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R É S U M É 

L ' a c t i v i t é de la nitrate r é d u c t a s e dans les extraits de tissus rés ineux est élevée à p H voisin 
de 7 et faible à p H 3,5. E l le est beaucoup plus élevée dans les racines que dans les aiguilles. 11 
existe un temps de latence de plusieurs heures (7 a 1 0 h) avant que l ' ac t iv i t é de la nitrate r é d u c ­
tase ne d é m a r r e . Ce temps de latence est fonction du degré de broyage des tissus et semble dû 
à la présence d 'un inhibiteur enzymatique. 

L a réduc t ion des nitrites semble se faire par voie non enzymatique. Cette aptitude des tissus 
à r édu i re les nitrites est élevée à p H 3,5 et nulle à p H 7,2. E l le semble plus élevée pour les tissus 
foliaires que pour les tissus racinaires. 

Nous avons c o m p a r é ce s y s t è m e de r éduc t ion des nitates et des nitrites chez l 'Ép icéa commun 
(Picea excelsa) et chez le P i n noir d 'Autr iche (Pinus nigra nigricans austriaca) en sol acide et en 
sol calcaire. 

Dans les tissus racinaires de P i n noir, l ' a c t iv i t é de l a nitrate r é d u c t a s e est plus élevée en sol 
calcaire qu'en sol acide. Nous observons l 'inverse pour les tissus racinaires d ' É p i c é a . Ces obser­
vations semblent pouvoir expliquer en partie les difficultés de nutr i t ion en azote que p r é s e n t e 
l 'Ep icéa en sol calcaire. 

I . — I N T R O D U C T I O N 

Un grand nombre de résineux présentent une chlorose généralisée en sol 
calcaire. Cette chlorose s'accompagne toujours d'une faible croissance et d'une 
carence très marquée en azote. 

Il semble que ces résineux utilisent avec difficulté l'azote nitrique qui est la 
forme dominante d'azote en sol calcaire. 
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Pour expliquer ces difficultés d'utilisation de l'azote nitrique, on peut avancer 
diverses hypothèses, et en particulier la difficulté de réduire les nitrates. 

Nous avons donc été amenés à mesurer l'activité de la nitrate réductase et la 
capacité à réduire les nitrites chez l'Épicéa, espèce ealcifuge, et le Pin noir d'Au­
triche, espèce résistante au calcaire. 

2. — R A P P E L S U R L E S C O N N A I S S A N C E S A C T U E L L E S 

D U MÉCANISME D E R É D U C T I O N D E S N I T R A T E S 

On admet que la réduction des nitrates se fait suivant le schéma ci-dessous 
hypothétique dans ses dernières phases : 
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Il semble d'ailleurs, d'après H E W I T T el al., que l'hydroxylamine N H 2 O H ne 
soit pas un intermédiaire indispensable. 

Cette réduction se fait par l'intermédiaire d'une chaîne d'enzymes, dont on 
ne connaît avec certitude que les deux premières. 

La nitrate réductase est bien connue. Il s'agit d'une molybdo-flavoprotéine, 
de poids moléculaire compris entre 500 000 et 000 000, et ayant une activité optimale 
à p l i compris entre 7 et 7,5. 

L a nitrite réductase q u i fait suite à la nitrate réductase est par contre moins 
connue. Le fer interviendrait dans son fonctionnement. D'autres oligo-éléments, 
comme le manganèse et le cuivre pourraient intervenir également. 

La réduction des nitrates a surtout été étudiée chez les bactéries, les champi­
gnons et les algues. Un certain nombre d'études ont été effectuées sur des plantes 
de culture (soja, dactyle, ray-grass, maïs, blé, tomate) et sur des arbres (en particulier 
sur oranger et citronnier). Citons B A R - A K I V A , J . SAGIV, J . L E S H E M (1970), B A R -
A K I V A et S T E R N B A U M (1965). Sur arbres forestiers, citons les études de W . F . T H E O -
B A L D et W . H . SMITH(I974) et de G . F . D Y K S T R A (1974). 

3. - - M A T É R I E L E T MÉTHODES 

L ' a c t i v i t é de la nitrate r é d u c t a s e peut ê t r e mesurée par deux m é t h o d e s différentes : la 
m é t h o d e de l 'extrai t enzymatique ou encore m é t h o d e in vitro et la m é t h o d e des fragments ou mé­
thode in vivo. Mieux vaut d'ailleurs ne pas utiliser les termes de in vivo ou in vitro ; on ne peut en 
effet assimiler la m é t h o d e des fragments à une v é r i t a b l e m é t h o d e in vivo. 
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3. 1. — La méthode des extraits 

C e t t e m é t h o d e c o n s i s t e à e x t r a i r e l ' e n z y m e p u i s à l a c o n c e n t r e r p a r des p u r i f i c a t i o n s s u c c e s ­

s i v e s . L ' e n z y m e est e n s u i t e m i s e e n c o n t a c t a v e c des n i t r a t e s , u n t a m p o n e t u n d o n n e u r d ' h y d r o ­

g è n e d a n s des c o n d i t i o n s p a r f a i t e m e n t c o n t r ô l é e s . C e t t e m é t h o d e a é t é u t i l i s é e t o u t d ' a b o r d en 

•953 l ' a r E V A N S et N A S O N , et e n s u i t e p a r des n o m b r e u x a u t r e s a u t e u r s . 

