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Un certain nombre de travaux effectués & 1'Institut
de Botanique de LILLE ont été consacrés,déjé,é 1'étude des
bactéries hébergées par les tissus végétaux. Parmi eux, quel-
ques uns ont pu permettre d'établir des rapports entrevla
présence de ces microorganismes en plus ou moins grand nombre
et certains phénomeénes physiologigques.

C'est ainsi que lion a pu noter (qu ) que les pro-
duits artificiels qui lévent 1l'inhibition de germination des
tubercules de pomme de terre,tendent & augmenter le nombre
des bactéries dans ces organes. Il a été possible;d’'autre
part.de constater soit par des observations cytologiques ( fh)
soit par des numérations (9 ) que le début de la période de
germination,caractérisée par la richesse en sucres hydrolysés
et en substances de croissance, coincidait avec un accroisse-
. ment de la population bactérienne. Sur ces constations repose
1l'hypothése que les bactéries pourraient intervenir par leurs

secrétions, et notamment par celle de substances de croissance.

/
Aussi nous g-t-il été demandé de rechercher si les microorga-
nismes, isolés de tissus végétaux sains’pouvaient effectuer

"in vitro" la synthése de certaines substances de croissance.



A - PRODUCTION DE SUBSTANCES DE CROISSANCE INDOLIQUES

T - MATERIEL

1) - Origime des souches bactériennes

Les bactéries que nous gvons étudides proviennent
de collections entretenues au laboratoire. L'origine des sou-
ches, ainsi que leur appellation conventionnelle utilisée dans
ce mémoire, sont données dans la planche 1 ; nous y avons fait
figurer également les noms de celles qui ont été détermindes
au cours de travaux précédents (4% ) et (16 ).

2) - Milieux de culture

L'entretien des souches en tubes inclinds est

effectué stérilement sur le milieu géloséd suivant

- MC67 (Nutrient Broth n° 2) ....... 25 g
- Glucose . .o.encanaec.s s o e e c o0 e e 20 g
R Y = oo 15 g
- BEau distillée ....... se o e e e e ans 1. litre

Pour étudier la production éventuelle de subs-
tances de croissance, chacune des souches est ensemencde par
les techniques habituelles et classiques de la bactériologie,
dans des flacons d'Erlenmeyer contenant 150 ml. d'un milieu de
culture riche en tryptophane et en pyruvate de sodium, qui a
été préalablement stérilisé & 1'autoclave pendant vingt minu-
tes & 110° dont la composition est la suivante 3
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- P04 K2 H voiivevvononoooonoacsons 0,75 g
— PO4 K H2 .ccoevcncooconcns ceseeans 0,75 g
— S04 ME eocoocoooosccosaononoansas 0,50 g
— SO4(NHA)2 veveeeeennannnononnnnns 0,50 g
-~ Chlorhydrate de cystéifne ........ 0,02 g
— Tryptophane .cocecoovcososoooncoss 0,50 g
- Pyruvate de s0diUm c.oceooccnoon . 5,00 g
— GLUCOSE covocooneosoooanooscooscos 2,50 g
— Fau distillée ..occcoononcoosocan 1.000 ml

O y ajoute 12 gouttes d'une solutiom minérale
complexe (solution oligodymamique de G. Bertrand et Berthelot)

renfermant pour 1 litre d'eau distillée (é)
— (S04)3 FE2 virerrrecnannnonenaans 50,00 g
- 504 Mn,7TH2 O secevcrnocasoonnoons 2,00 g
~ 504 Ca,2H2 O .ivccococoosonacsnos 0,50 g
— CL2 Ni,6H2 O tuvvvrvevonnoonnanos 0,05 g
~ Cl2 Co,BH2 O ..vvvnencovonaonooas 0,05 g
- (S04)2 Ti2 vvvvvnn.. e s 0,20 g
- 304 Zm,TH2 O cvovovonooaonoooocans 0,10 g
-~ 304 Cu,5H2 O cocvocovnnooooonaans 0,05 g
- 504 GL,4H2 O . ecvecoaccconoonconons 0,10 g
— BO3 H3 tvenerniicnntneiononeanans 0,05 g
~ S04 H2 8 660 BE tococvcocaoonasans 1 ml

Les récipients ensemencés séjournent & 1'étuve
bactdriologique réglée & 30° pendant des temps variagbles.

