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INTRODUCTION

* La régulation de la réduction du nitrate par

des modifications de l'activité des enzymes de la chalne ré-
ductrice qui fait passer l'azote inorganique oxydé 3 1'état
d'azote organique réduit est un phénoméne extr@mement impor-
tant dans le contrdle de l'assimilation du nitrate. Comme

par ailleurs, le niveau d'activité de la nitrite réductase
est généralement plus élevé que celui de la nitrate réduc-
tase et que le nitrite ne s'accumule pas dans les tissus,

il apparalt que c'est 1'étape de transformation du nitrate en

nitrite qui constitue le lieu de régulation le plus important.

C'est a la suite de telles observations que
BEEVERS et HAGEMAN (1969) concluent que la nitrate réductase
est le point logique ol s'exerce la régulation de l'entrée

de l'azote réduit dans l'organisme végétal.

D'autre part des études portant sur la nutri-
tion minérale des végétaux supérieurs et des plantes & inté-
rét agricole en particulier ont montré que la réduction du
nitrate pouvait selon les espéces s'effectuer soit dans les ra-
cines, soit dans les feuilles (BONNER, 1950 , COIC et Coll.,
1961). C'est dans ce contexte que le travail présent a été abor-
dé. En effet, 4 notre connaissance la régulation de l'activité
de la nitrate réductase n'a jamais été abordée chez l'endive
qui posséde en outre la capacité de régénérer des plantes en-
tiéres a partir de racines ou de feuilles cultivées Zn vitro
(GAUTHERET, 1959 ; PAULET et NITSCH, 1964 ; VASSEUR , 1965).
Dans ces conditions, la nitrate réductase peut constituer un
marqueur intéressant dans 1'étude de l'organogenése et peut
contribuer 3 notre compréhension des modifications biochimi-
ques qui accompagnent la différenciation. C'est dans cette
perspective que ce travail a été réalisé. Nous avons donc
étudié la distribution de l'activité de la nitrate réductase dans
les différents organes de l'endive (racines, feuilles) puis
nous avons suivi 1l'évolution de cette activité dams divers

tissus cultivés Zin vitro.



HISTORIQUE

La nitrate réductase éatalyse chez les plantes supé-
rieures, la réduction du nitrate en nitrite avec les pyridines nucléo-
tides.Les tissus verts présentent d'une fagon générale une activi-
té nitrate réductase plus élevée que les tissus non chloraphylliens
et constituent trés souvent un matériel de choix pour 1'étude de 1la
nitrate réductase. Cependant 1l'activité de réduction du nitrate a
également été mise en évidence dans les racines de nombreuses
esﬁéces (BEEVERS et HAGEMAN, 1969 ) mais son importance est trés

variable d'une espéce a l'autre.

I - LA NITRATE REDUCTASE DANS LES FEUILLES

La majorité des études sur la réduction du nitrate
dans les plantes supérieures a été Ffaite avec les tissus foliaires
a cause de l'abondance des enzymes et de la facilité de disposer

du matériel,

A - Structure de l'enzyme.

La nitrate réductase est généralement définie comme
une molybdoflavoprotéine capable d'accepter les électrons fournis

directement par le NAD(P)H ou FMNH,.

1) Le site actif.

Le groupe prosthétique de 1l'enzyme est le FAD et mnon
pas le FMN puisque l'activité enzymatique qui est diminuée de 50 7%
par 2 précipitations au sulfate d'am@onium, est complétement res-
taurée par le FAD alors que l'addition de FMN ne cause qu'une trés
faible activation (EVANS et NASON, 1953). Mais le benzyl et le
méthyl viologéne peuvent aussi fournir des électrons au systéme

enzymatique (PANEQUE et Coll., 1965).

La forte inhibition de l'activité enzymatique par le
parachloromercuribenzoate, sa réversibilité par la cystéine et la
sensibilité de 1'enzyme aux ions cuivriques suggérent qu'un grou-

pement sulfhydryl existe dans le site actif (EVANS et NASON, 1953).



De plus, l'activité et la spécificité nucléotidique accrues de 1la
nitrate réductase, associées 3 une augmentation du nombre des
groupements thiols, de la protéine (BEEVERS et Coll., 1964) permet-
tent d'impliquer des groupes sulfhydryls dans le syst&éme enzymati-
que (EAGLESHAM et HEWITT, 1971).

Etant donné que le cyanure de potassium, l'azide
de sodium ainsi que la thiocarbamide inhibent 1'activité de la nitrate
réductase et que la carence en Mo'" et en Ma'' produit 1'accumulation
du nitrate , EVANS et NASON (1953) estiment que la présence d'un
métal est nécessaire pour réduire l'azote nitrique. Em 1955,
NICHOLAS et NASON identifient 1le molybdémne ccmme étant le métal
de 1'enzyme. CANDELA et Coll., (1957) montrent que dans les feuilles
matures de chou fleur, ol l'activité est maximale, les plantes
poussées sans molybdéne, possédent des activités de la nitrate
réductase beaucoup plus basses que les plantes poussées en présence
de ce métal, Des infiltrations de molybdéne dans les plantes
déficientes entrainent des augmentations d'activité enzymatique
dans les 18 a 24 heures suivantes. NOTTON et HEWITT (1971) four-
nissent 2 des plants d'épinard poussés en l'absence de Mo T et
qui ne présentent pas d'activité enzymatique, du molybdéne radio-
actif, Ils observent que les protéines marquées, séparées par
électrophorése en gel d'acrylamide correspondent 4 la nitrate
réductase. Ils suggérent que l'enzyme est une protéine molybdé&ne
dépendante. En 1978, AGARWALA et Coll. trouvent que les feuilles
de plants de maIs carencés en Mo'" montrent une activité de la
nitrate réductase plus faible que les plants normaux . L'apport
de molybdéne aux plantes carencées est suivi d'une activité enzy-
matique fortement accrue en moins de 72 h. De plus, le tungsténe
est bien connu comme inhibiteur de la nitrate réductase (HEIMER
et Coll., 1969 ; WRAY et FILNER, 1970 ; RAO et RAINS, 1976 b).

Il est généralement supposé inhiber la biosynthése de la nitrate
réductase en empéchant l'incorporation du molybdéne dans la
structure de l'enzyme (WRAY et FILNER, 1970 ; NOTTON et Coll.,

1974) ou en effectuant des changements structuraux de l'ensemble
enzymatique (HEIMER et Coll., 1969 ; RAO et RAINS, 1976 b). Un effet
similaire est produit par les sels de vanadium (BUCZEK et Coll.,
1980). ASLAM (1982) montre que le tungsténe, qui inhibe complé-

tement l'activité de la nitrate réductase induite par le nitrate,



a peu d'effets sur l'activité enzymatique existante dans les
feuilles de soja. Alors qu'il est actuellement admis que la nitrate
réductase est une molybdoprotéine, la facon dont le molvbdéne est
1ié au complexe enzymatique reste inconnue. Il semblerait que la

liaison se fasse par l'intermédiaire d'une protéine.

La présence d'une fonction "héme" dans le site
actif de la nitrate réductase a été récemment identifiée par 1'étude
spectrale de l'enzyme purifiée de 1'épinard (NOTTON et Coll., 1977 ;
FIDO et Coll., 1979) et de 1l'orge (SOMERS et Coll., 1982). Ces
études spectrales indiquent donc la présence d'un cytochrome de
type b, associé 3 la fois a l'enzyme active et & la forme inactivée

par le tungsténe ( NOTTON et Coll., 1979).

2) Le donneur d'électrons.

La nitrate réductase des feuilles de nombreuses
espéces végétales a une spécificité pour le NADH comme donneur
d'électrons (BEEVERS et Coll., 1964 ; SANDERSON et COCKING, 1964 ;
MARETZKI et DE LA CRUZ, 1967 ; KLEPPER et HAGEMAN, 1969) bien que
EVANS et NASON (1953) dans des extraits de feuilles de soja trou-
vent que la nitrate réductase a une préférence pour le NADPH. Mais
1'enzyme de ces tissus et de ceux du blé, extraite en présence
de cystéine, a une activité deux fois plus grande avec le NADH que
le NADPH (BEEVERS et Coll., 1964). De méme, RELIMPIO et Coll.
(1971) observent une nette stimulation de la réduction du nitrate par
le NADH d'un extrait enzymatique foliaire d'épinard, fait en pré-
sence de FAD. Ces mémes auteurs montrent que seuls le FAD et le
NADH empéchent 1'inhibition de l1'activité NADH : nitrate réductase

de 1'épinard par le parachloromercuribenzoate. -~

KLEPPER et HAGEMAN (1969) ne trouvent pas d'activité
enzymatique dans les feuilles de pommier lorsque le NADPH est le
donneur d'électrons,par contre, ils n'observent aucune différence

en présence de NADH ou de FMNH,.

En 1966, PANEQUE et LOSADA signalent que chez
1'épinard la réduction du nitrate avec NADH comme donneur d'élec-

trons requiert seulement la nitrate réductase. Au contraire, quand



le donneur d'électrons est le NADPH, le systéme a besoin, en outre
d'une nitrate réductase, de la présence d'une FMN- et d'une NADP-

réductase.

KLEPPER et Coll. (1971) montrent que 1l'addition
du NADH seul a des extraits de blé et d'Amaranthus hybridus L.
donne des maxima de réduction du nitrate et que le NADPH n'est
pas un donneur effectif d'électrons pour la nitrate réductase.
Pour eux ainsi que pour WELLS et HAGEMAN (1974), l'activité NADPH
est probablement un artefact résultant d'une activité phosphota-
sique qui transforme le NADPH en NADH. Mais, JOLLY et Coll. (1976)

séparent, par chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose, l'acti-

vité de la nitrate réductase des extraits foliaires de soja en

une activité NADH : nitrate réductase et une NADPH : nitrate réduc-

tase.

Pour ces auteurs, l'activité de la NADPH : nitrate
réductase est détectée dans les extraits préparés sans Cystéine,
alors que l'enzyme NADH n'est pas trouvée dans ces conditions.

De plus quand le NADPH est utilisé comme donneur d'électrons pour
la NADPH : nitrate réductase, le FAD est nécessaire pour obtenir
une activité maximale, mais il n'augmente pas 1'activité de la
NADH : nitrate réductase. Et pour JOLLY et Coll. (1976) la NADPH
nitrate réductase a une activité de 50 7 de celle de la NADH :

nitrate réductase.

En 1979, SUBBALAKSHMI et Coll. arrivent a4 la con-
clusion que seuls la génération de NADH par le cycle tricarboxy-
lique et son maintien & 1'état réduit pourraient &tre les facteurs

régulent 1'activité enzymatique dans les feuilles de riz et de

qui

blé. Cette hypothése rejoint les travaux de SAWHNEY et Coll. (1978)

qui ont montré que, dans les feuilles de blé, la réduction du
nitrate n'a lieu que lorsque l'oxydation du NADH, par la chafne

mitochondriale de transfert des électrons, est inhibée.

Récemment, ORIHUEL-IRANZO et CAMPBELL (1980)

concluent que la NADH : nitrate réductase est plus active dans les



jeunes cotylédons de soja et que lorsque les cotylédons vieil-

lissent, la NAD(P)H : nitrate réductase devient plus active.

Cependant, en plus de la réaction physiologique
normale de réduction du nitrate par les nucléotides pyridiniques,
la nitrate réductase présente deux autres activités partielles qui
peuvent &tre mises en évidence séparément et inhibées sélectivement
et quli ne mettent en jeu qu'une partie du complexe enzymatique. *
L'une d'elles est une activité diaphorase qui correspond a la
premiére moitié du complexe, elle provoque la réduction par le
NAD(P)H d'une multitude d'accepteurs d'1 ou 2 électrons (dichloro-
indophénol, sels de tétrazolium, cytochrome=-c...). L'autre acti-
vité concerne ce qu'il est convenu d'appeler la moitié terminale
du complexe enzymatique ; elle est indépendante du NADPH et pro-
voque la réduction du nitrate par les flavines ou les viologénes
réduits (HAGEMAN et Coll., 1962 ; PANEQUE et Coll., 1965 ;
SCHRADER et Coll., 1968 ; 0JI et IZAWA, 1969 b).

3) Le transfert d'dlectrons.

I1 apparait donc que la nitrate réductase est souple
dans l'utilisation du donneur d'électrons si bien que 1'on a distin-
gué 3 sous-classes de nitrate réductase dont la fourniture d'électrons
se fait par des nucléotides pyridiniques. E.C. 1.6.,6.,1. est spéci-
fique pour NADH et correspond au type d'enzymg présente dans toutes
les feuilles des plantes supérieures mais on la trouve aussi dans
quelques algues vertes telle que la chlorelle. Chez les autres
algues vertes ainsi que chez les levures on trouve une nitrate ré-
ductase qui peut utiliser le NADH et le NADPH avec la méme effica-
cité, c'est la nitrate réductase E.C, 1.6.6.2,. Enfin 1l existe
chez Aspergillus nidulans ainsi que chez Neurospord ecrassa une
nitrate réductase spécifique pour le NADPH, elle a été classée
E.C. 1.6.6.3. (GUERRERO et Coll., 1981).

Toutes ces observations permettent de donner un
schéma du transfert d'électrons. Ainsi en 1968, SCHRADER et Coll.
donnent une représentation schématique de la réduction du nitrate
par une enzyme, probablement composée de sous-unités qui peut
utiliser a la fois le NADH ou les flavines ou le ‘benzyl viologéne

comme donneur d'électrons.



NAOPH

NADP 4/ Na,S,0, (etc)
m \.’

reductase

UMN | FMNH 5

HAD

2,6 dichloroghonol
indotaphenol

Reprisentation schimatique de £a rduction du nitrate par La nitraze réduc-
tase selon L.E. SCHRADER et Coll., 1968. On montre Le flux d'elections 4 par-
tin du NADH ot du NADPH. Le FMN sent d'intenrmidiaire entre Le NADPH ou Les

néducteuns chimiques et Le FAD.

En 1970, WRAY et FILNER proposent que les activités
NADH-nitrate réductase, FMNH,- nitrate réductase et NADH- cytochrome
-c réductase proviennent d'un méme complexe enzymatique permettant

la réduction du nitrate avec le NADH comme donneur d'électrons.

eyt. Cox. FMNH
NADH SH o
WO - B[};
Heat- sensitive LiLLE
tabile {Mo} -
Heat-stable
+
NAD “nor
v
7% € req, FMN

Stwetwre du complexe enzymatique selon J.L. WRAY et P. FILNER, 1970.

Ce complexe seradlt fonmé d'au moins deux composés ayant des stabilités
différentes. L'un = NADH cytochrome c néductase, £'autre = FMNH, - nitrate
niductase. La réaction globale a poun nésuliat La rdduction du nitrate
avec NADH comme donneun d'électrons.

Pour CAMPBELL et SMARRELLT (1978) la réduction du
nitrate se ferait par un mécanisme "ping-pong" ou le transfert des
électrons & partir du site NADH via le site nitrate s'effectuerait

par l'intermédiaire de la nitrate réductase réduite. Cette cinétique



"ping-pong" de la NADH- nitrate réductase est supposée protéger
l'enzyme contre l'inactivation par le NADH ou le ferrocytochrome-c
en présence de nitrate, chez les feuilles d'épinard (MALDONADO et
Coll., 1978).

#iNO FONO P
H b
L"‘" ] IR e i~
I 7 = .
I i Bl e Ml
% e . \

Modele cinétique proposé pan W.H. CAMPBELL et J. Jn. SMARRELLI, 1978
pour expliquer La néduction du nitrate .

Mais selon BUTZ et JACKSON (1977), le transport et
la réduction du nitrate seraient accomplis par le complexe enzyma-
tique tétramére— ATPasique de la nitrate réductase ol les molécules
d'ATPase sont situées & proximité du site de liaison du NADH de

l1'enzyme de réduction.

Notrate
reductose
monomer

Nitrote
reductose
monomer

Nitrote
reductose
moaomer

Adenylicte binding site on ATPase

NADM binding site on mitrote
reductase

Nitrete binding site on nifrote
reductase

Repriésentation schématique du complexe twdméu’,qua nitrate-néductase -
ATPase situ vers La face interne (e52i cyioplasmique) de La cellule, selon
R.G. BUTZ 2t W.A. JACKSON, 1977.



Cependant ce schéma de BUTZ et JACKSON a été séve-
rement critiqué. En effet il n'y a pas toujours une corrélation
étroite entre l'absorption et la réduction du nitrate ; d'autre
part une absorption de nitrate a pu &tre mise en évidence dans
des cellules qui ne contiennent pas de nitrate réductase fonction-
nelle (HEIMER et FILNER, 1970 et 1971 ; SCHLOEMER et GARRETT, 1973 ;
DODDEMA et Coll., 1978).

Si tout le monde s'accorde pour attribuer une
structure multimérique & la nitrate réductase, les opinions di-

vergent lorsqu'il s'agit de dénombrer les sous-unités.

Alors que la nitrate réductase de l'orge semble se
constituer de deux sous-unités de 100 000 daltons chacune (KUO et
Coll., 1980), celle de la chlorelle en posséderait 3 de 100 000
chacune ( SOLOMONSON, 1979). Enfin chez la courge et 1'épinard,
l'enzyme comprendrait deux sous-unités différentes représentées
chacune en deux exemplaires et dont les masses moléculaires seraient
de 75 000 et 45 000 chez la courge (REDINBAUGH et Coll., 1982)

et de 120 000 et 85 000 chez l'épinard ou en plus existerait
un cofacteur a molybdéne de 45 000 daltons (NOTTON et HEWITT, 1979).

B - Localisation de 1l'enzyme.

1) Localisation subcellulaire.

Comme le métabolisme du nitrate dans les tissus
chlorophylliens est intimement 1ié & la photosynthése, les enzymes
impliquées semblent devoir &tre directement associées aux organites

responsables de la photosyntheése.

EVANS et NASON (1953) démontrent que les grana de

chloroplastes illumimés peuvent fournir les électrons nécessaires 2



la réduction du nitrate. Ces électrons sont incapables par eux-
mémes de réduire le nitrate en absence d'une nitrate réductase
purifiée. Plus tard, 1'utilisation des méthodes d'extractions a
base de solvants aqueux et non aqueux permet de éonclureque la
nitrate réductase est une enzyme exo-chloroplastique ; mais
l'association de l'enzyme & la membrane externe du chloroplaste
est possible et sa destruction lors des isolements n'est pas
exclue (RITENOUR et Coll., 1967). Par contre, COUPE et coll. (1967)
qui mettent également en oeuvre une extraction dans laquelle sont
utilisés des solvants non aqueux, séparent la nitrate réductase

de 1'orge par centrifugation en gradient de densité et concluent

que l'enzyme est chloroplastique. Cependant il n'est pas exclu

qu'elle puissg @tre adsorbée par les chloroplastes (STOCKING, 1959).
Mais LIPS (1975) suggére que la nitrate réductase est localisée

a l'extérieur de la membrane des microbodies (cf. GENEVES, 1972)

ou constitue une partie détachable de la membrane elle-méme.

Au contraire la localisation cytoplasmique de 1l'en-
zyme est étayée par de nombreuses observations. Ainsi SCHRADER
et Coll., (1967) montrent que le chloramphénicol inhibe la synthése
de la nitrite réductase mais non celle de la nitrate réductase
(JACKSON et Coll., 1973 ; SASAKAWA et YAMAMOTO, 1977 a). Or on
gait depuis les travaux d'ANDERSON\et SMILLIE (1966) que le chlo-
ramphénicol s'attache aux ribosomes chloroplastiques ‘et ainsi
inhibe la synthése protéique & cet endroit, mais celui-ci est sans
effet sur les ribosomes cytoplasmiques. Donc une localisation

cytoplasmique de l'enzyme est plus vraisemblable.

Cependant BUTZ et JACKSON (1977), en proposant une
structure du complexe enzymatique, le situent vers la face interne
<Eu plasmalemme. Toutefois, plus récemment WALLSGROVE et Coll.
(1979) ne mettent pas en évidence l'association de la nitrate réduc-
tase soit avec un organite cellulaire soit avec une fraction mem-

branaire, dans des protoplastes de feuilles de pois.

2) Localisation foliaire.

Selon les travaux d'EVANS et NASON (1953), l'enzyme
est concentrée dans les feuilles jeunes et méristématiques de plants

de soja 4dgés de 17 jours. Les premieres feuilles d'un plant de



17 jours contiennent peu d'enzyme, alors que les mémes feuilles

d'un plant de 8 jours en contiennent beaucoup. Ceci suggére donc

que l'enzyme est concentrée dans les tissus jeunes et métaboliquement
actifs. Des résultats identiques furent trouvés par BLAHOVA et

SEGETA (1980) chez le concombre, EVANS (1982) chez le pois chiche

et GAUDINOVA (1982) chez le pois. Pour tous ces chercheurs, les
jeunes feuilles pleinement déployées ont le maximum d'activité
enzymatique et l'activité de la nitrate réductase diminue avec

1'4ge et le processus de sénescence des feuilles. WALLACE (1973 b)
et CHATTERJEE et Coll. (1980) montrent que le limbe de la dermniére
feuille apparue a une plus grande activité enzymatique Zn vivo

que le limbe des deux autres feuilles des plantules d'orge . En
1978, NEYRA et HAGEMAN ont localisé la nitrate réductase dans les

cellules dumésophylle des feuilles de mais.

II - LA NITRATE REDUCTASE DANS LES RACINES.

Une grande partie de l'azote transporté dans la
seéve, a4 la fois, des mono= et des dicotylédones est sous forme
organique, ce qui signifie que la plus grande partie de 1'azote
entrant est incorporée dans les composés organiques au niveau des
racines (WALLACE et PATE, 1965). MIFLIN (1967) montre que l'acti-
vité de la nitrate réductase dans les extraits racinaires est
équivalente 3 celle d'extraits foliaires. La méme année, COUPE
et Coll. extraient une nitrate réductase des racines d'orge et mon-
trent que les racines sont plus efficientes que les feuilles dans

la réduction du nitrate.

