, b et 6, 9, 10 c¢’est-a-dire que plus la
plante est déficiente en soufre, plus élevée se trouve étre la teneur de la tige en azote total.

Comme chez les folioles, I'induction de la déficience pour une durée de 15 jours
n’exerce pas d’influence sur les teneurs des tiges en azote total. Les effets de ce traitement
ont été complétement corrigés par l'introduction ultérieure du soufre et ceci indépen-
damment de I’époque de I'induction de la déficience.

La correction de la déficience pour une courte durée a provoqué chez les deux
variantes 7 et 8 une baisse trés sensible des teneurs en azote total par rapport au témoin
—=5. Cette baisse est toutefois plus importante chez la variante 7. Ceci indique que I'apport,
du soufre au moment de la floraison corrige mieux la déficience du point de vue de la
teneur en N total, que celui du stade précédent.

La correction de la déficience chez les organes conducteurs se montre rapide et
durable.

v. Gynophores.
Comme dans les cas des folioles et des tiges, plus on prolonge la déficience en soufre,
plus les teneurs des gynophores en azote total augmentent.

Il est & noter que bien que ces organes ne se forment que tardivement, dans le cas
présent 40 jours environ aprés la levée, I'influence du traitement nutritionnel au cours



TaBLEAU III

INDUGTION ET CORRECTION DE LA DEFICIENCE EN SOUFRE CHEZ L’ARACHIDE,
AZOTE TOTAL AU STADE DE FORMATION DES GRAINES

INDUCTION DE LA DEFICIENCE

TicEs

TicEs

TRAITEMENT NUTRITIONNEL FOLIOLES PRIN'CIPALES LATERALES P(:;T‘Z_s RACINES GRAINES 5;‘;211
-~ PETIOLES + FEUILLES
NOMBRE DE JOURS N mgN| N |mgN| N mg N N mgN| N |mgN| N [mgN
15 30 45 60 75 93 % | par | % | par | % par % | par | % | par | % | par mg N
l | l l l |1 | Ms | plante| MS | plante| MS | plante | MS | plante| MS | plante| MS | plante
148 R | 2,34 | 166,24} 0,711 47,67| 1,69 1.492,44 | 2,02 | 66,30 | 1,38 | 146,45| 3,59 | 315,02] 2.234,62
248 =] R | 2,44 160,55] 0,72 | 49,31] 1,53 | 1.236,39 | 2,06 | 51,89 | 1,39 | 136,18| 3,43 | 274,22 1.908,54
3;5”7 -8 . R 2;51 159,66) 0,73 | 48,56} 1,70 1.29268 2,26 | 60,61 | 1,48 | 109,59] 3,58 | 292,28 1.965,38
448 =8 R | 2,47 96,53 i,eo 74,18| 2,24 | 1.239,44 | 2,45 | 67,94 | 1,80 i4é,00 3,81 | 266,02 1.890,11
545 — R | 2,90} 69,63] 3,03 107,17| 3,64 755,88 3,09 | 18,76 | 2,81 | 145,28] 3,46 | 21,55| 1.148,27
CORRECTION DE LA DEFICIENCE
6—S R |3,39| 37,60|3,84| 64,01|3,91| 417,24 |3,41| 4,09]3,31| 77,59{3,54| 10,93| 611,46
7-—8 8 R |2,72|113,26] 1,34 | 63,69|2,19| 1.203,78 -2,65 66,20 | 1,851 80,60| 3,49 | 26,42| 1.553,95
8—§ ~-8 R | 2,76 | 104,63] 1,80 | 75,04] 2,66 1.129,62 2,46 46,94 | 2,15 123,35] 3,80 | 22,13| 1.501,71
9—8 8 R |2,48| 136,25/ 0,84 | 55,16|1,74| 1.130,55 [ 2,13 | 53,04 | 1,36 | 62,22|3,32| 92,06] 1.529,28
10—S ==t R |2,48] 167,25/ 0,78 | 52,04| 1,62 1.171,92 |2,00| 53,08 | 1,44 | 113,20} 3,35 | 188,84 1.746,73

R = Récolte

0¢

YHMONVH °d
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de la période préflorale se fait toutefois sentir. Aussi, la teneur en azote dans la 2¢ variante
égale celle de la premiére et est inférieure a celle de la 3¢. De méme, la correction de la
déficience en soufre a fait baisser davantage la teneur en azote total dans la variante 8
(c’est-a-dire celle ou le soufre a été administré plus tot) que dans la variante 7.

S. Racines.

On remarque dans cet organe la méme tendance que chez les autres a 'augmentation
de la teneur en azote total en fonction de la prolongation de la durée de la déficience
(variantes 1, 4, b, 6) ; chez les 4 autres variantes (2, 3, 9, 10) on observe peu de différences,
ce qui est dit sans doute a la rapide réponse des racines aux apports de I'élément déficient.
Cette rapidité de réponse a la correction de la déficience s’observe aussi dans les variantes
7 et 8. On distingue néanmoins une différence entre les teneurs en azote des racines des
variantes 7 et 8 au profit de la derniére. Sous ce rapport elles ressemblent aux variantes
correspondantes chez les tiges. Ceci traduit les effets trés différents de apport du soufre,
suivant ’époque de son application.

e. Graines.

Ainsi qu’on pouvait le prévoir, il y a peu de différence entre les teneurs moyennes
en azote total des graines des diverses variantes. Ces différences deviennent plus marquées
lorsqu’on examine les variantes des trois catégories des graines prises séparément
(tableau IV). Une tendance & 'augmentation des tencurs en azote se dessine lorsqu’on
prolonge la durée de la déficience en soufre. D’autre part, chez toutes les variantes, plus
les graines sont lourdes, plus leur teneur en azote est élevée. On sait par ailleurs [26]
que tant la quantité des graines que leur poids se trouvent étre diminués sous l'effet
de la déficience en soufre.

De ce fait, il est intéressant d’examiner les quantités d’azote total des graines en mg
par plante.

b. AZOTE TOTAL EN MG PAR ORGANES

En considérant les tableaux III et IV il faut tenir compte du fait que cette fagon
de présenter les résultats traduit la résultante de deux facteurs opposés : la teneur en
azote de la matiere séche et la croissance plus ou moins intense de la plante sous 'influence
de 'induction ou de la correction de la déficience en soufre.

«. Graines.

L’examen des résultats (tableau IV) fait apparaitre que l'induction de la déficience
en soufre provoque une baisse de 'azote dans les graines tout en retardant leur matura-
tion.

Plus le stade auquel on induit la déficience est précoce plus le phénoméne est marqué
— variantes 4 et 5. En comparant a présent les variantes 2 et 3 on observe également
un retard dans la maturation des graines : chez les graines pesant plus de 200 mg,
Paccumulation d’azote, lorsqu’'on a supprimé lapport de soufre pendant 15 jours, a
la floraison, est moins importante que chez celles ou I'induction de la déficience pour
le méme laps de temps a été réalisé plus tot.

La correction de la déficience provoque une accumulation d’azote dans les trois
lots de graines, celle de la 10¢ variante étant deux fois plus élevée que celle de la 9¢. La
différence est de 2,5 pour les graines les plus mures.
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TABLEAU IV

INDUCTION ET GORREGTION DE LA DEFICIENCE EN SOUFRE CHEZ L'ARACHIDE
AZOTE TOTAL DES GRAINES PAR PLANTE

GRAINES >200 mg|GraINes ;?88 $§ GRAINES < 100 mg]|ToraL par plante
n°} TRAITEMENT NUTRITIONNEL

N % | Ntotal [ N 9% | N total | N % | N total [ N 9% | N total

MS mg MS mg MS mg MS mg

_1- +8 3,71 234,80 | 3,33 68,82 3,00 11,40 3,59 315,02
—_2— +8 - —8, - +8 3,63 182,34 | 3,24 71,11 —2‘—59— 17,77 3,43 274,22
-3 +8 - —8;, - +8 3,69 240,72 | 3,32 39,98 2,66 11,58 » 3,58 292,28
_Z . +8 - —S, 4,07 187,14 | 3,38 | 64,45 2,99 14,43 3,81 266,02
_; +8 - —8§; 3,81 18,69 2,91 3,86— 3,46 21,55
_; _ —S 3,57 8,561 3,43 2,42 3,564 10,93
—7 —S - +8; > —8 4,26 12,70 3,41 8,78 2,77 4,94 3,60 26,42
_g —8 = 48, - —8 4,20 10,33 3,61 6,89 2,72 4,91 3,68 22,13
—9 —8 = 4-S, 3,64 38,88 | 3,30 36,26 2,79 16,93 3,32 92,06
E —S8 - +8; 3,77 98,48 | 3,14 58,55 2,75 31,81 3,35 188,84

>

S, = Induction ou correction de la carence au jeune stade
S, = Induction ou correction de la carence 4 la floraison

Toutefois, en aucun cas la correction de la déficience n’a été suffisante pour que la
formation des graines et 'accumulation par elles d’azote soient comparables au témoin

+8.
B. Folioles.

A mesure que la déficience s’accentue — variantes 1, 4, 5 et 6, 9, 10 — la quantité
d’azote diminue. Les variantes 2, 3, 10 égalent le témoin +3S. Une déficience de courte
durée qu’elle soit induite tout au début de la croissance, au stade de 7-8 feuilles, ou &
la floraison demeure sans effet sur la quantité d’azote accumulée dans les folioles.

La comparaison des résultats calculés en teneurs d’azote de la matiére séche avec
ceux exprimés en mg/folioles montre que le fait marquant est la réduction de la croissance
provoquée par la déficience en soufre.

v. Tiges.

Dans ces organes, malgré une croissance réduite, 'augmentation des teneurs est
de telle importance que I’azote en mg/tige augmente & mesure que la déficience s’accentue.
Dans toutes les variantes correspondant a la correction de la déficience, I’azote en mg
dépasse la quantité obtenue pour le témoin +-5.

Une induction de la déficience de courte durée (variante 2, 3) est sans influence.
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3. Gynophores.

Dans ces organes la déficience a plutét pour effet de diminuer la quantité d’azote,
surtout la déficience prolongée (variante 5) ou tardive (variante 2).

Il y a prédominance de la réduction de la croissance sur I'augmentation des teneurs
en azote.

L’apport du soufre & I’époque de la floraison (variante 7) est plus bénéfique que
celui appliqué au stade plus jeune {variante 8). Il faut supposer que ces organes qui ne
se forment que lors de la deuxiéme moitié du cycle vital de la plante bénéficient plus
directement de I'apport tardif du soufre que de celui qui a été mis & la disposition de al
plante au plus jeune stade.

e. Racines.

Dans ces organes, l'effet de la croissance neutralise la progression des teneurs en
azote (variantes 1, 4, b), lesquelles sont en augmentation & mesure que linduction de
la déficience se prolonge.

Dans le cas de la correction de la déficience, 'effet dominant de la diminution de la
croissance est tel que l'azote en mg diminue malgré I’augmentation des teneurs,

¢. AZOTE TOTAL PAR PLANTE

[’examen des résultats correspondant aux sommes de 'azote total par plante des
dix variantes consignées dans le tableau III conduit aux conclusions globales suivantes :

1) Plus la plante est déficiente en soufre plus elle est pauvre en azote (variantes 1, 4,
5 et 6, 9, 10).

2) L’induction de la déficience pour une durée de 15 jours soit au jeunc stade soit a
la floraison se traduit par une légére baisse de I’azote total par plante mais on ne remarque
pratiquement pas de différence entre ces deux variantes.

3) Il est intéressant de souligner que les quantités d’azote sont comparables dans
les variantes 7, 8 et 9, quoique la répartition de ’azote parmi les différents organes soit
trés différente. L’apport de soufre aux plantes déficientes pendant 15 jours (variantes 7
et 8) a un effet comparable a la correction de la déficience pendant deux mois a partir
d’un stade plus avancé de floraison.

4) La réponse a I'induction et & la correction de la déficience varie selon 1’organe.
Dans les tiges, sous I'influence de la déficience en soufre, les teneurs en azote acquiérent
de telles proportions, que malgré la réduction trés substantielle de la croissance, ’accumu-
lation de I’azote demeure trés importante.

d. AZOTE SOLUBLE ET INSOLUBLE

Les résultats confirment (tableau V) une fois de plus, 'incidence de la déficience en
soufre sur 'augmentation de la teneur en azote soluble et la diminution de 1’azote protéi-
que. Si 'on calcule 'azote par plante entiére on constate que sa quantité a diminué de
presque la moitié chez les plantes —S. L’azote protéique chute de plus de trois fois.
Cette chute est extrémement importante dans les folioles et relativement faible chez les
racines.
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TasrLEaUu V
AzoteE EN Y% M.s. (1966)

ORGANE Fracrion 48 —S +8—>—8 | —8—45S
Qnlnnhle <
Folioles Soluble 0,71 1,92 0,90 1,02
superieures Protéique 3,84 1,47 3,35 3,63
Soluble 0,42 2,02 0,85 0,69
Racines
Protéique 2,08 1,60 1,97 1,84
Autres Soluble 0,69 2,02 0,98 0,85
organes Protéique 2,84 1,42 2,563 2,67
AZOTE EN MG PAR ORGANE ET PAR PLANTE
Folioles Soluble b,34 5,66 5,83 3,70
superieures Protéique 28,88 434 21,71 12,81
Soluble . 2,97 13,13 5,47 3,93
Racines
Protéique 14,71 10,40 12,67 10,47
Anutres Solub}f:_;m_ 17,16 24,85 22,42 11,82
organes Protéique 70,63 17,47 57,89 37,11
Soluble 25,47 43,64 33,72 19,56
Protéique 114,22 32,21 92,27 60,39
ToTAUX SOMME 139,69 75,85 125,99 79,95

La quantité d’azote soluble chez les plantes —S, malgré un poids trés inférieur des

plantes {voir tableau XXI, p. 72), reste au contraire trés supérieure en comparaison
avec les plantes +8S. La différence est surtout sensible chez les racines (coefficient >4,
et & peine amorcée chez les folioles. La répercussion si différente sur ces deux organes
s’explique par leur poids qui différe peu pour les racines et qui est au contraire trés
affecté pour les folioles. Cette différence de poids explique également que l'induction
et la correction de la déficience tout en donnant des chiffres intermédiaires entre les
extrémes lorsqu’on exprime les résultats en pourcentage de la matiére seche, conduit,
dans le cas des folioles —S—-S 4 un chiffre inférieur & celui obtenu pour +S, lorsque
les résultats sont exprimés par individu. L’azote ayant beaucoup baissé et le poids n’a
pas encore augmenté sensiblement.
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GONGCLUSIONS

La déficience en soufre se traduit par une altération trés profonde de I'équilibre entre
les composés azotés solubles et les protéines. La fraction de ’azote soluble est plus atteinte
que celle de 'azote protéique. L’augmentation de la teneur en composés azotés solubles
dépasse de beaucoup la réduction des taux des protéines. Les partics aériennes sont plus
affectées que les racines. La déficience en soufre a réduit évidemment la croissance.
Malgré une différence pondérale trés importante, la quantité d’azote soluble accumulée
par les plantes —S dépasse celle des plantes 48 et ceci jusqu’au stade de la fructification.
A ce stade, seuls les organes de transport continuent a contenir une plus grande quantité
d’azote soluble.

En pourcentage par rapport a I'azote total, les plantes déficientes en soufre contien-
nent & la fin de I'expérience (tableau I1I) & peu prés 41 9%, de I’azote sous forme protéique
et 59 9, sous forme soluble, alors que les plantes 45 ne contiennent a ce stade que 13 9
d’azote sous forme soluble et le reste — 87 9, — sous forme protéique.

Ceci témoigne en faveur de la thése d'un freinage de la protéosynthése chez les —S.

Soulignons également que les cotylédons sont au début les plus riches de tous
les organes en azote protéique. Par la suite, les cotylédons +8S en contiennent moins
que les cotylédons —S, leur azote étant plus rapidement utilisé.

En ce qui concerne I'induction et la correction de la déficience la réponse varie selon
Iorgane considéré. D’une facon générale, plus la plante est déficiente en soufre, plus elle
est pauvre en azote total (N en mg par individu).

Quant aux formes d’azote, l'induction de la déficicnce se traduit par une nette
augmentation des teneurs en azote soluble, alors qu’elle affecte peu celles de l'azote
protéique.

La correction de la déficience, tout en provoquant une diminution sensible des
teneurs en azote soluble se répercute également d’une fagon appréciable sur 'augmenta-
tion des teneurs en azote protéique.

Si donc l'introduction du soufre se traduit rapidement par une protéosynthése, le
processus inverse, la protéolyse, est longue a se manifester.



IIl — ETUDE DE LA GRAINE D’ARACHIDE
EN GERMINATION

Les études du « ae 1 €n 18 i
naturellement condults des recherches sur Ies acides aminés. Mais avant d aborder
les études sur la vie hétérotrophe de la plante d’arachide nous avons effectué une étude
de la graine en germination.

On ne trouve en effet, dans la littérature que trés peu de données se rapportant
a cette période de la vie de Varachide et en particulier en ce qui concerne le mé-
canisme d’utilisation des glucides et les transformations subies par les acides aminés
aux fous premiers stades de la germination.

Duperon [57] qui a étudié I'évolution des glucides au cours de la germination,
dosait les glucides dans les semences puis dans les graines germées dont les radi-
cules avaient de 1 & 30 mm, c’est-a-dire a partir du 5¢ jour de la germination. Il nous
a paru intéressant d’analyser séparément les cotylédons et les germes dans les toutes
premieres phases de la germination. De méme en ce qui concerne les acides aminés,
FowbpEeN, qui a découvert avec DonE [D4] un nouvel acide aminé chez 'arachide —
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sur ’étude de ces composés. Les recherches ulté- ° B
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rieures de Fowpen [70] se rapportent & la germination

des graines d’arachide & partir du 3¢ jour de leur ense- ° ° ° o e c

mencement.
Il y avait done la également. une lacune a remplir. . .
RESULTATS o o o
A. CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER DES (. . . . . _._ .|
GLUCIDES SOLUBLES. T
Ainsi que l'a déja signalé Dvperox [D7] nous Fig. 12.

trouvons (fig. 12) dans les graines d’arachide non ger-

mées du saccharose, du stachyose et des traces de raffinose. Les coty-lédons ne contien-
nent que le premier de ces trois oses. Dans les deux parties analysées le glucide le plus
abondant est le saccharose.
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Dés Uapparition des germes, aprés 24 heures de germination, dans nos expériences,
on ne décele sur les chromatogrammes des cotylédons que du saccharose. Dans les mémes
conditions le stachyose persiste dans les radicules pendant 24 heures encore pour ne
disparaitre qu’apres. En méme temps dans les deux parties apparaissent les sucres
réducteurs (glucose et fructose).
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5 V]
onnées de l'expérience réalisée.

j=B

Le tableau VI résume les

TABLEAU VI

LA GRAINE D’ARACHIDE EN GERMINATION

Etat initial é\;?agmxsl 3 fours 4 fours 5 ours s toun
Nombre de jours 0 ) ?our > ] ] j jours

de germination

AlBla]lBlai{B|la|lB|a]| Bl a|als

Longueur moyenne
des pousses en cm.| ~— —_ — | — 2,0 | — 501 — 9,0 | — 12,0 | 2,0} —
Matiére fraiche de [
100 plants en g...1 1,34 | 55,27] 3,35. 75,73 35,30 80,46} 64,93 94,37} 79,93| 79,20| 170,78] 23,62! 79,49
Humidité %....... 2,81 | 11,04]) 58,49/ 35,08} 86,61} 43,92} 87,33 52,27 87,36 43,28] 89,14} 88,70/ 40,03
Matiére séche de
100 plants en g...| 1,30 | 49,17 1,39,.49,16] 4,73 45,12 8,23| 45,04 10,10| 44,92| 18,55| 2,67| 47,67
Résidu insoluble en ‘ .
g pour 100 plants.| 1,13 | 48,77] 0,69 48,32| 4,31} 44,63] 7,39] 44,56) 8,60] 44,40| 17,29] 2,65 46,04
Sucres totaux en g |
par 100 plants....| 0,10} 1,65 0,07{ 0,84{ 0,41y 0,49] 0,83 0,48{ 1,50{ 0,51 1,25] 0,02 0,16
Sucres réducteurs en
g par 100 plants..|traces; 0,10/ 0,02 0,24| 0,39} 0,43 0,44} 0,38] 1,33 0,03] 1,158| 0,02| 0,12
Sucres hydrolysables
en g par 100 plants| 0,10 | 1,55{ 0,05 0,60/ 0,02; 0,06f 0,39 0,10] 0,17 0,48} 0,10|traces| 0,04

A : axes embryonnaires, B : cotylédons, Al : radicules, A2 : partie aéricnne.

Pendant les premiéres heures de la germination il y a diminution des sucres hydro-
lysables dans la proplantule sur le point de percer. A partir de apparition du germe et
jusqu’a la formation apparente des feuilles les sucres totaux et réducteurs augmentent
dans les radicules.

Dans les cotylédons les sucres totaux continuent a diminuer jusqu’au 3¢ jour de la
germination. Entre le 3¢ et le 5 jour ils se maintiennent presqu’au méme niveau, puis
diminuent & nouveau. Les sucres réducteurs, dans les cotylédons, augmentent au contraire
jusqu’au 3eme jour de la germination puis diminuent.

C. EVOLUTION DES ACIDES AMINES LIBRES. CHROMATOGRAPHIE SUR
PAPIER.

Aprés 8 heures d’imbibition des graines on a pu identifier 13 composés dans les
cotylédons et 11 dans les axes embryonnaires. Ils sont repérés sur les chromatogrammes
présentés sur la figure 13.
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Fig. 13. — Acides aminés libres aprés 8 heures de germination : (N = non identifié).

On remarque que ce sont les acides glutamique et aspartique qui sont de loin les
mieux représentés dans les deux fractions de la graine. Les axes embryonnaires semblent
en contenir davantage que les cotylédons. Ce fait peut-il étre mis sur le compte de
Phydrolyse des amides ? Dans la plupart des plantes une grande partie de ’azote protéi-
que libéré se transforme finalement en amides : asparigine et glutamine.

