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. RESUME

On a étudié I'action de la sécheresse induite par un traitement osmotique ou
par le desséchement du sol, sur I'activité de la catalase, de la phosphatase acide,
de la ribonucléase, de l'invertase et de I'a et {3 amylases.

1l a été possible de déterminer 'augmentation de Iactivité enzymatique qui
est le résultat d’une part de la solubilisation de I’enzyme contenue dans certaines
structures cellulaires, d’autre part de I'augmentation de I'activité totale.

La solubilisation se fait surtout & partir de la fraction chloroplastique. Elle
est moins importante dans Pespéce résistante G. anomalum.

Le chloramphénicol inhibe en partie I'activité totale de la phosphatase acide
et de la ribonucléase, résultante du -traitement osmotique, mais n’a pas d’effe
sur linvertase qui est inhibée par la cycloheximide. :

Cependant si une synthése de protéine parait étre nécessaire a I’augmen-
tation de Iactivité totale de la phosphatase et ribonucléase, les essais de
marquage et de purification par chromatographie sur colonne permettent de
constater que ces deux enzymes ne sont pas néoformées mais résultent de
la révélation de zymogénes.

SUMMARY

The effect of either osmotic or soil moisture stress on the activity of
catalase and of some hydrolytic enzymes (acid phosphatase, ribonuclease, inver-
tase and o~ and B-amylases), was studied.

The increase in activity can be assigned to an increase in enzyme solubili-
zation and to an increase in total activity.

Most of this solubilization affects the enzymes contained in the chloroplastic
fraction. The drought resistant species G. anomalum presents a much smaller !
solubilization. of acid phosphatase.

Chloramphenicol inhibits part of the total activity of acid phosphatase and
ribonuclease, under osmotic stress conditions but has no effect on invertase
activity wich is inhibited by cycloheximide.

(1) Cet article constitue larticle principal d'une Thése de Doctorat d’Etat (Sc. Nat.)
enregistrée au C.N.R.S. sous le numéro A.O. 4685 et soutenue le 8 juillet 1970 a la
Faculté des Sciences d’Orsay.

(2) Adresse actuelle : Laboratoire d’Ecologie Végétale. Faculté des Sciences (91), Orsay,

France. '
Ol R- S- T- O- MI \-.\

SR Collection ‘de Référence
EJJ/:

n® 4533 i QA_W_.J




414 I.B. VIEIRA-DA-SILVA

Nevertheless even if it appears that protein synthesis is necessary to the
rise of total activity of acid phosphatase and ribonuclease, labelling experiments
and column chromatography of these enzymes show that they are not synthetized
de novo but are rather the result of zymogene revelation.

INTRODUCTION

La résistance a la sécheresse des plantes supérieures peut étre le résultat de
deux types de caractéristiques. Le premier confére 2 ses plantes une « aptitude 2
éviter la déshydratation », certains aspects de ce type de résistance chez le
Cotonnier ont été déja publiés (VIEIRA-DA-SILVA, 1967). Le second correspond

N

a I« aptitude & résister & la déshydratation ».

Dans ce dernier cas, une des caractéristiques les plus importantes est celle
de la stabilité de I'activité enzymatique. Ce sera l'objet du présent travail, se
rapportant également aux espéces du genre Gossypium.

I revient aux auteurs russes d’avoir les premiers observé les liaisons qui
existaient entre I’état de desséchement des tissus et lactivité des systémes enzyma-
tiques (OPARINE, 1953).

Déja deés 1929, MaxiMov suggérait que seule I'étude approfondie des parti-
cularités chimiques et physiques du protoplasma pourrait conduire & une com-
préhension plus compléte de la nature de la résistance des plantes & la dessiccation,
et JLIIN (1935, 1953) admettait que Paltération de la structure du protoplasma
pendant le processus de déshydratation et de réhydratation était la cause des
effets nuisibles du desséchement qui conduit 4 la mort des tissus végétaux.

STOCKER (1961) dans sa revue des effets morphologiques et physiologiques
du manque d’eau sur les plantes, souligne que la modification des processus
enzymatiques est déterminée par une transformation de la structure du proto-
plasma. Il ajoute que dans le cadre d’une conception élargie de la physiologie, le
déroulement de nombreux processus vitaux peut s’interpréter comme une alter-
nance de périodes principalement réductrices-synthétisantes ou oyxdantes-destruc-
trices. A 'appui de son point de vue, il cite celui de MaxiMov (1941) selon lequel
Taction de la sécheresse (phase de réaction de STOCKER) aurait comme consés
quence une période d’oxydation et d’hydrolyse catabolique, tandis que Pendur-
cissement (phase de restitution de Stocker) serait une période de réduction et
de synthése.

Encore d’aprés STOCKER (1961) ces tendances synthétisantes -ou destructrices
se rattacheraient aux différentes structures, laches ou liées du protoplasma, telles
quelles apparaissent dans les variations de la viscosité et de la perméabilité.
L’¢lément de liaison entre les causes structurales et les conséquences fonctionnelles
serait l'activité des enzymes en fonction de I’état du protoplasma.

Les travaux des chercheurs russes, OPARINE (1937), OPARINE et KADEN
(1945), KursaNov (1940, 1946) qui ont été passées en revue par MOTHES (1956)
ont établi que les enzymes peuvent étre libres ou liées au complexe lipoprotéique.
Un relachement de ces liaisons, soit réversible, soit irréversible, conséquence de
plusieurs types de facteurs, dont la sénescence ou la déshydratation, provoque
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une libération de ces enzymes et accroit leur activité hydrolytique (voir OPARIN,
1953).

Comme le souligne STOCKER (1961) Paction du déficit hydrique sur I'activité
des enzymes, introduit des modifications d’une portée considérable dans I'ensemble
du métabolisme.

Il a fallu attendre le développement d’instruments perfectionnés, comme
le microscope électronique et l'ultracentrifugeuse, pour que les questions de
l'ultrastructure cellulaire et de la localisation des activités enzymatiques puissent
avancer.

C’est surtout I'école de DE Duve (DE Duve et WATTIAUX, 1966) qui a
contribué & la découverte dans les tissus animaux d’organites spécialisés contenant
de la phosphatase acide.

Ces particules nommées lysosomes contenaient de plus toute une série
d’autres enzymes hydrolytiques : cathépsine, (@-glucuronidase, ribonucléase acide,
desoxyribonucléase acide; la lyse de ces organites était responsable de la libération
de ces enzymes dans la cellule, libération suivie d’effets destructifs.

Un deuxiéme type de particules, els peroxysomes (voir DE DUVE et Bau-
DHUIN, 1966) séparés par BEAUFAY et al. (1964) contiennent les enzymes urate
oxydase, catalase et D-amino acide oxydase.

L’existence de particules dans les cellules végétales, correspondant a celles
trouvées chez les animaux, tout au moins en ce qui concerne leur fonction générale,
a été confirmée par plusieurs auteurs.

Ces auteurs ont trouvé les équivalents des lysosomes soit dans les particules
que DANGEARD (1919) a appelé sphérosomes (OLSZEWSKA et al., 1965; WALEK-
CZERNECKA, 1962, 1963, 1965; FREY WYSSLING et al., 1963; FREY-WYSSLING,
1965; JACKS et al., 1967; BAaLz, 1966; SEMADENI, 1967; MATILE et al, 1965;
MATILE et SPICHIGER, 1968; SOROKIN, 1967; SOROKIN et SOROKIN, 1968), soit
dans les vacuoles ou grains d’aleurone (Poux, 1963 a, b, 1965; MATILE et MOOR,
1968; MATILE, 1966, 1968 a et b, 1969; MATILE et WIEMKEN, 1967; JACKS et
YATsu, 1967; YATSU et Jacks, 1968) soit dans l'appareil de Golgi (BRANDES
et BERTINI, 1964) soit dans les lutoides du latex d’Hevea (PUJARNISCLE, 1965,
1966, 1968, 1969).

Cette localisation n’est pas exclusive et il ne paralt pas possible d’affirmer
qu'un seul organite ou structure cellulaire correspond aux lysosomes, définis
biochimiquement.

La découverte de phosphatase acide (RAGETLI et al., 1966 et RAGETLI, 1967)
et de ribonucléase (HADZIYEV et al., 1969) lies aux chloroplastes montre que
la situation est bien plus complexe que dans les cellules animales.

Il y a méme des auteurs, comme CORBETT et PRicE (1967) qui nient
Pexistence de lysosomes chez les végétaux.

La notion de lysosome reste cependant valable comme définissant une
structure contenant des hydrolases pouvant &tre libérées dans le contenu cellulaire
par une action plus ou moins violente d’agents extérieurs.