3. 2. — La méthode des fragments 

D e s f r a g m e n t s d e m a t é r i e l v é g é t a l d e 2 à 3 m m s o n t m i s e n p r é s e n c e d ' u n t a m p o n p h o s p h a t e , 

d ' u n d o n n e u r d ' h y d r o g è n e ( a c i d e m a l i q u e o u c i t r i q u e ) e t d e n i t r a t e s . M U L D E R , B O X M A e t V A N 
V E E N ( 1 9 5 9 ) , p u i s B A R - A K I V A ( 1 9 6 5 - 1 9 6 8 ) , B L O N D E L ( 1 9 7 1 ) o n t u t i l i s é c e t t e t e c h n i q u e . D ' a u t r e s 

a u t e u r s u t i l i s e n t u n t a m p o n Tris ( H A G E M A N e t F L E S H E R , C H A M P I G N Y ) ; d ' a u t r e s e n c o r e u t i l i s e n t 

u n t a m p o n p y r o p h o s p h a t e et, c o m m e d o n n e u r d ' é l e c t r o n , l e N A D H . 
L e p h o s p h a t e j o u e u n rô le i m p o r t a n t d a n s l ' a c t i v i t é d e l ' e n z y m e e n i n t e r v e n a n t d a n s l e 

t r a n s p o r t d e s é l e c t r o n s ( N I C H O L A S , S C A W I N , 1 9 5 6 ; B L O N D E L , 1 9 7 1 ) . 

C e t t e m é t h o d e est i n t é r e s s a n t e p a r s a s i m p l i c i t é e t s a r e p r o d u c t i b i l i t é , e t d o n n e r a i t p e u t - ê t r e 

u n e m e i l l e u r e r e p r é s e n t a t i o n d e l a r é a l i t é q u e l a m é t h o d e d e l ' e x t r a i t e n z y m a t i q u e . 

3 . 3 . — Méthode utilisée 

N o u s a v o n s n o u s - m ê m e u t i l i s é c e t t e m é t h o d e des f r a g m e n t s . L e s f r a g m e n t s d ' a i g u i l l e s o u 

d e r a c i n e s ( 2 m m e n v i r o n ) s o n t m i s e n i n c u b a t i o n à l ' o b s c u r i t é à 2 8 ° C a v e c u n t a m p o n c i t r a t e 

p h o s p h a t e p r o c h e d e c e l u i u t i l i s é p a r M U L D E R , B O X M A e t V A N V E E N . L e d o n n e u r d ' é l e c t r o n es t 

l ' a c i d e c i t r i q u e . L e s n i t r a t e s s o n t i n t r o d u i t s e n q u a n t i t é c o n n u e , d è s l a m i s e e n i n c u b a t i o n . 

A p r è s i n c u b a t i o n , d o n t l a d u r é e es t v a r i a b l e s u i v a n t les cas , p u i s u n e filtration, n o u s d o s o n s 

s u r le f i l t r a t les n i t r i t e s a p p a r u s a u c o u r s d e l ' i n c u b a t i o n . L e d o s a g e des n i t r i t e s es t e f f e c t u é 

s u i v a n t l a m é t h o d e d e B A R N E S e t F O L K H A R D ( c o l o r i m é t r i e e n p r é s e n c e d e d i c h l o r u r e d e n a p h t y l -

é t h y l è n e d i a m i n e et d e s u l f a n i l a m i d e ) . L a q u a n t i t é de n i t r i t e s a p p a r u s d a n s l e m i l i e u d ' i n c u b a t i o n 

t r a d u i t l ' a c t i v i t é de l a n i t r a t e r é d u c t a s e . 

L a m e s u r e d u p o u v o i r d e r é d u c t i o n des n i t r i t e s a é t é e f f e c t u é e s u i v a n t les m ê m e s p r i n c i p e s . 

N o u s m e t t o n s u n e q u a n t i t é c o n n u e d e n i t r i t e s e n p r é s e n c e d e f r a g m e n t s d e t i s s u s e t d u m ê m e 

t a m p o n c i t r a t e - p h o s p h a t e . A p r è s i n c u b a t i o n , p u i s filtration, n o u s d o s o n s l a q u a n t i t é d e n i t r i t e s 

r e s t a n t d a n s le m i l i e u d ' i n c u b a t i o n , t o u j o u r s s u i v a n t l a m é t h o d e d e B A R N E S e t F O L K H A R D . P a r 

d i f f é r e n c e , n o u s o b t e n o n s l a q u a n t i t é d e n i t r i t e s a y a n t d i s p a r u e n p r é s e n c e des f r a g m e n t s d e t i s s u s . 

C e t t e q u a n t i t é e x p r i m e le p o u v o i r d e r é d u c t i o n des n i t r i t e s p a r les t i s s u s . 

3. 4. — Echantillonnage 

N o u s a v o n s t r a v a i l l é p r i n c i p a l e m e n t s u r d e u x e s p è c e s i n s e n s i b l e s à l a c h l o r o s e e n m i l i e u 

c a l c a i r e (Pinus nigra nigricans e t Pinus nigra laricio corsicana) e t s u r u n e e s p è c e s e n s i b l e à l a 

c h l o r o s e (Picea exeelsa), s u r a r b r e s a d u l t e s e t s u r j e u n e s p l a n t s é l e v é s e n p é p i n i è r e , s u r a i g u i l l e s 

d e l ' a n n é e et r a c i n e s . 