IT - METHODES

Afim de ne laisser subsister aucun doute quant
& la production d'acide F - indolyl-acétique, ow ABIA, dans
les milieux de culture, nous avonsg employé trois méthodes :

- Recherche colorimétrique

- Séparatiom par é&lectrophorese

- Test biologigue
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1) - Recherche colorimétrioue

a_- Réactif

Parmi les nombreux réactifs proposés pour la mi-
se en évidence photocolorimétrigue de 1'ABIA, nous avons rete-
nu aprés plusieurs essais, le rédactif de Salkowski amélioré
par Pilet (12) :

~ 3 ml de Fe C13,6H2 0 (concentratiiomr 1,5M)

- 60 ml1 de H2 S04 {poids spéeifique 1,84)

-~ 100 ml de H2 O distillée et déionisée.

Om: le prépare de la facom suivante : on ajoute«vﬁwh

50 ml d'eau distillée, puis on verse lentement 1'acide sulfu-
rique en agitant constamment ; on laisse refroidir, puls om
compléte avec ks 50 ml d'eau distillée restants.

Ce réactif, mis au réfrigérateur, dans un fla-

comr brun, se conserve longtemps.

8 ml du réactif précédent sont versds dans des
tubes & essals quil sont ensuite placéds 2 1'obscurité dans une
étuve réglée a 40°C. Lorsque le réactif est & la température
de l'étuve; on gjoute dans chaque tube :

- 1 ml de milieu de culture filtré sur papier
puis sur bougie (afin d'éviter le trouble bac-
térien qui pourrait modifier la valeur de 1lg
lecture colorimétrique)

- 1 ml d'alcool éthylique (celui-ci gugmentant
la sensibilité du test)

On agite et on conserve de nouveau les tubes

20 minutes, a 40°C dans 1!'obscurité.

Pendant ce temps,on place le Tiltre de 530 milli-
microng sur le colorimétre dont on allume la lampe agu moins I5
minutes avant les mesures.

On regle l'aiguille sur le repere 100 de 1'échel-
le des transmissions en utilisant un tube témoin renfermant :
- 8 ml de réactif
- 1 ml d'alcool éthylique
- et 1 ml de milieu de culture non ensemencé,
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ot dont le contenu a été placé dans des condi-

tions identiques & celles décrites précédemment.

Une minute avant le temps convenable,on trans-—
fere les mélanges dans les tubes colorimétriques spéciaux et
on exprime la lecture, par rapport au tube témoin, en pourcem-

tage de transmission.

2) - Séparation par électrophoreése

— i i e S i s it e et i e e S s e e e S S B MY s o S S S D Bt e Tt Mot it o o} ot T e et ‘et S e o e o o

La séparation par électrophorése sur papier des
dérivés indoliques g été étudiée par plusieurs auteurs ; citons
notamment Von Duonfier ( { ) Fischer et Guern (44) auxquels
nous avons emprunté la méthode suivante :

Le mélange & séparer est déposé au centre (ou &
une extrémité qui sera placéde & la cathode) de bandes de
papier maintenues par un cadre de matiere plastique et
dont les extrémités baignent dans des chambres contenaht
une solution tampon, ou plongent dans l'une, l'anode, dams
1'autre, la cathode. (planche IT)

Les bandes de papier,du type Whatmann n® 1'ont
pour dimensions 30 cm x 4 cm ; les chambres sont remplies
par une solution tampon de SYrensen de pH7 dont la compo-
sition est :

- P04 K H2 (M/15) ........ . 4 parties

- P04 Na2 H (M/15) ......... 6 parties

La tension appliquée aux électrodes est de 1l'or-
dre de 110 volts et 1l'analyse peut durer 8 & 12 heures.

Tes milieux de culture a étudier sont centrifu-
gés pendant 15 minutes & 5.000 tours/mimute, et le liquide
surnageant est concentré sous vide a 35°C jusqu'a un volume
final de 2 & 3 ml. Quelques gouttes (environ 1/10 ml) de ce
mélange & étudier sont déposées, & l'aide d'une pipette, au
centre des bandes de papicr et séchées immédiatement dans un
courant d'air chaud (35°C).
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On place alors les bandes ainsi préparées dans
la cuve & électrophorése, on laisse la solutionm tamponm impré-

gner le papier et on fait passer le courant.

