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Liétude des substances de croissance (auxine,
Linétine, gibbérellines) coanstitue une partie trés importan-
te de la Physiologle Végétale,

Dans ce cadre, la gibbérelline, bien que sa
découverte remonte déja & 1935 (YADUTA & SUMIKI) et qulelle
ait été longtemps délaissée, suscilte avjourdthul de plus en
plus 1tintérdt des Chercheurs, La connaissance de sa nature
chimigue et de ses propriétés physiologiques progresse rapi-
dement,

La mise en évidence par les Japonals, les
Britaniques, les Américalns d'un certain nombre de gibbée
rellines fongiques différentes chimiquement et biologique-
ment fut une preniére étave,

Puis, W38T et PHINNEY (1959) chez Phaseolus
vulgaris, MILAN et SUTTER (1961) chez Phaseolus multiflorus,
KAUARADA et SUMIET (1961) chez Citrus unshiu, XOSHIMIZU -
IWAMURA - MITSUI et OGAVA (1963) dans les pousses de bambou,
découvrirent que les végétaux svpérisurs synthétisaient éga-
lement des substances de type gibbérellinique, Ces travaux

connérent aux recherches une nouvelle orientation : la zib-
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bérelline fait partie des phénoménes normaux de la crolssan~

ce chez les végétaux supérieurs, Certains auteurs envisagent

m8me en ce domaine une interaction auxine-gibbérelline (GALS~
TON) .

La »nrésence de substances du type gibbérelli-
ne dans les tubercules de pouiles dz terre établie par HAYAS~-
HI-BLUMENTHAL~GOLDSCHMIDT et RAPPAPORT (1962) a été confir-
mée 4 la suite de travaux effectués au laboratoire (D,E,S.
CHEMINAIS 1964)

Tenant compte du fait que les tdssus tubéri-
ség de la pomme de terre hébergent un certain nombre d'espé-
ces bactériennes (MONTUZLLE et BLONDZAU 1963 ~ MONTUZLLE 1965),
les travaux de CHEMINAIS (1564) eureat pour but de rechercher
51 elles pouvalent produire des sudbstances de tyve gibbérel~
line, Utilisant la technique dlextraction de PIINNEY (1959),
de ckorowatofraphlse sur papler ot le test Avoine, CIEMINAILS

aboutit en 1964 a des résultats positifs,

Le travail qui nous a été confié avait pour
but de vérifier tout d'abord ces premiers résultats et dlap-
parter ensuite »lus de précisions en particulier sur :

-~ les aspects quantitatif et qualitatif de la production
de gibvbérelline,

- ltinfluence des substances introdvites dans les milisux
de culture,

Cette étude a été réalisée sur le PBacillus

Jlcheniformis qui avait été remarqué auparavant pdur son ine
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tense activité dans la production de gibbérelline,

Li'isolement des gibbérellines a partir des mi-~
lieux de culture a été condult selon les méthodes déja emplo-
yées par CHAIINAIS (technique dlextraction de PHINNLY et chro-

matographie sur papier),
Les extraits obtenus ont été étudiés a ltaide
de deux tests biologigues ¢
1) Le test Avoine cul avait déja donné d'excellents résul-
tats lors de la premiére étude, Wous avoas tenn compte
& ce sujet, des récentes mises an point ce la technique
effectuées dans nos laboratoires (HONTUZLLE et DERR
1565),
2) Le test Mafs nain (PIINNDBY 1961),
On sait qu'il est possible de mettre fin au nanisme gé=-
nétique de certains mutants nains du malis par applica-

tion de gibiérelline, les différentes variétés cde nu=-

s 2

tants ayant la propriété de¢ répondre différemment aux

Py

-

diverses gibbérellines., Ce test que nous avons employé
pour la premiére fols awv laboratoire, est narticuliére-

ment spécifique,

A l'aide cde ces techniques, nous nous somues
proposés de préciser dans quelles conditions s'effectue la
synthése de ces substances 3

1) Ba fonctionm de 1'8ge des cultures,
2) En fonction de la richesse du milicu de culture en tryp—-

tophane, Nous souhaitions ainsi déterminmer si l'on peut



attribucr ou non au tryptophane un r8le particulier dans les

différentes étaves de la synthése de la gibhérelline,



dATERIITL ET TECHEHNIRUES

A « PRIPARATION DES MILIEUN D CULTURL

1. Composition
Mous avons wtilisé des nilicux de culture li-
guides dont la commogition de baseest la suivante :
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Les milieux de culture sont ensuite stérilisés & ltautoclave
3 120° nendant 20 minuvtes, Ils soubt pré&ts & B8tre ensenencés.

2, Scuche bactérisnne utiligée

Notre étude a vorté sur le Bacillus licheni-
formis,

Cette souche bactérienns fait partie de la collection
du laboratoire et a été isolée de tissus sains de tubercu-
les de pomwie Ge terre (MONTULLLE et DLONDEAU 19535.

Ce sont dez bAtonnets de 2 & 3 microas, Gram positif., Ils
forment, sur des tranches de pomme de terre, vn endult plis-
sé, évals, dec coloration rozée, Sur milicu gélosé, ils con=

X
nent des colonies rugueuses, de grande taille, cont la colo=-
ration est rose au début, puls devieat de plus en plus bru-
nltre,

Nous avons choisi cette souche en raison des résultats
obtenus lors d'une premiére étucde (lIOWTULLLE et CHEMINAIS
1964), En effet, l'extrait de ce nilieu bactérien, utilisé

4 !,

pour le test Avoine, avait donné lss résultats les plus nets

comparativenment & Pacillus pumilus et 3 Hacillus cereus,

3. Ansepnencemsnt
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Le milisu de cultu azencncé avac le

3
[0}
®
(5]
o
]
s



»

Bacillus licheniformis, suivant les néthodes bactériologique

classiquses. On place ensudte le milieu & 1'étuve réglée & 37°C,

B~ ISOLMIHT DE LA GIBBERELLISN

1, Bztraction

la méthode misc auv »noint

O

Joug avons utilis
par WiST et PHIN'ZY (1659). Cstte tecanique est, 3 »art quel=-
ques nodifications, la nfue que celle qui & été décrite ot -

MIVALS (1964), Zlle comporte L étapes que nous

dans les planches I =t 11 pages & et 9,

&) Centrifugation des milicux de culture @

Les milisux de culture sont centrifugés a 5,000 Lours/umi-
aute pendant 20 minutes, puls ils sont filtrés,

b) Adsorntion - élution

Pour l'adsorption, nous avouns utilisé 125 g dz charbon
végétal activé en grains et 125 g de celite (Hyflo-sunzr-cell)
nar litre de filtrat.

Liélution est faite 4 1l'aide d'un melange v/v acétone (95)~
ean (5). L'acétone tecinique dont nous disposions a été préa~
lablement distillé afin d'éviter la préscnce dc peroxydes, A-
prés concentration sous vice des différents filtrats, on obe-
tisnt 2 1 d'une phase résiduelle trés riche en zou,

c) Revrise par llacétate d'éthyle

bérellines, La ph aqueuse sst renrise par lVacétate dféthy-
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gée, Llacétate dalithyle renfermant la sib

tion est récupéré chague fols par décantation, Les deux

U\

fractions ¢'acétate d'éthyle corvespondant aux deux »h soant
ensuite réunies,

-

d) Comeentration sous vide :
Les giw litres dlacétate ¢7éblyle soat concentrés sous
vide de fagon & ramener le volume initial & 5 n), Afin dfévi-
ter les désradatioans, la température ne dépacse nas 40° aun
cours de lfopération.

