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Physiologie végétale

Activité nitrate réductase in vitro de jeunes plantules
de blé (Triticum aestivum L) cultivées
dans les conditions de détermination

de la faculté germinative et après amélioration
de la nutrition et de l’éclairement

O Bazzigalupi , ME Deroche JC Lescure C Bachelier, S Tardif

1 INRA, domaine de la Minière, station nationale d’essais de semences (SNES), 78280 Guyancourt;
2 INRA, Centre de Versailles, laboratoire du métabolisme et de la nutrition des plantes, 78026 Versailles Cedex, France

(Reçu le 5 février 1992; accepté le 7 juillet 1992)

Résumé &mdash; Quand les plantules de blé croissent dans les conditions de détermination de la faculté germinative édic-
tées par l’ISTA (International Seed Testing Association) : sable humidifié par de l’eau déminéralisée, 8 h par jour de
lumière faible : 55 &mu;mol photon.m-2.s-1, «milieu clos», leur activité nitrate réductase est très faible. En absence de ni-
trate, il peut s’agir d’une nitrate réductase constitutive, qui varie peu entre 3 et 12 j de croissance. La présence de
KNO3 dans le milieu induit l’activité nitrate réductase qui augmente entre 3 et 6 jours, surtout dans les feuilles, puis
reste constante et diminue entre 9 et 12 j; dans ce «milieu clos»; l’augmentation de l’intensité lumineuse, à 200 &mu;mol
photon.m-2.s-1, c’est-à-dire au-dessus du point de compensation en lumière, ne provoque pas l’accroissement de
l’activité nitrate réductase que l’on observe si les plantules croissent en «milieu ouvert» : dans ce cas, la transpiration
est possible et l’apport de nitrate de potassium ou mieux, de solution nutritive équilibrée, est journalier. Trois jours
après le semis, l’activité nitrate réductase dans les racines correspond à plus de la moitié de l’activité totale des plan-
tules; dès le 4e j, l’activité nitrate réductase dans la partie aérienne dépasse 50% de l’activité totale; elle atteint 90%
au 6e j quel que soit le traitement.

activité nitrate réductase in vitro / Triticum aestivum / faculté germinative / intensité lumineuse / nutrition
équilibrée / milieu clos / milieu ouvert

Summary &mdash; In vitro nitrate reductase activity of wheat (Triticum aestivum L) seedlings grown under various nu-
trient and light conditions. When wheat seedlings were grown in conformity with ISTA (the International Seed Testing
Association) rules ie on sand, deionized water, in a "closed environment" and at a light intensity of 55 &mu;mol photon.m-
2.s-1, nitrate reductase activity was very low as a constitutive form. Potassium nitrate induced nitrate reductase activity,
which increased from the 3rd to the 6th d of growth, mainly in the leaves, then remained constant and decreased from
the 9th to the 12th d. With a "closed environment", increasing irradiation up to 200 &mu;mol photon.m-2.s-1, ie above the
light compensation point, did not induce an increase in enzyme activity. In contrast, when seedlings grew in an "open en-
vironment", allowing transpiration and with a daily supply of potassium nitrate or better still a complete nutrient solution,
activity was very significant. Three d after sowing, enzyme activity was essentially located in the roots. After 4 d of
growth, shoot nitrate reductase activity rose to > 50% and attained 90% of whole plant activity on the 6th d.

in vitro nitrate reductase activity /Triticum aestivum / germinative potential / light intensity / equilibrated nu-
trition / closed environment / open environment
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INTRODUCTION

Les agriculteurs souhaitent que chacun des

grains mis en terre donne une plante parfaite.
Autrefois, la qualité d’un lot de semences se ju-
geait à son aspect au creux de la main. Au-

jourd’hui, des techniques permettent d’apprécier
la faculté germinative des semences mises sur
le marché. Dans le cadre des échanges com-
merciaux internationaux, l’Association internatio-
nale d’essais de semences (ISTA, 1985) a édicté
des règles adoptées dans les différents pays.
Bien que l’objectif final soit la «détermination de
l’aptitude à évoluer en plantes satisfaisantes

dans un sol de bonne qualité et dans les condi-
tions favorables d’humidité, de température et de
lumière», les règles ISTA préconisent l’emploi de
substrat inerte (papier filtre ou sable) arrosé

avec de l’eau désionisée ou distillée, donc en
l’absence de tout apport minéral; la seule déro-

gation admise est l’emploi de KNO3 (0,2%)
quand les semences sont dormantes. Ces expé-
rimentations sont le plus souvent faites à l’obs-
curité.