Apres 24 heures de germination on a révélé, sur les chromatogrammes des cotylédons,
7 nouveaux composés : la proline, la thréonine, la tyrosine, 'acide y-NH2- butyrique,
Phistidine et la lysine ainsi que le composé correspondant au R¢ de la y- méthyléne
glutamine.

Sur les chromatogrammes des axes embryonnaires on trouve, a4 ce stade de la
germination, les mémes composés que sur ceux des cotylédons, ce qui porte leur nombre
a 20.

Plus tard, aprés 3 jours de germination apparait la tache correspondant a I’acide y-
méthyléne glutamique.

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

GLUCIDES

Il a été démontré que les lipides des réserves emmagasinées dans les cotylédons
d’arachide et de tournesol se transforment au cours de la germination en glucides [133]
[156] [83].

KornBERG et BEEVERs [111] ont prouvé que la dégradation des acides gras et la
synthése des glucides dans I'endosperme du ricin s’effectue par U'intermédiaire du cycle
glyoxylique. BRADBEER et StumpF [16] pensent que le cycle glyoxylique est également
applicable dans le cas de I’arachide et du tournesol. La voie métabolique allant des lipides
vers les glucides pourrait donc étre la suivante : acide gras — acétyl — CoA — cycle
glyoxylique — malate — phosphoénol pyruvate — triose phosphate — héxose.
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Le catabolisme des réserves glucidiques se manifeste avant la consommation des
réserves lipidiques. Ce n’est qu’aprés que commence la conversion des acides gras en
glucides.

Il y a dans la premlere phase de la germination, une utlhsatlon trés rapide des sucres
nnnnnnnnn N A antia fa 3] o

de la j U_tJJ.d.U.tLl}U, puis une mobilisation des sucres des butly lédons sous forme de sucres
simples pour les besoins des radicules.

Courrols [41] a montré que lors des tous premicrs moments de la germination,
les deux saccharides (raffinose et stachyose) disparaissent. Par contre, le glucose, le

fructose et le galactose smg mentent avec le temps.
L’utilisation des sucres par la graine d’arachide en germination parait suivre la voie :
lucose
stachyose — raffinose — saccharose {’ &
y N fructose

Nous pouvons conclure avec DuPERON que les sucres de réserve présents dans la
graine d’arachide sont utilisés dés le début de la germination, avant la consommation
massive des lipides.

Les différences dans le temps de dégradation et d’utilisation des glucides au cours
de la germination entre nos observations et celles de DUPERON proviennent trés vraisem-
blablement des conditions thermiques des expériences ; nous pensons que la température
de germination de 27° G convient mieux aux arachides que celle de 20° C utilisée par
DUPERON.

SUBSTANCES AZOTEES

Les variations des composés azotés dans les graines au cours de la germination ont
fait 'objet de nombreuses études et revues bibliographiques [126] [109].

Aussi nous bornerons-nous & ne rapporter ici, trés succinctement que les résultats
de quelques-uns des travaux, relativement récents, pouvant servir pour U'interprétation
de nos propres résultats.

Ainsi SiRcAR et coll. [166] distinguent 2 stades dans le métabolisme azoté du riz
en germination. Durant les premiéres 72 heures prédomine I’hydrolyse des protéines
endospermiques et ’azote soluble est transporté vers « ’embryon ». Ce dernier synthétise
ensuite activement des protéines a partir d’azote provenant de I’endosperme.

DumazeT et coll. [56] dans une étude sur Phaseolus aureus constatent que 'activité
maximum des remaniements protéiques se situe au deuxiéme jour de la germination.

Le fait qu’apreés 8 heures d’imbibition nous ayons déja trouveé toute une série d’acides
aminés libres, semble indiquer que 1’on est déja la en présence d’'un début de dégradation
des protéines. Comment expliquer ’abondance des acides glutamique et aspartique par
rapport aux autres acides aminés ?

- Selon Prianisanikov [149], lors de la germination des graines, il se forme davantage
d’asparagine qu'on en trouve dans les protéines. Ce fait semble indiquer que I’asparagine
se forme non seulement & partir des protéines mais aussi par une voie secondaire, a
partir d’autres acides aminés.

Depuis qu'EULER et coll. [67] [1] ont découvert en 1938 une glutamate deshydrogé-
nase, KrETOVICH [113] a signalé cette enzyme dans le germe de blé et démontré la
formation de I’acide glutamique & partir de I'a-cétoglutarate d’ammonium. Une intense
synthése de I’acide aspartique et d’alanine a lieu dans les extraits de blé et d’orge en
germination, additionnés d’acide oxaloacétique. D’autres acides aminés des extraits
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sont utilisés dans les réactions de transamination avec les acides oxaloacétique et pyru-
vique {114] {115} [117].

PANALAKS et coll. [146], en étudiant la biosynthése de ’asparagine dans les plantules
étiolées de pois, concluent que la formation de 'amide dans les cotylédons & lieu a partir
de leurs réserves proléiques en passant par une transamination mettant en jeu lacide
oxaloacétique. Ils notent une conversion in vilro des acides glutamique et aspartique en
asparagine en fonction du temps de germination.

LAwRENCE et GRANT [118] notent des différences entre les acides aminés de protéines
et les acides aminés libres chez le pois en germination. Ils observent en particulier une
augmentation considérable de I’homosérine alors que ce composé est absent au départ.
Ils trouvent en outre que l'arginine est aussi importante du point de vue quantitatif
que l'acide glutamique et I’asparagine, au cours de la germination.

BouLTER et BarBER [14] trouvent surtout de arginine dans les cotylédons de la
feve entre 0 et 6 jours de germination.

MosoLov et ALEKSANDROWSKAJA [138] trouvent une diffusion des acides aminés
dans le milieu extérieur lors de la germination des graines. La plus importante concerne
I'asparagine et I'arginine et ceci au cours des quatre premiéres heures.

ForxEes et YeEmM [68] émettent 'hypothése que les graines de I’orge, durant la germi-
nation, respirent surtout aux dépens des acides aminés.

Il résulte de tout ceci que la quantité et le nombre d’acides aminés libres que I’on
trouve dans les graines en germination ne peuvent pas étre déterminés par la simple
dégradation des protéines.

Deés le départ, les protéines semblent avoir une composition en acides aminés trés
différente selon 1'espéce étudiée. Ensuite, dans 'axe embryonnaire, les protéines déja
existantes au moment de la germination, subissent une dégradation, en méme temps
qu’une protéosyntheése active s’y produit a partir des matériaux qui y ont été transportés
en provenance de ’endosperme.

D’autre part, il y a interconversion des acides aminés libres entre eux.

Les données enregistrées par chromatographie représentent en fait une résultante
d’un processus trés complexe qui comporte, a coté de la dégradation des réserves cotylé-
donaires, celles des protides de la proplantule, et le transport sous forme soluble des
produits de dégradation vers la nouvelle plantule. Dans cette derniére, il y a & la fois
dégradation et synthése des protéines. Chaque nouvelle élongation s’accompagne d’hydro-
lyse. Chaque édification de nouveau tissu, de synthése.

A tous les stades du processus il vy a amination, désamination, transamination,
consommation et diffusion dans le milieu extérieur de certains composés.

Dans le cas de l'arachide, il y a probablement un début d’hydrolyse des protéines
au cours des huit premiéres heures d’imbibition. [.’abondance de I’acide glutamique indi-
que que cet acide aminé joue un réle extrémement important dans le transport de
composés azotés lors de la toute premiére phase de la germination de 'arachide. Ce
composé, ainsi que 'acide aspartique, doit &tre vraisemblablement di entre autres, a
la dégradation des amides.

Ce n’est que plus tard, lorsque la plantule se prépare a former les parties vertes,
que 'on observe 'apparition de quantités importantes de v-MG et v~-MGA trés caracté-
ristiques et & l'existence desquels on attribue un role trés particulier dont nous reparle-
rons. Ces composés sont absents dans les hydrolysats acides des protéines.



IV — ETUDES DES ACIDES AMINES CHEZ I’ARACHIDE
AU COURS DE LA CROISSANCE

RESULTATS ET DISCUSSION

A. EVOLUTION DES ACIDES AMINES LIBRES. CHROMATOGRAPHIE SUR
PAPIER

- kA AAdAVe

On a effectué¢ par la méthode de la chromatographie sur papier, des études
systématiques de la fraction des acides aminés libres des différents organes de I’arachide
au cours de la croissance. Ces études avaient pour but de déterminer d’une part la nature
et les variations qualitatives et semi-quantitatives des composés positifs a la ninhydrine
et d’autre part de caractériser ceux ou celui d’entre eux qui sont le plus atteints par la
déficience en soufre.

La figure 14 représente la composition de la fraction des acides aminés libres et les
amides des trois organes (cotylédons, racines et folioles) au stade de deux feuilles
(plantules sur H;0). Ainsi, on constate la présence, dans les cotylédons, de toute la
gamme de composés en proportion inégale, y compris de I'acide y — MG et de son amide
qui n’a pas pu étre jusqu’a présent décelé dans les protéines dites de réserve. Dans les
deux autres organes, folioles et racines, on observe & quelques exceptions prés, les mémes
composés mais en quantités différentes. Les taches dans les deux organes paraissent en
général plus petites et moins intenses que chez les cotylédons et plus petites chez les
racines que chez les folioles. Scule I'asparagine parait se trouver en plus grandes quantiteés
que chez les cotylédons.

Aussi bien dans les folioles que dans les racines, on trouve au niveau horizontal et
a droite de 'arginine une tache qui a été désignée comme étant un peptide. Cette tache
apparaitra dans tous les organes tout au long de la croissance. Elle disparait avec les
amides y compris la v MG apreés hydrolyse.

L’absence de I’acide y — méthyléne glutamique dans les racines a déja été signalée.

La figure 15 représente la composition de la fraction des acides aminés libres et des
amides au stade un peu plus avancé de 2-3 feuilles des trois organes végétatifs : racines,
tiges, folioles (plantules sur H,0).

On remarque la place prépondérante qu'occupe dans la réserve d’acides aminés
solubles, 'acide y — méthyléne glutamique et son amide ainsi que l’asparagine chez les
folioles.
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Fig. 14. — Acides aminés libres de ’arachide au stade de 2 feuilles : {N = non identifié).

On note également 'absence du glutathion dans les racines.

Les tiges, tout en comportant la méme gamme de composés positifs & la ninhydrine,
viennent aprés les folioles quant a leur quantité.

A mesure que la plante se développe, les taches correspondant a tous les acides
aminés libres diminuent dans tous les organes de la plante. On ne décéle de différences
qualitatives entre les organes qu’en ce qui concerne l'acide y — méthyléne glutamique
absent dans des racines.

La déficience en soufre se traduit par une tache de plus en plus importante de
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Fig. 15. - - Acides aminés de larachide au slade de 2-3 feuilles.

Iarginine dans tous les organes a coté d’une tache assez importante de I'asparagine.
La tache de I’arginine prend des proportions considérables au stade avancé de la végéta-
tion.

Signalons que nous avons pu constater également le phénoméne d’accumulation
de 'arginine dans les racines et les parties aériennes, chez le cotonnier déficient en soufre.
Dans les parties aériennes on a observé de méme une accumulation d’asparagine se
formant sous linfluence de cette déficience.

Signalons aussi que le méme phénoméne d’accumulation de I'arginine a pu étre
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constaté chez les plantes déficientes ne présentant pas encore de signes visibles de
carence en soufre.

En effet, les plantes cultivées dans des conditions déficientes du point de vuc de
Péclairement, en hiver sous éclairement naturel notamment, ou sous éclairement artificiel
de 5000 a4 8000 Lux pendant 8-9 heures par jour, ne présentent pas de symptomes
extérieurs de déficience en soufre. Il faut prolonger le temps d’éclairage jusqu’a 12-
14 heures pour voir apparaitre les symptdémes de la déficience chez les plantes — S. Ce
fait semble indiquer que l'accumulation de I’arginine n’est pas une conséquence directe
de la déficience de l'appareil pigmentaire de la plante, lequel, dans les conditions normales
d’éclairage, se trouve étre trés affecté par la déficience en soufre.

Encore serait-il trés intéressant de rechercher quels sont précisément les composants
pigmentaires affectés par cette déficience.

En ce qui concerne 'acide v — méthyléne glutamique et son amide, on sait que les
plantes supérieures contiennent divers dérivés de l'acide glutamique dont ces deux
composés pourraient faire partie. Le processus par lequel ils se forment n’est pas connu
avec certitude.

B. COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE LA FRACTION PROTEIQUE.

CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER.

La composition de la fraction insoluble des plantes+S et — S parait étre sensible-
ment la méme. Il faudrait avoir recours a des déterminations plus fines pour pouvoir
conclure avec certitude §'il existe du point de vue quantitatif quelques différences.

Toutefois, il est possible de constater d’aprés les chromatogrammes des acides
aminés protéiques que pour la méme prise les taches correspondant aux acides aminés
des organes des plantes-+S sont plus importantes que celles correspondant aux — S.

Nous y avons pu identifier les acides aminés suivants : glycine--sérine, acide
aspartique, acide glutamique, lysine, leucine+-phénylalanine, valine4-méthionine,
arginine, alanine, thréonine, histidine, tyrosine, acide cystéique, hydroxyproline.

C. ETUDE DE L’EXUDAT DES TIGES ET DES PETIOLES. CHROMATOGRAPHIE
SUR PAPIER.

La découverte par Done et FowpeN [54] d'un nouvel amide chez ’arachide et les
recherches poursuivies par Fowpew [70] & la suite de cette découverte nous ont incités
a reprendre 1’étude du transport de ce composé en relation avec la déficience en soufre.

L’étude a été effectuée par chromatographie sur papier des exudats des tiges et
des pétioles.

On a sectionné des lots de tiges et de pétioles sans enlever les plantes des milieux
sur lesquels elles poussaient. Chacun des lots a été sectionné & un niveau différent de la
tige. Les sections supérieures ont été écartées. Le jus ascendant, apparaissant a la
surface sectionnée des plantes dont les racines trempaient soit dans l'eau, soit dans les
solutions nutritives, a été déposé sur des papiers chromatographiques & mesure qu’il
s’exudait. On a ainsi obtenu des chromatogrammes de la séve ascendante en provenance
des plantes+S et — 3, qui a été recueillic séparément 4 des niveaux différents de la tige
et & partir des pétioles des différents étages foliaires.
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Ceci a été réalisé d’une part avec des plantes au stade de 3 feuilles cultivées sur eau,
donc sans apport d’azote exogéne, et d’autre part avec des plantes au stade de 6-7 feuilles,
cultivées en pots de sable avec solutions nutritives+8S et -~ .

La chromatographie sur papier ne révéle, pratiquement dans tous les cas étudiés,
qu'un seul composé la v — méthyléne glutamine. Dans I'exudat des pétioles on décéle,
en plus, des traces de I'acide vy — méthyléne glutamique. L’exudat des tiges — S permet
de révéler, en plus de la y — MG, des traces d’asparagine et des acides aspartique et
glutamique.

Ainsi la vy — MG apparait étre la forme principale de transport de I'azote chez
Parachide. Ce qui confirme les résultats de Fowprw.

Notons a cette occasion que les chromatogrammes des jus de presse en provenance
des parties aériennes et des racines correspondant aux mémes plantes révelent les gammes
habituelles d’acides aminés et d’amides. Parmi eux, on remarque la tache non plus &
Pétat de trace, mais trés bien représentée dans les parties aérienne, de U'acide y — méthy-
léne glutamique, composé totalement absent dans les racines.

Ajoutons encore que FowbpEeN, qui a étudié la désaminase chez l'arachide avec
comme substrat la y — MG, a trouvé une forte activité dans les feuilles et pas d’activité
du tout dans les racines™.

D. VARIATION DES ACIDES AMINES LIBRES AU DEBUT DE LA CROIS-
SANCE. CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNES.

Nous avons dosé, par chromatographie sur colonne a I'aide d’'un auto-analyseur,
les acides aminés et amides de folioles récoltées aux stades de 2-3 feuilles et de 6-7 feuilles.
Au stade de 2-3 feuilles, les plantes se trouvent encore sur I’eau sans apport de sels
nutritifs. Les solutions nutritives+8 et — S ont été fournies immédiatement apreés le
premier prélévement.

Le tableau VII présente les résultats des dosages calculés en pmoles par gramme
de matiére séche.

On remarque qu’au jeune stade, les folioles sont trés riches en amides, en arginine
et en acide vy méthyléne glutamique et son amide. La colonne relache d’une part,
lacide glutamique en méme temps que la y — méthyléne glutamine, d’autre part la
glycine en méme temps que lalanine et 'acide v — méthyléne glutamique. Il est difficile
dans ces conditions d’évaluer la part de ’acide glutamique, de la glycine et de ’alanine,
lesquels, & ce stade, sont encore assez abondants dans la plante.

Au stade ultérieur on observe en général une diminution de la teneur des acides
aminés et des amides, aussi bien chez les folioles+S que chez les folioles — S. Dans les
deux cas la proline disparaif, alors qu’apparaissent un composé non identifié X et
I'homosérine. Seul I'acide aspartique n'a pas diminué par rapport au stade précédent.

L’abaissement de la quantité des acides aminés au stade de 6-7 feuilles est, d’une
maniére générale, moins importante chez les folioles ---- S que chez les folioles +S.
Toutefois, certains acides aminés diminuent davantage, au contraire, chez les folioles

* Nous tenons a exprimer ici nos vifs remerciements au Professeur FowpEN de nous avoir si aimablement
fourni des échantillons de ses poudres — la y-MG et la y-MGA.



48 P. HANOWER

TABLEAU VII

ACIDES AMINES ET AMIDES DES FOLIOLES EN {UMOL. POUR | G DE MATIERE SECHE

ACIDES AMINES . 2/3 Feuilles OF7 Tenilles
Plantes sur H,0 +5 | _s
Lysine............o.o..o 2,35 0,41 1,41
Histidine. «.vvvvneneeeeeeeenannn. 12,31 0,27 2,29
Arginine........... ..o o il 46,78 1,69 89,75
yNH, Butyrique................. 1,23 0,45 0,38
Ornithine. ....... ... ... ... ... Traces 0,07 0,38
non identifié X............ ... ... — 0,68 0,75
SO-Méthionine. ......oovevenenns 7,95 1,80 3,63
Acide aspartique................. 9,40 10,58 10,00
nonidentifi6 Y .................. 5,37 3,71 5,00
Thréonine....................... 9,07 2,36 3,69
SETIME. . v 20,48 7,65 11,38
Amides........ .. ..o i, 313,94 8,33 174,38
Homosérine..................... — 1,80 Traces
Proline.......oovinininenneann, 30,67 —_ —
Acide gllitamique + y-méthyléne (1 — 41,08 (1 — 25,61
glutamine. .. ........ Y ......... 141,02 79’01%2 — 37,93 53,4405 _ o078
Glycine+ Alanine—+acide y-méthy- (1 — 1,91 (1 2,19
18ne glutamiqUe. . .. ' v v e e ‘ 96,03 962913 7,71 8,569 136,37
Cystéine. ............ ... ..ol — Traces —
ValiDe......voviuinaiinanannn.. 6,16 0,96 0,50
Méthionine.......... ... .ol — Traces Traces
Isoleucine...............oounnn.. 5,04 : 0,54 0,63
Leucine........ccoveiiieiin.. 3,36 0,43 0,56
TProsine. . c..oveenneenneeann.. 1,12 0,43 Traces
Phénylalanine. . ................. 2,13 0,62 Traces

— S que chez les folioles +8. Ce sont l'acide y-amino-butyrique, les mélanges acide
glutamique+-y-méthyléne glutamique et glycine+4-alanine +acide y-méthyléne glutamique,
la valine, la tyrosine et la phénylalanine. .

Les autres acides aminés ont une teneur plus élevée chez les folioles — S que chez
les folioles -+S.

Il est curieux d’observer que les folioles déficientes en soufre retiennent une plus
grande quantité de SO-méthionine que les folioles abondamment pourvues en cet
élément. Cependant, et bien que les amides soient a ce stade encore présentes en abon-
dance chez les folioles — 8, c¢’est I’arginine qui est le seul acide aminé dont la teneur
augmente chez ces folioles entre les deux stades. C’est donc le seul composé au sujet
duquel 1] est permis de dire qu'il s’accumule.

Cette derniére constatation nous a conduit & I’étude du métabolisme de l’arginine.

Le calcul de 'azote aminé et amidé en pourcentage de 1'azote soluble montre que
si au stade de 2-3 feuilles il représente plus de 70 9, il tombe, au stade de 6-7 feuilles,
chez les folioles+S, & environ 47 %, alors que chez les — S il se maintient aux environs
de 70 9,. L’arginine chez ces derniéres constitue plus de 2/5 de la somme de l'azote
aminé et amidé (tableau VIII).
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TasLeau VIII
ACIDES AMINES ET AMIDES DES FOLIOLES EN % DE L'AZOTE SOLUBLE
. 6/7 Feuilles
ACIDES AMINES lei I'c‘““(;'*; o —
antes sur H, +5 _s

Lysine..........o.ooivniin, 0,27 0,21 0,23
Histidine........................ 2,10 0,21 0,57
Arginine. ......... ... . ... 10,61 1,73 29,69
YNH, Butyrique................. 0,07 0,12 0,03
Ornithine............ ... ... ..., Traces 0,04 0,06
Non identifié X.................. — 0,17 0,06
SO-Méthionine................... 0,45 0,46 0,30
Acide aspartique................. 0,53 2,71 0,83
Non identifié y............. ... ... 0,31 0,95 0,41
Thréonine................ ... ... 0,51 0,61 0,31
SErINe. . oot 1,16 1,96 0,94
Amides.... ... ... i il 35,61 4,27 28,84
Homosérine. . ................... .- 0,46 Traces
Proline..........oouiievinnnnn. 1,74 Traces Traces

1 2 ¢ - . .
Acide glutamique + vy - méthyléne 2.00 {1—10,54 5 y1—2,12
GIULAINING © .o veerreeeeseenns 1 30,01 Yo 19,47 6,72 1o 460

1 2 3 ’

Glycine + Alanine + Acide méthy- 5 45 947 V1049 0.71 1--0,18
léne glutamique ................ ’ T {R43—1,98 ’ 2-4-3—0,53
Cystéine........................ — Traces —
Valine..........c..oiiia., 0,35 0,25 0,04
Méthionine................... ... — Traces Traces
Isoleucine....................... 0,29 0,14 0,05
Leucine........c..ovivenvninnn.. 0,19 0,11 0,05
Tyrosine........................ 0,06 0,11 Traces
Phénylalanine................... 0,12 0,16 Traces
TOTAUX. o it i 71,82 47,15 69,84




V — L’ARGININE

INTRODUCTION

Il est bien connu que la déficience de certains éléments minéraux dans les milieux
nutritifs provoque une altération du métabolisme azoté chez les végétaux. Elle se traduit
par une réduction du taux des protéines accompagnée d’une accumulation des composés
azotés solubles et plus particuliérement de certains acides aminés ou amides.