On obtisnt finaleament un liguide de couleur brun-jaunftrs

que l'on conserve & liobscurité, & 4°C,

2. Chronatogranhie

Liextrait obtenu est suscspiivle de renferuer
dtautres substances gue las gibbhérellines en solution dans
llacétate d'éthayle, La chrouatographie ascendante va permet-
tre d¥isoler définitivenent les substaances que nous recher-
caons,

a) Matériel et »rocduits utilisés

atman °® 1 sur les-

race des bandes de 6 ca de largeur, Perpendiculai-

rement ) ces bandes, on délimite par deux traits paralléles :
- une ligne Ce départ du’solvaxc.
- un front dlarrivée du zolvant,

Ces deux linites sont distantes c¢c 35 cm,
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Nous avons employé le solvant qui, au laboratoire, a doa-

né les nmeilleurs résult

(v/v) benzéne (3), »yri

ats juscufalors,

dine {(6),

amuoniaque (1),

11 stagit duv uélange

La révélation des chromatograim est effsctude par pul-
vérisation sur le vnapler du wmélenge méthanol sulfurique & 3 ¢
additionné de 0,05 % de perchlorure dz fer (RAPPAPORT et
SMITH 1962).

b) Méthode :

A liaide dfune pipette gradude do graade précision, on
réalise au nivzau de la ligne de départ, au milieu de chacune
des bandes, des tachies de 0,1 ml do golution., On procéde en
plusieurs fois 2t eon activant lisvaporation cu solvant par
un counrant dfailr tiéde dirigé sur le penier, OQuire cesn (Qé-
p8ts dlextrait, on réalise également des taches de =zolution
dtacide gibbérellicue & 1073 qui zapviront de téuoins (»lan-~
ciie n° III onage 12).

Les chroanatogramies sonlt alors placés danz une cuve a

chromatogranhic en verre cu type “Shandon® renfermant Ll'éluant,
orés avolr laissé le papier me saturer av contact des vajeurs
de la cuve nendant cuelcves hevrsa, on procide & 1'&lution des
chromatograunmes, 4 la tenpérature du laboratoire, cette opéra-
tion dewmande eaviron 16 heoures, La sénaration est suffisante
et le front du solvant se trouve & 35 cm de la ligne de dé-
nart, Les chromatogranies sontl snsuite retirés de la cuve et
ventilés afin ¢lascurer Lfévavoretion coapldite du solvant, On
découpe encuite les handes ol ont ¢té devosés los taches té-
moins (0,1 ml d'acide girbérellisue & 10-3), On pulvérise a-
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Jors le licuicde révélateur sur ces bandes., Cette pulvérisa-
tion ezt suivie diun chauffage & 1lt'étuve & 60° nencdant 5 ni-
nutes, La gibbérelline n'avparalt que par obgevrvation a4 llai-

de de la lumiere ultra-violette émise par une lawups 4 mala

(Spectroline laup SL 3660 long-wave), On

o

eut o

e

server dans
ces conditions une tache fluoresconte bleu-~vert caractéris-
1

tigne, On délimite ltemplacenent de celle~ci au crayon noir,

Sur les bandes non révilées ov a &té déposé liextrait, on
psul alors déteruiner, »nar comparaison avec lecs bandes té-
moins, les limites entre lecsquellss stest effectuée la uigra~
tion des substances du type gibhéreclline (voir wlanche n® III
page 12),

Cileazt la portion de papier cowmprise sntre ces limites qui

sera utilisée lors des différents tests bilologiques,

C - TE3TS HIOLOGICULS

1. Pripcipe :

11 nlexiste actueilzaent avcune méthode nhysi-
cue ow chimique vour doser lfacile gihbérellicue., Seuls les
tests biologigues cont apnnlicables, Ils consistcnt san la me-
sure d'allongements dlorganes végétaux aériens dont la crbis—
sance est Jonction de la quantité de gitbérelline anpliqusde,

Ce

n

tests portent le nom du végdtal utilicé,

De nomtreuses pecherches ont 2té faites dans cc domaine

afin de trouver le test gui soit

;‘J
!
o
Hy
O
-
[}
-
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a

- facile et coumode &4 réaliser en laboratoire
- rapidement obtenu
- spécifique de la gibbérelline, cinon des Ciffé-
rentszsubstances de cz groupe
- sensible et aisément mesurable,
Jous avoans reclevé, A titre d'exeunles, dans la littéra=-
ture scilientificue, les tests princinaux snivaats,

L "

2. Les différents tests

a) Le test topinambour :

Préconisé par JP. ct C, HNITSCH (1.56), ce test consiste
3 prélever asepnticuenznt des petits cylindres de volumes st
poids égaux (20 ng de voids frois) daas le parcnchyme vascu-
laire du tuberevle, Ces petite cvlindres sont placés horizon=-
talcuent sur un nilieu minéral additionné de saccharose &t de
gélose, Ces tubes sont ensuite fzrmés hermétiguenent. Suivant
les cas, ge produit ou non une prolifération de ltexplantat,
I1 ne seable pas que ce test ait donné les résultets escountés,
Par contre, Ces cals normaux cnt été obtenus avec llacide incol

acét C. NITSCH 1v62).

(3
o)
=
®
~
Cq
rd
L]
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ct

b) Le test avoine (VLeaf section test')

Ciest sans doute celui qui & cdonné les ueilleurs résul-
tats juscu'lalors., Il est basé sur 1'élongation de la feuille
renferiiée dans lezs sections cde nésocotyles nlacées av con-
tact de solutions de gibbérellines, Il a été décrit par VAN
OVERBEELZ (19356) et par Z0VICKA et KENTZER (1.63), Une nise
au point récente a &té réalisée dans ce domaine visant & »pré-

ciser la variété diavoine & utiliser ¢t les coaditions onti-



nales (température, conposition de la solution taupon sucrée)
(MORTULLLE ct DEBRY 1065).
Ce test préscnte incontcstablement un certain nombre d'a-
- spécificité & la gibbérelline (VAN OVERBELK 1¢56)
- srasibilité & des comcentrations trés faibles, de
1 ordre de 1079 et nadue 10-10

- ranidité de nise en ocuvre t les mesures neuvent

¥»

tre

(O

L

ffectuées 48 heures aprés traitenent des
segacnts de mésocotyles,

c) Le test mals nain :

T1 a 6té miz au point par WEST et PHINWEY (1961). Il a

-

pour origine les observations suivantes faites par cet aunteur
i ... ... la croissance nornale peut-2ire obtenme & partir de
utants nains du mals, par addition d'acide giblLérclligue,
Certains entres mutants ne nontrent pas de réjonse, ou tout
au plus une toute petite 2 c= composeé,™

Bn effet llacide gibhérellique supnrine le nanisine ciiez
cing nutants nains v aals (éwarf 1, dwvarf 2, dwarf 35, dwvarf 5,

et anticr car 1). Par contre, cing autres uutants (nana 1,

nana 2, dwarf 8, »e 1, ni 2) ne donnent quivne réponse passa-

~

gdre qui cesse ¢&s que llon sunprime liapport dlacids gibbérel.