Dans le laboratoire SNES (Station nationale
d’essais de semences), la faculté germinative
est déterminée dans des conditions qui respec-
tent ces règles internationales (sable, éclaire-
ment faible de 55 &mu;mol photon.m-2.s-1, 8 h/j).
Ces règles reposent sur le principe qu’une se-
mence possède en elle-même tout ce qui lui est
nécessaire pour germer quand on lui donne de
l’eau. On ne connaît pas grand-chose au sujet
de l’autonomie des semences vis-à-vis des élé-

ments minéraux. C’est dans ce but que Bazziga-
lupi (1991) a comparé l’emploi d’eau désionisée
à celui d’une solution de KNO3 (0,2%). Tout

d’abord, l’eau favorise le développement des

plantules de blé jusqu’à 3 j, stade où le coléoptile
émerge du sable. Ensuite le nitrate de potassium
favorise l’utilisation des réserves et le développe-
ment de l’appareil photosynthétique. La conclu-
sion de la comparaison entre les effets de KNO3,
KCI et NaNO3 est que le nitrate améliore la mo-
bilisation des réserves davantage que le chlo-

rure, et que le le potassium provoque une

meilleure utilisation des substrats (réserves, élé-
ments nutritifs, CO2) que le le sodium.

Selon Pinto Contreras et Gaudillère (1987), le
passage de l’hétérotrophie à l’autotrophie des
jeunes plantules de blé vis-à-vis du carbone se
situe entre le 9e et le 13e j; les réserves du grain
servent à la synthèse de squelettes carbonés et
les photosynthétats fournissent les substrats

pour la production d’énergie. Dans le présent ar-
ticle, les mesures d’échanges gazeux de plan-
tules de blé cultivées avec de l’eau ou du KNO3
dans les conditions SNES permettent de savoir
si la photosynthèse est supérieure à la respira-
tion.

De plus, le blé se comporte différemment du
soja et du haricot en présence de KNO3 (Bazzi-
galupi, 1991) : alors que l’accroissement de la te-
neur en azote total des plantules de haricot et de
soja n’est dû qu’à l’augmentation de leur azote
nitrique, l’azote réduit des plantules de blé aug-
mente aussi. Cela nous a conduits à examiner le
fonctionnement de la nitrate réductase.

Au cours de ces dernières années, la structure
et la fonction de la nitrate réductase ont été très
étudiées au niveau moléculaire (Caboche et

Rouzé, 1990); cette enzyme est inductible par
son substrat (Hewitt et Cutting, 1979) bien que
l’on connaisse une forme «constitutive» (An-
drews et al, 1990); on sait que la lumière
contrôle son activité par l’intermédiaire du phyto-
chrome. De plus, les métabolites issus de la pho-
tosynthèse sont indispensables au fonctionne-
ment de l’enzyme et utilisés directement ou

après transport dans les organes non photosyn-
thétiques (Srivastava, 1980; Lee, 1980; Abrol et
al, 1983; Duke et Duke, 1984). La lumière amé-
liore d’abord l’absorption de nitrate chez les

jeunes plantules d’orge et d’avoine, puis induit la
nitrate réductase (Chen et Ries, 1969); la réduc-
tion du nitrate plus rapide à la lumière qu’à l’obs-
curité est attribuée à la fourniture de produits de
la photosynthèse chez l’orge jeune (Aslam et al,
1979). La limitation de la photosynthèse, par pri-
vation de CO2, chez des plantules de maïs

âgées de 3 j, retentit sur l’absorption et la réduc-
tion de nitrate (Pace et al, 1990); cette régulation
se fait par la fourniture d’énergie et de squelettes
carbonés; Deroche (1983) a résumé les relations
entre métabolisme carboné et azoté.

Dans la plupart des plantes, l’activité nitrate ré-
ductase la plus élevée se trouve dans les feuilles
mais elle peut être importante dans les racines
après une carence en azote (Talouizte et al,
1984) ou en conditions de nutrition faible en ni-
trate (Andrews, 1986; Wallace, 1986; Rodgers et
Barneix, 1988).

Parmi les études antérieures faites au cours
de la germination et des stades jeunes, nous
avons retenu celles qui concernent l’activité in

vitro chez le blé et quelques graminées. Disa et
al (1982, 1985) ont trouvé une activité nitrate ré-
ductase dans les embryons de blé germant en



présence de 60 mmol.l-1 KNO3, après une phase
de latence de 20 h nécessaire à la mise en route

des synthèses protéiques; le nitrate s’accumule

dans l’embryon mais n’induit par l’enzyme pen-
dant ces 20 premières h (Gupta et al, 1983);
chez l’orge, on peut supprimer cette phase de la-
tence par ablation de l’embryon (Gupta et al,
1988).