Ainsi, ont été signalés 1'accroissement considérable de la teneur en arginine dans
les cas de carence en phosphore [71] [77] {145] [173] [181], en fer [93], en manganése [91]
et en potassium [145] [148] [161], la présence de grandes quantités d’acide pipécolique
chez les plantes privées de magnésium, l'apparition de la citrulline consécutive a un
manque de phosphore [71], I'enrichissement en glutamine sous P'effet de la déficience
en phosphore [71] [181], en potassium [42] [71], en calcium [71], en cuivre et en bore [42]
et 'augmentation notable de la teneur en asparagine, comme réponse aux carences en
fer [42] [51], en phosphore [42], en manganése [42], (174], en potassium [42] et en
caleium [181].

Récemment on signale une accumulation de I’agmatine chez le houblon carencé
en K+ et I'accumulation de I’agmatine et de putrescine chez douze autres espéces de
plantes cultivées avec carences en K+ [167].

L’accumulation de la putréscine sous 'effet de la déficience en potassium avait été
déja signalée auparavant par RicHArDs el CorLEmAN [162]. En nourrissant des feuilles
d’orge avec de la putrescine ces auteurs ont pu constater des symptdmes comparables
a ceux de la déficience en potassium.

Ces pertubations ont donné l'occasion de rechercher de nouvelles voies métaboliques
des acides aminés du cycle de 'ornithine chez les végétaux.

Il en ressort que les carences minérales trés diverses peuvent produire des effets
semblables en conduisant 4 'accumulation d’un méme composé azoté. D’autre part,
du point de vue du métabolisme de I’azote, la réponse a la déficience en soufre qui nous
préoccupe plus particulierement, n’est pas identique chez toutes les especes végétales.

Ainsi, la déficience en soufre chez le Desmodium uncinatum D C, le tréfle blanc et
le lin est suivie selon CoLEmMAN [39] [38] d’une accumulation de I'arginine, accompagnée
chez la derniére espéce d’une apparition de la citrulline et de I'ornithine; chez la tomate
c’est en premier lieu la glutamine qui accuse un accroissement notable, dépassant celul
de I’arginine, de la glycine, de la sérine et de l'asparagine ; chez I'orge l’augmentation
des teneurs en deux amides, en glycine et en sérine est & peu prés du méme ordre.

ot
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Coic et coll. [36] qui a aussi étudié la carence en soufre chez ’orge, trouve 1’accrois-
sement de l’asparagine et de la glycine beaucoup plus spectaculaire que celui de la
glutamine et de la sérine. Chez la menthe (42] la déficience en soufre a pour effet d’aug-
menter fortement la glutamine et ’arginine.

L’accumulation de I'asparagine [158] ou de l'arginine et de 'asparagine est le trait
prépondérant du manque de soufre chez la luzerne [129]. Récemment on signale I’accu-
mulation de 'agmatine et de la putrescine chez le tabac déficient en soufre [199], et de
la citrulline chez les plantules de melon carencé en cet élément [186].

En regle générale, ce sont principalement les molécules riches en azote — les amides
et l'arginine — qui s’accumulent.

Dans nos expériences avec I’arachide [85] [84] et le cotonnier nous avons également
observé une accumulation de l'arginine et de l'asparagine, celle de 'arginine étant de
beaucoup la plus importante. Geci nous a incités a ’étude de 1’évolution de I’arginine
libre au cours du cycle vital de I’arachide et & rechercher les causes de 'altération du
métabolisme azoté sous 'effet de la déficience en soufre.

Une des causes possibles de I'accumulation de I’arginine libre pouvant étre le freinage
de son incorporation dans les protéines, on a recherché si et dans quelle mesure la
déficience en soufre se répercute sur la composition des protéines.

On admet généralement que la composition des protéines est relativement stable.
On trouve cependant, dans la littérature des travaux signalant certaines modifications
de la composition des protéines sous 'influence de la déficience en soufre.

Ainsi, ERGLE et EaTow [66] observent les variations de la teneur en soufre des
protéines chez le cotonnier cultivé sur des milieux de plus en plus pauvres en sulfate.
Les protéines foliaires s’enrichissent en soufre tandis que sa teneur diminue dans les
tiges.

Mertz ¢t MaTsumoto [129], a la suite d’une étude sur la luzerne, concluent que
laccumulation de I'asparagine et de I’arginine dans la fraction soluble est compensée
par une diminution de leur teneur dans les protéines.

Tuompson et coll. [181] étudient I'effet des diverses carences minérales surla compo-
sition en acides aminés de la fraction soluble et protéique chez le navet. Ils ne trouvent
pas de différences sensibles entre les teneurs en méthionine des protéines de feuilles
45 et — S.

Fusrwara et Torix [73] ont étudié I'effet de la déficience en soufre sur les fractions
cellulaires de six espéces végétales (betterave, tomate, blé, riz, soja, orge). Selon ces
auteurs, la déficience provoque une réduction pondérale de la fraction des protéines
cytoplasmiques sans pour autant affecter leurs teneurs en N, P et S.

CraNE et STEWARD [42], tout en soulignant la stabilité de la composition des
protéines de la menthe soumise & des carences minérales diverses, notent cependant
certaines variations possibles dans les proportions des acides aminés particuliers, les
protéines pouvant s’enrichir en arginine en cas de carence en soufre.

Goic et coll. [36] trouvent que sous l'influence de la déficience en soufre Vacide
aspartique augmente et la cystine diminue dans les protéines de 1’orge.

JORDAN [97], & la suite des expériences sur 'avoine cultivée sur un sol déficient en
soufre avec et sans apport extérieur de cet élément, démontre que les proportions des
acides aminés dans les protéines de plantes +S et —S restent sensiblement les
mémes.

Arraway et THompsoN [4] soutiennent 'opinion selon laquelle la composition des
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protéines cst considérée comme étant stable et peu dépendante des variations du régime
nufritionnel de la plante.

En cas d'alimentation insuffisante en soufre les concentrations de tous les acides
aminés protéiques, y compris les acides aminés soufrés, tendent & diminuer dans la
méme proportion.

WiLLENBRINK [19D] étudie les chloropla%tes isolés des feuilles de tomate. Il constate
que la déficience en soufre modifie peu le Ldpporb b prmmque;n probelque dans les
chloroplastes tout en provoquant une baisse sensible de la teneur en S des protéines
cytoplasmiques.

Dans la présente étude s

des prni‘mnnq nous avons
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en arginine.
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RESULTATS ET DISCUSSION

A. EVOLUTION DE L’ARGININE LIBRE AU COURS DE LA CROISSANCE.

Les études de 1'évolution de 'arginine au cours de la croissance ont été effectuées
sur des plantes cultivées en pots, sur sable, en 1965 et en 1966. En 1966 I'écart entre les
plantes +S et — S a été beaucoup plus spectaculaire qu’en 1965 : les S ont été trés
vigoureuses et les — S beaucoup plus carencées.

a) 1965
Le tableau IX résume les résultats des dosages de l'arginine libre exprimés en mg
par organes de 10 plantes.

TasLrauy IX

ARGININE LIBRE EN MG PAR ORGANES DE 10 PLANTES (1965}

ORGANES VEGETAUX ANALYSES
Stade l
d 1 nt ig !
u développemen Cotylédons Folioles* Tl%ESﬂ:* Hypocotyles Racines Gynophores
i pétioles
PLanTES sUR H,0
2 feuilles non
étalées......... 16,39 1,96 1,20 3,72 3,11
2-3 feuilles....... 9,42 8,90 2,05 3,21 4,00
PLANTES SUR SOLUTIONS NUTRITIVES +8 ET —5
+s | —s T gs | —s | +s —s[+s’—s +sl—s|+s —s
i i ; ‘
; 1
4-5 feuilles.......[ 3,90 | 2,76 7,95 | 14,50| 1,69 3,52 1,49 1,52, 2,86 4,08
6-7 feuilles.......| 2,48 | 1,49 7,31 1 51,78 1,68 | 23,02] 0,52 1,431 2,08 | 15,28,
Début floraison.. . 13,41 | 131,58| 4,41 60,17 1,22 9,50 { 6,94 61,901
Début gynopho- ‘ i ‘ j ;
res. . i 16,60 | 141,66] 9,67 114,53[ 1,59 | 11,73 | 9,23 l120,721 2,19 ‘ 2,29

* Folioles des tiges principales.
** Tiges principales.
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Au départ, 10 graines non germées contiennent des quantités négligeables d’arginine
libre : 1, 32 mg. Dés la germination, alors que les plantules vivent encore sur leurs propres
réserves, I’arginine libre apparait en quantité importante dans les cotylédons, provenant
vraisemblablement de la protéolyse. Au cours du développement de jeunes plantules
sur I’eau, les cotylédons perdent la moitié de leur arginine libre alors que les feuilles s’en
enrlchlssent rapldement

Au stade de 2-3 feuilles les

On remarque alors chez les plantes +8S pendant les deux stades suivants, que
I'arginine libre diminue legerement dans tous les organes analysés. Ensuite elle accuse
un net accroissement qui se maintient jusqu’a la fin de 'expérieence.

Chez les plantes — S, I'arginine libre disparait plus rapidement dans les cotylédons
et s’accumule considérablement dans tous les autres organes  tout au long de la croissance.
Cette accumulation commence dés le stade de 4-b feuilles, bien que les symptdmes
visibles caractéristiques de la carence en soufre ne se manifestent pas encore. Les folioles
sont les organes dans lesquels les quantités d’arginine libre sont les plus élevées. Le
phénomeéne est particuliérement sensible a partir du stade de 6-7 feuilles, et alors se

manifeste également dans les tiges et les racines.

Les mémes résultats mais exprimés en pourcentage de l'azote soluble sont réunis
dans le tableau X. Ce mode d’expression souligne I'importance du phénomeéne. L’arginine
libre représente chez les plantes déficientes en soufre une proportion trés élevée de
I’azote soluble pouvant aller jusqu’a 54 9%, (folioles au stade de la floraison), contre
12 9% pour les mémes organes au méme stade chez les plantes témoins.

plantes sont soumises

TaBreay X

ARGININE LIBRE EN %, DE L’AZOTE SOLUBLE (1965}

ORGANES VEGETAUX ANALYSES
Stade Cotyléd Folioles* Tiges Hypocotyl Raci
otylédons olioles pétioles** ypocotyles acines
PLaNTES SUR H,0
feuilles.......c.cvviiinnnn.. 19,82 8,68 5,92 9,02 7,62
2-3feuilles............coueun. 14,92 15,25 6,64 10,92 8,51
PLANTES SUR SOLUTIONS NUTRITIVES ~+S ET —S
+S —8 +8S —8 +8 —S +S —S 48 —S

4-6 feuilles....vooovvne o, 13,111 13,35 | 15,67 | 17,68 | 5,07 7,11} 9,30 | 9,29 | 6,04 7,47
6-7 feuilles............ ..ot 10,61} 17,31 12,80, 36,60 § 4,21 | 23,80 | 5,26 | 12,14 4,61 | 18,51
FloraiSon. ... .ocvevvnenananns | 12,61 | 54,25 | 6,00 | 32,30 ] 7,53 | 38,67 | 5,06 | 27,68
Gynophores................... 12,44 | 53,05 | 5,93 | 29,48} 7,87 | 35,22 | 4,42 | 33,70

* Folioles des tiges principales.

** Tiges principales.

b) 1966

Les résultats de 19656 nous ont incités a reprendre les dosages de l’arginine libre
sur des nouvelles cultures afin de les compléter par des dosages de 'arginine protéique.
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I1 était, en effet, intéressant de savoir si et dans quelle mesure ’accumulation considé-
rable de ’arginine libre sous l'influence de la déficience en soufre est en rapport avec la
richesse on arginine des protéines. '

On a prolongé les cultures en 1966 jusqu’au stade de début de la formation des
graines. )

Le tableau XI résume les résultats des dosages de I’arginine libre calculées en mg
par organes de 10 plantes.

On observe les mémes tendances que dans l'expérience de 'année précédente.
Toutefois les écarts entre les plantes +9S et — S sont beaucoup plus importants qu’en
1965. Ceci s’explique par le fait que la déficience en soufre a été particuliérement pro-
noncée en 1966 et les plantes S nettement plus vigoureuses qu’en 1965.

Si 'on considére les chiffres correspondant aux stades « Formation des gousses»
et « Formation des graines » — stades qui n’ont pas été analysés précédemment — on
constate que l'arginine continue a augmenter dans les différents organes +S et — S.
L’accumulation de I’arginine libre chez les — S atteint des chiffres élevés quoique la
matiére séche des organes augmente relativement peu. Si au stade de floraison on arrive
4 avoir environ 10 fois plus d’arginine libre dans la plante — S que dans la plante +8,
au stade de formation des gousses ce rapport n’est plus que d’environ 2 & 1.

On remarque qu’il y a mobilisation de ’arginine libre dans les organes de reproduc-
tion-gynophores et gousses. La quantité d’arginine libre y est la plus élevée de tous les
organes S (Fig. 16).

Ce sont les seuls organes ot arginine libre dépasse chez les plantes 4-S les quantités
présentes chez les plantes — S. Dans tous les autres organes on trouve & ce stade final
encore bien plus d’arginine libre chez les plantes — S que dans les organes correspondant
des plantes +S. Malgré cela cette arginine n’est transportée qu’en quantité relativement
faible vers les organes reproducteurs, leur développement chez les plantes — S étant
fortement réduit. '

Soulignons que les teneurs (arginine en % de la matiére séche) de tous les organes,
y compris les organes reproducteurs, sont beaucoup plus élevées chez les plantes — 3
que chez les plantes +S. On est tenté d’employer le terme d’intoxication des plantes
— S par Parginine.

Le tableau XII présente les résultats calculés en pourcentage de I'azote soluble.
Ces données confirment les tendances notées pour 1’année précédente et complétent en
outre les résultats obtenus pour les organes reproducteurs. Les pourcentages de ’arginine
libre par rapport & I'azote soluble sont trés significativement plus élevés chez les gyno-
phores — S que chez les gynophores +8. Quant aux gousses, au début de leur formation,
¢’est inverse qui se produit. Par la suite ce rapport chez les gousses — S double sa valeur
alors que chez les gousses +$S il diminue légérement. L’arginine se trouve mobilisée
pour la formation des graines.

B. VARIATIONS DE L’ARGININE PROTEIQUE.

Si lon considére les résultats se rapportant 4 la quantité d’arginine protéique par
organe (tableau XIII) on constate qu’au jeune stade la majeure partie se trouve dans les
cotylédons. Les folioles en contiennent beaucoup moins que les cotylédons mais trés
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Fig. 16. — Arginine libre en mg par 10 plantes.

nettement plus que les autres organcs des jeunes plantules. Ceci prouve que la grande
quantité des protéines dites de réserve n’a pas encore été utilisée mais les folioles sont
déja le siege d’une protéogenése intense.

Par la suite, & mesure que les plantes se développent, les réserves protéiques des
cotylédons diminuent. Par contre, dans tous les organes aussi bien chez les plantes +8S
que chez les plantes — S, I'arginine protéique augmente au cours de la croissance et
alors ce sont les folioles qui deviennent les plus riches en arginine protéique. A 'appari-
tion des organes reproducteurs, gynophores et fruits, ceux-ci s’enrichissent treés rapide-
ment en arginine protéique. On observe une mise en réserve intense des protéines de la
graine riche en arginine.

La quantité d’arginine protéique des organes des plantes — 5 est trés inférieure
a celle des organes correspondants des plantes +S. Ceci tient & cette raison essentielle :
les poids et les teneurs en protéines des plantes — S sont trés réduits par rapport aux
plantes +S. Rappelons & ce propos la figure 9 (p. 20) représentant la matiére séche en g
par organes de 10 plantes 4-S et — S a chacun des quatre stades de la végétation. Sur la
figure 17 nous avons porté les résultats des dosages de ’azote insoluble exprimés en mg
par organes de 10 plantes S et -— S aux mémes stades. Au moment de la formation



TaBLEAu XIII

ARGININE PROTEIQUE EN MG PAR ORGANES DE 10 PLANTES (1966)

ORGANES VEGETAUX ANALYSES

Stade = = = = =
du développement, Coty- . Tiges princ.; Hypo- Tiges lat. . Gyno- [ Plantes
lédons Folioles --pétioles cotyles +feuilles Racines phores Gousses ] entiéres
PranTEs sur H,0
23 FOUILLES. o evnenseeeenn. . | 68,0 ‘ 14,0 | 5,1 | 4,7 l — ] 6,8 ] l ] 99
PLANTES SUR SOLUTIONS NUTRITIVES <-S ET —S
4S|—S8| 85 | —S| 4S8 !-a—S +8|—S} +S | —8 | +S | —S | +S | —S +s |—S8 | +8 [ —3
6-7 feuilles (13 jours +S et
=) [ 15,7 19,6 70,4139,0{ 17,6. 15,6} 2,1 | 1,5 20,1 10,5| 16,8 13,8 143 100
Floraison (28 jours +8 et —S).| — | — 1234,9|73,1| 63,0{32,3| 4,0 | 2,5 | 449,1] 7L,1| 71,2] 26,3 822 | 205
Formation des gousses (76 j.
+8et—S).ooiiiii, 917,01 93,6 | 341,4| 84,7 — | — | 7666,2| 338,2| 588,5| 69,0] 401,9|10,4 | . 569,3| 8,5| 10484 | 604
Formation des graines (122 j.
+Set—S).. ... —_— - = | = — - _ — [ 984 | 112 | 338521 14314 |161 — —
TasLeav XIV
ARGININE PROTEIQUE EN 9%, DE M.S.
ORGANES VEGETAUX ANALYSES
Stade
du développement X . Tiges princ. Tiges lat. .
Cotylédons Folioles +pétioles Hypocotyles +feuilles Racines Fleurs Grynophores Gousses
PrantEs surR H,0
2-3 feuilles................ I 1,99 2,38 ‘ 1,36 I 0,85 l — 1,26 l 1 l
PLANTES SUR SOLUTIONS NUTRITIVES S ET —S
I +S8 | -S| +8 | —S | +8 | 8} 48 ——SI +S | —S| 48| —8 | +8 l —S | +8 ' —S | +S i -3
6-7 feuilles................ 1,55 | 1,73 | 1,95 | 1,50 | 0,86 | 1,01 | 0,64 | 0,44 | 1,50 | 1,33 | 0,96 | 0,77
Floraison................. — — | 1,63 1,28 | 0,70 ; 1,05 0,65 | 0,63 | 1,32 | 1,13 | 0,87 | 0,67 | 0,69 | 0,81
Formation des gousses..... 1,45 | 1,24 | 0,63 | 1,12 | — — 11,27 { 0,99 | 0,62 | 0,64 | 0,69 0,50 | 0,97 | 0,87 | 1,04 | 1,15
Formation des graines...... — — — —_ — — —_ — 10,62 { 0,76 | — — [ 0,811 0,96 | 1,92 | 1,69

86
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des gousses, la quantité d’azote protéique est dix o Heprotéiase FoLiowEs 15
fois plus élevée dans les trois organes +S et dix- |
huit fois plus élevée pour la plante entiére en com-
paraison avec les plantes — S.

Si l'on considére les teneurs en arginine
protéique en pourcentage de la matiére séche
(tableau X1V) on constate que méme au stade de
2-3 feuilles, alors que les cotylédons sont encore
gorgés de protéines, les jeunes folioles sont déja
des organes dans lesquels la teneur en arginine
protéique est la plus élevée de tous. Par la suite
ces teneurs diminuent, en général, au cours de la
croissance, aussi bien chez les organes des plantes
48 que chez ceux des plantes — S. Les gousses
font exception & cette régle.

Les teneurs en arginine des organes de trans-
port sont particuliérement remarquables. En effet,
si dans les autres organes ’arginine protéique est
plus abondante chez les 45, dans les organes de
transport c¢’est I'inverse qui se produit.

. Ce phénoméne peut traduiye la différence Fig. 17. — Azole protéique
existant dans la composition protéique des organes par organes de 10 plantes.
de transport des plantes +S et — 5, chez les-
quels I'azote proétique (en pourcentage de la matiére séche) ne varie pas beaucoup
en fonction de 'alimentation en soufre {voir Fig. 10 b, c¢). Le tableau XV traduit
d’ailleurs ces différences de la composition des protéines. On y voit que les rapports N
— arginine protéique/N — protéique sont souvent nettement plus élevés chez les
organes des plantes — S que chez ceux des plantes +35.

Pour les plantes --S ces rapports ne varient pratiquement pas au cours de la crois-
sance, les tiges au stade de la formation des gousses exceptées. Il n’en est pas de méme
pour les plantes — S ot ces rapports vont en augmentant dans tous les organes, devenant
nettement supérieurs a ceux des plantes +5S.

