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ACTION DE SUBSTANCES DE CROISSANCE ET

D'INHIBITEURS METABOLIQUES SUR LA TE-

NEUR EN ACIDES CETONIQES DE TISSUS DE
TOPINANMBOUR CULTIVES "IN VITROM




- ABREVIATIONS UTILISEES -

A.D.P. : acide adénosine diphosphate
A.T.P. : acide adénosine triphosphate
A.T.A. : acide p—indolylacétique

2,4 D. : acide 2,4 dichlorop@énoxyacétique
AN.A. : acide o -naphtylacétique

CoA : Coenzyme A |
D.N.P.H. : dinitrophénylhydrazone

P.F. : poids frais

P.S. : poids sec

I.R. : intensité respiratoire

Q.R. : guotient respiratoire

NJG : azote total

Np : azote protéigue

NS : azote soluble

ex ‘ ¢ explantat



A Ce travail de recherche fut effectué au Laboratoire
de Physiologie végétale de Faculté des Sciences de Lille.

Je tiens & manifester toute ma gratitude et &
adresser mes sinceres remerciements é Monsieur le Professeur
Bouriquet, qui m'a fait confiance pendant cette année de tra-
vail.

Je remercie également, Monsieur le Professeur Hoc-
- |

quette, qui a volontiers accepté de présider mon jury 4'exa-

men, ainsi gque Monsieur le Professeur Guillaume, pour avoir
bien voulu en faire partie. |
Je veux aussi exprimer toute ma reconnaissance et
'ma sympathie & Monsieur Rambour, gui|m!'a initiée aux techni-~
ques du Laboratoire, pour les préciewx conseils qutil m'a
fournis. 1
Que tous ceux gui m*ont aidée, avec toujours beau?
coup de gentillesse, trouvent ici 1'¢xpression de ma recon—
naissance. |




INTRODUCTTION -

Peu de travaux ont ¢été consacrés & l'analyse
des acides organiques des tissus végétaux cultivés "in -
vitro". I1 faut toutefois signaler ceux de Hildebrandt
et Riker (18) sur des cultures de tabac, ainsi que les
comparaisons faites par Scott, Burris et Riker (45) sur
des tissus normaux et tumoraux de Soleil.

D'autre part, voulant démontrer l'existence
du cycle tricarboxyligue chez certains végétaux, Sapp
(43) montre gqu'en fournissant de ll'acétate marqué & des
tissus de galles de Soleil, on observe le marquage de
1! L-cétoglutarate et du malate ; de plus il réussit &
bloguer le cycle de Krebs en leur fournissant du fluoro-
acétate.

Enfin, Faludi et Daniel (11) étudient 1'influen-
ce du 2,4 D. sur la croissance et la teneur en acides cé-
tonigues de tissus de pomme de terre. De fortes concentra-
tions (toxiques)provoguent un abaigsement du taux d'acides
o-cétoniques, alors gue de faible‘ doses l'augnmentent.

I1 nous a paru intéressant d'étudier 1l'influen—
ce de différents facteurs de croisgance sur la teneur en
acides cétoniques de tissus de Topinambour cultivés "in )
vitro". De nombreux travaux ont)en effet,déja signalé que
les substances de croissance naturg¢lles et synthétiques
interviennent sur le métabolisme 11é & la mise en oeuvre
du cycle de Krebs,

Des 1953, Leopold et Guernsey (28) travaillant
sur des mitochondries de tomate, peénsaient que les auxi-
nes agissent au niveau du métaboliéme de l'acétylcoenzyme 4,
en causant la disparition par voielenzymatique du groupe-~
ment ~SH libre du CoA, formant avec ce dernier un thioes-—
ter. Cette hypothese fut supplantée par des travaux récents



de Kim et Bidwell (25) montrant que 1%A.I.A. intervenait -
sur l'entrée de l'acétate dang le cycle de Krebs par dé-
carboxylation du pyruvate, alors que la carboxylation de
celui-ci était inhibée. Ils concluaient gque les auxines
(A.I.A., ou 2,4 D.) avaient un effet|soit sur l'opération

de la co-carboxylase (enzyme & thiamine pyrophosphate),

soit plus vraisemblablement sur le ﬁyCle de régénération‘
de l'acide lipoiIque. !

D'autre part, Sarkissian (44) montre qu'i des

concentrations faibles, 1¥A.I.A. augmente la synthese du

citrate & partir de la condensation!de l'acétyl CoA et de
l'oxaloacétate, grice & la citrate synthétase. De fortes

{4 .
— &

concentrations dfauxine inhibent aulcontraire ltactivité

de cette enzyme., L'A.I.A. influe de\la méme maniére sur

une réaction du cycle glyoxylique en agissant sur la ma-—

late synthétase ; cette enzyme permet la synthése du ma=—
late par condensation de l'acétyl CoA et de l'acide glyo-
xylique. '

Travaillant sur des cultures de fragments de
tubercules de Topinambour en présence de différentes doses
d'auxine, Rambour (42) remarque, aprés 60 jours, la pré-
sence d'acide citramalique d'autant plus importante gque la
concentration en auxine est forte. Trouvé par Hulme en 1954
(20), dans la pulpe de pomme, cet acide résulte de la fixa-—
tion du groupement méthyle de l'acétate sur la fonction cé-—
tonique du pyruvate par réaction d'aldolisation (Carles) (8).
- Le métabolisme de l'acide citramalique fut d'abord précisé
chez les bactéries par Barker (1958) (36), l'enzyme mise
en jeu étant décrite comme pyruvate transacétase.

Puis, Jolchine (24) en 1961, montre gue dans les feuilles
de Bryophyllum daigremontianum, cet acide citramalique est
un intermédiaire dans la synthese de lacide glutamique.



Lioret (29) en 1963, retrouve cet acide dans
les tissus de Crown-gall de Scorsonere et apporte des
précisions quant au mécanisme de synthése.

Enfin, Losada, Canovas et Ruiz Amil (31) travaillant sur
la levure de boulanger, ont mis en évidence une nouvelle

- enzyme analogue a la citrate synthétase et la malate syn-
thétase : la citramalate synthétase qui, par l'intéraction
du groupement méthyle de l'acétyl CoA avec la fonction cé-
tonique du pyruvate,catalyse la formation du citramalate.
Ils ont également montré gue l'oxalate, qui inhibe la car-—
boxylation du pyruvate en oxaloacétate stimule la synthése
du citramalate, sans inhiber,toutefois,la synthése du citra-
te par condensation de 1l'oxaloacétate et de l'acétyl CoA.
Ainsi, dans la levure, le citramalate est formé par conden-—
sation directe du pyruvate et de l'abétyl CoA sans passer
par le citrate ou le cis-aconitate. Et il n'est pas exclu
que dans différents types d'organismes, contenant de la
citramalate synthétase, la formation| de glutamate emprunte
une voie différente de celle de l'a-cétoglutarate.

Nous avons donc étudié, tout d'abord, les varia-
tions de tmeur-en acides cétoniques dans des fragments de
tubercules de Topinambour cultivés eh présence de doses
variables de différents facteurs de proissance : A.I.A.,

2,4 D. et A.N.A.
Puis,pour une dose déterminée dA*A.I.A. et de 2,4 D., nous
avons fait agir deux inhibiteurs spéeifiques du cycle de
Krebs : l'acide malonique et le fluoroacétate de sodium,de
-fagon & provoquer éventuellement des?modifications du mé-
tabolisme du glutamate et & analyserlles variations en aci-
des cétoniques des colonies tissulaires ainsi traitées.