Le travail présenté ici commence par un rappel
des résultats de Bazzigalupi (1991) qui ont

conduit à mesurer les échanges gazeux et l’acti-
vité nitrate réductase des plantules de blé, de
manière à savoir si la photosynthèse et la réduc-
tion du nitrate fonctionnent dans ces conditions

d’essais de semences. Puis l’activité de la nitrate

réductase de jeunes plantules cultivées dans les
conditions SNES a été comparée à celle de plan-
tules cultivées dans un environnement plus favo-
rable : éclairement plus élevé, emploi de solution
nutritive complète.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Matériel végétal

Des grains de blé (Triticum aestivum L) cv Renan ont
germé et donné naissance à des plantules que nous
avons étudiées entre 3 et 12 j de croissance, en

«milieu clos» ou en «milieu ouvert», sous 2 intensités

lumineuses, et avec 3 types d’alimentation minérale.

Conditions de culture

Le «milieu clos» correspond aux conditions SNES de
détermination de la faculté germinative : une boîte en
matière plastique (17,5 x 12 x 5,5 cm) contient du
sable fin de Fontainebleau dont l’humidité est de 9%

(90 ml d’eau désionisée pour 1 kg de sable sec); 50
grains de blé équidistants sont disposés, à 1 cm de

profondeur, de manière à ce que la radicule se déve-
loppe vers le bas; la boîte est enfermée dans un sac
plastique transparent gonflé d’air.

Le «milieu ouvert» correspond à l’emploi de ter-

rines (44 x 28,5 x 6,5 cm) contenant 12 kg de sable
de Biot, dans lesquelles on sème 110 grains de blé
que l’on arrose une fois par jour. La capacité de réten-
tion d’eau de ce sable grossier est de 600 ml par ter-
rine.

La nutrition présente 3 variantes : eau, solution de

KNO3 à 0,2% (environ 20 mmol.l-1) et une solution
nutritive complète (SNC) selon Coïc et Lesaint (1975)
contenant en macroéléments : 3,8 mmol.l-1 KNO3, 3
mmol.l-1 Ca(NO3)2, 0,1 mmol.l-1 Mg(NO3)2, 2 mmol.
l-1 NH4NO3, 1 mmol.l-1 KH2PO4, 0,1 mmol.l-1

K2HPO4, 0,75 mmol.l-1 MgSO4, 0,2 mmol.l-1 NaCl et

en micro-éléments : 24 &mu;mol.l-1 H3BO3, 10 &mu;mol.l-1
FeEDTA, 10 &mu;mol.l-1 MnSO4, 3 &mu;mol.l-1 ZnSO4, 1
&mu;mol.l-1 CuSO4, 0,04 &mu;mol.l-1 (NH4)6 Mo7O24.

Le «milieu clos» implique un seul apport nutritif au
début de l’expérience; chaque plantule dispose, pour
12 j, de 36 &mu;mol de nitrate (solution 20 mmol.l-1

KNO3) ou 22 &mu;mol de nitrates et de 4 &mu;mol d’ammo-
nium (solution nutritive complète). En «milieu ouvert»,
chaque plante dispose, par j, de 108 &mu;mol de nitrate
(solution 20 mmol.l-1 KNO3) ou 65 &mu;mol de nitrate et
de 11 &mu;mol d’ammonium (SNC).

Les conditions climatiques constantes, en

chambres de culture, sont la température : 20 °C et la
durée de l’éclairement : 8 h/j. Les variantes sont les
niveaux d’éclairement : mesurés au niveau du sable

où germent les semences, ils sont de 55 (conditions
SNES) ou 200 &mu;mol photon.m-2.s-1, à l’intérieur du

sac, en «milieu clos» et de 200 &mu;mol photon.m-2.s-1
en «milieu ouvert».

Les divers traitements sont résumés dans le ta-

bleau I.

Prélèvements

Les parties aériennes (feuilles + coléoptiles) et les ra-
cines ont été prélevées 4 h après le début de la pho-
topériode, à l’âge de 3, 6, 9 ou 12 j («milieu clos»,
H2O, KNO3 ou SNC, 55 &mu;mol photon.m-2.s-1 ou



SNC, 200 &mu;mol photon.m-2.s-1), tous les jours de 3 à
12 j (200 &mu;mol photon.m-2.s-1, «milieu clos», KNO3,
ou «milieu ouvert» KNO3 ou SNC). Les racines sont
soigneusement débarrassées du sable par rinçage
sous un filet d’eau, puis essuyées avec du papier
filtre. La matière fraîche est déterminée sur 2 à 10 ré-

pétitions selon le stade. Les échantillons sont fixés
dans l’azote liquide et conservés à -80 °C jusqu’au
moment de la détermination de l’activité nitrate réduc-
tase et de la teneur en protéines solubles.