Remargue : les pigments, insolubles dans le tam-
porr DTH ne migrent pas mais restent sur la ligne de départ ol
parfois ils génent le début de la migration,

b_- Révélation des Slectrophoregrammes
Lorsque l'analyse électrophorétique est terminde,
o laisse sécher et on révele les composés séparés en pulvéri-
sant sur les bandes de papier l'un des 3 réactifs chimiques
suivants :
- Réactif 1 : Réactif de SalkowskI modifié par
Gordon et Weber (A49) '
- Fe C13,6H2 0 (0,5M) ..... 2 ml
~ T 104 (35 %) ..... 100 ml
~ Réactif 2 : Réactif de Salkowski amélioré
selomr Pilet (do )
- Fe C13,6H2 0 (4,5M) ..... 3 ml
- H2 S04 (1,84) ..... 60 ml
~ H2 O distillée et déiomisde 100ml
- Réactif 3 : Réactif nitroso-indolique (Linser
et Kiermayer - 4 )

K NO2 e e 1g
- H NO3 (concentréd) ........ 20 ml.
- Ethanol ...coeveoon. ceeess 80 ml

3) - Test biologigue

Afin de vérifier les résultats obtenus par la
révélation directe des électrophorégrammes, nous avons &té
conduitsd effectuer, a partir des différents milieux de cultu-

re, un test biologique.

A s . . R S AT Al b, W et A SN L i e vt i S e Mg M s it S e e e i e . et vt st s WKttt S e e i

o - —— —— (> o — et ot i s S o S
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Apres centrifugation et concentration, les mi-
lieux de culture sont ajustés & un pH variant entre 2,8 et 3,0
avec une solutiom d'acide chlorhydrique (N) et omr ajoute 100
ml d'éther dépourvy de toute trace de peroxyde. L'extraction
se fait & 4° pendant un temps trés court (2 & 3 heures) afin
d'éviter toute modification des substances indoliques.

On sépare les 2 phasesg, puis l'extrait éthéré.
est concentré jusqu'a épuisement complet de 1'éther et des

2 % d'egu fixés par celui-ci.

s . s e s it o s e e ot et i ot T S WD e i o e A e e e L PRS2 i i e e S B i S S St e e oo B e

e i ot s o P A B P e e i W s . e e e e e s oo

Le régidu de concentration est ensuite repris
par trés peu d'éther (1 ml en plus) dont 0,2 ml sont soumis &
une électrophorése a pH7 dans les conditions décrites précé-
demment.

Aprés séchage, les bandes de papier sont décou-
pées en rectangles de 1 cm de largeur & partir de la tache Ini-
tiale. Chaque rectangle est placé dans un petit cristallisoir
contenant 2 ml d'eau digstillée et déionisée.

——— s e e i i it S e o e e s ey e T s T e e

I1 s'agit ici d'un test d'allongement de coléop-
tiles de blé étiolés. Apreés avoir consulté de nombreux travaux
A1) concernant la réalisation de ces tests, nous avons
adopté la méthode ci-apreés :

Les grains de blé sont mis & tremper 3 heures
dans de l'eau ordinaire puis prétraités par le froid (+ 4°C
pendant 8 jours) sur du coton humidifié. Ils sont ensuite repi-
qués sur du coton humid:> d-ns des Boites de Pétri. Celles-ci
sont placédes en positiom inclinée dans une cellule de culture,
4 la température de 23°C, d'abord en lumiére rouge pendant
24 heures, puls & 1l'obscurité. Lorsque les coléoptiles ont
atteint 15 & 20 mm de longueur, ils sont détachés les uns aprés

les autres avec une paire de ciseaux et jetés dans un récipient
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rempli d'eau. PEnsuite, ils sont pris un & um et om préléve, en
éliminant les 3 mm Adu sommet, une section de 0,5 cm & 1'aide
d'un instrument fait de deux lames de rasoir paralléles et dis-
tantes de 5 mm. A mesure que 1l'om détache les fragments, on

les laisse tomber et séjourner pendant 3 heures dans un flacom
contenant une solutiom de sulfate de manganése & 1 %o , ce qui
a pour effet d'accroftre la réponse & 1'ABTA (Nitsch.it). Seuls
les trongons qui flottent, sont employés, Bentley (L. ) ayant
montré gque ceux gqui tombent ~u fond s'allongent moins que ceux
qui surnagent. Dix sections de coléoptiles sont mises dans
chaque cuve dont nous avons parlé ci-dessus, en B, et qui con-
tient um rectangle de papier d'électrophoreése.