A - Caractéristiques de l'enzyme racinaire.

Les premiers travaux sur la nitrate réductase racinaire
sont ceux d'EVANS et NASON (1953). Ces auteurs ont trouvé une acti-

vité NADPH - nitrate réductase dans les racines de plusieurs espéces.

Quelques années aprés, VAIDYANATHAN et STREET (1959)
observent que les extraits racinaires de tomate ne peuvent effectuer

la réduction du nitrate qu'en présence de NADH et FMN. SANDERSON



et COCKING (1964) pensent que les propriétés de la nitrate réduc-
tase racinaire sont similaires a celles de l'enzyme foliaire,
chez la tomate, l'orge, le blé et la pomme de terre. Ils montrent
que le NADH est le donneur d'électrons ; que la cystéine protége
l'enzyme extraite, et ils suggérent 1'existence d'un groupement
sulfhydryl sur le site actif de la nitrate réductase. Mais pour

eux, le FAD n'est pas le groupement prosthétique.

Plus récemment, REDINBAUGH et CAMPBELL (1981)
purifient deux nitrate réductases des racines de mais :

- une nitrate réductase éluée par le NADPH qui
est bispécifique puigqu'elle peut utiliser soit le NADPH soit 1le
NADH comme donneur d'électrons.Elle est identique & la NAD(P)H
nitrate réductase des feuilles de soja (JOLLY et Coll., 1976)
ou des plantules de riz (SHEN et Coll., 1976) ; et son activité
est stimulée par le FAD.

- une nitrate réductase éluéde par le NADH qui est
monospécifique pour le NADH ; dont l'activité est augmentée en
présence de FAD, qui, de plus, apparait plus stable que la précé-

dente.

Ces mémes auteurs en concluent que la NAD(P)H
nitrate réductase (E.C. 1.6.6.2) est limitée aux tissus non
chlorophylliens (racines et scutellum) tandis que la NADH : nitrate

réductase est présente dans tous les tissus,

Pour certains (SANDERSON et COCKING, 1964 ; MIFLIN,

1970 a) la nitrate réductase utiliserait le succinate comme donneur

d'électrons plutdt que le NADH. Mais il a été montré qu'il s'agissait

d'un phénoméne di 2 une contamination bactérienne.

B - La localisation de l'enzvme.

1) Localisation subcellulaire.

La premiére localisation subcellulaire de la nitrate

N

réductase dans les racines est due a MIFLIN (1968). Il observe que



1'enzyme réductrice du nitrate co-sédimente 3 des valeurs plus
basses de g que la glutamine déhydrogénase et la fumarase et donc
elle réside dans une pargicule séparée de la mitochondrie. Deux ans
plus tard, MIFLIN (1970 b) montre que l'enzyme réductrice du nitra-
te est contenue dans une particule différente de la mitochondrie.
Cette fraction contenant la nitrate réductase est riche en vési-
cules membranaires qui existent Zm situ ou qui résulteraient de
membranes cellulaires telle que le réticulum endoplasmique enrou-
1é en sphéere aprés rupture de la cellule. Mais en 1976, BLEVINS

et Coll. ont montré que cette observation est probablement le

résultat d'une contamination bactérienne.

Entre temps MARETZKI etDE LA CRUZ (1967), supposent
que la nitrate réductase trouvée dans les racines de canne & sucre
est identique & celle qui existe dans les tissus chlorophylliens.
Ils concluent que sa présence dans les racines confirme qu'elle
n'est pas associée aux chloroplastes, démontré aussi par RITENOUR

et Coll. (1967).

2) Localisation racinaire.

Tous les travaux sur la nitrate réductase racinaire
s'entendent pour dire que l'enzyme est située dans la partie apicale

de la racine.

Ainsi WALLACE (1973 b) observe que l'enzyme réductrice
du nitrate présente dans les racines primaires de malis est essentiel-
lement dans la région de 1l'apex comprise dans les 2 premiers mm.

Puis GASPARIKOVA et Coll. (1978) et OAKS et STULEN (1980) chez le

mals confirment cette observation.

De plus OAKS et Coll. (1972) et ASLAM et OAKS (1976)
montrent que l'induction de la nitrate réductase dans les racines de
mals est plus efficace et plus rapide dans les pointes racinaires

que dans les parties racinaires matures.



ITIT - LA REGULATION DE L'ENZYME DANS LA PLANTE.

La nitrate réductase constitue le point privilégié
d'une régulation du métabolisme azoté puisque c'est la premiére
enzyme de la cha®ne d'incorporation de 1l'azote réduit dans la plante ;
en effet les effets toxiques d'un excés en nitrite ou en ammonium
dans une plante impliquent une régulation de leur production. C'est
ainsi que la réduction du nitrate et son assimilation par 1l'inter-
médiaire de 1'ammonium, chez les plantes supérieures, dépendent de
plusieurs facteurs : la lumiére (CANDELA et Coll., 1957 ; HAGEMAN
et FLESHER, 1960), les éléments minéraux (HEWITT et AFRIDI, 1959)
et la source d'azote, mais aussi la sécheresse, l'équilibre hormo-
nal, 1'3ge de la plante et son patrimoine génétique. Tous ces
facteurs influent sur la capacifé de réduction du nitrate. Le trait
caractéristique du métabolisme du nitrate est donc sa sensibilité

aux conditions d'environnement.

A - La nutrition minérale.

1) La source azotée.

Il est maintenant bien admis que la nitrate réductase
est inductible par le nitrate, son substrat (CANDELA et Coll., 1957 ;
HEWITT et AFRIDI, 1959 ; HAGEMAN et FLESHER, 1960 ; AFRIDI et HEWITT,
1964 ; BEEVERS et Coll., 1965 ; SHEN, 1969 ; AMINDARI et Coll., 1978 ;
LEWIS et Coll., 1982 b).

Selon les espéces, différents taux de nitrate sont
requis pour une induction maximale et dans certains cas de tres
fortes concentrations en nitrate sont nécessaires. De plus, si
l'utilisation du nitrate et sa réduction varient selon l'espéce
étudiée,—i'activité de la nitrate réductase au sein d'une mé&me
espéce est différente selon le tissu considéré et selon sa teneur

en nitrate.

SASAKAWA et YAMAMOTO (1977 b) trouvent qu'il faut la

présence du nitrate pour observer un maximum d'activité enzymatique,



puisqu'une déficience en cet anion provoque une baisse et de
l1'induction de la nitrate réductase et de son activité. RADIN,

en 1978 étudie l'activité de la nitrate réductase en fonction de
la teneur en nitrate endogéne et des concentrations en nitrate
apportées a des plants de pois et de coton. Il remarque que chez
le pois, le substrat n'est absolument pas limitant dans les racines
mais qu'il est rigoureusement limitant dans les feuilles. Par
contre, chez le coton, le substrat a peu d'effet. Il en conclut
que la capacité des racines de pois & transporter le nitrate dans
le xyléme est faible comparée a celle des racines de coton. La
racine de pois présente une trés grande capacité naturelle de syn-
thése de la nitrate réductase, du fait de 1l'absorption de nombreux

ions nitrate avant leur passage dans le xyléme.

OAKS et STULEN (1980) observent que des additions
de nitrate au milieu sont nécessaires pour que la nitrate réduc-
tase du mals soit active. De plus, ils remarquent que si le nitrate
augmente l'activité enzymatique, cette augmentation est plus grande
lorsque 1'ammonium est présent en méme temps que l'ion nitrique.
L'activité de la nitrate réductase est aussi stimulée lorsque le
glucose est associé au nitrate (ASLAM et 0AKS, 1973). De méme,
RUFTY et Coll. (1981) remarquent que chez les plantules de mais,
plus la proportion de nitrate transloqué est grande, plus la pro-
portion de nitrate réduit diminue ; donc moins il y a de substrat,
moins il y a de réduction. De plus ils suggérent que la diminution
de 1'activité réductrice est associéde 3 la disponibilité du substrat
au voisinage des sites catalytiques de la nitrate réductase. Dans
les racines excisédes de mals, NEYRA et HAGEMAN (1975) montrent que
1'induction de l'enzyme se produit simultanément i l'absorption de
cet ion par la racine et qu'elle augmente parallélement 3 la vitesse

de son absorption.

D'aprés DAVIDIAN et SALSAC (1979), la quantité de
nitrate réduit représente toujours une faible fraction de la quantité

-

absorbée. Donc le flux de nitrate a travers le cytoplasme provoque



1'induction et le maintien d'une certaine activité de la nitrate
réductase. Ce résultat confirme ceux obtenus auparavant par HEIMER
et FILNER (1971) et SHANER et BOYER (1976 a) selon lesquels 1l'in-
duction et le maintien de l'activité de la nitrate réductase dépen-
dent du flux de nitrate. De telles observations ont été expliquées
en postulant l'existence d'un pool métabolique, petit, cytoplasmi-
que, de nitrate accessible 4 la nitrate réductase (FERRARI et Coll.,
1973) et aussi présumé responsable de 1'induction de 1'enzyme
(HEIMER et FILNER, 1971), et un pool de stockage, grand, vacuolaire,
séparé du site de réduction (OAKS et BIDWELL, 1970 ; HEIMER et
FILNER, 1971 ; FERRARI et Coll., 1973 ; ASHLEY et Coll., 1975 ;
EZETA etJACKSON, 1975 ; ASLAM et Coll.,, 1976 ; SHANER et BOYER,
1976 a ; ADAMOWICZ, 1980). L'absorption de nitrate par des proto-
plastes d'orge a confirmé que la plus grande partie des ions absor-
bés se retrouve dans la vacuole (MARTINOIA et Coll., 1981). Des
essais répétés pour mesurer ces pools par une méthode indirecte

ont donné des résultats équivoques (HAGEMAN et Coll., 1980). Plus
récemment, ROBIN et Coll., (1983 a) évaluent la fraction métabolisa-
ble du nitrate par une mesure %Zn situ de l'activité de réduction.
Comme la vacuole occupe 90 7 du volume de la cellule, la fraction
cytoplasmique, donc métabolisable, du nitrate doit représenter

0,1 %2 du contenu cellulaire total., Si le nitrate cytoplasmique
n'est pas saturant, le contrdle de son entrée par le plasmalemme

et le tonoplaste constitueront un moyen de régulation de 1'assimi-

lation de l'azote.

CLEMENT et Coll., (1978) montrent que la capacité
d'utilisation du nitrate par les plantules s'adapte aux conditions
de croissance de la plante (DEANE-DRUMMOND, 1982). Plus tard, STEER
(1982) remarque, chez le maiIs et chez Capsicum annuum, que plus on
fournit de nitrate plus on augmente l'activité de la nitrate
réductase, Cependant, chez Capsicum, la réduction nécessite la

lumiére.

En résumé, méme si le nitrate a une grande action

dans la régulation de la synthése et de l'activité de la nitrate



réductase, les conditions d'environnement, les besoins de la plante
et les taux des divers métabolismes de la plante entiére inter-
viennent.

-

2) Le cation accompagnant.

La nature du cation accompagnant le nitrate est
également trés importante. Il faut tout d'abord qu'il favorise
l'entrée de 1l'anion dans la cellule. RAO et RAINS (1976 a) obser-
vent que l'absorption nitrique croit avec 1l'augmentation de 1la
concentration en calcium, dans le milieu. O0JI et IZAWA (1969 a)
comparent les effets des cations monovalents sur l'apparition de
la nitrate réductase dans les plants de riz. Ils montrent que seul
le potassium stimule la synthése de l'enzyme (résultat confirmé
par PFLUGER et WIEDEMANN, 1977) et que l'ammonium 1'inhibe faible-
ment. En 1977 (b), SASAKAWA et YAMAMOTO remarquent que 1l'induction
enzymatique est diminuée par des déficits en K, B, Zn, Cu et Mo et
ast augmentée lors de carence en Mn. De plus la teneur en Fe in-
tervient également puisque la constitution de l'enzyme dépend de
celle-ci. DAVIDIAN et SALSAC (1979) montrent que l'induction de
la nitrate réductase est plus importante dans une solution de
Ca (NO,), que dans une solution de KNO,. Alors que pour les plantu-
les d'orge, le KNO, augmente l'activité enzymatique des feuilles

mais moins celle des racines (BLEVINS et Coll., 1978 a et b).

De tous les travaux se rapportant a l'effet des
cations, il résulte que le calcium est le plus efficace pour
augmenter ou induire l'activité de la nitrate ré?gctase (PAULSEN
et HARPER, 1968). Chez le raygrass, l'efflux de NO,, existant
lorsque les plantes sont transférées dans une solution fortement
enrichie en N03, augmente lorsque le Mg i est présent dans le
milieu 2 la place du Ca ' (MORGAN et Coll., 1973). Ainsi, le fait
que cet efflux. soit limité en présence de Ca2+ par rapport au M5+,
suggeére que la perméabilité membranaire diminue en présence de
calcium (RAINS et Coll., 1964). Une année auparavant, ces mémes
‘auteurs (MORGAN et Coll., 1972) ont remarqué que les taux les

plus bas d'assimilation et de translocation du nitrate sont trouvés
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dans les racines soumises au Mg ( NO,),. Il semble donc que la

présence de Mg2+ dans les tissus racinaires provoque une accumula-
tion de N0; (MORGAN et Coll., 1972). Pour DAVIDIAN et SALSAC
(1979), en présence de calcium, les efflux de nitrate vers le milieu
extérieur et vers la vacuole diminuent plus fortement que l'entrée
de nitrate par le plasmalemme ; ce qui aboutit & une augmentation

de la fraction métabolisable, responsable de 1l'induction enzymatique.
MATSUMOTO et Coll. (1980) observentkéue l'activité de la nitrate
réductase,mesurée in vivo et in vitro, diminue dramatiquement lorsque
le calcium est retiré dﬁ milieu de culture ; la perte de cette
activité coincide avec une baisse en nitrate dans les feuilles du
concombre. Ceci indique que la baisse d'activité enzymatique,
causée par l'absence de calcium dans le milieu, est due principa-
lement & une déficience en nitrate comme inducteur de 1l'enzyme,

dans les feuilles. Récemment TOURAINE et GRIGNON (1982) mesurent le
flux volumique des exsudats et les concentrations ioniques dans

la séve en utilisant des racines excisées de mais. Ils remarquent

que les racines secrétent le nitrate plus rapidement & partir de
KNO; que du Na NO,. L'effet stimulant du potassium serait spécifi-
que de la secrétion et non de l'accumulation et de 1l'absorption

du nitrate.

Mis & part les effets du calcium, ceux de 1'ammonium
sont aussi étudiés par de nombreux chercheurs, qu'il soit seul dans
le milieu ou qu'il accompagne le nitrate. Les premiers travaux
portant sur l'effet de l'ammonium sont ceux d'AFRIDI et HEWITT
(1964) qui trouvent que l'enzyme de la réduction du nitrate ne
peut @tre décelée dans les tissus foliaires de chou-fleur cultivés
aseptiquement en présence de sulfate d'ammonium ou d'acide glutamique
mais en absence de nitrate. En 1969, SHEN parle d'un phénoméne de
rétroinhibition de 1'ammonium puisque ce dernier emp&che la pre-
midre étape de la réduction du nitrate (NO, —> NO, ) mais n'inhibe
pas l'assimilation du nitrite par les plantules de riz. SMITH
et THOMPSON (1971) observent que 1l'induction enzymatique par le

nitrate est partiellement emp&chée par la présence d'ammonium dans le



milieu d'incubation. Mais ce dernier n'inhibe pas l'utilisation
du nitrate par les racines excisées d'orge. Toutefois, ils con-
cluent que l'ammonium ou un produit du métabolisme de cet ion a

un effet direct sur la synthése de la nitrate réductase dans les
racines excisées d'orge (VIJAYARAGHAVAN et Coll., 1979 ; MACKOWN

et Coll., 1982). Les mémes résultats sont trouvés chez le coton

par RADIN (1973) ; en utilisant l'arsénate, il suppose que le

taux de glycolyse et la production conséquente de NADH sont des
facteurs limitants en aérobiose ou en présence d'ammonium. Le

méme auteur, en 1975, estime que l'effet dépressif de 1'ammonium
sur l'activité de la nitrate réductase est ddG & l'existence de
fortes concentrations en nitrate ; cette proposition est compatible
avec l'hypothése que l'absorption du nitrate régule l'activité de
la nitrate réductase. Par contre, OAKS et Coll. (1977) et SIHAG

et Coll. (1978) et VIJAYARAGHAVAN et Coll. (1979) remarquent que
1'ammonium n'inhibe pas 1'induction de l'enzyme dans les racines

de mais, dans les plantules de riz et dans les feuilles de blé,
mais qu'il augmente 1'activité de la nitrate réductase lorsqu'il
est employé seul ou en présence de glucose. Pour TOMPKINS et Coll.
(1978), la présence du nitrate, plutdt qu'un produit de sa réduction
(ammonium ou nitrite) est requise pour initier l'utilisation du
nitrate. Dans la plante entiére de coton, OAKS et Coll. (1979)
observent que l'ammonium inhibe 1'induction enzymatique dans les
bourgeons mais la stimule dans les racines. En 1980, OAKS et STULEN
trouvent que l'ammonium, présent en méme temps que le nitrate dans
le milieu, augmente l'activité de la nitrate réductase chez le

mais (DATTA et Coll., 1981). Plus prés de nous, LEWIS et Colil.,
(1982 ) rapportent que la présence de l'ammonium dans les éléments
minéraux diminue 3 la fois 1l'export de nitrate vers le xylémeret
son accumulation dans les racines et les feuilles. La méme année,
RUFTY et Coll. remarquent que l'importance de 1'inhibition due au
NH4+ sur l'utilisation du nitrate est considérablement modérée

par la présence de potassium. En 1983, MENGEL et Coll. observent
que la plus faible activité enzymatique se trouve dans les racines
de mals traitées par: 1'ammonium (SAHULKA, 1977). Par contre, TIMPO
et NEYRA (1983) indiquent que, dans les feuilles de haricot, le



potentiel de réduction du nitrate, n'est pas diminué par une
croissance des plantes en présence d'ammonium ou d'urée. Il en

résulte donc que l'effet de 1'ammonium sur 1'enzyme est trés différent
selon la plante utilisée et les conditions expérimentales et que

ce probléme reste obscur chez les plantes supérieures,

B - Les acides aminés et les protéines.

I1 est connu que les acides aminés et les protéines
agissent sur l'utilisation, la réduction et le métabolisme du nitrate
(WEISSMAN, 1972 ; OAKS et Coll., 1977 ; RADIN, 1977 ; SAHULKA et
LISA, 1978).

En 1974, SCHRADER et VOGELZANG observent que, chez
le mals et 1l'avoine, l'addition de 3 % de sérum albumine bovine ou
de caséine au tampon d'extraction emp&che ou retarde le déclin de
l'activité de la nitrate réductase pendant plusieurs heures. Non
seulement ces protéines stabilisent l'enzyme aprés son extraction
mais son activité est augmentée spécialement dans les tissus
matures. Donc 1'addition de ces protéines doit emp&cher la liaison
d'un inhibiteur sur la nitrate réductase ou la plus grande concen-
tration de protéines dans l'extrait doit empécher la dissociation
de la molécule enzymatique ou sert de substrat a l'action de pro-
téases. ASLAM et OAKS (1975) montrent que l'addition de glucose
au milieu ne modifie pas l'absorption nette du nitrate mais augmen-
te parallélement la fraction métabolisable et l'induction de 1la
nitrate réductase.0AKS et Coll. (1977) remarquent que les acides
aminés au contraire inhibent partiellement 1l'induction de l'enzyme
dans les racines de mais (RADIN, 1977). Pour eux, les acides

aminés agissent sur l'induction et non sur le turnover de l'enzyme.

ASLAM et Coll. (1978) observent que la L-canavanine
inhibe 1'induction de la nitrate réductase dans les pointes et les
sections matures des racines de mals. Mais dans les pointes raci-
naires, l'inhibition est réversible complétement par une concen-
tration équimolaire d'arginine, alors que dans les sections matures

de plus fortes concentrations en arginine sont requises. Cet effet



de l'arginine est trés semblable a celui du Na2 WO“ (ASLAM et
OAKS, 1976). Ils suggérent que l'effet de la canavanine, dans un
systéeme défini tel que l'induction de la mitrate réductase, est
direct et en relation avec la synthése protéique. Ces résultats
avec la canavanine montrent que le nitrate protége seulement

la nitrate réductase préexistante de la dégradation et suggérent
que la canavanine est incorporée dans la protéine-nitrate réductase
pour produire une enzyme inactive. En 1979, OAKS et Coll. remarquent
qu'un mélange d'acides aminés réduit le taux de nitrate réductase
extractible dans les bourgeons, les pointes racinaires et les
racines matures. Ces additions d'acides aminés inhibent plus forte-
ment l'induction de la nitrate réductase dans les racines matures
que dans les pointes racinaires. Pour eux, ils doivent interférer
plus avec le transport du nitrate dans les bourgeons que directe-
ment avec l'enzyme. Enfin, RAMARAO et Coll. (1981 a et b) observent
que le succinate, le malonate et le D - malate inhibent considé-
rablement la réduction Zn vivo, sous anaérobiose et a l'obscurité,
en limitant 1'apport de NADH. Cette inhibition est réversible par
le fumarate et le pyruvate. Ils proposent que l'inhibition observée
est probablement due 3 l'effet de ces métabolites sur l'enzyme
NAD+—-ma1ique mitochondriale (DAVIES et PATIL, 1975). Il est possi-
ble, toutefois que 1l'inhibition de 1'enzyme par le malomate et le

D —malate soit responsable d'un manque en NADH requis pour la

réduction du nitrate.