Détermination de l’activité nitrate réductase
in vitro et dosage des protéines solubles

L’activité nitrate réductase in vitro est déterminée par
la technique de Moureaux et al (1989) après broyage
des échantillons dans N2 liquide. L’extraction des pro-
téines solubles, dont la nitrate réductase, se fait à
5 °C dans un tampon 0,05 mol.l-1 HEPES pH 8,2
contenant 0,1 mol.l-1 NaCl, 1 mmol.l-1 EDTA,
2 mmol.l-1 2-mercaptoéthanol, 10 &mu;mol.l-1 FAD,
1 &mu;mol.l-1 molybdate de sodium et 1 &mu;mol.l-1 leupep-
tine, inhibiteur des protéases des feuilles ou 1 &mu;mol.l-1
chymostatine, inhibiteur des protéases des racines

(Long et Oaks, 1990) et du Polyclar AT. Après 10 mn
de centrifugation (10 000 g), les dosages de l’activité
nitrate réductase selon Wray et Filner (1970) et des
protéines solubles selon Bradford (1976) sont effec-
tués sur le surnageant. Le milieu réactionnel pour la
détermination de l’activité enzymatique est du tampon
phosphate 0,1 mol.l-1, pH 7,5, dans lequel on ajoute
du NADH (1,4 mmol.l-1) et du KNO3 (0,1 mol.l-1). La
courbe de référence pour les protéines est obtenue
avec de la sérumalbumine bovine. Les activités enzy-
matiques sont exprimées sur la base de la matière

fraîche, ou des protéines solubles, ou par plantule.
Les résultats présentés ici sont les moyennes de 3-8
déterminations indépendantes (sauf ceux obtenus
avec l’eau et KNO3 en «milieu clos» sous lumière
faible où il n’y a eu que 2 répétitions). Les écarts types
ont été calculés mais on ne les a représentés que sur
1 ou 2 courbes pour ne pas surcharger les figures.

Mesure des échanges gazeux

La boîte contenant 50 plantules cultivées dans les
conditions SNES avec eau ou KNO3 est débarrassée
de son enveloppe plastique et placée dans une cellule
d’assimilation balayée par un courant d’air comprimé;
l’air est humidifié par barbotage dans l’eau, puis ho-
mogénéisé dans la cellule par un ventilateur. L’en-

semble est thermostaté. À la sortie de la cellule, une
partie de l’air est desséchée avant l’entrée dans le
tube de l’analyseur par infrarouge. La concentration
en CO2 contenu dans cet air est comparée à celle de
l’atmosphère de référence prélevée avant le passage
dans la cellule d’assimilation et la différence est enre-

gistrée.

Sur la même boîte contenant les plantules (de 6 j
ou de 9 j), 3 niveaux d’éclairement sont employés suc-
cessivement : 0 (obscurité pendant la période de nuit);
puis, pendant 4 h, 55 &mu;mol photon.m-2.s-1 (éclaire-
ment de croissance, obtenu par interposition d’un filtre
entre la cellule et la rampe de tubes fluorescents);
enfin, pendant 4 h, 160 &mu;mol photon.m-2.s-1 (éclaire-
ment maximum avec ce dispositif).

RÉSULTATS

Matière sèche, azote nitrique et réduit,
et échanges gazeux en «milieu clos»,
avec de l’eau ou du KNO3 20 mmol.l-1,
sous 55 &mu;mol photon.m-2.s-1

Des résultats sur les évolutions en masse fraîche
et sèche, en azote total et nitrique, en phosphore
et en potassium, de plantules se développant
dans les conditions utilisées à la Station natio-
nale d’essais de semences (Bazzigalupi, 1991),
on peut retenir que, comparé à l’eau, le KNO3
(20 mmol.l-1) ralentit l’imbibition des grains et la
croissance des plantules pendant les 3 premiers
jours. Après l’émergence des coléoptiles au-

dessus du sable, la solution de KNO3 augmente
l’efficacité d’utilisation des réserves (rapport
entre les masses sèches des organes produits et
utilisés), stimule le développement de l’axe

(feuille + racine) de la plantule, modifie l’architec-
ture de la plantule en favorisant le développe-
ment de l’appareil photosynthétique.

