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Abstract

Water stress, induced by addition of polyethyleneglycol 600
to the nutrient solution, reduces the ribonucleic acid content
of cotton leaves. The chloroplastic compartment, especially
its ribosomal fraction, was most affected, even losing ribo-
nucleic acid to the cytoplasmic compartment. Decrease of
ribonucleic acid content on dehydration of leaf tissue is linked
with an increase of ribonuclease.

Introduction

Chez les espéces de Gossypium sensibles & la séche- .

resse, I’activité de certaines hydrolases comme la phos-
phatase ou la ribonucléase augmente avec la sécheresse
(Vieira da Silva 1968 a, b et c). Or, sous Peffet d’une
carence hydrique modérée, chez de jeunes plants de
Tomate, la teneur en ARN diminue bien que sa syn-
thése mesurée par lincorporation du 32P ne soit pas
particuliérement modifiée (Gates et Bonner 1959). La
carence hydrique induirait donc une dégradation accrue
de PARN cellulaire. Un phénomeéne semblable est ob-
servé par Kessler (1961).

Nous nous proposons de préciser les effets de la
carence hydrique 2 la fois sur la teneur en ARN du tissu
foliaire de Gossypinm, sur la répartition de ces macro-
molécules dans la cellule et sur leur évolution vis-3-vis
des hydrolases.

Matériel et méthodes

Matériel végétal et techniques de culture

La variété HAR 444.2 de Vespéce Gossypinm birsu-
tum L. a été cultivée en serre en milieu liquide selon les

méthodes déja décrites (Vieira da Silva 1970). Des plants
4dgés de 2 mois & 2 mois et demi ont été utilisés dans nos
expériences. La carence hydrique est provoquée par
P’addition de polyéthyléneglycol (PEG) 600 4 la solution
nutritive de facon 4 obtenir un potentiel hydrique de
— 20 joules par mole (soit — 11,1 bars). Le traitement
dure habituellement 24 heures. Cependant, dans d’autres
expériences, ’effer du traitement a été suivi pendant
quatre jours. La perte d’eau est déterminée par rapport
3 la surface foliaire et exprimée en pourcentage de I’eau
des tissus foliaires des témoins.

l, Préparation des échantillons

Seules sont récoltées les feuilles en position 2, 3 et 4
sur Paxe principal & partir du sommet. Chaque feuille
prélevée est coupée selon sa nervure principale en deux
moitiés équivalentes, I'une servant 3 doser I’activité ribo-
nucléasique globale et 'autre & isoler les fractions cellu-
laires.

Le fractionnement cellulaire est effectué selon Stutz
et Noll (1967). Une fraction riche en chloroplastes: la
fraction dite chloroplastique, et une fraction cytoplas-
mique, débarassée des mitochondries, sont ainsi obtenues
(Tableau 1). L’activité ribonucléasique est également
déterminée sur ces deux fractions.

Analyses faites

— Acide ribonucléigue et protéines. 1’acide ribo-
nucléique (ARN) est extrait du matériel végétal par la
méthode de Nieman et Poulsen (1963). Le matériel
végétal est fixé dans Ialcool absolu, soit & —18°C pen-
dant toute une nuit, soit bouillant pendant 2 minutes,
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Tableau 1. Préparation des fractions cellulaires @ partir de matériel foliaire de Gossypinm.

,
Tissu foliaire

Homogénéisation & 4°C dans du tampon de Stutz et Noll modifié
A raison de 5~10 ml par g de poids frais
filtration sur 4 couches de gaze
centrifugation 600 g — 2 min ~4°C

S1
centrifugation 2 590 g — 12 min - 4°C

l
Ct

riche en débris cellulaires et en noyaux

|

fraction riche en chloroplastes
= fraction chloroplastique
reprise dans du tampon sans saccharose

Sgt

addition de Triton X-100 (5 %o final)
agitation douce (au moins 2 min & 4°C)
centrifugation 25 000 g — 30 min - 4°C

Cqt Sqt

centrifugation
160000 g~ 3 h~ 4°C

Cst Sst

culot ribosomal

Le précipité obtenu est centrifugé et lavé successivement
3 I’éthanol 4 95°C contenant du NaCl a 10 %, a I’étha-
nol & 50 % acidifié & pH =4,5, & Pacide perchlorique
0,2 N 4 4°C, au mélange éthanol-ether (3:1 v/v) bouil-
lant, et finalement a I’éther. Puis il est séché.