(]

lique., L¢s prosiers cont sous la dépendance dtun cavactére ré-

oy

cessif, les seconds diun caractére doninant,
b

Juscutalors, aucun nutant nain :

I

tavait pu 8&tre odifié,
ni par les conditions physiques, ni par aucune substance cii-

aigue, Btant conné le non-allélisme, lihypothése c’'un mécanis-
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ne biochimicque contr8lant la croissance, ea rapnort avec
certains géncs mutants, fut énise. Les génes mutants Llogue-
raient une étape dans la synthése dlune gibiérelline endogéne.
Ltapplication ¢iune solution dlacide gzibhérellicue coavenable
suffirait a supvrimer ce phénoméne.

Il fallait cewendant vérifier la spécificité de ce test.

La croissance des nutants nains du nals a été étuciée avres

;. -J
‘_J

ication dlautres zubstaices cue la gibhérelline telles

que l'acide incol acétigue, ltacide incdol butyrigue, liacice
naphtyl acéticue, la lLiinétine, de nonbreux acides (PHINNEY
1961). Avec tous ces procduits, ancune action couparable &
celle de la gibbérslline nta été obteaue sur les mutants nains

noté pourtant une augnentation de pourcentage

)

v mais. On
dtacide indol acéticue dans les plantes traitées avec la gib=-
bérelline (BOUILLETNL et WALRAN). La gibbérelline pourrait
agir dans ce cas counle inhibiteur de lVacide indol acéticue
oxydase (GORTNER 1¢58). Certains auteurs, (D.C. MAC CUHE et
A, . GALSTON 1559), pensent cue le blocage de l'acide indol
acétique oxydase par la gibbérelline, fait partie des phéno=~
ménes de croissance. Il a &¢té montré cue des variétés naines

enferment plus de peoroxydase que des variétés normales de
n®1e ecspéce (G. A, TAMERBECK 1956) .

Les différents mutants nains cul donnent une réponss avec
ltacide gibbérellicue ont été testés avec les antres gibiérel-
lines actuellenent conmues. PHINNRY a dfabord étudié en 18561,
llactivité des gibbérellines Al, A2, A3, L'ordre dlactivité

était le suvivant : A3 Al A2, J.P. et C. NITSCH (1963) ont
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dtudid l'action de huit gibbérellines (Al, A3, A4, A5, A6,
A7, A3, AS) sur les mutaants dl, d3, d5. Ils constateant que
l'ordre dlactivitéd des giblérellines est différent svivant

¢s mutants. Cela laisse sunnoser culen choisissant le uu~
tant le plus approprié on peut avoir une idée du type de
gibbérclline auquel appartient une substance indéterninée,

Ce test avparalt cdonc comne étant parfaitement spécifi-

que des gibbérellines. Le grand intérét découle de la spéci-
ficité d'action des différentes gibbérellines sur les divers
metants nains.,

d) Le test riz (Oriza sativa) :

La découverte des gikbérellincs est intimement liée &

cette nlante., La forte élongation des plantes malades a scr-

vi de base & la recherche diun test utilisant la feuille de

4o

riz. Ce test est actuellenent liobjet de nombreux travauvx,

o
pus
M

Considéraat toutes ces données noiis avons

condult A4 utiliser :

2

- le test avoine en raison surtout de sa grande

senslbilité
- le test nals nain vour sa spécificité toute
particulieére,
3. Les tests utilisés
a) Le test avoine :
- élution des chromatogramies @
On utilise des petits Crlatalll soirs de 5 cm de diagétre,

On y versce 2,5 nl de solution tampon sucrée et 4 pouttes de
3 &Y



Tween 20 & 0,05 %. Le Tween 20 est un agent mouillant cui fa-
cilite la dissolution des substances, On y dépose, aprés lta-
voir cécoupée cu petits fragments, la portion de chrouatograme—
mne renfernant les substances gikbércliianicues, Le cristalli-
soir, recouvert d'un verre de montre, est »nlacé dans une boi-
te & tare, afin dl'éviter toute évanoration., L'ecuseuble est
placé A& 4°C pendant 12 heures.

- choix de la variété d'avoine :

. ”

Juscualors, ce test avait été réalisé avec la variété '"Brighe-

ton’, d'origine eanacdienne, quil coanvient parfaitement aussi
aux dosages auxinicues. Mais, nous avons choisi la variété
Joire de iloyencourt” en raison des travaux prélininaires

de OITUILLE ¢t DEBRY consacrés a la recherche dlune variété
locale, facilenent disnonible et dont la réponse soit suffi-
savient sensible, Cependant, la durée de germination de cette
variété cst plus longue que pour la variété "Drighton’. Les
glunelles épaicses qui la nrotégent absorbeant difficilenent
lfeau et génent 1l'imbibition de la graine,

- ger minacion @

Les caryopses sont mis & tremper pendant 2 heures dans une
solution dc Karathane Tov'hélione a 50 %, »uis rincés & l'cau.
Cz traitement a nour but de détruire les spores de Rhizopus
et autres champignons qui acconpagnent lcs caryopses et qui
sont sus tibles cde se dévelopner lors Ce la geraination,

Les semences sont ensuite nlacées dans des boftes de Pétri

de grand diamétre renfermant de la perlite iubibée d'eau et

recouverte dfun papier filtre. Ces boltes, fernées, cdemcurent
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peadant 5 jours & lfobscurité, dans une étuve régléec
Les Loltes de Pétri sont ensuite mises & la teapérature am=-
biante, a l'obscurité, ct inclinées a 45° de fason & assurer

une crolssance rectiligne des plantules. Quatrz jours »nlus

tard, les coléoptiles mcesurent & a 7 cm. Lz noeud cst si-

tué au nilieu de la pousse. Lfavoine est alors »nrite 4 Btue

- nrénaration des sections de fsuilles

07}

On wéalise des sections de 8 mm -(2 i sous lc noeud, 6 un
av dessus Cu noceud)= & l7aide d'un anvareil constitué par
deux lanes de rasoir disposées parallélencnt. Les segaents
sont lavés & l'cauw distillée et placés & ltobscurité daas
une étuve réglée & 26°C, pendant 2 heures, On préléve a-
lors les seguients présentant déja une légére sortie de la
feuille. Ils sout utilisés pour le test, lcs autres soat
définitivenent éliminés,

- nréparation de la solution tamnnon sucrée @

Il stagit d'un nélange reanferuant :
PO4IENa2 & 0,02 Miiu-viaveaese 20 ml
POLHZK A 0,02 Muoiiveinennes 40 2l
ToU distillée.eeeenne- cnennaees 20 ml

SACCHATOS e s erererre: nesssnae 1,6 8

une concentration en sucre

(4

On obtient unc solution & ph6 ¢
de 2 %.

- le test oroprement dit

Les fragments dc chromatogrammes élués sont égouttés sous

vression afin de faire passer toutes les substances dans la
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solution tanpon sucrée comtenue cans le cristallisoir, On dis-

. &)

pose cdans chacun dfeux un discue en matidrs plastique percé de
trous dont les diamétres correspmondent a celul d'un scegment de
coléoptile, On plante ainsi verticaleuent quinze segéments de

fagon que leur partie inférieure nlonge jusqutau nocud dans

la solution étudiée, Cctie méthode présente deux avantages :

o
Lo
[
o
2
3
o
s
0]
I
p

supéricure du mesocotyle n'est pas immergée,
ce qui dernet la respiratvion des tissus et 17allonge-
nent de la feuille dans des conditions normales,

b) ccci élinine l'emploi cdfune substance telle cue la per-—
lite comme support et simplifie par conséguent, & notre
grés, la nanivulation,

Les cristallisoirs sont ensuite placés dans un couvercle de
bofte de Pétri rvenfermant un peu dleau ct recouverts par ua

igure n° I page 21,

iy

bécher. L'ensemble, schématisé sur la
est finalement placé A liobscurite pecndant 48 heures dans
une étuve réglée a 26°C.