En résumé, la déficience en soufre n’a pas freiné I'incorporation de ’arginine dans
les protéines. Bien plus, ainsi que le démontre le tableau XV, la déficience en soufre
a entrainé des modifications de la composition des protéines lesquelles deviennent au
contraire, plus riches en arginine ; les racines sont les moins affectées.

RACINES 48
&

Nombre de |ours
a0 50 60 7o 80

3 feuilles 6-7 fevilles Fioraisen Gousses

Yemr [197] a comparé les acides aminés présents dans les préparations suivantes
de protéines de l'orge : 1) protéines totales des feuilles, contenant les fractions cytoplas-
miques ct chloroplastiques ; 2) protéines cytoplasmiques des feuilles; 3) protéines
totales de jeunes plantules. Un haut degré d’uniformité a été trouvé dans la composition
des acides aminés de toutes les trois préparations, la seule différence notée étant la
proportion élevée de la lysine dans les préparations cytoplasmiques et les plantules.

Reste a savoir quel est le mécanisme d'une protéosynthése aboutissant aux modifica-
tions constatées de protéines et. quelles sont les conséquences de ces modifications pour
leurs propriétés. Est-ce que I'arginine s'incorpore en plus grande proportion dans les
protéines & la place d’autres acides aminés, par exemple des acides aminés soufrés ?
La déficience en soufre influence-t-elle en ce sens le messager ou P'activité des systemes
ribosomiques catalysant l'incorporation des acides aminés ? On sait que l'activité des
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TABLEAU XV
TENEURS DES PROTEINES EN ARGININE : N-ARGININE EN G PAR 100 ¢ pE N-PROTEIQUE
ORGANES VEGETAUX ANALYSES
Stade
du Folioles Tiges principales | Tiges latérales
développement des -+ + Racines
tiges principales pétioles feuilles
PLANTES SUR I,0
Q-8 LOUILLES. .o vve e e l 15,62 14,54 — 13,82
PLANTES SUR SOLUTIONS NUTRITIVES S BT —S
+S —S +S —S +S —8 +8 —S
6-7feuilles...............ii.. 14,83 15,32 14,48 18,51 13,68 16,26 11,49 10,98
Floraison.............cc.vovun.. 14,93 20,30 14,00 22,93 13,77 16,73 11,57 12,56
Formation des gousses. . ......... 15,64 21,28 20,40 29,03 19,81 19,39 12,07 13,49

systémes ribosomiques passe d'un taux trés faible dans la graine séche a4 un taux
maximum dans la graine imbibée [124].

Notons a ce propos les recherches trés intéressantes de LE GorF et coll. [120]. Ces
auteurs travaillant sur la fixation in vilro des acides aminés par des acides ribonucléiques
de Datura stamonium L, constatent I'existence des différences significatives entre certains
types d’ARN des tissus sains et tumoraux. Les résultats montrent que certaines fractions
d’ARN des tissus tumoraux possédent une capacité accrue pour la fixation de ’arginine
comparativement a celle des tissus normaux.

Pour d’autres acides aminés essayés, on n’observe pratiquement pas de différence
significative en ce qui concerne le taux d’incorporation.

Ceci prouve qu’au moins une fraction d’ARN particuliére est présente dans les
tissus tumoraux.

La synthése des protéines peut s’effectuer en de nombreux points du cytoplasme,
dans les différentes particules cellulaires. Au niveau du tissu, certaines cellules ou
groupes de cellules peuvent étre beaucoup plus actives dans la synthése ou la dégradation
des protéines que d’autres.

De plus, les protéines peuvent avoir une composition différente selon qu’elles sont
fabriquées par telle ou telle autre particule cellulaire, par telle ou telle autre cellule
ou groupe cellulaire. ’

A son tour, la déficience en soufre peut se répercuter davantage ou autrement sur
tel ou tel groupe de cellules ou sur telle ou telle partie du cytoplasme.

A ce propos, il est intéressant de souligner que les dosages du phosphore insoluble
nous ont constamment donné des chiffres plus élevés pour les organes — S en comparaison
avec les organes 3. Le tableau XVI résume ces résultats.

Or, on sait que les acides nucléiques interviennent a plusieurs stades de la protéo-
synthése,

D’autre part, il a été démontré qu’il existe, pour une espéce donnée et pour une
protéine donnée, une constante de composition et que la séquence des acides aminés
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pour chacune d’clles est constante. Aussi a-t-on été conduit & penser que la synthése
d’une protéine était commandée par le matériel génétique des cellules [43] [44] [45]
[144] [188].

Quels sont donc les mécanismes régissant la modification de la composition protéique
chez les plantes — S 7?

Voila une question & laquelle il est impossible de répondre pour l'instant autrement
que par des hypotheéses et a I'élucidation de laquelle nous aimerions pouvoir apporter
dans l'avenir notre contribution.

TaBLEaUu XVI
PHOSPHORE INSOLUBLE EN Y%, DE M.S.

Folioles Tiges+pétioles Racines
Stade du développement — : =
+s | —s | 48 | —s | +s | —s8
78 feuilles. .. ................. 0,079 | 0,087 | 0,040 | 0,041 | 0,032 | 0,042
Floraison.........c.oovvruen... 0,074 | 0,106 | 0,038 | 0,057 | 0,039 | 0,046
Formation des gynophores.......| 0,051 | 0,110 | 0,044 | 0,061 | 0,089 | 0,09
Début de formation des gousses..| 0,065 | 0,119 | 0,038 | 0,089 | 0,073 | 0,097

C. VARIATION DE L’ARGININE AU COURS DE L’INDUCTION ET DE LA
CORRECTION DE LA CARENCE EN SOUFRE.

Les résultats obtenus dans les cas extrémes des cultures normalement appro-
visionnées en soufre ou sans apport de soufre nous ont conduits & étudier les variations
de P'arginine, ainsi que le devenir de 1’arginine — *#C-5 lors de I'induction et de la correc-
tion de la déficience en cet élément.

L’étude de 'arginine au cours de I'induction et de la correction de la carence ainsi
que celle relative au devenir de I'arginine — 1C-5 par absorption radiculaire, ont été
effectuées sur des plantes cultivées en aquiculture. Les autres conditions culturales
ont été les mémes que dans les autres expériences.

60 plantules au stade de 2 feuilles ont été repiquées dans 6 bacs en matiére plastique
4 raison de 10 par bac. Trois bac contenaient la solution 48 et trois autres la solution
— 8.

Au stade de 4 feuilles (5™ en développement), on a introduit dans les bacs dessolu-
tions nutritives contenant ’arginine marquée.

Aprés une semaine de végétation et au stade de 6-7 feuilles, on a inversé les milieux
nutritifs pour une partie des plantes S et — S : les +S ont été transférées sur la solution
nutritive — S et inversement, les — S sur la solution 8. Les plantes d’'un bac +5S et
celles d'un bac — S sont restées dans les milieux primitifs comme témoins.

Au bout d’une semaine, au stade de 7-8 feuilles, 9¢ en développement, on a effectué
la récolte.

On a observé une anomalie : presque systématiquement les feuilles du sommet
avaient 6 folioles, quelquefois 5.

Les plantes récoltées ont été divisées en 3 parties :

— folioles des étages supérieurs & partir de la 5 feuille, ¢’est-a-dire celles développées
apres le contact avec G ;
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— racines ;
— autres organes de la plante pris ensemble, c’est-d-dire feuilles restantes, tiges,
hypocotyles, cotylédons. )

Le tableau XVII illustre les différences pondérales enregistrées pour les 4 variantes
au moment de la récolte. Ce moment correspond au stade de 7-8 feuilles, 27 jours aprés
le semis, 20 jours aprés le repiquage sur solutions nutritives et 8 jours aprés I'induction
et la correction de la déficience.

TaBLEaAUu XVII

MATIERE sECHE DE 10 PLANTES (EN G)

Organes +S —3 +S—>—8 —S—+S
Folioles des étages supérieurs. 7,52 2,95 6,48 3,63
Racines................... 7,07 6,60 6,43 5,69
Autres organes............. 24,87 12,30 22,88 13,90
TOTAL......... 39,46 21,75 36,79 23,22

On voit que l'induction de la déficience s’est traduite par une diminution de la
matiére séche des plantes 48 et inversement, la correction de la déficience a fait monter
la matiére séche des plantes — S.

Les résultats des dosages de l'arginine libre et de larginine protéique effectués
sur ces récoltes sont réunis dans le tableau XVIII.

a) ARGININE LIBRE

Sous linfluence de la déficience en soufre, on observe, comme on a déja pu le
constater auparavant, une accumulation trés spectaculaire de I'arginine libre. Compara-
tivement au témoin — 8, la correction de la déficience se traduit par une baisse sensible
de larginine libre dans tous les organes. Cette baisse est beaucoup plus importante
pour les racines que pour les folioles. Inversement, I'induction de la déficience fait
augmenter la teneur en arginine par rapport a celle des plantes +8S. Le taux d’arginine
libre aprés correction est toutefois toujours plus élevé qu’aprés induction de la déficience.

Ge qui plus est, les deux valeurs médianes obtenues aprés induction ou correction
de la déficience ne se situent pas a égale distance des deux extrémes.

La désaccumulation de l’arginine lors du passage — S—-S est beaucoup plus
importante que 'accumulation lors du passage inverse +S—— S. Ce fait est illustré
dans la figure 18.

Autrement dit, la correction s’avére beaucoup plus rapide que l'induction de la
déficience.

b) ARGININE PROTEIQUE

La réduction de la teneur en arginine protéique sous I'effet de la déficience en soufre,
déja constatée, se confirme ici dans toutes les parties analysées de la plante. L’induction
de la déficience reste pratiquement sans influence sur U'arginine protéique, alors que la



TaBLeau XVIII

ARGININE EN 9% DE M.§. ET EN MG POUR 10 PLANTES

] -3 +5 - —5 —_S8 = A8
Organes Soluble Protéique ——Swoluble ! Protéique i Solubie ; Protéique Soluble 7Pr0téiquc
% | mg % | mg % | mg % | mg i % | mg % | mg % | mg % | mg
Folioles supérieures.............. 0,23 : 17,3 | 1,92 | 144,4 | 3,40 | 100,3 | 0,94 | 27,7 1 0,81 | 52,6 1,78 | 115,3 | 1,24 ' 45,0 1,85 i 67,2
Racines..........o.coiviinin 0,17 | 12,0 [ 0,95 ~67,'2 2,20 | 143,0 | 0,66 | 42,9 0,43 | 27,6 »O,g()— 51,4 | 0,56 | 31,91 0,83 | 47,2
' i
Autres organes................... 0,14 | 34,8 | 1,48 ; 368,1 | 2,31 | 284,1 | 0,63 : 77,5 0,36 I 82,41 1,34 | 306,6 | 0,6b§ 76,5 1,39 [ 193,2
Total. . cooveeenennn... M 64,1 | 579,7 527,4 |— _— 143,1 i 162,5! 473,3 153,4 o 307,6
SOMMEeS. covvv e 643,8 675,5 635,8 461,0
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Fig. 18. — Arginine libre en % m.s. {1966).

correction de la déficience provoque une augmentation beaucoup plus nette de sa teneur
par rapport a celle des plantes — S.

On pourrait en conclure que dés que I'on met du soufre a la disposition de la plante,
celle-ci se met & fabriquer de la protéine dans laquelle une partie de I’arginine libre se
trouve incorporée.

Il convient de souhgner que la somme des deux formes d’arginine — libre et pro-
téique — se trouve presqu’au méme niveau dans les plantes 45 et — S. L’arginine
protéique faisant défaut chez les derniéres se trouve compensée sous forme d’arginine
libre. Il y a visiblement équilibre entre les deux.

Quant aux changements de régime nutritionnel, on voit que la correction de la
deéficience a fait tomber de fagon trés appréciable la somme de deux fractions d’arginine.
C’est la fraction libre qui est responsable de cet abaissement. La protéolyse est plus
lente 4 se produire que la protéosynthése.

ErcLE [65] travaillant sur 'influence des apports de petites doses d’azote et de
soufre sur leur accumulation chez le cotonnier, arrive & cette conclusion que si la protéo-
lyse est d’une évidence frappante dans le cas d'une déficience en azote, elle ne se manifeste
pas dans le cas de la déficience en soufre.

A ce propos on doit remarquer que les besoins en soufre du cotonnier sont plus
importants que ceux de l'arachide.

-96-
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e) L’ARGININE EN POURCENTAGE DE L’AZOTE

a. Fraction soluble.

L’azote de l'arginine libre (tableau XIX) représente un trés haut pourcentage de
l'azote soluble dans le cas de la déficience en soufre.

TasLEau XIX

AZOTE DE L’ARGININE EN Y, DE L'AZOTE SOLUBLE ET PROTEIQUE

ORGANES Fracrron +9 —8 +S——5 | —S—>48

Folioles Soluble 10,42 56,95 28,94 39,10

des étages supérieurs | poorsione | 16,08 | 2056 | 17,00 | 1685

Soluble 13,02 35,03 16,27 26,10

Racines --
Protéique 14,69 13,27 13,06 14,51
Autres Soluble ) 6,53 36,78 11,21 20,81
organes Protéique 16,76 14,27 17,03 16,74

L’induction et la correction de la déficience situent les rapports de ’azote de I'argi-
nine sur I'azole soluble entre les deux extrémes qui sont les plantes +5 et —S. Dans
tous les cas sauf pour les racines 4S5, ces rapports sont les plus élevés pour les folioles
en comparaison avec les autres parties de la plante.

B. Fraclion insoluble.

Le rapport de l'arginine protéique sur l'azote protéique constitue le critére que
nous avons choisi ici pour apprécier et comparer les diftérences dans la composition des
protéines selon organes et traitements :

1) Pour les plantes -+S au stade de préfloraison les protéines des trois parties
analysées (folioles, racines, autres organes) ont sensiblement la méme teneur en arginine.

2) Pour les plantes —S au méme stade, les protéines des folioles sont au contraire
plus riches en arginine que celles des racines.

3) Ilenrésulte que les protéines des folioles —S sont plus riches en arginine que celles
des folioles 3. La différence pour les racines est minime.

Ce qui vient d’étre constaté au point 3 confirme nos résultats exposés plus haut a
I’'occasion d’autres expériences.

4) La correction de la déficience s’opére plus rapidement que l'induction de la
déficience.



VI — DEVENIR DE L’ARGININE -'*C-5

INTRODUCTION

Nos études précédemment exposées concernant I'influence de la déficience en soufre
sur le métabolisme de I’arginine, nous ont conduits a envisager le probléme du devenir
de cet acide aminé & ’aide de I’arginine radio-active.

Depuis que Kreps et HENSELEIT ont découvert en 1932 {112] le fameux cycle de
I’'urée dans le foie de mammiféres, les chercheurs se sont efforcés de démontrer 'existence
de ce cycle dans le régne végétal. Bien que certains chercheurs en admettent aujourd’hui
lexistence chez les végétaux, les résultats des recherches que 'on trouve dans la littéra-
ture ne sont que fragmentaires. De plus, certains auteurs signalent d’autres voies
métaboliques que le cycle de I'ornithine.

(est SrB et Horowitz en 1944 [171] qui, les premiers ont émis I’hypothese de
Iexistence du cycle de I'ornithine chez les végétaux.

CoLEMAN (1953) [37] démontre l'accumulation de l'arginine chez l'orge nourrie
avec de la citrulline.

TrHOMAS et Kraus {1955} [180] en ajoutant au milieu de culture de l'urée ou de
I'ornithine ont obtenu une augmentation de I’arginine dans le Scenedesmus.

Kasting et DeLwicHE (1955) [98] rapportent qu’en utilisant Pornithine 2-4C et
Parginine #C il leur a été possible de démontrer que le cycle de KrEps-HENSELEIT fonc-
tionne dans les tissus de Cilrullus vulgaris, plante particuliérement riche en ornithine,
citrulline et arginine. Deux ans plus tard [99] ils sont moins affirmatifs en ce qui concerne
le fonctionnement du cycle de 'ornithine. Il est, en effet, évident que la seule présence
de ces trois composés n'explique pas leur fonction dans le métabolisme de la plante, ni
n’autorise & préjuger des voies de leur formation.

CoLEMAN et HEGaRTY {1957) [40] constatent la rapide transformation de ’ornithine
2-14C chez 'orge et le tréfle blanc. On retrouve de la radioactivité dans la citrulline,
I’arginine et la proline et aussi dans 'acide glutamique, acide y-amino-butyrique et la
glutamine.

Ils suggérent que le matériel étudié contient certains enzymes responsables de la
conversion des acides aminés du cycle de Kreps-HENSELEIT, encore que ceux-ci n’aient
pas été isolés.

Toutefois, 'impossibilité de mettre en évidence la présence de I'arginase chez de
nombreuses plantes supérieures ameéne CoLEMAN (1958) [39] & penser que la formation
de l'urée a partir de 'arginine n’est pas un processus métabolique important.
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KasTiNGg et DELwicHE (1958) [100] font incuber des plantules de pastéque ou leurs
homogénats avec de I'ornithine -G et. de I'arginine -*C. Ils constatent une rapide inter-
conversion des trois acides aminés du cycle de 'ornithine. A la suite de 'infiltration de
Pornithine -C, une forte radioactivité a été retrouvée dans la citrulline et, 4 un degré
beaucoup moindre, dans I’arginine et la proline. L’utilisation de l’arginine -“C a donné
lieu a une forte radioactivité de I'ornithine et de la citrulline et & une activité plus faible
de acide glutamique et la proline.

Kireczkowskl et REIFFER (1959) [105] procédent a I'incubation des organes excisés
de plantules de pois et de blé avec de I’ornithine préparée a partir de I’arginine. Constatant
que V'ornithine se transforme en citrulline, arginine et urée, ils concluent que les plantules
contiennent tous les enzymes du cycle de 1'ornithine.

DuranTon {1959) [58] dans les cultures in vilro de tissus de topinambour constate
‘que 'arginine donne naissance & de la proline, de ’hydroxyproline et de l'acide gluta-
mique.

Barngs et NAYLOR (1961) [10] ob%ervent la transformation de l’ornithine chez de
JGLlU.t:b coniféres en gei‘ﬂ‘uﬂauuu, en citrulline et en aTguluw libres. Iis n’ y trouvent
cependant pas d’urée. Dans les hydrolysats I’arginine, la proline et I’acide glutamique
deviennent radioactifs. Les auteurs concluent qu’il n'y a pas de processus cyclique.

Par la suite {1962), BARNEs [9] en travaillant sur des aiguilles de Pinus faeda L. de
32 ans démontre que parmi les acides aminés formés & partir de I'ornithine -G, le plus
important est 'acide glutamique. Moins marquées sont la glutamine, la citrulline et la
proline.

D’aprés TouzE (1964) [186] 'absorption de ’ornithine -#C par le melon conduit trés
rapidement a la radioactivité de la citrulline, de I’acide glutamique et de 1'acide y-amino-
butyrique, puis ce sont la proline et les amides qui deviennent radioactives. L’arginine
n’a jamais été décelée sur les autoradiogrammes.

Gurrrown (1964) [82] démontre, chez de jeunes plantules de Pinus pinea L la rapide
transformation de I'ornithine -“C en acide glutamique, citrulline et arginine. Ge dernier
acide aminé étant hydrolysé par une arginase active. '

Parmi les voies métaboliques possibles autres que le cycle de ’ornithine on signale :

— la désamination oxydative de l'arginine aboutissant & l'acide y-guanidobuty-
tyrique, réaction rencontrée dans les graines de ricin [139] et dans divers fruits {95];
MénagE et MoreL {1962) [127] (1964) [128] par des expériences réalisées avec de 'argi-
nine -#C montrent que des guanidines qui n’existent pas dans les tissus normaux cultivés
in vitro apparaissent dans les tissus de tumeur ; les recherches de Durzan (1968) [59]
avec ]’arginine uniformément marquée appliquée a Picea glauca ont prouvé que le carbone
de cet acide aminé se retrouve rapidement dans la proline en passant par l'ornithine.
Et quoique une quantité trace ait été incorporée dans la citrulline, bien plus de %G se
retrouve dans 1’acide y-guanidinobutyrique. Ces constatations aménent lauteur 4 la
conclusion que cette derniére voie, ainsi que d’autres non encore identifiées, compte
bien plus dans le métabolisme de ’arginine que le seul cycle de 'ornithine ;

— la transamination du groupement aminé de l’arginine sur les acides «-cétoglu-
tarique, pyruvique, fumarique et butyrique [49] [155] [104] [75] ;

— la décarboxylation de I’arginine pour donner de l’agmatine [64] [167] {168]
[139] [199], celle de l’ornithine donnant de la putrescine ou de P’acide glutamique et
de la proline [40] [74].

On signale également la transamidination du groupement amidine de largmme
chez Galega officinalis [160].
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De plus, on doit noter que la citrulline -44C a ¢té signalée comme étant un précurseur
des pyrimidines et surtout de la cytosine [52], et que I’arginine, 'ornithine et la putrescine
sont des précurseurs lors de la synthese des alcaloides [46] [96] [119] [199]. [’ornithine
-14(C et 'arginine enlrent dans la composition de 'anneau pyrolidynique de la nicotine [53].

WaLKER (1952) [190] et TIaTToRI (1958) [86] ont émis ’hypothése selon laquelle
I'urée peut entrer dans le métabolisme en sens inverse du cycle de 'ornithine :

Ornithine <——- citrulline
urée - t - -— acide aspartique
arginine —— acide argininosuccinique
fumarate
malate

Ces auteurs ont travaillé sur Chlorella, espéce dans laquelle on ne trouve ni arginase
ni uréase. L’arginine et I'urée peuvent toutes les deux servir de source d’azote. Lorsqu’on
ajoute au milieu du fumarate on retrouve rapidement de I'acide argininosuccinique.

De méme BouLTER et BArBER {1963) [14] travaillant & I'aide de Parginine marquée
sur le métabolisme des acides aminés dans les graines de Vicia faba en germination indi-
quent que l'arginine peut étre dégradée en sens inverse du cycle de I'ornithine.