Le malate exerce aussi un contrdle sur la nitrate
réductase. BEN-ZIONI et Coll. (1970 a et b) proposent un mécanisme
par lequel les produits de ia carboxylation du phosphoénol pyruvate
(en particulier l'acide malique) contrdlent l'utilisation nitrique

dans les rdcines. Ce mécanisme peut €tre schématisé comme suit :
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Pour eux, la quantité de nitrate réduit est liéde stoichiométriqdement

3 la synthése de malate. Ce mécanisme de régulation est aussi trouvé
chez le ricin (KIRKBY et ARMSTRONG 1980). A la méme époque, DEANE -
DRUMMOND et CLARKSON (1979) remarquent que l'addition de malate 0,1 uM
dans le milieu extérieur cause une hausse de l'activité de la nitrate
réductase dans les plantes décapitées au début de la photopériode

et remplace partiellement les effets du bourgeon illuminé. L'oxalate,
le fumarate et le tartrate n'ont pas d'effet. De plus, la préincu-
bation des racines de plantes intactes avec du malate 10 m M pendant
3 heures, juste avant l'ablation des parties aériennes,provoque une
augmentation du flux des acides aminés dans le xyléme des racines
décapitées. Donc le malate peut influencer l'assimilation du nitrate
dans la plante entigdre en changeant la disponibilité du nitrate vis

4 vis de l'enzyme. De méme, ROBIN et Coll. (1979) observent que des
concentrations en nitrate du milieu comprises entre quelques dizaines
et quelques centaines de microéquivalents permettent des activités enzy-
matiques plus importantes dans les feuilles que dans les racines, ces
concentrations doivent 8tre environ 20 fois plus élevées. Une des
explications de ces observations est une répression de 1'induction

de la nitrate réductase des racines par le transfert d'asparagine

et de glutamine des parties aériennes aux racines. Donc les bourgeons



régulent directement ou indirectement l'activité de 1l'enzyme dans

les racines (BLEVINS et Coll., 1978 b).

C - Les conditions d'environnement.

1) La lumiére.

Dans les tissus verts de nombreuses especes, la lu-

miére joue, aprés le nitrate, un rdle important. Elle est recon-

nue, depuis longtemps, pour avoir un effet stimulant sur l'activité

de la nitrate réductase (CANDELA et Coll., 1957 ; SHIBATA et Coll.,
1969 ; AMINDARI et Coll., 1978 ; KATO, 1980). Mais cet effet est

plus ou moins discuté par les auteurs.

Pour certains, la lumiére stimule 1'induction de
l1'enzyme par une augmentation de la synthé&se protéIque (KANNANGARA
et WOOLHOUSE, 1967 ; TRAVIS et Coll., 1970 a ; TRAVIS et KEY, 1971
NICHOLAS et Coll., 1976 b ; KNYPL et JANAS, 1979). CHEN et RIES
(1969) puis TRAVIS et Coll. (1970 a et b) remarquent que dans les
feuilles de beaucoup d'espéces végétales placées 3 1'obscurité, 1le
nitrate n'induit pas l'activité de la nitrate réductase. Cet effet
indirect de la lumiére dans l'induction enzymatique s'expliquerait
parce que les produits de la photosynthése seraient la source
d'éﬁergie indispensable & 1l'induction (TRAVIS et KEY, 1971 ;
NICHOLAS et Coll., 1976 b ; JORDAN et HUFFAKER, 1972) ou parce que

la lumiére est indispensable & la production du donneur d'électrons

pour la réduction du nitrate (KLEPPER et Coll., 1971). CANVIN et
ATKINS (1974) et ATKINS et CANVIN (1975) remarquent que dans les
feuilles d'orge, la réduction du nitrate cesse lorsque la lumiére
est éteinte. Ils pensent que dans les feuilles existe un mécanisme
régulateur qui arréte immédiatement la réduction nitrique 2
l1'obscurité et évite ainsi l'accumulation de nitrite qui peut seu-

lement 8tre réduit lors des réactions photosynthétiques. Cette

suggestion est expliquée par SAWHNEY et Coll. (1978). En effet, 1la

photosynthése inhibe la respiration mitochondriale et permet
l'accumulation de NADH qui peut &@tre utilisé pour la réduction du
nitrate. A 1l'obscurité, la respiration mitochondriale reprend et

le NADH oxydé par la voie de la chafne respiratoire n'est plus

.
’



disponible pour la réduction nitrique. Donc, la lumiére, 1'ATP

et la respiration mitochondriale réaliseraient un mécanisme
régulateur de la réduction du NO, en NO, dans les feuilles vertes.
Plus récemment, NAIK et NICHOLAS (1982) suggérent qu'une induction
maximale par le nitrate nécessite la fixation du CO, et l'export

d'ATP par la navette du triose phosphate.

. BUCZEK (1976) observe qu'en général, la lumiére
augmente l'activité de la nitrate réductase des cotylédons et
réprime celle des racines, lors d'expériences de courtes durées.

De plus au cours de 1'étiolement des cotylédons , l'activité enzyma-
tique non seulement disparait dans les cotylédons mais elle est
également diminuée dans les racines. Si les plantes sont transférées
2 la lumiére, l'activité de la nitrate réductase augmente dans

les racines. Pour 1l'auteur, la synthése de l'enzyme qui a bien lieu
dans les racines et les cotylédons mne nécessite pas la présence

de la lumiére. Celle-ci exercerait une action indirecte dans les

différents organes de la plante étudiée.

Pour d'autres, la lumiére n'est pas indispensable 2
1'induction de l'enzyme (BEEVERS et Coll., 1965 ; TRAVIS et KEY,
1971 ; JONES et SHEARD, 1978). Pour TRAVIS et XEY (1971), la lu-
miére n'est pas nécessaire a 1l'induction de la nitrate réductase
dans les feuilles de plantules placées a l'obscurité mais l'est pour
réactiver l'apparéil de la synthése protéique des feuilles 3gées.
JONES et SHEARD (1978) montrent que le nitrite s'accumule <n situ
dans les feuilles vertes contenant la nitrate réductase lorsqu'elles
sont transférées en anaérobiose et a l'obscurité, Ceci indique que
la lumiére n'est pas nécessaire 3 la réduction du nitrate. En 1979,
ASLAM et Coll. observeunt que les plantules d'orge réduisent le
nitrate 3 la fois & la lumiére et & l'obscurité. Si la réduction
est plus lente & l'obscurité, cela n'est pas di & une absorption
moindre du nitrate. Pour eux, la réduction plus rapide du nitrate
32 la lumiére est attribuée & la production d'assimilats photo-
synthétiques, fournisseurs d'énergie réductrice. Et donc, lorsque
des métabolites sont en quantité suffisante dans les tissus verts,

la lumiére n'est pas obligatoire pour la réduction du nitrate.



En résumé, la lumiére est souvent nécessaire au main-

tien d'une haute activité de la nitrate réductase puisque

(1) le NADH fourni par la photosynthése sert de
donneur d'électrons dans la réhuction du nitra-
te en nitrite (KLEPPER et Coll., 1971).

(2) la lumiére permet la disponibilité d'une plus
grande concentration de nitrate dans les cel-
lules (BEEVERS et HAGEMAN, 1969 ; RAO et RAINS,
1976 b).

(3) la lumiére augmente la synthése protéique (TRAVIS
et Coll, 1970 a).

.

2) La température.

N

La température est souvent associée a 1la lumiére
puisqu'elle modifie la réponse de l'activité de la nitrate réduc-
tase a 1'obscurité. C'est ainsi qu'une température basse freine
la perte d'activité enzymatique de plantes maintenues a 1l'obscu-

rité (TRAVIS et Coll., 1969 ; TRAVIS et Coll., 1970 a et b).

NICHOLAS et Coll., (1976 a) remarquent que la perte
d'activité de la nitrate réductase, mesurée 7in vivo, des feuilles
de soja maintenues a l'obscurité, est plus rapide a 40°C qu'a 20°C.
Toutefois, aprés 16 heures d'obscurité, les plantes exposées a
20°C ont perdu 95 % de l'activité enzymatique initiale. Donc 1l'aug-
mentation de l'activité enzymatique est dépendante de la tempéra-
ture. Par contre, DEANE-DRUMMOND et Coll. (1980) aprés avoir exposé
les racines et les bourgeons & différentes températures remarquent
que l'augmentation de l'activité enzymatique est plus importante
dans les racines quand les plantules sont cultivées de telle sorte
que les racines sont maintenues a 10°C et les bourgeons a 20°C,
que lorsque les plantules entiéres sont soumises & la méme
température de 20° C. De plus les fluctuations nycthémérales de
1'activité de la nitrate réductase sont plus importantes dans les
racines de plantules soumises aux deux types de température que lors-
que les racines sont également placées & 20°C et & l'obscurité. La
lumiére et la température influent donc sur la régulation de 1l'acti-
vité enzymatique. La réponse de l'enzyme & la température (HARRIS

et WHITTINGTON, 1983) dépend beaucoup plus des changements de tem-



pérature au cours de la jourmnée ou entre le jour et la nuit que

de 1l'espéce considérée. Ainsi une température élevée pendant la

nuit augmente l'activité de la nitrate réductase, sans doute par
suite d'un métabolisme plus actif. Cependant une diminution de 1la
température pendant le jour entraine une activité enzymatique plus
grande. Selon BAKKER et VAN HASSELT (1982), la réduction de l'acti-
vité enzymatique par le froid est de nature photooxydative puis-
qu'eile n'opére qu'en présence de lumiére et d'oxygéne. La méme
année, CUMBUS et NYE remarquent que l'utilisation du nitrate est
plus affectée par des températures comprises entre 10 et 30°C et

que la teneur en azote des bourgeons est plus affectée par la tempé-
rature racinaire. Donc, lors d'une température de 10°C, la crois-
sance lente n'est pas associée 3 une pénurie en azote des bourgeons.
L'influence principale de la température s'exerce sur 1l'expansion

et la différenciation des tissus racinaires et probablement & tra-
vers les effets sur la production des carbohydrates aux méristémes

racinaires.

En résumé, la température interagit avec la lumiere

sur la régulation de l'activité de la nitrate réductase.

3) L'eau.

De nombreux changements métaboliques ont lieu lors-
que le potentiel hydrique d'une plante diminue, on observe en
particulier des changements dans l'activité de certaines enzymes
(BARDZIK et Coll., 1971). Une des plus affectées est la nitrate
réductase qui décline de 50 7 dans les plantules de mais présen-—
tant un déficit hydrique de 10 % (BARDZIK et Coll., 1971). Cet
effet sur la nitrate réductase n'est pas étonnant puisqu'elle est
labile (EVANS et NASON, 1953 ; INGLE et Coll., 1966, SCHRADER et
Coll., 1968) et que son activité est affectée par de nombreux fac-
teurs environnants (BEEVERS et Coll., 1965 ; HAGEMAN et FLESHER,
1960).

L'effet d'un déficit hydrique a été bien étudié
dans 3 cas précis : la synthése protéique, les flux de nitrate

et le métabolisme primaire.



a) La synthése protéique.

D'aprés BARNETT et NAYLOR (1966), BEN-ZIONI et
Coll. (1967), puis RHODES et MATSUDA (1976), un stress hydrique
diminue le nombre des polyribosomes qui sont le siege de la synthe-
se protéique. De plus, méme une réhydratation sans nitrate impli-
que une augmentation de l'activité enzymatique; le manque d'eau
affecte donc bien la synthése enzymatique (TRIBOI - BLONDEL, 1978).
Les mémes explications sont données par HSIAO (1970), MORILLA
et Coll. (1973), PLAUT (1974), DHINDSA et CLELAND (1975) et par
HEUER et Coll. (1979) qui attribuent la perte de l'activité en-
zymatique, due 3 un stress hydrique, 4 la fois 3 une inhibition
directe et & un taux ralenti de la synthése de l'enzyme. En effet
la diminution de cette activité est obtenue 1 heure seulement apres
le stress et l'induction de l'enzyme par la lumiére est inhibée par

ce déficit hydrique,.

Le manque d'eau ralentit la croissance par un effet
indirect sur le contenu en polyribosomes ; l'action directe de la
sécheresse s'exerce sur la syntheése de la nitrate réductase, en

freinant 1'activité des polyribosomes (RHODES et MATSUDA, 1976).

b) Les flux de nitrate.

Comme la nitrate réductase est induite par son subs-
trat, le déclin de son activité par un déficit hydrique doit
réfléter une diminution de la teneur en nitrate des tissus. Mais
c'est le flux de nitrate qui régularise la synthése de 1'enzyme
et son activité (SHANER et BOYER, 1976 a). Cette synthése dépend
donc de l'approvisionnement réel en ion nitrique et non pas du
taux de nitrate des tissus ol il serait localisé dans des sites
moins accessibles (MARTINOIA et Coll., 1981). Par conséquent, l'aug-
mentation de l'activité enzymatique par simple apport d'eau impli-
que le passage du pool métabolique inactif au pool actif, du nitrate
présent. Il existe donc uné influence directe du flux hydrique sur
la disponibilité du nitrate susceptible d'induire 1'enzyme (TRIBOI-
BLONDEL, 1978). SHANER et BOYER (1976 b) prouvent que 1l'inhibition
de l1'activité de la nitrate réductase par de bas potentiels hydri-

ques n'est pas contrdlée par un effet direct de ce déficit hydrique



sur la synthése protéique ni par une altération du contenu en
nitrate du tissu, mais plutdt par une diminution dans le flux de
nitrate, qui régule la synthése enzymatique. Car malgré le stress
hydrique, l'activité de la nitrate réductase peut &tre accrue a
condition d'augmenter la concentration externe du nitrate, ce qui

augmente son flux.

c) Le métabolisme primaire.

La photosynthése et la respiration sont une sour-
ce de nucléotides réduits nécessaires 3 la réduction du nitrate.
Mais la photosynthése et la respiration sont moins vite affectées
que la nitrate réductase par le régime hydrique (TRIBOI-BLONDEL,
1978).

D - L'état physiologique de la plante.

1) L'Age.

L'activité de la nitrate réductase diminue avec
1'age des tissus. Les études de WALLACE et PATE (1965) réalisées
sur des feuilles d'3ge différents, prélevées sur des plantes qui
se sont développées en présence d'une quantité constante de nitrate,
montrent que l'activité de l'enzyme est la plus importante au mo-
ment ol la feuille est en pleine expansion, puis que, par la suite,
elle diminue nettement tout en continuant 2 etre faiblement active

jusqu'a la sénescence.

Tous les travaux ultérieurs s'accordent pour dire
que l'activité de la nitrate réductase diminue avec 1'3ge de la
plante (JORDAN et HUFFAKER, 1972 3 OAKS et Coll., 1972 ; WALLACE,
1973 b ; SCHRADER et Coll., 1974 ; WALLACE, 1975 ; AMINDARI et Coll.,
1978). Pour JORDAN et HUFFAKER (1972), cette diminution n'est pas
due a un manque de nitrate dans les tissus. OAKS et Coll. (1972)
remarquent également une inactivation de l'enzyme extraite de ra-
cines matures, au cours du temps et sous l'effet de variations
thermiques. Ce phénoméne pourrait &tre 1ié & 1'apparition d'un sys-
téme d'inactivation spécifique de la nitrate réductase (WALLACE, 1973
a et 1975) ou a une altération de la stabilité physicochimique de

1'enzyme (SCHRADER et VOGELZANG, 1974). Pour PALMER (1979) la faible



activité de la nitrate réductase endogéene de tubercules de pomme

de terre est probablement due a une faible teneur en nitrate plu-
tdt qu'a une accumulation d'azote organique ou i la présence d'in-
hibiteurs spécifiques de la nitrate réductase. Enfin, on ne saurait
oublier qu'avec 1'3ge s'observent des modifications de l'appareil
photosynthétique (baisse de la teneur em chlorophylle) ainsi que

de 1l'appareil de synthése protéique (baisse du nombre des polyri-
bosomes). Par conséquent, le vieillissement des feuilles entraine
une diminution de la concentration en donneurs d'électrons et se

traduit par une capacité affaiblie de la synthése protéique.

2) La synthése des protéines et d'ARN.

L'induction de la nitrate réductase, activée par le
nitrate, dépend plutdt d'une synthése protéique de novo, que d'une
activation de molécules enzymatiques préexistantes ou préformées
(HEWITT et AFRIDI, 1959 ; AFRIDI et HEWITT, 1964 ; BEEVERS et Coll.,
1965 ; INGLE et Coll., 1966 ; INGLE, 1968). De méme lorsque la syn-
thése protéique est stimulée, l'induction enzymatique est augmentée
(TRAVIS et Coll., 1970 b ; NICHOLAS et Coll., 1976 b). C'est ainsi
que de nombreux chercheurs ont étudié les effets des inhibiteurs
de la synthése protéique (cyclohexzimide) et d'ARN (chloramphénicol,
6 méthyl-purine, 5 fluorouracyl, actinomycine) sur la synthése de

l'enzyme réductrice du nitrate,

En 1967, SCHRADER et Coll. remarquent que 1l'induc-
tion de 1'enzyme est réprimée par le chloramphénicol, suggérant que
la nitrate réductase est synthétisée par un systéme ribosomal
cytoplasmique. INGLE (1968) retrouve les mé@mes résultats avec le
chloramphénicol, la cycloheximide, l'actinomycine -D et la puromy-
cine, malgré toutefois wune plus forte inhibition de la cycloheximi-
de. Il conclut cependant d'une facon prudente que si l'induction de
la nitrate réductase s'effectue par le biais d'une synthése pro-
téique, celle-ci pourrait &tre nécessaire non pas a3 la synthese de
la nitrate réductase en soi mais a un activateur d'unm précurseur
de 1'enzyme. Tous les travaux ultérieurs s'accordent pour dire
que la formation et 1'induction de la nitrate réductase sont des

processus de la synthése protéique (SHEN, 1969 ; OAKS et Coll., 1972



SLUITERS-SCHOLTEN, 1973 ; NEYRA et HAGEMAN, 1975 ; RAO et RAINS,
1976 b ; SASAKAWA et YAMAMOTO, 1977 a et 1978 : POULLE et RAMBOUR,
1979 ; OAKS et STULEN, 1980) voire une synthése de novo de la
nitrate réductase (RADIN, 1974 ; HEWITT, 1975 ; SMITH et THOMPSON,
1971 ; CARELLI et MAGALHAES, 1981)., D'autres auteurs remarquent
que les inhibiteurs de la synthése protéique diminuent considéra-
blement l'absorption du nitrate (SHEN, 1969 ; JACKSON et Coll.,
1973 ; RAO et RAINS, 1976 b).

Pour ce qui est des inhibiteurs de la synthése
d"ARN, leurs effets sont différents d'un cas a l'autre. Ainsi,
pour certains auteurs, ces inhibiteurs répriment complétement 1'in-
duction de la nitrate réductase (SCHRADER et Coll., 1967 ; SHEN,
1969 ; HEWITT, 1975 ; SLULTERS-SCHOLTEN, 1973) ou affectent la trans-
location du nitrate (EZETA et JACKSON, 1975 ; TOMPKINS et Coll.,
1978). Pour d'autres ils n'ont aucun effet sur 1'induction enzymati-
que (NEYRA et HAGEMAN, 1975 ; SASAKAWA et YAMAMOTO, 1977 a ; CARELLI
et MAGALHAES, 1981). JACKSON et Coll. (1973) remarquent que sui-=-
vant 1'inhibiteur employé, l'effet est différent. Ainsi le chlo-
ramphénicol n'a aucune influence ; par contre la 6-méthylpurine a
un effet fort dépressif (elle inhibe toutes les formes d'ARN) ;
en outre la 5-fluorouracyl (inhibitrice des ARN ribosomaux) n'a
pas d'effet. Donc suivant les auteurs, la synthese d'ARN dans 1'in-
duction enzymatique est nécessaire (VAN STEVENINCK et VAN STEVENINCK,
1972).

En ce qui concerne l'induction de la nitrate réduc-
tase, le probléme est loin d'€tre totalement résolu actuellement.
En effet, si la compréhension du mécanisme de 1l'induction chez les
algues ou les champignons inférieurs semble relativement claire,
il n'en est pas de méme chez les végétaux supérieurs. Chez les
Ascomycétes, la plupart des auteurs s'accordent pour dire que la
nitrate réductase est synthétisée de novo (BAHMNS et GARRETT, 1980).
Chez les algues, 1'induction pourrait passer par la synthése d'une
protéine qui activerait un précurseur de l'enzyme (FUNKHOUSER et
RAMADOSS, 1980 ; FUNKHOUSER et Coll., {980 ; VENNESLAND 1980). Chez les
végétaux supérieurs, la découverte de multiples formes enzymatiques

complique le probléme. De plus une cértaine confusion résulte d'une



utilisation dans des sens trés différents du terme "induction".

Pour de nombreux auteurs, il est synonyme d'apparition de 1'acti-
vité enzymatique alors que pour d'autres il correspond ala syntheé-
se de novo de l'enzyme. Toujours est—-il que l'induction dans le
second sens a été montrée dans certains cas. ZIELKE et FILNER (197t1)
par la combinaison de techniques de marquages et de gradient de
densité montrent la synthése de novo de l'enzyme dans des cellules
de tabac. SOMERS et Coll. (1983) observent chez divers mutants une
relation étroite entre l'existence d'une activité enzymatique et

la présence d'un matériel antigénique qui précipite les anticorps
spécifiques de la nitrate réductase. Dans le cas des suspensions
cellulaires de siléne, l'existence d'une fraction antigénique a

été montrée en absence de toute activité de la nitrate réductase
(RAMBOUR et Coll., 1982, sous-presse ; POULLE et RAMBOUR, communi-
cation personnelle). Cette observation rejoint donc les résultats de
FUNKHOUSER et Coll. (1980). Comme par ailleurs on a souvent, par
d'autres moyens, mis en évidence des formes inactives de la nitrate
réductase (pour revue voir GUERRERO et Coll., 1981), on voit donc
que le probléme de la synthése de la protéine-nitrate réductase chez

les végétaux supérieurs est loin d'étre résolu.