- mesures et établissement des courbes gtandard @

L'allongement de chacuvne des fsuilles dlavoine est évalué

n

par mesure sur papicr nillimétré, On effectue guinze mesures
et calcule unc moycnne, Chacunc d”’elles est portée sur un
graphique ol gont notés :
a) en abscissze, les données corrcspondant & chaque solu~
tion testée,
b) cn ordonnée, lecs moycunnes des allongements foliaires

cn ma,
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Mous avons pensé gu'lau cours d= la chroaato-

}.J,

graphie, certains facteurs pouvvaient dntervenir et contri-
buer & modifier llactivité de la gibberelline, Il se pout
en pacticulier, cue les substances recliercifes ne nigrent
ras totalcment ou que, lors de 1l/élution des chronatogram-—
nes, une certaine proportion de substances reste daans le
panier ou encore que des traces de solvant exercent une ac-

st.

[0)

tion propre , inhibitrice ou stimulante, sur le t
Nous avons donc réalicé, cn fonction diune solution té-
noin constituée par une solution taupon sucrée, deux sérics
de tests avec des concentrations diacide gi
3 A ¢ "_5 5 -8 1itre
flacons allant de 10 & 107> g/litre,
1) sans chronatogranhier la solution : & 2yl al

de zolution tampon cucrée a ph 6,35 nous avons

0}

ajouté chaque fols 0,1 ml de solution dtacide
sibbkérellique, de concentration connuc, et cf-
fectué le test.

2) en chromatograpvhiant Q0,1 ml de solution dlaci-
de gibbérclligque de conccantration conaue st en
utilisant la tccanigue couplete exposée ci-des~—
sus.

Les résultats sont cxposés sur la figure no° II page 23.

On constate, & la lecture de cez courbes, uvne certaine
irrégularité daans lés résultats. La solution non chromato-
graphiée est, comme on pouvait legiquement lfattendre, plus
active cue la solution chromatograpiiée & la concentration

de 10-2 g/1 seulciient, Pour toutes lcs autres concentrations
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clest liinverse, cc gui est paradoxal et nous ne voyons pas

de quelle fagon expliquer ce dhénonéne., Telles cuiclles se

i

présentent les decux courbes sont difficilement couparables.

lléanmoins, si 1l'on ne considére gue la courbe correspondant

aux solutions chromatographiées, les allongeients obtenus

apparaisscnt comme étant trés valables et notamment trés su-

péricurs au témoin. La chroumatogsranhie nc supprinie pas la sen-

2

51ibilité du test, c¢llc dimianue sculcaent liauplitude des é-

carts d'allongement,

b) Le test mais nain @

Jdous nous gowmcs procurés au laboratoire de B.O, PIIU-

HEY, Jes mutants nainz suivants :

dvarf 1 = 4l

i

dwarf 2 az

dwvarf 7 = 45
liotre étuvde a porté cssenticllencnt zur les variétés dl ot
d2 étant domné cue nous disposions d'unc cuantité insuffi=-
sante dec mals de la variété dS nour réaliser tous les tests
prévus,

- germination @

s

Paas des terrines cn terrce cvite, oa »nlante les caryopscs
en ligne, & 1 cu de profondecur st & 2,5 cm liun de ltautre,
On arrose avec unc solution nutritive dont la composition
cst la suivante ¢

cau distillée.............. 1000 ml

CAlI0 . i s iiiiiinennecnannsees 0,5 8

PO"—{-N’OB..-....-.-oo-soo.nc.Q 0325 g
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POUIHAZ. s cv v evevnrnnscsness 0,25 8

SOUII e e esvennecnneneenaneee 0,25 8
On ajoute 5 gouttes de solution oligocdynamique de BERTRAND
et DERTHELOT.
La gernination est réalisée & une teupératurc de 25 a 23°C.
La levée ='cifectue dés le L4éae jour. A partir du oéne jou
le tcst pocut &tre entredris,

- sélcction dcs naias @

dc trois mals normaux pour

o
8
jo8
)
}ﬂ
ol
=
PN
Na)
—
{
@]

I1 y a unc =zégrégatio
un nmafs nain environ. Il est indisvensable d7éliuiner deés lc
début los ma¥s normaux, Ccux-ci sont caractérisés par @

. une levée »lus ranide

. des premiéres fevilles plus alloagées

. unc taillc ncttement plus importantes des lc
gébut.

La feuille légérencnt arrondle des mutants nains est, dfautre

part, caractéristique

L]
Los mals & élinincr sont scctionnés & leur base pour ¢&viter
dfendoauager les systénes radiculalres,

3

- préparation de la solution & étucicr

Dans une boite & tare narfaitement propre, on découpe cn pe=
tits morceaux un fraguent de chromatogramme, I1 a été prélce-
vé de la nfae fagon cue nour le test avoine (voir vpage 13).
On ajoute 2,5 ml dlecau distilléc ot 4 sgouttes de Tween 20 a
0,05 %, Lfenscuble est »nlacé a 4°C pendant 12 hcoures., Au
bout de ce lans de tenps le napler est &égoutté sous prossion,

C'est la solution ainsi obtenue cul sera cuployée pour les
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apnlications.

thocde d'aposlication 1

On ap»licue la solution & liintéricur du cornet formé nar los

deux premiéres fouilles, & raison de 0,1 n1l »par plante chague

5

fois. Le traitecment cst rénété quatyes fols & des intervalles
te 24 heures,

- @esurses 3
Une semaine aprés la premiérc appiication on mesure la lon-
gueur cde la gaince des deoux premieres fcuilles, entre le
noeud et la ligule, Cectte mesurc est réalisée au mm preés,
Une woyenne est faite svr quinze mesures. Un lot cst gardé

corrie ténoin.

~ étudc dv r6le cdu Twecn 20

On sait quc la présence du Twecn 20 dans la solution ap-
pliquée renforce ltaction ¢c lfacide gibbérclligue (P.NIELY
et B.O, PHINNEY 1957). Plusieurs esters dlacides gras ¢t le
Tpecn 80 préscantent unc action comparable, J. MARGARA (1960)
a étudié llaction du Tween 30 scul sur lielongation de la ti=-
ge cdu pois doc senteur nain ct mis ainsi en évidence l'action
stinulante du Tween 00 sur 1'élongation des plantes cntiércs.