Les travaux sur les peroxysomes dans les végétaux sont bien moins nombreux
(K1sak1 et TOLBERT, 1969; TOLBERT et al., 1968, 1969; FREDERICK et NEwW-
60MB, 1969). Les peroxysomes des plantes isolées par l’école de Tolbert, ne
contiennent pas le méme bagage enzymatique que ceux des animaux. Tandis que
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ceux-ci possédent de l'uricase, D-amino acide oxidase et de la catalase, ceux
des plantes contiennent (Krsakr et TOLBERT, 1969) de la glycolate oxidase, de
la glutamate-glyoxylate aminotransférase, de la malate déshydrogénase et de la
catalase.

L’importance de ce systéme particulaire pour la photorespiration (Moss,
1968; NELSON et al., 1969) est évidente, et on peut imaginer facilement que ce
systéme puisse &tre responsable de I'augmentation de I'activité oxydasique indiquée
par STOCKER (1961).

Outre les auteurs russes cités plus haut, d’autres chercheurs avaient déja
trouvé une augmentation de 'activité des enzymes hydrolytiques sous Dinfluence
de Ja sécheresse : Iaugmentation de Pactivité de linvertase a été observée par
VASSILIEV et VASSILIEV (1936) celle de I’'amylase par SPOEHR et MILNER (1939),
celle de la ribonucléase par GATES et BONNER (1959), KussLER (1959) et DovE
(1967) et celle de la phosphatase acide par NIk et POLIAKOFF-MAYBER (1966).
La sécheresse provoquerait ainsi une accélération de la sénescence des feuilles.

Des études sur I'effet de la carence hydrique sur activité de la ribonucléase
dans les tissus foliaires et racinaires de trois espéces de Cotonnier, sur lactivité
soluble et totale de la phosphatase acide et sur l'effet des inhibiteurs ainsi que
sur U'effet de la sécheresse sur les glucides solubles chez le Cotonnier, ont déja
été présentées (VIEIRA-DA-SILVA, 1968 a, b, ¢; 1969).

Les liaisons entre la solubilisation de la phosphatase et celle de D'invertase
© et de la f-amylase dans les descendants d’hybridation entre une espéce résistante,
G. anomalum, et une espece sensible & la sécheresse, G. hirsutum, ont également
été étudiées (VIEIRA-DA-SILVA et PolssoN, 1969).

L’augmentation de lactivité enzymatique sous l'effet de la sécheresse peut
étre considérée, soit comme le résultat d’une action lysosomale, c’est-i-dire de
libération d’enzymes contenus dans des structures bien définies, soit comme le
résultat d’activation de zymogenes, par disparition d’inhibiteurs de ces enzymes,
soit encore comme le résultat d’une synthése de novo.

Nos travaux ont eu pour but de déterminer si cette augmentation d’activité
était due a une ou plusieurs de ces causes, de préciser la localisation cellulaire
de ces enzymes et aussi d’observer la corrélation entre cette augmentation d’activité
et la sensibilité a la sécheresse. La plupart des travaux a été faite sur les
hydrolases et une seule expérience a été réalisée sur la catalase.

METHODES ET TECHNIQUES GENERALES

Matériel végétal.

Plusieurs espeéces du genre Gossypium L. (Fryxell, 1968) ont.été utilisées pour ces
études : les espéces cultivées G. hirsutum et G. arboreum, et les espéces sauvages G. ano-
malum et G. thurberi. '

De la premiére eéi)éce nous avons surtout utilisé la variété Allen, largement cultivée
en Afrique de 1'Ouest et les variétés BJA, HAR 444.2 et ATH 555.7. Les deux dernitres
sont respectivement originaires d’un croisement entre G. hirsutum, G. arboreum et G,
raimondii, ‘et entre G. arboreum, G. thurberi et G. hirsutum. Les hybrides obtenus ayant
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été recroisés ensuite avec G. hirsutum. La race punctatum de cette espéce a aussi été
utilisée. '

I’espéce G. arboreum est originaire de l'Inde. G. anomalum est une espece africaine
qui se retrouve aussi bien dans ’hémisphére Nord que dans I’hémisphére -Sud,’ & la lisiere,
du cbté tropical, des deux grands déserts africains. Elle para1t gtre la seule espdce sauvage
de Cotonnier qui ne constitue pas une relique, étant trés bien adaptée & son habitat sec.
G. thurberi est une espéce américaine originaire de I’Arizona, qui parait &ire assez
sensible & la sécheresse.

Techniques générales de culture en milicu liguide.

Nous avons voulu provoquer expérimentalement dans des conditions trés controdlées,
le phénoméne de sécheresse, selon une technique permettant de I'induire dans la plante
a tout moment.

Dans ce but, nous avons effectué des cultures sur solution nutritive dont I’abaissement
de potentiel osmotique nous permettait d’obtenir Ia contrainte hydrique souhaitée.

Cette technique ne cherche pas & imiter la sécheresse du sol, les conditions étant assez
différentes (MACKLON et WEATHERLEY, 19654, b) mais & provoquer un déficit hydrique
dans les plantes dams des conditions bien déterminées de potentiel hydrique du milieu
racinaire.

Les cotonniers ont été cultivés sur une variante de la solution de HOAGLAND, ayant
pour origine, pour les éléments majeurs, la solution utilisée par BrRAUD (1967) pour la
culture du cotonnier sur sable, mais modifiée 1égérement, en vve de l'adapter & la culture
en milieu liquide. La composition en oligo-éléments est celle proposée par HEwITT (1952).

L'eau utilisée provient d’un déminéraliseur Zerolit MB 6, & lits de résines mélangées.
La culture est réalisée dans des pots en polyéthyléne ayant une forme parallélépipédique
de 13 cm de haut sur 10 cm de c6té et contenant 800 ml de solution nutritive. Un
systtme d’alimentation 4 niveau constant permet de remplacer la solution absorbée, par
la méme 4solution nutritive,

Utilisation des produits agissant sur le potentiel osmotigue de la solution nutritive.

De nombreux produits ont été déja utilisés pour provoquer un abaissement du potentiel
hydrique des solutions de culture, notamment le NaCl, le' mannitol, le saccharose et
certains polymeéres organiques.

Les sels, comme le NaCl, ayant des effets secondaires trés importants, nous avons
cherché un produit. qui, tout en étant inerte du point de vue métabolique, ne soit pas
I'objet d’une consommation par des microorganismes, ce qui éliminait aussi bien le
saccharose que le mannitol, voire méme les dexiranes.

L’absorption possible par la plante des produits agissant sur le potentiel osmotique
est aussi un probleme important. En effet les plantes peuvent absorber certaines petltes
molécules, ce qui abaisse le potentiel osmotique des tissus; elles sadaptent ainsi 2 une
diminution du potentiel de la solution nutritive.

Le polyéthylene glycol (PEG), qui présente des po1ds moléculaires pouvant varier
de 200 a 20000 et qui n'est pas fermentescible, parait &tre une substance capable de
remplir ce rdle de produit agissant sur la. pression osmotique, dans nos expériences.

MCcCLENDEN et BLINK (1952) sont les premiers auteurs & avoir utilisé le PEG comme
produit modifiant la pression osmotique pour conserver Dactivité et la structure des
organites cellulaires.

Etudiant le PEG, Courer et ELEY (1948), suggérent la présence de groupements
aldéhydes et par conséquence la possibilité d'une certaine toxicité. LARGERWERFF et al.
(1961) qui proposérent le PEG 20 000, purifié par dialyse, pour le contréle du potentiel
osmothue des solutions nutritives, pensent que les quantités excessives d’aluminium et de
magnésium que le produit brut contenait seraient les responsables de la toxicité observée.

Les avis divergent également en ce qui concerne le choix du poids- moléculaire du
produit a utiliser. Ainsi JANgs (1961, 1966) préfere utiliser des produ1ts de poids molé-
culaires faibles et trouve méme (JANES, 1966) que le PEG 400 est trés peu absorbé par les
plantes. LAGERWERFF et al. (1961) proposent le PEG 20000, alors que JARVIS ef JARVIS
(1963) et MACKLON et WEATHERLEY (1965 b) utilisent le PEG 1540.

Le probléme de P’absorption de ce produit est loin d’étre résolu car LAGERWERFF et al.
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(1961) ont trouvé un transport vers les feuilles, méme avec le PEG 20 000; MACKLON et
WEATHERLEY (19655) ont aussi observé un transport qu'ils interprétent comme Ila
conséquence de son absorption par des racines traumatisées laissant le produit pénétrer
directement dans le xyléme. Cependant rien ne prouve qu'il soit passé dans la vacuole ni
quil exerce un effet cellulaire de pression osmotique.

Le potentiel osmotique des solutions de PEG a été déterminé soit par cryoscople
(APPLEGATE, 1960) soit par des méthodes de tension de vapeur (LAGERWERFF et al., 1961,
MACKLON et WEATHERLEY, 1965 a).

Pour étudier l'influence du potentiel osmotique du milieu de culture sur le métabolisme
de la plante, nous avons adopté le PEG 600 comme produit modifiant le potentiel osmotique.