L e s p l a n t s i s s u s d e p é p i n i è r e o n t t o u s é t é é l e v é s s u r u n s u b s t r a t i d e n t i q u e . C e s j e u n e s p l a n t s 

o n t s e u l s é t é u t i l i s é s p o u r l a p r e m i è r e p a r t i e d e l ' é t u d e ( C h a p i t r e I V e t V ) . 
P a r c o n t r e , les a r b r e s a d u l t e s p r o v i e n n e n t d e m i l i e u x d i f f é r e n t s (sol a c i d e e t s o l c a l c a i r e ) . S e u l s 

ces a r b r e s a d u l t e s o n t é t é u t i l i s é s p o u r l a d e u x i è m e p a r t i e d e l ' é t u d e ( C h a p i t r e V I ) . 

T o u s les p r é l è v e m e n t s o n t é t é e f f e c t u é s e n p l e i n e p é r i o d e d e v é g é t a t i o n , e n t r e l e 15 j u i l l e t 1 9 7 3 
et le 15 a o û t 1 9 7 3 , l e m a t i n a v a n t 1 0 h e u r e s , a u m o m e n t o ù l ' a c t i v i t é est m a x i m a l e . L e s d o s a g e s o n t 

é t é e f f e c t u é s i m m é d i a t e m e n t a p r è s les p r é l è v e m e n t s o u a p r è s c o n s e r v a t i o n des é c h a n t i l l o n s à o ° C 

e n g l a c i è r e p e n d a n t le t e m p s des t r a n s p o r t s . 

3. 5. — Choix du pH des tampons 

L ' é t u d e de l ' a c t i v i t é d e l a n i t r a t e r é d u c t a s e est f a i t e g é n é r a l e m e n t e n t r e p H 7 et 7 ,5 , c ' e s t - à -
d i r e à l ' o p t i m u m d e l ' a c t i v i t é d e l ' e n z y m e . 

I l n o u s a s e m b l é i n t é r e s s a n t d ' é t u d i e r l ' a c t i v i t é d e l a n i t r a t e r é d u c t a s ? a u p H des t i s s u s 
l o l i a i r e s o u r a c i n a i r c s des r é s i n e u x . 
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L ' u n d'entre nous ( C L É M E N T , 1972) a en effet m o n t r é que le p H des broyats de tissus foliaires 
frais de rés ineux est compris entre 3,2 et 3 , 5 . 

Nous avons repris des mesures du p H des tissus foliaires et racinaires de quelques espèces : 

pII foliaire 1 pH rarinaire 
1 J 

Pïcca exceha 
Pinus nigra laricio (corsicana) 
I.arix europca 
Populus I 2PJ 

Nous avons donc retenu 3 pH pour le tampon citrate-phosphate 3,5-5.0 et 7,2. 

4. - - A P T I T U D E D E S T I S S U S A R E D U I R E L E S N I T R I T E S 

P A R V O I E N O N E N Z Y M A T I Q U E 

Lorsque l'on dose la quantité de nitrites apparus dans un milieu d'incubation, 
on détermine la résultante de deux phénomènes : l'activité de la nitrate réductase qui 
produit des nitrites à partir des nitrates, l'activité de la nitrite réductase qui provoque 
par réduction la disparition des nitrites, ou l'aptitude à réduire directement les nitrites 
lorsque cette réduction ne se fait pas par voie enzymatique. 

A priori, on ne peut donc pas être certain de mesurer l'activité de la seule nitrate 
réductase en dosant les nitrites apparaissant dans le milieu d'extraction. C'est pour 
cette raison que nous avons tout d'abord essayé de préciser les conditions de 
réduction des nitrites, de façon à pouvoir éventuellement éliminer cette influence. 

Nous avons conservé le principe de la méthode des fragments, telle qu'elle 
avait été définie pour mesurer l'activité de la nitrate réductase. Nous introduisons une 
quantité connue de nitrites dans le milieu contenant le tampon et les fragments 
de tissus. L a capacité de réduction des nitrites est déterminée par mesures périodiques 
de la quantité de nitrites restants. Cette technique est utilisable dans le cas des rési­
neux car i l n'y a au préalable ni nitrates, ni nitrites dans leurs tissus, ou tout au plus 
quelques traces. Nous avons introduit dans le milieu 100 y.g et 200 p:g de nitrites pour 
10 g de matériel frais (racines et feuilles de Pin laricio de Corse) et utilisé 3 tampons 
à p H 3,5, pH 5, pH 7,2. 

Caractère non enzymatique de la réaction 

Après ébullition, nous constatons qu'il n'y a aucune diminution du pouvoir 
de réduction du milieu d'incubation vis-à-vis des nitrites. On ne peut donc attribuer 
un caractère enzymatique à cette réduction. Les figures 1 et 2 mettent en évidence 
que, chez le Pin laricio, la réduction des nitrites est faible à pH 7,2 et très élevée à 
pH 3,5. D'autre part, la réduction est un peu plus forte dans les feuilles que dans les 
racines. Nous avons également observé que, chez l'Épicéa, la réduction des nitrites 
était quasiment nulle à p H 7,2. 

:t,-2 

5,8 

5,1) 
5,11 
5,11 
li , l 
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Mg dt NOt disparus pour 10g 
dt mctér i t l f rais 

200 

• 20Û,ig pH 3,5 

150 

A igu i l les 
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50 

10 

» 1 0 0 u B PH3,5 

_ 9 »200ug pH 5 

— • 

« «100ug pH 5 
» • »200ug pH7,2 

. • • • •lOOjjg pH7,2 

I I I I l 
2 3 5 10 Temps en 
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l-'ic. i . ----- Réduction des nitrites par voie non enzymatique 
dans les aiguilles de Vannée à 28°C {août 197-3). 