Avant dc réaliser lc test nous avouns, cuant & nous, cher-

v

ché a détecrninsr guel nouvait 8tre le rble du Tween 20 sur la
4 il

oissance des wals nains dl, &2, d5. En cffet, sans suppri-

mer la nanisme, cctic substance pouvailt néanioins intcrvenir

dircctcment., Hous avoas donc opére sur trois lots dans chagque

3

té d¢ nals, cn faisant trois apolications deo 0,1 nl a des

C} ~
(‘d‘

ari

<

intervalles de 2 jours, cdc la fagom suivante :
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ler lot : téuwoinm - avcuanc application

2eme 1ot : unc solution renfermant 1 goutte de
Twveen 20 & (,05 % par al,

Zeme lot ¢ unc solution dlacide Zibbérellicue a

1 ng/litre, soit une concoentration de
10-6 g/litre, Oun sait cue l'action de
liacide gibbercllique est optinale &

cetite concentration.,

o

L'observation cst faite quinze jours anrés lc prouicr traite-

I

nent (photos A, B, C page 28). Lo laille du mals nair craitéd
avee la solution dc Twecn 20 (Tw) ext légéreicnt suvéricure
& celle dv ma¥s cvi nc regoit ricn (T). Ellc dencure nctice
ment inféricure & celle du troisiéme (AG 10-6) recevant la
solution d'acide gibbérecllique, qui a pcrdu définitivement
son caractére nain.

Bn conclusion, on peut penser gue le Tween 20 cxerce sur
les trois veriltés unc action d'intensité constante qui n'est
ras négligeablc mais cuil ne peut se confondre conplétement
avec celle de la giblérelline ot ne coupronct nas le déroulc-
ment du test. On nourrait, comme MARGARA, se demander si 1'lace
tion cdu Tween 20 sur 1'allongsment de ces nals nc résulterait
pas d'une interaction avec unc gibbiérclline native existant a

faible dose dans la plante;
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RESULTATS EXPERIMENTAUI

Cctte &tude avait pour vut de coanfirier tout
dtabord la production de substances du type gibbérelline par
1e Dacillus licheniforiis, Pour connaltrc lss variations dans
1télaboration dc gituérelline par les micro-organisimes en
fonction Gc 1'8ge des nilicux de culture, nous avons procédé
& 1llextraction dtune série de nilicux dont 1l'2ge variait de
1 3 10 semaines, Hotre but était de déterminer lesquels dc ces
extraits montreraicent la plus grande activité gibbércllinique
¢t quelles conclusions on pouvait en tirer,

Mous n'avions pas de données trés précises sur les subs-
tances & introduire dans le milicu, La premieérc étude avait
été réalisée a nartir d'un mélange riche en tryptophane, Ce-
lui~-ci intervient, on le sait, comme précurscur dans les syn-
théscs d'auxine mals sa structure chinique ne senble pas per-
mettre de lui attribuer , & priori, um rfle couparable dans
liélaboration des gibbeérsllines,

Daas le cadre de chaque étucde nous avons cherché a obtenir
des précisions dtordre quantitatif par le test avoine et dlor-

dre qualitatif par le test wals nain.
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A - INFLUENCE DZ LYAGE Dus HILIZUX

Dix fioles renfermant chiacunc un litre de mi-
licu de culture ont été »nrévarées puls cnsemancécs avec le
Pacillus licheniformis, Chague semaine nous avons procédé 3
l'extraction des gibbérellines d'une des fioles, L'opération
terminée, lfextrait était conscrvé 2 4°C,

.

té soumis aux n8nes métho-

O

Un nilicu témoin unon enscicncé a é

des dlextraction,

1 - Résultats obtenus par le test avoinc

Les résultats de nos dosages sont cuprinés
graphiquement sur la figure III page 31. Hous avons Dorté :
- ¢cn abscisze, 1'8ge decs différents ilicux
- cn ordonnée, lfallongement moyen des scgacnts de
feuilles d'avoine cxpriné cn mm et calculé a par=-
tir de 15 mesures.
L'allongencnt du témoin cst figuré par une droite paralléle
2 l'axe des abscisscs.

Bien gue les variations de la courbe soient
assez faibles, on peut noter qutau bout d'une senaine d'incu-
bation, lc nilieu renferime déja des substances actives, Cette
activité s'accrolt pendant la deuxiéme scmaine, pris les allon-
gencnts deneurent ensuite trés voisins jusque la neuviéme sc-
naine, l'activité décroft cnsuite brusquenent.

La présence dc substances de type gibbérelline est ainsi

confirmée, En effct, dans tous les cas, la moyenhe des allon-
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gonents cst supéricure 4 celle du milicu témoin non ensencncé .
Cectte différence cst donc le résultat de ltactivité des micro=~
organismes,

Ces substancos seraient donc produites trés tdt, lorsque

)
i

s sc trouvent dans la vnhase de nultizlication ac-

i

O

act

o

les

[¢

tive, Un cortain équilibre s'établirait cnsuite : la lysc des
bactérics ct la dégracdation du milieu staccompagneraicant er fin
de la destruction des substances du typc gibbéreclline,

In comparaant la figure III 2 celle correspondant a des
solutions dvacide gibbérellicue chromatogranhiées (figure IT
page 23), on constate que la conccantration des substances re-
cherchées cst conprise satre 10-5 et 10=3 ou entre 10~7 ot
10"9 puisque la courbe témoin présente unc nhase ascendante
et unc phase descendante, Lors de la révélation des chromato-
graphies d'extraits nous n'avons jaunals obscrvé de tachces
fluorcsceates bleu-vert caractéristiques ¢ il fauvi donc pen-
ser que la concentration dans l'extrait cst de l'ordrc de
10”7 a 10“9; BEtant donné que 5 nl dvextrait correspondent
4 1 litre de milieu de culture, cette concentration devrait
encore 3tre divisée war 200, Cecl est calculé sans évalucr
.

t

les vertes au cours des opérations diisolement (cxtraction -
chromatographie - élution). Zn falt, la councentration dans le
milicu bactérien semble 2tre trés faible, Elle est certaine-
ment voisine de 10-10 g/1,

Il faudrait naturellencent tenir coupte aussi. pouvr plus de

précision, des différences d'activité possibles entre les gib-

bérellines de nos milieux de culture ct celle du commerce,



2 - Résultats obtenus par le test mals nain :

Btant donné la couplexité de toutes les opéra-
tions ot tenant compte des résultats obtenus par le test avoinc,
nous avons cffcctué ce nouveau test, seulenent avec les trois
extraits cqui nous ont semblé lcs plus dignes diintérdt (une
trois ct cing semaincs), ifc disposant quc de trés peu de nu-
tants de la variété d5, nous n'avons pu effcctuer quiun soul
test sur cette variété (milieu de 3 senaines).

Au cours dc chacun de nos cssais, nous avons réparti les
mals cn cing lots dénommés ot traités de la fagoan suivante =
- lecr lot = HLot témoin début®

- 2&me lot = Lot témoin fin®

Ces deux lots ne sont liobjet dlauvcunc avpplication.
- 3%uc lot = VLot extrait témoin!
Il regoit une solution correspondant & 1'extrait ténmoin
non cnsenenceé,
- 4éne ot = "Lot extrait”
Il regoit la solution étudiée,

-~ Sdme lot = Lot témoin AG 10-20

I1 recoit la solution obtenuc par chromatographie de<%»1lm1
dc solution dlacide gitbérellique du commerce & la concen-
tration de 10~2 g/l.
On calcule la moyocnne de la longucur des gaines
des deux preamiércs fcuilles :
~ Pour lc "lot témoin début" j le jour dc la premiére applica-
tion sur les 5 lots traités.
- Pour lc Ylot témoin fin" , unc semaine plus tard, en @Smc

tonps cue los 3 lots traités.
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Lc tablcau n° I page 3% domne, a titre dcxom=-
ple, lcs résultats des mesurcs effcctuées sur le mutant d2
avee licxtrait du milieu bactéricn 8gé de 5 scmaines. I1
pcut sembler, & l'cxamen des chiffres du tableav n° 1, quc cc
soicnt uniquement les gaincs des sccondes fouilles qui slac-
croisscent, Cependaat, dans cortains cas, il y a égalcicnt un
allongement de la gaine dc¢ la vpreaiérc feuille. Ceci est cn
rclation avee 1'8ge Liologicuc di matéricl vivant utilisé ot
justific la nécessité dec faire la moycnne de la longucur dcs
gaines dcs dcux premiéres feuilles, La différonce trés faible
entre lcs deuvx longucurs de gaincs dans le Ylot témoin finV
est cun outrc a noter. Cc tableau fait égaloment ressortir la

variabilité des résultats cntre lcs individus d'un u®me lot.

