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Résumé — On a déterminé, par des dosages immunochimiques, la teneur en ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/
oxygénase (rubisco) de feuilles situées sur la tige principale de plantes ayant atteint le stade «liseré violet». En par-
tant du haut de la tige, cette teneur augmente jusqu'a la feuille a l'aisselle de laquelle est située la premiére inflores-
cence au stade «liseré violet» (rang 0) puis décroit réguliérement jusque vers la base de la tige. La teneur en rubisco
de la feuille de rang 0 a été déterminée, aux époques de récolte, sur 11 génotypes. Elle ne semble pas corrélée aux
" teneurs en matiére séche ou en azote de cette feuille mais varie entre 5 et 15% de la teneur en matiére séche selon
le cycle de récolte et le génotype. La teneur en rubisco augmente nettement entre le 1° et le 22 cycle puis reste sen-
siblement constante du 22 au 4° pour les types méditerranéens. Dans le cas des types flamands, on observe une te-
neur maximatle marquée au 2¢ ou au 3¢ cycle.

cycle de récolte / Medicago sativa L / ribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase/oxygénase / génotype flamand /
génotype méditerranéen / teneur en azote / dosage immunochimique

Summary — Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase content of alfalfa (Medicago sativa L) leaves.
Etfects of genotype and cutting stage. The content of ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (rubisco)
has been determined in leaves on the main stem of plants at the late budding stage by an immunochemical method.
Starting from the stem top, the content of rubisco increases up to the leaf where the 1st inflorescence at the late bud-
ding stage is located (0 level) and then decreases towards the oldest part of the main stem (table ). Rubisco content
of the 0 level leaf has been determined at the cutting (late budding) stages in 11 populations of alfalfa (table Il, fig 1).
Rubisco content varies much more than dry matter or nitrogen, and varies more between cutting stages than between
populations (table Ili). Rubisco content does not seem to be correlated with dry matter or nitrogen content of the 0 lev-
el leaf (table 1V), but ranges between 5 and 15% of the dry weight, depending on the population and on the cutting
stage. The content of rubisco clearly increases from the first to the second cutting stage and remains nearly constant
from the second to the fourth cutting stage in mediterranean type populations. With Flemish type populations, a maxi-
mum content is noted at the 2nd or 3rd cutting stage (fig 1). There is no simple correlation between these trends and
the variations in climatic data (temperature, period of sunshine or radiation energy). Insofar as these results can be
extended from a single leaf to the whole crop, they should have general consequences on the structure of plant nitro-
gen and on the way alfalfa is used for animal feeding, for dehydration or leaf protein extraction.

cutting stage / Medicago sativa L / ribulose-1,5- bisphosphate carboxylase/oxygenase / Flemish type / Medi-
terranean type / nitrogen content /immunochemical assay

* Correspondance et tirés a part



274 R Douillard et a/

INTRODUCTION

La ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxy-
génase (EC 4.1.1.39 de la classification interna-
tionale des enzymes) ou rubisco est la protéine
la plus abondante de notre planéte (Ellis, 1979;
Douillard, 1984); elle représente approximative-
ment 50% des protéines foliaires des plantes en
Cg. Elle est 'enzyme d'une des étapes limitantes
du cycle de fixation photosynthétique du dioxyde
de carbone, du fait de sa faible activité molaire.
Sa place dans les productions végétales, de
type métabolique Cs, est essentielle, puisqu'elle
est le catalyseur limitant la formation de la bio-
masse. La valeur alimentaire des plantes herba-
cées de type C3; dépend a la fois des sources
disponibles d'énergie (glucides principalement)
et d'azote assimilable (protéines dont la rubisco
représente la fraction majeure).

Les facteurs de variation de la teneur en rubis-
co des feuilles sont nombreux, liés au génotype
(Singer et al, 1952; Gutek et al, 1974; Pheloung
et Brady, 1979; Dean et Leech, 1982), au stade
de développement (Nivison et Stocking, 1983;
Makino et al, 1983 et 1984; Yamashita et Fujino,
1986), a la nutrition azotée (Grima-Pettenati et
al, 1987; Makino et al, 1983), a l'éclairement
(Bennett et al, 1984; Prioul et Reyss, 1987,
1988), a la température de développement
(Kobza et Edwards, 1987) ou a I'état sanitaire de
la plante (Ranty et al,, 1987). Dans le cas des lu-
zernes {genre Medicago au sens large, espéce
Medicago sativa au sens restreint), des données
éparses indiquent, sans équivoque, une variabili-
té génétique de la teneur en rubisco (Heinrichs
et Miltimore, 1970; Miltimore et al, 1974; Meyers
et al, 1982; Pell et Pearson, 1983). Toutefois,
ces résultats ont été obtenus dans des condi-
tions qui ne tiennent pas compte des modalités
d'exploitation de la plante au cours de la saison.

L'évaluation des facteurs de cette variabilité,
puis leur maitrise (dans la mesure ol cela est
possible), devraient aboutir & préciser les condi-
tions d'obtention de luzerniéres ayant les teneurs
en protéines et en rubisco correspondant le
mieux aux exigences des diverses spéculations
qui les valorisent : paturages, fourrages, ensi-
lages (ruminants essentiellement), déshydrata-
tion et extraction de protéines (monogastriques
principalement) (Journet et al, 1976; Guy, 1981).

Nous avons entrepris une étude exploratoire
de la variabilité de la teneur en rubisco de
feuilles de luzerne au cours d'1 année compléte
d'exploitation comportant 4 cycles de récolte.