Les résultats qui ont servi de base aux études
décrites dans cet article sont présentés dans le
tableau II, notamment les quantités d’azote nitri-
que et réduit par plantule. Alors que les grains
sont réputés sans nitrate, on en mesure une
faible quantité, de l’ordre de 0,1% de la quantité
d’azote réduit. Ces quantités restent évidemment
faibles en présence d’eau seule. Avec KNO3, les
racines et surtout les feuilles s’enrichissent énor-
mément en nitrate. L’action du KNO3 20 mmol.l-1
aboutit à un accroissement d’azote réduit dans
l’ensemble (feuille + racine) de 41 et 124 &mu;g par

plantule à 6 et 9 j respectivement.
Les mesures d’échanges gazeux (fig 1) ont

montré qu’à l’âge de 6 j, le point de compensa-
tion lumineux, où l’émission de CO2 par la respi-
ration est égale à l’absorption par la photosyn-
thèse, n’est atteint qu’au-dessus de 100 &mu;mol
photon.m-2.s-1; c’est à 9 j seulement que l’inten-
sité lumineuse de croissance peut atteindre le

point de compensation. On peut en déduire que



l’activité photosynthétique des plantules de blé
cultivées dans les conditions SNES de détermi-

nation de leur faculté germinative est faible. L’ac-
tivité respiratoire des plantules nourries par du

KNO3 20 mmol.l-1 est plus grande que celle des
plantules alimentées par l’eau seule (x 1,7 à 6 j, x
1,4 à 9 j).
On peut calculer le bilan en CO2 de ces plan-

tules poussant avec 8 h de lumière et 16 h d’obs-
curité : on obtient, en mg.plantule-1.j-1, des va-
leurs toujours négatives : -1,41 (H2O) et -1,70
(KNO3) à 6 j; -1,25 (H2O) et -1,88 (KNO3) à 9 j.

Ces valeurs sont proches de celles que l’on peut
déduire du tableau II : les pertes de matière
sèche entre 3 et 6 j, et entre 6 et 9 j sont com-
prises entre 1,2 et 1,9 mg.plantule-1.j-1. La
quantité de CO2 n’est donc pas le facteur limi-

tant de la photosynthèse dans ce «milieu clos».
Avec cette lumière faible, en présence de

KNO3, les feuilles et les racines accumulent

beaucoup de nitrate et ont aussi une plus
grande quantité d’azote réduit (tableau II), ce qui
laisse supposer que la nitrate réductase fonc-

tionne.



Matière fraîche, protéines solubles
et activité nitrate réductase

«Milieu clos»

Intensité lumineuse de 55 &mu;mol photon.m-2.s-1,
eau, KNO3 ou solution nutritive complète

La matière fraîche des plantules (feuilles et ra-

cines) de 3 j est identique quand la lumière est
faible quelle que soit l’alimentation. L’apport
d’éléments minéraux n’augmente la masse

fraîche des racines qu’à 12 j (SNC, x 1,2, KNO3,
x 1,4). Les parties aériennes réagissent à la pré-
sence de KNO3 ou d’autres sels dans la solution

nutritive, dès 9 j (x 1,75), pour atteindre un dou-
blement à 12 j (fig 2).

Les teneurs en protéines solubles sont envi-
ron 5 fois plus grandes dans les feuilles que
dans les racines (fig 2). C’est au stade de 3 jours
que l’on a mesuré les valeurs les plus élevées; à
ce stade, Bazzigalupi (1991) a montré que la

mobilisation des réserves des grains de blé est
la même en présence d’eau seule ou d’une solu-
tion 20 mmol.l-1 KNO3. Les quantités de pro-
téines solubles par plantule (feuille + racine) me-
surées ici sont de 0,2 mg avec l’eau et le KNO-3
et de 0,3 mg si la solution nutritive est complète.
Aux stades de 6, 9 et 12 j les teneurs en pro-

téines solubles diminuent; mais, comme consé-
quence d’une meilleure croissance, la quantité
de protéines solubles par plantule est plus
grande quand elles sont alimentées par KNO3 ou

la solution nutritive complète (x 1,5 ou x 2, res-
pectivement).

Dans les plantules ne recevant que de l’eau,
on a mesuré une activité nitrate réductase in

vitro faible, à la limite de la sensibilité de la

technique (fig 3); il s’agit peut-être de la nitrate
réductase «constitutive». Il n’est pas sûr que la
très faible quantité de nitrate décelée dans les
grains (tableau II) soit analytiquement significa-
tive et suffisante pour induire une faible activité

enzymatique.
Quand il y a du nitrate dans le milieu nutritif,

l’activité nitrate réductase double (parties aé-

riennes) ou triple (racines) dès 3 j; à ce stade,
tout en restant faible, l’activité dans les racines
est égale ou supérieure à celle des feuilles et co-
léoptiles, notamment si on l’exprime sur la base
des protéines solubles. Les activités dans les

parties aériennes augmentent rapidement (x 4)
entre 3 et 6 j (KNO3, SNC) puis se stabilisent à
9 j et diminuent à 12 j, que la base de référence
soit la matière fraîche, les protéines solubles ou
la plantule entière (fig 3). Les activités nitrate ré-
ductase des racines ne varient pas de manière

significative.
Les activités nitrate réductase sont de 16, 213

et 287 nanomol NO-2.h-1.[plantule (feuille + ra-

cine)]-1 aux stades 3, 6 et 9 jours, en présence
de KNO3. On peut remarquer que les accroisse-
ments en azote réduit (tableau II), sont, de la

même manière, plus importants entre 3 et 6 j
qu’entre 6 et 9 j.