Les solutions de PEG 600 ont été purifiées par passages successifs sur colonne de
Dowex 1 et Dowex 50, ce qui enléve les ions contaminants et aussi certains produits toxiques
non identifiés. )

GREENWAY et HILLER (1967) et GREENWAY et al. (1968) adoptant le méme protocole
de purification constatent que le PEG ainsi traité n’est plus toxique pour Chlorella.

Le PEG 600 a I'avantage d'étre liquide aux températures ambiantes et miscible &
Teau. Dans la gamme des concentrations utilisées les autres PEG essayés, polyméres de
poids moléculaire 1000, 4 000, -6 000 et 20 000, donnent des solutions trés visqueuses dont
I’aération est difficile. En outre, pour obtenir un méme potentiel osmotique, les quantités
nécessaires doivent &tre supérieures & celles de PEG 600.

La détermination de ce potentiel pour le PEG 600 a été faite par la méthode
cryoscopique (WALTER et THREN, 1934; CRAFTS et al.,,” 1949) et par la méthode de tension
de vapeur utilisant un osmomeétre Mechrolab 301 (WHATLEY, 1966). La méthode cryoscopique
donne des potentiels osmotiques (en valeurs absolues) supérieurs a ceux obtenus par la
metlic)zde de tension de vapeur, ce qui confirme les observations de LAGERWERFF et al.
(196

Ce phénomeéne trouve son explication dans la 'viscosité de la solution et dans la
lenteur de la formation de glace dans les solutions concentrées donc trés visqueuses (CRAFTS
et al., 1949),

Aussi, toutes nos déterminations ont-elles été faites par la méthode de tension de
vapeur, fondée sur l'échauffement d’une goutte de solution, déposée sur une thermistance,
dans une atmosphére saturée de solvant.

L'utilisation des tables d’abaissement molal relatif de tension de vapeur données
par ROBINSON et STOCKEs (1955) a permis d’étalonner l'osmométre avec des solutions de
NaCl.

Le potentiel. hydrique de chaque solution de NaCl utilisée, peut étre obtenu par la
relation :

¥ =RTin2-

Do

qui donne la diminution d’energle libre molaire pour chaque concentration, et que nous
exprimons en joules mole™, ce qui peut 8tre approximativement traduit en atmospheres,
en laffectant du facteur 0, 56 Il est évident-que les dimensions ne sont pas les mémes dans
les deux types d’expresswn et que thermodynamlquement seul le premier est correct (DAINTY,
1963; SLATYER et TAYLOR, 1960).

Afin de confirmer I'innocuité du PEG 600 purifié, comme agent osmotique nous avons
mesuré la variation de lintensité de transpiration de plantes &gées de deux mois de la
variété Allen de G. hirsutum, soumises & un traitement osmotique.

Trois groupes ont été constitués, comprenant chacun 10 plantes, un groupe témoin
recevant la solution nutritive normale et les deux autres, une solution ol le potentiel
osmotique était abaissé & — 9 j. mole~1 soit par du mannitol soit par du PEG 600.

Le traitement osmotique a été appliqué trois fois. Les deux premiéres fois il a duré
trois jours, la troisiéme fois deux jours. Entre les traitements toutes les plantes recevaient
la solution normale.

La figure 1 rend compte des résultats obtenus. Ils mdlquent une diminution de la
transplratlon, due ‘au traitement osmotique, par rapport au témoin. Le retour & une
transpiration normale est cependant beaucoup plus facile pour les plantes traitées au
PEG que pour celles traitées au mannitol, qui pourtant n’est pas considéré comme un
produit toxique. .
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F1c. 1. — Transpiration relative par rapport au témoin. En hachures, les périodes d’appli-
cation du traitement osmotique.
PEG 600.
.......... Mannitol.
--------- Témoin.
TABLEAU I

Comparaison entre PEG 600 et Mannitol comme produits modifiant la pression osmotique.

Matiére séche, grammes par plante

Coton-graine Feuilles Tiges Racines
Témoin 17,4 4.4 21,3 6,3
PEG 600
— 9 mole~! 11,5 7,6 21,0 6,9
_l\g?“lﬁl:l_l 53 4,9 12,5 5,0

A la fin de lexpérience, la quantité de feuilles dans les plantes traitées au PEG,
appréciée par la quantité de matiére séche, est supéricure & celle des plantes témoins
(Tableau I). Ces derniéres sont en fin de cycle végétatif, alors que les premiéres ont encore
des feuilles jeunes, apparues aprés les traitements osmotiques.

Les résultats présentés nous ont confirmé le choix du PEG 600 comme produit

osmotique pour linduction de déficit hydrique dans les plantes cultivées en solution
nutritive, *

Préparation des échantillons et expression des résultats.

Les analyses enzymatiques étajent généralement, faites sur la quatriéme feuille de
Taxe principal de la plante, comptée a partir de l'apex, considérée physiologiquement
mure, non seulement par des critéres phénologiques, mais aussi parce qu'elle présente
Pactivité spécifique la plus élevée de la phosphatase acide.

L’induction de conditions de sécheresse était réalisée soit par l'addition de PEG 600
au milieu liquide de culture, soit par des cycles successifs de desséchement des plantes
cultivées dans des récipients contenant de la terre, soit par flottaison de- disques découpés

dans la quatriéme feuille sur des solutions de PEG 600, pendant un temps variant de
12 4 24 heures.
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Toutes les opérations d’extraction se passaient dans une chambre froide & 5°C Les
tissus foliaires étaient broyés dans un mortier refroidi, avec un peu de sable dans une
sclution isotonique de mannitol (0,3 M) de fagon & préserver, dans la mesure du possible,
I'intégrité des organites. La proportion généralement utilisée était de 1 g de tissu frais pour
50 ml de volume final d’homogénat.

Aprés filtration de Phomogénat a travers deux couches de gaze, deux parties aliquotes
étaient prélevées, une étant diluée avec 40 % de son volume de mannitol 0,3 M, I'autre.
avec 40 % de son volume de *Triton x-100 & 0,5 % (dans certaines expériences on a
utilisé le Triton x-114).

Des expériences préliminaires aveient démontré que, dans le cas de tissus de plantes
normales broyées soigneusement dans une solution de mannitol 0,3 M, le surnageant
aprés centrifugation & 36 000 g pendant 15 minutes, ne présentait généralement aucune
activité de la phosphatase acide. Les deux aliquotes citées ci-dessus étaient donc toujours
centrifugées de cette fagon et les activités enzymatiques déterminées dans le surnageant.

Ce protocole conduit & deux types de données. Le premier concerne I'activité des
enzymes normalement présentes dans la phase soluble, auxquelles il peut s’ajouter celles
qui ont été solubilisées par un broyage un peun trop brutal. Le denxi®éme concerne Pactivité
des enzymes qui peuvent &tre solubilisées par destruction des membranes lipoprotéiques
sous l'action du détergent.

On a pu faire ainsi une distinction entre activité libre et activité latente. Il faut
cependant préciser que l'activité soluble mesurée par la méthode adoptée ne représente pas
toute Pactivité libre, car des enzymes peuvent rester adsorbées dans le culot.

Toutefois, pour mesurer l'activité libre en présence des organites contenant des
enzymes il faudrait utiliser des temps d’incubation trés courts et des milieux & pH proche
de la neutralité de facon & éviter que ces organites ne se détruisent pendant les opérations.
Cela est irréalisable dans le cas des dosages des hydrolases sur des tissus de Cotonnier.
Draprés GaHAN (1965), Pincubation de coupes du méristéme terminal de racines de Vicia
faba pendant 5 minutes & pH 5 était suffisante pour révéler 'activité latente de la phosphatase
acide. :

En outre, nous avons observé, dans des conditions de sécheresse, des activités solubles
de la phosphatase acide et de la ribonucléase acide, pouvant atteindre 100 % de lactivité
en présence de Triton X-100 (Pactivité latente étant alors nulle), ce qui indique que
I’adsorption de ces enzymes sur les membranes doit &tre négligeable.

Nous admettons donc que lactivité dite soluble représente I'activité libre, et que
Pactivité solubilisée aprés traitement au Triton X-100, correspond 2 Iactivité totale.

Cela nous conduit & la notion. de pourcentage de solubilisation, qui mesure la destruction
des structures responsables de la latence de ces enzymes.

L’augmentation d’activité spécifique totale pouvait étre la conséquence soit d’activation
ou de lever d’inhibition des enzymes, soit d’une synthése de novo par dépression des génes
concernés.

Analyse‘ enzymatique,

— La phosphatase acide (BEC3.1.3.2) a été dosée selon le procédé proposé par
LINHART et WALTER (1963). Le volume total d’incubation est de 2 ml contenant 20 p moles
de p-nitrophenyl phosphate (pNP) et du tampon acétate 0,1 M a pH 5,6.

— La ribonucléase (BC 2.7.7.17) a été dosée selon la méthode de SCHUCHER et HOKIN
(1954). Le volume total d'incubation est de 1 ml, contenant 3 mg d’acide ribonucléique
(ARN), du tampon acétate 0,1 M & pH 5,0 et une aliquote convenable d’homogénat.

