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Abstract-The study of the different nitrogen fractions of Pinus canariensis during seed germination and seedling 
development indicates a progressive hydrolysis of the insoluble fraction. Arginine is quantitatively one of the most 
important amino acids in seed proteins. 

INTRODUCTION 

L’importance quantitative de l’arginine dans les plan- 
tules de conifkres (Pinus sylvestris, Picea excelsa, Abies 
pectinata) est apparue depuis fort longtemps [l]. 
L’origine de cet acide amink chez ces plantes a ktk connue 
quelques annCes plus tard. Les protkines de la graine 
contiennent une concentration importante de ce con- 
stituant, qui est lib&i: par hydrolyse au moment de la 
germination, en particulier chez Pinus pinea, P. thun- 
berg& Picea excelsa et Abies nordmanniana [2]. Le 
mktabolisme de l’arginine a pu Ctre prkist: par la suite 
chez P. pinea, en particulier ses relations mktaboliques 
avec les amides, glutamine et asparagine [3]. Mais cet 
acide amini: est hydrolysk et synthktisk dans le cadre du 
cycle de Krebs et Henseleit 143, comme l’ont montri: 
Naylor et Barnes [S] chez Pinus serotina, P. clausa, P. 
palustris, P. elliottii, et Guitton [6] chez Pinus pinea. Les 
relations mktaboliques de ce cycle avec le mktabolisme 
des amides d’une part, et de la proline d’autre part, 
ktaient Cgalement mises en Cvidence par ces diffkrents 
auteurs. Des travaux plus r&cents, entrepris sur Pinus 
banksiana et Picea glauca ont confirm& les rksultats 
antkrieurs et montrk, en outre, les relations mktaboliques 
qui existent entre l’arginine et des guanidines mono- 
substitukes particulikres [7-121. Ces dernitres recherches 
ont aussi prCcisk certaines voies d’utilisation de l’urke- 
14C par Picea glauca [7e]. 

11 Ctait intkressant d’ktendre ces travaux entrepris sur 
le mktabolisms de l’arginine chez les confifkres B une 

espke non encore Ctudike, le pin des Canaries (Pinus 
canariensis). Cette espbce prksente, en outre, un in&et 
litt au fait qu’elle se dkveloppe dans des conditions 
climatiques assez skvtres, entrainkes par des temptra- 
tures relativement Clevkes et une skcheresse prolong&e. Les 
conditions climatiques semblent en effet avoir une rtper- 
cussion sur le mktabolisme, notamment celui des amides 
dans les plantules [8]. 11 semblait aussi souhaitable de 
rkaliser un travail plus particulier sur les systimes 
enzymatiques, peu ktudits jusqu’a prksent. 

Les premitres recherches ont port6 sur certaines 
essences forestitkes importantes du Maroc, pour le 
reboisement et la protection des ~01s: pin d’Alep, pin 
des Canaries, pin maritime varibtk maghrkbienne. Les 
rksultats obtenus pouvaient permettre, si rkcessaire, 
d’amkliorer les conditions de germination de ces espkes. 

RESULTATS ET COMMENTAIRES 

Evolution desfractions azotkes totale, soluble et insoluble 
au tours de lu germination et du dcreloppement de la plantule 

Le bilan azotk varie trks peu du stade ‘graine s&he’ 
& la ‘jeune plantule’ (Tableau 1). Ceci rksulte des variations 
inverses des concentrations des composks azotks totaux 
dans l’endosperme (89.0-76.3x des valeurs de Nt) 
et dans l’embryon (11.&23.7% de Nt) (Tableau 2). Ces 
rksultats s’expliquent par le fait que la graine est pratique- 
ment autonome par rapport au milieu extkrieur pendant 
les premiers stades de son dkveloppement. 

Aprts 30 jours de croissance, la plantule prksente 

Tableau 1. CaractCristiques des diffkents khantillons Ptudiks du pin des Canaries 

Stades de 
dtveloppement s&he 

Graine 

imbibke germ& 
Jeune 

plantule racine 

Plantule 

hypocotyle cotylkdons 

,&ge de l’khantillon Qours) 0 2 6 15 30 
Longueur (mm) 12.4 12.4 13.2 30.0 46.0 18.7 52.5 
Poids frais/lOO Cchantillons (g) 3.7 5.7 21.2 

+ graine entitre 14.2 
+ amandes 7.2 8.6 11.8 17.5 

o endospermes 6.0 6.7 9.5 10.2 
0 embryons 1.2 1.2 2.2 7.4 
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Tableau 2. L’uote total. soluble et insoluble du pin des Canaries. B diffkents stadcs de la germination de la graine 