Cette étude réalisée au champ, dans des condi-
tions proches de la pratique agricole courante,
essaie de mettre en évidence la variabilité de la
teneur en rubisco, en fonction des génotypes et
du cycle de récolte, ainsi que les caractéres aux-
quels cette teneur peut étre reliée. Nous n'abor-
dons pas l'analyse des mécanismes respon-
sables des variations de teneur en rubisco ni
celle de limpact éventuel de cette teneur sur la
productivité, la qualité technologique et la valeur
alimentaire du fourrage produit.

Ce travail a été effectué en conditions de
photo- et thermo-période croissantes (1 et 2¢
cycles), approximativement stables (3¢ cycle) et
décroissantes (4° cycle). Le 19" cycle intégre, de
plus, les arriere-effets d'un démarrage en végé-
tation aprés la dormance hivernale. L'expérimen-
tation a pris en compte un lot d'écotypes ou de
populations d'origines géographiques, de poten-
tiel de production, et de rythme de croissance
trés différents. En préliminaire, nous avons ana-
lysé la variabilité de la teneur en rubisco des
feuilles en étudiant I'effet du niveau d'insertion fo-
liaire sur la tige principale.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Les semences utilisées proviennent des collections de
la station d'amélioration des plantes fourragéres de
Lusignan. On peut distinguer 3 types correspondant a
des origines climatiques différentes.

Matériel de type méditerranéen

Gabés, écotype sud-tunisien; Pool provence, synthéti-
que A base large; Crau, population du delta du Rhéne;
Totana , population espagnole.

Matériel semi-méditerranéen

Demnat x P, population synthétique franco-marocaine;
Mielga, population des hauts plateaux de I'Espagne
centrale; Crioula, variété mexicaine; Pop G3 et Prot 2,
matériels en cours de sélection a Montpellier; Mendo-
za, population argentine; Equipe, variété nord-
italienne; Siriver, variété australienne.

Matériel de type flamand

Szarvasi et Saponex, variétés hongroises; Krusewac-
ka, variété yougoslave; Europe, (témoin) et Lutece,
variétés frangaises; Natsuwakaba, variété japonaise;



Teneur en rubisco de feuilles de luzerne 275

Miekowska, variété polonaise; Fressines, population
charentaise.

La culture implantée & Nantes (parcelle de 150 m?2
sans répétition) a été semée en pleine terre le 20 avrii
1984 et a regu des apports de 150 kg de P,O; et 200
kg de K5O par ha et par an. Les cultures implantées a
Lusignan (essai bloc a 4 répétitions, parcelles élémen-
taires de 3,6 m?) ont été semées en pleine terre en
avril 1984 et 1985 et ont regu des apports de 150 kg
de P,O; et 250 kg de K,O par ha et par an.

Organes prélevés

Les prélévements ont été effectués a Nantes les 30 et
31 juillet 1985 sur la variété Europe et a Lusignan, sur
l'ensemble du matériel, les 4 juin et 16 octobre 1986
(18" et 4@ cycles, implantation 1984) et les 21 mai, 8
juillet, 20 ao(t et 5 octobre 1987 (1¢r & 4¢ cycle, im-
plantation 1985). La prise d'un échantillon est consti-
tuée de plusieurs dizaines de plantes par génotype, a
un stade aussi proche que possible du stade «liseré
violet» préconisé pour I'exploitation de la plante (Guy
et al, 1969; Genier et Guy, 1975). Les limbes foliaires
récoltés, ont été ceux de feuilles situées sur la tige
principale. La feuille de rang 0 est celle a l'aisselle de
laquelle est implantée la premiére infiorescence ayant
atteint le stade «liseré violet». Les feuilles situées au-
dessus ont des rangs positifs et celles situées au-
dessous, des rangs négatifs (tableau 1). Dans toutes
les comparaisons entre génotypes, les limbes foliaires
prélevés étaient ceux de la feuille de rang 0. Lorsque

le stade de développement était Iégérement différent,
la feuille prélevée était celle située a environ 10 cm
du sommet de la tige principale.

Dosages

Tous les dosages ont été répétés sur 6 lots de cha-
que échantillon. La quantité de matiére séche a été
déterminée (en % de la matiére fraiche), sur des lots
d'environ 1 g de limbes frais, aprés séchage pendant
24 h & l'étuve ventilée & 80 °C. La quantité totale
d'azote a été évaluée par la méthode de Kjeldah!,
aprés minéralisation de.lots d'environ 500 mg de
limbes frais.

La teneur en rubisco a été déterminée par immu-
no-électro-diffusion des surnageants de broyage des
limbes foliaires selon la méthode de Laurell (1966).
Des lots d'environ 500 mg de limbes ont été broyés
au mortier avec 4 ml du tampon de broyage préconisé
par Ranty et Cavalié (1982) : Tris (hydroxyméthyle)
aminométhane/HCl 100 mM, pH 7,5 renfermant de
I'acide éthylenediaminetétra-acétique 1 mM, 0,2% de
B-mercaptoéthanol, 2,5% de polyvinylpyrrolidone acti-
vée et 0,5% de polyéthyléneglycol 6 000. Aprés une
centrifugation de 10 min a 3 000 g, le surnageant a
été dilué au demi par du glycérol 4 87% et conservé a
— 20 °C avant analyse. La gamme étalon (entre 0,05
et 0,6 ug par puits) a été réalisée avec de la rubisco
purifiée a partir de la population Europe par tamisage
moléculaire et chromatographie d'échange d'ions
(Douillard, 1986). Le coefficient E} f‘;m, a 280 nm, dé-