Un cristallisoir témoim regoit :

- Un carré de papier non développé

-~ 2 cm3 d'eau distillée et déionisée

- Et 10 sections de coléoptiles.

Les batteries de cuves sont placées dans une
é}UAlg saturée de vapeur d'eau, & 23°. Aprés 24 heures, les
sections de coléoptiles sont placédes sur des lames de verre
utilisées en microscopie, et photographiées grandeur nature en
macrophotographie, au rapport 1/1. Les mesures d'allongement
se font aprés avoir agrandi 10 fois les photos.

ITT - RESULTATS

1) - Dosage colorimétrigue

a — Courbe de référence en fonctiom de la concem-

e o — o e o — o . S Yok S | T~ —— T AT WAt YA A i oy S S i S S S o " e S A U I o et O B e S O VP v

tration

On établit la variatiom du pourcentage de trans-
mission au colorimeétre en fonctiom de diverses concentratfohs
d'ABIA, la lecture étant toujours faite apres le temps optii-
mum de 20 minutes.

La courbe obtenue est une droitte (planche III).
Elle nous permettra de trouver aisément la concentratiom en
ABIA connaissant l'extinctionm colorimétrique d'une solutiom ou

d'un milieu de culture.
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b = Résultats obtermus avec les milieux de culture

i i e o e S e e e e S e e e . . (i T e o . o e o S et S . it 7 . St e . e et i et i S

Les mesures ont été faites tous les 10 jours,
jusqu'a 50 jours. Des essais préliminaires nous ayant montré
gu'apres cette période, la quantité d'ABIA n'augmente plus
mais reste stationnaire encore 10 & 20 jours, et diminue pro-
gressivement (exemple de lm souche O, planche IV).

Les résultats ont été rassemblés dans les ta-
bleaux des planchesV et VI,

On constate que :

- La plus grande quantité de substances auxiniques
apparalit entre 40 et 50 jours ; & ce moment, la crolssance
est terminée. Ensuite ces substances subigsent une destruc-
tion oxydative et se dégradent. :

- TLes souches productrices 4d'ABIA en fournissent
un taux élevé : la courbe de référence indique des concen-

trations variant entre 10_6 et 10-% (hyperauxinie).

La méthode colorimétrique est pratique, et pefmet
d'évaluer rapidement la concentration d'un milieu en substance
auxinique ; mais elle présente de sérieux inconvénients :

- Le réactif de Salkowski donne, outre une réac-
tion avec 1'ABIA, des colorations Jjaunes,; roses ou brunes,
avec la plupart des autres corps indoliques, d'ou une erreur
systématique dans l'estimation des résultats par cette méthode.
I1 faut d'ailleurs préciser que ces colorations, souvent fai-
bles, influent peu sur la lecture de l'extinction au colori-
métre, en comparaison de celle obtenue gvec 1'ABIA. '

— Et surtout cette méthode ne fournit aucune in-
dication quant & la nature chimique et les propriétés biologi-
gques des autres composés formés, d'ou l'emploi de 2 méthodes
complémentaires & celle-ci

-~ Une analyse par électrophorése

- Et un test biologique.
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2) - Résultats obtemnus lors de 1l'analyse par é&lectrophiordse
a_—_Identificatiom des_composés_indoliques

. i ot o s v v U . D o T A g T i B i, W D o o 2V S i A S O . SO W W a7 e S i At o oo o
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La révélatiom chimique des électrophorégrammes
fait apparaltre plusieurs taches (plamche VII) ; elles omt &té
caractérisées

-~ par comparaisom avec des témoins (réalisés

avec des substances synthétiques)
— par leur distance de migratiom,
Par convention, les distances sont exprimées & partir de
la ligne de dépdt ; elles sont précédées du signe + si 1la
substance migre vers l'anode, du signe - si elle ge dirige
vers la cathode. :
Les valeurs olitenues sont appelées grandeurs
ionographiques. Dans le tableau de la planche VIII, nous
indiquons les différentes valeurs donndes par Pilet ( 24 ) ;
les ndtres, compte tenu des conditions de température, 4'é-
clairementt, et de temps, sont sensiblement fdentiques. |