La poudre obtenue est traitée par le NaOH 0,3 N
& 30°C pendant 18 heures. Le précipité est centrifugé,
lavé & NaOH 0,3 N deux fois et une partie aliquote des
surnageants, rassemblés et ajustés au volume exact le
plus proche, est utilisée pour le dosage des protéines par
la méthode de Lowry et al. (1951). Le reste est acidifié
a pH=1 en ajoutant de 'acide perchlorique & 15 %
4 4°C et laissé 40 minutes & 4°C avant d’&tre centrifugé.
Le surnageant est utilisé pour le dosage de PARN par
la méthode & Porcinol (Ashwell 1957). Souvent, le culot
est lavé deux fois & Pacide perchlorique 0,5 N et le

culot riche
en mitochondries

Sg

fraction contenant tous les autres

organites cellulaires

centrifugation 25 000 g — 30 min - 4°C

\ l

Cs? Sg?

fraction cytoplasmique

addition de Triton X-100 (2 %o final)
agitation douce (au moins 2 min & 4°C)
centrifugation 25 000 g — 30 min - 4°C

Cg2 S42

centrifugation
160000 g-3 h—-4°C

Cst S

()

[T}

culot ribosomal

liquide de lavage est ajouté au surnageant servant au

dosage de PARN.

Les valeurs obtenues sont exprimées soit par rapport
3 la surface foliaire déterminée 3 partir d’un tracé du
contour de la feuille soit par rapport aux protéines
totales. La représentation par rapport 2 la surface foliaire
a été retenue quand cela a été possible. En effet, la sur-
face de la feuille peut en premiére approximation étre
considérée constante au cours du traitement.

— Ribonucléase. Une partie aliquote de chacune des
fractions recueillies est utilisée pour le dosage de ’ac-
tivité ribonucléasique par la méthode de Vieira da Silva
(1970).

L’activité de I’enzyme est dosée spectrophotométrique-
ment 3 260 nm et exprimée directement en unités de
densité optique par mg de protéines et heure.
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Tableau 2. Influence de la carence bydrigue sur le contens en ARN et en protéines des feuilles
de Gossypium birsutum. Les quantités d’ARN sont exprimées en pg de pentose par cm?® de sur-
face foliaire et les protéines en mg par cm? de surface foliaire.

Fraction Fraction
Parametre Total chloroplastique | cytoplasmique
Ce Sg

ARN....... traitement osmotique . .. 17,5 +2,20 7,3 £1,10 7,9 *0,30

tEMOINS « v rvenonnns 39,2 3,50 26,1 +4,20 8,4 1,10
Protéines ... traitement osmotique . .. 1,18 +0,21 0,76 +0,16 1,37 0,05

tMOINS «.vvvennreenns 2,80+0,40 1,94+0,21 0,71+0,21

Résultats en ARN du compartiment cytoplasmique pendant les 24

Influence de la carence hydrigue sur PARN
foliaire total

Sous leffet d’une carence hydrique accentuée, le po-
tentiel de la solution nutritive étant de — 20 joules par
mole, la teneur en ARN des feuilles de Cotonnier dimi-
nue fortement. Cette diminution est de plus de 50 %
par rapport aux témoins au bout de 24 heures (Tableau 2)
et ce processus se poursuit jusqu'a 96 heures, qui est le
dernier stade que nous avons étudié (Figure 1). La dimi-
nution de la quantité globale d’ARN foliaire est fonc-
tion de la déshydration provoquée par le traitement
osmotique (Figure 2).

Parallélement & cette réduction de la quantité globale
d’ARN dans la feuille, activité totale de la ribonucléase
augmente. Une liaison semble exister entre la teneur en
ARN et cette augmentation de I'activité ribonucléasique.
Elle a été observée dans toutes les expériences ol cette
activité a été dosée en méme temps que la quantité glo-

bale ’ARN (Figure 3).