L’activité de I'enzyme était exprimée directement en valeurs de densité optique (DO)
déterminée & 260 nm par mg de protéine et par heure.

— Les amylases, o« (EC3.2.1.1.) et B(EC3.2.1.2.) ont été dosées respectivement a
pH 7,0 et & pH 4,5 suivant la technique de BERNFELD (1955), utilisant I’amylopectine comme
substrat. A Pissue de ces déterminations les sucres réducteurs ont été dosés soit par la
méthode de NELSON (ASHWELL, 1957) soit par Pacide 3,5-dinitrosalicylique. Les incubations
ont été faites & 30 °C.

La f-fructofuranosidase (invertase) (EC 3.2,1.26) a été dosée dans un volume total
de 2 ml, contenant du tampon acétate 0,01 M 2 pH 5,0 et utilisant comme substrat le
saccharose & une concentration finale de 1 %. Les sucres réducteurs ont été dosés comme

dans le cas de la o et § amylases. Les incubations étaient faites 2 30 °C.
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La catalase (EC 1.11.1.6.) a été dosée par la méthode manométrique de BuNzeL (1914)
aprés avoir broyé 0,5 g de tissu foliaire avec 0,5 g de CaCOs précipité, et en amenant le volume
32 25 ml avec de l'eau. Le substrat a été l'eau oxygénée a la concentration de 4 %.
Les incubations ont été faites dans un bain contenant de la glace fondante.

La O-diphénol oxydase (phénolase) (EC 1.10.3.1.) a été dosée en utilisant la
DL-§-3,4-dihydroxyphénylalanine (DOPA) comme substrat & 0,2 % de concentration
finale. Le milieu réactionnel contenait du tampon phosphate 0,1 M & pH 6,5 et une aliquote
d’homogénat. Les incubations ont été faites & 30 °C. L’oxydation de la DOPA était
appréciée par lecture au colorimétre Klett Summerson (filtre 42).

Protéine et chlorophylle.

La protéine a été dosée par la méthode de Lowry et al. (1951) et la éhlorophylle
par celle d’ArNoON (1949).

Centrifugation différentielle et en gradient de densité.

Toutes les opérations d’homogénéisation ont été réalisées dans une chambre froide a
5°C. 60 g de limbe de la 4° feuille ont été broyées avec un peu de sable dans un mortier
refrdidi, dans 500 ml d’un milieu constitué par du mannitol 0,3 M, tampon Tris-HCI 0,1 M
a pH 7,5, EDTA 1mM, polyvinylpyrrotidone 0,2 % et 2-mercaptoethanol 1 mM.

a) Centrifugation différentielle.
Aprés filtration par 2 couches de gaze, et centrifugation & 100 g pendant 15 minutes

‘pour enlever les débris de tissu foliaire et le sable, des aliquotes étaient centrifugées, dans

une centrifugeuse réfrigérée & 5°C. Trois fractions sont recueillies: une sédimentable
par 1 heure de centrifugation & 3 000 g, une deuxiéme sédimentable par 1 heure de
centrifugation & 40 000 g et une troisiéme constituée par le surnageant de cette dernicre

centrifugation.

Pour les analyses enzymatiques, les culots et les surnageants étaient repris dans un
méme volume de tampon contenant du Triton X-100 3 une concentration finale de 0,1 %.
Les valeurs de chaque fraction sont exprimées en pourcentage du total.

Cette méthode réduisant les manipulations au minimum a été adoptée aprés de
nombreux essais de facon a4 endommager le moins possible les organites de chaque fraction.

b) Centrifugation en gradient de densité.

La tethnique généralement adoptée pour centrifugation en gradient de densité, utilise
des solutions concentrées de saccharose (DE DUVE et al, 1959) dont leffet osmotique sur
les organites cellulaires n’est pas négligeable.

Pour obvier & cet inconvénient, d’autres produits ont été proposés, comme le
polyvinylpyrrolidone (THoMsoN et KLIPFEL, 1958), le glycogéne (BEAUFAY et al, 1964), le
Ficoll (KAMAT et WALLACH, 1965) et le Dextran (MACH et LAcko, 1968).

Ces produits, convenablement mélangés avec du saccharose, permetient I'obtention de
gradients approximativement isoosmotiques. '

Nous avons, dans nos expériences, adopté le Dextran, de poids moléculaire moyen
de 15 000 pour la production des gradients de densité d’aprés la méthode d’Avap et al. (1968).
Ces gradients, dans des tubes de rotor Spinco SW.25.1, vont d’'une concentration de 40 %
de Dextran 4 10 % de saccharose dans le fond du tube (densité 1,167 a 25 °C), jusqua
10 % de saccharose en haut du gradient (densité 1,038 & 25°C). Chaque tube contient
25 ml de gradient plus 7 ml d’homogénat (0,3 M en mannitol).

A’Lprés centrifugation pendant 2 heures & 25000 t/min des fractions de 1 ml sont
récoltées par aspiration par une pompe proportionnante Technicon, aprés avoir percé le
tube par le fond.

Chromatographie sur colonne.

De facon & éliminer, dans la mesure du possible, I’action des composés phénoliques sur
P’activité des enzymes, nous broyons les échantillons de la troisi®me et quatritme feuilles a
compter de l'apex avec un poids égal du polyvinylpyrrolidone (Polyclar AT) insoluble
(LooMis et BATAILLE, 1968) dans du tampon Hepes (Goop et al, 1966) 0,1 M pH7,0
contenant de YEDTA. 0,1 mM et du dithiothreitol 0,1 mM (CLELAND, 1964).
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L’homogénat est traité avec du Triton X.100 & une concentration finale de 0,2 %,
centrifugé, dialysé contre du tampon Tris 0,01 M & pH 7,5 contenant 5 mM de 2-mercapto-
éthanol ei concentré 5 fois contre du PEG 20 000.

Les extraits préparés de la fagon indiquée sont appliqués sur une colonne de DEAE-
cellulose de 1,6 cm de diamétre par 35 cm de long équilibrée avec du tampon Tris
0,01 M pH 7,5.

L’élution était faite par 100 ml de tampon Tris 0,01 M pH7,5 contenant du
2-mercaptoéthanol 5 mM, suivis par un gradient exponentiel de NaCl (dans le méme
tampon Tris). Les concentrations de départ et finales étant connues, le gradient obtenu
est confirmé & I'aide d’un réfractométre. Des fractions de 5 ml sont récoltées & un débit
de 0,8 ml par minute.

Marquage des protéines.

Une languette, découpée en trois de ses cbtés dans la troisieéme et quatriéme feuilles a
compter de l'apex, a lextrémité libre introduite dans une capsule en gélatine contenant
0,2 ml de solution de L-leucine (U)™C (5 Cl/ml), avec une activité spécifique de
95 m Ci/mM.

Aprés 24 heures la troisiéme et quatriéme feuilles étaient récoltées, broyées ensemble
et traitées, comme il est indiqué ci-dessus, Dextrait obtenu étant chromatographié sur
colonne de DEAE-cellulose.

La radioactivité de chaque fraction de 5 ml récoltée est mesurée avec un compteur &
scintillation : une aliquote de 0,25 ml de chaque est additionnée de 10 ml de mélange
scintillateur.

RESULTATS ET DISCUSSION

AUGMENTATION DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE.

a) Catalase.

Une seule expérience a été réalisée sur T'effet du potentiel osmotique sur
I'activité¢ de la catalase. Six lots de trente disques de 0,8 cm de diamétre
provenant de la quatriéme feuille de la variété Allen de G. hirsutum ont été mis
en équilibre avec des solutions de saccharose de molarités différentes, en les
faisant flotter sur ces solutions pendant 20 heures, la surface abaxiale vers le
haut. La figure 2 rend compte de la variation de Pactivité de la catalase dans
ces tissus en fonction de la molarité du saccharose.

Ces données confirment celles déja obtenues chez la Tomate par FARKAS
et RayHATY (1955), et par VIEIRA-DA-SILVA (1965) chez plusieurs especes de
Gossypium. Ces derniers résultats ont montré qu’il y avait de trés grandes
différences entre les espéces quant a la révélation de la catalase par leffet du
traitement osmotique et paraissaient indiquer qu’un indice simple, d’altération
métabolique pouvait étre domc établi comme critére pour distinguer entre les
plantes résistantes et les plantes sensibles & la sécheresse.

Ce phenomene de révélation de la catalase par I'effet de la carence hydrlque
gagne un intérét tout spécial a la lumiére de la localisation de cette enzyme dans
les peroxysomes végétaux, et de I'importance qu’elle peut avoir dans I'oxydation
de I'acide glycolique et donc dans la photorespiration.
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Fic. 2. — Influence de la molarité du saccharose sur l'activité de la catalase de disques
de feuilles de G. hirsutum variété Allen.
Fi16. 3. — Liajson entre la solubilisation de la phosphatase acide et celle de la ribonucléase
chez G. thurberi.
® Témoins.