Tableau . Teneurs en matiére séche, en azote et en rubisco de limbes de feuilles insérées sur la tige principale de lu-
zerne. Les plantes de la population Europe ont été récoltées au stade «liseré violet» les 3G et 31 juillet 1985. L'étage
foliaire est défini par rapport a la feuille a l'aisselle de laquelie est insérée la premiére inflorescence (étage 0). L'azote
de la rubisco représente 16,86% de la masse de la protéine d'aprés les compositions en acides aminés des sous uni-
tés de la rubisco de tabac (Muller et al, 1983; Amiri et al, 1984). Les moyennes et les écart-types ont été calculés a
partir de six mesures indépendantes. MF : matiére fraiche; MS : matiére séche; N : azote total; NR : azote de la rubis-

CO.

Etage M S N Rubisco
folliaire
% MF %S MF %MS % MF %MS NR %N
2 27 + 2 1,3 +0,2 4,8 1,7 + 0,3 6,3 22
1 26 + 2 1,1 +0,2 4,2 2,1 + 0,6 8,1 32
0 26 + 3 1,2 + 0,4 4,6 2,4 + 0,5 9,2 34
-1 26 + 2 1,0 + 0,2 3,8 2,0 + 0,6 7,7 34
-2 25 + 1 1,0 + 0,2 4,0 1,4 + 0,4 5,6 23
-4 24 + 2 0,8+ 0,1 3,3 1,3+ 0,4 5,4 27
-6 22 + 2 0,8 + 0,1 3,6 1,0 + 0,4 4,5 21
-8 21 + 4 0,65 + 0,0 3,1 1,1 + 0,5 5,2 29
Moyennes 25 + 2 1,0 + 0,2 3,9 +0,6 1,6 +0,5 6,5+2 27+ 5
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terminé au laboratoire par spectroscopie et pesée est
egal & 17. Les sérums renfermant les anticorps poly-
clonaux de lapins ont été préparés aprés des injec-
tions sous-cutanées répétées de rubisco purifiée de la
population Europe mélangée a de [adjuvant de
Freund complet puis incomplet. L'électro-immuno-
diffusion a été conduite pendant 5 h dans une
chambre & 4 °C sous une tension de 8 V/cm dans un
gel préparé dans du tampon tris (hydroxyméthyle)
aminométhane 37 mM, glycocolle 100 mM, pH 8,6. La
teneur en rubisco de chaque lot a été calculée comme
la moyenne de 4 dosages effectués sur des gammes
de dilution de la solution conservée & — 20 °C dans du
glycérol a 50% (Makino et al, 1984).

Données climatiques

Le rayonnement global, la durée d'insolation et la tem-
pérature moyenne ont été mesurés, par la Météorolo-
gie Nationale, a la station INRA de Lusignan.

Calculs statistiques

L'étude des parameétres mesurés (matiere séche,
azote, et teneur en rubisco) ou de leurs rapports re-
pose sur la comparaison des moyennes et des écarts
types, ainsi que sur I'examen des analyses de va-
riance et des corrélations multicaractéres.

RESULTATS ET DISCUSSION

Teneur en rubisco des feuilles insérées sur Ila
tige principale de la variété Europe

Les teneurs en matiére séche, azote et rubisco
des limbes des feuilles insérées sur la tige princi-
pale de plantes de la population.Europe, cultivée
a Nantes, ont été déterminées a partir de plantes
au stade de développement «liseré violet» (ta-
bleau I). L'4ge des feuilles augmente du sommet
vers la base des tiges. Parallélement, I'énergie
lumineuse regue par les feuilles diminue du som-
met vers la base des tiges. On constate une ten-
dance réguliére, selon ce gradient, a l'abaisse-
ment du taux de matiére séche et de la teneur
en azote lorsque l'age des fevilles augmente et
que leur éclairement diminue. Dans le cas de la
rubisco, la teneur augmente de la feuille 2 a la
feuille 0 puis diminue régulierement de celle-ci
jusqu'aux feuilles de la base (les plus agées). Il
existe donc un stade de développement optimal
pour lequel la teneur en rubisco est la plus éle-
vée par rapport a la quantité de matiére fraiche,

de matiére séche ou d'azote total. Dans le cas
présent, la rubisco représente jusqu'a 9% de la
matiére séche et 34% de |'azote total dans la
feuille de rang 0 alors que ces proportions des-
cendent respectivement & 6,3% et 22% pour les
feuilles les plus jeunes (rang + 2) ou environ 5%
et 26% pour les feuilles les plus dgées (rangs —4
a-8).

Ces gradients de teneur en azote et en rubis-
co semblent liés — d'une part & la mise en place
de l'appareil photosynthétique (teneurs crois-
santes des feuilles de rang + 2 aux feuilles de
rang 0), ce qui a déja été montré dans le cas
d'autres espéces (Nivison et Stocking, 1983; Ma-
kino et al, 1983 et 1984; Yamashita et Fujino,
1986), — et d'autre part a la dégradation pro-
gressive des structures chloroplastiques asso-
ciée a un recyclage de l'azote des feuilles les
plus dgées, et en méme temps les plus ombrées,
vers les feuilles les plus jeunes {(Charles-
Edwards et al, 1987).