Influence de la carence bydrique sur la répartition
cellulaire de PARN foliaire

Aprds un traitement osmotique de 24 heures, comparé

aux témoins, il ne reste plus que 28 %o de ’ARN con-
tenu dans la fraction chloroplastique. Le compartiment
cytoplasmique ne semble pas étre touché: il en contient
encore 94,1 %/o. C’est donc le compartiment chloroplas-
tique défini selon notre mode de fractionnement cellu-
laire qui semble le plus affecté par la carence hydrique
(Tableau 2).

Dans les plants témoins, la majorité de PARN et des
protéines cellulaires se trouvent dans le compartiment
chloroplastique dans une propottion sensiblement com-
parable. Mais dans les plants traités [’accroissement
relatif dans le compartiment cytoplasmique est plus im-
portant pour les protéines que pour PARN (Tableau 2).

La cinétique du processus confirme cette sensibilité
particuliére du compartiment chloroplastique (Figure
1 A) et souligne une légére augmentation de la teneur

premiéres heures seulement (Figure 1 B).

Dans les chloroplastes, la proportion d’ARN ribo-
somal rapporté & PARN total contenu dans ceite frac-
tion passe de 71,3 %o pour les plantes témoins & 46,4 %o
pour les plantes traitées. Mais dans le cytoplasme elle

40

Hy cm 2 (ARN)

PENTOSE

H H 1 1
1 2
JOURS

Fig. 1. Evolution de la teneunr en ARN an niveau des com-
partiments cellulaires chloroplastique (A) et cytoplasmique (B)
an cours d’un cycle de sécheresse de 4 jours. (©) témoin;
(®) traitement osmotique.
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Fig. 2 (en haut). Pourcentage d’ARN par rapport au témoin
suivant Pintensité des pertes d’ean foliaire.

Fig. 3 (en bas). Pourcentage &’ARN par rapport au témoin
suivant la valeur de Pangmentation de Pactivité de la
ribonucléase.

n’est pas sensiblement modifiée (Tableau 3). Au cours
d’une carence hydrique accentuée ce qui est le plus
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Tableau 3. Influence de la carence hydrique sur le pour-
centage de PARN ribosomal par rapport & PARN total dans
les fractions chloroplastique et cytoplasmigne des feuilles de
Gossypinm hirsutum.

Pourcentage de PARN ribosomal

Fraction Plantes Plantes

traitées témoins
Chloroplastique (Cg) . .... 46,4 71,3
Cytoplasmique (Sg?) ...... 61,6 57,7

modifié du point de vue de ’ARN dans le compartiment
chloroplastique c’est la teneur en ARN ribosomal.

La figure 4 rend compte du résultat d’autres expé-
riences ol la distribution de I’ARN dans la cellule est
fonction de la perte d’eau des tissus foliaires. Comparée
aux témoins, la teneur en ARN des deux compartiments
chloroplastique et cytoplasmique, diminue jusqu’d une
perte de 30 % d’eau par rapport aux témoins (Figure 4).
Le compartiment cytoplasmique arrive méme 3 s’enrichir
en ARN et plus particuliérement en ARN ribosomal.
Une partie de ’ARN ribosomal chloroplastique semble
ainsi se retrouver dans ce compartiment.

Discussion

Les tissus foliaires du Cotonnier réagissent de la méme
fagon que les feuilles de plantules de Tomate (Gates et
Bonner 1959) ou les feuilles adultes de Betterave (Shah
et Loomis 1965): un déficit hydrique accentué se traduit
par une diminution importante de la teneur en ARN.

Cette réduction du contenu global en ARN est associée
3 une augmentation des activités ribonucléasiques. Une
telle relation entre la teneur en ARN et lactivité ribo-
nucléasique a été esquissée pour les feuilles en développe-
ment (Kessler et Engelberg 1962) et les feuilles de plan-
tules de Blé (Hadziyev, Mehta et Zalik 1969), et cette
situation est caractéristique des conditions d’agression
(Bagi et Farkas 1967, Dove 1967, McHale et Dove 1968,
Udvardy 1969). Pour le Cotonnier, une liaison entre
Paugmentation de P’activité ribonucléasique et une dimi-
nution de la quantité de matire séche avait été trouvée
(Vieira da Silva 1968 a).