3) L‘équilibre hormonal.

L'équilibre hormonal joue un rdle important dans la
croissance et le développement d'une plante puisqu'ils sont gou-
vernés par les phytohormones : auxines, gibbérellines, cytokinines,

acide abscissique...

Ainsi en 1970 a, ROTH-BEJERAMO et LIPS remarquent
que l'ablation de 1'apex (source d'auxine) <chez le tabac diminue
1'activité de la nitrate réductase dans les jeunes feuilles. Cet
effet n'est pas directement 1ié & la production d'auxines puisque
1'addition d'AIA ne rétablit pas cette activité foliaire. Si au
contraire les plantes décapitées sont traitées par de l'acide gib-
bérellique, une importante stimulation de 1'activité enzymatique‘
est observée dans les jeunes feuilles. Ils suggérent donc, que
l'acide gibbérellique est un facteur majeur, affectant l'activité
de la nitrate réductase. Or la kinétine modifie aussi la concentra-

tion d'acide gibbérellique nécessaire & la stimulation de l'activité



enzymatique et donc plus il y a de kinétine, moins il y a d'acide

gibbérellique et donc moins d'activité de la nitrate réductase.

KNYPL, en 1977, étudie le contrdle des phytohormones
sur l'activité de la nitrate réductase. Il remarque que 1'AIA et
1'ABA répressent la synthése de l'enzyme induite par le nitrate.
Tandis que l'acide gibbérelliqﬁe, la kinétine n'affectent pas cette
activité & 1l'obscurité ; & la lumiére,la kinétine augmente faible-
ment mais significativement 1l'activité enzymatique. De tels résul-
tats suggérent un contr3le de la nitrate réductase par les phyto-
hormones. Il semble que les phytohormones agissent par la mobilisa-

tion d'un inducteur.

Dans un récent travail, PALMER (1981) montre que
l'acide abscissique inhibe l'activité de la nitrate réductase dans
les tubercules de pomme de terre, en présence de nitrate exogéne,
pendant 1'étape initiale d'incubation. Cependant des prétraitements
avec l'hormone, pendant des périodes allant jusqu'a 24 heures
et en l'absence de nitrate, augmentent significativement 1'activité
de la nitrate réductase lorsque des nitrates sont fournis aux
tubercules. Cette réponse & l'hormone suggére que ce prétraitement
supprime les inhibitions ou stimule les processus associés a l'uti-
lisation et & la réduction du nitrate. L'année suivante, PALMER
(1982) propose, en utilisant 1l'actinomycine -D et la cycloheximide,
que la réponse de l'acide absciséique requiert la synthese protéique
mais doit &@tre indépendante de la transcription d'ARN, et que
1'effet stimulant de 1l'acide abscissique en présence d'actinomy-
cine ~-D sur l'enzyme est di i la suppression de la synthése d'inhi-

biteurs protéiques.

En fait, les hormones modifient l'activité de 1la
nitrate réductase. Or le déficit hydrique et le vieillissement
affectent 1'équilibre hormonal qui, par ce fait, peut agir sur

l'activité enzymatique.

En conclusion, on peut estimer que les facteurs qui

interviennent de la facon 1la plus efficace sur la régulation de la
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nitrate réductase sont l'état physiologique de la plante ainsi

que son métabolisme, schématisés comme suit :
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IV - LA DISTRIBUTION DE L'ENZYME DANS LA PLANTE.

De nombreux chercheurs ont tenté de

comparer les taux

de nitrate réductase dans les différents organes de la plante
(BAR-AKIVA et SAGIV, 1967 ; WEISSMAN, 1972 ; WALLACE, 1973 b
RADIN, 1974 et 1975 ; ASLAM et O0AKS, 1976) méme si les comparaisons

sont difficiles a faire.

I1 apparait cependant que briévement aprés



la germination, il existe une activité enzymatique mesurable i 1la
fois dans les racines (avant 1'allongement, selomn RADIN, 1974)

et dans les bourgeons. Euis comme la plante devient mature, l1'ac—-
tivité disparalit ou n'est plus détectée dans les racines et les
feuilles prennent le relais dans la rédﬁction du nitrate. Cette
perte d'activité serait dﬁe, selon WALLACE (1973 a et 1975), & 1la
présence d'une protéine inactivatrice de la nitrate réductase

dans les parties matures de la racine. Cette protéine inactivatrice
agirait comme une protéase, bien que ce dernier point ne soit pas
démontré. Son rdle physiologique n'est pas non plus clairement
défini (KADAM et Coll., 1974 ; JOLLY er TOLBERT, 1978). De nom~

/ ’ . .
breux travaux ont donc porte sur la présence ou non des inactivateurs

de la nitrate réductase dans les tissus (ASLAM, 1977 ; SHERRARD et
Coll., 1979 a et b ; YAMAYA et Coll., 1980 ; HE et Coll., 1982 ;
LEONG er SHEN, 1982).

Mais il ne faut pas oublier que méme lorsque l'ac-
tivité de la nitrate réductase n'est pas détectée dans les racines,
ces derniéres restent néanmoins un élément essentiel dans le
métabolisme du nitrate de la plante, puisque griace a elles le ni-
trate entre dans 1a plante. Ce n'est qu'aprés son entrée que le
nitrate est soit (1) réduit par le systeme racinaire en NO; et
NH: et éventuellement en acides aminés azotés (HEWITT, 1975}, soit
(2) stocké dans la vacuole lorsqu'il est en exceées dans le milieu
externe (MARTINOIA et Coll., 1981) et donc réutilisable lors d'une
carence (FERRARI et Coll., 1973), soit (3) transféré par le xyléme
dans les parties aériennes de la plante (AHSLEY et Coll., 1975).
Ce rdle des racines dans le métabolisme azoté peut donc &tre sché-

matisé comme suit
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V - L'EXTRACTION ET LA PURIFICATION DE L'ENZYME.

A - L'extraction de l'enzyme.

L'extraction de la nitrate réductase, des tissus
végétaux, présente de nombreuses difficultés puisqu'elle se fait
par un broyage de tissus. Or le broyage libére des composés phéno-
liques qui inhibent puissamment des activités enzymatiques (LOOMIS
et BATTAILE, 1966 ; ANDERSON, 1968). Cette difficulté peut &tre
dvitée grdce a des adsorbants tels que la caséine (LOOMIS et
BATTAILE, 1966 ; SCHRADER et Coll., 1974 ; ROBIN, 1979), 1'albu-
mine (ANDERSON, 1968), le PVP insoluble (KLEPPER et HAGEMAN, 1969 ;
CAMPBELL et SMARRELLI,1978 ;s REDINBAUGH et CAMPBELL, 1981 et 1983)
ou les résines échangeuses d'ions (PURVIS et TISCHLER, 1978).

De plus ce broyage a pour autre conséquence, des
oxydations cellulaires qui sont limitées par l'apport d'antioxydants
au tampon d'extraction. Ces antioxydants ont souvent des groupe-
ments thiols tels que la cystéine (CAMPBELL et SMARRELLI, 1978 ;
ROBIN, 1979 ; REDINBAUGH et CAMPBELL, 1981) ou le dithiothréitol
(KUO et Coll., 1982). Les concentrations d'antioxydants utilisés

dépendent de 1l'espéce et de l'organe étudiés (ROBIN, 1979).

Enfin, la protéolyse est aussi une source d'erreur
dans la mesure de l'activité de la nitrate réductase Zn vitro des
tissus matures (SCHRADER et Coll., 1974). Celle-ci est assurée par
une protéase spécifique et trés active dans les parties dgées du
mals (WALLACE, 1973 a et 1975). Elle peut &tre neutralisde par la
présence de cystéine dans le tampon (WALLACE, 1975).

D'autres produits peuvent &tre ajoutés au tampon et
surtout des stabilisateurs de l'enzyme tels que le FAD, ie molybdéne,
1'EDTA.

Le tampon d'extraction varie selon les auteurs mais
il s'agit soit du tampon phosphate de potassium (EVANS et NASON,
1953 ;3 NICHOLAS et NASON, 1955 ; CANDELA(et Coll., 1957 ; CAMPBELL
et SMARRELLI, 1978 ; TISCHLER et Coll., 1978 ; FIDO et Coll., 1379 ;
NOTTON et Coll., 1979 ; ROBIN, 1979 ; PURVIS et Coll., 1980 ;
REDINBAUGH et CAMPBELL, 1981 et 1983) soit du tampon tris (hydroxy-
méthyl) aminométhane -HC1l (BEEVERS et Coll., 1964 ; WALLACE et PATE,
1965 ; EAGLESHAM et HEWITT, 1971 ; NOTTON et Coll., 1977 ; KUO et



Coll., 1980 et 1982 ; SOMERS et Coll., 1982), Leur concentration

et leur pH dépendent aussi de l'espéce et de l'organe étudiés.

B - La purification de l'enzyme.

Les premigres purifications de 1'enzyme ont été
faites par EVANS et NASON (1953), qui utilisent une adsorption
sur gel de phosphate de calcium et des précipitations par sulfate
d'ammonium. Ils ont obtenu des préparations enzymatiques faiblement

purifides et a bas rendement.

Puis l'apparition des nouvelles méthodes, telles
que la gel filtration, la chromatographie sur gel d'hydroxyapatite
ou DEAE-cellulose a permis une purification partielle de 1l'en-
‘zyme mais toujours & faible rendement, did certainement a sa nature
labile (PANEQUE et Coll., 1965 ; ROUSTAN et Cell., 1974 ; JOLLY et
Coll., 1976). Puis la chromatographie d'affinité qui est un procédé
rapide et spécifique de l'isolement de la nitrate réductase, donne
de bons rendements (WALLACE et PATE, 1965 ; SOLOMONSON, 1975 ;
SHERRARD et DALLING, 1979).

Le procédé de purification de l'enzyme a été dévelop-
pé en utilisant la chromatographie d'affinité en bleu-Dextran
sépharose (SOLOMONSON, 1975 ; NOTTON et Coll., 1977 ; SHERRARD et
DALLING, 1979) ou alors la chromatographie d'affinité en Bleu-
sépharose (CAMPBELL et SMARRELLI, 1978 ; FIDO et Coll., 1979 ;
NOTTON et Coll., 1979 ; KUO et Coll., 1980 ; REDINBAUGH et CAMPBELL,
1981 ; SOMERS et Coll., 1982);

En 1975, PORATH et Coll. développent une nouvelle
technique de purification qu'ils ont nommée la chromatographie d'af-
finité par métal chélateur et qui consiste & attacher la moitié
de la molécule d'EDTA sur une sépharose et qui est liéde & un métal
tel que zn*t ou cu’T. L'élution se fait par changement de force
ionique ou de pH ( REDINBAUGH et CAMPBELL, 1983).

Dans la majeur partie des cas, la chromotographie est
précédée de précipitations des protéines par le sulfate d'ammonium
et lorsque l'enzyme est purifiée, son analyse peut se faire par

électrophorese.



MATERIEL ET METHODES

LE MATERIEL

1) La plante entiére

a) Cichorium intybus L. var. Witloof.

La chicorée de Bruxelles ou chicorée Witloof est
une plante bisannuelle, de jours longs, appartenant a4 la famil-
le des Astéracées. Son cycle de végétation comprend, la premiére
année, une phase végétative caractérisée par la production d'une
racine tubérisée et de feuilles disposées en rosette, et la se-
conde année, une phase reproductrice aboutissant 4 la formation
des graines. Généralement dans la pratique agricole en usage dans
notre région, le cycle de végétation est interrompu & la fin de
la premiére année et les racines sont récoitées afin d'obtenir
des endives. Seuls les producteurs de grazines laissent se pour-

suivre le cycle complet.

b) Racine en forcage.

La racine de chicorée Witloof est apte & donner sous
des conditions bien déterminédes de lumiére et de température (for-
gage) un bourgeon formé d'un ensemble de feuilles étiolées partiel-
lement charnues, emboitées, qui constitue l'endive encore appelée

chicon.

Le forgage des racines qui traditionnellement sont
placées dans un substrat solide, est actuellement effectué dans
des salles obscures et maintenues 3 18° C, 3 90 7 d'humidité et
les endives poussent sans terre de couverture, 3 partir de racines
qui sont placées dans une solution minérale (nitrate de chaux a
3g. 1-1). L'alimentation en solution nutritive est continue et
se fait par le bac du haut de la pile, contenant les racines dis-
posées en rangs serrés. Lorsque le niveau est atteint, le trop
plein déborde dans le bac immédiatement inférieur et ainsi de

suite. Tous les 18 jours les endives sont récoltées.



De jeunes racines se forment trés rapidement (vers
le 9&me jour) sur la racine pivotante et leur nombre croit jus-
qu'a la récolte. Leur importance quantitative est certainement

1iéde 3 1'obtention de bon rendement en chicons.

2) La culture "Zn vitro”.

A - Les fragments racinaires.

a) Le matériel biologique.

Les racines tubérisées, gardées en chambre froide
a4 4° C et a 1'obscurité, sont épluchées puis désinfectées par de
1'hypochlorite de calcium & 140g. 1_1 pendant 25 minutes et enfin
rincées trois foilis pendant respectivement 5, 10, 15 minutes

(BUVAT, 1945) par de l'eau stérile-

Selon une technique décrite par LEFEBVRE (1977)
des cylindres de 6 mm de diamétre sont prélevés i l'aide d'un
trocart puis découpés en disque de 2 mm d'épaisseur et placés
horizontalement dans les fioles de Fourmeau, & raison de 10
fragments par fiole, ou alors de 5 mm et 1 cm d'épaisseur et
placés dans des tubes 190/22 mm, & raison d'un fragment par
tube, Tous les ensemencements se font de fagcon & ce que la face
de l'explantat située dans la partie la plus proche du collet

soit hors du milieu.

b) Le milieu de culture.

Le milieu nutritif employé est constitué par :
- les macroéléments de la solution de HELLER (1953) :

KCl : 937,5 mg.1~ ' ; Na NO, : 750 mg.1 ' ; Mg SO,, 7H.O : 312,5

3 4 2
- T . —1 -
mg. 17! ; Ca Cly, 2H;0 : 937,4 mg.1"' 5 Na H, PO,, 2H,0 : 176,2 mg.1 .
- les microéléments de la solution de HELLER (1953)
ZnS0,, 7H.0 : 10 mg.1 ' : H.BO, : 10 mg.1 ' ; Mn SO,, H.O0 : 0,758

ﬁ; 2 3 _? ' - 2

mg.1l 3 CuSO4,5H20 : 0,3 mg.l ; AlCly : 0,3 mg.l ; NiClz,
_1 B

6H,0: 0,3 mg.1 ; Fe C13, 6H20 : 10 mg.1 1.

-1
;- KI ¢ 0,1 mg.1



Ce milieu est solidifié par de la gélose (agar
Difco) 3 6 °/,, et 1les fioles de Fourneau contenant environ
40 ml de milieu ou les tubes avec environ 16 ml de milieu sont

stérilisés & l'autoclave pendant 25 minutes & 120° C,.

c¢) Le conditionnement des cultures.

Aprés l'ensemencement, les fioles et les tubes sont
recouverts d'une feuille d'étain qui empéche la dessication du
milieu, puis placés pendant 16 jours dans une piéce maintenue 3

24° C et 3 la lumiére continue (130 1lux).

B - Les fragments foliaires.

a) Le matériel biologique.

Les endives sont récoltées juste avant la stérilisa-
tion. Les feuilles de taille movenne sont seules retenues et stéri-
lisédes par de l'hypochlorite de calcium selon un protocole mis au
point par VASSEUR (1979 a et b) mais la concentration en hypochlorite
de calcium est de 150 g. l_1 et le temps de stérilisation de 40
minutes. Les explantats sont alors prélevés au niveau de la nervure
centrale, charnue, a3 1'aide d'un trocart de 16 mm de diamétre, et
placés horizontalement dans des tubes 190/22 mm, a2 raison d'un
fragment par tube. L'épiderme inférieur de l'explantat est au czon-

tact du milieu.

b) Le milieu de culture.

Le milieu nutritif est celui de MURASHIGE et SKOOG
(1962) dépourvu de glycocolle et d' hydrolysat de caséine ; il

contient les éléments suivants :

&) Les minéraux.

- Les macroéléments :

CaCl,, 2H,0 : 440 mg.1™' ; NH, NO, : 1650 mg.1 ' RNO, ¢ 1900 mg.
1

20 ‘M2
17" ; Mg $0,, 7H,0 : 370 mg.l ; KH, PO, : 170 mg.l 1



- Les microéléments :
Fe - EDTA Merck : 19,45 mg.l_1 ;3 Zn 804, 9
KI : 0,83 mg.1~' ; Na, Mb 0,, 2H,0 : 0,25 mg. 1" " 5 cuso
0,025 mg.17'; Co Cl,, 6H,0 : 0,025 mg. 17" HyBO

MnSO,, H,0 : 16,9 mg.1™ .

7JH.O0 : 10,6 mg.1l '

4° 21
3 6,2 mg.l 5

) Les vitamines.

Pyridoxine : 0,5 mg.lm1 ; Acide nicotinique : 0,5 mg.l“1 H
Vitamine 81 T 0,1 mg.lm1 ; Inositol : 100 mg.l-1.

Du glucose 4 3 7 (30g. 1-1) est ajouté au milieu
puis celui-ci est solidifié par de 1la gélose (agar Difco) &
6 °/so. Les paniers de tubes contenant environ 15 ml de milieu

sont passés 3 l'autoclave pendant 25 minutes & 120° C.

c) Le conditionnement des cultures.

Aprés l'ensemencement, les tubes sont recouverts d'une
feuille d'étain comme les fioles. Puis les paniers de tubes sont
placés dans une piéce maintenue & 22° C et éclairée 12 heures par
jour. La lumiére est produite par des tubes luminescents qui four-

nissent un éclairement de 1000 lux environ au niveau des tubes.

3) Les germinations.

Des boites de P&tri sont tapissées d'ouate, recouver-
te d'un'diséue de papier filtre de m@me diamdtre, Le tout est im-
bibé soit d'eau distillée (témoin) soit de milieu de HELLER (1953)
soit de nitrate de chaux (3 g.1—1). Les graines sont déposées sur
ce papier imbibé et mises a4 germer a4 la lumiére dans une piéce

maintenue & 22° C et éclairée 12 heures par jour (1000 lux).



LES METHODES DE DOSAGE

1) Dosages de l'activité de la nitrate réductase

a) Dosage in vivo.

Le principe de la méthode Zn vivo de mesure
de 1'activité de la nitrate réductase consiste 3 doser le
nitrite formé aprés la réduction du nitrate par les explan-
tats incubés sous conditions anaérobies (FERRARI et VARNER, 1971 ;
JAWORSKI, 1971). L'anaérobiose est nécessaire car la nitrite ré-
ductase ne fonctionne pas sous ces conditions, ce qui permet de

doser le nitrite présent dans le milieu.

Les échantillons sont mis dans 2 ml du mélange d'in-
cubation suivant :

~ tampon phosphate K, HPO,/KH, PO, 0,1 M pH 7,5
2 4 2 4 _

30 ml.
~ solution de KNO3 0,1 M : 50 ml.
- n—-propanol : 1 ml.

Un faible courant d'azote parcourt le tube pendant
30 secondes puis celui-ci est bouché hermétiquement pour permettre
1'anaérobiose compléte. Aprés 30 minutes d'incubation & 30° C et
3 1l'obscurité la réaction est stoppée par l'addition de 1 ml d'une
solution 4 0,2 7 de sulfanilamide dans HCl 6N et la révélation
de la coloration se fait par 1 ml d'une solution aqueuse de N-naph-
tyl - 1 éthyléne diamine dichlorhydrate (580 mg/100ml). En pré-
sence de nitrite , il apparalt wune coloration rose dont l'inten-

sité est lue au spectrophotométre 3 540 nm.

Afin de connaitre la quantité de nitrite présent ,
une gamme étalon est établie de 0,01 U mole & 0,1 U mole de nitri-
te ainsi que la courbe étalon des densités optiques en fonction

de la concentration en nitrite,

Pour chaque échantillcn une série de 3 mesures est

effectuée, 3 raison de 3 dosages pour chaque mesure.



b) Dosage Zn situ.

Cette méthode permet d'évaluer 1l'activité réelle
de réduction du nitrate en évitant l'incubation dans un milieu

liquide (JONES et SHEARD, 1978 ; ROBIN et Coll., 1983 b).

L'échantillon est introduit dans un tube avec un
bouchon en caoutchouc pour assurer l'étanchéité. Deux aiguilles
creuses permettent le balayage d'azote 3 la pression de 0,15 Bar
pendant 5 minutes. L'obscurité est assurée par une feuille d'a-

luminium entourant le tube.

Aprés incubation dans l'azote gazeux et & 1'obs-
curité pendant 60 minutes, l'addition de 4 ml d'eau distillée
portée a ébullition et le maintien du tube durant au moins 1
minute dans un bain-marie bouillant permettent d'extraire le
nitrite dont le dosage s'effectue selon la méthode décrite

ci-dessus.

c) Dosage in vitro.

o) Activité NADH ou NADPH - Nitrate réductase.

Une aliquote d'extrait enzymatique brut (0,1 ml)
est ajoutée au milieu d'incubation suivant :

- 1 ml du tampon d'extraction

- 0,1 ml de KNO, O, 1M

3
- 0,1 ml de NADH ou NADPH (1mg/ml).

L'incubation est réalisée & l'obscurité et i 30° C
pendant 30 minutes. Puis le dosage du nitrite s'effectue selon

le processus habituel.

B) Activité méthyl-viologéne - Nitrate réductase.