Les photographies de la planche n®° V page 36
ont été vprises unc seuainc aprés le premicr traitcucnt; sur
des échantillons dc m8me fge, Tlles nontrent les modifica-
tions provoquécs, chez lcs 3 variétés dec amtants di, d2, 45,
par l'lapplication des différontes solutions.

On voit gue ¢
- Los mals traités avee unc solution dlacide gibbérellique
& la counccntration de 10=2 (4AG) ont perdu lcur caractére
nain, Leur taille cst devenuce g¢énéraleucnt identicue 3
celle des mals normaux (N).
~ La taillc des wmals traités A vartir d'un milicu non ensc-
nencé (T) cst légérement supéricurc & la taillc dcs aais

nains téuoins (To), On pout invoquer gans cc cas l'action
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Lot | Iot Lot Lot | Lot
Mcsures] témoin téunoin extrait xtrait | témoin
début fin témoin (5 semai, )l AG 10-5
(I) I6+I03=34 | 2I+27=/3 | 22+27=49 | I8+53=5I | I5+24=4L9
2+13=15 | 2I+26=47 | I5+20=35 | 24+33=57 | 22+47=69
I3+I3=31 | 20+22=42 | 22420=42 | 13+26=4l | 22+40=62
19+13=32 | 20+20=40 | I6+20=36| I7+23=40 | 20+53=53
S+I08=27 | Io+10=56] 20+30=50 | 20+29=49 | 20+32=F2
sominc [I3+ 3=IG | I0+423=052 | 22+26=46 | I8+2L=42 | I16+208=44
des [I0+10=20 | 22+25=47 | 20+29=4C | I6+33=40 | 24+30=62
2 8+20=28 | 20+23=43| 20+29=4C | 20+30=50 | I8+2&=1l
gaincs |[I3+15=30 | I3+24=42 | 22+30=52 | 16+25=41 | I5+32=47
I7+I0=27 | 2I+22=43 | 26+25=51 | IC+35=54 | 10+33=57
16+ 4=20 | I0+2I=40 | I6+235=39 | I4+2I=45 | I0+55=53
3+18=26 | 22+24=L6 | 25+28=53| 24+30=54 | I5+4i=56 |
O+17=25 25+20=55 | 20+28=40 IS+36=54:
19+ 6=z5 2a2+32=54 | 10+25=Ly | 22+33=5
I5+ 5:16; ;
4+20=24 | |
total 405 | 516 660 663 757
% moyonno|  25,3I | L3 47, Ik 47,71 5 |

(I) Mcsurcs cxpriméces cn nm:

-1

a proualér

fcuille

~ -~
(O 5191

ranport

®

a la gaine de la prcaiére

~la scconde a la geinc de la sccondce feuille.

TABLEATU Ho I & TEST MALS NAIW-licsurcs réalisécs

sur lc mutant d2 avee 1ltextrait d'un ailieu bactéricn de

5 scmaines,



Mutant

dl

e]

Mutant

d2

Mutant

d>

Mais normal

PLANCHIZE N V 3 N = -
To = Mals nain téuoin = T = Ixtrait milicu non cnscmsoncé -
Ext = Extrait wilicu de¢ 3 scaalunes = AG = Acidc gibbéréle
ligue 10~5
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stimulante du Tween 20.

~ Les nals traités & partir d'un milieu 8gé dc trois semaincs
(Zxt) manifestent une élongation ncttemeont plus grande que
lcs témoins (T),

« Liaction apparalt plus ancttcment chez les mutants d2 et 45

que choz dl.

A l'aidc des mesurcs dc loaguewrs rasscmblécs
dans lc tablcau n° II »nagc 58, nous avons détcrainé la noycne
nc des allongencents dans lcs différconts lots par rapnort au
"lot témoin début", Nous avons obtcnu pour chaquc test, 4 mo-
yennes d'allongencnts, Ellcs correspondcent @

1) aux mutants non traités (To)

2) aux uutants traités avce llextrait témoin non cascicn=-

cé (T)
3) aux mutants traités avec lloxtrait étudié (Ext)
4) aux mutants traités avec la solution dacide gibbérole
lique & la concentration de 10™2 g/1 (4G). |
Los résultats sont rcpréscntés sous forme de graphiques sur
Yes figurcs IV ot V pages 39 ot 40,

Bicn que, d'unc part, lcs applicetions soicnt toujours
cffcetuées con quantités éga].es#l sor des plantcs dc wulme 8go,
d des intervalles régulicrs, ot que, dtautrce part, lc trai=
temcnt ait toujours la uluc dﬁrée, lcs valceurs de To, T et
AG préscatent des variations importantes, Ccpendant, pour
chague test, la valcur des allongenents cst toujours crois-

sante ¢ To T« Ext<AG, Coccli souligne bicn la présence de



&gc des i lot i lot lot 1ot lot !
nilicux | ténoin | témoin | cxtrait “Xt“;lt témoin
(somaild || aébut fin témoin | T AG 10-5
e .._;_& N e e T —
1 17,10 | 33,40 | 41 43,10 | 75,18
Mutant -
3 16,25 | 23 30,23 | 34,33 | 47,63
h dl - -
| 5 23,60 | 41,76 53,83 55,91
1 | 11,60 | 36,73 37 42,75
Hutant
3 6,70 | 34,60 55,80 64,60
d2 -
5 25,31 1 43 47,14 47,71 20 i
|
Hutant ;
g 5 | w,50 | 39,7%0| 51,5 | 58,60 | 76,40 |
i
TABLEAU 1° II ¢ TesT MAIS NAIWY ~ INFLUENCE DE

L'AGE DES MILLIUX

Sommc dos longucurs (exoriméces

cn mm) dcs gaincs des deux pre-

miéres feuillcs,
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ITUTANT d2

¢ TEST HAIS NAIN - INFLUSIICE DE LPAGD

DES MILIEUX,

Graphiiques traduisant l'allongcment

dcs gaines des dcux premiéres feouil-

lcs chez les nutants dl ct d2,
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3 gscmaines 17,40 I 460 + 26,43
a1
5 scmaines 16,50 2,04 + 12,36
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' 3 scwaincs | 28,30 3,00 + 31,09
a2 _ e
5 mcimaincs 6,06 0,57 + 5,30
Mutant d¥ 3 scuaincs 24,90 7,10 + 23,51

TADLSAU W IFI ¢ TEST HAIS WAIN - INFLUELHCE

DE L'AGE DES MILIEUX,
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g nourcentages diallongoment des lots traitis

par lcs extraits par rapport aux deux ténoins T ct AG,
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givbércllines dans lcs milicux de culturec,