Pinus nigra laricio (corsicana), 2 ans 

Xitrite réduction without enzyme System in needle extracts at 28H''. 
2 years old, Pinus nigra laricio (corsicana) 
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ug de N 0 2 disparus pour 10g 
de matér ie l f ra is 

200 

100 

50 

10 t 

- 100va pH 3,5 

Racines 

l 1 0 0 u g pH 3,5 

200MS PH 5 

100pg PH 5 

/ , , . 200 M g PH7,2 
/ ^ § = S 5 S = * = = * m 9 *100 ug pH7,2 

10 Temps «n 
heures 

F I G . 2. Réduction des nitrites pat' voie non enzymatique dans les racines éi ~$°C [août lfi7-'i). 
Pinus nigra laricio (corsicana), 2 ans 

Xitrite réduction without enzyme System- in root extracts at 2H°C. 
2 years old, Pinus nigra laricio (corsicana) 
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On constate également que cette réduction devient nulle au bout de 3 à 4 heures 
environ, dans tous les cas. Elle peut devenir nulle pour 2 raisons : Il peut ne 
plus y avoir de nitrites à réduire dans le milieu (cas des fragments de feuilles à p H 3,5), 
ou bien la capacité de réduction des nitrites cesse, bien qu'il y ait encore des nitrites 
dans le milieu (racines dans tous les cas, feuilles à p H 5 et 7,2). 

ug de N0 2 disparus pour 10g 
de maté r ie l f ra i s 

900 " 

700 

200 

' 546ug dt N 0 2 au départ 
• 374ugdt NO, après 8h 

Feui l les à pH 3,5 

-4 • 5dS(jgde N0» au départ 

275ugdt N 0 2 au départ 
165ugde N 0 a après 3h 

275ug dt N 0 2 au départ 

100 

15 Ttmps en 
heurts 

F I G . 3. — Réduction, des nitrites par voie non enzymatique à pH 3,5 et à 28°C. 
Aiguilles de Vannée. Picea excelsa Link, ans 

Xitrite réduction without enzymatic System at pH 3,5 and :ÏH°C 
in needle extracts. 2 y cars old, Picea excelsa Link 

Néanmoins, dans ce dernier cas, la réduction est proportionnelle à la quantité 
de nitrites présents dans le milieu au départ. 

Dans le cas des racines à p H 3,5 par exemple, la réduction cesse au bout de 
5 heures, bien qu'il y ait encore 30 à 50 £tg de nitrites environ à réduire dans le 
milieu ; mais suivant la quantité initiale de nitrites (100 ou 200 ixg), il aura été 
réduit 60 ou 150 ug en 5 heures). 
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Enfin, lorsque la réduction s'arrête, faute de nitrites dans le milieu elle reprend 
dès que l'on ajoute à nouveau des nitrites, même au bout d'un temps assez long 
(8 h, % 3). 

La lumière n'a pas d'influence sur la réduction des nitrites (fig. 4) 

ug d « N 0 2 disparus pour 20g 
de matér ie l f ra is 

(200ugde N 0 2 au départ) 

200 L 

F I G . 4. — Réduction des nitrites par 7101e non enzymatique : influence de la lumière 
et de l'obscurité. P inus nigra lar ic io (corsicana), :.' ans, aiguilles pli 3,5 

Nitrite réduction without enzymatic System : influence of light and darkness. 
:> years nid P i n u s nigra lar ic io (corsicana), needle extracts al pH 3,5 

5 . - - A C T I V I T É D E L A N I T R A T E R É D U C T A S E 

La mesure de l'activité de la nitrate réductase par dosage des nitrites apparais­
sant dans le milieu n'est valable que si la capacité de réduction des nitrites est nulle. 

Or, nous savons que la réduction des nitrites est faible à p H 7,2 et élevée à pH 3,5. 
A pH 7,2 on détermine donc surtout l'activité de la nitrate réductase, alors qu'à 
pH 5 ou 3,5 on ne détermine que la résultante de l'activité de la nitrate réductase 
et de la capacité des tissus à réduire les nitrites. 
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5. 1. — Caractères enzymatiques de la réaction 

Lorsque le milieu d'incubation est porté à ébullition, même pendant un temps 
extrêmement court, i l n'y a plus aucune réduction des nitrates. L'apparition des 
nitrites dans le milieu d'incubation semble donc bien due à l'activité de la nitrate 
réductase. 

5. 2. --- Influence du pH 

L a figure 5 (Épicéa) montre que l'apparition de nitrites dans le milieu est 
nulle à p H 3,5, faible à moyenne à p H 5,0 et élevée à p H 7,2. Én réalité, on peut 
seulement affirmer qu'à p H 7,2 on mesure surtout l'activité de la nitrate réductase. 
A p H plus bas, on mesure la résultante de l'activité de la nitrate réductase et de la 
capacité des tissus à réduire les nitrites. On ne peut donc pas dire, au vu de ces 
résultats, que l'activité de la nitrate réductase soit réellement nulle à p H 3 ou faible 
à p H 5. Néanmoins, tous les auteurs qui ont travaillé sur l'enzyme purifiée sont 
d'accord pour affirmer que l'optimum d'activité de la nitrate réductase est bien aux 
environs de p H 7 ( E V A N S , N A S O N , 1953). 

L a figure 5 montre également que l'activité de la nitrate réductase est nettement 
plus importante dans les racines que dans les feuilles. 
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Picea exrelsa Link {35 years old). 
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g, 3. — Temps de latence 

Nous avons observé, aussi bien sur arbres adultes que sur jeunes plants, et sur 
Épicéa aussi bien que sur Pin Laricio de Corse, qu'il se passait plusieurs heures 
avant que les nitrites n'apparaissent dans le milieu d'incubation. Ce temps de latence 
est de 7 à 10 heures pour les tissus racinaires et plus élevé de quelques heures pour 
les tissus foliaires. 