- par la couleur obtenue apres pulvérisatiom avee

les troils réactifs dont les compositions ont été défimies
précédemment,et qui donnent, pour chacune des substances

indoliques, les couleurs indiquées dans le tableau de 1la

planche IX

e . A o . s T M S S ot S s otk U e e PSR O et i e i P S . . S S

L'ABTA migre vers 1l'anode (+ 12,5
dorre 1'explication suivante :

; Guern en
()

Cet acide a pour formule :
H - CH2 - COOH

CH
w
H
Sachant que le - NH du noyau pyrrole est une

fonction faiblement basique et le - COOH de 1la chaine est une
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fonctiom acide, sa dissociatiom, en solutiom, cst :

Qh

- En milieu alcalim (type 1)
NHf - R - C00” + OH™ z NH - R - COO~
( amphi om) (ard on)
Congtante Ka + HOH
_ - En milieu acide (type 2)

NHy - R - CO0” + H' —» NH* - R - €00
(emphi om) (cation)

Constante Kb

Le point isoélectrique a pour formule

A PHT7, le pHi' de 1'ABIA est, selon Bonner (L¥), de 4,75 ; c'est
donc la dissociatiom de type (1) qui prédomine, et l'aniom
NH - R - COO se déplace vers 1l'anode. |

Pour chacune des 37 souches bactériennes, nous

avons réalisé deux analyses électrophorétiques

- La premiére apres 15 jours de culture

~ La seconde aprés 30 jours.

Les résultats aprés la seconde analyse sont groupés dans les
tableaux de la planche X.

I1 montre que

~ 6 souches sont trés productrices d'ABIA,

- 11 en produisent nettement,

- 8 ne domment que des traces,

- 9 sont incapables, dans les conditions expéri-
mentalks, de synthétiser cette substance de
croissance,

- 2 enfim, produisent de l'indole, et n'ont pas
été étudides (souches 8 et 16).

—— . D e st s e W P " s s Yot WS R T e Y S S et S NS N S, S i W i St S i T T 2843 S s St - SRD. s, e

Outre 1'ABIA, les souches 3, 6, 10, 18 et D, nous
ont permis d'observer sur les électrophorégrammes quatre taches
supplémentaires ; deux ont été facilement identifiées, elles
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correspondent (planche VII):
- Au tryptophane (- 2,5)

H
{
7 - CH2 - C - COOH
I
| Yito
Ny
H‘

I1 posséde deux fonmctions basiques - NH2 et - NH'
et une fonction acide - COOH ; som pHi étant de 6,8, il présen-
te une faible prédomimance de la dissociation acide & pH7, d'ol
un petit déplacement veors la cathode.

- A l'indolacétonitrile (+ 2,5)

Bien gue cette subistance soit considérée comme
une auxine neutre, elle migre légérement vers l'anode, et se
comporte donc comme un acide trés faible : ce fait est AQ & ce
que le groupement — C = N induit des propriétés acides sur e
groupement - CH2 voisim.

La nature des corps formant les autres taches
n'a pas pu &tre déterminée directement ; ces taches se sgituent :
- L'une au point de départ.
Notons qu'elle est difficile & voir nettement & cause des pig-
ments bactériens qui ne migrent pas et restent aw miveagw de la
tache initiale. '
- Ltautre s'étale a2 proximité de 1'ABIA & Ia dis-
tance de migration de + 10. ;

: Nous avons pensé qu'il s'agissait d'un mélange de
plusieurs substances que nous agvons essayé de séparer et 4'iden-
tifier par une chromatographie ascemdante.
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Deux solvants différents omt été utiliséds :

- 1l'eau

- et 1'éthanol & 96°
Le développement des chromatogrammes est arré&té lorsque le
front du solvant s'est déplacé de 25 cm.

La révélation est conduite avec les mémes réac-
tifs que pour les électropHorégrammes.