Tels guiils sont, en raison dc la variabilie
té du matéricl biologique, ces graphiques ne pcuvent Stre
comparés cntrloux, Afinm dc pouvolr comparcr l'activité rose
pective des trois wmilicux sur chague mutant il fallait dé-
termincr lour degré dlactivité par rapport a4 des témoins
constants, Pour ccla, nous avone =xorimé lcur valeur on
pourcentage de la différcnce cntre les deux témoins T ct ACG

liobict des calculs figurant sur

O

t

[

corrcspondants, Ccci a
e tablcav n® I1II parec 40, & navtir deo ces valours noug a-

vouns établi le graphigue de la figurc VI page 41 ol nous

Eym

*»

avons porté
- ¢n abscisses ¢ 1'8gc respectif des milicux
testés,
- cn ordonnéces ¢ lcs pourceoantages des écarts
(AG - T),

by

des ligncs parallélcs a

o
o
-
o
o

e
)
r

Les téuoins sont revrésen
1'axe dos abscisscs, L'activité du milicu témoin noun onse=
ncncé (T) a pour ordonnéc 0, cclle du téuoin acidc gibbé=-
rcllique (AG) a pour ordonnéc 100,

Les deux courbes représcntées intéresseant les nutants dl ct
d2, Un scul point conccrne lc mutant d5,

Dans lcs conditionms cxpérimcntales définics, llactivité
cst croissante pendant los trois preomiéres semaincs ot dé-
croissantc cnsuite, Au début ct & la fin dc 1'exnéricnce,
litactivité cst plus grande sur la variété dl que sur la va-

riété d2, Par contrc, au bout dc trois scmaincs, on constade



Oy

7/
quc lcs trois variétés de mutants rénondent ¢n intensite
croissante, dans l'ordre @

d2 -.d5 D1

On pcut donec sunposcr qulil y aurait osroduction de vlusicurs

e

types dc gilbércllincs synthétisécs dans los miliocux

A

¢es

Qs

phases différcntes du métabolisuc ¢t agissant dc fagon va=
riablc sur lcs diverscs variétés de mutants, Dianrds J.P.
NITBSH ct C. NITSCH (1962), la gibbércllinc A9 préscnte

unce plus grande activité sur la variét

o)

45 quc¢ sur la va-

-

r3été dl, We disposant pas de la gibbérelline A9 il nc

nous a pas &té poszible dlapporter plus de précisions dans

ce domainc,

P
..

3 ~ Comparaison des résultats ot conclugions

’

De la comparaison dcs résultats obtenus au
cours des deux tesits, plusieurs faits peuveant 8ire rete-
nus ¢

1) Cos decux tests prouveant la synthése de substanccs

IRy

¢ type gibvhércllinc par le Dacillus licheniforuis.

[oN

-

D

0
cr

ALX5

ju]

ous los cas, @n effet,; lcs allongoncnts ob-
teuus A partir des milicux ténoins non cnscilcncés
sont inféricurs a coux des ailieux de culture cxa-
minés,

2) Lfactivité dcs milicux vparait 8trec croissante pen-

dant unc périodc dec elle a ten-

rn
[N
W
ol
a
®
ot
=
@]
4]

dancc A& diminuver par la suite, Cotte diminution

7 ~
Cs

Clactivité s'opérc de fagon certainc avant la cin-



Ik

guiéme scmaine.
3) La quantité dc substances synthétisécs scnblc 2tre

asscz faiblc wmais cependant viologigquemcnt active,



B - INFLUENCE DE LA RICHESSE DES MILIZUX BN TRY¥PTOPHANE

Nous avons, pour cetic étude, préparé six
fioles contecnant un litre de milicu dc culture, La richcs=-
se cn tryptophanc dans chacune des six fioles est respec~
tivement de ¢ 0 j 0,1 ; 0,2 ;3 0,3 ; O,4 et 0,5 g/litre,
Clcot le scul facteur variable dans notre expéricance,
Aprés ensemcncement, les milicnx ont été placés penw-
dant 3 senaines & l'étuve réglée a 37°C, Nous avons cu
recours aux tcecchnidues dfisolement habituelles, Les ox-
traits ont été étudiés par lc test avoine ct le tost mals
nain, Toutes les unesurcs ont été réaliséces comparativement

a un milicu témoin non cnsemencé rcnfermant 0,5 g dc tryp-

tophane par litre,

1 - Résultats obtcnus par lc test avoine @

Ils sont oxprimés sur la figurc n® VII page
46, On constate cue llactivité gibbércllinicuc est prati-
gucnent nullc pour lc milieu sans trypto?hane. L'allonge~
nent moycn des feuilles dfavoine n'est dans ce cas que
trés légérement supéricur A celui du milicu témoin, Liauge
mentation dlactivité cst déjd trés nette a la dose de 0,1 g/l.
Jusque 0,3 g/1 1l'accroissecuent continuc, mais dc fagon beau-
coup plus modérée, Ensuitc, pour des doses supéricurcs &

~

0,3 g/1 l'activité demcure & pcu prés counstante,
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2 =~ Rémultats obtcnus par le test uals nain 3

Ce travail a été réalisé sur chacun dcs mu=
tants d1 ¢t d2 avce trois extraits provenant des milicux
renformant respectivement 3 0 3 0,2 5 0,5 g de tryptopha-
nc par litrce, Un scul test, avce le milicu reanfermant
0,5 g/1 de tryptophane a été cffcctué sur la variété 45,

La tcchnique, les méthodcs dc mesure ot les calculs
qui cn découlcat sont les mluces quoe dans la premiére étude,
Lc tableau n® IV page 48 donne les moycnnes des lougucurs
des gaines des 2 premiéres feuilles dans les différcnts
lots, Lcs graphiques des figurcs n® VIII ot IX pages 49 ¢t
50 ont été élaborés & partir dc ces mesurcs, Nous avons cn-
suite calculé (tablecau m° V page 50) ltactivité en pourccn=
tage ¢c 1lvécart (AG - T) ct tracé les courbes correspondan-
tcs sur le graphigue de la figure n® X page 51,

La courbe obteanuc avece la variété dl cst a
rapprocher d¢c celle obtcnue par le test avoine (figure n®
VII page 46), Le milieu sans tryptophane préscate, dans le
cadre du test utilisé, unc activité inféricure a celle du
nilicu témoin, Pour unc dose de 0,2 g/l, la réponsc devient
nettenent plus forte, Zlle augnoente encore scnsiblemcent jus-
quc 0,5 g/l.