La feuille de rang 0 a ainsi la teneur en rubis-
co la plus élevée de toutes les feuilles de la tige
principale. Elle est, par ailleurs, située suffisam-
ment prés de I'apex pour que 'ombrage pouvant
provenir du reste du couvert soit négligeable.
Pour éviter, dans les comparaisons entre situa-
tions agronomiques ou génétiques, tout biais lié
a des niveaux d'éclairement variables dans le
couvert végétal (Charles-Edwards et al, 1987),
nous avons choisi cette feuille comme matériel
d'étude. Le bien-fondé de ce choix est renforcé
par le fait que les teneurs en rubisco des feuilles
des rangs + 1, 0 et —1 ne sont pas significative-
ment différentes.

Teneur en rubisco de la feuille de rang 0 de
différents génotypes aux différents cycles de
récolte

Les teneurs en matiére séche, en azote et en ru-
bisco des limbes de la feuille de rang 0 ont été
déterminées pendant la saison 1986 aux épo-
ques correspondant aux stades de récolte (liseré
violet) de la 1'¢ (4 juin) et de la 4° (16 octobre)
coupes ainsi qu'en 1987 aux périodes de récolte
correspondant aux 1" (21 mai), 2° (8 juillet), 3°
(20 ao(t) et 4@ coupes (5 octobre). Tous les gé-
notypes ont été prélevés le méme jour pour évi-
ter des biais liés aux variations des conditions cli-
matiques. Les moyennes des observations
correspondant a chaque coupe, tous génotypes
confondus, sont regroupées tableau Il.
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Tableau Il. Moyennes, tous génotypes confondus, des teneurs en matiére séche, en azote et en rubisco de la feuille
de rang 0 aux époques de coupe au cours des années 1986 et 1987; données climatiques de I'année 1987. Les don-
nées climatiques de I'année 1987 (températures moyennes, nombre d'heures d'ensoleillement et rayonnement inci-
dent) concernent les 5 j et les 10 j précédant la récolte. Abréviations : voir légende du tableau I.

Date et MS N Rubisco
coupe

% M F %S MF % S % MF % MS NR % N
04/06/86
1*7* coupe 28 + 1 1,25 + 0,05 4,47 + 0,08 1,7+0,t 6,0+ 0,5 23+ 2
16/10/86
4+™* coupe 23,9 +0,4 0,81 + 0,0t 3,41 + 0,02 2,7+ 0,1 11,2 + 0,6 56 +
21/05/87
i*~* coupe 34,3+ 0,5 1,23 + 0,02 3,6 + 0,1 2,17 + 0,08 6,3 + 0,3 30 +
08/07/87
2*™ coupe 32,0 + 0,3 1,37 + 0,02 4,30 + 0,02 3,8+0,2 11,9 +0,7 47 +
20/08/87
3*m™* coupe 32,1 +0,3 1,21 +0,08 3,78+ 0,03 4,0 + 0,2 12,2 + 0,5 55 +
05/10/87
4*™* coupe 27,3 + 0,3 1,21 + 0,02 4,42 + 0,02 2,7 £+ 0,t 10,1 + 0,6 38 +
Date et Température Duree Rayonnement
coupe moyenne (°C) d’insoclation (h) global (Md/m=)

5 10 4 S J 10 5 4 10

04/06/86
1¢7* coupe
16/10/86
4+*™* coupe
21/05/87
i*~* coupe 9,6 9,9 37,8 68,8 117 219
08/07/87
2*™* coupe 21,9 21,9 55,7 112,3 156 305
2008/87
3*m™* coupe 21,6 20,9 40,4 88,9 111 243
05/10/87
4*™* coupe 13,9 12,6 18,4 49,7 56,4 128

Remarque sur les teneurs en matiére séche

Les teneurs moyennes en matiére seéche, par
rapport a la matiére fraiche, des feuilles des 3
premiéres coupes de 1987 sont supérieures 3
30% alors que les autres valeurs et celles cou-
ramment observées (Genier, données non pu-
bliées) sont de l'ordre de 25% (tableau Ii). Le
mode de récolte, par séparation au champ de

lots de environ 30 g de feuilles a analyser, peut
entrainer, aux dates ou ces opérations ont été
effectuées, une certaine déperdition en eau pen-
dant un séjour de 10 a 15 min dans un sac en
papier entre l'instant du prélévement et la pesée
de la matiére fraiche. L'expression des résultats
en terme de masse surfacique (Smith et Struck-
meyer, 1974) permettrait de limiter les biais
éventuels liés aux opérations de récolte.
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Variations relatives des différents caractéres

L'analyse des résultats obtenus au cours des
campagnes 1986 et 1987 a porté sur 6 carac-
téres qui sont les teneurs en matiére séche, en
azote total et en rubisco rapportées 3 la matiére
fraiche ou bien les teneurs en azote et en rubis-
co rapportées a la matiére séche ou encore la
teneur en rubisco rapportée a l'azote. L'analyse,
en fonction des génotypes ou en fonction des
cycles de récolte, de la variation de ces carac-
teres autour des moyennes annuelles montre
que (tableau Ill) :

— tous les caractéres varient significativement,
en fonction du cycle ou en fonction du génotype;

— le caractére teneur en rubisco est toujours
plus variable que les caractéres teneur en ma-

tiere séche ou azote, qu'il soit exprimé par rap-
port & la matiere fraiche, par rapport a la matiére
séche ou par rapport a l'azote, ou que l'analyse
soit conduite en fonction du cycle de récolte ou
en fonction du génotype;

— les variations du caractére rubisco, autour des
moyennes annuelles, sont toujours beaucoup
plus marquées lorsque les comparaisons sont ef-
fectuées en fonction des coupes que lorsqu'elles
le sont en fonction des génotypes, quel que soit
le mode d'expression de la teneur en rubisco;

— les variations de Ia teneur en rupisco, en fonc-
tion des coupes, semblent plus marquées lors-
que celle-ci est exprimée par rapport a la matiére
seche, ou encore plus par rapport a l'azote, plu-
tot que par rapport a la matiére fraiche.