Linko et coll. {121 ] traitent des algues bleue-vertes — Nosloc muscorum - - avec du
GO, a la lumiére. Prés de 20 9, du carbone fixé se retrouve dans la citrulline. Chez les
algues vertes seule une quantité-trace se fixe dans ce composé. Dans le Nosloc on ne
trouve ni urée ni arginine libres et il apparait que la voie métabolique de la citrulline
est différente de celle du cycle de I'ornithine.

I est généralement admis que certains acides aminés ne se forment que par une seule
suite de réactions alors qu’en fait il peuvent étre formés par plusieurs voies différentes,
peut-étre a divers moments ou endroits [175].

A la lumiere de cette courte revue bibliographique, il apparait que le probléme du
fonctionnement du cycle de Kress-HENSELEIT chez les végétaux supérieurs et par
la-méme de la fonction et des voies métaboliques de I’arginine, ne peut pas étre considéré
comme étant définitivement tranché.

Il nous a paru important, dans le cas de I'arachide, de vérifier si la dégradation de
I'arginine s’effectuait selon la réaction de KrEBs-HENSELEIT, laquelle serait bloquée
chez 'arachide —S a I'étape de l'arginine.

Dans les pages qui vont suivre nous étudierons donc comparativement le devenir
de I'arginine —"“C — 5 chez ['arachide +3 et —S.
Nous consacrons plus loin un chapitre & la recherche de I’arginase.

RESULTATS

A. ABSORPTION RADICULAIRE.

a) Rapiocomeprace

Notons d’abord que dans cette expérience réalisée en 1966, chaque bac de 10 litres
a regu 0,0833 mCi d’arginine -#C-5 (voir schéma de l'expérience page 61).
Le tableau XX illustre la répartition de #C entre les fractions soluble et insoluble
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TaBrLEau XX

RADIOACTIVITE EN DPM PAR MG DE POUDRE SECHE

ORGANES FRACTIONS +8S —S +8—+—8 | —8-+8

Folioles Soluble 18,6 36,8 23,3 37,8
des étages supérieurs | pp orype 76,8 16,6 68,2 58,5
Soluble 80,4 322,9 108,7 215,0

Racines
Insoluble 392,1 - 240,9 392,6 366,7
Autres Soluble 14,6 52,6 18,6 2341
organes Insoluble 53,7 14,6 50,5 49,7

RADIOACTIVITE PAR ORGANES D'UNE PLANTE (EN DPM X 10-3)

Folioles Soluble 14,0 10,9 15,0 12,8
des étages supérieurs Tnsoluble 578 49 44,2 21.2
Soluble 56,8 209,9 69,9 122,3

Racines
Insoluble 77,2 156,6 262,4 208,7
Autres Soluble 36,3 64,7 426 474
Organes Insoluble 1336 18,0 1155 69,1
Soluble 107,1 2855 127,56 192,50

ToTaux
Insoluble 468,6 179,56 412,1 299,0
SOMMES DE DEUX FRACTIONS 575,7 465,0 539,6 481,

selon l'organe et le traitement nutritionnel. Dans toutes les variantes, les racines ont

retenu plus d’isotope radioactif que les folioles ou les autres organes de la plante.

La répartition de la radioactivité entre les deux fractions (soluble et insoluble)
varie selon l'organe et le traitement. Dans les organes des plantes +S la plus grande
partie de I'isotope radioactif se trouve étre incorporée dans les protéines. Les pourcen-
tages de la radioactivité des protéines par rapport & la radioactivité totale sont, & peu
de chose prés, les mémes pour les folioles et les racines. Chez les plantes —S, au contraire,
les fractions solubles sont plus radioactives que les fractions protéiques. La répartition
entre les fractions solubles et insolubles est trés différente pour les folioles et les racines.
Une trés grande partie de 'isotope radioactif est restée dans les racines —S a I’état
soluble et non incorporée dans les protéines.
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En comparant la radioactivité totale des plantes +S avec celle des —S, on constate
que la fraction protéique des premiéres est 2,6 fois plus radioactive que celle des secondes
alors que pour la fraction soluble la proportion est exactement inversée.

L’induction et la correction de la déficience modifient la répartition de la radioacti-
vité entre les deux fractions : soluble et insoluble. L’importance de ces modifications
varie selon les organes. D’une fagon générale, Uinduction de la déficience entraine une
diminution de la radioactivité des fractions protéiques; au contraire, la correction de
la déficience provoque une augmentation de cette radioactivité. Ce dernier phénoméne
est beaucoup plus net que le premier. En considérant la plante entiére on constate qu’en
cas d’induction de la déficience, la radioactivité de la fraction soluble augmente aux
dépens de celle de la fraction protéique. On observe une tendance inverse dans le cas
de la correction de la déficience en soufre. Encore une fois cette derniére tendance est
plus nette que la précédente. Autrement dit, la protéosyntheése est trés rapide alors que
la protéolyse est au contraire un processus trés lent.

.

b} AUTORADIOCHROMATOGRAPHIE

Il y a lieu de remarquer au départ que l'argi- 7. Beste 0 14C 66 Sof
nine marquée fournie par le C.E.N. de SacLAay que
nous avons utilisée dans cette expérience donne

plusieurs taches au niveau horizontal de 'arginine

Asp

lorsqu’on la passe & la chromatographie bidimen-
tionnelle. Ces taches radioactives parasites peuvent
provenir des impuretés inhérentes aux opérations
de purification de I’arginine — dégradation spon-
tanée par désamination oxydative et décarboxyla-
tion oxydative. Dans l'interprétation des résultats
il faut donc tenir compte de ces artefacts.

Gl
YMGly
Gl
| .TB!
: i e |

e. Fraction soluble. o
{ys : Val

La majeure partie de la radioactivité se - T Phe
retrouve au niveau de I’arginine. Les films les plus Pep Arg': ’
impressionnés sont ceux correspondant aux - '
racines. Sur les radiochromatogrammes des
organes —S (folioles exceptées) on distingue en
plus de l'arginine, fortement marquée, la radio-
activité au niveau de l'asparagine (Fig. 19). Sur
ceux des organes +3 seule une tache faiblement
marquée de I’arginine apparait. En cas de correc-
tion de la déficience la tache de l’asparaginc’
disparait chez les racines, alors qu’elle apparait sous forme de trace radioactive aprés
I'induction de la déficience. Sur les films correspondant aux autres organes de la plante,
il n'y a pas trace d’asparagine radioactive ni aprés induction ni aprés correction de la
déficience.

Dans la fraction soluble des folioles -— S on ne trouve de radioactivité qu’au niveau
de I'arginine. Chez les +4-5 I’arginine apparait mais est trés faiblement marquée.

L’induction de la déficience n’a pas modifié 'image dans les folioles alors que la
correction de la déficience a fait disparaitre la tache de 'arginine.

. 1 ¥

Fig. 19. — Autoradiochromatogramme de
la fraction soluble.
Reste = Autres organes
D = Déficientes en soufre
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8. Fraction insoluble.

Les radiochromatogrammes correspondant aux hydrolysats des racines 4S5 et —S
comportent les taches les plus marquées.

On y révele, en plus de I’arginine, la plus radioactive, une série de taches trés faible-
ment marquées correspondant a I’acide glutamique, 1’acide aspartique, I'hydroxyproline,
la proline, la thréonine, la leucine-phénylalanine.

La prolongation du temps d’exposition au radiofilm jusqu’a 165 jours renforce ces
taches et fait apparaitre, en plus, de la radioactivité au niveau dela sérine-glycine (Fig. 20).
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R S S W -
Fig. 20. — Autoradiochromatogrammes de la fraction insoluble. — 165 jours d’exposition sur radiofilm.

L’induction ou la correction de la déficience ne fait pas apparaitre de changement
sur les radiochromatogrammes des racines.

Les fractions protéiques des autres organes des plantes + 3, folioles incluses, sont moins
marquées que celles des racines et on n'y distingue que la tache radioactive de I'arginine.

Les fractions correspondantes issues des roganes — S ne révélent pas de taches
radioactives.

La correction de la déficience fait apparaitre la tache de I’arginine, alors que l'induc-

_tion de la déficience ne détermine pas de changement par rapport aux organes +S.

B. ABSORPTION PETIOLAIRE.

L’étude effectuée en 1966 sur le devenir de Parginine -1C par la méthode de 1'absorp-
tion’ radiculaire ne nous a pas permis d’identifier d’autre composé radloacuf du cycle
de 'ornithine que de I’arginine.

Nous avons repris le probléeme en 1967 par la technique de I'absorption pétiolaire
en mettant & la disposition des feuilles des quantités plus élevées de traceur. De plus,
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nous avons fait absorber celui-ci soit, & la lumiére soit & I’obscurité et essayé de déterminer
ainsi 8'il n'y avait pas un rapport entre les termes intermédiaires du cycle, I'incorporation
dans les protéines et ’éclairement. Nous avons également opéré en 1967 sur les feuilles
de plantes plus jeunes qu'en 1966.

Pour I'étude de I'absorption pétiolaire on a effectué des cultures sur sable dans les
conditions habituelles.

Au stade de préfloraison on a coupé les avant-dernieres feuilles des plantes +5 et
— 8. Leurs pétioles ont été immédiatement introduites dans des tubes contenant 1 ml
de solution nutritive additionnée de ’arginine -“C-5 & raison de 0,5 mCi par 50 ml.

Pour la durée du contact avec le radiotraceur qui était de 3 heures et de 6 heures, la
moitié des tubes a éié placée a I'obscurité, autre moitié & la lumiére du jour. De plus,
un lot de témoins a été fixé immeédiatement aprés excision des feuilles et un autre mis
en contact avec 'arginine non radioactive.

Un échantillon moyen a été constitué par 12 folioles. Aprés le contact les pétioles
ont été éliminées et les folioles lyophilisées.

Le tableau XXI représente les poids secs moyens des folioles constituant les diffé-
rents échantillons. Ily avait deux échantillons par traitement ; chacun d’eux se composait
de trois feuilles c’est-a-dire 12 folioles.

TasLEaUu XXI

MATIERE SECHE DES FOLIOLES PAR ECHANTILLON (en mg)

; cures , 6h schan-
Durée 0 heure | 6 heures 6 hoc};lreq 3 heures 3 h;;:res 6 hcures ;{:Pes e:lﬁr;ll
ducontact | yemoin | 1 témoin | . . L - . L* L
témoin moyen
Traitement
nutritionnel
15 843,7 859,2 931,6 845,4 1021,5 | 926,5 850, 4 896,9
--S 506,6 709,0 627,4 716,9 587,7 729,8 602,6 640,0

—- témoin = conlact pétiolaire avec la solution exempte de traceur.
«

- - = contact pétiolaire avec la solution contenant le traceur.
- - 1. = contact a la lumieére.
— ob. = contact 4 I'obscurité.

Le tableau fait ressortir une certaine variabilité entre les échantillons des différents
traitements, en dépit de nos efforts pour prélever des feuilles semblables. La variabilité
des échantillons est un facteur qui peut entrainer une erreur d’appréciation des résultats
quantitatifs. Nous espérons toutefois pouvoir tirer de cette expérience certaines conclu-
sions quantitatives valables ainsi que des conclusions qualitatives tout a fait correctes.

a) RADIOCOMPTAGE

Le tableau X XTI résume les résultats des comptages de la radioactivité des folioles
en fonctiion du traitement nutritionnel +8 et —S des plantes et de 'éclairement des



TaBLEAU XXII

ABSORPTION PETIOLAIRE DE L’ARGININE — 14C — 5 .N dpm X 10-2
Durée du contact 3 heures & la lumiére 3 heures 4 'obscurité 6 heures a la lumiére 6 heures 4 ’obscurité
! ) __ _
| Poids par Poids par Poids par Poids par
Milieu Fracti par mg | folioles folioles | par mg | folioles folioles { par mg | {folioles folioles | par mg | folioles folioles
nutritif] TN m.s. d’'une d'une m.s. d’une d’une m.s. d’une d'une m.s. d’une d'une
feuille feuille feuille feuille feuille feuille feuille feuille
Hydro- -
soluble 10,12 1426 10,40 1771 28,91 4464 12,49 1771
% 140,9 X 170,3 X 164,4 x 141,8
-+ 8 Inso- i
luble 2,19 309 1,80 307 6,67 1030 3,19 452
Total 1735 2078 5494 2223
Hydro- . i -
soluble 10,28 1228 9,49 930 6,11 744 10,45 1050
% 119,5 X 98,0 X 121,7 % 100,5
—S Inso-
luble 0,86 103 0,81 79 0,87 106 0,80 80
Total 1331 1009 850 1130

VL

HIMONVH °d
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feuilles pendant la durée du contact. Les résultats sont exprimés séparément pour la
fraction hydrosoluble et pour le résidu insoluble ainsi qu’en radioactivité totale des deux
fractions en dpm/mg de la matiére séche et en dpm par folioles d’une feuille. Entre les
chiffres correspondant aux dpm/mg de la matiére séche et aux dpm par folioles d’une
feuille nous avons intercalé les poids moyens des folioles d’une feuille pour chaque
variante, afin de mieux rendre compte de la validité des résultats.

Tout, d’abord il y a lieu de souligner que pour toutes les variantes la radioactivité
des fractions solubles est trés supérieure & celle des fractions insolubles, aussi bien &
la lumiére qu’a Uobscurité. Si I'on considere les folioles +8 on constate qu’a la lumiére
la radioactivité de deux fractions augmente trés nettement entre 3 et 6 heures d’absorp-
tion du traceur. A l'obscurité I'augmentation de la radioactivité est beaucoup moins
spectaculaire. La radioactivité de la fraction insoluble croit plus vite que celle de la
fraction soluble.

[.a différence entre la radioactivité & la lumiére et celle & 'obscurité n'apparait
trés nettement qu’aprés 6 heures. CVest également apreés 6 heures de contact que 'on voit
nettement que l'incorporation de l'arginine marquée dans les protéines des folioles 45
est plus intense 4 la lumisre qu’a 'obscurité. Ceci confirme qu’a la lumiére la protéo-
synthése est plus importante que la protéolyse. Au début, aprés 3 heures, le phénomeéne
est peu marqué. Cette derniére observation traduit vraisemblablement la chute des
protéines due au traumatisme [141] [102].

Considérons & présent les folioles -—S. Ici on observe un phénomeéne inverse : la
radioactivité des folioles maintenues a la lumiére diminue entre 3 et 6 heures bien que
les poids des folioles soient sensiblement les mémes. Il semble que 1'on soit ici en présence
d’un phénomeéne trés curieux de relachement de l'arginine **C dans le milieu extérieur,
relachement qui ne se manifeste pas & l'obscurité. L’incorporation dans les protéines
étant tres faible on n’observe pas de différence importante ni en fonction de I’éclairement,
ni en fonction de la durée de 'expérience.

Ce qui nous inféresse plus particuliérement dans ces résultats c’est, en premier lieu,
que les folioles +S, ne contenant que peu d’arginine non radioactive, absorbent beaucoup
plus d’arginine marquée que les folioles —S. Ces derniéres semblent méme en relacher
dans le milieu entre 3 et 6 heures de contact. D’autre part, si les folioles +5 incorporent
rapidement beaucoup d’arginine -**C: dans leurs protéines, les folioles —S n’en incorporent
que peu.

b) ACTORADIOCHROMATOGRAPHIE

«. Fraction soluble.

Dans toutes les variantes, aprés 3 heures de contact, on observe toute une série de
composés radioactifs. L’arginine est de loin la plus marquée (fig. 21a). On remarque
également de I'ornithine radioactive. Mais on observe aussi de la radioactivité au niveau
de 'agmatine tant chez les folioles +S que — 3.

L’acide glutamique est trés nettement marqué dans le cas 4-S & la lumiére, il I'est
trés faiblement chez les +S a l'obscurité et chez les -—S & la lumiére ; on ne le voit pas
du tout dans les —S a Pobscurité. Ceci témoignerait en faveur d’un pouvoir de dégrada-
tion plus élevé chez les +8S.

Aprés 6 heures d’absorption on obtient des images comparables & celles obtenues
aprés 3 heures, mais les radiochromatogrammes semblent ici moins marqués. Une excep-
tion — les S aprés 6 heures d’absorption & la lumiére —- ou les acides aminés sont plus
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radioactifs (fig. 21 b) Chez les — S & la lumiere, seul 'acide glutamique est plus forte-
ment marqué aprés 6 heures qu’aprés 3 heures (Fig. 21 ¢) et apparait également chez
les — S a I'obscurite.

De plus on peut déceler des traces de radioactivité au niveau de la lysine et de
I’histidine.

B. Fraclion insoluble.

Dans les hydrolysats des folioles +S aprés ————————-—- o
6 heures de contact avec le radiocarbone a la a \ = 4 S
lumiére, on observe la présence de I'arginine forte- Og‘ S
ment radioactive ainsi que celle de 1'acide gluta- NoZ
mique faiblement marqué (Fig. 22). Dans les O

hydrolysats de toutes les autres variantes on cons- FRACTION PROTERLE

tate la présence de l’arginine radioactive bien
marquée a Pexclusion de tout autre acide aminé.

Soulignons toutefois que la tache corres-
pondant & l'arginine est nettement plus marquée
sur les autoradiochromatogrammes des hydro-
lysats des folioles +8S que sur ceux des folioles
—3S. De méme chez les folioles +S a la lumiére
larginine est nettement plus marquée que celle - = . - ;
des folioles +8 & Pobscurité. T Gw

I’ensemble de cette série d’autoradiochroma- EoMRGINIR
togrammes (fractions solubles et insolubles) permet
de dégager quelques points essentiels : g N

— la presque totalité du *C se retrouve dans Fig. 22. — Autoradiochromatographie.
I'arginine ;

— on trouve également du #C dans l'ornithine, mais en quantité relativement peu
élevée, ainsi qu'au niveau de 'agmatine ;

— on n’observe de différences qualitatives entre les folioles S et —S qu’en ce qui
concerne 'acide glutamique ;

— dans les hydrolysats des résidus insolubles on retrouve dans tous les cas de
I'arginine nettement marquée ;

— les différences de marquage constatées prouvent que le pouvoir d’intégration
de I’arginine dans les protéines et du renouvellement de ces derniéres est plus élevé chez
les +8 que chez les —S et & la lumiére qu’a obscurité.

LUMIERE 6 HEURES
FOLIOES +8

PHERGL  AQUEWX

. BUTAKDL ACETHE

- T B w:‘..’

DISCUSSION ET CONCLUSION

RaTNER et UkHina [154] ont fait absorber {absorption radiculaire) aux plantes
de mais des acides aminés y compris des acides aminés dicarboxyliques et ont constaté
que ces composés subissaient dans les racines une désamination avant d’étre utilisés
sous forme d’aminourée pour la synthése dans ces mémes racines, d'une série d’autres
acides aminés et amides (essentiellement la glutamine) lesquels sont transportés dans les
organes aériens [153]. Dans les expériences réalisées en culture stérile {152] ces auteurs
ont repris le probléme en modifiant certains points du schéma de I'expérience, tendant &
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éliminer des possibilités d’action secondaire. Les acides aminés employés étaient le
glycocolle et I’acide glutamique.

Avant de placer les plantes sur les solutions nutritives contenant des acides aminés,
on les maintenait durant 3 jours sur de l'eau en vue de diminuer, dans les racines, la
concentration des formes solubles d’azote.

A la suite de ces expériences, les auteurs constatent que dés le début de leur absorp-
tion par les racines, les deux composés subissent une désamination avec libération
d’ammoniac. Ensuite et parallélement & l'accroissement de la teneur en ammoniac qui
se poursuit, commence son utilisation intensive pour la formation, dans les racines, de
différents acides aminés, cn particulier de la glutamine. Puis, on observe une accumulation
considérable d’alanine. Le glycocolle se transforme en sérine parallélement & la réaction
principale de sa transformation dans les racines — celle de désamination oxydative.

Dans nos expériences, aussi bien par absorption radiculaire que par absorption
pétiolaire, nous retrouvons dans les organes de la plante principalement 1’arginine radio-
active absorbée.

D’autre part, dans nos expériences avec la séve exsudée (voir p. 46), on a trouveé,
comme Fowpen, surtout la y-méthyléne glutamine.

Ces divergences peuvent s’expliquer de différentes maniéres ; d'une part le métabo-
lisme des substances azotées doit étre différent chez le mais et chez les légumineuses
ayant la possibilité de fixer I’azote de lair et spécialement chez 'arachide qui semble
transporter 'azote vers les parties aériennes sous une forme particuliere — la v-MG.

Peut-gtre que les voies de I’assimilation de I’azote libre de ’air par les légumineuses
sont-elles conformes aux conclusions de VINoGRADSKIJ qui considére comme premiére
étape de ce processus la formation de Pammoniac. Toutefois, si ’azote libre de 1'air passe
par I'étape ammoniacale, il n’en est vraisemblablement pas de méme pour les autres
formes d’azote du milieu et notamment pour I'arginine dans le cas de I’arachide.

D’autre part, il y a lieu de se demander si en plagant les plantes de mais pour trois
jours sur de I'eau, on n’a pas provoqué une sorte de faim d’azote qui se traduirait ensuite,
lorsqu’on les met en présence d'une source d’azote, par une intense fabrication d’ammo-
niac.

Iy a enfin les sources d’azote qui différent dans les deux cas. D’autre part, nos expé-
riences ultérieures concernant l'arginase prouvent qu’au stade avancé les racines de
Parachide ne manifestent qu’une trés faible activité arginasique et mous n’avons pas
décelé d’uréase. :

Si les conclusions de RATNER et coll. étaient généralisables, si 'assimilation des
acides aminés par d’autres plantes se faisait par la voie indiquée par ces auteurs, il
faudrait supposer que chez 'arachide le remaniement moléculaire a cette particularité
quwil aboutit & Parginine. Sinon il conviendrait d’admettre que larginine n’est pas
métabolisée et migre dans le végétal sans subir de transformation.