TECHNIQUZES | i

I. CULTURES DES TISSUS DE TOPINAMBOUR.

La technique utilisée esi celle décrite par
Gautheret (1959) (14).

A, Les milieux de culture

Le milieu nutritif solidifié par de la gé-
lose & 0,9 p.100, comprend du glucose (3 p.100) et les
sels minéraux de la solution de Knop3diluée de moitié,

dont la composition est la suivante i

(NO3)2 ® & & 5 & 9 ¢ 5 6 0 PO O S P S Oe ST 0SS e s O’Sg

NO3K .'.0.00..0-0-.0..'ll.tconc..o'\:o’125g
SO4 Mg’ 7H20 e e s s s s e ns s sessLse s O,125g
P04K ® © 8 O 5 8 6 59O OO PN S SO E P NN e e O,125g
eau distillée Q. S+ Pefe ceveecses 1000 ml

A ce milieu de culture, nous avouns ajouté, selon
les cas, divers facteurs de croissance : l'acide @-indo—
lylacétique (A.I.A.), l'acide &-naphtylacétique (A.N.4.),
l'acide 2,4 Dichlorophénoxyacétigue (2,4 D.). Ces substan-
ces sont préparées & une concentration donnée : solution-
mére (en général 1073 g/ml) & partir de laguelle, par di=-
lutions successives, on peut obtenir des concentrations
plus faibles (1074 ..... 10719 g/m1).

Les milieux de culture sont répartis dans des tubes & essais
et stérilisés & l'autoclave (20 mn & 115-120°),



Parfois, outre les substances de croissance,
nous avons ajouté des inhibiteurs et ajusté le pH & des
valeurs déterminées. Dane ce casg, nous avons utilisé un
milieu liquide identique & celui décrit précédemment,
si ce n'est gqu'il ne contient pas de gélose. Les explantats
sont maintenus & la surface du milieu de culture au moyen
d’un support de papier filtre sans cendres selon la méthode
imaginée par Heller (17).

B. Stérilisation des organes et mise en culture

Les tubercules sont épluchés et stérilisés
par lihypochlorite de calcum & 90 g/l. pendant 75 minutes.
Ils sont ensuite lavés par trois bains successifs d'eau
stérilisée pour éliminer la solution antiseptique. Les
tissus périphériques sont tués et se décolorent. Ils sont
éliminés aseptiquement ; puis, on découpe les organes en
cubes aussi réguliers gue possible. Ces fragments intro-
duits dans le tube, sont enfoncés dans le milieu gélosé de
3 % 4 mm, ou bien posés sur le support en papier filtre,
en prenant soin que la partie inférieure des explantats
plonge dans le milieu liquide sur 1 ou 2 mm.

C. Conditions expérimentales

Apres ensemencement, les tubes sont capu-
chonnés au moyen de papier d'étain-pour éviter la dessicatic
sans empécher les échanges gazeux, puls placés dans une
piéce éclairée 12 heures par jour par des tubes lumines—
cents, dont la température est maintenue & 220°C % qo(,

Nous avons ensemencé des louts de 24 tubes, ce qui permet
compte tenu des pollntions de faire des mesures sur au moins
20 explantats.



II. MESURE DE L'INTENSIE ET DU QUOTIENT RESPIRATOIRES

Les mesures manométriques de respiration sont
réalisées avec un appareil de Warburg.
Les explantats sont placés dans des fioles de volume connu
VEf, elles mémes relides & un manomeétre contenant du ligqui-
de de Brodie, dont le volume jusqu'au trait de repere 150,
est également connu : Vm.
Afin de maintenir une certaine humidité, v ml de milieu 1li-
quide ou d'eau distillée, sont introduits dans la fiole.
La pression et la température pouvant varier dans le labo=-
ratoire au cours des mesufes, on prépare une fiole ne con-
tenant aucun explantat et servant de thermobaromdtre.
Les mesures s'effectuent tod%es les dix minutes pendant
une heure; Puisque tout le C02 est absorbé par'de la po~-
tasse contenue dans le bras latéral de la fiole, les varia=~
tions de pression traduisent l'absorption d'oxygene.
Dans les fioles contenant le matériel étudié, la variation
de pression est égale & celle indiquée par le manométre cor-
respondant, diminuée de la variation algébrique de pression
du thermobarométre. '
Le volume gazeux de l'ensemble fiole-manométre est :

V = (Vf + Vm) -v 7

Soit h la variation réelle due & la|réaction étudiéde, le
volume d'oxygéne échangé est donné par la formule

Vx273 + vxk ' ~
h x iy T hx K
10 000 ‘

0y
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K est une constante propre & un enstbIe fiole + manometre,
Connaissant la quantité d'oxygeéne apsorbé, le poids des
explantats, la durée de l'expériencé, on en déduit l'inten-
sité respiratoire I.R., qui est exprimée en microlitres,
par gramme et par heure.
Les mesures de quotient respiratoire s'effectuent de la
méme fagon que précédemment, si ce m'est que le bras laté-~

ral ne contient pas de potasse. AinTi le gaz carbonique
n'étant pas fixé, et les variations}de pression mesurées,
traduisent & la fois les échanges de 0, et de CO,.
Connaissant les modifications de pression dues & l'absorp-
tion d'oxygeéne, celles dues aux variations simultanées da'0Q
et de CO,, on calcule la quantité de Co, dégagé, h, étant
la variation réelle correspondant au 002°
Le volume de gaz carbonique est donné par :

Xco2 = h1 X K1

2

/K.l étant une constante du méme ordre que K, mais concernant
les échanges de CO,.

Expriment le volume de 002 dégagé en microlitres, par
gremme et par heure, le quotient respiratoire nous sera
donné par le rapport de ce volume et du volume d4'0

QRe =V -

20

v
Oy



ITI. ANALYSE DES COMPOSES AZOTES

Afin de rendre compte| des synthéses de matié-
re vivante au sein des colonies tissulaires, il est inté-
ressant de doser l'azote sous ses| différentes formes.

N

(azote protéique)

‘ |
N, (azote total)

8
(azote soluble)

Azote minéral Azote organique

A. Technique de séparation N_ - Np

Les colonies pesées, sont séchées par
lyophilisation pendant 48 heures. Le rapport poids sec -
poids frais donne le pourcentage en eau des explantats.
Aprés dessication ceux—ci sont broyés dans un oyeur &
billes et la poudre obtenue est passée & 1l'étuve & 70° C
pendant 30 minutes envi:on)pour éliminer 1'eau restante.
Nous pesons 400 & 500 mg de poudre sé&che & laguelle nous
ajoutons 10 ml d'eau distillée ; le tout est laissé 5 mi-
nutes & température ordinaire, puis 30 minutes dans un
bain-marie & 60°C,

Aprés avoir laissé refroidir, nous ajoutons 10 ml d'acide
trichloracétique (A.T.C.A.) & 10 % pour précipiter les
protéines en laissant reposer 12 heures & température or-
dinaire dans une fiole de 30 ml bouchée.