Tableau Ill. Moyennes annuelles, plus petites différences significatives et écarts maximaux entre les valeurs des ca-
ractéres analysés. On a calculé les écarts maximaux entre les valeurs des caractéres analysés; ces écarts ont été ex-
primés en % de la valeur moyenne du caractére; les plus petites différences significatives (ppds) ont été calculées au
seuil de probabilité de 0,95 : a) en fonction des dates de coupe (tous génotypes confondus & chaque cycle de récolte);
b) en fonction des génotypes (toutes coupes d'une méme année confondues pour chaque génotype). Abréviations :

voir Iégende du tableau .

MS Rubisco
% MF % MF % MS % MF %MS NR%N
1986 (deux coupes)
Moyennes geénérales
26,1 1,03 4,0 2,16 8,55 38,9
Ecarts maximums
a) entre coupes 4,4 0,44 1,06 0,97 5,2 32,5
ppas 0,6 0,03 0,32 0,11 0,5 2,1
% des moyennes 17% 43% 27% 45% 61% 84%
b) entre genotypes 4,6 0,11 0,25 0,81 3,6 17
ppds 1,5 0,07 0,15 0,25 1,1 S
% des moyennes 185% 11% 6% 38% a3% 44%
1987 (quatre coupes)
Moyennes générales
31,4 1,25 4,0 3,16 10,1 42,4
Ecarts maximums
a) entre coupes 7,0 0,16 0,81 1,8 5,89 25
ppds 0,3 0,02 0,11 0,1 0,4 2
(% des moyennes) 22% 13% 20% 56% 58% 60%
D) entre génotypes 6,1 0,21 0,74 0,86 1,9 10
ppds 0,5 0,03 0,11 0,2 0,7 3
(% des moyennes) 19% 17% 19% 27% 19% 24%
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En conclusion, il apparait donc que la teneur
en rubisco de la feuille de rang 0 dépend, a un
stade d'exploitation donné, du génotype de la
plante mais que cette teneur varie encore plus en
fonction du cycle d'exploitation. Par ailleurs, la
variabilité des teneurs en rubisco est, dans tous
les cas, plus grande lorsque ces teneurs sont ex-
primées par rapport a I'azote que par rapport a la
matiére séche et, dans 3 cas sur 4, plus grande
lorsque la teneur est exprimée par rapport a la
matiére séche plutdét que par rapport a la matiere
fraiche. Il semble donc exister des corrélations
différentes entre la teneur en rubisco et les ca-
ractéres quantité de matiére fraiche, teneur en
matiére séche et teneur en azote. La mise en évi-
dence, éventuelle, de corrélations élevées entre
caracteres pourrait éclairer la suite de l'analyse.
Nous allons donc évaluer I'étendue et la significa-
tion des corrélations entre caractéres avant d'en-
treprendre I'étude des effets liés a la date de ré-
colte ou au génotype.

Corrélations entre caractéres

Les matrices de corrélations entre les caractéres
analysés sur 11 génotypes aux différentes
coupes (teneurs en matiére séche, en azote et
en rubisco par rapport & la quantité de matiére
fraiche, teneurs en azote et en rubisco par rap-
port & la matiére séche et teneur en rubisco par
rapport a la teneur en azote) ont été déterminées
pour I'ensemble des résultats de chaque année
et pour les observations effectuées a chaque
coupe (tableau IV). Ces données suggérent plu-
sieurs remarques.

La 17e est que la teneur en azote de la matiére
séche est toujours corrélée négativement avec la
teneur en matiére séche (significativement dans
6 cas sur 8). On note cependant que, sauf a l'au-
tomne (4° coupe), les teneurs en azote et en ma-
tiere séche par rapport & la matiére fraiche sont
corrélées positivement et de fagon significative.

La 2¢ est que tous les caractéres faisant inter-
venir la rubisco sont fortement corrélés entre
eux. Ceci provient du fait, déja mentionné, que
les variations relatives des teneurs en rubisco
sont plus importantes que celles des autres ca-
ractéres.

La 3¢ est que les corrélations faisant intervenir
au moins 1 caractére autre que la rubisco, hor-
mis celle déja indiquée entre la teneur en azote
de la matiére séche et la teneur en matiére
séche, ne sont pas toujours les mémes entre les
cycles successifs d'1 année ou entre ces cycles

et la moyenne annuelle. Ceci met en évidence
des changements de comportement des géeno-
types, les uns par rapport aux autres, au cours
de la campagne. 1l faut noter que la derniére
coupe de chaque campagne présente un ta-
bleau assez caractéristique ou peu de corréla-
tions sont significatives, hormis celles entre ca-
ractéres faisant intervenir la rubisco. Dans les
autres cas, la teneur en rubisco et la teneur en
azote par rapport a la matiére fraiche ainsi que
le rapport rubisco sur azote sont corrélés positi-
vement a la teneur en matiére séche.