L’étude effectuée en 1967 par la méthode de absorption pétiolaire de I’arginine
-#C-5 a permis de révéler sur les autoradiochromatogrammes des taches radioactives
correspondant & I'ornithine. Ceci suggére la présence, chez I’arachide, d’une arginase
capable d’hydrolyser ’arginine en ornithine {voir plus loin le chapitre « Activité argina-
sique »). Nous n’avons toutefois pas pu identifier de citrulline.

La présence de l'ornithine et, comme on le verra plus loin, de l'arginase chez
1 ’ . 3 ) . -
I’arachide n’est pas encore une preuve suffisante de la dégradation cyclique de I’arginine.

. .y s by : S ’ ._.
Sil’on considére les travaux publiés se rapportant & ’existence d’un cycle de I'orni
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thine chez les végétaux, on constate qu’ils concernent exclusivement, des graines en
germination ou des toutes jeunes plantules.

D’autre part, divers auteurs trouvent de l'urée en quantité assez importante chez
les légumineuses [108] {117] aux jeunes stades de la germination des graines immatures,
alors que BRunEL [20] n’en trouve point dans les fleurs et les fruits de légumineuses.
Wirriams et Smarma [196] constatent que lactivité uréasique se maintient jusqu’au
9e jour de la germination dans les parties vertes et jusqu’au 13¢ dans les parties étiolées.

On signale des plantes chez lesquelles on ne rencontre pas d’uréase ; en outre chez
les plantes & uréase 'urée n’est pas un produit final comme chez les mammiféres ou,
conformément au cycle de KrEns-HeNSELEIT, 'excés d’ammoniaque apparu a la suite
des transformations cataboliques de composés azotés, conduit & une excrétion de I'urée.

Dans le cas de 'arachide on est plutot tenté de hasarder ’hypothése suivant laquelle,
dans la mesure ou il est correct de parler de produit final, ce serait plutot I'arginine qui
en serait un.

En eftet, c’est ce composé qui est surtout présent sur les autoradiochromatogrammes
que nous avons effectués en 1966. Pourtant les racines ont été en contact avec cet acide
aminé pendant une période suffisamment longue pour que les transformations puissent
avoir lieu. De méme dans nos expériences en 1967 bien que la durée maximum de contact
ait été beaucoup plus courte qu’en 1966, son incorporation dans les protéines a déja
pu se faire. Toutefois, la tache de ’arginine reste de loin la dominante parmi les acides
aminés libres et la seule, peut-on dire, dans les hydrolysats protéiques.

Les différences entre les composés radioactifs apparues sur les autoradiochromato-
grammes de 1966 et de 1967 peuvent avoir des causes trés diverses. En effet, en 1966 la
quantité d’arginine marquée mise a la disposition de la plante a été beaucoup plus faible
que celle de 1967. Dans ces conditions certaines taches faiblement marquées, visibles
en 1967, comme par exemple I’agmatine, pouvaient ne pas étre décelables en 1966.

D’autre part, les temps de contact ont été tres différents — 6 heures au plus en 1967
et une semaine en 1966 — ce qui peut étre la cause de la disparition — si elle a été
présente au début — de la tache de 'ornithine en 1966, de ’absence de 1’asparagine et
de la présence de l'acide glutamique en 1967. Enfin, il ne faut pas perdre de vue que le fait
de traumatiser les plantes en 1967 {contact pétiolaire) a pu avoir une influence sur la
gamme de composés radioactifs apparus, alors qu'en 1966 (absorption radiculaire)
Pabsorption et le transport se sont effectués normalement et 'interaction des organes
pouvait s’y exercer.

Il n’est certes pas indifférent que 'étude soit réalisée sur des plantes entiéres ou
sur des feuilles détachées.

CuienvaLy [32] [33] soutient que dans les feuilles attachécs & la plante, la synthése
des protéines est controlée par les hormones venant d’autres parties de la plante. Le
fait de détacher les feuilles en 1967 a de méme provoqué une protéolyse [141] qui peut
étre la cause de 'apparition des divers acides aminés trés faiblement marqués. Kissan
et coll. [102]} ont démontré que le fait de détacher les feuilles chez les plantes a pour
effet. d’augmenter 'activité d’un certain nombre d’enzymes. Cette augmentation de
lactivité enzymatique va de pair avec la chute des protéines totales. Précisons toutefois
que ces essals enzymatiques ont été effectués 4 a 7 jours apres le découpage des disques
foliaires.

Les auteurs tirent de leur travail une conclusion suivant laquelle le systéme radicu-
laire exerce une influence régulatrice sur le métabolisme foliaire en maintenant une
balance normale entre la synthése et la dégradation des protéines.
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Les autoradiochromatogrammes nous ont permis de déceler la présence de I'agmatine
& coté de l'arginine et de I'ornithine et ceci aussi bien chez les folioles +S que chez les
folioles —S. Nous soupgonnons la présence de la putrescine, produit de la décarboxylation
de ornithine, bien que nous n’ayons pas pu 'identificr avec certitude. Ce point demande
4 &tre confirmé.

La putrescine a été trouvée chez Datura stramonium par CraMcIAN et RAVENNA en
1911 [34] ainsi que par CRoMWELL [46] qui a suggéré I'existence d’une synthése des
alcaloides & partir de ce tétraméthyléne-diamine chez Airopa belladonna selon le schéma
suivant :

I

Protéine .~ arginine — ornithine — putrescine \2)

1) succindialdéhyde — fropinone
2) aminoaldéhyde — nortropinone

Yosumna et MiTake [200] constatent l'incorporation de l'agmatine -G-*H et de
N-carbamylputrescine -1,4-14C dans la nicotine de tabac. Ils pensent que 1'anneau pyrro-
lidine de la nicotine est formé de putrescine selon le schéma suivant :

Arginine — agmatine — N-carbamylputrescine — putrescine — anneau pyrrolidine.

La putrescine a été signalée dans les inflorescences de Bolelus endulis [159] et est
également un facteur de croissance essentiel chez la bactérie Hemophilus parainfluenzae
[87] [88] [89] [125].

11 a été démontré qu’elle était également essentielle chez Neisseria perflava et qu’elle
pouvait étre remplacée par I’agmatine, la spermatine et la spermine. La présence de
petites quantités de putrescine dans le jus d’orange a été noté chez Citrus grandis [92].

La putrescine a été trouvée par CoLEMAN et HEGARTY [40], SmiTH [167] et YosHIDA
[199] chez les plantes déficientes en potassium. Ce dernier auteur a signalé la présence
de Pagmatine dans les racines de tabac déficient en soufre.

Ces considérations conduisent & se demander s’il n’y a pas chez I’arachide, une
aatre voie métabolique de dégradation de l’arginine que celle du cycle de KrEBs-
Hewnsererr. Une petite fraction de I'arginine semble se transformer en agmatine et
putrescine.

Signalons que dans le cas de la déficience en soufre de I’arachide nous n’avons pas
identifié les déviations métaboliques trouvées chez les cultures de tissus tumoraux [122].

En conclusion, si on trouve chez les végétaux tous les termes ainsi que le complexe,
enzymatique participant au cycle de KrEBs-HENSELEIT ceux-ci ne sont signalés qu’en
début de la végétation.

Il est possible que chez l'arachide il soit également décelable aux jeunes stades et
chez les organes reproducteurs.

Ces considérations nous conduisent a aborder des recherches enzymatiques et
en particulier des recherches sur l'arginase.

&



VII — ACTIVITES ENZYMATIQUES
(ARGINASE. ET UREASE)

INTRODUCTION

Au cours de nos études antéricures, nous avons observé une accumulation de
Parginine libre chez I'arachide et le cotonnier déficients en soufre [84] [85]. Une des
explications possibles de ce phénoméne pouvant étre le blocage de la dégradation enzy-
matique de larginine, nous avons été amenés & rechercher les enzymes qui en sont
responsables et en premier lieu I'arginase.

Depuis que Suica [165} en 1904 a découvert I'arginase dans la levure, un certain
nombre de travaux ont été effectués sur cette désamidinase chez les plantes supérieures.

Kieser [101] en 1909 a constaté sa présence chez certaines angiospermes papiliona-
cées (Vicia saliva L, Trifolium pratense L, Lupinus luleus L ).

Kitacawa et Tomita [103] en 1929 I'ont trouvé chez Canavalia ensiformis.

Kiein et Taussck {106] [107] en 1932 constatent que I'arginine absorbée par le
haricot en culture stérile n'est pas incorporée dans les protéines, mais se trouve étre
dégradée en urée et ornithine.

DaMODARAN et VANKATESAN [48] en 1948 onlb trouvé l'arginase chez Phaseolus
mungo et Dolichos biflorus.

Younezu en 1952 [198] a découvert 'arginase chez le soja et VAIDYNATHAN et GIRI
en 1953 chez Dolichos lablab [188].

CLoSE et coll. [35] en 1953, ont constaté une diminution de la teneur en arginine
et l'apparition de grandes quantités d’ornithine dans la farine de manioc, au cours
de la conservation.

Gurtron [81] en 1957, trouve 'arginase dans les graines de plusieurs espéces de
gymnospermes.

KasTinG et DELwicHE [100] en 1958, infiltrent de I'arginine uniformément marquée
au melon d’eau. Ils trouvent de I'ornithine radioactive.

Barpy et Guritrox {7} en 1962, constatent que chez les ptéridophytes enzyme
est localisé essentiellement dans les feuilles, alors que les autres organes en sont pratique-~
ment dépourvus.

MorawskaA et coll. [136] en 1963, signalent la présence de ’arginase dans les graines
séches, les graines germées et les jeunes plantules de 30 espéces d’angiospermes appar-
tenant a 12 familles botaniques différentes.

BeENnDETSKY [11] en 1964 signale sa présence dans les graines de Vicia villosa en
germination.

Goas, en 1965, dans Pisum sativum L, met en évidence 'activité arginasique dans
les différents organes des plantules et suit son évolution pendant les premiers stades
du développement {79].

Enfin BRUNEL et coll. [21] [22] [23] [24] [25]) 1965-1967 consacrent des études a
la présence et & la répartition de I'arginase chez diverses plantes, ainsi qu’a sa localisation
dans tel ou tel organe.
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Toutefois, si la présence de 'arginase a été constatée dans la quasi-totalité du régne
végétal, on signale des organismes telles que Serratia marcescens, ne contenant pas cet
enzyme [76].

MieTTINEN et VIRTANEN [132] n’ont pas trouvé 'enzyme dans les racines de 'aune
en dépit de la présence de grandes quantités d’ornithine, de citrulline et d’arginine.

MourcuEt et DoxuaN [140] également ne I'observent pas dans Ricinus communis.

D’aprés CoreEman [39], I'arginase chez les plantes supérieures ne se rencontre que
sporadiquement.

MENacE et MorewL [128] constatent que les tissus de Grown-gall métabolisent 1’argi-
nine d’une maniére trés spéciale : ne possedant aucune activité arginasique, ils transfor-
ment cet acide aminé en diverses nes.
Nous n’avons trouvé aucun travail sur I’arginase chez ’arachide, ni sur un rapport

7

possible entre I’arginase et la déficience en soufre.

Essais préliminaires.

Pour le choix des conditions expérimentales, nous nous sommes largement inspirés
de I'étude effectuée par GuiTToN, non sans en vérifier les données. Les vérifications nous
ont d’ailleurs conduits 4 introduire, par la suite, quelques modifications convenables
pour notre matériel végétal.

MisE EN EVIDENCE DE I ACTIVITE ARGINASIQUE CHEZ L’ARACHIDE
Pour cet essal, nous avons ulilisé les parties aériennes des plantules d’arachide,
au stade de 3-4 feuilles, séchées sous vide, & la température ambiante et finement broyées.

Les données du protocole expérimental et les résultats sont consignés dans le tableau
XXIIL.

_ Tasreavu XXIII
DIFFERENTS MILIEUX SERVANT A LA MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVITE ARGINASIQUE

E T T1 T2 T3
SOhlth;l pc}_{ alﬁlgl’ge 0,4 M : 25mnl\1/}) 5 ml . . 5 ml
Tampon pH = 95 — —- 5 ml 5 ml —
Eau 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml
B Matériel Végéf;f—:li intact 50 mg — 50 mg — —
Matériel végétal bouiili —_ 50 mg — 50 mg —
Toluéne (en gouttes) 2 - 2 2 2 2
Urée formée en mg i’l 0 0 0 0
(0,052mM)
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Ces différents milicux ont été placés au bain-marie a la température du 43° C, pour
une durée de 30 minutes.

On voit, d’aprés les témoins T1, T2 et T3, que 'urée apparue dans E provient d’une
hydrolyse enzymatique de ’arginine.

La formation d’ornithine par suite de cette hydrolyse a été vérifiee dans d’autres
essais par chromatographie en couche mince (Fig. 23).

EOHS DE L'ARACKIDE

I R AR - S

- s Arge - Y
os . . P
Fig. 23. — Chromatographie en couche mince.

MODIFICATIONS INTRODUITES DANS LES CONDITIONS D'INCUBATION

Les essais effectués sur le choix des conditions optima d’action de 1’arginase de
notre matériel végétal nous ont conduits a introduire 2 modifications se rapportant a
la quantité de matériel enzymatique et a la durée de I'incubation.

Les graphiques ci-dessous schématisent les résultats de ces études (Fig. 24). Il en
ressort que dans nos conditions expérimentales il y a proportionnalité entre la concentra-
tion en matériel enzymatique et 'urée formée.
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Cinétique de la réaction. Concentiration en matériel enzymatique.
Fig. 24.
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Etant donné la faible activité arginasique de notre matériel végétal, nous avons
donc adopté dans nos études ultérieures de I’activité arginasique une durée d’hydrolyse
de 1 heure pour un matériel végétal de 150 mg.

Nous avons également effectué des essais en blanc avec de Pur ee a1n51 2 mg d’urée
a judl
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A. EVOLUTION, AU COURS DE LA CROISSANCE, DE LA VALEUR ARGINA-
SIQUE CHEZ L’ARACHIDE DEFICIENTE OU NON EN SOUFRE.

DEFINITION DE LA VALEUR ARGINASIQUE

La valeur arginasique représente le nombre d'unités arginasiques contenues dans
1 gramme de matiére séche. Une unité arginasique correspond a4 I’hydrolyse en 1 minute,
dans nos conditions expérimentales, d’'une micromole d’arginine.

RESULTATS ET DISCUSSION

Cette étude a été faite sur les cultures d’arachides en 19656. Pour chaque stade
physiologique, on a effectué deux récoltes, & des dates différentes de 1’été. Les échantil-
lons moyens ont été prélevés a raison de 2 & 3 par récolte et par traitement.

L’activité arginasique a été déterminée selon la méthode décrite dans le chapitre
« Matériel et techniques ». :

Le tableau XXIV rend compte de la répartition de 'activité arginasique selon les
organes et les stades de développement. L’activité de 'enzyme est exprimée en valeur
arginasique.

Les graines non germées sont inactives. BRUNEL-CAPELLE et coll. [22] [25], &
I’occasion des études sur les plantes 4 bulbe et a rhizome et sur la féve, concluent qu’il est
extrémement rare de pouvoir caractériser 'enzyme danq un tissu qui accumule des
réserves.

Dés le départ de la végétation — au stade de 2 feuilles non étalées — on observe
la présence d'une forte activité arginasique, aussi bien dans les cotylédons que dans les
autres organes des jeunes plantules. Par la suite, I’activité des organes végétatifs diminue
progressivement jusqu’a la fin de l'expérimentation. Cette chute est plus ou moins
rapide suivant les organes.

L’activité arginasique dans les cotylédons montre tout d’abord une tendance inverse
de celle observée dans les organes végétatifs. L’activité de l'enzyme accuse un léger
accroissement entre les stades de 2 et 2-3 feuilles. Elle diminue ensuite, mais assez
lentement. Encore faudrait-il, pour mieux préciser le phénomene, rechercher les valeurs
arginasiques des plantules au stade qui précéde celui de 2 feuilles.

En examinant les valeurs arginasiques présentées par les différents organes, on
constate qu’au début de la croissance 'enzyme est localisé principalement dans les
jeunes folioles et les cotylédons. Aux stades ultérieurs, les folioles perdent rapidement
leur activité et deviennent moins actives que, par exemple, les tiges ou les hypocotyles,
alors que I'activité des cotylédons demeure importante. Pour les racines, les valeurs
arginasiques sont, dans leur ensemble, toujours inférieures a celles des parties aériennes.

Les organes reproducteurs présentent, & leur apparition, des valeurs arginasiques
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TapLeEau XXIV

ORGANES VEGETAUX ANALYSES

Slade du développement I o | I
Folioles* Tiges + 1 by pocotyl Racine Gynophores
olioles l pélioles* * ]' ypocotyles acines ynop :
PLANTES SUR EAU
feuilles...... ... ..., 33,9 18,7 18,0 12,9
R-3feuilles. ...... ... ... . oL, 17,5 16,4 16,3 11,2
PLANTES SUR SOLUTIONS NUTRITIVES S BT —8
45 l —S +8 —S +8 ‘ —S ( +5 ( -3 +S ‘ -3
4-bfeuilles. ... ... .. . . L i, 5 8,9 5,7 6,8 4,7 9,7 6,9 3,1 1,6 {
6-7 feuilles. .. ... . 15,5 3,8 0,7 5,8 2,2 4,7 3,6 3,0 0,6 H
Début de floraison....................... 13,8 2,1 0,3 4,1 1,6 2,7 1,5 2,7 0,4 '
Début de formation des gynophores 1,6 0,0 2,0 | 1,4 2,0 |traces| 0,9 0,0 6,3 ) 5,2

*

** Tiges principales.

Folioles des tiges principales.

7
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élevées. Les fleurs en particulier montrent une activité intense. Au début de la floraison,
celle-ci est nettement supérieure & celle de tous les autres organes de la plante, y compris
les cotylédons. De méme, au moment de leur formation les gynophores, se révélent plus
actifs que les organes végétatifs déja vieillisants.

La comparaison des résultats obtenus pour les plantes 4S et — S montre que la
déficience en soufre entraine une réduction notable de 1'activité arginasique, quels que
soient 'organe et le stade physiologique. Seule 'activité des fleurs ne semble pas étre
affectée par le désiquilibre nutritif. D’une maniére générale, I'écart entre les plantes
+95 et — S va en s’accentuant a mesure que I'état de carence progresse. A la fin de
Pexpérience certains organes des plantes carencées (les folioles et les racines) sont complé-
tement dépourvus d’activité. Quant aux tiges — 5, elles se comportent différemment :
leur valeur arginasique ne disparait pas entiérement mais reste & peu prés stationnaire
aux deux derniers stades. Ceci fait penser aux échanges possibles entre ces organes et les
gynophores dont I'activité est relativement élevée.

En RESUME :

La mobilisation des réserves protéiques dans les cotylédons est accompagnée d’une
activité arginasique intense.

Comme BruNEL-CAPELLE et BRUNEL [23] chez Arum ifalicum Mill., nous avons
trouvé une activité arginasique importante dans les trés jeunes organes.

L’activité arginasique décroit au cours de la croissance des plantes.

La déficience en soufre provoque une réduction notable de l'activité arginasique ;
ce qui expliquerait, au moins en partie, ’accumulation de I’arginine libre dans les organes
des plantes carencées.

On peut se demander si la réduction de 'activité a pour cause une diminution de
I’enzyme dans les organes — S, ou bien si ’arginase y est présente en quantité normale
mais se trouve sous une forme inactive. Dans ce dernier cas, il devrait étre possible de
lever cette inhibition. G'est ainsi que nous avons été amenés & essayer d'activer 'arginase.

B. REACTIVATION DE L’ARGINASE CHEZ L°’ARACHIDE DEFICIENTE OU NON
EN SOUFRE.

Nous avons constaté que les plants d’arachide déficients en soufre accusent une
activité arginasique réduite en comparaison avec les plantes normales [27].

Nous nous sommes demandés dans quelle mesure ’activité arginasique des plantes
— S pourrait &tre augmentée par des activateurs.

On sait que, par exemple, certains cations divalents comme : Co*, Ni2*, Mn?+,
Cd2+, Fe2t, ont la propriété d’augmenter I’activité arginasique des tissus (5], (8], [11],
[307, [110], [1311, [164], [177], [178].

D’autre part, certains auteurs signalent comme activateurs de ’arginase la cystéine
et le glutathion [137], d’autres au contraire n’observent pas d’activation par la
cystéine [26]. :

Nous avons donc essayé sur des poudres de plantes +3 et — S I'action activatrice
du CLMn et de la cystéine.

Le matériel végétal provient des cultures faites en 1966 et en 1967 dans les mémes
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conditions que précédemment. Toutefois les symptdmes visibles de la déficience en soufre
ont été beaucoup plus prononcés et les plantes 4S beaucoup plus vigoureuses.

La technique pour déterminer lactivité arginasique a été celle employée auparavant.
Les activateurs utilisés — le Cl,Mn et la cystéine — ont été préparés extemporanément
et ajoutés aux milieux en méme temps que le substrat. L’incubation préalable s’est
avérée inefficace.

Afin d’éviter la précipitation du manganése, nous avons été amenés a remplacer
le tampon phosphate utilisé auparavant (tampon de Clark et Lubs), par un tampon
glycinate et surtout par un tampon maléate. Le tampon phosphate a servi de référence.
On a ainsi utilisé les trois tampons additionneés du substrat et ces mémes milieux
additionnés d’activateurs.

REsuLTATS

10 Tons Mn2+

La premiére constatation qui s'impose en examinant les résultats consignés dans
le tableau XXV, est 'action inhibitrice exercée par le tampon maléique sur Pactivite
arginasique. Toutefois, si on additionne & ce tampon du ClLMn il y a activation de

17 oo w A doa 1 M - ’aha Yinhihiti ;
Varginase. En présence des lons Mn?*, on n’observe plus d’inhibition et qui plus est,

Pactivité arginasique dans ce milieu se trouve augmentée d’une maniére significative
par rapport & celle obtenue dans le tampon Clark et Lubs.