Lt
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L'azote protéique est séparé de 1'azote soluble par fil-
tration sur verre fritté et papier filtre sans cendres,
sous léger vide. '

B. Méthode de minéralisation de KJELDAHL

Le résidu solide sert & déterminer 1'Np,
le filtrat & évaluer 1'Ns. Ils sont introduits dans des
ballons de Kjeldahl ou nous gjoutons 10 ml de H2804 con-
centré et 500 mg de catalyseur au ~élénium. La minéralisa=—
tion est ®erminde 3 heures aprés la décoloration. Aprés
refroidissement, nous vidons le contenu des ballons dans
des fioles jaugées de 50 ml, et nous complétons & 50 ml
avec les éaux de ringage ¢._ de l'eau distillée.

C. Dosage & 1l'aide de 1'appareil de PARNASS
et WAGNER

Nous introduisons tout d'abord 5 ml de
liqueur, puis 2 gouttes d'hélianthine, et enfin de la
lessive de soude concentrée en excés. Nous recueillons
1'ammoniac dans 10 ml d'acide borique & 2 %, puis nous
dosons l'ammoniaque dans l'acide borique par HC1l N/100,
apres avoir ajouté quelques gouttes duw réactif de Tashiro
gui, du rose,'vire au vert au poiﬁt de neutralisation.

Ce réactif est composé d'une solution alcoolique de méthyl
rouge & 0,2 % et d'une solution alcoolique de bleu de

méthyléne & 0,1 % (v/v) ; il est |renouvelé tous les jours
et conservé & l'abri de la lumidrg.,




D. Calculs résultant

- 10 =

, Soient p, le poi
au départ, exprimé en mg, et N le
versés, nécessaires pour la neutr

la réaction s'édecrit

NH,OH + HCL > NH,C

4

4

1 litre de HC1l cs
a 0,14 g d'azote, le dosage s'eff
de 5 ml dans 50 ml de ligueur, on
d'azote contenue dans 1 ' g de subg

Or,

1

d'un titrage acidimétrigu

ds de poudre séche pris
‘nombre de ml de HC1l N/10
plisation de l'ammoniague

H,0

+ Hy

ntinormal correspondant

ectuant avec une prise
en déduit la quantité

tance séche

0,14 x N x 10 x 10°

- 1,4 x N
103 X p

P

80it 1,4 x N x 109
D

mg d'azote so

Et 1'azote total s'exprimera par

tats respectifs : Nt = NS + NP

IV. METHODES D'IDENTIFICATION DES

g d'azote

it soluble, soit protéiqu

la somme des deux résul=-

ACIDES CETONIQUES

: Etant donné la grande
plupart des acides cétoniques, il
transformer ‘en composés plus stab
possibles, ce sont les dinitrophé
gui ont paru les plus appropriés.

instabilité de la

est souhaitable de les
les. De tous les dérivés
nylhydrazones (D.N.P.H.)

Les acides cétoniques qui nous intéressent existent &

1'état pur et sont disponibles co

mmercialement.



A. Préparation des D.N.P H. d'acides céto-
nigues selon SMITH| et M.J. SMITH (46)

Un demi gramme d|'acide cétonique est

dissous soit dans 10 ml d'eau désionisée, soit dans

10 ml d'eau contenant l'équivalen% de bicarbonate de
sodium, selon la solubilité de l'acide.

Un léger exceés d'une solution de 2,4. dinitrophénylhyra-
zine dans HCL 2N (& 0,5 %) est ajouté, et les D.N.P.H.
commencent & cristalliser presque immédiatement. La réac-
tion est complete en une ou deux heures & la température
de la piece ou en 20 & 30 minutes & 37°C.

Ces D.H.P.H.,.solubles dans l'acétate d'éthyle, sont ex-
traits dans 20 ml environ de ce solvant.

Les solutions ainsi préparées, peuvent &tre conservées

au réfrigérateur pendant 10 & 15 jours. .

La transformation chimique & l'origine de ces dérivés,'
peut s'écrire :

\ \ )
,C =0+ H)N - NE -@NOz-—)/c = N-NHE ~{_)-NO, + H,0

Fonction  2,4. dinitrophényl D.N.P.H. Hydrazone
cétone " hydrazine

L'identification des D.N.P.H. d'acides cé-
toniques peut €tre effectuée par différents procédds.

B. La chromatographie de partage sur papier

Cette méthode a été décrite par Smith
et M.J. Smithl(46). Les chromatographies ascendantes sont
effectuées sur papier Whatman n°4 dans des cuves placées
& température constante (25°C).



Comme Smith, nous avons retenu lg chromatographie unidi-
mensionnelle : certains D.N.P.H.| d'acides cétonigues
(pyruvique et glyoxylique) se détomposent en effet en
deux isoméres qui donnent deux taches en une seule di-
mension et donneraient quatre taphes en chromatographie

bidimensionnelle.

Nous avons essayé de nombreux solvants

utilisés pour la chromatographie de ces composés.
(a) n Butanol - Ethanol - Eau (70-10-20) (Smith) (46)
(b) n Butanol - Ethanol - Ammoniague 0,5 N (70-10-20)
type de solvant utilisé par Mme Jerebzoff-Quintin (23)
(c) Isopropanol -:.Eau - Ammoniague (200~20-10) (Smith) (4
(d) Phénol saturé par Na2003 & 10 % utilisé par Mme
Jerebzoff-Quintin. (23) et par Meister et Abendschein (33)
par méthode ascendante. :
(e) Méthahnol - benzdéne — 1 butanol - eau (40-20-20-20)
(Jerebzoff-Quintin ) (23) (Meister et.Abendschein) (33)

La purification du phénol présentant de nom-
breux inconvénients et le solvant (d) n'étant pas plus
satisfaisant que les autres systeémes, nous avons retenu
pour la suite de nos travaux le systéme (c¢) qui donne les
meilleures-séparations.

2. Méthodes de localisation

it T > ) s o s T . S S S T S - o —— o o T

Nous déposons un minimum de Syg de DNP
hydrazones d'acides cétoniques & 5 em du bord d'une
feuille de papier Whatman n°4 de 39,5 x 40,5 cm.
Lorsque le solvant a atteint le sommet de la feuille,
le chromatogramme est séché sous une hotte ventilée.
Tous les D.N.P.H. hydrazones sont jaunes et 5 & 10 rrg

sont aisément visibles aprés séchage.



- 13 -

Néanmoins, les D.N.P.H. absorbent la lumidre dans la
région des U.V., et apparaissent ainsi comme des taches
sombres sur le chromatogramme. Cette méthode trés sen-
sible, permet de détecter jusqu'is 1 p g de D.N.P.H.
L'observation peut &tre complétée aprés aspersion du
chromatogramme patr une solution de soude alcooligue &

2 % (Smith)(46) (Jerebzoff-Quintin) (23).

Ce révélateur donne une coloration des taches différente
selon les acides.

3. Valeurs des Rf de D.N.P. ydrazones

T Tkl v S ot S s S S S YD S (it s g i s ey i e s pn S ity s e e s s e s s e

d'acides _cétoniques témoins ‘

- — T — i S s S St s g Ui Sts b B e e o S TR W St Y. et S W

D.N.P. hydrazones : RE
Isopr./Eau/Anm.

Couleurs données

d'acides cétoniques par le révélateur

86 04 66 B v 0% 84 49 ¢ 69 op S5 S0 ¢s 89

D.N.P. hydrazine : 0,98 brun pile
OA : oxalo-acétate ; 0,35 brun vert
KG : cétoglutarate : 0,32 verddtre
0S : oxalosuccinate ° 0,31 | verdétre
P : pyruvate : 0,94 / 0,85 © brun

: 0,95 /. 0,76 © rouge

G : glyoxylate

i

© : composés donnant deux taches a/b.