La 4¢ est que, sur les 6 coupes, le caractéere
rubisco (par rapport & la matiere fraiche) n'est
corrélé significativement que 2 fois au caractére
azote (par rapport a la matiere fraiche). De plus,
la part de I'azote retrouvée sous forme de rubis-
co est liée 2 fois par une corrélation négative
trés significative a la teneur en azote de la ma-
tiere séche. D'autres corrélations, apparaissant
une seule fois sur les 6 coupes, sont plus déli-
cates & interpréter pour le moment. Il semble
donc que la teneur en rubisco soit une variable
sensiblement indépendante des autres para- -
métres que nous avons déterminés.

La 5¢ est que la part de I'azote retrouvée sous
forme de rubisco est corrélée significativement a
la teneur en matiére séche de la feuille, sauf en
automne, a la 4¢ coupe. Cette derniére observa-
tion pourrait étre le reflet de la liaison de I'activité
photosynthétique, productrice de matiére séche,
a la proportion de rubisco dans I'azote total de la
feuille.

En conclusion, nous pouvons retenir que le
caractére rubisco est, dans la feuille de rang 0,
plus variable que les caractéres teneur en azote
ou en matiere seche et que ses variations ne
sont pas, sauf exception, corrélées a celles des
autres caractéres. Par ailleurs, l'allure particu-
liere de la matrice de corrélation pour la 4¢
coupe suggere des changements de comporte-
ment nombreux des génotypes les uns par rap-
port aux autres a I'époque de cette coupe.

Effets des dates de récolte et des génotypes
sur la teneur en rubisco

L'ensemble des résultats obtenus aux 6 coupes
des 2 années successives sur les différents gé-
notypes ont été représentés figure 1. Il apparait
que les teneurs en rubisco (par rapport a la ma-
tiere séche) dépendent, comme nous l'avons
déja indiqué, principalement de la date de ré-
colte. Notons que les valeurs correspondant aux
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Tableau IV. Matrices des coefficients de corrélations, au travers des génotypes, entre caractéres. Les coefficients de
corrélation ont été calculés pour : a) 'ensemble des données provenant de chacune des deux campagnes; b) les don-
nées collectées a chaque cycle de récolte. Les corrélations sont significatives au seuil de 0,05 a partir d'une valeur de

0,60 correspondant & neuf degrés de liberté. Abréviations : voir légende du tableau 1.

a) Correlations par annees

MS/MF  N/MF N/MS R/MF R/MS

1987

MS/MF N/MF N/MS R/MF R/MS

N/ME 0,55 N/MF 0,57

NMS -0,88 -0,10 N/MS -0,66 0,24

R/MF 0,34 0,35 -0,27 R/MF 0,88 0,48 -0,61

rR/MS -0,!9 0,13 0,10 0,88 R/MS 0,44 0,22 -0,32 0,80

NR/’N 0,15 0,17 -0,15 0,97 0,94 NR/N 0,67 -0,03 -0,81 0,86 0,79

lere coupe

MS/MF N/MF N/MS R/MF  R/MS

4eéme coupe

MS/MF N/MF N/MS R/MF R/MS

N/MF 0,57 N/MF 0,14

N/MS -0,95 -0,13 N/MS -0,93 0,21

R/MF 0,73 0,38 -0, R/MF -0,02 0,00 0,04

R/MS ¢.,15 0,03 -0,21 0,79 R/MS -0,39 -0,07 0,38 0,92

NR/N ¢,%9 ¢,10 -0,68 0,96 0,86 NR/N -0,05 -0,13 0,02 0,99 0,93
Annee 1987

========== lere coupe 2éme coupe

MS/MF N/MF N/MS R/MF R/MS

MS/MF N/MF N/MS R/MF R/MS

N/ME 0,59 N/MF 0,56

NMS -0,67 0,19 N/MS -0,78 0,08

R/ME 0,75 0,66 -0,33 R/MF 0,78 0,13 -0,84

R/MS 0,24 0,48 0,12 0,82 R/MS 0,56 -0,08 -0,75 0,95

NR/N 0,62 0,26 -0,54 0,90 0,77 NR/N 0,64 -0,08 -0,86 0,97 0,98
3eme coupe 4éme coupe

MS/MF N/MF N/MS R/MF  R/MS

MS/MF N/MF N/MS R/MF  R/MS

N/ME 0,60 N/MF o,

N/MS -0,51 0,39 NMS -0,41 0,76

R./MF 0,?3 0;61 -0,18 R/MF _0o28 0,04 0,22

rR/MS 0,37 0,46 0,06 0,91 R/MS -0,55 -0,04 0,33 0,95
NR/N 0,59 0,20 -0,46 0,9 0,85 NR/N -0,38 -0,45 -0,17 0,88 0,87

11 génotypes, qui ne sont pas les mémes cha-
que année hormis Europe et Saponex, se répar-
tissent pratiquement dans la méme plage de te-
neur a la 1™ et a la 4® coupe (seuls Equipe et
Prot2 ont des teneurs exceptionnellement éle-
vées a la 4¢ coupe de 1986). Cette observation