C'est ainsi que nous avons pu caractériser quatre
corps (planche XI) :
- l'acide P-indolyl-propiomique (IPA)

f¢¢k\\ ’ - CH2 - CH2 - COOH
A

- 1'acide B-indolyl-butyrique (IBA)

l l - CH2 - CH2 - CH2 - COOH

N
H

- 1'acide P-indolyl-pyruvique (IPyA)

7 - CH2 - 8 - COOH

\,,N

B
- la B-indolyl-acétaldéliyde (IAA1Q)

7 _om2 -8 - &
AN

o=
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S1 nous comparons les valeurs chromatographiiques
et ionographiques (planche XII) pour ces quatre eomposés, mou's
constatons que les migrations de 1'IPA de 1'IBA et de 1'IA Ald
sont idenmtiques et qu'il est impossible de les géparer par é-
lectrophorése, d'ol la nécessité d'utiliser la chromatographie.

Ces résultats qui prouvent l'existence de compo-
sés imdoliques posent évidemment le probléme de savoir s'ils
congtituent les étapes d'une symtheése ou les produits d'une}
dégradation. ‘

3) - Test biologigue
Le test biologiqgue a été réalisé pour les milieux

correspondant aux souches 3, 6, 10, 18, D et K.

Quatre bandes, apres awoir regu 0,2 ml d'extrait
éthéré, sont soumises & 1'électrophortse. La premiére est rdvé-
lée normalement agvec le réactif de Salkowski pour dommer la
situation des différentes substances ; les trois autres servent
au test biologique décrit au paragraphe précédent.

Le pourcentage de stimulation de la croissance
des fragments de coléoptiles est calculé ainsi :
~ Variation d'allongement du lot témoim (moyenme
pour 30 sections)

T = tr - to :

- Variation d'allongement des lots traités (Fdem)
L =1r - lo

- Pourcentage d'activation :
P%=L;Tx100

Les résultats sont pratiquement identiques pour
toutes les souches étudides. Nous donmons, & titre d'exemple,
ceux obtenus avec la souche 18 (planche XIII).

L'examenr du graphique montre 1!'existence de eimy
substances promotrices de croissance :

- 1 substance neutre : 1l'imdole-acétaldéhyde
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- 4 substances acidesg :
l'indole-acétomitrile
. umr mélange correspondant & :
1'acide indolyl-butirique

1l'acide ig?olyl—propionfque
l'acide p fﬁvique

. 1l'acide indolyl-acétique
et enfin une substance qui correspomd &
une tache jaune verditre que nous avions
d'abord confordue avec 1l'indole-acétomi-

trile.

4) - Concluaions

31 nous considérons 1l'ensemble des résultats ob-

tenus par ces trois méthodes, nous constatons gue

- 25 souches sur 36 sont capables de synthétiser
de l'acide P-indolyl-acétique & partir du tryp-
tophane et du pyruvate de sodium.

- Ces souches, tout au moins les plus  oduc-
trices, peuvent produire 1'ABIA selon trois
voies de transformations (planche 14) les éta-
pes intermédiaires étant constituées par

- l'acide P—indolyl—propionique et le
B-indolyl-acétonitrile

- les acides P—indolyl—propionique et
P~indolyl—pyruvique

- les acides P—indolyl—propionique et
pyruvigue, ¢t la P—indolyl—acétaldéhyde

Par ailleurs, si 1'on considére 1l'origine des

souches examinées, tout végétal sollicité produit au moins une
souche bactérienne apte & donner de 1'ARIA.
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B) - PRODUCTION DE SUBSTANCES DE CROISSANCE NON INDOLIQUES

On sait que 1l'addition de gibberellimes (Pilet U.)
réduit fortement la destruction "im vitro" de 1'ABIA. Par ail-
leurs, 1l'application de gibberellines aux cultures de tissus de
topinambour (NitschAf}~) a pour conséguence une importante aug-
mentation de la teneur en auxines (hyperauxindie).

Compte tenu de ces travaux ct des résultats obte-
nus dans les ndtres, nous avons été amenés 2 penser que les
bactéries étudides précédemment, pouvaient également secréter

des substances gibberelliques dans les milieux de culture.

A cet effet, comme pour les substances indoliques,
nous avons, 1la encore, mis en oeuvre trois méthodes de recher—
che, & savoir

- Séparation par chromatographie

- Séparationm par électrophoresec

~ Essai biologique.

Les souches gont cultivées dans le méme milieu
que celui ayant servi & étudier la production des substances
indoliques (milieu riche en tryptophane et enm pyruvate de so-
dium). Apres 20 ou 30 jours de culture, les bouillons somt sou-—
mis aux mémes opérations de concentration et d'extractiom que
celles déja décrites dans le premier chapitre de ce mémoire.