Une aliquote d'extrait enzymatique brut (0,1 ml)
est ajoutée au milieu d'incubation suivant :
- 1 ml du tampon d'extraction

0,1 ml de KNO, 0,1 M



- 0,1 ml de méthyl-viologéne (12,8 mg/100 ml de
tampon)
- 0,1 ml de dithionite de sodium (10 mg/ml de

Co, HNa 0,1 M).

N

Puis incubation & 30° C et & l'obscurité pendant
30 minutes et agitation des tubes & la fin du temps d'incu-
bation pour obtenir la forme oxydée du méthylviologéne (incolo-
re) alors que sa forme réduite est bleue. Puis le nitrite est

dosé par la méthode décrite précédemment.

2) Dosage des protéines

Les échantillons sont tout d'abord lyophilisés pen-
dant 48 heures puis broyés au mortier avec un pilon. Les protéines
sont extraites a partir d'une aliquote de 100 mg selon le

protocole de la page suivante .

De cette solution, 1 ml est prélevé pour effectuer

le dosage des protéines par la méthode de LOWRY (1951).

A 1 ml de la solution protéique sont ajoutés 3 ml

du mélange d'une solution de tartrate (50 ml) (CO3 Na, anhydre :

2 g ;3 tartrate de K et Na : 20 mg ; Na OH 0,1 N : 1002ml) et d'ume
solution de sulfate de cuivre (1 ml) (SO4 Cu, 5H,0 : 0,5 g ;

HZSO4 concentré : 1 goutte ; eau distillée : 100 ml). Les solu-
tions sont agitées et laissées 30 minutes & 1l'obscurité et 2

température ambiante.



PROTOCOLE D'"EXTRACTION
DES PROTEINES

100 mg de matériel lyophilisé

20 ml d'acétone 3 80 7 (solubilisation des pigments)

Agitation 10 min. puis centrifugation (10.000 g, 10 min)

Culot repris par 10 ml de TCA a 10 7
Précipitation une nuit en chambre froide puis centrifugation
(10.000 g, 10 min.)

Culot remis en suspension dans 10 ml d'éthanol a 80 72
saturé en acétate de sodium (élimination de 1l'acidité)

pendant 10 min. puis centrifugation (10.000 g, 10 min.)

Culot repris dans 10 ml d'alcool absolu. Laisser reposer pen-

dant 10 min. puis centrifugation (10.000 g, 10 min.)
Séchage du culot

Dissolution dans 5 ml de Na OH 1 N

Bain-marie a 80° C pendant 30 min.

Centrifugation et récupération du surnageant qui contient les

protéines.Rincage du culot, par deux fois, par de l'eau distil-
lée et les eaux de rincage sont ajoutées au surnageant., Le tout
est ajusté 3 50 ml de fagon a ce que le titre finmal de la soude

soit de 0,1 N.



Puis 0,3 ml de réactif de Folin “dilué de moitié
dans de 1'eau distillée sont introduits. Aprés agitation im-
médiate, puisque le réactif de Folin est instable & pH alcalin
et peut donc &tre détruit avant d'avoir agi avec le complexe
protéine-cuivre, le tout est laissé 30 minutes & température
ambiante et 2 1l'obscurité. Les absorbances sont mesurées a 750

nm.

Le calcul de la concentration en protéines des
échantillons est effectué i partir d'une gamme étalon de sérum

albumine bovine & 50 pg/ml, pour la solution mére.

3) Dosage du nitrate

Le dosage du nitrate est effectué selon la méthode
de YOUNG (1973). Il consiste en une réduction quantitative
du nitrate en nitrite par de la poudre de zinc métallique en

milieu ammoniacal.

300 mg de tissus lyophilisés et broyés sont mis
en suspension dans 6 ml d'eau distillée et portés au bain-marie
bouillant pendant 15 minutes. 3 ml de la solution sont prélevés,
auxquels sont ajoutés 6 ml de NH4 OH 2,2 N ainsi que 90 mg
de poudre de zinc (Merck 8789). Aprés umne agitation vigoureuse
de 3 minutes, le zinc est décanté et 3 prélévements de 2 ml
de la solution sont effectués afin de doser le nitrite selon

la méthode précédente. Chaque dosage est répété 3 fois.



Tableau 1 : Activité de la nitrate réductase de plantules
récoltées en champ & différents stades de déve-
loppement.

Critéres Activité NR dans

morphologiques Racines Racines Feuilles Feuilles

secondaires pivotantes externes internes cotylédons

262 jour -
3 foutlies 0,506 ¢ 0,082 0,064 £ 0,018 0,268 £ 0,056 0,096 £ 0,026
] : é,a cm

408 jour
6 feuilles 0,507 £ 0,112 0,145 £ 0,018 0,319 + 0,048 0,436 ¢ 0,052
R, @ : 4,23 mm
LR : §,5 ¢em

53& jour
10 feuilles
R, 3 : 6,51 mm 0,170 ¢t 0,028 . 0,419 £ 0,042 0,682 ¢ 0,032
LR : 7,6 cm
collet pointe
622 jour -
R;3¢f?uz{é}§sm 0,051 ¢ 0,012 0,035 & 0,006 0,423 ¢ 0,068 0,600 t 0,086
LR : 11,8 ¢cm

1202 jour
fin d'annde :
de végétation 0,237 £ 0,024 0,020 ¢ 0,002 0,010 & 0,002 0,396 ¢ 0,060 0,539 ¢ 0,056
Rc @ : 3 cm
LR : 16 cn

L'activité enzymatique est exprimée en pmol. NOZ. h .
gdlMF et représentée par la moyenne. L'intervalle de confiance est
calculé au risque de 5 %7 (n=9).

Rc ¢ : Diamétre de la racine au collet

LR : Longueur de la racine



RESULTATS

I - L'ENDIVE EN CHAMP.

1) Activité de la nitrate réductase dans les différents stades
des plantes en champ.

Les plantes,pécoltées en champ juste avant les
expériences sont lavées & 1l'eau distillée. Des échantillons de
6 mm de diamétre et 2 mm d'épaisseur sont prélevés dans les racines
et de 6 mm de diamétre dans les feuilles, & raison d'environ 800 mg
pour les racines et 200 mg pour les feuilles vertes. L'activité de
la nitrate réductase est mésurée a différents stades de développe-
ment des plantes : stade 3 feuilles (racine non conique, non tubé-
risée ; 26& jour), stade 6 feuilles (40& jour), stade 10 feuilles
(53e jour), stade 13 feuilles (62& jour) et stade fin d'annde de
végétation (120& jour). A partir du 40& jour, la racine est bien
tubérisée et les caractéristiques morphologiques sont données dans le

tableau 1.

Dans les racines pivotantes, l'activité enzymatique
diminue avec 1'3ge et la maturité de la plante. Dans les racines
secondaires jeunes, l'activité mesurée est toujours supérieure a
celle de la racine tubérisée (5 & 10 fois plus élevée). Les feuilles
vertes, les. plus jeunes (internes) ont toujours plus d'activité que
les plus dgées (externes) alors que les cotylédons présents dans
les jeunes plantes (26& jour) ont une activité faible mais supérieure
a celle des feuilles dgées et inférieure i celle des feuilles jeunes.
De plus dans le cas des feuilles, l'activité de réduction augmente
avec l'3ge et la maturité des plantes pour se stabiliser & un taux

élevé, en fin de premiére année de végétation.

Nous remarquons donc que seuls les tissus jeunes
présentent une forte activité enzymatique, que ce soit dans les
racines ou dans les feuilles. De plus, lorsque les racines ne pré-
sentent plus qu'une faible activité de 1la nitrate réductase, les
feuilles, quant a elles, sont trés actives. Il existe donc un
relais dans la réduction nitrique entre les racines et les feuilles,

[

puisqu'a une forte activité dans les racines correspond une faible

activité dans les feuilles et inversement. .
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Fig. 1 : Activité de la nitrate réductase (—e—) et teneur
en nitrate (---0---) d'une racine de C. intybus en
fin de premiére année de végétation.
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Les mesures sont effectuées dans des explants préle-
vés a différents niveaux de la racine. Le chiffre | représen-
te la pointe de la racine, le chiffre 9 la région du collet.
L'activité enzymatique est représentée par la moyenne et l'in-
tervalle de confiance est calculé au risque de 5 7 (n=9).



TABLEAU 2 : Activité de la nitrate réductase et teneur en nitrate
des feuilles vertes d'endive en fin de premiére année
de végétation.

Matériel Activité NR
No; (umol.g” 'MS) (umol Nog.h-1.mg-1prot.)

Feuilles externes
partie distale 0,066 1,68 £ 0,40
partie proximale 0,016 0,94 + 0,20
Feuilles internes
partie distale 0,067 1,58 £+ 0,30
partie proximale 0,062 1,18 £ 0,40

Les résultats de l'activité enzymatique sont exprimés

par la moyenne et l'intervalle de confiance est calculé au risque

de 5% (n=09).
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2) Activité de la nitrate réductase et teneur en nitrate dans
les plantes en fin de premiere année de végétation.

Les racines sont lavées, rincées a 1l'eau distillée
puis coupées en tranches de 2 3 3 cm d'épaisseur. Dans chaque zone,
des cylindres de 6 mm de diamétre, sont prélevés a l'aide d'un
trocart puis découpés en disque de 2 mm d'épaisseur (LIN et KAO,
1979). Dans ces racines l'activité de la nitrate réductase est
faible et uniformément répartie, sauf dans la zone la plus proche du
collet ou elle est 4 fois plus importante. Le dosage du nitrate,
effectué dans les mémes zones, montre que sa teneur est élevée 1a
ou l'activité de réduction du nitrate est la plus forte (fig. 1).
Il existe donc dans la racine tubérisée, une relation étroite entre
la quantité de nitrate qu'elle contient et l'activité de la nitrate

réductase.

Les feuilles, aprés &tre lavées sont réparties en
deux lots, le premier constitué par les plus externes domnc les plus
dgées, le second par les plus internes, plus jeunes. Dans chacun de
ces lots, 10 disques de 6 mm de diametre sont prélevés au hasard,
soit dans la partie prorimale des feuilles (pétiole et portion du
limbe la plus proche du collet) soit dans la partie distale de la
lame foliaire. Dans ces feuilles vertes, l'activité de réduction
du nitrate est globalement équivalente dans les feuilles jeunes et
dans les feuilles dgées. Elle est cependant toujours plus élevée
dans la partie distale que proximale (tableau 2). Le nitrate, par
contre, est plus abondant dans les limbes jeunes que dans les limbes
dgés et dans la partie distale que dans la partie proximale des

feuilles dgées.

Donc, dans les tissus foliaires comme dans les racines
tubérisées, l'activité de la nitrate réductase est la plus intense 1la
ol le contenu en nitrate est le plus élevé . Cependant l'activité

de la nitrate réductase est environ 6 fois plus importante dans
1

les feuilles que dans les racines (1,3 et 0,2 u mol. Noz.h—. mg

Protéines, respectivement) bien que la teneur enm nitrate de ces der-
1

nieres soit 0,05 et 0,166 | mol. No;.g MS, respectivement.



Fig. 2 : Activité de la nitrate réductase (—e—) et teneur
en nitrate (—-— -0-—-) de racines d'endive soumises
au forgage.
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Les-racines ont été coupées en 4 parties (A : zone
du collet ; B : partie médiane supérieure ; C : partie média-

ne inférieure ; D :pointe de la racine). Les fléches (Bg) et
(Ra) indiquent le moment de l'apparition soit des bourgeons
étiolés soit des racines secondaires. L'activité enzymatique
est représentée par la moyenne et l'intervalle de confiance
est calculé au risque de 5 7% (n=9).
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IT - L'ENDIVE EN FORCAGE.

1) Activité de la nitrate réductase et teneur en nitrate au
cours du forcage, dans les racines pivotantes.

Au cours de l'arrachage les plantes sont défoliées.
Les racines sont conservées, soit dans un hangar 2 la température
ambiante, soit dans une chambre froide maintenue a §° C. Dans ces
conditions, l'activité de la nitrate réductase devient nulle et
la teneur en nitrate est faible (0,017 u mol. NO,. g MS). Entre
l'arrachage et la mise en forcage, la teneur en nitrate baisse
environ de 90 7. Cette perte est vraisemblablement liéde aux

traumatismes que constituent l'arrachage et 1l'ablation des feuilles.
On sait en effet qu'une fuite importante du nitrate apparait lors

de 1'ablation de la partie aérienne de la plantule de blé (MINOTTI
et JACKSON, 1970).

Aprés leur mise en forcage, les racines pivotantes
sont prélevées chaque jour a la méme heure, rincées a 1'eau distillée
et découpées en 4 trongons sur lesquels sont prélevés des disques

comme décrit précédemment.

L'activité de réduction du nitrate apparalt dés les
premiers jours dans toute la racine mais surtout dans la pointe
qui trempe constamment dans la solution nutritive (fig. : 2 A, B, C
et D). Elle se maintient ensuite a4 un taux sensiblement comnstant pen=-
dant une dizaine de jours. Elle augmente globalement vers la fin du
forcage et présente des oscillations dans la pointe racinaire
(fig. 2 D). Quant au nitrate, sa teneur reste approximativement
constante dans la moitié inférieure de la racine pendant les 7 pre-
miers jours du forgcage (fig. 2 C et D). Puis elle manifeste des
fluctuations particuliérement nettes dans la zone de la pointe (fig.
2 D). Dans la partie supérieure de la racine, la teneur en nitrate a
tendance a3 diminuer pendant les 6 premiers jours puis elle augmente

ensuite en présentant de légéres oscillations.

Les premiers jours du forcage de la racine tubérisée
semblent donc s'accompagner d'une redistribution du nitrate dans 1la
zone nroéhe du collet, la ol le bourgeon étiolé va se différencier.
L'activité de la nitrate réductase n'est cependant pas sensiblement
modifide durant cette période, avec toutefois une mise en place, de

la nitrate réductase dans la pointe racinaire dés le premier jour.
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Fig. 3 : Activité de la nitrate réductase ( —e—) et teneur

en nitrate (——-0-——) des racines secondaires dont
la différenciation s'effectue lors du foregage.
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L'activité enzymatique est représentée par la moyen-
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nd, non détectable

TABLEAU 3 Distribution du nitrate dans les feuilles du bourgeon
étiolé.
Matériel Teneur en NOS (u.mo]..g—'1 MS)
5-113 123 133 1473 153 163 173 183

partie a

distale nd 0,193 0,226 0,078 0,114 0,118 0 0

partie

proximale nd 0,245 0,694 0,144 0,182 0,209 0,118 0,064

a
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Il est par ailleurs remarquable que les oscillations
de la teneur en nitrate et de l'activité de réduction surviennent

peu de temps aprés l'apparition des premildres racines secondaires.

2) Activité de la nitrate réductase.et teneur en nitrate au
cours du forcage dans les racines secondaires.

Dans les racines secondaires, qui apparaissent le
long de la racine pivotante vers le 8& jour de la culture, l'acti-
vité de la nitrate réductase et la teneur en nitrate sont immédia-
tement treés élevées (fig. 3). Dans ces jeunes racines secondaires,
la fonction d'absorption est donc rapidement mise en place. Ici les
variations de la teneur en nitrate, qui est 750 fois plus élevée
que dans la racine pivotante, s'accompagnent de fluctuations de
l'activité de la nitrate réductase, selon une périodicité sensible-

ment réguliére.

3) Activité de la nitrate réductase et teneur en nitrate au cours
du forcage dans les bourgeons étioclés

Dans les feuilles du bourgeon étiolé qui se développe
a partir du 5éme jour de forgcage, l'activité de réduction du nitrate
est nulle tant dans les feuilles dgées que jeunes. Le transfert 2
la lumiére de plantes ayant subi 18 jours de forcage provoque le
verdissement des feuilles en 48 heures mais l'activité de la nitrate
réductase reste nulle. Pour ce qui est du nitrate, les feuilles
étiolées n'en contiennent pas en quantité décelable pendant les
7 premiers jours du développement puis elles en accumulent pendant
quelques jours, surtout dans la partie proximale qui est épaisse et
succulente. A la fin du forcage, la teneur en nitrate diminue dans

l'ensemble de la feuille et surtout dans la partie distale (tableau
3).

L'analyse de la répartition des ions nitriques dans
les divers organes de la plante soumise au forgcage montre qu'ils

sont -donc nettemen% Plus abondants dans les racines secondaires
(15 u mol, No;. g— MS) que dans la racine pivotante (?,02 U mol.
- 1 . .

NO,. g MS) ou les feuilles (0,1 & 0,2 U mol. NOZ. g~ MS).



Schéma 1 : Activité de la nitrate réductase dans une racine,
forcée munie de son bourgeon étiolé , remise ad
la lumiére.

Feuilles ,
du — 5 0,110 £ 0,022
sommet

Hampe florale

Feuilles | 0,064+0,022
basales :

4

, 0,0080%*0,0016
, 0,0090%0,0005

,0,0115 £0,0024
, 0,0220£0,0034

«~Racine—y«Chicon—«¢

1

L'activité enzymatique est exprimée en pmol. NO,. h
1

g- MF et représentée par la moyenne. L'intervalle de confiance est

calculé au risque de 5 % (n=9).

- 56 -



- 57

Fig. 4 : Activité de la nitrate réductase ( —e—) et teneur
en nitrate (— --0- - -) d'explants racinaires culti-

vés in vitro pendant 48 heures.
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4) Activité de la nitrate réductase d'une plante provenant
du forcage et comportant une hampe florale.

Des racines munies de leur ch}con sont mises en
serre et alimentées par une solution & 3g.1l de nitrate de chaux,
pendant 3 mois environ. A la fin de cette période, la hampe florale
est bien développée. Les résultats obtenus sont représentés par le

schéma 1.

Dans les racines, découpées en 4 trongons comme
précédemment, l'activité de la nitrate réductase est trés faible
et decrolt de la pointe, trempant dans la solution nutritive, vers

le collet.

Les feuilles qui constituaient le chicon sont devenues

vertes et ne présentent aucune activité de réduction du nitrate.

Pour la hampe florale, 2 lots sont considérés : les
feuilles de la base et celles du sommet de la hampe florale. Ces
feuilles sont dures et rugueuses. L'activité enzymatique est deux
fois plus élevée dans les feuilles du sommet (plus jeunes) que dans
les feuilles de la base. De plus cette activité dans ces deux lots
est respectivement 4 et 7 fois plus élevée que dans les racines. Donc
4 une faible activité de réduction du nitrate dans les racines
correspond une forte activité dans les feuilles jeunes de la hampe

florale.

IIT - FRAGMENTS RACINAIRES CULTIVES IN VITRO.

1) Evolution de l'activité de la nitrate réductase et de la
teneur en nitrate pendant les 48 premiéres heures de culture.

Des explants calibrés sont prélevés sur des racines

ayant séjournées en chambre froide, ne présentant donc plus d'activité,

Leur mise en culture Zn vitro provoque dés la premiére
heure l'apparition de l'activité de la nitrate réductase qui reste
relativement stable pendant 6 3 7 heures puis augmente de facon
importante jusqu'ad la 14éme heure (fig. 4).Puis elle oscille selon
une périodicité irrégulidre et présente des maximums vers la 20éme et
la 44eéme heure. Considérée pendant une période de 48 heures, 1l'activité

augmente globalement.
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Fig. 5 : Activité de la nitrate réductase (—e—) et teneur
en nitrate (---0---) d'explants racinaires cultivés

in vitro pendant 16 jours.
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Quant a la teneur en nitrate, elle reste faible
pendant les 12 premieres heures puis augmente légérement jusqu'a la
t4eéme heure, pour devenir beaucoup plus importante pendant les
24 heures suivantes. L'évolution du taux de nitrate semble s'ef-
fectuer en 3 périodes successives qui pourraient correspondre a la

mise en place de mécanismes d'absorption de 1'ion nitrique.

Il faut remarquer qu'dne faible teneur en nitrate
suffit a provoquer l'apparition d'une activité de la nitrate réduc-
tase importante pendant la premiére phase de la culture. Mais qu'en-
suite cette activité méme si elle présente quelques oscillations,
reste relativement stable malgré un taux de nitrate plus élevé.
Pourtant dans les premiéres heures le nitrate a tendance & s'accu-

muler et l'activité de réduction est plus importante.

2) Evolution de l'activité de la nitrate réductase et de la
teneur en nitrate pendant 16 jours de culture.

] Des explants sont prélevés tous les jours 2 la méme
heure afin d'éviter les fluctuations qui ont été observées aupara-
vant.

On s'apercoit (fig. 5) que l'activité est maximale au
2éme jour de culture, puis qu'elle décroft trés rapidement jusqu'au
5éme jour. Elle reste ensuite relativement stable jusqu'a 14 jours

de culture pour augmenter au 16éme jour.

En ce qui concerne le nitrate, sa teneur est maximale
au 2éme jour puis tend & décroltre réguliérement jusqu'au 16&me jour.
Globalement l'activité de la nitrate réductase suit la teneur en ni-

trate qui ne s'accumule pas dans les explants.

On peut cependant remarquer qu'a 24 heures, le taux
de 1'activité de la nitrate réductase est supérieur i la teneur en
nitrate du tissu alors que par la suite la courbe de la teneur en
nitrate passe toujours au dessus de celle de 1'activité, sauf en

fin de culture.



Fig. 6 : Activité de la nitrate réductase (®) et teneur
en nitrate (0) d'explants racinaires cultivés
in vitro pendant 16 jours et transplantés au
S5eéme Jour sur un milieu neuf E---) ou non
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L'activité enzymatique et les taux de nitrate sont
représentés par leur moyenne et les intervalles de confiance
sont calculés au risque de 5 7 (n=9).
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3) Expérience de réinduction de l'activité de la nitrate réduc-
tase apres 5 jours de culture.