On ne peut attribuer l'existence de ce temps de latence à la seule capacité des 
tissus à réduire les nitrites, puisqu'il existe aussi bien à p H 7,2 qu'à p H 5,0. 

Nous avons essayé d'autre part de déterminer si le développement de l'activité 
enzymatique était induite ou non par la présence de nitrates dans le milieu (fig. 6). 
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F I G . 6. — Activité de la nitrate réductase à 28°C. Introduction des nitrates après 18 heures. 
Pinus nigra laricio (corsicana) 2 ans 

Nitrate réductase activity of root and needle extracts of 
Pinus nigra laricio (corsicana). Introduction of nitrates after 18 hours 

Lorsque l'on introduit les nitrates au bout de 18 heures, l'activité de la nitrate 
réductase pour des racines de Pin Laricio de Corse, à p H 7,2 ou à p H 5 démarre 
au bout de 1 à 2 heures, au lieu de 7 à (S heures, si les nitrates sont introduits en 
même quantité au départ de l'expérience. 
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Dans ces conditions, le temps de latence est notablement diminué. L'induction 
de l'activité de la nitrate réductase semble donc en partie indépendant de la présence 
ou de l'absence de nitrates au départ. Dans le cas des aiguilles, le temps de latence 
est également diminué lorsque les nitrates sont introduits après 18 heures, mais il 
est encore de 6 heures. 

Nous avons essayé de voir dans quelle mesure le mode de broyage du matériel 
végétal pouvait avoir une influence sur ce temps de latence. Cet essai a porté sur 
des aiguilles de Pin Laricio de Corse et comprend 3 modalités : aiguilles non broyées, 
aiguilles en fragments de 2 à 3 mm, aiguilles très finement broyées. Dans cette expé­
rience, matériel végétal et solution tampon ont été maintenus en contact jusqu'aux 
dosages. L a figure 7 montre que seuls les traitements avec aiguilles fragmentées ou 
finement broyées présentent une activité enzymatique importante. Cette activité 
se manifeste plus tô t et avec une intensité plus grande dans le cas des aiguilles très 
finement broyées que dans le cas des aiguilles fragmentées. 
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Influence du broyage sur l'activité de la nitrate réductase des aiguilles 
à 28°C et à pli 7,2. P i n u s n igra lar ic io (corsicana) 2 ans 

Influence of grinding on nitrate réduction activity of needle extracts at pH 7,2 
and 28T. 2 years old, P i n u s nigra lar ic io (corsicana) 

Le temps de latence est de 10 heures pour les aiguilles broyées, de 13 heures 
pour les aiguilles fragmentées et de 14 heures pour les aiguilles intactes. 

Il semble donc que la durée du temps de latence soit fonction de l 'état du maté­
riel végétal. 

Dans le cas des aiguilles non broyées, la cuticule épaisse de l'épidémie et la 
couche de sclérenchyme sous-épidermique freinent les échanges entre le milieu 
et les fragments de tissus. Lorsque le matériel végétal est finement broyé, les échanges 
se font plus facilement à travers les parois minces du parenchyme foliaire. 
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Avec du matériel végétal à parois peu épaisses (Peuplier, Hêtre) nous avons pu 
vérifier que ce temps de latence n'existait pratiquement pas. Chez le Peuplier en 
particulier, l'activité de la nitrate réductase démarre presque immédiatement. 

Il est généralement admis que ce sont les nitrates et les nitrites qui diffusent 
entre le milieu et les tissus et non l'enzyme. Or, nous avons pu vérifier qu'après 
séparation des tissus du milieu, les nitrates pouvaient encore être réduits. D'autre 
part, si ce milieu est passé sur un filtre millipore (diamètre des pores 0,22 fi) le filtrat 
n'a jamais plus la possibilité de réduire les nitrates. Il semble donc bien que, dans 
nos conditions d'expérience, la nitrate réductase puisse diffuser dans le milieu et 
qu'elle soit arrêtée en raison de son poids moléculaire élevé par un filtre millipore 
de 0,22 ii de diamètre. 

Néanmoins, si la structure des parois du matériel végétal résineux peut expli­
quer l'existence de ce temps de latence, cette explication ne peut être que partielle. 

En effet, lorsque l'on sépare, au bout de 2 heures, le matériel végétal broyé 
ou fragmenté de la solution tampon, la nitrate réductase est déjà passée en grande 
partie dans le milieu, puisque l'on obtient une forte activité. Mais cette activité 
n'est obtenue qu'au bout de quelques heures. Il faut donc admettre que l'existence 
de ce temps de latence est aussi due, en partie, à un inhibiteur dont l'action ne dure 
que quelques heures. Cette inhibition temporaire semble spécifique des résineux car 
aucun phénomène de ce genre n'a été observé chez d'autres espèces végétales 
Notons cependant que W A I . I . A C E et P A T E (1965) ont observé sur le pois une 
influence inhibitrice de la cystéine sur la nitrate réductase. D'autre part, T H E O -
BAI.D et S M I T H (10,74), sur des racines de Pinus elliatii, n'obtiennent vitro 
aucune activité de la nitrate réductase. Ils attribuent ce fait à la présence d'inhi­
biteurs (polyphénates et tannins). Par contre, in vivo, sur fragments de racines de 8 à 
10 mm, ces mêmes auteurs n'observent pas de temps de latence chez Pinus elliottii. 