Cette technique chromgtographique donne une ‘
bonne séparation des acides pyruvique et glyoxylique.

C. L'électrophorése s&r papier

Nous nous sommes |[référés aux méthodes
décrites par W.J.P. NEISH (37), ef nous avons utilisé la
cuve & électrophorése SHANDON.

|
f
i



- 14 -

Afin de compléter les résultats obtenus en chromato- .
graphie, nous avons essayé différents électrolytes
proposés par Neish, afin de séparer les D.N.P.H.

(a) tempon Mc Ilvaine pH 8

(b) carbonate de sodium 0,05 M
(c) borate de sodium 0,05 M
Les meilleures séparations sont optenues avec le carbo=
nate de sodium 0,05 K. (b)
L'électrophorése.dure 3 heures pohr un voltage de 314
volts, & une température de 19°C, '
Nous utilisons du papier Whatman n°!1 en bandes de 25 cm x
22 cm que nous partageons dans le|sens de la longueur’
afin d'éviter une trop grande rhépphoreése.

A 4,5 cm de la cathode, nous déposons les D.N.P.H. en
taches gqui doivent migrer vers l'@node.

Les électrophorégrammes sont mis & sécher sous hotte ven-
tilée et les procédés de 1ocallsat10n décrits pour la
chromatographie, peuvent &tre appllques.

D.N.P.Hydrazones Distance parcourue

d'acides cétoniqgues en cm.

®e s¢ oo oo

OA : oxaloacétigue
OS5 : oxalosuccinique

os &0 93 oo

KG : « -~ cétoglutarique
P
G

pyruvigue

glyoxylique

SCERN

Les résultats montrent gque chromatographie
et électrophorése se complétent et permettent une bonne
identification d'un mélange de D.N.P. hydrazones. -
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D. Chromatographie sur couches minces

Cette technique de séparation des
2,4. D.N.P.H. d'acides cétoniques est decrite par
E. Denti et M.P. Luboz (9).
Nous avons essayé comme adsorbants, le gel de silice G
(25 g de silice dans 50 ml d'eau, agités pendant 30 & 45
gsecondes) et le gel de silice H, |ainsi que la cellulose
N 300 (15 g pour 90 ml d'eau soys agitation magnétique,
pendant 2 heures).
Nous avons utilisé des plagues dﬁ verre de 20 x 20 ¢cm
et y avons déposé le gel correspqndant sur une épaisseur
de 300 microns. L*uniformité du dépdt était réalisée
avec un appareil Stratomat.

Ces plagues sont séchées & l'air pendant 5 minutes, puis

& 1'étuve & 110 © pendant 30 minutes.
Les solvants successivement employés :

(a) chloroforme - éther de pétrole (75-25)
() benzéne - éther de pétrole (60-40)

n'ont donné aucun résultat positif quant & la séparation
des mélanges. A titre de comparaison, nous avons également
employé le solvant utilisé en chromatographie sur papier
(Isopr./Eau /Am.), sans résultat meilleur.

Aussi, n'avons nous pas poussé plus loin cette méthode

qui ne nous apportait aucun résultat nouveau. .

Cependant, pour mieux contrdler l'identification des aci-
des cétoniques séparés, les D.N.P.H. peuvent &tre réduits
par voie électrolytique conduisant aux acides aminés
correspondants. (Jerebzoff-Smith) (46=23).



E. Réduction des D.NLP.H. en acides amninés =

Identification deg cemposés formés.

Mme Jerebzoff-Quintin pratigualit une
hydrogénation catalytique (pallagium-bore) (G Biserte et
coll.) (4) sur les 2,4. D.N.P.H.| obtenus.

Nous avons tenté d'opérer une réguction électrolytique
des D.N.P.H. & l'aide de l'appareil représenté planche
n°1 et utilisé par Schoonover Dohan (22). Il s'agit d'un
pont KC1l reliant une cathode au mercure & une anode en

platine. La solution & réduire, gui comprend 1 ml de
D.N.P.H. de 1l'acide cétonique, 6 ml d'acide acétique &
50 % et 12 gouttes A'HCL 2N, est placée sur le mercure.
Le compartiment dans lequel plonge l'anode, contient de
1l'acide acétique & 50 %. La réduction est satisfaisante
apres avoir fait passer un courant de 40 mA pendant 30
minutes.

- — " — ot 0o St i s et Gt oy Sy s (g DL s gt ey v i e

Par réduction, les 2,4. D.N.P.H. d'aci-
des cétonigues sont transformés en acides aminés ; mais,
sl nous connaissens bien les correspondances chimigues,il
est cependant possible d'obtenir pour certains composés,
différents produits de dégradation.

Le 2,4 D.N.P.H. de 1l'acide pyruvigue donne par réduction,
de l'alanine.

CH3 NO, NO,
\
2 - - - hoand @
H, + ’,/C = N - NH —<i:>>—N02———+ CH3 /CH COOH + NHj N¢
COOH ' NH,

De méme, le 2,4 D.N.P.H. de 1l'acide glyoxylique donne :
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contact avec f((((
1'extérieur '

robinet

C) Pince A d'ouverture
- (. —,
r )
) )

- Acide

>< ¢l | acétique &
PN ><J Filtre —f—iks 50 %

o s VI
Ll

Dispositif de réduction électrolytique
& cathode au mercure.

Mercure ou plonge 1l'électrode correspondant & la cathode : “"a"

- Pont KC1

- Plague de platine correspondant & 1l'anode
- Solution & réduire : - 1 ml de D.N.P. Hydrazone

- 6 ml d'acide acétique & 50 %
- 12 gouttes d'HCL 2N

PLANCHE N° 1
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du glycocolle:

H NO,, , | | NO,

> - | A
_C=N-nH NO,— H - OH - COCH + NH, NO,
COOH NH2

¥

De la méme fagon, le 2,4 D.N.P.H. de l'acide cétoglutari-
gque

COCH - CH2 - CH

2 NG,
_C=7- NH4tj»N02
COOH _

donne de l'acide glutamique :

COOH - CH, -iCH, { ?H - COOH

NH

2
2

Et enfin, le 2,4 D.N.P.H. de l'acide oxaloacétigue :

COOH - CH, - qg - COCH NO,
COOH

Donne de l'acide aspartique : COOH - CH2 - CH - COOH

o ‘ i\TH2
Mais aussi, par dégradatiom succéssives, de 1l'«-alanine
et p-alanine.

Le résultat commun de ces réductions est la 2,4 Dinitro-
aniline. | .
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_ Les acides amings obtenus sont séparés
par chromatographie bidimensionnelle de partage sur pa-—
pier et révélés & la ninhydrine suivant la fTechnigque
décrite par Biserte et coll. (4). '

La chromatographie unidimensionnelle n'est pas suffisante
pour séparer les acides a@inés ie mélanges complexes.
Elle ne nous a servisqu'a titre de vérification rapide
pour chague D.N.P.H. témoin, réduit.

Les chromatographies sont réalisées avec du papier What-—
man n°l. La premiére phase se fait par écoulement continu
et descendant de la phase supérieure du solvant de Part-
ridge : butanol / acide acétique / eau (4-1-5), pendant
48 heures.