La courbc obtenuc avec la variété d2 cst asscz discu=-
table, I1 est en effct difficilec d'interpréter la légerec
baisse dfactivité cui se manifeste 4 la dose de 0,2 g/l de
tryptophane, Il semble qutil faudrait incrininecr le¢ résul-

tat corresponcdant av miliocu sans tryotophanc,



TRYPTOPHANE,

Trypto- lot | lot lot g 1ot f }otjhwﬁ
phanc témoin témoin cxtrait | extrait | tem01n_§
g/1 aébut fin ténoin AG 10"55
- et e o i
o) 18,90 36,21 43,20 46 57441 1!
itant f
0,2 11,33 32,40 46,87 50,360 69,23 |
dl
0,5 16,25 25 30,23 34,33 47,63
= =
0 20 42,83 42,66 45,28 51,57 |
Mutant
0,2 17,53 42,66 50,54 53,25 61,33 ;
2 . ’
0,5 6,70 34,60 55,380 6L, GO 85,10 !
- . e
ngnt 0,5 14,50 | 39,70 51,50 | 58,60 76,40 |
- TABLDZAU Mo IV ¢ TIST MAIS NAIN - INFLUDHCE DE
LA RICHESSE DES MILTEUX EN

Somme des longucurs (exprimécs

on mn) des gaincs das doux pro-

niercs fcuilles,
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Allongznent des gaines des doux prouwicres feuilles chez los

mutants dl ot d2.
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Allongement dos gaines decg cux
10 premiércs feuilles chez lcs nu-
0 ! : - tants d5c
To T Ext AG
”léjiu (4G - T) | (Ext ~T) | (Ext-T)%(AG-T) |
y . 0 9,4 -2 - 21,27
utan e
0,2 22,36 25,93 + 17,57
dl
0,5 17,40 4,60 + 26,43
0 8,91 2,62 + 27,15
Hutant
0,2 10,79 2,67 + 24,70
a2 -
0,5 238,30 3,30 + 31,09
Mutant ; O
‘uégl 0,5 24,90 7,10 + 20,51

ot

TABLEAU He V ¢ TI3T MALS NATIY - TiFLUBNCE
1 LA RICHES3E DS MILISAUX
LN TRYDTOPHANE.
Valcurs des pourccentages dl'allongement des lots traités

nar lecs cxtraits par rajrport aux deuxn téaoins T ct AG.
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On pout égaleuwcnt notor cuce la réponse cu mutantg d2

b 3o

cat toujours supéricurc & colle du mutant dl, celle du su=

L

tant a5 veoaant s

"o
H

da

Dans cctte expéricnce, le tryptophana pcu

- indirccteient, cn favorigant la multiplication

des bactéries.
- directciient, sans provoquer de modification du

nombre dcs micro~organismes, mals cn accrols-
sent, grice a une plus grandce disponibilité de

tryptophanc, lcs synthésceg de gibbérellines

Afin de vérificr liune ou llautre de¢ ces hypothéscs

nous avons réalisé 1leupérience suivante ,

3 ~ Dosage dc troublc @

4 1l7aide ¢'un colorimétre, nous avons orocé-
dé 4 unce mcsurc de trouble dans leos six uilicux de culture,

5> senmalincs apres lonsoucencoment,
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Plus la trangualssion des
»nlus 12 noubre de bactérics

innortant. dous avons »nris pour

...
[
o]
5

des rayons lunincux dans le wilicu sans tryptovhane, Les ré=-

[

sultats obtenus sont cuprimés sur le graphicuc de la figure

hYa 4

w° I »nage £3, La leccturce de cette courbe montre que

a) lc tryntonhanc 2st indispensable au développenent des
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bactéries : pour une dose tris faiblc dc tryptophane (0,1 g/l),

- .

la multiplication dos bactérics est déja trés intensc,

ye

b) 1ltacceroissencnt du nombre dcs Lach

¥
Ty

eri

<
[&]

jusquta la dose dec 0,3 g dc tryptophanc par litre.
c) dc 0,3 g & 0,5 var litre liaccroisscucnt continue

mais en sfatténuvant nrogresssivencnt,

L « Comparaison decs résultats ct conclusions

—

Il cst 4 notor la sinilitude dfasodect des
courbes obtenucs au cours des trois Studcs nrécédeatos,
Plusicurs conastatations sont & retonir !

a) l'abscncc de tryptophane dans le milieu entra
normalcucnt unc absence dlactivité du tyvne gibbérellinique,

b) on n: pout, grlcc A& 1'étudc dc trouble, affirmcr que
1o tryptovphanc intcrvicnt commc wrécurscur cans la synthésc
des subestances étudiées, Il nc fait guc favoriser la aulii-
plication dcs bactérics,

c) la doze de 0,3 g/l ds tryptoohane cst sufiisanto.

d) le mutant d2 nontre la réponse la plus nctte avec

lcs trois nilicux étudiés,

s est trés rapids
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Les résultats des travaur quce nous venons 6o

O
47}

réscacer mettcnt unce nouvwvelle fols en évidonce la produce

tion d¢c¢ substanccs du groupce des gibbérellincs per le Da-
cillus licheoni ttro¥ our un milicu rie

che cn trypteophane,

1°) Mous avone choisi diétudicr liactivitd de ces subse—

3 X 7 - - r o~ - - o= -~
tanccs 4 liaide do doux tests bLiologicues
[ L

s

- Le test avoine @ la variété HOIRE DD OVLNoounT

utilisd¢e dans les conditions précisées nar la tra-

vail dc DEBRY (196%5) a cdonné des résultats satisge-
faisants, Gr&cc & la grandc szcnsibilité do co test
il noue a &té possible d¥éveluer approximativencnt
la concentration de ccs substances dans les diffée-
reants milicux. I1 scmble gue cottc concontration
soit voisine dc 10~10 graume par litre dans lcs
neillcurcs conditions,

~ Lo test mals nain, narticulisrencnt snécifigue de

[
9]

gibhércllincs et smploye pour la nroemiére fois dans



c: type dtétude a confirmé les résultats pnrécécdents,
Hous avons ovtenu docs réponses (ilfirontss avee les

trois variétés de mals nain utilisées (d1, d2,d85).

2

té obscervécs sur

O

nonses lcos plus noties ont

lc mutant d2 ¢t & un degré woindre sur le mutant 45,

4

Plusicurs conditions néccssaires auv dévclonpement dos

nicro-organismes dans le wilicu de culture peouvent e
trc préciséos
- Les subastances gibbérelliniqucs apparvaissent trés

t8t dans lc niliocu ot leur production atteint unc
guantité naxinale aun bout dlenviron 2 a 35 senaincs,
Bllc tend a décroitre cnsuitce, Une durée dfiancubae

tion des milicux de 3 senaincs a la tcapérature de

37°C ecst donc su

s
=
}-,'
9]
&)
ot
[y3
6]
.

~ Il somblec gue la quantité de tryptltophane optimalc

I1 nc nous a nas été possiblc dz déterminer la naturec
chlnique des gibbérellines nréscntes dans le milicu,

Il sc pourrait que plusicurs types do gibbérellines

soicnt synthétiedcs par lo Bacillus lichenifeormis, Clest
ce quiil scrait intéressant d'étudicr &4 condition de dis-

noger dez Cifférentes gibbérellincs connuss et dun none

bre plus grand dec variétés de nais nains,

Le fait que cee substances soisnt produlites au début do
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o7

liincubation permet dc nengser ¢uwellcs scraicnt synthé-

.

tisées lors &2 llactivité ncrmalc des bactérics ot no

)

B

résultcralcent pas de transt

4

ormations cuaimicucs ducs

iPous avone chorché A préciser 1o rdlc du tryptovhanc .

Sa préscnce cst indispensable au dévceloppoment dos bhace

mer ¢u'il intervicnt dircctoment dans la synthése dos

&n ronplagant le tryptophanc par dlauntires acides

aminés dans le ailiecu d¢ culturc, il sored

}_J
<
T
@
X
G2
e
5
©

Posgible de savoir dans qucelle nesure il cst indispen=-

ble. On pourrait alors, dans cos conditions, lui ate
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