TaprLeau XXV
REACTIVATION DE L’ARGINASE PAR DU ClL,Mn. VALEURS ARGINASIQUES. {1966)

ORGANES STADES CULTURES Tampox Tampox ;1;1?12;?;

végétaux Clark-Lubs maléate 1 Cl,Mn
Cotylédons 2-3 feuilles H,0 28,6 13,5 47,0
Folioles 6-7 feuilles 43 5,9 5,1 10,4
Folioles 6-7 feuilles —3 3,2 0,8 5,2
Tlg—isf;iitﬁx(;zles Floraison 48 2.8 1,9 H,4
Tlgisféi ?ﬁz&;les Floraison —5 0,5 Traces 2.5
Formation ‘
Gynophores des gousses +3 2,6 — 6,2

La réactivation est manifeste dans les poudres végétales des différents organes
expérimentés a divers stades de la végétation. Toutefois l'activité arginasique des
organes des plantes — S reste toujours inférieurc a celle des plantes 45,

Py
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REACTIVATION DE L’ARGINASE PAR LA CYSTEINE.

TaBrLEAU XXVI

a) VALEURS ARGINASIQUES. (1965)
ORGANES S C C L Crark-Lues
végbtaux TADES ULTURES LARK-LUBS +oystéine

Folioles 6-7 feuilles +8 3,3 4.8
Folioles 6-7 feuilles —3 0,6 0,9
Tiges+pétioles 6-7 feuilles +8S 4,8 6,0
Tiges4pétioles 6-7 feuilles —S 2,0 2,7
(1966)
Folioles 6-7 feuilles +5 5,9 8,0
Tiges latérales .
- feuilles Floraison +S 2,7 3,0
Tlgfféifﬁzzles Floraison —s 0,5 2,1
MALE MALEATE
b) ALEATE +cystéine
Folioles 6-7 feuilles +9 5,1 7,1
Folioles 6-7 feuilles —S 0,8 1,7
Tiges latérales .
¢ feuilles Floraison +5 1,9 2,0
Tlgjsfézitﬁiles Floraison - Traces Traces
‘ S GLYCINATE
¢) LYCINATE L+ eystéine
Folioles 6-7 feuilles +8 4.6 9,2
Tiges latérales . '
"+ feuilles Floraison 48 2,8 42
Tiges latérales . ‘
"+ feuilles Floraison —3 0,4 1,7
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20 Aclion de la cystéine

Comme le démontrent les résultats réunis dans les tableaux XXVI a, b, ¢, ainsi que
le tableau XXVIII illustrant les résultats obtenus en 1967, la cystéine a également
activé 'arginase. Le degré d’activation est généralement plus élevé lorsqu’il s’agit d’un
matériel enzymatique — S en comparaison avec celui des plantes +S. Le degré
d’activation varie également avec l'organe, le stade du dévcloppement et le milieu
réactionnel.

Toutefois, la cystéine est généralement un activateur & un degré moindre que le
Cl,Mn. Ceci ressort nettement dans le milieu réactionnel d’acide maléique. On pourrait
supposer que chacun des 2 activateurs en question active une autre région de 'enzyme.
Qu’adviendrait-il si on les faisait agir ensemble ? Les tableaux XXVII a, b, et
XXVIII répondent & cette question.

Le ClL,Mn ct la cystéine paraissent avoir une action synergique.

Cette nouvelle activation est également plus élevée avec le matériel vegétal — S
qu’avec celui des plantes 4S.

TasLEau XXVII

REACTIVATION DE L’ARGINASE PAR CLMn-+CyYSTEINE.

a) VALEURS ARGINASIQUES. (1966)
. , MALEATE
O,RG:”:NES STADES CULTURES MA&E.&TE +ClLMn
vegetaux 4+ CGl,Mn t-cystéine
Folioles 6-7 feuilles 48 10,4 13,0
Folioles 6-7 feuilles —3 4.6 6,4
Tiges latéral . -
g—l—feuiﬁfes o8 Floraison +S 5,4 6,1
Tiges latérales . o .
"+ feuilles Floraison —S 2,5 2,8
GLYCINATE GLyCINaTE
X V1
1 CL,Mn +ClMn
b) ~-cystéine
Folioles 6-7 feuilles +8S 6,4 10,0
Tiges latérales . -
g—}—feuilelzcsl Floraison +S 3.3 45
Tiges latérales . .
" feuilles Floraison —S 1,2 1,7
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TasrEau XXVIII
REACTIVATION DE L’ARGINASE. (1967)

FOLIOLES AU STADE DE 6 FEUILLES

Valeurs arginasiques

Tampons Activateurs
+S —8
Clark-Lubs sans 2,3 0,4
Clark-Lubs Gystéine 3,1 0,9
Maléate Cl,Mn, 3,6 1,6
Maléate Cystéine 2,9 1,3
Maléate S;fi\g;;: 45 2,4

TaBLEayu XXIX

REACTIVATION DE L’ARGINASE — MILIEU TAMPONNE DE GLYCINATE.
VALEURS ARGINASIQUES. (1966)

. . Glycinate
O,rgan'es Stades | Cultures | Glycinate Glycinate Glycmﬁte +Cl,Mn
végétaux +ClL,Mn |- cystéine +- cystéine
Cotylédons 2-3 feuilles H,0 28,6 36,0 — —
Folioles 6-7 feuilles +8 4,6 6,4 9,2 10,0
Folioles Floraison +8 0,7 2,7 — —
Folioles Floraison —3 Traces 0,9 — —
Tiges latérales . x
feuilles | T loraison +8 2,8 3,3 42 45
Tiges latérales .
"+ feuilles Floraison —S 0,4 1,2 1,7 1,7
Formation, ¢
Gynophores des gousses +9S 2,0 3,6 — —
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39 Importance du tampon

Le fait d’avoir constaté une forte dépréciation de l'activité arginasique dans le
milieu maléique nous a incités & essayer un autre milieu tamponné. Nous avons choisi
le tampon glycinate.

Le tampon glycinate {tableau XXIX) permet, dans l’ensemble, d’obtenir des
valeurs arginasiques comparables au milieu Clark et Lubs et nettement supérieures au
milieu réactionnel de maléate. Les ions Mn2+ réactivent 'arginase dans le milieu glycinate
mais de facon moins intense qu’en milieu maléate. La cystéine dans le milieu glycinate
est un activateur plus énergique que le mangagése dans ce méme milieu. L’action
combinée des 2 activateurs ne semble pas accroitre d’une maniére significative les valeurs
arginasiques obtenues avec la seule cystéine.

On observe donc un comportement différent de ’arginase selon le milieu {quoique
celui-ci soit toujours au méme pH) et selon I'activateur.

Les auteurs notent souvent unec activité fortement accrue du fait de l’addition
d’ions manganése au milieu réactionnel acide maléique+NaOH. Encore faut-il tenir
compte de Vinhibition provoquée par ce milieu.

C. EVOLUTION, AU COURS DE LA CROISSANCE, DE L’ACTIVITE ARGINA-
SIQUE MESUREE EN PRESENCE DE Cl,Mn.

Nous avons, en 196D, étudié¢ au cours de la croissance ’évolution de l'activité
arginasique des poudres des plantes d’arachide déficientes ou non en soufre. L’activité
arginasique a été déterminée en milieu réactionnel de Clark et Lubs sans activateur.
A la lumiére des études que nous avons effectuées, sur la réactivation de l'arginase,
il nous a paru intéressant de vérifier les activités arginasiques en présence des ions
Mn?*, des plantes +8 et — S au cours de la végétation.

Cette étude a été effectuée sur des cultures de 1966, les activités étant mesurées
en milieu maléate additionné de Cl,Mn.

Les résultats de cctte étude sont résumés dans le tableau XXX.

D’une maniére générale, on observe les mémes tendances qu'en 1965 a la
décroissance de I'activité arginasique au cours de la végétation dans tous les organes
analysés,

De méme, Dactivité arginasique des organes des plantes déficientes en soufre est
trés inférieure a celle des plantes 8.

En comparant les résultats des 2 années, on observe que les organes de réserve et
surtout les tissus photosynthétisants accusent des activités arginasiques trés supérieures
en 1966 a celles observées en 1965. De plus, on observe en présence de 'activateur moins
de différence entre les activités des plantes +S et — S. Pourtant 'écart entre les
plantes 485 et — S prélevées en 1965, du point de vue de la croissance, a été moins
important qu’en 1966, ainsi que cela a été signalé plus haut (p. 87). Ceci pourrait étre
considéré comme une confirmation de I'observation notée ci-dessus (p. 89) & savoir que
l'activateur agit davantage, relativement, sur les plantes — S que sur les +8S.



92 P. HANOWER.

TaBLEAU XXX
VALEURS ARGINASIQUES {MALEATE-CrL,Mn). (1966)

ORGANES VEGETAUX
STADE
. . Tiges principales| Tiges latérales
Cotylédons Folioles +pétioles 1 feuilles
Prantes surn H,0
2-3 feuilles. . . .. 46,3 27,3 15,7
PLANTES SUR SOLUTIONS NUTRITIVES +S ET —S
+83 —S +8 —5 +5 —S +5 —S
6-7 feuilles ....| 19,6 18,1 | 10,4 4,6 3,9 1,8 9,9 3,3
Début de flo- ‘
raison ....... — 3,9 2,0 2,2 0,3 48 2,4
Formation des
gousses ...... — 0,6 trace 1,3 0,1 0,8 0,6

D. ACTIVITE ARGANISIQUE DANS LES ORGANES REPRODUCTEURS.

Nous avons repris, sur des cultures effectuées en 1967, la recherche de 'activité
arginasique des organes reproducteurs, mesurée en milieu réactionnel «maléate+-
ClL,Mn ».

Echantillonnage

Les échantillons des fleurs ont été confectionnés en récoltant une partie des fleurs
fraiches formées tous les jours et pendant toute la durée de la floraison. Les fleurs ont
été congelées puis lyophilisées tous les jours immédiatement aprés la récolte. Aprés la
floraison, on a réuni toutes les fleurs récoltées en 2 échantillons : 1 +S, 1 — S. La suite
des opérations a été celle méme employée dans les autres cas.

Les gynophores et les gousses ont été récoltés au stade de la formation des gousses.
Les graines, au stade de la maturité laiteuse.

Resurrars (tableau XXXI)

On voit donc peu de différences entre les valeurs arginasiques des organes en forma-
tion des plantes 45 et — S, tels que fleurs et gousses. Les gynophores étant prélevés
au stade de la formation des gousses et non pas au stade de formation des gynophores,
les valeurs arginasiques pour les déficients en soufre sont inféricures & celles des gyno-
phores +8. Quant aux graines récoltées a la maturité laiteuse, ¢’est 'inverse. Les valeurs
arginasiques des graines — S sont trés supérieures a celles des graines J-S. Les graines
— S étant de beaucoup plus jeunes que les graines 3.

De ces résultats, ainsi que des résultats des années précédentes concernant les
organes reproducteurs, on peut déduire qu’ils présentent a leur apparition des valeurs
arginasiques élevées. Les fleurs en particulier se montrent trés actives. Au début de la
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floraison et pendant toute la durée de la floraison, leur activité est nettement supérieure

a celle de tous les autres organes, y compris les cotylédons au début de la floraison. De
méme, au moment de la formation des gynophores, des gousses ou des graines, ceux-ci
se révelent plus actifs que les organes végétatifs déja vieillissants.

A mesure que les organes reproducteurs eux-mémes vieillissent, leur activité
arginasique diminue pour apparaitre dans les nouveaux organes successifs.

Au moment de la formation des organes reproducteurs, il n’y a pas de différence
d’activité arginasique entre organes provenant des plantes 5 et — 8.

TasLEau XXXI
VALEURS ARGINASIQUES DES ORGANES REPRODUCTEURS. (1967)

ORGANES STADES +5 —3
Fleurs Récoltées tout au long | 537 | 211
Gymnophores _‘?o;r?at‘ion des gousses o 6,4 2,5
Gousses B Formation des gousses o 4,4 3,9
Graines Maturité laiteuse 5,6 B 9,3

E. EVOLUTION DE L’ACTIVITE ARGINASIQUE DES GRAINES D’ARACHIDE
AU COURS DE LA GERMINATION.

Jusqu’a présent, nous nous sommes occupés de l'activité arginasique des plantes
au cours de la végétation.

Les graines d’arachide en milieu phosphate sans activateur n’avaient pas manifesté
la présence de I'arginase. Les cotylédons, au stade auquel nous avons commencé I'étude,
c’est-a-dire au stade de 2 feuilles non étalées, ont déja été trés actifs.

Une étude de activité arginasique au cours de la germination des graines s’imposait
afin de préciser les valeurs arginasiques aux stades intermédiaires, entre la graine inactive
et les cotylédons déja trés actifs aprés quelques jours de germination.

Préparation du malériel enzymatique

On a fait germer des graines d’arachide 28-204 dans du sable humide a la température
de 27° C a 'obscurité. Des lots de matériel végétal ont été prélevés apres 0, 6, 24, 46,
72 et 96 heures.

L’activité arginasique a été déterminée par la méthode habituelle, sur les plantules
entiéres, dans des tampons glycinate et maléate additionnés des ions Mnt+.

D’autres lots de matériel végétal ont été introduits dans l'enceinte froide a la
températurc de — 20° G et fractionnés en cotylédons d’une part et axes embryonnaires
ou jeunes pousses d’autre part, puis traités de Ja méme maniére que les lots précédents.

Pour avoir un point de comparaison on a également fait germer des graines dans
du sable humide & la serre 4 la lumiére du jour et & température ambiante.
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Les déterminations de I'activité arginasique dans le matériel végétal fractionné
ont été effectuées uniquement dans le milieu réactionnel au maléate additionné de
ClL,Mn.

RisurTaTs

Le tableau XXXII montre qu’il est déji possible de déceler, selon les conditions
utilisées, un début d’activité enzymatique dans les graines non germées. Cette présence
d’arginase est parfaitement évaluable en milieu maléate additionné des ions Mn*.
Les valeurs arginasiques augmentent de plus en plus vite & mesure que la germination
se poursuit.

TasLeau XXXI1
VALEURS ARGINASIQUES DES GRAINES D’ARACHIDE EN GERMINATION

Temps de germination :
en heures 0 6 24 46 72 96
w | Glycinate T T Ll 05 18
g £CL,Mn races+ |lraces-}+|Traces+-+ 4 D ,
g
< Maléate
= +CLMn 0,1 | 1,0 | 21 | 95

Le tableau XXXIII illustre les résultats obtenus pour les deux fractions des graines
en germination prises séparément : cotylédons et axes embryonnaires.

On constate ainsi que lors de la mobilisation des réserves de la graine, au début
de la germination, les valeurs arginasiques augmentent trés rapidement dans les deux
fractions. Elles augmentent toutefois beaucoup plus rapidement dans les cotylédons
que dans ’axe embryonnaire. Au début, I’activité arginasique de ce dernier est beaucoup
plus importante que celle des cotylédons. Puis la différence s’atténue et enfin s’inverse
au profit des cotylédons. La mobilisation des réserves commence par ’axe embryonnaire
dans lequel il y a toujours de l'arginine libre. Puis seulement vient la mobilisation des
protéines cotylédonaires. On observe donc dans les cotylédons un lent réveil de 1'activité
arginasique, laquelle s’intensifie trés rapidement ; par la suite, elle continue & croitre
quoique plus lentement. Si 'on se rapporte au tableau relatif 4 1'évolution des valeurs
. arginasiques au cours de la végétation des plantes (Tableau XXIV, p. 85), on voit que
la croissance de I'activité enzymatique dans les cotylédons se poursuit jusqu’au stade
de 2-3 feuilles, puis décroit.

Quant aux jeunes pousses, les valeurs arginasiques considérablement augmentées
au début, commencent & décroitre déja apres le 4mejour de la germination. Sil'on se
rapporte aux colonnes relatives & 1'urée formée par l'enzyme a partir du substrat, on
s’apergoit que l'arginase est encore trés active, et que dans I’ensemble, son activité
continue 4 augmenter. Il y a la un phénoméne de dilution de 'enzyme dans les tissus
en croissance active. Il y a aussi en méme temps différenciation des organes qui n’ont
pas les mémes valeurs arginasiques. En déterminant les valeurs arginasiques des jeunes
pousses on a obtenu des valeurs moyennes. Il serait probablement intéressant d’étudier
le comportement de I’'arginase & ces trés jeunes stades séparément dans les organes
différenciés de la jeune pousse.
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Les graphiques 25 et 26 illustrent d’une autre fagon les phénoménes observés. On y
suit la valeur arginasique et I'urée formées dans les deux fractions des graines en germina-
tion, en fonction du poids de la pousse.

50"

Urée en mg

40 4or

Valeur srginasique

30/

BOT

20f 20~

AXE

EMBRYONNAIRE COTYLEDONS

AXE EMBRYONNAIRE

COTYLEDONS Poids &n mg de I’oxe embryonnoire
75

Poids <n mg de 1'axe

o & %0 A , L 7
° 25 50 75 Embryonna e
Fig. 25. — Valeur arginasique Fig. 26. — Activité arginasique au cours de la
au cours de la germination. germination exprimée en mg d’urée par organe.

F. ACTIVITE ARGINASIQUE A pH 7,0.

Les travaux sur P'activité arginasique sont généralement effectués en milien & pH
aux environs de 9,5. Nos études ont été également effectuées & pH = 9,5. Nous avons pu
constater lors des essais préliminaires que ce pH était le plus favorable pour 'hydrolyse
en une heure du substrat. A pH = 7 on n’a pas observé de dégradation de l'arginine.
Comment la dégradation enzymatique s’opére-t-elle donc dans la cellule. intacte ?
On pouvait supposer qu’in vivo le processus d’hydrolyse enzymatique s’opére beaucoup
plus lentement.

Pour vérifier cette hypothése et répondre a la question on a effectué ’expérience
suivante : plusieurs échantillons ont été mis en incubation avec de P'arginine dans un
tampon maléate additionné des ions Mn*+. Température = 43° C, pH final = 7,0. La
dégradation enzymatique a été suivie chez les cotylédons par chromatographie uni-
dimentionnelle sur couche mince de cellulose. De temps en temps on déposait une goutte
sur la ligne de départ.

RESULTATS ET DISCUSSION

Aprés 7 heures d’incubation, on ne voit pas encore sur les chromatogrammes
(Fig. 27) apparaitre la tache d’ornithine provenant de la dégradation de l'arginine.
Parallélement, 'activité arginasique a été déterminée dans cette expérience par la
méthode habituelle. On a pu constater une fois de plus, qu’aprés 1 heure d’incubation
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Fig. 27. — Cotylédons de I’arachide aprés 4 jours de germination. Chromatographie en couche mince.

a pH 7,0 on ne pouvait pas déceler d’activité enzymatique. Par contre, aprés 24 heures
d’incubation & pH 7,0 on a enregistré une activité arginasique (tableau XXXIV). Ce
qui, nous semble-t-il, répond & la question posée plus haut.

TasrLeau XXXIV

ACTIVITE ARGINASIQUE A pH 7,0 — 24 H. D'INCUBATION
REGIME NUTRITIONNEL DES PLANTES
ORGANES STADES -
H,0 48 —S
Cotylédons 2 feuilles 49,16
Cotylédons 6 feuilles 6,46 9,62
Folioles 6 feuilles 0,78 —
Tiges principales+pétioles 6 feuilles traces traces
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L’activité des cotylédons au stade de 2 feuilles est pratiquement identique aprés
1 heure & pH 9,5 a celle obtenue aprés 24 heures d’incubation & pH 7,0 ; elle est compa-
rable chez les cotylédons au stade de 6 feuilles ; elle est trés différente chez les autres
organes analysés.

11 est évident que les conditions d’incubation élaborées pour la détermination de
Pactivité arginasique (température, concentration du substrat et de I’enzyme) ne peuvent
pas dtre valablement extranolées 3 une autre réaction du milien. La dégrndaﬁnn de

larginine ne suit I’équation théorique caractéristique d'un processus enzymatique
monomoléculaire qu’au début de 'incubation. Aprés cette étape initiale on observe une
inhibition. Cette inhibition est habituellement expliquée par l'action compéfitive de
I'un des produits de la réaction, a savoir l'ornithine.

Dans ce contexte il est intéressant de souligner la différence de comportement des
organes de réserves en comparaison avec les tissus chlorophylliens. Elle ne peut pas étre
expliquée uniquement par I'action inhibitrice de I'ornithine.

REeIFER et coll. [1567] [156] [137] ont mis en évidence, dans les graines de tournesol,
un inhibiteur trés actif de I'arginase. Ils I'ont isolé, purifié et étudié quelques unes de
ses propriétés. Ainsi, ils ont constaté que 'activité de cet inhibiteur consiste en sa liaison
avec I'enzyme. La L-cystéine, le mercaptoéthanol et le glutathion réactivent 1'arginase
inactivée par l'inhibiteur. C'est un composé & poids moléculaire peu élevé qui est stable
en milieu acide, moins stable en milieu neutre et qui est détruit en milieu alcalin.

§’il était prouvé que cet inhibiteur est présent chez d’autres végétaux dont arachide
ceci pourrait &tre une explication de I’activité de I’arginase se manifestant in vitro surtout
a pH alcalin, de son action lente en milieu neutre. Mais il ne nous parait pas possible
d’expliquer la différence de comportement entre les cotylédons et les feuilles et les tiges
par I'absence de l'inhibiteur.

Cette différence de comportement nous parait suggérer que l'on a peut-étre affaire
a des arginases diverses présentant des différences moléculaires.

Barer et MourcuE [8], lors d’une étude sur Canavalia ensiformis, et constatant
des différences de comportement des arginases d’origines diverses, se demandent si les
protéines enzymatiques en question sont identiques. CampBeLL [30], & la suite d’une
étude comparative entre mollusques et mammiféres arrive a distinguer deux protéines.
La proarginase inactive passant sous I'action du Mn+*+ a I'arginase. Mora et coll. [134]
[135] constatent que les arginases présentes dans le foie d’animaux uréotiles et uricoté-
liques sont des protéines différentes. De méme, 'arginase de Neurospora crassa, hydro-
lysant de préférence l'arginine exogéne, s’avére incapable d’hydrolyser l'arginine
endogéne. D’aprés RagrupaTal Rami REppy et CampserL [1561], le poids moléculaire
des arginases d’origines diverses peuvent varier entre de trés larges limites s’échelonnant
de 244.000 & 27.000. MippeLHOVEN [131], travaillant sur Sacharomyces cerevisiae, écrit
que la dégradation de I’arginine nécessite deux enzymes : arginase et I'ornithine-transa-
minase. Les deux étant induits par l’arginine.