Les chromatogrammes, séchés & température ambiante pendan-
24 heures, sont ensuite soumis au paSsage, suivant une
direction perpendiculaire, du second systéme solvant :
solution aqueuse de phénol & 90 % (v/v) saturée d'eau,
atmosphere d'ammoniac et d'acide cyanhydrique. La migra-
tion dure environ 18 heures. -

Les chromatogrammes sont alors séchés pendant 24 heures:
& l'air libre, puls pendant plusieurs heures & 50°C afin
d¢liminer toute trace de phénol.

Les chromatogrammes sont révélés avec le réactif 2 1la
ninhydrine (dans 100 ml de n-butanol contenant ip.100
d'acide acétique est dissous 1 g de ninhydrine). Aprés
un chauffage de 5 mn & l'étuve & 100°C, 1l'emplacement Jdes
acides eminés est marqué par l'apparition de taches bleues
ou violettes.
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V. EXTRACTION DES D.N.P.H. D'ACIDES CETONIQUES A PARTIR DU
MATERIEL VEGETAL.

Plusieurs méthodes ont été décrites et nous
avons réalisé deux dlentre elles.

A. Technigue préconisée par A.I. Virtanen (48)

1. Irensformation en D.N.P.H.

Dans un mortier, nous broyons 10 g de ma-—
tériel avec 10 ml de NaOH 2N, qui ameéne le pH & environ 13,
Le tout est filtré, et le mortier ainsi que le précipité sont
lavés avec 200 ml d'une solution d'acide trichloracétique &
8 %. Le pH de 1l'extrait est ainsi porté & 1. La solution est
ensuite centrifugée ; puis nous ajoutons au surnageant 10 ml
d'une solution & 1 % de 2,4 Dinitrophénylhydrazine dans S0,H,
- 5N, Ce mélange est laissé & la tempér§ture du laboratoire
pendant 1 heure.

2. Exgraction des DNPH

La solution de D.N[P.H. est agitée avec
de l'acétate d'éthyle jusqu'd ce que l'on ne puisse plus ob-
tenir de composé coloré. Puis, nous agitons les extraits avec

de petites quantités de CO3N32 jusquﬁé ce que les nouvelles
phases sodigues soient incolores. ‘

A celles-ci nous ajoutons SO4H2 2N juéqu’éwce gue la réaction
soit acide. Nous extrayons ensuite les composés jaunes avec

de l'acétate d'éthyle et nous séchons avec SO4Na2 anhydre pen-
dant une nuit ; le sel est alors séparé et lavé avec une peti=
te quantité d'acétate d'éthyle. |

Les solutions combinées d'acétate d'éthyle sont ensuite éva-
porées sous vide jusqu'a environ 1 ml.
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L'élimination des acides gras qui pourraient
empécher la migration chromatographigue des D.N.P.H., se fait
sur une colonne constituée en quantités égales de "bentonite"
et de “"célite 545". |

B. Technicue recomrandée!par Isherwood (21)

Isherwood et Niavis|qui ont critiqué cer—~
taines méthodes, non satisfaisantes quantitativement, fondaient
leur. technique sur le principe selon lgquel : "il es?t meilleur
dlazréter l'activité enzymatique en refroidissant & basse tem-
pérature, puis d'inactiver les enzymes |{par traitement chimique.
tandis qu'ils sont.en état dlarrét".
Le'matériel végétal {5 & 10 g) placé ddns une capsule métalli-
gue est congelé par un mélange de neige carbonigue et dlacéto-
ne pendant 3 mn.

|
f
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Les explantats congelés sont mis dans 50
ml d'acide métaphosphorigue & 5 %, maintenu & 0°C, et broyés
& grande vitesse. Aprés broyage, on laisse macérer le toutb
pendant 10 mn. Le mélange est centrifugé & une tempdrature
voisine de 0°C pendant 10 mn & 10500 tours/minute. Les culots
sont repris par 50 ml d'acide froid, et centrifugés de nou-
veau. Une troisiéme opération identique est faite lors de
recherches quantitatives.
Nous ajoutons & l'extrait 20 ml de dinitrophénylhydrazine &
1 % dans SO4H2 5N (conservé au froid et renouvelé chaque se-
maine) ; le tout est laissé & la température ambiante pendant
1 ou 2 heures, ou bien a 37°C pendant 20 mn.
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2. Extraction des D.N.R.H.
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Les D.N.P.H. gui ont

précipité sont ensuite

extraits par 40 ml d'éther dépourvu de péroxydes. L'extraction
est renouvelée trois fois. L'extrait éthéré est alors agité

avec un léger exceés de solution saturée

de NaHCO3 (environ

40 ml), de telle sorte que le pHmwste définitivement alcalin.

Une seconde extraction est effectude av

ec 15 ml de NaHCO, et

3

les émulsions gui ont pu se former, sont élimindes. L'extrait

bicarbonaté est alors acidifié avec SO4
que le pH final atteigne 2.

Les D.N.P.H. qui se trouvent alors en m
en 3 fois, avec du chloroforme lavé & 17

d'éther (v/v).

- e e e i S T B T oot Mt M i S et

H2 3N de telle sorte

ilieu acide sont extraits
cau et contenant 15 %

sés dans 1l'acétate

o s Gl S e, e S s WA S G W B Y Sl P
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Le solvant est éliminé par passage d'air

froid ventilé et l'extrait organigue jaune, cristallisé sur
les parois des fioles,est dissous dans 0,5 ml d'acétate d'éthy-

le.
En:fait, cette méthode differe peu de 1

a précédente, mais a

llgssai, elle s'est révélée nettement plus efficace,vraisem—

blablement par suite de la fixation du matériel ¥gédtal & bas~

se température, ce qui évite des réacti

ons secondaires.

Aussl avons-nous mis en application cette technigue pour la

suite de nos travaux.

VI. APPRECTATION QUANTITATIVE DES ACIDES CETONIQUES CONTENUS

DANS IE WATERIEL VEGETAL

Ayant mis au point une technigue de réduction

électrolytique satisfaisante pour des D

.N.P.H. d'acides céto~
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niques témoins, nous avons pengé évaluer le quantité d'acides.
cétoniques d'apres la détermination quantitative des acides
aminés obtenus. '

A, Détermination guantitative des acides aminés
produits per réduction des D.N.P.H. d'acides

cétonigues

Lederer propose ung détermination directe
sur papier, procédérapide et facile. Cette méthode est basée
sur la comparaison visuelle des taches apres une chromatogra=
phie monodimensionnelle. Il s'agit delcomparer sur 1le méme
chromatogramme la.dimension et l'integsité de coloration de
la tache formée par un acide aminé avec une gamme témoin oOb-
tenue avec des quantités connues de ceé méme acide.

Néanmoins, la précision dlune telle méthode est faible ; elle
ne peut €tre utilisée que d'un point de vue semi-quantiltif.

Jerebzoff=Quintin (23), aprds chromatographie sur papier et
révélation des acides aminés, évalue éeux—ci par densitomé-
trie selon la technigue décrite par Biserte, Dautrevaux et
Boulanger (5).

Il est indispensable d'opérer dans une atmosphére exempte
d'ammoniac et de comstruire des courbes témoins pour chaque
acide aminé.

e,y s v b Y . Vo, . —— — ———

La révélation des chromatogrammes doit se
faire toujours dans les mémes conditions et d'une fagon un
peu différente de celle pratiquée habituellement.