En résumé, le temps de latence dans l'activité de la nitrate réductase chez les 
aiguilles et les racines des résineux étudiés semble due à 3 causes au moins : 

- Influence de la capacité des extraits de tissus à réduire les nitrites (Nous 
ne pouvons en effet complètement éliminer cette hypothèse, même encore à p H 7,2). 

Influence de l'épaisseur des parois cellulaires : les parois épaisses de l'épidémie 
et des clérenchymes externes des tissus résineux sont un obstacle certain aux échanges 
entre milieu et fragments de tissus. 

Influence d'un inhibiteur : l'existence d'un inhibiteur à action temporaire est 
très probable. Cet inhibiteur, apparaissant au moment du broyage ou de la fragmenta­
tion des tissus, serait détruit dans les solutions tampons au bout de quelques heures. 

6. C O M P A R A I S O N D E L ' A C T I V I T É DE L A N I T R A T E R É D U C T A S E 

E T D E L A C A P A C I T É D E S T I S S U S A R É D U I R E L E S N I T R I T E S , 

C H E Z L ' É P I C É A E T L E P I N N O I R , E N S O L A C I D E 

E T E N S O L C A L C A I R E 

Nous avons effectué les comparaisons sur deux couples de peuplements de Pin 
noir d'Autriche et d'Épicéa, de 35 ans chacun. 

L ' u n de ces couples est situé sur un sol très calcaire de Champagne (50 p. 100 
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de calcaire total et p H de 8,3 en A, , azote minéral disponible essentiellement sous 
forme nitrique). Sur ce sol, le Pin noir se comporte normalement (production 
moyenne/ha/an à 50 ans : 8 m 3 environ) ; sa nutrition azotée est à un niveau satisfai­
sant (teneur en azote total de 1 p. 100 environ dans les aiguilles). Au contraire, l'Épicéa 
se comporte très mal sur ce type de sol. Sa production est de l'ordre de 2 m3/ha/an 
à 50 ans ; il présente une chlorose généralisée et est carence en azote (teneur en 
azote total de 0,7 p. 100 dans les aiguilles). 

L'autre couple est situé sur limons, sur un sol lessivé entièrement décarbonate 
(pH de A, = 5, forte minéralisation de l'azote, forte disponibilité en azote nitrique 
et ammoniacal). Sur ce type de station, la production du Pin noir est à peine supé­
rieure à ce qu'elle était sur la précédente (11 nr'/ha/an à 50 ans) ; sa nutrition azotée 
est à un niveau à peine supérieur( teneur en azote total de 1,2 p. 100 dans les aiguilles). 
L'Épicéa, sur ce même type de sol peut exprimer tout son potentiel de croissance et 
a une production très élevée (19 m3/ha/an à 50 ans). Il utilise au maximum les possi­
bilités de nutrition azotée (teneur en azote total des aiguilles de 1,70 p. 100). 

Nous avons prélevé les feuilles et les racines fines de 5 arbres par peuplement. 
Précisons que les racines des deux espèces, aussi bien en milieu calcaire qu'en 
milieu acide, étaient bien pourvues en mycorhizes ectotrophes. 

Les mesures de l'activité de la nitrate réductase ont été effectuées sur chaque 
arbre séparément, à pH 7,2. par dosage des nitrites apparus au bout de 18 heures. 
Il est très probable que dans les tissus foliaires et racinaires, où le p H est de 3,5 à 
5, l'activité de la nitrate réductase est moins importante. 

T A B L E A U 1 

Activité de la nitrate réductase en sut acide et en sol calcaire chez l'Épicéa et le Pin noir d'Autriche 
(moyenne de 5 arbres. Les valeurs non significativement différentes sont jointes par un trait). 

Nitrate réductase activity on acid and calcareous seuls for Spruce and Austrian Pine (mean values 
lor 5 trees) (non significative différences arc shown bv a line). 
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La mesure de la capacité à réduire les nitrites a été effectuée sur un mélange 
de tissus des 5 arbres (dosage sur feuilles et racines effectué séparément), par 
dosage des nitrites résiduels en fonction du temps à p H 3,5. 

Chez l'Epicéa, l'activité de la nitrate réductase est toujours beaucoup plus 
élevée dans les racines que dans les aiguilles. En sol acide, l'activité est très forte 
dans les racines et moyenne dans les feuilles. E n sol calcaire, l 'activité de la nitrate 
réductase diminue de manière très significative ; elle devient faible dans les feuilles 
et moyenne dans les racines. 

Le comportement du Pin noir est différent. En sol acide, l'activité de la nitrate 
réductase est moyenne dans les feuilles et les racines et elle est un peu plus élevée 
dans les feuilles que dans les racines. En sol calcaire, l'activité de la nitrate réductase 
augmente dans les racines où elle devient très élevée alors que dans les aiguilles, elle 
diminue et devient beaucoup plus faible. Il n'y a d'ailleurs pas de différence 
significative entre les aiguilles de Pin noir et d'Epicéa, aussi bien en sol calcaire qu'en 
sol acide. 

Toute la différence entre les deux espèces se situe au niveau des racines. L'ac­
tivité de la nitrate réductase augmente fortement dans les racines de Pin noir lorsque 
l'on passe d'un sol acide à un sol calcaire (activité doublée). 

Au contraire, dans les racines de l'Épicéa, l'activité de la nitrate réductase 
diminue lorsque l'on passe d'un sol acide à un sol calcaire. 