O Traitement osmotique de - 10 j mole™ pendant 48 h.
Y = 24,43 - 0,568 X.
r = 0,84 P < 0,01.

Cependant Peffet de la sécheresse sur les tissus foliaires du cotonnier ayant
des aspects typiques d’une sénescence accélérée, nous avons étudié plus en détail
les variations d’activité des enzymes hydrolythues dont I'action pourrait conduire
A cette sénescence.

b) Les hydrolases.

Dans des travaux antérieurs (VIBIRA-DA-SILVA, 1968 a, b, 1969) Peffet de
la sécheresse sur 'augmentation de Pactivité de la ribonucléase et de la phosphatase
acide avait déja été démontré.

Cet effet se traduit pour cette derniére enzyme, non seulement par sa
solubilisation plus importante mais aussi par une augmenta‘uon de lactivité totale
(VIEIRA-DA-SILVA, 1968 b). Les especes plus résistantes a la sécheresse se carac-
térisent, cependant, par une solubilisation réduite de la phosphatase et par une
faible augmentation d’activité totale, dans les conditions de carence hydrique.

Afin d’étudier la liaison entre la phosphatase acide d’un c6té et la ribonucléase
de Pautre, une expérience a été réalisée en culture liquide en utilisant des plantes
de G. thurberi Agées de deux mois. Quatre plantes ont été soumises a un traite-
ment osmotique de — 10 j. mole—* pendant 48 heures et quatre autres plantes
ont été utilisées comme témoins (fig. 3 et 4).

On a constaté qu’il existe non seulement une liaison entre la solubilisation
de 1a phosphatase acide et celle de la ribonucléase, mais également une corrélation
trés étroite entre les augmentations de I’activité totale de ces deux enzymes.
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F16. 4. — Liaison entre l'activité totale de la phosphatase acide et celle de la ribonucléase
chez G. thurberi. Mémes traitements que dans la figure 7.
Y = 0,038 - 0,727 X.
r = 0,99 P < 0,01.
Fic. 5. — Liaison entre la solubilisation de la phosphatase acide et celle de la ribonucléase
chez G. hirsutum variété HAR 444.2.
O Témoins.

® Sécheresse du sol.

Chez G. hirsutum, soumis 2 la sécheresse naturelle par desséchement du sol,
la solubilisation concomitante de la phosphatase acide et de¢ la ribonucléase a
aussi pu étre vérifiée (fig. 5).

D’autres études ont été réalisées en culture en terre, pour comparer Pespéce
G. anomalum, a la race puinctatum et aux variétés Allen, HAR 444. 2, ATH 555. 7
et BJA de I'espéce G. hirsutum, en ce qui concerne leur comportement vis-a-vis
de la sécheresse.

Les plantes ont été cultivées -dans des pots en plastique contenant 700 g
de terre séche, arrosés journellement jusqu’au poids correspondant & la capacité
au champ.

Un mois apres les semis, les plantes de chaque variété ont été divisées en
deux groupes: un groupe témoin continuant & étre arrosé réguliSrement, autre
étant soumis & 5 cycles successifs de desséchement. Chaque traitement a été
répété 4 fois.

Le desséchement a été conduit jusqu'au flétrissement permanent et les
plantes n’étaient arrosées de nouveau qu’aprés deux jours de flétrissement.

Aprés le cinquitme cycle, la quatriéme feuille de chaque plante a été
récoltée et la phosphatase acide et la S-fructofuranosidase dosées.

Les résultats de cette expérimentation sont donnés par le tableau II et la
figure 6.
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TaBLEAU IT
Pourcentage de solubilisation de la phosphatase acide et de la B-fructofu,ranosidase.

Phosphatase acide f-fructofuranosidase
Témoin Sécheresse Témoin Sécheresse

G. anomalum 12,3 7,1 0 14,5
G. punctatum | 4,9 25,0 66,8 41,3
Allen 27,3 62,6 29,4 61,3
HAR 444.2 24,4 94,8 36,0 81,9
ATH 555.7 15,4 40,2 324 48,9
BJA 18,5 66,0 31,3 66,3

p =005 *312 p =005 *226

0,01 *42,1 0,01 30,7

0,001 + 55,8 . 0,001 + 41,3

100.
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Fia. 6. FiG. 7.
Fic. 6. — Liaison entre la solubilisation de la phosphatase acide et celle de l'invertase.
Sécheresse du sol.
O G. hirsutum latifolium.
® G. hirsutum punctatum et G. anomalum.
Pour G. hirsutum latifolium : Y = 18,68 4 0,68 X.
r = 0,98 P < 0,01.
Fig. 7. — Solubilisation de la phosphatase acide en fonction de I'hydratation relative des

feuilles.
O G. hirsutum.
® G. anomalum.

Il est évident qu’il existe une relation entre la libération de la phosphatase
acide et celle de la B-fructofuranosidase, dans le cas des variétés sensibles a la
sécheresse : Allen, HAR 444.2, ATH 555.7 et BJA. Cependant, pour G. ano-
malum et G. hirsutum race punctatum cette liaison n’existe pas, la solubilisation
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de la phosphatase acide étant toujours réduite, tandis que celle de la B-fructo-
furanosidase peut méme atteindre des valeurs élevées, comme pour la race
punctatum, ’

Parmi les enzymes hydrolytiques certains, comme 1a phosphatase acide et la
ribonucléase, ont une action destructive qui peut étre extrémement nuisible au
métabolisme cellulaire: D’autres, par contre, comme I’amylase et linvertase,
peuvent avoir des effets bénéfiques, en diminuant le potentiel osmotique des tissus
ce qui peut faciliter le maintien de la turgescence. En effet, nous avions montré
(VIEIRA-DA-SILVA, 1968 ¢) que le potentiel osmotique de la séve extraite par
pression dépendait de la quantité de sucres solubles dans les tissus foliaires.
Ces résultats, qui contredisent cependant ceux de BIELORAI (1968) sur des
agrumes, montrent que, tout au moins pour le Cotonnier, I'action des amylases
et des invertases, ayant pour effet d’augmenter la force de succion des feuilles,
pourrait ne pas étre désavantageuse. ‘

Il avait déja été démontré dans un travail antérieur (VIEIRA-DA-SILVA et
Poisson, 1969) que, dans les espéces résistantes, I'amylase et I'invertase peuvent
étre solubilisées sans que le soit la phosphatase acide, et que cette caractéristique
est transmissible.

Dans deux répétitions de I'essai sur I'action des cycles répétés de desséche-
ment du sol, Pactivité de la phosphatase acide dans la quatritme feuille, et
I’hydratation relative (HEWLETT et KRAMER, 1963) de la troisitme feuille ont
été déterminées sur chaque plante. ‘

La figure 7 rend compte de la liaison entre la solubilisation de la phosphatase
acide dans la quatri¢me feuille et 'hydratation relative de la troisiéme .feuille.

Cette figure semble démontrer Pexistence de deux compartiments, I'un se
solubilisant plus facilement que lautre. Il est aussi intéressant de noter que la
solubilisation est totale pour des valeurs de I'hydratation relative considérées
habituellement comme léthales. On peut aussi voir que ’espéce résistante, G.
anomalum, ne manifeste pas de solubilisation appréciable de la phosphatase acide
a mesure du desséchement de la feuille. 11 s’agit en effet d’une espéce extrémement
bien adaptée a son habitat aride (CHEVALIER, 1933; SAUNDERS, 1961).

f

LOCALISATION DES ENZYMES DANS LA CELLULE ET LEUR SOLUBILI-
SATION. i

a) Efudes par centrifugation différentielle.

Pour vérifier la répartition de Iactivité enzymatique dans les différentes
fractions cellulaires sous l'effet de la sécheresse, trois groupes de plantes de G.
thurberi ont été utilisés.

Le premier, groupe A, constitué par des plantes cultivées en serre pendant
3 mois, en solution nutritive normale, en conditions d’humidité de l'air entre
80 % et 95 % d’humidité relative et transpiration faible.

Le second, groupe B, était formé de plantes cultivées dans les mémes
conditions que celles du groupe A, mais aprés un séjour d’une semaine dans une
chambre conditionnée & 25 °C et 50 % d’humidité relative, out elles étaient




LA RESISTANCE A LA SECHERESSE DANS LE GENRE Gossypium 427

éclairées par des lampes & vapeur d’iode, dont linfra-rouge était absorbé par
une couche de 5 cm d’eau courante, produisant 20 000 lux au niveau des feuilles
supérieures, dans un cycle de 12 heures de jour, 12 heures de nuit.

Le troisi®me, groupe C, était soumis au méme traitement que le groupe B,
et recevait, en plus, un traitement osmotique de — 15 j. mole—! pendant les
derniéres 48 heures.