Le «milieu clos» et la faible lumière permettent
donc à l’activité nitrate réductase de s’exprimer
pendant la première partie de la croissance étu-
diée.

Intensité lumineuse de 200 &mu;mol
photon.m-2.s-1, KNO3
ou solution nutritive complète

Une expérience préliminaire a été faite pendant
les mesures d’échanges gazeux. On a constaté
que les 8 h de ventilation (retrait de l’enveloppe
plastique) et 4 h d’éclairement à 160 &mu;mol pho-
ton.m-2.s-1 appliquées aux plantules cultivées

préalablement sous 55 &mu;moles photon.m-2.s-1
n’avaient pas accru leur activité nitrate réduc-
tase : pour les feuilles de plantules de 6 j, après
4 h sous 55 &mu;mol photon.m-2.s-1, elle est de 2,9



± 0,5 &mu;moles NO-2.h-1.g-1 MF; après 4 h sous
160 &mu;mol photon.m-2.s-1 dans la cellule de me-

sure des échanges gazeux, elle est de 2,9 ± 0,8.
À l’âge de 9 j et dans les mêmes conditions, les
valeurs mesurées sont identiques (1,5 ± 0,2 &mu;mol
NO-2.h-1.g-1 MF). Cette remarque est confirmée
quelle que soit la base de référence (6 j : 312 ±
81 et 300 ± 81 &mu;mol NO-2.h-1.g-1 protéines so-
lubles, 9 j : 182 ± 45 et 170 ± 29 &mu;mol NO-2.h-1.
g-1 protéines solubles). Quelques h d’intensité lu-
mineuse supérieure au point de compensation lu-
mineux (fig 1) ne modifient pas l’activité nitrate
réductase des jeunes plantules de blé cultivées
sous 55 &mu;mol photon.m-2.s-1.
On a donc employé une intensité lumineuse

de 200 &mu;mol photon.m-2.s-1 pendant toute la

croissance.

L’augmentation d’intensité lumineuse ralentit

la croissance des plantules alimentées par

KNO3 (x 0,6 à 3 j; x 0,8 à 6, 9 et 12 j) alors que
la matière fraîche des plantules (fig 2) ayant
reçu de la solution nutritive complète pendant
3 ou 6 j est identique sous 55 et 200 &mu;mol
photon.m-2.s-1. Après 9 et 12 j sous 200 &mu;mol
photon.m-2.s-1, la matière fraîche des feuilles
est moins élevée (x 0,8) et celle des ra-

cines, plus grande (x 1,2) que sous 55 &mu;mol
photon.m-2.s-1.
On observe des teneurs en protéines solubles

plus élevées (fig 2) dans les plantules alimen-
tées par KNO3 sous forte lumière (x 2 dans les
racines des 4 stades étudiés et dans les parties
aériennes de 3 j) quand on les compare aux

plantules sous faible intensité lumineuse; la so-



lution nutritive complète ne provoque pas de

changement dans les concentrations en pro-
téines solubles, par rapport au KNO3, mais une
augmentation de la quantité de protéines so-

lubles par plantule.

L’augmentation de l’éclairement de 55 à 200
&mu;mol photon.m-2.s-1 pendant la croissance en
«milieu clos» n’a pas d’effet significatif sur l’acti-
vité nitrate réductase des plantules de blé

qu’elles soient en présence de 20 mmol.l-1

KNO3 ou de solution nutritive complète (fig 3).
Cette stagnation de l’activité nitrate réductase
des feuilles de plantules cultivées en «milieu

clos» est particulièrement nette quand on l’ex-

prime par plantule (fig 3) ou par g de matière
fraîche (résultats non montrés). En «milieu

clos», l’activité de la nitrate réductase des

jeunes plantules de blé n’augmente que de 3 à
6-7 j.

Le facteur limitant ici l’expression de l’activité
nitrate réductase ne semble pas être l’intensité
lumineuse.

«Milieu ouvert» et intensité lumineuse de

200 &mu;mol photon.m-2.s-1, KNO3
ou solution nutritive complète

Dans ces conditions, l’apport nutritif est journa-
lier; chaque plantule dispose de 35 fois plus de
nitrate au cours des 12 j de croissance qu’en
«milieu clos». De plus, la transpiration existe et
peut favoriser les mouvements d’eau et de nutri-
ments. Comme précédemment, l’intensité lumi-

neuse permet une assimilation nette positive de
CO2.