indique, de fagon préliminaire, une bonne repro-
ductibilité de la teneur en rubisco a un stade
d'exploitation donné et confirme que I'effet cycle
est globalement plus important que l'effet géno-
type. Au cours d'une campagne (année 1987),
on observe donc, en confondant tous les géno-
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Fig 1. Teneurs en rubisco (par rapport a la matiére séche) des
onze génotypes aux quatre coupes de la campagne 1987. A
titre de comparaison, on a également indiqué les teneurs en
rubisco des 11 génotypes récoltés aux 2 coupes de 1986
(zones hachurées). Les barres verticales correspondent aux
ppds determinés pour chaque coupe. Ca, Crau; Ci, Criouta;
De, Demnat x P; Eq, Equipe; Eu, Europe; Fr, Fressines; Ga,
Gabes; Kr, Krusewacka; Lu, Lutéce; Mg, Mielga; Mk, Miekows-
ka; Mz, Mendoza; Na, Natsuwakaba; Po, Pop G3; Pp, Pool
provence; Pr, Prot 2; Si, Siriver; Sx, Saponex; Sz, Szarvasi;
To, Totana.

types, approximativement un doublement de la
teneur en rubisco entre la 1" et la 22 coupe puis
des valeurs sensiblement égales entre 2¢ et 3¢
coupe et enfin, une légere baisse a la derniére
coupe (tableau 1l). Ces variations sont les
mémes, que la teneur en rubisco soit exprimée
par rapport a la matiere fraiche ou par rapport a
I'azote foliaire.

Ces observations générales sur l'effet cycle
doivent cependant étre sensiblement tempérées
par les effets liés aux génotypes. Nos observa-
tions portant sur 1 seule année, semblent en
effet mettre en évidence 3 types de comporte-
ments :

— les populations Szarvasi, Fressines et Totana
ont leurs teneurs les plus élevées a la 22 coupe
puis une baisse de teneur importante entre les
22 et 3¢ coupes;

— les populations Europe, Saponex, Krusewac-
ka et Mendoza ont leurs teneurs les plus éle-
vées a la 3¢ coupe et une baisse de teneur trés
nette a la 4© coupe;

— Demnat x P, Siriver, Mielga et Crau ont un
comportement plus stable, avec un maximum de
teneur peu marqué vers la 3¢, ou méme, la 4°
coupe.

A l'intérieur de chacun de ces 3 groupes, les
différences entre génotypes sont encore impor-
tantes, mais le nombre restreint d'observations
ne portant que sur une campagne, ne permet
pas de détailler davantage les comportements.
La distinction entre les 2 premiers groupes peut
paraitre surprenante car les populations qu'ils
renferment sont toutes de type flamand. Il est
possible que le seul critére significatif soit le pas-
sage par un maximum puis une baisse impor-
tante de la teneur avant la fin de la campagne.

Les populations du 3¢ groupe ont un carac-
tére méditerranéen marqué. Leurs teneurs en
rubisco a I'automne sont nettement plus élevées
que celles des autres populations (du moins
pour Demnat x P, Siriver et Mielga). Cette obser-
vation semble confirmée par les données frag-
mentaires de 1986 ol les 4 génotypes ayant des
teneurs les plus élevées a la 48 coupe sont
Prot2 et Equipe puis, & un degré moindre, Criou-
la et Gabés.

Origine de la variabilité de la teneur en rubis-
co des feuilles

Dans les discussions qui suivent, nous avons
assimilé la teneur en rubisco du feuillage a celle
de Ia feuille de rang 0. Cette généralisation de-
manderait, bien entendu, a étre confirmée, pour
les différents génotypes, aux 4 périodes de ré-
colte considérées.

Comme nous l'avons rappelé, la teneur en ru-
bisco des feuilles dépend de nombreux facteurs,
génétiques, climatiques, sanitaires, etc. Les tra-
vaux mentionnés n'ont, cependant, pris en
compte, ni l'incidence de la variation des para-
métres climatiques sur le développement de la
plante ni le rythme d'exploitation au cours de
l'année. Par ailleurs, les approches génétiques
ne semblent pas avoir tenu compte des interac-
tions entre génotypes et variations des condi-
tions climatiques. Nos observations indiquent
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cependant certains effets liés a ces facteurs et &
leurs interactions. Il est prématuré d'interpréter
l'ensemble de ces résultats mais plusieurs re-
margues s'imposent.

Les variations des températures moyennes,
des durées d'insolation ou du rayonnement glo-
bal pendant les jours précédant la récolte (ta-
bleau Il) indiquent que tous ces paramétres cli-
matiques augmentent le plus entre le 1€ et le 2¢
cycle, sont sensiblement constants entre le 2¢ et
le 3¢ cycle puis décroissent nettement entre les
2 derniers cycles. Ces variations sont qualitative-
ment analogues a celles des teneurs moyennes
en rubisco des 11 génotypes (tableau II). No-
tons, de plus, que les variations de teneur
moyenne en rubisco suivent plus fidélement les
variations de température que celles de I'enso-
leillement ou du rayonnement des jours précé-
dant la récolte. |l semble ainsi exister un certain
paraliéle entre teneur en rubisco et température
de croissance des végétaux.

L'analyse, génotype par génotype, des varia-
tions de teneurs en rubisco (fig 1) indique cepen-
dant que cette corrélation n'apparait clairement
que pour les génotypes du 1€r type (Szarvasi,
Fressines et Totana) alors que pour ceux du 2¢
et, & plus forte raison, du 3¢ type, la corrélation
est moins nette, voire inexistante. On note plus
particulierement que les populations de type mé-
diterranéen se distinguent des types flamands
par I'absence de baisse de teneur en rubisco
entre les cycles d'été et celui d'automne. Les
mécanismes de régulation de la teneur en rubis-
co semblent donc marqués par le génotype.