Les explantats gdont cultivés pendant 5 jours sur le
milieu de HELLER (1953) de facon a provequer l'apparition de 1l'acti-
vité de réduction puis ils sont transplantés & une période ol cette

activité est en baisse (Fig.6).

Alors que la teneur en nitrate ne se modifie pas pen-
dant 2 jours, l'activité de la nitrate réductase augmente dans les
24 heures qui suivent le transfert, et se maintient pendant 3 jours
avant de diminuer. Elle augmente de nouveau vers la fin de la cul-
ture alors que le taux de nitrate augmente dans les tissus trans-

plantés.

On observe donc une phase de latence apparente dans
1'augmentation de la teneur en nitrate alors que 1l'activité augmente
trées rapidement. Dans ces conditions expérimentales, l'entrée du
nitrate ne semble pas s'effectuer par palliers successifs comme
nous l'avons remarqué précédemment. Ceci peut &tre d8 au fait que
les explants sont transférés dans un milieu neuf sans subir de

traumatismes.

4) Comparaisons des expériences faites sur les fragments
racinaires.

Les tissus de la racine d'endive ne constituent pas
des centres d'accumulation du nitrate lorsqu'ils sont cultivés <n
vitro (Fig. 4, 5 et 6). En effet on remarque que l'évolution de
l'activité de réduction suit de facon paralldle la teneur en nitrate.
Cependant nous avons vu que dans certains cas (Fig. 5), la teneur
en nitrate est supérieu;e 4 l'activité de réduction 4 un moment don-
né. Pourtant il semble bien que chez 1'endive, 1l ne se constitue
pas de pool d'accumulation du nitrate, non accessible a la réduc-
tion puisqu'en fin de culture l'activité excéde la teneur en nitrate.
D'autre part au moment de la mise en culture, de trés faibles taux
de nitrate suffisent 4 induire des activités importantes. Il appa-
raTt donc que l'activité de la nitrate réductase soit liée aux

flux d'entrée de nitrate plus qu'id sa teneur globale. Ceci rejoint



Tableau ¢

Pourcentage de cals et.bourgeons néoformés sur
des explants foliaires, cultivés in vitro, en
fonction des conditions de stérilisation.

Stérilisation Temps Milieu Cals Bourgeons
(Conditions) {min) de (%) (%)
culture
70g/1 25 HELLER o o
90g/1 25 HELLER o o
20 HELLER 43 o
. . 40 HELLER 43 o
hypochlorite 60 HELLER 56 o
HELLER 35 17
de 150g/1 40 M.S. 40 33
R " HELLER 20 8
calcium 10+5 (alc) M.S. 31 17
HELLER 20 12
2045 (ale) "y 33 17
HELLER 41 17
\ 40+5 (ale)  “gTg 57 28
15 HELLER 10 4
\200g/1 30 HELLER 13 4
45 HELLER 35 25
hypchlorite de 150g/1 40 HELLER 55 15
calcium
Chlorure 1°/ 6o 5 HELLER 47 7
mercurique
Alcool 70 % 5
+ M.S. 62 27
hypochlorite de
calcium 150g/1 40

Les Pourcentages sont calculés sur 48 échantillons.

M.S. : milieu de MURASHIGE et SKOOG



les observations de SHANER et BOYER (1976 a) et de HEIMER et FILNER
(1971). De la méme facon, les expériences de transplantation apreés
5 jours de culture indiquent 1la encore que de faibles modifications
de la teneur en nitrate aménent une repriée de 1'activité d; réduc-
tion. Comme l'entrée du nitrate ne semble pas s'effectuer par pal-
liers, on peut penser que les sytémes d'absorption nitrique restent

en place et sont stimulés par la transplantation .

L'absorption du nitrate pendant les premiéres heures
de la culture constitue vraisemblablement un phénoméne trés com-
plexe. Elle pourrait exiger la synthése des systémes d'absorption.
Cela demanderait & €tre vérifier par des expériences faisant appel

4 1'utilisation d'inhibiteurs de la synthése protéique.

D'une facon générale, il apparait bien que chez
l'endive le nitrate constitue l'inducteur de l'activité de la ni-
trate réductase. Cependant 1la encore pour déterminer si l'on a
affaire 3 une synthése il faudrait utiliser des inhibiteurs de la
traduction et de la transcription ou recourir & des études immu-

nologiques.

IV - FRAGMENTS DE FEUILLES ETIOLEES CULTIVES IN VITRO.

Nous avons vu précédemment que les feuilles étioclées
obtenues au cours du forgage ne présentent pas d'activité de 1la
nitrate réductase. Comme des tissus foliaires peuvent &tre mis en
culture et présenter des phénoménes d'organogénése, nous avons vou-
lu voir si ces fragments étaient susceptibles d'@tre le lieu de
réduction du nitrate ou si cette activité de réduction se retrou-

vait dans les organes néoformés.

1) La stérilisation.

Bien que la méthode de préparation et de mise en
culture de fragments de feuilles soit classique au laboratoire
(VASSEUR, 1979 a et b), les difficultés rencontrées pour renouveller
les expériences avec la variété zoom nous ont amenés & préciser les

techniques pour ce matériel (Tableau 4).
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Fig. 7 : Activités de la nitrate réductase, exprimées en
pourcentage, a4 différents stades de la culture in
vitro d'explants de feuilles étiolées d'endive.
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Scehéma 2 : Localisation du cal et du bourgeon néoformés
dans des explants de feuilles étiolées, mis en
culture.
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Sehéma 3 : Aetivité de la nitrate reductase dans les diffé-
rentes zones d'explantats foliaires munis d'un
cal. : '
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Les concentrations habituelles d'hypochlorite de
calcium ne donnant pas de résultats satisfaisants, nous avons
essayé différentes concentrations d'hypochlorite de calcium et
différents temps de stérilisation, ainsi que d'autres désinfec-

tants et d'autre milieu de culture.

Des solutions de chlorure mercurique 3 1°/,, pro-
voquent la nécrose des tissus et d'autre part des traitements par
1'éthanol & 70 7 suivis par des bains d'hypochlorite permettent

4

d'obtenir des cals mais freinent l'apparition des bourgeons. Fina-
lement 1l'utilisation de l'hypochlorite de calcium & 150 g.l’-1
pendant 40 minutes donne:: les meilleurs résultats lorsque

les explantats sont cultivés sur le milieu de MURASHIGE et

SKOO0G (1962).

2) Activité de la nitrate réductase & différents stades dans
les explantats foliaires cultivés in vitro.

Les difficultés que nous awons rencontrées pour la
culture des fragments foliaires, ne nous ont pas permis de suivre
1'évolution de l'activité de la nitrate réductase au cours d'un
cycle de culture. Nous avons donc analysé l'activité dans les ex-
plantats, les cals, les bourgeons et les racines néoformés, a3 trois

stades différents (Fig. 7).

Aprés 4 jours de culture (stade "explantat")l'activité
est mesurée dans les disques foliaires : elle est présente mais
tres faible (Fig. 7). Au 21éme jour de culture un cal apparait dans
la partie proximale de 1l'explantat, (schéma 2). L'activité est en
général plus élevée dans le cal néoformé que dans 1'explantat foliai-
re (Fig. 7). En plus, les disques sont divisés en 3 parties : le cal,
la moitié proximale et.la moitié distale de l'explant (schéma 3).
L'activité est la plus importante dans le cal néoformé et demeurs
sensiblement identique dans les 2 parties du disque initial. Aprds
56 jours de culture, des bourgeons et des racines se sont diffé-
renciés & partir des cals qui se nécrosent.C'est dans les racines
néoformées que 1'activité de la nitrate réductase est la plus im-

portante (Fig, 7). Cependant, dans les feuilles des bourgeons néo-
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Schéma 4 : Activité de la nitrate réductase dans les dif-
férentes parties d'explantats munis d'un cal
et de bourgeons néoformés.

=1 1

L'activité enzymatique est exprimée en pmol. NOZ. h . g MF

®
LILLE

Sehdéma 5 : Activité de la nitrate réductase dans les cals
organogénes et non organogénes produits par
des explants foliatres.

. 13 ’ . £ P - -I
L'activité enzymatique est exprimee en umol. NO,. h . -1 MF



formés, apparalt une faible activité de la nitrate réductase,
sensiblement égale a4 celle que l'on observe dans les cals au
21eéme jour. Ce méme phénoméne est retrouvé lors de 1'apparition

des bourgeons sur les cals (Schéma 4).

-

Dans certains cas sur le milieu de MURASHIGE et
SKOOG (1962), nous avons noté, en plus des cals qui se développent
normalement dans la partie proximale de l'explant, l'apparition
de cals dans la partie distale. Ces cals ne donnent jamais naissance
a des bourgeons ni a des racines. Ils présentent une activité de
la nitrate réductase importante (Schéma 5) qui est 1,7 fois plus

élevée que celle du cal portant des bourgeons.

En conclusion, on remarquera que les fragments de
feuilles ne présentant normalement pas d'activité de la nitrate
réductase, en acquiérent lorsqu'ils sont excisés et transplantés
sur un milieu contenant du nitrate. Cependant 1l'activité est tou-
jours la plus forte dans les tissus jeunes et néoformés, ce qui
rejoint les observations d'EVANS et NASON (1953) qui avaient montré
que les tissus jeunes et métaboliquement actifs possédent la plus

grande capacité de réduire le nitrate,.

De plus parmi les organes néoformés, ce sont les
racines qui ont l'activité la plus forte puisqu'elle est 14 fois

supérieure a celle des bourgeons.

V - ACTIVITE DE LA NITRATE REDUCTASE DANS LES GRAINES ET LES
PLANTULES D'ENDIVES.

Dans la mesure ol l'activité de la nitrate réduc-
tase est importante dans les racines néoformées et dans les racines
secondaires qui apparaissent sur la racine principale au cours du
forcage, nous avons voulu voir comment l'activité se répartirait
dans les différents organes qui se différencient lors de la germina-

tion d'une graine.

-

Comme il a été indiqué dans le chapitre Matériel et
Méthodes, plusieurs solutions ont été utilisées pour 1'imbibition
des graines et le développement des plantules, & savoir une solution

de Ca (NO,),, 4 H,0,identique & celle utilisée pour le forcage,
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Fig. 8 : Activité de la nitrate réductase dans des graines
et des plantules d'endive soumises d différentes so-

lutions.
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une solution de HELLER (milieu des cultures Zn vitro des fragments

racinaires) enfin de l'eau distillée qui sert de témoin.

Lors de la culture nous observons différents stades

selon le schéma suivant :

Stade Stade Stade lecdi Stade
*grai raine i t remiere
dere. Jape,  rodide  plonwle "R
' 3 + + ,;’ 4 >
Oh 24 h 48h 72 h 288

Le stade plantule est caractérisé par le développement
des cotylédons, l'apparition de l'hypocotyle, 1'élongation et la

ramification de la radicule.

Les graines non imbibées ne présentent aucune acti-
vité de la nitrate réductase qui apparalit aprés 24 h d'imbibition
(Fig. 8). Quellgquesoit la solution d'imbibition utilisée, l'activité
est sensiblement égale mais cependant légérement plus faible pour
1'eau. Ceci montre que l'entrée d'eau seule dans la graine suffit A
déclencher l'activité de réduction qui doit vraisemblablement s'ef-
fectuer aux dépens du nitrate endogéne. En effet l'apport d'ions
nitriques dans la solution n'augmente que trés faiblement 1l'activité

de la nitrate réductase.

Lors des stades ultérieurs, la situation se modifie
beaucoup. En effet, lorsque la radicule se développe (stade radicule)
l'apport de nitrate exogéne provoque un accroissement important
de l'activité. Cet effet favorable du nitrate se retrouve au stade
suivant ol les cotylédons se déploient (stade plantule). A ce moment,
cependant l'activité reste essentiellement localisée dans les racines,
quelque soit la solution nutritive utilisée. Au stade premiére feuil-
le qui est caractérisé par 1l'apparition des deux premiéres feuilles

qui se développent en présence des cotylédons, l'activité reste plus



importante dans les racines, et la nature de la solution nutritive

joue un rSle moins important.

La comparaison des activités aux stades radicule,
plantule gt premiere feuille, montre qu'elle est toujoﬁrs plus
importante dans les racines. Cependant au stade plantule l'apport
d'une solution de nitrate de calcium provoque l'activité maximale
alors qu'au stade radicule il n'existe aucune différence entre la
solution de nitrate de calcium et la solution de HELLER. La diffé-
rence de comportement entre la radicﬁle et la racine ramifiéde pourrait
s'expliquer par la teneur différente en nitrate des deux solutions.
La solution de HELLER étant en effet plué riche en nitrate, il se
peut qu'il y ait un effet de saturation de l'enzyme par le substrat,
plus net au stade plantule qui posséde un systéme racinaire ramifié.
Dans ces conditions, la solution de nitrate de calcium ne serait
pas saturante ou moins saturante. Au stade radicule au contraire,
le nombre de sites de réduction du nitrate est vraisemblablement
plus réduit et les deux solutions pourraient exercer un effet de
saturation sur l'enzyme. On pourrait aussi expliquer la différence
de comportement par des phénoménes d'interactions ioniques dans
la mesure ou la solution de HELLER est plus riche en ions que 1la

solution de nitrate de calcium.

Au cours du développement de la plantule lorsque les
racines et les cotylédons vieillissent l'activité de la nitrate
réductase diminue dans les deux types d'organes et de fagon trés
spectaculaire dans les racines. A ce stade (stade premiére feuille)
on voit apparaltre l'activité dans les feuilles. Ceci montre qu'une
partie du nitrate est transloquée dans le systéme foliaire ol elle
est réduite. A ce stade il existe donc deux systémes de réduction

qui cohabitent dans deux organes différents.

VI - COMPARAISON DE L'ACTIVITE DE LA NITRATE REDUCTASE DANS DES
PLANTULES ET DES JEUNES PLANTS NEOFORMES.

Nous avons vu jusqu'ad présent que l'essentiel des
activités dans les tissus jeunes était souvent localisé au niveau
des racines. Nous avons donc comparé l'activité de réduction dans

des plantules issues de germinations et dans des jeunes plants qui



Tableau 5 : Activité de la nitrate réductase dqns les plan=
tules et les jeunes plants néoformés. Comparati-—
son des méthodes in vivo et in situ.

o

Méthode "in situ”

Méthode "in vivo”

Plantes provenant Feuilles 0,028 %+ 0,004
de feullles étiolées
cultivées in vitro Racines C,122 £ 0,018
Plantules provenant Feuilles } 0,152 + 0,012
de germination cotylédonnaires

. de graines Racines 0,396 £ 0,020

Plantes provenant Feuilles 0,027 * 0,004
d'explantats racinaires

cultivés irn vitro Racines 0,068 + 0,001

0,035

0,391

0,049
0,655
0,069

0,105

0,006

0,024

0,003
0,034
0,001

0,016

B

A

Act. NR (pmol. h .g MF)

1

—

h -

est

_1
g MF et représentée par la moyenne.

calculé au risque de 5 Z (n=9).

L'activité enzymatique est exprimée en pmol. N0;.
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Fig. 9 : Activité de la nitrate réductase, mesurée in vivo,
en présence (~--#---) ou en absence (—0—) de
propanol, en fonction de la durée d'incubation.
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se différencient & partir de tissus de feuilles ou de racines

cultivés <n vitro.

Dans les plantules ou les plants issus de feuilles
étiolées-1'activité de la nitrate réductase demeurent toujours
plus élevée dans les racines. Cependant alors que les activités
dans les feuilleé éont sensiblement identiqﬁeé, celles des raci-

nes -sont plus faibles lorsqu'elles sont néoformées (Tableau 5).
Dans les plants issus d'explants racinaires, l'activité de 1la

nitrate réductase est toujours plus élevée dans les racines que
dans les feuilles.
Mais 1'activité de réduction du nitrate des racines

de graines mises a germer est toujours plus forte que celle mesurde

dans les racines des plantes néoformées,
De plus nous avons voulu voir si l'activité mesurée

reflétait la situation réelle dans ces différents organes. En effet,
par la méthode Zn vZvo on apporte du nitrate supplémentaire dans

la solution d'incubation. De plus, l'addition de propanol au mi-
lieu d'incubation peut provoquer des mélanges de nitrate localisé
dans des compartiments différents en modifiant la perméabilité des
systémes membranaires. Des mesures d'activité Zn vivo en présence
ou en absence de propanol ne nous ont pas permis de déceler de
différences significatives de l'activité aprés des périodes d'incu-

bation de différentes durdes (Fig. 9).

Donc le propanol ne modifie pas 1'activité mesurée
in vivo. Afin de vérifier si l'apport du nitrate avait une action
importante nous avons procédé 2 la méthode de mesure de l'activité
dite Zn situ (cf. Matériel et Méthodes). Dans ces conditions, on
s'apercoit que l'activité mesurée dans les racines est plus faible
que celle mesurée <<n vivo. Il apparait donc que le potentiel
d'activité réductrice est plus élevé dans les racines. Assez cu-
rieusement, les feuilles cotylédonnaires ont une activité plus
importante par la méthode 7Zn situ que par la méthode <n vive. Ce
fait expérimental qui a été observé a plusieurs reprises reste

incompréhemnsible pour l'instant.

VII - ACTIVITE IN VITRO -~ PROTOCOLE D'EXTRACTION DE LA NITRATE
REDUCTASE BT ESSAIS DE PURIFICATION.

Dans le but d'étudier la localisation de l'enzyme



Tableau 6 : Influence de divers P.V.P sur la stabilité de
l'activité de la nitrate réductase.

Présence dans Activité Activité

Tp PO4— 100mM pH7,5 NADH~ NR NADPH- NR
de
Polyclar AT 0,262 0,340
PVP scluble 0,174 0,251
Polyvinylpyrrolidon 0,136 0,176
K25
. . s . . , - —l -"'
Les activités enzymatiques sont exprimées en umol. NO,.h . g

le P.V.P. soluble est en solution a 25 Z.

LILLE

Tableau 7 : Influence du polyclar ajouté 4 divers moments
de l'extraction sur les activités NADH ou NADPH
nitrate réductase.

Présence du Activité Activité
Polyclar NADH-NR NADPH~-NR

au moment du
broyage 0,082 0,157

dans le tampon
d'extraction 0,087 0,137

NO,. h . g MF.

Les activités enzymatiques sont exprimées en pmol.
1 .
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dans les différents organes au cours de la différencietzion, nous
avons tenté de procéder a la purification de la nitrate réductase
selon un protocole mis au point pour l'enzyme du silé&ne (POULLE,

1979).

¢

1) Essais préliminaires.

Dans un premier temps nous avons utilisé le tampon
phosphate 0,1 M pH 7,5 & raison de 1 ml de tampon par gramme de
matiére fraiche. Aprés une centrifugation de 20 minutes & 7 000 g,
l'activité de la nitrate réductase mesurée inm vitro selon le
procédé, décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes, n'est
pas décelable. Aussi avons-nous tenté de stabiliser 1'enzyme
par l1'addition de B-mercaptoéthanol (10 mM), de cystéine (1 mM) ou

de caséine (3 7) qui se sont révélées &@tre sans effets.

Comme les extraits cellulaires prennent trés rapide-~
ment une coloration brune, nous avons pensé que l'enzyme pouvait
8tre inactivée par des produits d'oxydation des phénols présents
dans la plante. On sait en effet que les quinones peuvent contracter
des liaisons covalentes avec les protéines et inactiver les enzymes
(SRIVASTAVA et VAN HUYSTEE, 1977). Aussi avons-nous essayé diffé-
rents types de polyvinylpyrrolidone qui posséde des propriétés anti-
oxydantes ou qui inhibe l'oxydation des phénols. Il apparait & 1la
lecture du tableau 6, que le Polyclar AT (insoluble) donne les
meilleurs résultats, qu'il soit ajouté lors du broyage ou dans le
‘tampon d'extraction (Tableau 7). Et, en effet, l'activité de réduc~
tion NADH- dépendante reste relativement stable pendant 24 heures
(Fig. 10).

Aprés avoir réussi a stabiliser l'activité de la
nitrate réductase d'extraits totaux par le polyclar nous avons
étudié la spécificité du donneur d'électrons pour l'activité de
l'enzyme. I1 apparalt que la nitrate réductase fonctionne & la fois
avec le NADH et le NADPH (Tableau 6) et que l'activité NADPH est

méme légeérement supérieure & 1l'activité NADH.

L'addition de polyclar insoluble dans les extraits

rend difficile les opérations ultérieures de purification, aussi



Tableau 8 : Influence de NHWNO, et de la glutamine sur l'ac-
tivité de la nitrate réductase.

Présence dans Activité

Tp PO; 100 mM pH' 7,5 NADH-NR
de

Polyclar .seul 0,062

NH4NO3;0,1 M
avec polyclar 0,063

Glutamine 0,1 M .
sans polyclar 0,050

Glutamine 0,1 M
avec poylyclar 0,208

Les activités enzymatiques sont exprimées en umol.

NO,. h . g ME.

Fig. 11 : Activités NADH (=— ©O-—-) NADPH (—w——1) et

MV (—o——) des extraits en fonction du pH du
BU
e/

tampon d'extraction.
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Fig. 12 : Activités NADH (- ~o- -) NADPH (—v—7) et MV (—O0—)
des extraits en fonction de la concentration
molaire du tampon phosphate d'extraction.
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Tableau 9 : Influence de L'EDTA (ImM).et du FAD (10uM) sur
- les activités NADH, NADPH, MV~ nitrate réduc-
tase des extraits confectionnés dans le tampon

phosphate 50 mM pH 8,5, en présence de polyclar.