Stades de 
dtveloppement Organes 

Azote total Azote soluble hzote insoluble 

mg/lOO ind. “‘:, de Nt mg/lOO ind. “,, de Nt mg/lOO ind. ‘i,: de Nt 

Graines 
stkhes 

Graines 
imbibkes 

Graines 
germkes 

Jeune 
plantule 

Plantules 

Endospermes 
Embryons 
Graines en&es 

i 

Endospermes 
Embryons 
Graines entikes 

i 

Endospermes 
Embryons 
Graines entikres 
Endospermes 
Embryons 

[ Grainis entit‘res 375.0 
CCotvlidons 297.0 

Hypocotyles 79.5 
Racines 25.5 
Plantules e&&es 402.0 

367.6 
45.4 

413.0 
346.7 

51.2 
397.9 
325.0 

53.0 
378.0 
286.2 
88.7 

89.0 
11.0 

57.1 
12.9 

85.7 
14.3 

76.3 
23.7 

73.8 
19.7 
6.3 

13.6 
3.8 

17.5 
40.5 

3.5 
44.0 
43.0 

6.0 
49.0 
75.0 
14.0 
89.0 

216.5 
38.0 
13.5 

268.0 

3.x 353.9 
8.7 41.5 
4.2 395.5 

11.7 306.2 
6.7 47.7 

11.1 353.9 
13.2 282.0 
11.3 47.0 
13.0 329.0 
26.3 311.2 
15.8 74.7 
23.8 286.0 
72.9 80.5 
47.8 
53.0 
hh.1 

41.5 
12.0 

134.0 

96.2 
91.3 
95.8 
88.3 
93.1 
88.9 
86.8 
88.6 
87.0 
73.7 
83.2 
76.1 
27. I 
52.2 
47.0 
33.3 

une quantitt de composks azotCs tquivalente ti celle 
de la ‘graine s&he’. A ce stade, les composks azotks 
de l’endosperme ont done Ctk transfirks presque totale- 
ment dans cette plantule. A ce moment, la plus grande 
partie des substances azotkes se situe dans les cotyltidons 
(73.8 :,, de la somme). L’hypocotyle et les racmes en 
contiennent beaucoup moins (19.7 et 6.3 “(,. respective- 
ment). Ainsi. ies cotylkdons acqukrent dans la ‘plantule‘ 
le r81e d’organe de r&serve, qui revenait SI l’endosperme 
aux stades pr&Cdents. De plus, par leur pouvoir assimi- 
lateur (photosynthkse}, ils doivent permettre k la plantule 
de suppker a la perte de I’endosperme. 

Des remaniements importants ont lieu dans les 
fractions azotkes insoluble et soluble. L’azote insoluble, 
de nature protkique essentiellement, reprksente la part 
la plus importante de la fraction azotke totale de la 
graine et de la plantule, dans I’embryon comme dans 
l’endosperme. Au tours de la germination, les concen- 
trations des composks azotk insolubles diminuent, 
alors quc celles de la fraction soluble augmentent. Les 
variations sont plus marqukes pour I’endosperme que 
pour l’embryon. Aprks 30 jours, les composk azotiis 
insolubles deviennent prkpondkrants dans les cotyiL:dons 
(72.9”,, de Nt), mais ils sont Cgalement bien rep&en& 
dans l’hypocotyle (47.8 “4) et les racines (53.0”;,), 

Ainsi, la quantiti totale d’azote ne varie pratiquement 
pas au tours des 30 premiers jours du dkveloppement 
de I’embryon en plantule chez le pin des Canaries, 
lorsque le milieu de culture n’est pas approvisionnk 
en composks azotks. Mais il se produit une hydrolyse 
progressive des fromes insolubles de l’azote (protkines). 
dans I’endosperme et dans l’embryon. Cette hydrolyse 
ne semble pas pouvoir &tre imputke a une carence 
quelconque, les substances de r&serve de la graine per- 
mettant le dkveloppement normal de l’embryon jusqu’au 
stade considi-rk. Ces faits sont tout & fait comparables 
k ceux mis en Cvidence chez une autre espke de coni- 
fkres, le pin pignon [6], pourtant cultivk sur un milieu 
nutritif complet. Chez cette dernikre espkce des prottases 
provoquent une hydrolyse progressive des prot&nes 
de r&erve de la graine. 

Ewlution de la fraction uminke protkiyue uu cows de la 
germination et du dheloppement de la plnntule 

Des 16 acides amints do&s dans les hydrolysats, 
l’acide glutamique et l’arginine sont les constituants 
prkpondkrants de la fraction amince protGique, B 
tous les stades de dkveloppement et dans tous les organes 
(ils reprksentent environ 30”,, de la somme des acides 
aminks protiiques). Ensuite, la proline. I’acide aspartique, 
la skrine, la glycine, la leucine et L’alanine constituent 
ensemble 45 “(, de la totalitk des acides amink protkiques 
(Tableau 3). 