Ces 3 groupes-correspondant ainsi & des conditions croissantes de sécheresse :
le premier formé par des plantes qui ne souffrent pas de sécheresse, le deuxieme
par des plantes qui transpirent abondamment dans des conditions de sécheresse
atmosphérique, et le troisiéme par des plantes dont les feuilles se trouvent flétries
en permanence pendant les dernic¢res 24 heures.

Les tissus foliaires ont été broyés et fractionnés par centrifugation comme il
est indiqué plus haut.

Trois fractions ont été séparées : une fraction lourde riche en chloroplastes,
une fraction moyenne et le surnageant.

Sur chacune de ces fractions il a été dosé : les quantités de chlorophylle et
des protéines; ainsi que les activités : phosphatase acide, ribonucléase acide,
B-fructofuranosidase, o« et § amylase et O-diphenol oxydase.

Sur la figure 8, la surface de chaque rectangle représente le pourcentage de
Pactivité totale de l’enzyme contenu dans cette fraction. En abscisse on a porté
la quantité de protéine dans la fraction exprimée en pourcentage du total, et en
ordonnées Yactivité relative obtenue en divisant le pourcentage Factivité de
chaque fraction par le pourcentage de protéines. Dans le cas de la chlorophylle,
il s’agit de quantités et non d’activités.

La distribution des protéines par fraction varie en fonction du traitement.
Dans le traitement A la fraction chloroplastique contient 67,9 % de la protéine,
la fraction moyenne 11,6 % et e surnageant 20,5 %. Dans le traitement B les
pourcentages sont respectivement 35,0 %; 11,9 % et 53,1 %. Dans le traitement
C ils sont de 21,5 %, 3,5 % et 75,0 %.

On peut dire que les fractions chloroplastiques et moyennes se «-vident »
d’'une partie de leurs protéines qui passe dans la phase soluble. La premiére
conserve cependant toute sa chlorophylle (fig. 8 a).

Toutes les enzymes essayées se solubilisent sous I'effet de I'augmentation de
Pintensité de la sécheresse: la (B-fructofuranosidase et les o et B amylases le
font de facon assez semblable, tandis que la phosphatase acide, la ribonucléase
et I’O-diphenol oxydase se comportent de facon différente les unes des autres.

Il parait toutefois évident que la partie la plus importante de lactivité
solubilisée sous Peffet de la sécheresse, provient de la fraction chloroplastique.

b) Etudes par centrifugation en gradient de densité.

Un pourcentage élevé de Pactivité totale de la phosphatase acide, ainsi que
celle des autres enzymes étudiées, se trouve concentré dans la fraction riche en
chloroplastes.

Cette.fraction hbere dans des conditions de secheresse, Pactivité enzymatique
dans la phase soluble. Nous avons voulu vérifier si la diminution du potentiel
osmotique de I’homogénat in vitro pouvait conduire & une telle libération.
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F1G6. 8a. — Distribution de 1’activité des enzymes et de la quantité de chlorophylle dans trois
fractions cellulaires. En gros pointillé la fraction chloroplastique, en pointillé fin 1éger
la fraction moyenne, en blanc le' surnageant. Il est indiqué sur chaque rectangle le
pourcentage de l'activité, ou de la teneur, qui correspond & la fraction. En abscisses
la largeur du rectangle correspond au pourcentage de protéine dans la fraction. En
ordonnées l'activité relative (AR), ou teneur relative (TR), est le rapport entre le
pourcentage d’activité ou de teneur et le pourcentage de protéine, qui correspondent
a chaque rectangle.

A - sans sécheresse; B - sécheresse atmosphérique; C - sécheresse atmosphérique et
choc osmotique.
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Fic. 8b. — Méme légende que pour la figure 8a.

Un homogénat préparé d’aprés les procédés déja indiqués a été divisé en
11 parties aliquotes et centrifugé a 40000 g pendant 15 minutes dans une
centrifugeuse réfrigérée. Dix de ces culots ont été remis en suspension dans des

solutions de saccharose de molarités croissante. Un culot a été remis en suspension
dans une solution de Triton X-100 3 0,25 % pour solubiliser I'activité totale.

Apreés incubation pendant deux heures a 5 °C les aliquotes ont été centrifugées
et 1a phosphatase acide dosée dans le surnageant.
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On peut voir d’aprés la figure 9 que 50 % de lactivité se libére déja par
les manipulations imposées au culot. Néanmoins la suspension du culot soit dans
I'eau, soit dans une concentration hypotonique de saccharose, ne conduit pas
a une plus grande libération que celle déja observée avec la solution isotonique
(0,3 M) de saccharose. Par contre la suspension dans des concentrations plus
grandes que 0,6 M de saccharose conduit & la libération de la phosphatase acide,
libération qui est totale 4 1 M de concentration. Ce comportement est en
opposition avec celui des lysosomes qui liberent leurs enzymes par suspension
dans une solution hypotonique. Ces résultats nous permettent de comprendre
Paction de la sécheresse sur la fraction chloroplastique qui parait étre sensible
a une diminution du potentiel osmotique. Les surnageants des traitements 0,8 M
et 1 M de saccharose étaient opalescents, ce qui ne se vérifiait pas dans les
autres traitements.

Nous avons ainsi écarté la technique courante de centrifugation en gradient
de saccharose (DE DuvE et al., 1959), car le potentiel osmotique des solutions
concentrées peut influencer la distribution particulaire des enzymes.

Des homogénats ont été réalisés de la quatritme feuille de plantes de
G. thurberi cultivées, soit en solution nutritive normale (groupe témoin), soit dans
la méme solution mais recevant un traitement osmotique de — 15 j. mole—*
pendant 48 heures avant la récolte. Le milieu de broyage utilisé était celui déja
indiqué.

Sept ml de I'homogénat ont ét€ dépos€s sur un gradient linéaire, réalisé
comme il a été indiqué dans la méthodologie, et centrifugés & 25 000 t/min
pendant 2 heures et demi dans un rotor SW.25.1. Des fractions de 1 ml ont été
récoltées. Sur le culot ainsi que sur chaque fraction les dosages suivants ont été
faits : protéine, chlorophylle, phosphatase acide, ribonucléase acide et O-diphénol
oxydase, comme précédemment décrit. Les résultats des dosages par fraction sont
exprimés en pourcentage soit de I'activité totale, soit de la teneur totale dans le
gradient.

Les figures 10, 11, 12 et 13 rendent compte des résultats obtenus :

a) Protéines et chlorophylle (fig. 10). Nous pouvons ainsi confirmer que la
fraction chloroplastiqiie perd des protéines au profit du surnageant sous leffet
du traitement osmotique. Deux types de chloroplastes peuvent étre identifiés, un
plus lourd, encore riche en protéine, et lautre plus 1éger, bien moins riche en
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protéine. La figure 10 montre que, méme dans le témoin, I'intégrité des chloro-
plastes n’est pas totale, ce qui doit étre dii aux manipulations d’extraction.

b) Phosphatase acide. La figure 11 montre que ld phosphatase acide est
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localisée dans la fraction chloroplastique et qu'elle se solubilise sous I'effet du
traitement osmotique.

¢) Ribonucléase. Sa distribution (fig. 12) parait étre différente de celle
de la phosphatase acide. Elle se localise en partie dans une fraction plus lourde
que les chloroplastes, trés probablement dans les noyaux et également dans le
haut du gradient. Aussi bien Pune que Pautre se solubilisent avec le traitement
osmotique.

d) O-diphénol oxydase. Cette enzyme est localisée (fig. 13) dans la fraction
chloroplastique contenant encore beaucoup de protéines. Il ne parait pas y avoir
de grandes différences de solubilisation entre le témoin et le traitement osmotique.

En conclusion la distribution de la phosphatase acide et de la ribonucléase
ne paraissent pas étre identiques, méme si leur solubilisation sous leffet de la
sécheresse est semblable.

L’O-dinrhénol oxydase qui se situe dans la fraction caloroplastique n’accom-
pagne pas 1  “nsphatase acide dans sa solubilisation.

Les ch: 1astes perdent des protéines sous laction de la sécheresse et
deviennent plu- 1égers.

207

15%-

107 i Protéine

« surnageant

Fractions

Fic. 14. — G. anomalum. Distribution de la protéine dans un gradient de densité.
PO — Traitement osmotique.
T — Témoin.
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F1G. 16. — G. anomalum. Distribution de la o-diphénol oxydase dans un gradient de densité.
- PO — Traitement osmotique.
T — Témoin.

Le méme traitement, appliqué & l’espéce résistante G. anomalum, a donné
les résultats représentés par les figures 14, 15 et 16.

Les chloroplastes, plus lourds que ceux de G. thurberi, se trouvent totalement
dans le culot, ainsi que la grosse majorité de Iactivité de la phosphatase acide et
de I’O-diphénol oxydase. Il n’y a pas de différence sensible de solubilisation entre
le témoin et le traitement osmotique. ‘

Ceci confirme notre hypothése suivant laquelle les plantes résistantes a la
sécheresse manifestent une plus grande résistance & la solubilisation des enzymes
(VIEIRA-DA-SILVA, 1969).