Les mécanismes d'accumulation et de mobili-
sation des réserves racinaires (Pearce et al,
1969; Gosse et al, 1982) pourraient se répercu-
ter, au niveau foliaire, par un développement
plus ou moins marqué de I'appareil photosynthé-
tique. En effet, un modéle simple de la physiolo-
gie de la plante entiére, applicable au cas de la
luzerne (Baysdorfer et Bassham, 1985; Cralle et
Heichel, 1985), est celui de sources et de puits
de métabolites. L'assimilation photosynthétique
serait alors limitée par le flux de métabolites pro-
venant des sources ou par celui pouvant étre
regu par les puits. La rubisco semble étre le fac-
teur limitant de la photosynthése (Walker et al,
1986) et sa teneur dans les feuilles pourrait
guantifier, en premiére approximation, l'impor-
tance de la source photosynthétique foliaire de
métabolites; elle permettrait d'ajuster les flux
entre sources et puits de la plante entiére. L'in-
tensité et la direction des flux, contrdlées par I'in-

formation génétique, dépendraient essentielle-
ment des parametres climatiques (température,
longueur du jour, rayonnement) et agronomiques
(récolte des parties aériennes).

Ces hypothéeses, ol les mécanismes d'accu-
mulation des métabolites et de mobilisation des
réserves seraient caractéristiques des différents
génotypes, pourraient étre soumises a l'expé-
rience par des mesures simultanées de teneur
en rubisco et de flux métabolique au cours du
développement de la plante et aux périodes de
récolte.

Teneur en rubisco et valorisation
de la luzerne

On considere classiqguement que les protéines
des feuilles représentent 75% de l'azote foliaire
(Fauconneau, 1960) indépendamment du géno-
type et de la période de récolte. Nos résuitats in-
diquent cependant que la rubisco peut représen-
ter de 17 a 77% de l'azote total de la feuille de
rang 0. Ces observations suggérent que la struc-
ture de l'azote foliaire peut varier considérable-
ment d'une situation a une autre. Nous n'avons,
cependant, pas de données sur la nature du
reste de l'azote foliaire dans ces différentes si-
tuations. Quoi qu'il en soit, nos observations sou-
levent certaines remarques selon le type de valo-
risation auquel est destiné le couvert végétal de
luzerne.

Utilisation en vert

La cinétique d'hydrolyse des protéines dans le
rumen dépend de leur nature (Nugent et al,
1983). L'utilisation digestive de la luzerne devrait
donc étre liée a sa teneur en rubisco et a la na-
ture des autres formes d'azote de la plante. La
teneur en rubisco a été mentionnée, en particu-
lier, parmi les facteurs responsables de la météo-
risation (Gutek et al, 1974). Nos résultats mon-
trent que dans cette derniére hypothése, il
faudrait tenir compte a la fois du génotype et du
cycle de repousse plutét que du seul génotype
comme l'ont fait Miltimore et al (1974).

Déshydratation

Comme dans le cas de ['utilisation en vert, la te-
neur en azote et la composition de cette fraction
azotée pourraient intervenir sur les paramétres
de la conservation et surtout de la valeur alimen-
taire dans le cas des monogastriques comme
dans celui des polygastriques.
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Production de protéines foliaires purifiées

Les protéines extraites de feuilles de luzerne
sont actuellement des concentrats de type «PX»
(Gastineau et de Mathan, 1981) constitués de la-
melles chloroplastiques, mais aussi de rubisco
(Douillard, 1985). Il sembie que les variations de
composition de la matiére premiére pourraient se
répercuter sur le processus de fabrication, sur les
rendements de préparation et sur la composition
du produit fini.

Dans les perspectives actuelles de production
de protéines de feuilles destinées & I'alimentation
humaine (Edwards et al, 1975; Bourque, 1982;
Knuckles et Kohler, 1982; Sheen et Sheen,
1985), il s'avere que les procédés mis en ceuvre
aboutissent, pratiquement, a [I'obtention de
concentrats ou d'isolats trés enrichis en rubisco
(Burghoffer et al, 1987). Les variations de com-
position des feuilles devraient étre encore plus
importantes puisque les teneurs en rubisco
s'échelonnent pratiquement entre 5 et 17% par
rapport a la matiére séche, selon le génotype et
le cycle de récolte. D'une fagon générale, il
semble que la mise en ceuvre d'un processus
technologique doive tenir compte de ces varia-
tions de teneur et s'y adapter.

CONCLUSIONS

Ce travail apporte quelques éléments permettant
de quantifier la variabilité de la teneur en rubisco
de la feuille de rang 0 entre génotypes, d'une
part, et au cours d'une année d'exploitation,
d'autre part. L'analyse des mécanismes respon-
sables de cette variabilité reste a faire. La ques-
tion qui se pose maintenant est de savoir dans
quelle mesure cette variabilité est transposable a
l'ensemble du feuillage. Ces données devraient
cependant étre prises en compte, a 'avenir :

— dans l'évaluation de la «qualité» de la plante,
selon le type d'utilisation considéré;

— dans la modélisation de la croissance et de la
production;

— dans la destination préférentielle a une spécu-
lation donnée des différentes coupes; ceci pou-
vant concerner aussi bien la conduite des trou-
peaux que la valorisation industrielle;

— et donc, aussi, dans la sélection en vue d'un
usage déterminé de la luzerne.
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