Conditions Activité Activité Activité
d'extraction NADH- NR NADPH- NR MV- NR

Tp PO,  50mM

PHg 5 0,074 0,087 0,227
’
BU =
LHLLE Tp PO4 50mM
pPHg 5 0,113 0,108 0,170

+ EDTA 1mM
+ FAD 10 uM

Les activités enzymatiques sont exprimées en umol.



avons-nous essayé d'incorporer des molécules solubles qui seraient

susceptibles de stabiliser l'enzyme. La présence de NHy (NO,) =n'a

aucun effet alors que la glutamine (0,1 M) ne protége 1l'enzyme
qu'en présence de polyclar (Tableau 8). Par ailleurs 1'EDTA (1 mM)

et le FAD (10 uM) n'ont aucun effet de protection,

2) Modifications des conditions d'extraction.

L'instabilité de l'enzyme nitrate réductase peut
également €tre due au fait que le broyage des tissus libére des
protéases qui se trouvent normalement dané des compartiments cel-
lulaires distincts des sites de réduction du nitrate. Or on sait
que l'essentiel de 1l'activité protéasique des tissus des végétaux su-
périeurs west 1lié a4 la présence de protéases dont l'activité se
situe a des pH acides ou proche de la neutralité. Aussi avons-nous
utilisé des tampons d'extraction ayant un pH basique compatible avec
l'activité de la nitrate réductase. Ainsi KUO et Coll. (1982) ont
utilisé avec succés un tampon Tris HCl pH 8,5 qui stabilise l'enzyme
de l'orge. L'emploi de ce tampon n'améliore pas la stabilité de
la nitrate réductase de l'endive si on ne lui ajoute pas de poly-
clar ; d'autre part il provoque l'apparition de composés verditres
différents des chlorophylles qui génent considérablement la mesure
de l'activité de la nitrate réductase. Aussi avons-nous modifié le
pH du tampon phosphate, que nous avons amené 3 8,5 puisque c'est
a cette valeur que les activités NADH et NADPH sont maximales (Fig.

11).

Par ailleurs, des modifications de la concentration
ionique du tampon phosphate ont été réalisées. L'activité est sen-
siblement identique pour des concentrations comprises entre 50 et
100 mM (Fig. 12). Aussi avons-nous utilisé pour la suite de notre
travail, le tampon phosphate 50 mM pH 8,5 auquel nous avons ajouté
de 1'EDTA (1 mM), du FAD (10 uM) et du polyclar (5 %) qui donne
de bonnes activités NADH- et NADPH- nitrate réductase (Tableau 9).

Enfin nous avons étudié quel était le volume optimum

de tampon phosphate qu'il fallait utiliser par unité de poids de
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Fig. 13 : Influence du rapport volume tampon/ masse de

tissu sur les activités NADH (—o—), NADPH (- -0~-),
MV (—v—).
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tissus broyés. Nous avons constaté que les quantités sont trés
importantes et pour des raisons de commodité de manipulation nous
avons procédé a des extractions qui utilisent 5 volumes de tampon

par gramme de matiére fraIche (Fig. 13).

3) Les donneurs d'électrons.

a) Le NADH.

Comme la nitrate réductase de l'endive ne présente
pas de spécificité stricte vis a4 vis des donneurs d'électrons et
qu'elle semble accepter aussi bien le NADH que le NADPH, nous avons
recherché la concentration optimale de nucléotides pyridiniques
dans le milieu d'incubation. L'activité la plus élevée est obtenue
sans addition de NADH (Fig. 14). L'addition de NADH exogéne au
milieu d'incubation provoque donc une diminution de 1'activité
apparente de réduction. Il semble enfin que la nitrate réductase de
l1'endive dispose de suffisamment de NADH endogdne pour réduire

le nitrate fourmni.

Afin de vérifier cette hypothése nous avons mesuré
l'activité d'extraits cellulaires soumis ou non 3 une incubation

de 30 minutes. Le protocole suivant a été adopté

Broyage des tissus
dans l'azote liquide

Poudre mise en suspension
dans du tampon d'extraction

|
i
i

i

100 pl - Décongélation 100 pi>
d'extrait (0h) d'extrait

Tampon Pi 1 ml Tampon Pi 1T ml
KNO, 0,1 ml KNO, 0,1 ml
coloration sans incubation a 27 ° C 30 min

incubation puis coloration ‘

4

Y

Centrifugation 4° ¢

100 Lﬂ.~\\\\\\\\ l ’/’/ﬂ’/’/’lpo ul

L\ T Surnageant

(Oh30) ‘
100 ul 100 pl =~

\\\\\\\\\\\\\Conservatiin dans la//////////
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Fig. 15 : Influence de l'incubation et du NADH sur l'acti-
vité NADH- nitrate réductase.
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(——O0——) Activité NADH- nitrate réductase en absence
de NADH dans le milieu réactionnel et sans incubation ;
(— —@— =) Activité NADH- nitrate réductase en absence de NADH
dans le milieu réactionnel et avec incubation ; (—-v— —)
Activité NADH- nitrate réductase en présence de 0,025 ml de
NADH dans le milieu réactionnel et avec incubation ; {(—wv—)
Activité NADPH- nitrate réductase, des gxtraits apres décon-
gélation (07), aprés centrifugation (0730) et ensuite dans
le temps. '



I1 apparalt que dés la décongélation, une coloration
rose seldéveloppe, elle correspoﬁd a une activité d'environ 0,2 umol.
NO?. h_‘.g_1 MF (Fig. 15). Deux éventualités sont envisageables : ou
bien cette coloration correspond a2 la présence de nitrite endogéne,
ou bien elle est le reflet d'une activité de la nitrate réductase qui
qui se déroule pendant la phase de décongélation. Or le broyage
des tissus directement dans les réactifs du nitrite ou dans un
tampon en présence d'alcool déhydrogénase et d'acétaldéhyde ne pro-
voquent pas de coloration rose ; de méme qﬁand nous avons étudié
l'activité de la nitrate réductase par la méthode in vivo, nous
n'avons jamais mis en évidence, dans les témoins non incubés, de
nitrite endogene 3 de telles comncentrations. Il faut donc admettre
lors des processus de broyage, que le mélange du contenu de divers
compartiments cellulaires met en présence l'enzyme, des donneurs
d'électrons et du substrat, permettant ainsi 1'amorce de la réaction
pendant la phase de décongélation. Cette réaction se poursuit d'ail-

leurs pendant la centrifugation puisque 1'on observe & la fin une
1 .1

activité correspondant a 0,4 umol. No;. h .g MF. Lorsque le
surnageant est maintenu au froid, l'activité continue de croltre

encore légérement puis elle diminue ensuite lentement.

Lorsque des aliquotes sont prélevées aux mémes stades
(décongélation, centrifugation, conservation), introduites dans le
mélange de réaction, puis mises en incubation, 1l'activité de la
nitrate réductase évolue de la méme facon que précédemment, mais
elle est toujours plus faible. La température relativement élevée
de l'incubation provoque donc une diminution de 1'activité enzyma-

tique.

Par ailleurs l'addition d'une solution de NADPH
(100 uM) ou de NADH (25 uM) dans le milieu d'incubation d'extraits
prélevés aux mémes stades que ceux décrits précédemment, réduit con-

sidérablement 1'activité enzymatique apparente (Fig. 15).

Or le NADH en particulier est suscceptible d'interfé-
rer avec la coloration du nitrite (HEWITT et NICHOLAS, 1964), ce-qui

constitue une source d'erreur dans l'estimation de 1l'activité de 1la



Tableau 10 : Activité NADH des extraits, avec ou sSans. in-
cubation, en présence ou absence de NADH, avec
ou sans addition d'ADH et d'acétaldéhyde & la
fin de l'incubation.

BU
LILLE
Conditions - Activité NADH- NR
sans ADH + acétaldéhyde 0,532
avec NADH
avec ADH + acétaldéhyde 5,616
sans
sans ADH + acétaldéhyde 1,936
incubation sans NADH )
avec ADH + acétaldéhyde 5,738
sans ADH + acétaldéhyde 0,091
sans NADH
avec avec ADH + acétaldéhyde 0,485
. , sans ADH + acétaldéhyde 0,345
1n?ggat+o? avec NADH
min avec ADH + acétaldéhyde 0,480

lLes activités enzymatiques sont exprimées en umol.
NO,. h . g . MF.



nitrate réductase. L'élimination de cette interaction est rendue
possible par l'addition d'acétaldéhyde et d'alcool déhydrogénase
a2 la fin-de l'incubation, juste avant la colorationm du nitrite.
L'alcool déhydrogénase (A.D.H.) catalyse en effet la réaction
suivante : .

CH, CHO + NADHH' =———== CH,CH,0H + NAD'

Cette réaction est instantanée et élimine donc 1l'excés de NADH.

+ . N .
Le NAD n'interfére pas avec la coloration.

Aussi afin d'éviter 1l'excés de NADH et de mesurer
l'activité réelle de la nitrate réductase, de 1'A.D.H. et de
l'acétaldéhyde ont été ajoutés dans les différents extraits. Les
résultats sont reportés dans le tableau 10. Il est possible de
constater une fois encore que le NADH interfére effectivement avec
la coloration puisque l'addition de 50 ul de NADH (1 mg.ml-l)
diminue apparemment l'activité de trois fois. Mais le point essentiel
est que les extraits non soumis 3 1'incubation renferment umne
quantité importante de NADH. En effet 1'addition d'acétaldéhyde et
d'A.D.H. augmente considérablement la va}eur de l'activité puisque

l'on passe de 1,9 2 5,7 umol N0; . h-.g- MF.

De plus, au cours des 30 minutes d'incubation, une
quantité importante de NADH endogéne est utilisée (diminution de
l'activité d'un facteur de 10) dans des réactions autres que celle
de la réduction du nitrate. En effet, l'apport de NADH ne restaure

pas l'activité présente dans les extraits non incubés.

En définitive pendant la période d'incubation, in-
terviennent- & la fois une déstabilisation de la nitrate réductase et

une oxydation du NADH,.

b) Le NADPH.

En ce qui concerne la spécificité de la nitrate
réductase de l'endive, nous avons voulu saveir si l'enzyme était
capable de recevoir des électrons et du NADH et du NADPH ou bien

si le NADPH était déphosphorylé puis transformé en NADH qui



Tableau 11 :Comparaison des activités d'extraits d'endive
et de la nitrate réductase purifiée d'épinard,
employés seuls ou en mélange.

Extraits Activité NADH-NR Activité NADPH~NR.
Feuilles d'Epinard 84,583 0
Feuilles d'Endive 0,782 0,900

Feuilles d'Epinard
+ 3,791 1,006
Feuilles d'Endive

- 89

Les activités enzymatiques sont exprimées en umol.

1l 1

NO,. h~ . g . MF.

Tableau 12 : Comparaison des activités d'extraits provenant
soit de l'apex racinaire, soit du collet, soit
de fragments de feuilles jeunes ou dgées ainst
que de leurs mélanges.

Extraits Activité NADH- NR Activité NADPH- NR

Racine pointe

(Rp) 0,161 0,254
Raciné au niveau
du collet 0,311 0,338
(Rc)
Feuilles externes
(Fe) 1,392 1,306
Feuilles internes
(Fi) 1,223 1,440
Rp + Fe 0,800 0,660
Rp + Fi 0,892 0,816
Rc + Fe 0,846 0,854
Rc + Fi 0,821 0,730

Les activités enzymatiques sont exprimées
1 1

pmol. NO,. h ., g . MF

en



serait alors le véritable donneur d'électrons.

Dans cette optique, le protocole expérimental
suivant a été utilisé : l'activité NADH et NADPH est mesurée
(1) dans une préparation purifiéde d'épinard
(2) dans un extrait de feuilles d'endive
(3) dans un mélange comprenant de l'extrait de feuilles
d'endive et de p?éparation d'épinard.
Or la nitrate réductase de 1l'épinard n'est active qu'en présence
de NADH, ce qui est vérifié dans le tableau 11. Dans ces conditions
si 1'extrait de feuilles d'endive contient une phosphatase qui aboutit
3 la transformation du NADPH en NADH, on doit observer un accrois-
sement considérable de 1l'activité NADPH lorsque les deux enzymes
d'épinard et d'endive sont en mélange. L'enzyme d'épinard étant
en effet trés active, elle doit utiliser immédiatement le NADH qui
serait formé et l'activité mesurée dans ces conditions sera nette-
ment plus importante que celle mesurée lorsque la nitrate réductase
d'endive est seule dans le milieu réactionnel. Les résultats reportés
dans le tableau 11 montrent qu'il n'en est rien. Il semble donc
que les feuilles d'endive possédent une nitrate réductase capable

d'utiliser aussi bien le NADH que le NADPH comme donneur d'électrons.

4) Recherche d'inhibiteurs.

Comme la mesure in vitro de l'activité de la nitrate
réductase est bien mise au point, nous avons voulu savoir si la
disparition de l1'activité enzymatique dans les racines était un
phénoméne 1ié simplement & 1'évolution physiologique des tissus,
ou si au cours de cette évolution, la modification de cette acti-
vité n'était pas le fait de l'apparition d'unm inhibiteur.

Nous avons donc préparé des extraits de fragments de
racine prélevés soit dans la région apicale soit dans la région du
collet, ainsi que de fragments de feuilles jeunes et Agées. Les
activités de chaque extrait ainsi que celles de mélanges d'extraits

foliaires et racinaires ont été mesurées {(Tableau 12).

L'activité la plus importante est présente dans les

feuilles aussi bien lorsque le NADH o6u le NADPH sont les donneurs



d'électrons. L'activité la plus faible est celle de la partie
apicale de la racine. Lorsque des mélanges d'extrait de racine
~extrait de feuille sont effectués, l'activité est toujours infé-
rieure 4 la somme des deux activités. On peut donc penser qu'il
existe un inhibiteur de l'activité de la nitrate réductase dans

les racines et que cet inhibiteur est capable de freiner l'activité
de la nitrate réductase foliaire. La nature de cat inhibiteur reste

bien entendu inconnue.

Cependant, l'interprétation de ces résultats doit
amener a beaucoup de prudences. En effet, outre l'éventualité de 1la
présence d'un inhibiteur, on peut penser qu'avec les extraits raci-
naires on introduit soit des NADH ou NADPH oxydases, soit des com-
posés phénoliques en grande quantité, susceptible d'étre oxydés.
De telles expériences demanderaint & &tre renouvellées avec des

extraits enzymatiques au moins partiellement purifiés,

5) Essais de purification.

Comme l'extraction de la nitrate réductase de l'en-
dive est rendue possible grdce & la présence du polyclar, nous avons
tenté de la purifier. Mais malheureusement l'activité enzymatique
est perdue soit aprés la précipitation au sulfate d'ammonium soit
lors de la purification par chromatographie d'affinité ou d'adscrp-
tion. Ainsi toutes les tentatives de purification de l'enzyme ont

échoué par suite de la perte de 1'activité de la nitrate réductase.



DISCUSSION

I - MESURE DE L'ACTIVITE DE LA NITRATE REDUCTASE : ASPECTS
METHODOLOGIQUES.

La mesure de l'activité de la nitrate réductase
peut s'effectuer selon plusieurs méthodes dont aucune n'est vrai-

ment satisfaisante en soi.,

En effet la méthode Zn vitro qui utilise des broyats
tissulaires ne rend pas nécessairement compte de la vitesse de ré-
duction du nitrate dans le tissu (BRUNETTI et HAGEMAN, 1976) puis-
qu'elle met en contact les composants de la réaction enzymatique
qui peuvent &tre localisés dans des compartiments cellulaires dif-
férents. A la condition d'avoir pris les précautions nécessaires
; PURVIS
et TISCHLER, 1976 ; LEONG et SHEN, 1982) elle représente en fait

la capacité de réaction maximale de l'enzyme présente dans les cel-

pour éviter toute inactivation (SCHRADER et Coll., 1974

lules.

La méthode de mesure in vivo effectuée sur des frag-
ments d'organes (FERRARI et VARNER, 1971 ; JAWORSKI, 1971) donne
de la réaction de réduction une image un peu plus réelle. Elle per-
met d'évaluer le nitrite formé dans les tissus maintenus en anaé-
robiose dans un milieu d'incubation liquide (HEUER et PLAUT, 1978
LAWRENCE et HERRICK, 1982) et & 1l'obscurité,

»
b

Quant & la méthode dite inm situ, elle permet appa-
remment d'évaluer l'activité réelle de la nitrate réductase en
évitant l'incubati;n dans un milieu liquide (JONES et SHEARD, 1978 ;
ROBIN et Col., 1983 b).

Dans ce travail, l'activité de la nitrate réductase
a été mesurée en utilisant essentiellement la méthode <n vivo. En
effet, nous avons vu précédemment que le broyage des tissus d'endi-
ve était suivi d'une inactivation trés rapide de l'activité de
réduction. Cette inactivation peut &étre attribuée & plusieurs fac-

teurs. Elle pourrait en effet &tre due 2 la libération d'un inac-



tivateur. Nous avons en effet montré que le mélange d'extraits
racinaires et foliaires présentait une activité inférieure 2
celle qui résulte de la somme des deux activités partielles
(Tabl. 12, p. 89). Cependant comme l'activité deé deux extraits
est supérieure 4 celle de l'extrait racinaire seul, nous pensons
que ce sont essentiellement les racines qui contiennent 1'inacti-
vateur. L'inactivation touche aussi bien l'activité NADH : que
NADPH : nitrate réductase. Pour WALLACE (1973 a et 1975), il
existe un systéme d'inactivation spécifiqﬁe de la nitrate réduc-

tase. La nature de l'inactivateur reste cependant indéterminée.

De plus, l'inactivation peut également &tre liéde 2
l'oxydation du latex ou des polyphénols qui sont en grande quantité
dans les divers tissus de l'endive. En effet en absence de toute
protection contre les phénoménes oxydatifs, les extraits brunissent
trés rapidement. Nous avons aussi montré que le seul protecteur
vraiment efficace de l'activité de la nitrate réductase est le
Polyclar (Tabl. 6, p. 75). Aussi toutes les tentatives de purifi-
cation de 1l'enzyme ont-elles échouédes puisque la perte de 1l'activité
NADH ou NADPH : nitrate réductase est définitive dés 1l'étape de
précipitation par le sulfate d'ammonium. Par ailleurs la stabilisa-
tion de l'enzyme par le Polyclar exclut toute tentative de purifi-
cation de 1'enzyme par chromatographie d'affinité ou d'adsorption,

puisque le Polyclar colmate les colonnes.

La nature du matériel étudié nous a donc interdit
d'utiliser la méthode <in vitro.I1l faut cependant noter que l'activité
potentielle de la nitrate réductase de l'endive est plus élevée
que son activité réelle <n vivo. En effet, l'activité fesuréde Iin
vitro est 10 fois supérieure dans les racines et 4 et 2 fois dans
les feuilles internes et externes respectivement (Tabl. 1, p. 46
et Tabl. 2, p. 89). Ces résultats concordent avec ceux obtenus par
WALLACE (1975), chez le mails ol l'activité mesurée 7in vitro est
5 fois plus élevée que celle mesurée %n vVZvo. Par contre chez le
soja (HATAM, 1978) et le siléne (POULLE, 1979) les résultats sont

inverses.



Par ailleurs, l'une des critiques avancées a l'en-
contre de la méthode Zn vivo est l'incorporation du propanol au
milieu d'incubation. Le propanol a en effet été utilisé parce
qu'il modifie la perméabilité membranaire, ce qui permet un meil-
leur efflux des nitrites formés. Cependant il peut aussi provoquer
une fuite de nitrate du pool de stockgge vacuolaire vers le pool
métabolique en modifiant la perméabilité du tonoplaste (FERRARI
et Coll., 1973 ; JONES et SHEARD, 1977 ; LIN et KAO, 1979 ;
LAWRENCE et HERRICK, 1982) ce qui se traduit par un accroisse-
ment de 1'activité de réduction. Or dans les divers tissus d'en-
dive, 1'apport de propanol au milieu d'incubation, dans nos con-
ditions de mesure,ne modifie pas l'activité (Fig. 9, p. 73) ce
qui est en accord avec d'autres travaux (SUBBALAKSMI et Coll.,
1979 ; YONEYAMA, 1981).

Enfin nos résultats montrent que chez les plantules
l'activité mesurée <7 VZV0 est supérieure 2 celle mesurée in situ
(Tabl. 5, p.73). Cette différence pourrait &8tre dttribuée soit 3
un défaut d'hydratation lors de 1'emploi de la seconde méthode, soit
a un apport de nitrate dans le milieu d'incubation lorsque la mesure

est effectuéde in vivo.

II - SPECIFICITE DU DONNEUR D'ELECTRONS POUR LA NITRATE REDUCTASE
DE CICHORIUM INTYBUS.

Pour ce qui est de la spécificité du donneur d'é-
lectrons, l'enzyme extraite, tant des racines que des feuilles,
est bispécifique : elle peut utiliser aussi bien le NADH e que la
NADPH. Selon WELLS et HAGEMAN (1974) l'activité dite NADPH
nitrate réductase serait un artefact 1ié i une activité phosphata-
sique qui transformerait le NADPH en NADH qui serait en fait le
véritable donneur d'électrons. Or dans les tissus de l'endive nous
avons montré la coexistence des deux types d'activité (Tabl. 11,
p. 89) qui sont, par ailleurs toutes deux stimulées par 1'EDTA
(1 mM) et le FAD (10 pM) (Tabl. 9, p. 80). Or JOLLY et Coll.(1976)
ont montré que le FAD stimule 1l'activité NADPH : nitrate réductase
mais non celle liée -au NADH. Par ailleurs, ces auteurs montrent que

la présence de cystéine dans le tampon d'extraction inhibe l'activité



NADH-~dépendante, mais est nécessaire 3 l'activité NADPH : nitrate
réductase. Chez l'endive, l'absence de cystéine ne mqdifie pas

l'activité NADPH-dépendante,

Par ailleurs les activités NADH ou NADPH : nitrate
réductase varient selon le stade de développement d'un organe.
Ainsi chez le soja la NADH : nitrate réductase est trés active

dans les jeunes cotylédons alors que 1'activité NADPH-dépendante

prédomine au cours du vieillissement de ces cotylédons. Chez
l'endive, les deux types d'activité ne se modifient pas au cours
du vieillissement des feuilles alors que dans la racine tubérisée
l'activité NADPH : nitrate réductase est la plus importante dans

les parties matures (Tabl. 12, p.89).