A la lumiére de ce qui précéde il serait intéressant d’effectuer des recherches sur la
nature exacte de l'arginase dans les organes d’arachide (cotylédons et axes embryon-
naires), son rapport avec Uinhibiteur naturel et les conditions optima de son action
a pH 7,0.
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G. ACTIVITE UREASIQUE.

Les études que nous avons cffectuées sur 'arginase nous ont naturellement amenés
a rechercher l'uréase. Depuis que MuscuLus a découvert [142] en 1876 'uréase dans les
cellules bactériennes, elle a été signalée dans nombre de végétaux.

Selon certains auteurs [187] l'uréase est trés répandue dans le régne végétal.
DAMODARAN ¢t SIVARAMAKRISHNAN [47] ont montré la présence de l'uréase chez
beaucoup de légumineuses. WiLLiaMs et SHaRMA [196] démontrent que son activité
chez Citrullus vulgaris se maintient dans les plantules vertes jusqu’au 9m€ jour de germina-
tion et dans les plantules étiolées jusqu’au 13mejour. Ils supposent que 'activité uréasique
dans les jeunes plantules se maintient le plus longtemps dans les tissus lesquels ne sont
pas le siége d'une activité métabolique intense. Dans les tissus en croissance active,
I'activité tombe rapidement. La présence d’une uréase aclive jusqu’au 13¢ jour dans les
plantules étiolées est expliquée par un retard dans le développement de ces plantules
par rapport aux plantules vertes.

Plus récemment GuitToN a constaté la présence de cet enzyme dans les graines
imbibées de Pinus pinea [82] et Goas dans les plantules de pois [78].

Les auteurs distinguent des plantes a uréase de plantes sans uréase. Il importait
donc de savoir si notre arachide appartient aux plantes & uréase ou non. En effet, si
activité uréasique il y avail, elle pourrait étre la cause d'une activité arginasique
apparente réduite. L’activité arginasique déterminée ne serait que la résultante d’un
travail de deux enzymes, arginase et uréase. Bien que les maxima d’activité de ces deux
enzymes ne se situent pas dans les mémes conditions, 'activité de l'uréase pourrait
masquer l'activité arginasique réelle. Elle pourrait également étre, dans une certaine
mesure, reponsable de la réduction de I'activité arginasique avec I’age de la plante ou
lors de l'induction de la déficience en soufre.

La présence de I'uréase pourrait aussi expliquer le mécanisme argininolytique dans
la cellule vivante {I’absence d’urée, activité arginasique non décelable par dosage de
I'urée a pl acide).

Pour ces raisons nous avons recherché l'activité uréasique dans les graines germées
d’arachide, dans les cotylédons au stade de 2 feuilles, dans les racines et les parties
aériennes de ’arachide 48 et — S au stade de la floraison.

Dans cette étude nous avons commencé par employer le tampon CrLark et Luss
pour nous trouver dans des conditions du milieu comparables a celui de la recherche de
Parginase. N’ayant pas décelé d’activité uréasique nous avons, par la suite, employé
le tampon Tris. En effet, selon certains auteurs, les ions Nat et K+ inactivent I'uréase
[189].

Pour chaque prise de matériel végétal on a effectué une détermination paralléle
en ajoutant a la poudre végétale de 'urée.

REsvLraTs

Les résultats réunis dans le tableau XXXV montrent que la poudre végétale
ne manifeste pas d’activité uréasique. Dans tous les cas on a retrouvé l'urée
ajoutée.
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TasrLEauy XXXV

ACTIVITE UREASIQUE

MILIEUX REACTIONNELS UREE
STADE frouvée en
ORGANE .
Vlggétal du dévelop- | GULTURE - Solution mg de la
pement Tampons M{itc’erle d’urée solution
vegétal en mg primitive
Clark et 150 mg 0 0
Lubs
Graines 72 h de sur Glﬁrlé et 150 mg 5 5.
germées | germination eau ubs
' Tris 150 mg 0 0
Tris 150 mg 5 4,98
Clark et 0 15} 4,99
Témoins Lubs
Tris 0 5 4,96
Tris 150 mg 0 0
1(,33*’3" 2 feuilles sur
cdons eau Tris 150 mg 5 4,87
Témoin Tris 0 b 4,90
+8 Tris 150 mg 0 0
+S Tris 150 mg 5 5,03
Racines -
—S Tris 150 mg 0 0
Début —S Tris 150 mg 5 4,92
de la
floraison — Tris 150 mg 0 0
Tiges —S Tris 150 mg 5 4,90
latérales
~+feuilles +S Tris 150 mg 0 0
+5 Tris 150 mg 5 4,93
Témoin Tris 0 b 4,84
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CONCLUSIONS

1) Graines
~— On décéle dans les graines mémes d’arachide, & condition de choisir un milieu
réactionnel convenable et en présence d'un activateur, une trés faible activité argina-
sique.
— Au cours de la germination, 'activité arginasique augmente trés rapidement.
Elle est particuliérement rapide entre 72 et 96 heures de germination.

— L’activité arginasique des cotylédons augmente, bien que plus lentement,
jusqu’au stade de 2-3 feuilles, puis diminue. Le palier est atteint le 6™me jour de germination,
si on évalue I'arginase par rapport a l'organc; ce 6¢ jour correspond normalement &
Papparition a la surface du sol, de la partie verte. On peut donc dire que P'arginase
augmente dans I'organe de réserve au cours de la vie autotrophe et commence a diminuer
avec la vie hétérotrophe de la plante.

On dirait qu’il y a 14 une activité enzymatique induite par le substrat et, en tout cas,
allant de pair avec la mobilisation des réserves protéiques indispensables a la croissance
et & la multiplication cellulaire de la jeune pousse réclamant des matériaux simples pour
son édification.

— Dans la jeune pousse l'activité arginasique augmente également trés vite au
début de la germination, bien que moins vite que chezles organes de réserves. Mais déja
aprésle 4¢ jour de germination elle commence a baisser. Toutefois ici aussi, par rapport
a l'unité de la pousse, l'activité de I'’enzyme continue & augmenter.

On a envie de dire qu’'il y a la un autre genre d’activité arginasique, celle qui est
liée directement au caractére juvénile des tissus en pleine croissance, a la vitesse de
divisions cellulaires, & la grande activité métabolique.

— 5i les graines en formation sont trés actives, les graines mires présentent une
trés faible activité arginasique. Il est possible que les sites actifs de 'enzyme se trouvent
bloqués, peut-étre par un mécanisme de type allostérique.

Le cycle recommence avec le départ de la germination.

~— Il serait intéressant d’étudier 'activité arginasique d’une part, de différentes
fractions de la jeune pousse au cours de la germination et d’autre part, des graines au
cours de la maturation, ainsi que l(es) inhibiteur({s) de I'arginase au cours de la germina-
tion et de la maturation des graines.

2) Evolution de ['arginase au cours de la végélalion

— Les valeurs arginasiques sont les plus élevées dans les organes de la plante au
jeune stade de la croissance. Les plus riches sont alors les folioles et les cotylédons.

— Au cours de la croissance de la plante, I’activité arginasique diminue dans tous
les organes.

— Dans les organes reproducteurs pendant leur formation, I'activité arginasique
est la plus élevée de tous les organes.

— Chez les organes des plantes — S, P'activité arginasique se trouve réduite d'une
maniére tres significative par rapport aux organes des plantes 48, sauf dans les coty-
lédons — 5 ol les réserves protéiques sont moins épuisées.
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— Il n’y a pas de différence marquante entre l'activité arginasique des organes
reproducteurs au moment de leur formation chez les plantes +S et — 8.

3) Réaclivalion de l'arginase

— Un apport d’activateurs, dans les milieux réactionnels, augmente Pactivité
argmamque des poudres Vegetales Cecl peut s exphquer par le falt quune partie de

l alglll.d.bc Bl blUU.VC Ud.llb J.d. Pldllbb‘ SouUSs umne LUJ.J.U.U lIlUL[lb dblleb

— Il semble que les folioles contiennent proportionnellement plus d’arginase
inhibée et donc réactivable par les actlvateurs que les autres organes de la plante.
Mais ceci demande & étre confirmé.

T na aroanees deg

o "
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que ceux des plantes 4-S.

— Etant donné la différence entre la réactivation du matériel végétal provenant
des plantes +S et — S, il semble que 'activité arginasique réduite chez les plantes — S
est liée, au moins en partie, & une inhibition de 'enzyme.

4) Importance du tampon
L’influence du milieu (tampon) fait penser 4 une action inhibitrice (maléate) ou
activatrice (CLARK et Luss) de certains composants du tampon.

Ceci expliquerait les réactivations trés importantes rapportées par les auteurs
travaillant dans le milieu maléate.

Avec le milieu CLark et Luss nous n’avons jamais enregistré des réactivations
aussi importantes.

5) Activité arginasique & pH 7,0
~— A ce pH on a enregistré une activité arginasique mais qui ne se manifeste
qu'aprés un temps d’'incubation trés long.
— Si dans les cotylédons aprés 24 heures d’incubation & pH 7 on arrive & obtenir
les mémes valeurs arginasiques qu’a pH 9,5 aprés 1 heure d’incubation, il n’en est pas

de méme pour les folioles. Ceci fait penser a la possibilité de I'existence d’arginases de
caractéres différents dans ces deux organes.

6) Activilé uréasique

— On n’a pas décelé d’activité uréasique chez 1'arachide.



DISCUSSION ET CONCLUSIONS GENERALES

La déficience en soufre conduit chez l'arachide, tout comme chez d’autres espéces,
4 un profond remaniement de la fraction azotée.

Une importante augmentation de ’azote soluble s’observe dans tous les organes
— S et plus particuliérement dans les organes de transport.

En ce qui concerne les composés azotés organiques, la réponse des végétaux a la
déficience en soufre varie selon ’espéce. Dans le cas de ’arachide on constate une accumu-
lation de I’arginine et une baisse de l'azote protéique.

Il est évident que le manque de soufre se traduit par un manque d’acides aminés
soufrés nécessaire pour la protéosynthése.

Il est certain que I'azote soluble augmente a la suite du blocage de la protéosynthése.
Toutefois, ainsi que nous avons pu le constater, 'augmentation de la teneur en composés
azotés solubles dépasse de beaucoup la réduction des taux des protéines. De plus, ce seul
phénomeéne ne permet pas d’expliquer I'accumulatlion particuliérement importante de
I'arginine libre. Le blocage de la protéosynthése devrait laisser a I'état libre toute la
gamme d’acides aminés constitutifs des protéines. C’est effectivement ce que nous avons
pu constater lors de notre étude de la composition de la fraction des acides aminés
libres par la méthode de la chromatographie sur colonnes. On a trouvé chez les feuilles
— S toute une série d’acides aminés en quantité plus élevée que chez les feuilles 5.
Cependant la quantité d’arginine présente dans la réserve d’acides aminés solubles
dépasse de trés loin celle des autres ; ceci malgré son incorporation dans les protéines
en proportion plus importante.

Qu’elle est donc la raison de 'accumulation préférentielle de 'arginine ? C’est ainsi
que le probléme de la fonction et de la place de ce composé dans le métabolisme de
Parachide se trouve étre posé.

Il est généralement admis que les deux amides {glutamine et asparagine) jouent
le role de capteurs d’ammoniac chez les végétaux et désintoxiquent ainsi les plantes
d’un excés de cette substance. On peut donc admettre que le réle des amides chez les
espéces qui les accumulent sous U'influence de la déficience en soufre est d’emmagasiner
Pexcés d’ammoniac. Dans le méme ordre d’idées, il parait plausible d’étendre ce role
des amides, dans le cas d’autres plantes, & ’arginine-composé riche en azote — qui emma-
gasinerait I'excés d’azote ammoniacal chez 'arachide.

En ce qui concerne la fonction de 'arginine dans le métabolisme cellulaire, c’est
un fait bien établi que cet acide aminé, outre qu’il est un élément structural essenticl
des protéines, sert comme transporteur de phosphate hautement énergétique chez certains
invertébrés [1307.
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Jusqu’ici la phospho-arginine n’a pas été, & notre connaissance, isolée du matériel
végétal ; toutefois BoNnNeR [12] [13] a apporté une preuve indirecte certaine du rdle
de l'arginine en tant que facteur de renouvellement (turn-over) de I’énergie chez les
végétaux supérieurs. Cette idée a été par la suite confirmée par le fait que 'arginine
peut servir d’accepteur final du phosphate dans un systéme ot I'a-cétoglutarate repré-
sente le substrat, les mitochondries des hypocotyles de haricot fournissent ’enzyme et
Padénosine -5- phosphate fonctionne comme accepteur initial de phosphate [176].
D’un autre cdté, les chercheurs qui ont étudié 'occurence du phosphore organique chez
les végétaux supérieurs, n’ont pas, a notre connaissance, signalé la présence d’autres
composés que les phospholipides, les nucléotides et la phytine [2] [3] {193].

Fries [72], dans une étude sur les facteurs chimiques qui contrdlent la croissance
des pois privés de leurs cotylédons, trouve que les pois nourris d’arginine contiennent
plus de phosphate acide soluble que les plantes témoins sans apport d’arginine. L’auteur
se demande si ce fait ne pourrait pas étre considéré comme une preuve évidente de la
présence de phosphoarginine dans le premier cas.

Or, nous avons cherché a déterminer I'influence de la déficience en soufre sur les
teneurs en phosphore de ’arachide.

Dans le tableau XXXVI nous avons réuni a titre d’exemple quelques résultats
caractéristiques de ces dosages.

TaBrEau XXXVI

INFLUENCE DE LA DEFICIENCE EN SOUFRE SUR LA TENEUR EN PHOSPHORE TOTAL
(En Y% M.s.)

ORGANES VEGETAUX
STADE

DU DEVELOPPEMENT

ForioLEs

PranTteEs sur H,0

S feuilles........... 0,526
PLANTES SUR SOLUTIONS NUTRITIVES
48 BT —8

+S —8
6 feuilles........... 0,519 0,569
Floraison.......... 0,622 0,631

Formation des gous-
SBS. . 0,307 0,713

On constate que dans les folioles —S il y a accumulation du phosphore au cours
de la croissance contrairement & ce qui se passe chez les folioles +8S. 8i bien qu’au stade
de formation des gousses les folioles —S ont une teneur en phosphore 2,2 fois plus élevée
que les folioles 45 a ce stade.
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Ainsi donc, les tendances & 'accumulation de 'arginine est suivie par une méme
tendance a 'accumulation du phosphore.

Ceci pourrait témoigner en faveur de la présence de la phosphoarginine laquelle
s’accumule dans les folioles —S.

Notons & ce propos qu’au VIIe Congrés International de Biochimie qui s’est tenu a
Tokyo fin aout 1967 un Colloque a été consacré aux acides aminés phosphorés dont il
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s’avére q‘ul ils 16p1‘cacumuu des constituants constants
de certains tissus d’animaux supérieurs.

Quant & la place possible de 'arginine libre dans la physiologie de ’arachide il
ne semble pas que le cycle de Kreps-HENSELEIT se manifeste chez cette espéce surtout
au stade avancé de la croissance. Nous avons hasardé une hypothése suivant laquelle,
dans la mesure ol il est correct de parler de produit final, ce serait I’ arginine qui en serait
un.

Cette hypothése était basée d’une part sur les résultats de nos expériences sur le
devenir de I'arginine -*(-b et d’autre part sur un certain nombre de faits bibliographiques.

A Tappui de cette hypothése, il nous parait indiqué de rappeler ici nos études sur
I’évolution de I'arginine au cours de la croissance de 'arachide (p. 51 « L’arginines).

En effet, on observe l'apparition massive de cet acide aminé a un trés jeunc stade
lors de la germination des graines et de I’hydrolyse des protéines de réserve. Ensuite,
s’il diminue chez les plantes 4-S en pourcentage de la matiére séche, il augmente toutefois
régulierement et d’une facon trés importante en quantité par plante, en constituant une
réserve azotée trés appréciable. Ce composé joue un réle trés important lors de la forma-
tion des organes reproducteurs — gynophores et graines. Il est donc possible et vraisem-
blable que cet acide aminé exerce une fonction dans le développement de la plante
d’arachide et dans I'organogénése.

Ceci pourrait expliquer son accumulation considérable dans 'arachide déficiente
en soufre, accumulation tant par rapport a la matiére séche qu’en quantité par organes.
Il semblerait qu’a la déficience de I’arachide en soufre un autre phénoméne se superpose,
a savoir sa forte teneur en arginine laquelle, en fin de compte intoxiquerait la plante.
Ce pourrait étre son action régulatrice de la croissance et du développement qui s’exerce
ici. Encore faudrait-il prouver qu'une alimentation de la plante par de fortes quantités
d’arginine exogéne provoque des symptOmes comparables a ceux notés dans le cas de
la déficience en soufre.

A ce propos on peut citer un travail de RATNER et coll. [152]. Dans les expériences
sur l'assimilation des acides aminés par les racines isolées de luzerne, ces auteurs démon-
trent que 7 sur 13 acides aminés inhibent leur croissance.

La L-asparagine, la L-glutamine, ’acide L-aspartique, la L-arginine, la DL-ornithine
et la DL-citrulline agissent positivement tant sur la croissance des racines que sur la
synthése des protéines.

Ceux des acides aminés qui inhibent la croissance des racines et la synthése des
protéines s’accumulent dans les racines sous forme inchangée.

Par conséquent, les acides aminés du cycle de 'ornithine, dont I’arginine, sont un
facteur de croissance des racines et de la synthése des protéines.

D’autre part, la déficience en soufre et I'accumulation de l'arginine libre qui en
résulte se traduisent également par une inhibition de la croissance et de la protéosynthése.

Ne pourrait-on pas comparer l'arginine s’accumulant dans les plantes —S aux
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acides aminés qui inhibent la croissance des racines et la synthése des protéines dans
les expériences de RATNER et coll. ?

Dans une étude sur l’arginine comme facteur de croissance chez les chlorelles,
Arnow et coll. [6] ont déja supposé qu’il en serait de méme dans le cas des végétaux

Q1M AT ATTT
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Il est possible qu’au stade jeune et dans les jeunes organes de ’arachide, I’arginine
soit inductrice d’arginase et qu'd partir d’une certaine concentration elle s’oppose a
Pactivité arginasique et que la concentration en arginine contréle tout le complexe enzy-
matique impliqué a différents niveaux des transformations.

Maas [123], étudiant la formation des enzymes participant a la biosynthése de
I’arginine chez Escherichia coli, constate que cet acide aminé est capable d’inhiber la
formation de ces enzymes.

Citons également un travail de PrinagsuEIM [150] constatant que I'absence de sys-
témes de transport enzymatiques peut étre la cause d'un empoisonnement des plantes
par les mémes substances organiques qui assurent la croissance d’autres organismes.

Comparons a présent les variations observées de activité arginasique avec celles
de l'arginine libre chez les mémes cultures d’arachide. On constate que I’évolution de
l'activité arginasique au cours de la croissance des plantes non déficientes en soufre
montre la méme tendance que celle de I'arginine libre. Les organes jeunes sont les plus
riches en arginine et présentent les valeurs arginasiques les plus élevées. Par la suite, &
mesure que les organes vieillissent, leurs teneurs en arginine diminuent et leur activité
devient de plus en plus faible.

Il n’en est pas de méme pour les plantes —S. Alors que P'activité arginasique, déja
réduite par la carence, baisse rapidement au cours de la croissance et finit par disparaitre
complétement, les teneurs en arginine libre augmentent considérablement. Il y a tout
lieu de penser que cette chute de l'activité de ’enzyme est, du moins en partie, respon-
sable de I’accumulation marquée de I’arginine libre dans les organes des plantes carencées
en soufre.

A la lumiére de ce qui précéde il se dégage une image d’ensemble qui nous parait
assez cohérente.

L’accumulation de l’arglnlne libre dans les plantes déficientes en soufre est la
résultante de toute une série de facteurs dont nous avons étudié quelques-uns.

Dans un premier temps la déficience en soufre entraine un manque d’acides aminés
soufrés. Ceci a pour conséquence de freiner la protéogénése en général et l'arginase en
particulier. De ce fait trois facteurs contribuent a P'accumulation de I'arginine libre :
1) une activité arginasique réduite ; 2) un freinage de la protéosynthése laissant a l’état
libre toute une série d’acides aminés dont l'arginine ; 3) formation de ’arginine libre
aux dépens d’autres acides aminés et de 'ammoniac. L’arginine joue ici le réle que les
amides jouent pour d’autres espéces, & savoir celui de magasin de réserve d’azote.

Dans un deuxiéme temps, 'accumulation de 'arginine -atteignant des proportions
de plus en plus importantes, un autre phénoméne se grefferait sur les précédents : au
stade plus avancé de la croissance, I'activité arginasique diminue dans les organes végé-
tatifs pour apparaitre dans les organes reproducteurs. L’arginine libre dans les organes
végétatifs sert plutdt a la biosynthése des protéines. Elle semble également jouer un
role régulateur dans le développement de la plante et en particulier dans’organogénése.

La quantité d’arginine libre accumulée par les plantes —3S est telle que I'on se
demande si ces derniéres n’en sont pas en fin de compte intoxiquées.
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A ce moment-la on observe une Incorporation anormale de ['arginine dans les
protelnes des plantes deﬁclentes en soufre. Le mécanisme du phenomene est inconnu.
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défaut ? Peut-étre se trouve-t-on devant une production anormale d’histone — protéine
riche en arginine — sous I'influence de la déficience en soufre et de I’arginine libre accumu-
lée ?
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