Apreés seéchage, les chromatogrammes sont trempés dans le réac-
tif & la ninhydrine dont la formule est : (Bell et al.) (3).



- 24 -

2 oN THONYIJ

*UOT}BIJUSOUOD anaT op \QObuos us

SUTOLID] BYUTUEB £9PTOB,P SUTIPAYUIU BT B UOTLBIOTOO BT Op 91 I8ULUT

sutuUBTE-~ YW Sretttaeeann
snbtjaedse opIoy o —
anbTweinTd OPTOV ;e e e — .
8TT0000LTH
gd us SUOT4BIFUSOUOY ‘
<O $°L S , e
i ,
= - 200
~ .
. B K .\. \\\ .... 8
.\ g -~ ..-
. L -~ -t
, : \ \\ K4 i
’ \. ;\\\ .
" P I L
. _ . : .
) \\ \\.\ - .
\.\. \\\ . ..s‘ o 3 _‘uO
\u .\\\ \;\
.\- _” - -.‘
.\ . -7 - P
,a\ \\ .o.
.\ \\\ ~\.‘
\\ \\ o
g R
- L4
3 anbTado

91 TSUS(



- 10 g de ninhydrine
- 900 ml d'acétone ~
- 100 ml de tampon phosphate 0,05 M de pH 7
( phosphate disodique 0,380 g/l
( acide citrique 0,960 g/1
Les chromatogrammes sont ensuite égouttés et
séchés pendant 1 heure dans une atmosphére dépourvue d'ammoniac,
puis mis & 1l'étuve & 37°C pendant 15 heures.
Les surfaces englobant la totalité‘de la coloration et des sur-
faces voisines de mdme dimension servant de témoins, sont décou-
pées dans le chromatogramme et éludes chacune par 5 ml d'acétone
contenant 25 % d'eau ; le tout est agité de fagon discontinue
pendant 20 mn.
Les débris de papier sont séparés par centrifugation ou par sim-
ple sédimentation et 1l'intensité de coloration est mesurée im-
médiatement au spectrophotométre, & 5750 i, contre le témoin.
Biserte signale gque la précision obtende par cette méthode est
de 1l'ordre de 10 % pour de nombreux acﬂdes aninés.

2. Etablissement de [courbes témoins dtacides
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Nous avons préparé des solutions |
d'acides aminés (acide aspartique, acide glutamigque, glycocolle,
®-alanine, p.alanine) en dissolvant 20 iml de ceux-ci dans 10 ml
d'isopropanol & 10 %, nous Obtenons doxc des solutions méres &
2, 107> g/ml.
En opérant par dilutions successives, nous appliguons des séries
de taches de 10}11 sur les chromatogrammes. Les résultats de

1'élution sont exprimés par des courbes traduisaent la densité
optique en fonction dfune concenuratlon donnée (planche n°2).
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3. Détermination cuantitative des vrodults
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Nous avons prépvaré des D.N.P.H. d'acides
pyruvique, glyoxylique, x-cétoglutarique et oxaloacétique,
selon la technigque décrite précédemment. Ces solutions témoins
de D.N.P.H. ont une concentration de 27. 1073 g/ml. Pour .cha-
cune d'entre elles, nous prélevons 1 ml qui est soumis & la
réduction électrolytique, pendant un temps déterminé. Celle-ci
terminée nous recueillons les 7 ml placés sur le mercure ;

10 }/l. de cette solution sont utilisés pour la chromatogra—
phie. Le solvant est un mélange : butanol - acide acétique -
eau (4 = 1 = 5 ). Les différents acides aminés sont élués ;
la densité optique lue au spectrophotomdire, nous donne par
référence aux courbes moyennes des témoins, la concentration
correspondante de l'acide aminé produit par réduction.

Les courbes de référence nous permettent d'derire :

10}rl. de solution réduite > XPG dlacide aminé

donc : 7 ml de solution réduite ——rs O0,7.x mg dfacide aminé

soit :27 mg d'acide cétonique ———3 0,7.x mg d'acide aminé
correspondant.

Nous avons obtenu les résultats suivants :

27 mg d'acide . poids Quant.d'ac..pds.mol.’ Rend t
cétonigue ‘molécul. aminé obt. des A.A,. TEHG T
ac. glyoxylique . 74,04 7 0,92 mg : 75,07 3%
ac. oxalo-zcétique . 188,18 0 1,43 mg 133,10 ° 4 %
ac. x-cétoglutarique . 146,10 1,72 mg T 147,13 ¢ 7 %
ac. pyruvigue . 88,06 | 1,43 mg . 89;09 ; 5 %




Ces résultats n'étaient pas itres enc
éventuelle évaluation gquantitative ¢
cétoniques, d'autant plus gue dans c

duit des solutions de D.N.P.H. de cg

Nous avons renouvelé ces expériences

gue la solution de D.N.P.H. avait ét
Pour cela, nous avons sounis la soly
matographie de partage sur papier, af
d'acides cétonigues. Aucune trace de
détectée, 8i ce n'est au front du sd
cente aux U.V. qui pourrait &tre due
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ouragean
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pour une

e différents acides

e cas, nous avons ré-
ncentration tres élevée.
et également vérifié
é entierement réduite.
tionSréduire & une chro-
in dlidentifier les DNPH
ces composés n'a pu &tre
lvent, une tache fluores-

& la présence de dini-

troaniline mélée awx dinitrophényleminoacides.
Mais au cours de ces expériences, ngus nous soummes rendus

compte que la concentration en acides cétonigues n'était pas
seule a intervenir au cours d'une télle réduction électroly-—
tique. Le temps de la réduction intervenait également. Aussi,
avons-nous tenté de préciser le temps de réduction produisant
un rendement maximal.

Nous nous sommes apercus (planche n°3) que cette technigue

étalt soumise & une grande variabilité et qutil fallzit re-

produire des conditions expérimentales tres précises et tou—

jours rigoureusement identiqgues. Cependant, nous n'avons Jja-—

mais oObtenu de rendement supérieur & ceux signalés précédem—

ment. Aussi, pour la suite de nos travaux, nous n'‘avons uti-

1lisé ce procédé . de réduction élecyrolytique gue comme un €lé-
ment supplémentaire de détermination qualitative.

B. Technigue de détermination guantitative directe
des D.N.P.H.

La méthode précédente ne permettant pas une
bonne estimation des acides cétonigues contenus dans un ma-

L
N =

tériel végétal, nous avons cherché & mettre au point une
thode plus directe. Nous l'tavons établie en modifiant des
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procédés de densitométrie énoncés par Umkzit, Burris et -

Stauffer (47) pour les adapter & notre technigue dextrac—

L

tion des D.N.P.H. Il s'agit diune méinode de référence &

des courbes moyennes de D.N.P.H. témoins de concentrations
déterminées, établies aprés lecture zu spectrophotomdtire.
Nous effectuons donc une gamme de solutions de concentra—
tions différentes (5 & 10 Vg par tache) pour chacun des

D.N.P.H. témoins, et nous les soumettons & une chromatogra-—

phie ou une électmphoreése. Afin de nous placer dans les condi-
tions de séparation les meilleures, ﬁous chromatographions
les acides pyruvigqueg et glyoxyliqueé et soumettons les aci-
des oxaloacétique.'et «-cétoglutarique & une électrophorése.
Apres séchage, nous délimitons les surfaces colordées aux U.V.
ainsi que des surfaces voisines de méme dimension. Celles-ci
sont découpées dans le papier et éluées dans deux ml.de car-
bonate de sodium & 10 %. Nous agitons de fagon discontinue
jusqu'a ce que la coloration jaune soit totalement passée
dans la solution carbonatée. Nous éliminons les débris de
papier par sédimentation ou par centrifugation/et nous ajou-
tons & la solution carbonatée, 2 ml de NaOH 2N.