Les fractions riches en chloroplastes, identifiées par la présence de chloro-
phylle, ne sont certainement pas pures, la difficulté de séparation de fractions non
contaminées ayant déja été soulignée par différents auteurs dont les travaux sont
passés en revue par HALLAWAY (1965). Les fractions chloroplastiques peuvent
8tre surtout contaminées par des noyaux, mitochondries et débris de membranes.
Les séparations en gradient de densité doivent cependant conduire & une conta-
mination relativement basse. Néanmoins la possibilité d’agglutination de particules

\
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légeres n’est pas & exclure entiérement, bien que la composition du milieu de
broyage et la faible pression osmotique du gradient ne les favorisent pas.

_ La localisation chloroplastique de la phosphatase acide présente des problémes
curieux.

Les travaux de RAGETLI et al, (1966) paraitraient démontrer une localisation
particulaire de cet enzyme & I'intérieur méme des chloroplastes, et dans certains
de nos gradients il apparait, aprs traitement osmotique, un pic de particules
Iégeres, contenant de la phosphatase acide (fig. 17).

30%
........ Chlorophylle

Phosphatase Acide

20%

107

Jasenee
csssee
oo
oot

« surnageant »

Fractions

Fig. 17. — G. thurberi. Distribution de la phosphatase acide et de la chlorophylle dans
un gradient de densité. Plantes soumises & un traitement osmotique.

Ces particules, que nous n’avons jamais trouvées dans les témoins, bien qu’une
bande microsomale soit bien visible dans les tubes avant le fractionnement,
pourraient avoir pour origine les chloroplastes. Ce phénoméne nous rappelle
la perte de ribosomes chloroplastiques en conditions d’hypertonicité décrite par
FILIPPOVICH et al. (1967), le méme résultat étant retrouvé chez des plantes ayant
recu un bloc osmotique (B. MARIN, communication privée).

1l parait donc que la sécheresse affecterait considérablement les structures
chloroplastiques, ce qui permettrait la révélation des enzymes étudiées et confir-
merait les prévisions de Maxmov et ILJIN déja citées. A I'appui de ce point de vue
TREBST et WAGNER (1962) ont constaté la révélation de I'O-diphénol oxydase
par destruction de la structure lipidique des chloropastes.

Par ailleurs BARTON (1966) et BUTLER (1967) ont montré une lyse des
thylakoides autour des globules lipidiques des chloroplastes, globules déja décrits
par plusieurs auteurs (BAILEY et WHYBORN, 1963; GREENWOOD et dl., 1963;
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CAMEFORT, 1964; LAETSCH et al., 1966; LICHTENTHALER et SPREY, 1966) et
dont I'importance augmente avec la sénescence des tissus foliaires.

Méme s’il n’y a pas d’autres évidence d’activité enzymatique dans ces plasto-
globuli (LEECH, 1968), il n’en reste pas moins que la ressemblance de ces globules
avec les sphérosomes cytoplasmiques, qui se chargent aussi de lipides au stade
final de son évolution (DANGEARD, 1919; FREY-WYSSLING et al., 1963) est
frappante. Ces globules pourraient donc constituer ’étape ultime de structures
lysosomales propres aux chloroplastes. Toutefois les éléments & 'appui de cette
hypothése sont encore trés réduits.

La solubilisation des hydrolases par la sécheresse, que nous venons de
démontrer, pourrait avoir un effet néfaste sur I'appareil photosynthétique (Bam-
BERGER et PARK, 1966; CONSTANTOPOULOS et KENYON, 1968).

Certains auteurs, comme MATILE (1969), ont avancé Ihypothése d’une
localisation vacuolaire de la phophatase acide, localisation qu’il n’était pas
possible de distinguer dans les gradients étudiés par nous, car les vacuoles et
particules contenant les lipides ne sédimentent pas, et se retrouvent avec le
surnageant. Nous avons donc voulu extraire le contenu vacuolaire par pression
et mesurer Pactivité de la phosphatase acide ainsi récupérée.

. Dans une presse hydraulique, nous avons soumis 2 la pression de
1200 kg cm—* soixante disques de 2,5 cm de diamétre de la quatriéme. feuille
de G. thurberi, empilés régulierement & lintérieur du cylindre. Aprés une premiére
extraction, le résidu 4 été congelé et décongelé et une seconde extraction effectuée.
Le résidu de ces deux extractions était broyé et complété a 25 ml. Dans les trois
fractions ainsi obtenues on a dosé les protéines et la phosphatase acide.

Le tablean III montre que presque 30 % de I'eau cellulaire, obtenue aprés
deux extractions ne contient qu’environ 1 % de lactivité totale de la phosphatase.
Le contenu vacuolaire ne doit donc pas contribuer de fagon significative a
Pactivité phosphatasique de la cellule.

TaBLEAU IIT
Extraction du jus cellulaire par pression & 1200 kg/cm™.

% du total dans la cellule

Activité de la

phosphatase Protéine H,0
1% extraction 0,18 1,78 7,65
&éme :
2" extraction 1,07 7,05 22,11
apres congélation
Résidu 98,75 91,17 70,24

Les résultats obtenus paraissent démontrer, comme DPavaient observé YIN
(1945), RAGETLI et al. (1966), Nir et POLJAKOFF-MAYBER (1966), RAGETLI
(1967), qu'une fraction importante de la phosphatase acide de la cellule végétale
se trouve dans les chloroplastes.

La courbe de solubilisation de cet enzyme en fonction de hydratation de la
feuille permet d’imaginer deux compartiments, dans 'un les enzymes se solubilisant
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assez facilement et dans autre plus lentement, au fur et 3 mesure que les tissus
foliaires se desséchent. Il parait logique d’assimiler ce second compartiment aux
chloroplastes.

AUGMENTATION DE L’ACTIVITE TOTALE.

Nous avions vu dans certaines expériences précédentes que, dans les variétés
sensibles & la sécheresse, il y avait non seulement une solubilisation des enzymes
hydrolytiques mais aussi une augmentation de l'activité totale de la phosphatase
acide ou de la ribonucléase.

Cette augmentation d’activité peut étre due a deux caunses fondamentales :
ou bien I’enzyme existante pouvait se trouver sous une forme moléculaire inactive
et c’est I'activation du zymogeéne qui serait la cause de I'augmentation de lactivité
ou bien ’enzyme pouvait &tre révélée, ou bien la disparition d’inhibiteurs, ou encore,
il s’agit de synthése de novo. .

Dans tous ces cas 'enzyme révélée ou synthétisée peut étre identique a
celle qui avait été solubilisée par la sécheresse, soit avoir une forme moléculaire
différente (un ou plusieurs isozymes). ‘

Pour essayer d’éclaircir cette question, nous avons étudié linfluence d’inhi-
biteurs de synthése des protéines et de PARN sur Iactivité de la phosphatase acide,
de la ribonucléase et de la B-fructofuranosidase dans des disques de feuilles de
Cotonnier.

Dans un premier essai, portant sur la phosphatase acide, 20 disques de
0,8 cm de diamétre de la 4 feuville de G. hirsutum, var. HAR 444.2 et var.
ATH 555.7 et de G. arboreum, ont été infiltrés sous vide pendant 15 minutes
soit par une solution de chloramphénicol (4 mg/ml), soit par une solution de
D-actinomycine (100 pg/ml), soit par de I'eau (témoin).

Les disques ont été déposés sur des solutions de PEG 600 de — 10 j. mole—
de potentiel osmotique. Les essais sur G. Airsutum étaient répétés 4 fois, ceux
sur G. arboreum deux fois.

Aprés douze heures, les disques sont homogénéisés, traités avec du Triton
X-100 pour solubiliser toute la phosphatase latente, centrifugés a 36000 g
pendant 15 minutes et la phosphatase dosée sur le surnageant.

Le tableau IV rend compte des résultats obtenus, 'activité étant exprimée en
pourcentage du témoin.

Une deuxiéme expérience, portant sur I'espéce G. thurberi a été exécutée
aprés infiltrations des disques par du chloramphénicol (4 mg/ml), de la cyclo-
heximide (actidione) (10 pg/ml) ou de l'eau (témoin). Le traitement osmotique
des disques a été le méme que dans le premier essai et le surnageant a servi a
doser la phosphatase acide (sur huit répétitions), la ribonucléase (sur quatre
répétitions) et linvertase (sur quatre répétitions). Le tableau V rapporte les
résultats obtenus.

Ces résultats montrent que ni la D-actinomycine ni la cycloheximide ne
paraissent avoir d’action, aux doses utilisées, sur activité totale de la phosphatase
acide. Par contre, le chloramphénicol réduit d’a peu prés irente pour cent cette
activité dans toutes les espéces essayées.
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TABLEAU IV

Activité de la phosphatase acide (en pourcentage du témoin), dans des disques de feuilles
de trois variétés de cotonnier soumis @ un traitement osmotique et traités par un inhibiteur
de la synthése protéique et par un inhibiteur de la synthése de FARN.