Si une augmentation de lactivité de la ribonucléase
est en rapport avec la diminution de la teneur en ARN
de la feuille, elle affecte essentiellement le compartiment
chloroplastique, ce qui modifie profondément la réparti-
tion de PARN cellulaire, la ribonucléase dégradant plus
particuliérement I’ARN ribosomal chloroplastique. Une
telle altération avait été notée sur des plants de Betterave
soumnis & la sécheresse (Shah et Loomis 1965) mais c’est
la fraction soluble cytoplasmique qui s’enrichit aux dé-
pens de PARN ribosomal cytoplasmique et de PARN
contenu dans la fraction insoluble constituée par les
noyaux, les mitochondries et les chloroplastes. Pour une
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Fig. 4. Influence de la perte d’ean foliaire sur Pévolution de
la teneur en ARN des compartiments chloroplastique et cyto-
plasmigne. © ARN total; (®) ARN ribosomal.

carence hydrique prononcée, une telle situation est ren-
contrée aussi chez le Cotonnier. Ainsi, dans une premiére
phase, la ribonucléase augmente dans les chloroplastes,
le contenu en ARN de cette fraction diminue et PARN
ribosomal plus particuliérement. Puis dans une seconde
phase, la ribonucléase se retrouvant aussi dans le cyto-
plasme, ce compartiment se vide & son tour de son ARN.

L’enrichissement du cytoplasme en ARN peut étre le
résultat d’une modification des structures chloroplas-
tiques qui seraient alors plus perméables 4 PARN et 2
la ribonucléase. En effet, les chloroplastes soumis & une
hypertonicité perdent leurs ribosomes qui se retrouvent
dans le milieu extérieur (Filippovitch et al. 1967), Mais,
un tel phénoméne peut correspondre aussi 4 une destruc-
tion de ces chloroplastes bien que la chlorophylle ne se
retrouve pas dans le compartiment cytoplasmique. Il a
déja été observé que la déshydratation entraine une
modification de la structure des plastes des racines de
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Mais (Nir et al. 1969), ou les plastes se sont arrondis,
et ont perdu leurs structures- membranaires internes, et
leur stroma est moins opaque aux électrons.

La sensibilité de ’ARN ribosomal aux ribonucléases
n’est pas spécifique du matériel ici étudié. Pour les feuil-
les de plantules de Blé, une augmentation de lactivité
ribonucléasique est aussi associée 4 une diminution de la
teneur en ARN ribosomal (Hadziyev et al. 1969). Pour
le Mais, PARN ribosomal est dégradé préférentiellement
du fait méme de la localisation de la ribonucléase (Hsiao
1968). Chez le Radis, FARN ribosomal chloroplastique
est particuli¢rement labile (Ingle 1968). Et cet enrichisse-
ment observé du compartiment cytoplasmique en ARN
ribosomal peut n’dtre que la conséquence d’une plus
grande résistance des ribosomes cytoplasmiques a la ribo-
nucléase (Ingle et al. 1970, Vedel et D’Aoust 1970).

Il existe une certaine analogie entre la carence hy-
drique et la senescence foliaire, des résultats comparables
ayant été obtenus (Woolhouse 1967). Sissakyan et Odint-
zova (1956) notent qu’au cours de la senescence les
chloroplastes sont les premiers organites touchés aussi
bien au niveau des protéines que des acides aucléiques.

La sénescence a été trés étudiée sur des feuilles excisées:
au cours du vieillissement, tous les ARN ne sont pas
affectés de la méme facon, la cessation de la synthése de
PARN messager s’accompagne d’une dégradation accrue
des ribosomes (Parthier 1964, Wollghien et Parthier
1964). Certains auteurs vont jusqu’a assimiler ’influence
de la carence hydrique 4 une accélération de la sénescence
(Shah et Loomis 1965, Ben-Zioni, Itai et Vaadia 1967).
Les résultats ici présentés pourraient -confirmer cette
hypothése.
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