Les colorations sont mesurées immédiatement au spectropho—
tometre & 5200 i», par comparaison avec les témoins.
Plusieurs expérimentations, nous ont permis détablir des
courbes moyennes pour chacun des D.N.P.H. concernés(planche
no4).

Pour déterminer la teneur en acides cétoniques d'un matériel
végétal, nous évaluons, selon cette technique, la densité op-
tigque pour chacun des D.N.P.H. séparé par. chromatographie ou
par électrophorese. Par référence aux courbes moyennes, nous
en déduisons la quantité de chacun des acides cétoniques, que
nous exprimons définitivement en mg par gramme de poids frais,
en micromoles par 100 g de poids frais ainsi gqu'en mg par mg
d'azote protéique.
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RESULTATS EXPERIMENTAUX

I. ACTION DE DIFFERENTES SUBSTANCES DE' CROISSANCE (A.T.A.,

2,4 D. , ET A.N.A. ) SUR DES FRAGIENTS DE TUBERCULES DE
TOPINAMBOUR, VARIETE “VIQLET DE RENNESH, CULTIVES "IN VITRO"

Dans les différents cas étudiés, les fraguents
de parenchymes vasculaires de talle sensiblement identigue,
sont cultivés pendant 45 jours.

A, Effet de différentes concentrations d'acide

P-indolylacétique

1. Sur la croissance et le métabolisme
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Le choix d*un seul critere de croissance
fut longuement critiqué, car chacun d'eux - gque ce soit le poid
frais (P.P.), le poids sec (P.S.), ou la gquantité d'azote pro-
téique (Np) - n'exprime qu'un aspect de la croissance qui est
un phénomeéne complexe.

Aussi, avons-nous utilisé simultanément plusieurs modes 4'ex—-
pression afin de tirer des conclusions valables (théses de
Lance et de Ménoret) (27) (34).

En ce qui concerne les variations en P.F., les résultaits de
nos expériences montrent une nette gugmentation de la crols—
sance pondéfale dfautant plus importante que la concentration
en A.I.A., est plus forte. (Gautheret) (14).

Les variations en P.S. suivent les précédentes avec néanmoins
une légére différence pour 1074 g/ml d'auxine.



Milieux Eau Nﬁ NP _§E_
g/ ex meg/ex N,

Sans A.I.A. 77 % | 4,29 1,25 29 %
A.T.A. 80,4%| 3,82 11,52 40 %
1Of8 g/ml

A.I.A. 86 % | 3,91 11,78 46 %
1077 g/ml

A.I.A. 87,3%| 3,12 11, 56 50 %
10_6 g/ml \

A.T.A. 87,3%| 4,25 | 1,93 | 45 %
1072 g/ml

A.I.A. 89,6%| 3,63 1,94 53 %
1074 g/ml

Bffets de différentes concentrations d'A.I.A.

sur la teneur en eau et le métabvolisme azoté

des tissus de Topinambour.

- TABLEAU I -
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Croissance en ug
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En effet, la teneur en eal s'éléve considérable- -
ment en présence de concentrations de plué en plus fortes '
dTA.I.4, ‘
Ceci montre clairement que ce facteur fe croissance impligue
pour des concentrations ¢levées une importente absorption dleau
(1iénoret) (34). : a

f

Nous observons également une augmentation en Np pour des con-

b

centrations de plus en plus fortes dlauxine sauf & 1072 g/l
lorsque cette quantité d'azote est exprimée en mg par gramne
de P.S. et non en mg par explantat, ce qui est lié a une crois-
sance en poids sec moins exaltée que celle en poids frais.
En présence d'A.I.A. la teneur en Nt des tissus diminue, mais
cette diminution n'est pas fonction & la concentration d'auxine.
Lance (27) a d'ailleurs constaté qulen présence d%A.I.A., la
teneur en azote total diminue dlautant plus rapidement que la
croissance est aciive. Il attribue cette diminution & la di-
lution dans la masse des tissus de la quantité d'azote apportée
par le miliew de culture. '
Quant au rapport Np/Nt, il augmente en présence dauxine, atiei-
gnant 50 % pour les concentrations les plus fortes,ce qui +
duit une protéogénese intense.

2. Sur_la respiration (tablesu II - plan-

— - t— S s . o e s

che n°6)

Liintensité respiratoire est dl'autant
plus importante que la concentration en A.I.A. est plus élevée.
La stimulation, dans nos expériences, semble optimale pour 10_4
g/ml d'A.I.4. alors que Lachaux (26) ne pouvait distinguer un

8

meximum entre 107° et 1074 g/ml d'auxine.

>



- 35 -

| I.R. I.R. I.R.
Sans A.I.AJ 25,3 24,1 3,9 1,06
A.IiA.
1078 g/l 34,5 52,7 5,1 0,95
AeThe 32,9 55,8 4,2 1
107" g/ml
A.I.A.
1076 g /m1 61,6 122,6 7,1 0,9
A.I.A.
1072 g/ml 73,2 180, 4 8,9 0,96
| |
A.I.A. 100, 3 222,7 9,6 0,88
..4_ |
1077 g/ml

Effets de différentes concentrations d'A.I.A. sur la res-
piration des tissus de Topinambour.

. - e Pt iy S it e G - —

- TABLEAU II -



On peut se demander si ce

toire est en relation avec liintensité
Tence (27) estinme gue le rdle de llaux
et

gu'une conséguence de

sur la croissance, la stimulation 1
cevte croissance
Le guotient respirastoire reste voisin
une nette tendance & devenir

légeremen

fortes concentrations d¥A.I.4., ce qui

- 36 -

t e exaltation resplra-

Q\, lz croissance.

ine est dtaborad dfagir

espiratoire ne serait

de 1l'unité, avec toutefoli

t inférieur & 1 pour les

suggere que le catabo-

lisme enprunte une autre vole gque cell
|
Sur la teneur

T ot i S Bt S St e s Pt et s o

(tableau III

3.

La gquantité tota

-

diminue treées nettement en présence

pour toutes les concentrations supérieures &

Pris séparément, le glyoxylate, le plu

identifiés, voit sa teneur baisser con

fortes concentrations A¥A.I.A., sauf

o

ae

m

Le pyruvate baisse également, mais
1'acide cétonigue précédent.

L' &-cétoglutarate diminue en teneur pa
pour des concentrations physiologiques
En ce qui concerne le glyoxylate, i1 T

de Sarkissian, (44) Selon cet auteur,

dlauxine,

e des glucides.

o o . i e o o Pt Bt S e S i e G

le des acides cétoniques

en perticulier

1079 g/ml.

s abondant des 3 acides

sidérablement pour les
107% g/ul.