Malgrt? quelques diffkrences. les compositions globales 
des protkines de l’embryon et de I’endosperme son tr& 
voisines. Mais. au stade ‘plantule’, les cotylkdons 
se distinguent nettement de l’hypocotyle et des racines. 
li cet L;gard. 

Les rksultats mettent en kvidence une hydrolyse 
progressive des protkines au tours du dkveloppement 
du pin des Canaries. Dans I’embryon, cette hydrolyse 
se manifeste plus nettement au moment de I’imblbltion. 
Mais des protkines nouvelles doivent se synthktiser 
d&s la germination, comme le montre l’augmentation 
de la somme des acides amink protiiques B partir 
de ce stade. Cette augmentation s’accentue dans la 
‘jeune plantule’ et, surtout, dans la ‘plantule’. 

Dans l’endosperme, on constate une diminution pro- 
gressive de la quantite doz acides aminks protkiques 
totaux. de la ‘graine s&he’ :l la jeune plantule‘ Cette 
bake doit correspondre, comme pour le pin pignon 
[6], g une hydrolyse progressive des protbines de rkerve 
de cet organe, au profit de l’embryon. 

Les variations individuelles des acides aminks pro- 
tciques sont peu marquees, sauf pour l’acide glutamique, 
dont les concentrations diminuent d’une manike im- 
portante dans la ‘plantule’, et pour l’acide aspartique. 
qui prksente l’kvolution inverse. 

Les variations qui intkressent les concentrations des 
acides aminks protkiques au tours de la germination du 
pin des Canaries sont beaucoup moins marqkes que 
celles signalkes pour le pin pignon [6]. Toutefois, 
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Tableau 3. Les acides amints protkiques du pin des Canaries. B diffkrents stades de la germination de la graine (en pourcentage 
de chaque acide amini par rapport B leur somme, qui est Cgalement don& en pmol pour 100 individus) 

Graine ‘s&he Graine ‘imbibb Graine ‘germCe’ Jeune plantule Plaritule 
Stades de 

dtveloppement Embryon Endosp. Embryon Endosp. Embryon Endosp. Embryon Endosp. Cotyl. Hypocot. Racines 

Arginine 12.59 14.92 12.30 14.48 11.35 14.92 14.58 13.92 21.20 6.06 0.65 
Lysine 4.31 2.18 2.36 2.28 2.44 1.50 5.91 3.77 4.71 2,50 1.20 
Histidine 2.01 2.60 4.51 1.80 5.95 1.89 4.22 1.94 2.34 1.70 2.42 
AC. aspartique 9.11 7.58 8.51 1.33 9.17 8.37 9.88 8.09 20.33 49.95 45.55 
ThrConine 4.59 3.03 4.72 3.10 4.75 3.75 4.17 3.61 3.24 3.97 1.51 
Wine 8.52 8.35 7.43 7.96 7.59 8.87 4.64 10.14 6.48 5.60 4.56 
Ac..glutamique 13.70 15.20 13.15 14.96 12.15 15.20 11.25 14.85 3.69 5.37 21.43 
Proline 5.08 10.60 7.79 8.41 6.40 6.16 8.77 4.31 9.20 4.20 4.96 
Glycine 8.14 7.09 8.65 7.70 8.71 8.92 7.66 8.82 5.89 3.43 2.51 
Alanine 7.03 5.91 7.15 6.36 7.66 6.82 7.07 7.12 5.57 4.83 2.08 
Valine 4.94 5.20 3.65 5.91 3.23 4.60 3.22 3.40 2.74 2.87 1.39 
MCthionine 2.09 0.83 2.00 1.94 2.18 1.67 1.58 2.01 0.80 1.01 0.95 
Isoleucine 4.66 3.50 4.43 3.69 4.82 4.26 4.64 4.24 3.33 2.73 1.23 
Leucine 6.96 6.28 7.43 6.60 7.19 6.08 6.60 6.13 5.21 3.19 5.04 
Tyrosine 3.14 3.84 3.00 4.21 3.04 3.70 2.59 3.93 2.11 1.23 2.55 
Phenylalanine 3.13 2.88 2.86 3.15 3.37 3.28 3.12 3.62 2.56 1.12 1.94 

Total @M/l00 
individus) 

1725.3 9513.9 1594.9 9791.0 1671.5 9472.8 2783.6 7828.4 5493.0 1628.0 1263.3 

Endosp.: endospermes; Cotyl.: cotylCdons; Hypocot.: hypocotyles 

I’importance quantitative de l’arginine, de l’acide gluta- 

mique, de l’acide aspartique et de la proline se retrouve 

chez ces deux espkes. La prkpondkrance qu’acquiert 
l’acide aspartique, notamment par rapport A l’acide 
glutamique, est un autre trait commun aux deux Coni- 
f&es. 