Nous pouvons donc concevoir que l'Epicéa a des difficultés de nutrition azotée 
en sol calcaire. Sur ce type de station, l'azote est essentiellement sous forme nitrique. 
L'activité de la nitrate réductase diminuant, la réduction devient difficile, ce qui 
peut retentir sur tout le métabolisme de l'azote. 

Le Pin noir n'a aucun problème puisque dans les racines en sol calcaire, 
l'activité de la nitrate réductase est à un niveau élevé. 

L a production du Pin noir n'est donc pas affectée en sol calcaire, alors que celle 
de l'Épicéa chute considérablement. Elle chute d'autant plus que les besoins en azote 
de l'Épicéa sont très élevés alors que ceux du Pin noir sont, semble-t-il, plus faibles. 

Il faut néanmoins faire remarquer que l'activité de la nitrate réductase dans les 
racines d'Épicéa en sol calcaire est loin d'être négligeable. L a diminution de l'acti­
vité de cette enzyme lorsque l'on passe d'un sol acide à un sol calcaire ne peut donc 
être qu'une explication partielle. 

Néanmoins, pour éliminer totalement l'influence de la capacité des tissus à 
réduire les nitrites dans la mesure de l'activité de la nitrate réductase, nous avons 
effectué nos déterminations à p H 7,2. Le p H des tissus racinaires étant de 5, il est très 
probable que l'activité de la nitrate réductase dans la réalité est beaucoup plus 
faible que ce que nous avons déterminé par la méthode des fragments, du moins si 
les sites d'activité de la nitrate réductase sont à un p H équivalent à celui de l'en­
semble des tissus racinaires. 

Dans cette hypothèse, l'activité de la nitrate réductase dans les racines 
d'Épicéa en sol calcaire ne serait plus moyenne mais faible ou très faible. En ce qui 
concerne la capacité des tissus à réduire les nitrites par voie non enzymatique, on 
constate chez le Pin noir, qu'elle est équivalente dans les racines et dans les aiguilles 
et qu'il n'y a pas de différence entre sol acide et sol calcaire (fig. 8). 

Chez l'Epicéa, cette capacité à réduire les nitrites est toujours plus élevée que 
chez le Pin noir. Elle est également un peu plus élevée dans les aiguilles que dans 
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les racines. I l semble enfin que ce pouvoir de réduction soit u n peu plus important 

en sol acide. De toute façon, la capacité à réduire les nitrites reste supérieure à ce 

qu'elle est chez le P i n noir d 'Autr iche . 

De blocage de la réduction des nitrates chez l 'Épicéa en sol calcaire semble donc 

se faire tout au début de la chaîne, au moment de la transformation des nitrates en 

nitrites. Il ne semble pas y avoir de problème pour le passage des nitrites a u stade 

suivant, ce qui ne veut pas dire d'ailleurs q u ' i l ne puisse pas y avoir d'autres blocages 

à des stades ultérieurs. 
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E I G . 8. — Réduction des nitrites par voie non enzymatique. 
Comparaison Epicéa (Picea excelsa Link) et Pin noir d'Autriche 

(Pinus nigra nigricans austriaca) en sol acide et en sol calcaire (aiguilles et racines) 

Réduction of nitrite without enzyme System in needle and root extracts 
of Picea excelsa Link and Pinus nigra nigricans. Influence of soil 
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7. C O N C L U S I O N S 

Lorsque l'on détermine la quantité de nitrites apparus dans un milieu contenant 
des fragments de tissus végétaux, après introduction de nitrates, on mesure la résul­
tante de deux phénomènes : l'activité de la nitrate réductase qui produit les nitrites 
et la capacité des tissus à réduire les nitrites en composés moins oxydés, par voie 
non enzymatique. Nous avons pu dissocier ces deux phénomènes sans pratiquer de 
séparation moléculaire, en agissant uniquement sur le p H du milieu. 

Nous avons retenu les pH de 3,5 pour étudier la capacité à réduire les nitrites 
par voie non enzymatique, et de 7,2 pour étudier l'activité de la nitrate réductase. 
A pH 3,5, l'activité de la nitrate réductase est très faible; elle est à son optimum à 
pH 7,2. Inversement, la capacité des tissus à réduire les nitrites est très élevée à pH 3,5 
et faible à p H 7,2. Nous avons complété notre étude par une mesure globale de l'ac­
tivité de la nitrate réductase et de l'aptitude des tissus à réduire les nitrites par voie 
non enzymatique à p H 5 (pH des tissus racinaires). 

L'aptitude à réduire les nitrites n'est pas influencée par la lumière et devient 
rapidement très importante dès l'introduction de nitrites dans le milieu, puis cette 
activité baisse et s'annule tout en laissant dans le milieu une quantité résiduelle de 
nitrites variable suivant le p H utilisé ou la nature des tissus étudiés. 

L'aptitude à réduire les nitrites est, chez l'Épicéa, un peu plus élevée dans les 
tissus foliaires que dans les tissus racinaires ; chez le Pin noir cette activité semble 
équivalente dans les deux tissus. 

Nous avons mis en évidence une période de latence précédant le démarrage de 
l'activité de la nitrate réductase. Ce temps de latence est compris entre 7 et 10 heures 
dans les tissus racinaires et supérieur à 10 h dans les tissus foliaires des résineux. 
Nous savons que ce temps de latence est faible ou n'existe pas chez les végétaux cul­
tivés et les essences feuillues. 

L a durée du temps de latence est fonction du degré de broyage des tissus La 
structure des parois des tissus de résineux ne peut cependant que partiellement 
expliquer l'existence de ce temps de latence. Nous devons admettre l'existence 
d'un inhibiteur enzymatique, actif pendant les quelques heures qui suivent le broyage 
ou la fragmentation des tissus. 