G. hirsutum G. hirsutum G. arboreum
HAR 444.2 ATH 555.7 )
Chloramphénicol
2
4 mg/ml 68,1 63,8 63,
D — actinomycine
7,0
100 yg/mi 98,4 96,6 9
Témoin, H,O0 100,0 100,0 100,0

TABLEAU V

Activité de la phosphatase acide, de la RNase et de linvertase (en pourcentage du témoin),
dans des disques de feuilles soumis & un traitement osmotique et trgités préalablement
par un inhibiteur de la synthése protéique.

Phosp'hatase Ribonucléase Invertase
acide
Chloramphénicol 74,0 454 127,3
4 mg/ml
Cycloheximide 105,8 104,6 24,9
10 pg/ml
Témoin, H,0 100,0 100,0 100,0

Le chioramphénicol réduit aussi de moitié T'activité de la ribonucléase, mais
il augmente méme l'activité de la B-fructofuranosidase qui est cependant inhibée
de 75 % par la cycloheximide.

L’interprétation de V'action des inhibiteurs sur la synthése enzymatique est
assez difficile. En effet, il risque d’y avoir parfois des effets secondaires importants.
C’est le cas des inhibiteurs qu’on utilise a trés fortes doses ‘comme le chloram-
phénicol. Ce dernier interfére dans la chafne respiratoire (FREEMAN et HALDAR,
1968) ce qui peut avoir des conséquences sur la synthése protéique. D’autre
part, la baisse de Y'activité enzymatique sous I'effet des inhibiteurs n’est pas la
preuve que c’est la synthése de novo de la protéine enzymatique qui en est la
cause. La synthése inhibée peut &tre celle d'une autre protéine nécessaire a
Pactivation d'un zymogene.

Cependant, les conclusions suivantes paraissent pouvoir étre tirées : le manque
d’action de la D-actinomycine semble démontrer qu'une synthése préalable
d’ARN n’est pas nécessaire & 'augmentation d’activité totale de la phosphatase
acide chez le G. hirsutum et le G. arboreum (Tableau IV); par contre, les
diminutions d’activité de la phosphatase acide, par 'action du chloramphénicol
dans ces deux espéces et dans le G. thurberi (tableaux IV et V) sont de l'ordre
de grandeur, quoiqu’un peu inférieures, des augmentations d’activité totale obtenues
sous l'action de la sécheresse (VIEIRA-DA-SILVA, 1969 et fig. 4). Pour I'activité




Fic. 18. — Chromatographie sur DEAE-cellulose. G. thurberi.
A) plantes témoins, B) plantes ayant regu un traitement osmotique de — 20 j.mole™

pendant 48 h.
En haut, en trait continu, I’activité phosphatasique ; en pointillé ; la radioactivité.
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ribonucléasique, chez G. thurberi, I'inhibition est aussi du méme ordre de grandeur
que I'augmentation due & la sécheresse (fig. 4). Le manque d’inhibition de lactivité
de ces deux enzymes par la cycloheximide pose le probléme du systéme ribosomal
responsable de la synthése.

En effet, la cycloheximide est considérée comme un inhibiteur spécifique de
la synthése des protéines par les ribosomes cytoplasmiques 80 S chez les plantes
supérieures (CLARCK et CHaNG, 1965; ELLIS et Mac DoNALD, 1967). Cette
substance a inhibé considérablement lactivité de I'invertase dont la synthése doit
dépendre donc du, systéme ribosomal cytoplasmique. Le chloramphénicol étant
un inhibiteur puissant de la synthése protéique par les ribosomes 70 S chloro-
plastiques (LINNANE et STEWART, 1967; ELLIs, 1968, 1969), on peut conclure
que la syntheése protéique, responsable par l’augmentatlon d’activité de la phospha-
tase acide et de la ribonucléase, dépend de ce systéme ribosomal.

Pour confirmer le caractére de synthése de novo de Yactivité phosphatasique
et ribonucléasique, nous avons réalisé des essais de marquage.

Dans ces essais deux lots de plantes de G. thurberi fgées de trois mois
ont été choisis : I'un conservé comme témoin recevant la solution nutritive normale,

Pautre traité par une solution nutritive & potentiel osmotique de — 20 j. mole—*
pendant 24 heures.

Le marquage des protéines avec la L-leucine (U) '#C et la chromatographie
sur DEAE-cellulose ont été pratiqués selon les procédés indiqués dans le chapitre
des techniques, I'acide aminé est appliqué au moment du traitement osmotique
simultanément dans les plantes traitées et dans les témoins.

Apres chromatographie des extraits de protéine foliaire, il a été déterminé,
dans chaque fraction récoltée, de 5 ml, la quantité des protéines, la radioactivité
et les activités phosphatase acide et ribonucléase.

Dans tous les essais, nous avons obtenu la méme distribution qui est
illustrée dans la figure 18.

Il est possible de voir sur cette figure que les plantes témoins donnent un
seul pic correspondant a la ribonucléase et & la phosphatase acide. Ces enzymes
ne sont pas retenues par le DEAE cellulose. Par contre, chez les plantes ayant
subi un traitement osmotique, deux nouveaux pics un de phosphatase acide et
lautre de ribonucléase apparaissent, qui, cependant, ne présentent pas de, radio-
activité.

Ces résultats démontrent que I'augmentation de I'activité totale de la ribo-
nucléase et de la phosphatase acide, qui doit correspondre & ces deux nouveaux
pics, n’est pas due 4 une synthése de novo. Ceci est en contradiction avec les
conclusions de YOUNG et VARNER (1959) concernant la phosphatase des cotylédons
de germinations de Pois; DE BAGI et Farkas (1966) se rapportant & la ribo-
nucléase dans les feuilles de Tabac endommagées mécaniquement, et de McHALE
et DovE (1968) qui ont étudié 1a ribonucléase de feuilles sénescentes de Tomate.

Par contre, PRESLEY et FOWDEN (1965) utilisant I’acide azétidine-2-car-
‘boxylique, analogue de la proline, avaient conclu que 'augmentation de 'activité
de la phosphatase acide dans des germinations de plusieurs espéces ne corres-
pondait pas & une synthése de novo mais provenait de la révélation d’un zymogéne.

Seul le marquage de la protéine enzymatique suivi de sa purification aurait
pu démontrer sans ambiguité (FILNER et al., 1969) que I'enzyme est néoformée.
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Nos expérienées n’ont pas pu apporter cette confirmation et, par conséquent,
tout au moins pour les nouvelles formes separees par chromatographle nous
penchons vers ’hypothése de révélation de zymogenes.

Le métabolisme protéique est associé a I'adaptation des plantes aux change-
ments de milieu. Ainsi McCowN et al., 1968, 1969) de méme que STUTTE et
Topp (1969) ont montré, par électrophorese, l'apparition de nouvelles bandes
de peroxidase respectlvement avec Pendurcissement au froid ou sous l'action de
la sécheresse.

La méme influence du milieu parait se retrouver dans le cas de nouvelles

formes de phosphatase acide et de nbonuclease dans le Cotonnier soumis a la
sécheresse.

CONCLUSIONS

L’activité de la catalase et de certaines hydrolases augmente sous I'effet de la
sécheresse.

L’activité accrue de ces derniéres enzymes permet d’expliquer la sénescence
accélérée des tissus foliaires. Cette augmentation est due, en partie, a la solu-
bilisation des enzymes latentes et en partie & la révélation de zymogénes.

L’espéce la plus résistante & la sécheresse G. anomalum est celle qui est
caractérisée par une solubilisation plus réduite de la phosphatase acide. Chez
les variétés sensibles, la solubilisation de cette enzyme dépend de T'hydratation
relative des feuilles. Par contre, la solubilisation de Iinvertase parait étre élevée
aussi bien dans les variétés sensibles que résistantes.

Une partie trds importante de l'activité latente des enzymes hydrolytiques
étudiées, aussi bien que de 1'0O-diphénol oxydase se trouve dans la fraction
chloroplasthue La sécheresse a comme conséquence une diminution de la quantité
de protéines dans cette fraction et une solubilisation de ces enzymes. Ceci
pourrait expliquer Paction de la sécheresse sur I’appareil chloroplastique.

Le marquage avec la leucine (U) *#C ne permet pas d’admettre que 'augmen-
tation de lactivité totale soit due & une synthése de novo. Cependant, les études
avec le chloramphénicol paraissent démontrer qu’une synthése protéique est
nécessaire pour la révélation de formes inactives de I’enzyme.

L’enzyme révélée sous I'influence du desséchement parait étre constituée par
une ou plusieurs identités moléculaires différentes, isolées par chromatographie
sur DEAE-cellulose (ribonucléase et phosphatase acide).
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