Cependant, de 3 j à 6 j, la croissance en ma-

tière fraîche est plus faible en «milieu ouvert»

qu’en «milieu clos» (fig 2).
C’est avec l’arrosage quotidien par la solution

nutritive complète (fig 2) que l’on a mesuré les
plus grandes teneurs en protéines solubles dans
les parties aériennes et les racines au stade de 3
jours. Cependant à cause de la différence de
croissance en masse, les quantités de protéines
solubles par plantule, aux stades jeunes, sont in-
férieures en «milieu ouvert» comparé au «milieu
clos»; c’est seulement avec la solution nutritive

complète apportée chaque jour et au-delà de 10 j
que la quantité par plantule se distingue nette-
ment des autres traitements.

Quand les plantules émergent seulement de la
surface du sable, l’activité nitrate réductase des
racines par g de matière fraîche ou de protéines
solubles est plus faible dans le mode de culture
«ouvert» que dans le mode «clos» (avant 6 j
pour les feuilles et les racines). Ensuite, au stade
6 j, c’est le KNO3 20 mmol.l-1 qui provoque la

plus grande activité sur la base de la matière

fraîche (résultats non montrés), des protéines so-
lubles ou de la plantule entière (fig 3). Quand les
plantules croissent de 8 à 12 j avec KNO3 seul,
les performances obtenues pour l’activité nitrate



réductase diminuent par g de matière fraîche,
restent stationnaires sur la base des protéines
solubles ou augmentent très peu quand elles

sont exprimées par plantule. C’est avec la solu-
tion nutritive complète apportée quotidiennement,
que les potentialités de l’enzyme s’expriment le

mieux.

Répartition de la masse fraîche
et de l’activité nitrate réductase
entre racines et parties aériennes

Au stade de 3 j, la masse de matière fraîche
des racines est environ 2 fois plus grande que
celle des parties aériennes : la matière fraîche

des parties aériennes représente moins de 30%
du total feuilles + racines (arrosage journalier
par 20 mmol.l-1 KNO3) alors qu’elle est de 33%
avec l’eau en «milieu clos» et de 36-38% dans

tous les autres cas (fig 4). Ensuite, la partie aé-
rienne devient prédominante surtout en «milieu
ouvert». En alimentation hydrique stricte, la pro-
portion de racines est très importante (carence
minérale).

La participation des racines à l’activité nitrate
réductase totale (feuilles + racines) est très

importante à ce stade de 3 j (fig 4) où elle se
situe entre 50 et 75% de l’activité totale. Dès 4 j,
l’activité des parties aériennes correspond à la
moitié de l’activité totale; à 6 j, elle dépasse
80%.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les règles ISTA qui préconisent l’emploi de
l’eau pour la détermination de la faculté germi-
native des semences semblent bonnes pour
des durées très courtes de croissance, n’excé-
dant pas 3 j; à ce stade, la racine est plus
grande que la feuille encore contenue dans le
coléoptile (fig 4); la lumière n’est peut-être pas
nécessaire comme l’ont montré des traitements
à l’obscurité (Bazzigalupi, 1991). Le confine-
ment empêchant la transpiration conduit à des
plantules dont la matière fraîche est plus
grande jusqu’à 6 j. La croissance en matière
fraîche est à peu près la même de 6 à 9 j dans
les divers traitements. Même en «milieu ou-

vert», le KNO3 ne provoque pas d’augmenta-
tion de la croissance en matière fraîche. Après
le 10e j, l’alimentation par la solution nutritive

complète améliore la croissance.
Les teneurs en protéines solubles des parties

aériennes des plantules de 3 jours, en «milieu
clos» sous 55 &mu;mol photon.m-2.s-1, sont sem-
blables avec l’eau ou KNO3. À ce stade, Bazzi-
galupi (1991) a noté une même mobilisation des
réserves estimée par le rapport de la matière
sèche produite à la matière sèche consommée.
Si on fait l’hypothèse que la teneur en protéines
solubles est une image de la mobilisation des ré-
serves des semences, il faut noter, à 3 j, une
nette augmentation dans les conditions «milieu
clos» entre 55 et 200 &mu;mol photon.m-2.s-1 avec



KNO3; cet accroissement devient très important
à ce stade quand on passe en «milieu ouvert»
avec la solution nutritive complète alors qu’on
n’en observe pas en «milieu clos». On peut sup-
poser que la meilleure utilisation des réserves
due à KNO3 observée par Bazzigalupi (1991)
dans les conditions SNES aux stades 6 et 9 j
doit commencer beaucoup plus tôt (3 j) avec une
intensité lumineuse plus élevée, un «milieu ou-
vert» et une alimentation équilibrée.