Chez tous les résineux que nous avons étudiés, l'activité de la nitrate réductase 
à p H 7,2 est beaucoup plus élevée dans les racines que dans les aiguilles. La compa­
raison de l'activité de l'enzyme chez l'Épicéa (calcifuge) et le Pin noir (tolérant ou 
calcaire), a montré un comportement très différent des deux espèces au niveau des 
racines. Chez le Pin noir, lorsque l'on passe d'un sol acide à un sol calcaire, on constate 
une augmentation de l'activité de la nitrate réductase dans les racines. Chez l'Épicéa, 
il se produit l'effet inverse. Au niveau des aiguilles, par contre, nous n'avons pas 
constaté de différence de comportement entre les 2 espèces. 

Ces observations permettent d'expliquer, du moins partiellement, les différences 
importantes de la nutrition azotée qui existent chez l'Épicéa en sol calcaire. L'azote 
nitrique est pratiquement la seule forme d'azote disponible. La faible activité de la 
nitrate réductase sur ce type de sol entraîne une réduction difficile dans les racines. 
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Le métabolisme de l'azote est donc de ce fait perturbé chez l'Épicéa qui ne peut 
ainsi faire face à ses besoins en azote. 

Par contre, l'activité de la nitrate réductase est élevée dans les racines de Pin 
noir en sol calcaire. Le Pin noir peut donc s'approvisionner en azote sans difficulté 
et ne présente pas, de ce fait, de déficience en azote en sol calcaire, ni de chlorose. 

Nous avons relevé chez l'Épicéa en sol calcaire des difficultés au niveau de la 
réduction des nitrates, c'est-à-dire dès la première étape du métabolisme de l'azote. 
Il n'est pas impossible que d'autres difficultés existent plus loin dans la chaîne de 
transformation de l'azote. 

Reçu pour publication en décembre 1975. 

S U M M A R Y 

O B S E R V A T I O N S O N N I T R A T E R E D U C T A S E E F F I C I E N C Y 

A X D ON N O N E N Z V M A T I C N I T R I T E R E D U C T I O N IN SOME CONIFEROUS T R E E S 

Nitrate réduct ion ac t iv i ty in tissucs of coniferous trees is high at p H 7.2 and very lovv at 
p l i 3 , 5 . Ni t ra te r é d u c t a s e ac t iv i ty is more important in roots than in needles. It begins only several 
bonis (7-10I1) after extraction. The length of this period of inac t iv i ty d é p e n d s of the grinding 
degree of '.issues, and is Hkcly to dépend of an enzymatic inhibi t ion. 

Nitr i tes r éduc t ion seems to be non enzymatic : after boiling, tissues are st i l l able to reduce 
nitrites. This abi l i ty is h igh at p H 3 .5 and very low at p H 7 .2 . It seems to be higher in foliar 
tissues that in root tissues. 

We compara i this System of nitrates and nitrites r éduc t ion l'or two species (Picea excelsa 
Link and Pinus nigra nigricans) on two soils (on acid soil and a calcareous soil). 

In roots tissues of Pinus nigra nigricans, nitrate r é d u c t a s e ac t iv i ty is higher on calcareous 
soil, than on acid soil. It is cxact ly the contrary for Picea excelsa Link. Thèses observations 
can par t ia l ly explain the difficulties of nitrogen nutr i t ion of Picea excelsa Link on calcareous soils. 

Z U S A M M E N F A S S U N G 

B E O B A C H T U N G E N 0 B E R D I E W I R K S A M K E I T DËR N I T R A T - R E D U K T A S E 
U N D D I E MÔGLICHKEIT E I N E R NICHT ËNZYMATISCHEN N I T R I T R E D U K T I O N 

B E I E I N I G E N NADËLBÂUMEN 

Die A k t i v i t â t der Ni t ra t -Reduktase in Gewebe von N a d e l b â u m e n ist bei einem p H - W e r t um 
7,2 sehr hoch, bei einem p H - W e r t von 3 ,5 jedoch sehr gering. Sic ist in den Wurze ln bedeutend 
h ô h e r als in den Nadeln. l i s zeigt sich eine Latcnzperiode von 7 bis 10 Stunden, bevor die Ni t ra t -
Reduktase ihre A k t i v i t â t beginnt. Dièse Latcnzperiode ist von der Aufbercitung der Gewebe 
a b h à n g i g und dùr f t e auf das Vorhandcnsein eines Hemmsto f ï e s z u r u c k z u f ù h r e n sein. 

Die Redukt ion der Ni t r i te scheint nicht durch Enzyme zu erfolgen. Das R e d u k t i o n s v e r m ô g e n 
der Gewebe ist sehr hoch bei p H 3 ,5 und praktisch null bei p H 7,2 ; es scheint bei Nadel h ô h e r als 
bei Wurze l zu sein. 

Die l 'ntersuchungen wurden an Fichte (Picea abies karst.) und Schwarzkiefer (Pinus nigra 
nigricans) von bodensauren und kalkreichen Standorten du rchge fûh r t . 

Die A k t i v i t â t der Ni t ra t -Reduktase i m Wurzelgewebe der Schwarzkiefer ist auf kalkreichen 
Standorten h ô h e r als auf bodensauren Standorten. Bei der Fichte konnte das Gegcnteil beobachtet 
werden. Dies e r k l â r t zum Tei l , die bei der Fichte auf Kalkstandor ten festgestclltcn Schwierigkeiten 
der S t i cks to f fe rnâhrung . 
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