I - SEPARATION CHROMATOGRAPHIQUE

1) - Chromatographie proprement dite :

0,2 ml de 1l'extrait éthéré sont déposds sur des
bandes de papicr Whatmann n° 1 (29 cm x 3 cm), & trois centi-
métres de 1l'un des bords. 7

Les bandes séchées sont soumises & la chromato-
graphie ascendantqqians des tubes de gros diametre (plancheiXV)°
Une bande de papier filtre, servant & saturer 1'atmosphére,
adhére 2 la paroi des tubes et plonge dans les 20 cm3 de sol-
vant qui en occupent le fond. Les bouchons. qui les ferment
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hermétiqguement, laissent passer un mince fil de fer terminé en
crochet ol 1l'on suspend les chromatogrammes, la tache initiale
dirigée vers le bas. Ces chromatogrammes sont mis a'équilibrer"
pendant 24 heures : on assurc de cette maniere la saturation
de 1'atmosphdre du récipient , ce qui est essentiel pour éviter
toute évaporation du solvant qui monte par capillarité dans les
bandes de papier.

Ce laps de temps écoulé, on abaissc le fil de fer
de facgon & fairc plonger la base du papier de quelques milli-
métres dans le solvant, et la séparation chromatographique
commence . Lorsque le front du solvant s'est élevée de 25 cen-
timdtres & partir de la ligne de ddépart, ce qui domande 5 & 10
heures selon les conditions de température et la nature du sol-
vant, on arréte la chromatographie.

Nous avons essayé trois mélanges différents comme
solvants ( 213 )
- Acétate de butyle saturé d'eau (phase supé-
rieure)
- Benzéne/pyridine/ammoniague (3-6-1)
~ Butanol/acidc acétique/cau (19-1-6)

2) - Révélation

Pour la mise en évidencc des deux acides (acide
B-indolyl-acétique et acide gibbérelliquc ou AGB) et des autres
substances indoligues sur les chromatogrammes, nous avons em-
ployé deux r%ﬁ&ﬁi{s 3 | \ - ’

~ L& méthanol sulfurique & 3 % additionné dc

0,05 % de perchlorure dec fer. La pulvérisation
est suivie d'un chauffage & 60°C pendant 5 mi-
nutes. L'ABIA donne une coloration violette,
1'AGB présente une tres faible coloration jaune
légtrement brun-verdatre,

Par gilleurs, nous avons utilisé également,

aprés cc traitement, la recherche de l'acide
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gibberellique en fluorescence ultra violette

les chromatogrammes sont examinés & 25 cm de
la source d'UV ¢t dans un plan‘perpendiculaire
au faisceau lumineux. Dans ces conditions d'ir-
radiation, on distingue nettement desg zones
bien limitées correspondant & des substances
plus ou moins fluoregcentes.

~ Une solution de permanganate de potassium &
0,5% & laguelle on ajoute 1% de carbonate de
sodium. L'ABIA et 1'AGB donnent tous les deux
une tachec jaune ; il faut en marquer 1 ' empla-
cement sitdt aprées la pulvérisation, car :zlles
perdent rapidement leur netteté.

3) - Résultats

Avee le premier solvant, la distance qui sépare
l'acide gibbérellique de l'acide indolyl-acétique est treés
grande : le premicr produit reste pour ainsi dire sur la ligne
de départ (Rf = 0,1) tandis que le second migre & 1l'autre ex-
trémité (Rf = 0,8). Mais ce mélange a l'inconvénient de lais-
ser dcs trainées importantces derriére les taches des deux aci-
des.

Avee le second mélange butanol/acide acétique/
eau les Rf cdes deux acides sont pratiquement identiques (0,85).

Le solvant qui nous a dommé les meillecurs résul-
tats est le mélange : benzéne/pyridine/ammoniague ; les Rf
sont proches, (AGB, Rf : 0,15 - ABTIA Rf : 0,25) mais la sépa-
tion est trés nette.

Nous n'avons effectué cette recherche, purement
qualitative, quc pour quatre souches

La souche 2 a été retenue en raison de ga fré-
gquence chez de nombreux végétaux, les souches 3,18 et D ont
été analysées compte tenu de leur production tres importante
da'ABTA.