CONCLUSIONS 

L’arginine constitue un acide amink important de la 
composition azotCe des graines et des plantules du pin 
des Canaries. Cette esp&ce est ainsi comparable A 
plusieurs autres coniftres: Pinus syluestris [l], P. 
thunbergii [15], P. pinea [2, 3, 61, Piceu excelsa [l, 21, 
Abies pectinata [l], A. nordmanniana [2]. 

11 est probable que, compte tenu des rksultats acquis 
pour les fractions azotkes soluble, insoluble, et aminCe 
protkique, comme pour le pin pignon [6], l’arginine 
libre (Cgalement dktectke sous cette forme chez le pin 
des Canaries) provienne de I’hydrolyse des protkines 
riches en cet acide amink. Mais l’tttude des protkases 
n’a pu &tre rkaliske, pour l’instant, chez, le pin des 
Canaries. 

Bien que l’arginine puisse &tre utilisite de diverses 
man&es dans le mktabolisme azoti: des vkgktaux, cet 
acide est le plus souvent impliqui: dans le cycle de 
Krebs et Henseleit. L’existence de ce cycle a done Ctk 
recherchke chez le pin des Canaries. 

EXPERIMENTAL 

Les compos& azotb sont min&ralids suivant la mCthode de 
Kjeldahl, en prCsence d’un catalyseur au sCl&nium. La fraction 
‘azote soluble’ est do&e suivant la mCme technique, apr&s 
extraction des compos&s azotCs solubles a partir des Cchantillons 
frais. 

Les graines utiliskes pour ce travail ont Btt stlectionntes par Les acides amints protCiques sont obtenus par hydrolyse du 
la Station de Recherches Forest&es de Rabat. Elles provien- rCsidu d’extraction des composb azotCs solubles de chaque 
nent de la r6gion de Meknes et ont Cti r&oltC-es en 1974 et 1975. Cchantillon, par HCl 6N. L’hydrolyse est r&ali&e en tubes 
Elles ont Ctt conservkes & 4”. Leurs CaractBristiques moyennes scell&, B 1 lo”, pendant 24 hr. Aprlts kvaporations et concentra- 
sont regroup&es dans Tableau 1. tion les acides aminks protCiques sont do&s g l’analyseur 

Les conditions d’imbibition et de germination ont Ct& dCter- automatique, suivant la mkthode de Spackman et al. [14]. 
minties. La pr&ence d’ions Hg et Cl permet d’obtenir une Le tryptophane n’a pas CtC rechercht-. 

PHYTO 1811-D 

germination plus rapide, comme dans le cas du pin d’Alep [9]. 
Les graines imbibQs sont placies dans des boites de P&i, 

SW du papier tiltre humecti d’une solution de KC1 g 0.3 YO. 
Elles sont entreposkes dans une chambre de culture, dans des 
conditions contr6lCes de temptrature, de lumittre et d’humiditk. 
Les germinations obtenues sont r&gulitres et reproductibles. 

Lorsque la radicule atteint une longueur de 3 cm, les jeunes 
plantules sont transplant&es dans des rkcipients qui contien- 
nent un mklange de sable siliceux et de galets. Le sable et les 
gale& ont &ttt prtalablement la& par HCl concent+ rincks 
plusieurs fois et stCrilis&s. La culture est r&alis&e en prCsence de 
la meme solution de KC1 A 0.3%. Les plantules, homogtnes 
et vigoureuses, sont r&colt&s aprts 30 jours de culture. Les 
cotylkdons sont color&s en vert intense par la chlorophylle et 
aucune trace de carence n’est perceptible. Les r&serves minkrales 
et azott-es de la graine sont visiblement sullisantes pour assurer 
une croissance normale de la plantule jusqu’g ce stade, dans les 
conditions expkrimentales utilistes. 

Cinq stades de dkveloppement ont &C: retenus pour constituer 
5 C-chantillons. dont les caractC_ristiques sont donnCes dans le 
Tableau 1. 

Les diffirents tchantillons sent la& & l’eau distill&e, s&h&s 
sur papier filtre. puis placks dans des rkcipients bouches her- 
mktiquement et entreposCs au congilateur, g - 18”. 

Le matttriel vtgktal peut &tre utilisk sous cette forme, pour 
l’extraction des difftrentes enzymes. Mais pour les dosages de 
la fraction ‘azote total’, les Cchantillons doivent &tre d&lipid& 
B I’acCtone, d&s&h& en prtsence de Cl,Ca anhydre et pulvkrist-s 
linement. 
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