Disa et al (1982, 1985), Gupta et al (1983) ont
étudié la nitrate réductase dans les embryons de
blé entre 12 et 80 h de germination; on peut
donc comparer leurs observations avec celles

présentées ici pour le stade 3 j. L’activité nitrate
réductase très faible, de l’ordre de 20 &mu;mol
NO-2.h-1.g-1 protéines, que nous avons mesurée
dans les plantules alimentées par l’eau (fig 3) n’a
pas été détectée par ces auteurs; cette activité
est peut-être «constitutive» (Andrews et al,
1990) ou due à la présence d’une très faible

quantité de nitrate présent dans les semences
(tableau II). Comme Disa et al (1982, 1985),
nous avons observé une augmentation impor-
tante de l’activité nitrate réductase avec le nitrate

et, de plus, la localisation de l’activité nitrate ré-
ductase d’abord dans les racines (3 j) puis dans
les feuilles; au 4e j, la participation des parties
aériennes dépasse 50% pour atteindre 90% au
6e j quel que soit le traitement (fig 4). Ce rôle
prépondérant des feuilles dans la réduction des
nitrates a été souligné chez de nombreuses
plantes herbacées (Minotti et Jackson, 1970; An-
drews, 1986; Wallace, 1986).

Le «milieu clos» n’empêche pas l’induction de
la nitrate réductase par le nitrate. L’activité aug-
mente de 3 à 6 j, mais elle ne dépasse jamais
celle observée à 6 j quel que soit le niveau de
l’éclairement de croissance des jeunes plantules
de blé (fig 3).

Le «milieu clos» avec une alimentation uni-

quement hydrique limite la croissance des plan-
tules; l’apport de nitrate de potassium 20 mmol.l-1
en «milieu clos» améliore la croissance. On a
calculé que chaque plantule dispose d’environ
500 &mu;g d’azote; or, en 9 j, l’accroissement en

azote total (nitrique + réduit) est de l’ordre de

300 &mu;g par plantule (tableau II). La première limi-
tation du «milieu clos» est l’alimentation nitrique.

On a indiqué qu’en «milieu ouvert», chaque
plantule dispose par jour de plus d’azote qu’en
«milieu clos» pour 12 j. De plus, l’apport journa-
lier de nitrate en «milieu ouvert» (transpiration,
mouvement d’eau et de métabolites vers les

feuilles possibles) provoque d’abord à 6 j une

nette augmentation de l’activité nitrate réductase
des feuilles (fig 3); ensuite à 8 j et au-delà, les
éléments autres que le nitrate de la solution nu-
tritive complète conduisent à de meilleures per-
formances de cette activité enzymatique. Ainsi,
avec des intensités lumineuses plus grandes que
200 &mu;mol photon.m-2.s-1 et des photopériodes
plus longues que 8 h, en serre, nous avons obte-
nu des activités nitrate réductase de feuilles de
blé de 3 à 6 j aussi élevées que les plus fortes
mesurées ici à 8-10 j.

En conclusion, les tests de faculté germinative
peuvent être faits avec de l’eau jusqu’à 3 j;
jusqu’à ce stade, la semence semble autonome

vis-à-vis de l’alimentation minérale. Avec 55

&mu;mol photon.m-2.s-1, les tests de faculté germi-
native sont améliorés en «milieu clos» par la pré-
sence de KNO3 20 mmol.l-1 entre 3 et 6 j; si la

durée de croissance est supérieure, l’activité ni-
trate réductase des plantules de blé est stoppée
au stade de 6 j en «milieu clos» et ne répond pas
à l’augmentation d’intensité lumineuse.

Cependant les concentrations en protéines so-
lubles enregistrées en «milieu clos» n’augmentent
de manière importante que sous une intensité lu-
mineuse plus grande que celle employée au

SNES. Pour que la croissance et l’activité nitrate
réductase continuent à augmenter après 10 j, une
alimentation plus équilibrée et en apport journa-
lier, sous une intensité lumineuse supérieure au
point de compensation sont souhaitables.

On peut également remarquer que la concen-
tration en KNO3 utilisée dans ce travail (20
mmol.l-1) et celle employée (60 mmol.l-1) par
Disa et al (1982, 1985) sont très élevées. Dans
les champs, les semences peuvent rencontrer
1 mmol.l-1 d’après les estimations de la concen-
tration dans une bonne terre végétale (Heller,
1984). De plus, les résultats récents obtenus par
Devienne et al (1991) montrent que des concen-
trations inférieures à 1 mmol.l-1 suffisent à obte-
nir une croissance et une teneur en azote maxi-

males des jeunes plantules de blé.
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