- 19 -

Nous avons pris pour témoin des bandes qui ont
été réalisées cn ajoutant & l'extrait éthéré & analyser, de
1'AGB et de 1'ABIA synthétiques. Nous sommcs ainsi d-ns les.
meilleures conditions possibles pour apprécier les distanceé
de migration expérimentale de ces deux substances.

Nous avons pu ~insi constater aprés développement
des chromatqgrammes dans le mélange benzéne/pyridine/ammoniaque
gue les bandes correspondant aux souches 3 et D présentent no-
tamment une tache fluorescente en lumiere U.V. dont 1l'emplace-
ment correspond & celui de 1'AGB sur les bandes témoimns. }

IT — SEPARATION PAR ELECTROPHORESE

Nous avons tenté une séparation électrophordti-
gue des deux acides. Elle est relntivement facile sur des ban-
des témoins ; l'acide gibbérellique se présente comme tn acide
plus fa.ble que 1'ABIA et migrec plus lentement vers l'anode!
(+ 2,5 & + 3). Nous voyons par conséquent que 1'AGB migre dans
une région trés voisine de celle occupée par l'indole-acétoni-
trile et qu'il est difficile de les distinguer 1l'un de 1'autre.

Or 1'on sait que 1'AGB est unc substance qui in-
duit aussi la € voiSSa&wcedes coléoptiles ; ceci nous expligque-
rait le. ¢alow- de la forte stimulation de croissance des co-
léoptiles de blé, observée pour cette zone de migration.

IIT - ESSAI BIOLOGIQUE

Nous avons réalisé l'essal suivant

Des pois nains de la variété "Annonay" sont plan-
tés & raison de dix par pot sur du sable humide, apres avoir
trempé 12 heures dans de l'eau. Apres 12 jours de culture, 1es
pots dont les plantes montrent une croissance uniforme sont
choigig pour lc traitement. _

On applique sur le sommet des jeunes plantules
ou sur les premieéres vraies feuilles, deux goubttes :

- Soit d'extrait éthéré provenant du milieu de

culture concentré
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- Soit d'extrait alcoolique (1l'extrait éthéré est
évaporé totalement et le résidu est ensuitte re-
pris par un peu d'alcool).

huit jours apres le traitement on mesure la hauteur totale des
plantes.

Cet essai, réalisé avec la souched48, a donné les

résultats suivants : ( Yoko - \3 XVB

~ Témoin c.ovvocecoons . 2 9,8 cm
- Extrait éthéré ..... ..o 3 13,2 cm
- Extrait alcoolique ... : 14,4 cm

(Les valeurs donndes ici correspondent & une moyenne de la hau-
teur totale des dix plantules).

Ce test est donné par Phinmey et West (1Y ) comme
spécifique des gibberellines, 1'ABIA et les autres corps indo-
ligques n'ayant pas d'action sur les plantes naines., ;

Il semble donc que la stimulation de l'allonge-
ment des plantes naines soit due & une ou plusieurs gibbérelli-~
nes et nous pouvons penser raisonmablement que de telles subs-~
tances peuvent &tre synthétisdes "in vitro" par des souches
bactériennes isolées de tissus végétaux.
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C) - CONCLUSIONS GENERALES

De ces différents résultats, nous pouvons conclu-—
re que la plupart des souches étudiées sont capables de syn-—
thétiser "in vitro" des substances de croissance et notamment

a) de l'acide B-indolyl-acétique
gue nous agvong caractérisé par trois méthodes
différentes.

b) des corps voisins de l'acide indolyl-acétique
qui sont considérés comme desg étapes de 1la
synthese de cette substance de croissance.

c) des produits se rattachant aux gibbérellines.
Ce point mériterait d'é&tre plus amplement ap-
profondi et étudié au point de wvue des étapes
gui y conduisent.

Ceg, résultats obtenus "in vitro", nous le souli-
gnons, montren%une les bactéries peuvent tenir, par leurs se-
crétions, dans le métabolisme végétal. En effet le tryptophane
et le pyruvate sont des substances courantes chez les végétaux
supérieurs, et il n'est pas impossible gue les microorganismes
puissent effectuer "in vivoe" les mémes synthéses que celles
dont nous rendons compte "in vitro". :

I1 semble donc que l'hypothése rappelée dans
1'introduction de la participation des bactéries gu métabolis-
me des plantes hdtes, puisse encore &tre envisagée comme vrai-
semblable.
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