Enfin il semble que les tissus d'endive contiennent
suffisamment de NADH pour que la réaction de réduction du nitrate
puisse s'effectuer, puisque les activités mesurées, en absence de
NADH exogéne, sont supérieures 2 celles mesurées en sa présence.
Ce qui montre bien que le NADH peut interférer avec la coloration

du nitrite, qui peut-&tre abaissée d'un facteur 6. (Fig. 15, p.85).

III - ACTIVITE DE LA NITRATE REDUCTASE AU COURS DES DIFFERENTS
STADES DE DEVELOPPEMENT DE CICHORIUM INTYBUS.

Au cours de la germination des graines d'endive,
l'activité de la nitrate réductase apparailt dés l'imbibition et
augmente jusqu'au stade plantule (Fig. 8, p. 70). A ce stade,
l'activité des racines est d'ailleurs supérieure 3 celle des radi-
cules, alors que chez d'autres espéces, l'activité de réduction

n'est détectable dans les racines qu'avant leur élongation (RADIN,
1974).

Par ailleurs lorsque les feuilles apparaissent, les
racines conservent toujours une activité élevée jusqu'a la tubéri-
sation compléte. Pourtant deés que le processus de tubérisation se
met en place les feuilles présentent une activité qui va croissante
(Tabl. t, p. 46). Donc lors des processus de maturation et de

vieillissement de 1'endive, les feuilles prennent progressivement



le relais de la réduction nitrique. Des résultats idéntiques

ont été décrits chez le citron (BAR-AKIVA et SAGIV, 1967), le
soja et le tournesol (WEISSMAN, 1972), le mais (WALLACE; 1973 b ;
ASLAM et OAKS, 1976) et chez le coton (RADIN, 1974 et 1975).

A la fin de la premiére année de végétation, alors
que la élante est constituée d'une rosette de feuilles vertes et
d'une racine tubérisée, l'activité est trés faible dans la majeﬁr
partie de cette racine sauf dans la région sous le collet et forte
dans les feuilles (Fig.1, p.48). La situation est d'ailleurs iden-
tique dans les jeunes plants de 62 jours 2 un moment ol la tubéri-
sation est commencée (Tabl.1, p.46). Cette observation est en con-
tradiction avec les résultats obtenus chez le maIs (WALLACE, 1973 b
GASPARIKOVA et Coll., 1978 ;3 OAKS et STULEN, 1980) ol la réduction
du nitrate s'effectue essentiellement dans la partie apicale de 1la

racine. I1 faut cependant remarquer que, lorsqu'une racine tubéri-

b
sée est mise en forgage, c'est dans la partie apicale que se déve-
loppe d'abord l'activité de la nitrate réductase. Lorsque des raci-
nes secondaires apparaissent c'est 1a que s'effectuera l'essentiel

de la réduction (Fig. 1, p.51 et Fig.3, p. 53).

Lorsqu'au cours du développement, les feuilles ef-
fectuent a4 leur tour la réduction du nitrate, ce sont toujours les
plus jeunes qui présentent 1l'activité la plus intense (Tabl. 2,

p. 49). De la méme facon ce sont les plus jeunes limbes, apparus
sur la hampe florale, qui renferment la plus forte agctivité de 1la
nitrate réductase (Schéma 1, p. 56). Ces résultats corroborent

ceux obtenus chez le XanthZum (WALLACE et PATE, 1967), chez le blé
(SIMMONS et MOSS, 1978 ; HALLAM et BLACKWOOD, 1979),chez le concom-
bre (BLAHOVA et SEGETA, 1980) chez le mil (NGAMBI et Coll., 1981)
ou chez le pois chiche (EVANS, 1982) ol l'activité est toujours la

plus intense dans les feuilles jeunes.

‘De plus dans les feuilles de 1a rosette c'est tou-
jours dans la partie distale que l'activité est la plus importante

(Tabl.2, p. 49). Or cette partie du iimbe est essentiellement formée



de mésophylle qui recoit une quantité de lumiére importante. Or
on sait que la lumidre stimule l'activité de la nitrate réductase
(CANDELA et Coll., 1957 ; AMINDARI et Coll., 1978 ; KATO, 1980).
Par ailleurs c'est dans le mésophylle que s'effectuent les réac-
tions de la photosynthése, qui est un processus important dans la
fourniture des nucléotides réduits. On sait, en effet que chez le
mals, la nitrate réductase est localisée dans le mésophylle (NEYRA
et HAGEMAN, 1978).

L'activité de réduction du nitrate n'est par contre
jamais décelable dans les tissus foliaires d'un bourgeon étiolé.
Cette absence d'activité pourrait tre attribuée au manque de lu-
mi&ére qui, chez certaines espéces, est nécessaire a l'activité en-
zymatique (BEEVERS et HAGEMAN, 1969 ; KLEPPER et Coll, 1971 ; RAO
et RAINS, 1976 b ; TRAVIS et Coll., 1970 a et b). Or le transfert du
bourgeon étiolé i la lumidre n'améne pas l'apparition de l'activité
lors du verdissement des limbes. On peut alors supposer- que la
nitrate réductase existe dans les feuilles étiolédes sous une forme
inactive, ou qu'elle est inhibée par unm inactivateur. A moins que
le transfert qui s'effectue 3 la fin de la période de forcage in-
duise le verdissement des tissus matures qui seraient dans 1'incapa-
cité de réduire le nitrate. Pourtant méme dans les feuilles internes
qui sont en principe les plus jeunes, on ne détecte jamais d'activi-
té de la nitrate réductase. Une autre explication pourrait &tre que
ces feuilles étiolées qui contiennent des quantités d'eau, de glu-
cose et divers produits de polymérisation du fructose, constituent
en fait un organe de réserve., Dans ces conditions et comme dans le
cas de la racine tubérisée, l'apparition d'une fonction de réserve
inhiberait 1l'expression de l'activité de la nitrate réductase en
modifiant l'utilisation des potentiels énergétiques ou en faisant

varier le potentiel hydrique ( SHANER et BOYER, 1976 b).

A ce moment du forcage, la réduction du nitrate s'ef-
fectue dans les racines seconddires jeunes et prive, du moins

4 certains moments, les feuilles étiolées d'ions nitriques.

En résumé, il est clair que l'activité de la nitrate

réductase est toujours la plus intense dans les tissus jeunes alors



que les organes de réserve (cotylédons, racines tubérisées,
feuilles étiolées) en sont partiellement ou totalement dépour-
vus. Pourtant la mise en culture inm vitro d'explants issus soit
de racines tubérisées soit de feuilles étiolées permet le déclen-
chement d'une activité dans ces tissus. Par ailleurs on a vu que
dans les plantes néoformées c'est au niveau des racines que 1l'on

observe l'activité la plus élevée.

IV - ACTIVITE DE LA NITRATE REDUCTASE ET MODIFICATION DES METABO-
LISMES. PROBLEME DE L'INDUCTION.

La culture Zn vitrc de tissus racinaires ou foliaires
provoque donc l'apparition d'une activité de la nitrate réductase
plus ou moins élevée., La durée de la phase de latemce d'environ
6 heures (Fig; 4, p. 57) est du méme ordre de grandeur que celle
observée dans des cellules de soja (0OAKS, 1974), de tabac (FILNER,
1966) ou de siléne (POULLE, 1979), pour lesquelles elle est de
3, 6 et 8 heures. Comme par ailleurs le transfert d'explants sur
un milieu neuf aprés 5 jours de culture (Fig. 6, p. 61) provoque
une légeéere élévation du tamwx d'activité, on peut penser que l'en-
zyme est soit synthétisée, soit activée lors de la mise en culture.
Ce qui pose le probléeme de 1l'induction de la nitrate réductase et
de la nature de son inducteur éventuel, qui est un phénoméne extré-
mement complexe chez les végétaux supérieurs., Nous avons vu en
effet que pour certains auteurs, le nitrate constitue 1'inductesur
primaire de l'enzyme, alors que pour d'autres il induit un acti-
vateur qui transforme 1'apoenzyme inactive en enzyme active. Com-
me nous n'avons pas effectué d'études qui utilisent des inhibiteurs
soit de la transcription soit de la traduction, nous ne pouvons
pas répondre directement 3 la question posée 3 savoir synthése
ou activation. Cependant l'inhibition des graines par de 1l'eau
distillée ou par une solution de nitrate permet l'apparition treés
rapide de l'activité de réduction (Fig.8, p. 70). Les ARN messagers
de la nitrate réductase, tout comme ceux d'autres enzymes, pourraient
donc exister dans les grainés séches, d'autant plus que la pré-

sence de nitrate exogéne dans la solution d'imbibition n'augmente



pas beaucoup l'activité. On peut donc penser que pendant les
premidres heures qui suivent 1l'imbibition, une partie du nitrate
stocké sert de substrat a2 l'enzyme. Au stade plantule, par )
contre la composition de la solution nutritive joue un rd8le plus
déterminant. En effet la fourniture de nitrate et de calcium, qﬁi
augmente l'activité de la nitrate réductase (DAVIDIAN et SALSAC,
1979), déclenche une activité plus importante que si une solution
nutritive plus complexe (solution de HELLER) est fournie. Dans
ce cas il semble que des interactions ioniques provoqueraient
une activité moindre. Par ailleurs la solution de HELLER contient
plus de nitrate (64 mM) que la solution de Ca (NO,), (3 mM). Un
effet de saturation de l'enzyme par le substrat pourrait alors

avoir lieu lorsque les racines sont en contact avec la solution

de HELLER.

Par ailleurs, nos observations montrent des relations
trés variables entre l'activité de la nitrate réductase et la teneur
en nitrate des divers organes étudiés. Bien que Cichorium <intybus
ne soit pas une plante qui accumule des quantités importantes de
nitrate comme peut le faire 1'épinard par exemple, la racine tubé-
risée est 1l'organe qui en contient le plus & la fin de la premiére
année de végétatiom, surtout dans la région située sous le collet.
Cependant a ce stade ce sont les feuilles qui présentent la plus
forte activité enzymatique. Il apparait donc qu'a une teneur éle-
vée de nitrate ne correspond pas obligatoirement une activité im-
portante. Cette observation faite également par OAKS et BIDWELL
(1970), FERRARI et Coll. (1973), EZETA et JACKSON (1975), SHANER
et BOYER (1976 a) et ADAMOWICZ (1980), suggére qu'une partie du
nitrate emmagasiné dans certains tissus est inaccessible 2 la ré-
duction. Par contre dans les feuilles vertes, l'activité de réduc-
tion est la plus élevée, 12 ol la teneur en nitrate est la plus

forte, c'est-a-dire dans les parties distales des feuilles.

Lorsque les racines sont mises en forcage, la racine
pivotante trempe dans une solution de nitrate de calcium (Fig. 2,
p. 51). L'activité de la nitrate réductase se développe dés les

premiers jours dans toute la racine, mais surtout dans sa pointe,



- 100-

alors que la teneur en nitrate n'augmente pas 3 ce moment. Donc
la fourniture de nitrate et de calcium permet soit 1l'induction
soit la stimulation de l'enzyme. Cela corrobo;e les observations
de PAULSEN et HARPER (1968), RAO et RAINS (1976 a), SASAKAWA et
YAMAMOTO (1977 b), DAVIDIAN et SALSAC (1979) et OAKS et STULEN
(1980) pour qui le nitrate est l'inducteur de l'activité de la
nitrate réductase. Dans le cas de l'endive comme la teneur glo-
bale du nitrate n'est pas affectée, il semblerait que ce soit

le flux et non la teneur tissulaire en nitrate qui améne 1'appa-
rition de 1'activité enzymatique (HEIMER et FILNER, 1971 ; SHANER
et BOYER, 1976 a).

Dans les jeunes racines qui se développent au cours
du forcage (Fig. 3, p. 53), la teneur en nitrate augmente dés le
début de leur formation mais 1'activité de réduction ne permet
pas d'utiliser la quantité absorbée, dont une fraction serait donc
transloquée dans la racine pivotante. En effet dans la racine
pivotante, la teneur en nitrate augmente dés que les jeunes racines
apparaissent (8éme jour). Par ailleurs une partie du nitrate passe
dans le bourgeon qui en accumule a3 un certain moment dans la par-
tie proximale des feuilles étiolées, lorsque la teneur en nitrate

des racines secondaires baisse (Tabl. 3, p. 54).

Ces résultats ainsi que l'observation des teneurs
en nitrate des explantats cultivés Zn vitro, confirment donc que
plus que la teneur c'est le flux de nitrate qui déclenche 1'acti-

vité de réduction.

Cependant en plus des variations du flux nitrique,
d'autres facteurs semblent intervenir dans la régulation enzyma-
tique. Nous avons vu que l'activité de la nitrate réductase semble
8tre sensible & la tubérisation de la racine et & l'apparition de
la succulence des feuilles étiolées et qu'elle pourrait &tre en
relation avec le métabolisme des hydrates de carbome. On sait en
effet que l'activité de la nitrate réductase d'un organe est régulée
par sa composition en glucides (MINOTTI et JACKSON, 1970 ; ASLAM et

Coll., 1976). D'autre part en cas de déficience en sucre, les racines
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de coton l'utilisent préférentiellement pour leur croissance
plutdt que pour la réduction du nitrate (RADIN et Coll., 1978).

Or chez l'endive, des modifications du métabolisme glucidique
apparaissent au cours du forgage (FIALA et Coll., 1983). En effet
dans la racine forcée, il semble que se mette en place une dégra-
dation des glucides par la voie des pentoses phosphates qui pour-

raient donc générer du NADPH nécessaire & la réduction du nitrate.

Par ailleurs l'excision de fragments racinaires ou
foliaires en vue de leur culture <n vitro peut amener des modifi-
cations du métabolisme des carbohydrates, d'autant plus que les
feuilles étiolées sont riches en glucose (FIALA et Coll., 1983),
et que le glucose associé au nitrate peut dans certains cas sti-

muler 1'activité de la nitrate réductase (ASLAM et OAKS, 1975).

Autrement dit la mise en place de flux nitrique et
les modifications métaboliques susceptibles de fournir des nucléo-
tides réduits sont sans doute des facteurs importants dans le fonc=-
tionnement de la nitrate réductase dans les divers tissus de l'en~-

dive.

V - LES OSCILLATIONS.

Nous avons vu que la tenmeur en nitrate ainsi que
l'activité de la nitrate réductase des racines en forcage et des
fragments racinaires cultivés <n vitro montrent des oscillations
significatives sans périodicité réguliére (Fig. 2, p. 52 et
Fig. 4, p. 57). Dans les racines en forcage, il existe une assez
bonne corrélation entre les modifications du taux de nitrate et de
l1'activité de réduction. Ces fluctuations, nous les avons coans-

tamment retrouvées au cours de notre travail.

Or les phénoménes oscillatoires décrits dans d'autres
travaux sont souvent de type circadign (ROTH-BEJERAMO et LIPS,
1970 b ; DUKE et Coll., 1978 ; GODLEﬁSKA et ROGOZINSKI, 1981 ;
GODLEWSKA, 1982) ou ultradien (STEER, 1974 et 1976) mais ont tous
été décrits pour des feuilles. Pour ROTH-BEJERAMO et LIPS (1970)



les fluctuations quotidiennes de l'activité de la nitrate réduc-
tase seraient influencées par les modifications du rapport cyto-
kinine-gibbérellines lors des alternances jour-nuit. Pour STEER

(1974) elles seraient 1iédes & la photosynthése, Dans l'endive ces
explications ne sont pas satisfaisantes du moins lors du forcage

puisque les plantes sont alors maintenues 4 1l'obscutité.

Les oscillations observées dans les racines secon-
daires ressemblent 3 un phénoméne de relaxation cyclique quasi
périodique tel qu'il a été défini par TONNELAT (1978). Méme si leur
nombre est limité , elles pourraient &€tre le reflet d'activités
métaboliques différentes dans les organes étudiés. En effet BURRIS
(1959) et SAWHNEY et Coll. (1978) montrent que la régulation de la
nitrate réductase est sous la dépendance de 1l'état énergétique des
tissus étudiés. Par ailieurs JOLIVET et Coll. (1976) ont montré
que le pouvoir réducteur des racines de CZchorium intybus décrolt
pendant la période de croissance et lors de la conservation. Par
contre la variation du pouvoir réducteur augmente au cours du for=-
gage. Ces modifications sont sans doute 2 relier aux variations

du métabolisme des carbohydrates.

Les raisons des oscillations pourraient donc &tre dues
4 des variations du pouvoir réducteur et/ou a une régulation des

hénoménes d'absorption du nitrate.
p



CONCLUSIONS GENERALES

La nitrate réductase de CZichorium intybus est bis-
pécifique pour le donneur d'électrons et correspond a la NAD(P)H
nitrate réductase, dont la stabilité est assez faible. D'une fa-
con générale, il apparalit bien que chez l'endive, le nitrate cons-
titue 1'inducteur de 1'activité de la nitrate réductase comme
1'ont montré les travaux de CANDELA et Coll. (1957), HEWITT et
AFRIDI (1959), HAGEMAN et FLESHER (1960), AFRIDI et HEWITT (1964);
BEEVERS et Coll. (1965), SHEN (1969), AMINDARI et Coll. (1978)
et ceux de LEWIS et Coll. (1982 ). De plus il semble que chez
Cichorium intybus, la totalité du nitrate ne soit pas soumise 2
la réduction. Cette observation s'inscrit bien dans le schéma pro-
posé par FERRARI et Coll. (1973) quli admettent l'existence de
deux pools nitriques cellulaires, l'un vacuolaire inaccessible a
la réduction, 1'autre cytoplasmique ou métabolique constituant la
fraction réductible. On peut donc penser que certains tissus de
Cichorium intybus , ceux de la racine tubérisée en particulier, mais
aussi ceux des feuilles étiolées sont constitués de cellules con-
tenant des ions nitriques qui contribueraient essentiellement au
maintien de 1'équilibre ionique et seraient ainsi distraits du
pool des ions réductibles. Il apparalt aussi que la teneur en ni-
trate d'un organe donné de Cichorium intybus ne constitue pas le
facteur déterminant de l'apparition ou de la variation de 1l'acti-
vité de la nitrate réductase. Or les travaux de SHANER et BOYER
(1976 a) ont montré que l'activité de la nitrate réductase est
régulée non par la teneur mais par le flux de nitrate. Méme si
cette relation entre absorption, flux et activité de réduction du
nitrate n'est pas toujours exactement vérifiéde (REED et HAGEMAN,
1980 a et b), elle semble applicable au moins au racines secondai-
res de Cichorium intybus apparues lors du forgage. Cette hypothése,
qui ne repose que sur l'analyse de variations du taux de nitrate
intratissulaire pendant le forgage, demanderait cependant & &tre

vérifide par des mesures de flux. Enfin, il résulte de nos travaux,
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que la nitrate réductase est trés active dans les jeunes racines

non tubérisées (racines de plantules, racines secondaires des
racines pivotantes du champ ou mises en forcage, racines néofor-
mées) et lorsqu'elles deviennent des organes de réserve, les feuilles
prennent le relais dans la réduction du nitrate. Et donc comme

EVANS et NASON (1953), la nitrate réductase est une enzyme des

tissus jeunes et métaboliquement actifs.

Chez 1l'endive la nitrate réductase accepte les
édlectrons et du NADH et du NADPH. Ces deux activités ne sont pas
spécifiques d'un organe déterminé puisqu'elles se retrouvent aussi
bien dans les racines que dans les feuilles., Alors que chez 1'épi-
nard la nitrate réductase des feuilles semble &tre différente de
celle des racines (FERRARIO et Coll., 1983), nous ne savons pas
actuellement si les deux activités mises en évidence chez 1l'en-
dive correspondent a une cu deux espéces moléculaires distinctes.
Enfin, les racines semblent contenir un inhibiteur capable de
modifier l'activité dans les feuilles. La nature de cet inhibiteur
nous est pour l'instant inconnue, mais il est vraisemblablement une
des causes de l'échec de la purification de la nitrate réductase de

Cichorium intybus.
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RESUME

- o = e o=

Lors du développement de Cichorium Zntybus, la
sitrate réductase est trés active dans les racines avant leur
tubérisation puis les feuilles prennent le relais dans la réduction
du nitrate. A la fin de la premiére année de végétation, l'activi-
té enzymatique est essentiellement localisée dans les feuilles et
dans une zone racinaire située sous le collet. Lorsque de telles
racines cont mises en forcage, en vue d'obtenir ua bourgeon étio-
1é (endive), 1'activité de la nitrate réductase se manifeste sar-
tout dans les jeunaes racines secondaires.Elle est nulle dans
les fevilles é:tiolées et le demeure méme si ces plantes sont mi-
ses a la lumiérs. Lors de la culture Zn vitro de frsgments raci-
naires ou foliaires, l'activité apparalt dés les premiéres heures, §
impliquant une synthése ou une activation de l'enzyme. La tramsplan
tation des explants racinaires au 5éme jour sur un milieu neuf abou
git A4 ume faible augmentation de l'activité enzymatique. La stabi-
lisation de 1'anzyme est rendue possible par la présence de Poly-
clar dans le teompcn d'extraction. L'enzyme extraite montre une
activitéd NADH et une activité NADPH. Elle présente donc uune bispé-
cificitéd vis a vis du donneur d'électrons. Des inhibiteurs sont ,
wis en évidencz au nivezu des racines mais leur nature ceste incon-
nue.

Mots e¢lés : MNitrate réductase NAD, NADP - aitrate =
Chizorée ~ Endive - Fcrgcage =- Racine
Culture sans sol - Organogenése