Tagon moins sensible que

r rapport aux Lémoins

GYA T A,

aut rappeler les travaux

1'4a.1.A., aux Tortes

concentrations (10“4 1.) inhibe la synthése du malate en agis-

sant sur la malate synthétase. Cette e

la synthése du malate par condensation dfacétyl Coi sur le

glyoxylate,
Ainsi pourrait s'expliguer la disparit
dfA.T.A.

le glyoxylate étant utilisé pour la sy
dose de 1074

late pour des concentretiocns

g/ml, la voie du cycle g

nzyme est nécessaire &
ioa tres nette du g*yo Ly -
- "‘8 8

de 10~ g/ml & 10 7 g/ml,
nthese du melate. Pour une

)

lyoxyligue étant bloquée
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A M
100 % '
Tmoin Adra08 AiA-A0F AIAA0®  AiAd0S  AikacT

I.R. calculdée en mg/g P.F. /h et exprimée en %

par rapport au témoin. '
P'molesﬂoo g P.F. , @

N
m
" Pyruvate
= {%Giy0xylate
1500 . - " E:jd-cétoglutarai
n - i :
- .
1000 . . )
5 = 3
500 i "~ : {
:f"! ] ' -
|t - [
n n b g
) = ci. l’: |
- =g I E | |
TEmoin AdA-40 AlA.uct iA-0° riA-do™

A

Intensité respiratoire et teneur en acides§cétoniques
des tissus de Topinambour cultivés en présence de

différentes concentrations d4'A.I.A.

- = PLANCHE N°6 -
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-
(O]

au niveau de la halate synthétase, glyoxylate commence &

staccumuler.

e
1

ffet de aifférentes coﬂnbwtr ticns dtacid
o

[

_.-.__._—--_-__..--_.___._———--_._-.._..-_.——__——-__—_

az0té (tao;eau IV -~ planche n°7)

Le graphique résunant les variations en
P.¥. montre une augmentation de celul-ci en fonction des concens
trations croissantes en 2,4. D. , avec Ln seull de crolissance
pour 10 =2 g/wl 8¢ 2,4 D. et un maximun po r 10 [ g/rl. Au deld
de cette concentration le facteur de croissance devient toxique,
et une transformation hyperhydrique s'opére au niveau des cel-
Iules.
Ces résultats concordent donc avec ceux de Gautheret (14).
Les variations en P.S. sont enalogues aux précédentes .
Nous congtatons une absaption deasu d'autant plus grande que
la concentration en 2,4 D. est élevée. Ces effets sont inti-
mement liés & l'action de ce facteur de croissance (thése de
iénoret) (34).
Les variations en Np suilvent rigoureusement celles de la crois-
sance pondérale, ce guil traduit un accroissement considérable
de la quantité de matieére vivante pour les plus fortes concen-
trations de 2,4 D, B
Nos expériences confirment les conclusions de énoret (34) et
soulignent que le 2,4 D. Pprovogue toujours une dinminutiocn de
la teneur en Nt. Liensemble de ces résultats montre gue, cul-
tivés en présence de 2,4 D., les tissus de Topinambour stenri-
chissent en Np au détriment de l'azote aminé soluble. Quant au
rapport Np/Nt, il augmente considérablement pour des concentra-—
tions élevées des facteurs de croissance, ce guili indigue gue la



N N
C e T P N
Milieux. H;0 ng/ex.| mg/ex. NE
t
Sans 2,4 D.  |79,7°% | 4,19 |1,25 30 %
2,4 D
_ 83,6 4 | 3,60 |1,02 28 %
10~ 10 /m1. 6% 3
2,4 D ) | 5
_ 77,9 % | 4,10 1,15 128 %
10 9g/ml. 2 ’
et D ey g | 4,54 | 67 |36 %
10_8g/ml.
¢4 D 89,4 % | 5,43 | 3,45 |63 %
10—7g/m1. " ‘ ’
2,4 D ) |
- 85,4 % y 24 3,60 65 %
10 6g/ml. 5’ /- 5,5

|

I

Effet de différentes concentrations de 2,4 D sur
la teneur en eau et le métabolisme azoté des tissus

de Topinambour.

PABLEAU IV



Croissance en mg

2000

1000

500

- 41

Pl
L]
Azote en g
I par dg P.S.
A ‘
Poide Frois
Q._-___-—.
\. ’,—@ — . S E— —
oids Sec -
Q mn o S cvmn - ___..”
i 200
N o X
g i\‘t 1
: . i | &
1 h
i : s b0 Py 4Q0
= : ' o P e
o % 3 P L Lo
LIS 7 3 3
‘i % , ‘ T b
) 3 :3 f ;:i L L
Temoin 24340 24040°%  2up.ad? 24pAc? Lun.d0™

Variations de la croissance pondérale et
azote des tissus de Topinambour cultivés

de la teneur en
pendant 45 jours

‘en présence de différentes concentrations de 2,4 D.

PLANCHE N° 7
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prolifération des tissus s'accompagne dfune protéogénése
accrue. Ainsi, "le 2,4 D, freinerait l'lassimiistion azolee
sans toutefois ralentir la synthése des protéines" (Ménoret)

(34).

2. Sur_ T2 respiraticn (tebleauw V - planci

‘ n° 8)

L'intensité respiratcire augumente consi-
dérablement avec des concentrations croissantes en 2,4 D.,
et nous remarguons que ces variations suivent mralleélement
celles de la croissance en P.f., avep une stimulation opti-
male pour une concentration de ?O g/ml de 2,4 D.
Le quotient respiratoire est toujours légeérement inférieur a 1
comme en présence A'A.I.A. Meis ceci ne nous donne pas 4°indi-
cations précises sur le substrat respiratoire cer le rapport
Np/Nt traduit une protéogéndse trés marguée.

t
| . -
3. §ur la teneur en aclides cétonioues

it A AP il A e focdpseicid i indymiopractior oo

La teneur globele en acides cetonigues,

~

-G . sy o " 4
sauf pour 10 7 g/ml, diminue réeguliercment en fonction des

(@]

3 e e ’ -
doses croissantes des 2,4 D, e gui conlirme les resultats
o

de Paludi - Daniel (11), gui, pour def concentrations toxigues

A

de 2,4 D., observent uvne diminution de la teneur en acides cé-

’}..s...‘.

T
tonigues, et en particulier de 17¥ o-C rogWuua“ﬁte.
Ltinterprétation de cette baisse en acides cétoniques ne pou-
vait &tre précisée qulen connaissant ia teneur en acides aminés

des explantats. l
Le glyoxylete diminue de fagon importante avec des doses crois=—
santes de 2,4 D. Le pyruvate décroit 1

variations de la teneur en «-cétoglutaraste, elles sont irrégu-

e 2

vgmentation, puis

o
p

lidres : 10“8 g/ml de 2,4 D. provogue une



I.R. I.R. I.R.

Milieux Q.R.

ml/g PR/ h |ml/ex/n. inl/r2g Np/h
Sans 2,4 D 25,3 24,1 3,9 1,06
4D 40,3 43,6 7 0,93
10 g/ml ‘
21250 69 66,2 12,7 0, 94 '
1077 g/ul ﬁ
24D 195,7 156, 5 15, 1 0,93
107° g/ml
2,4 D
2,4 D
1076 g /m 171 436,1 16,3 0,92

Effets de différentes concentrations de 2,4 D sur la res-—
piration des tissus de Topinambour.

S s 10 s Gt S . v W ittt e e G s

~ TABLEAU vV -
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des doses croissantes de la substance de ‘croissance le font
diminuer. -

Pour Faludi-Daniel, la désamination des acides aspartique et
glutamique, leur transformation en acides cétoniques corres—
pondants, puis l'utilisation de ces acides cétoniques comme
substrats de la respiration cellulaire, résulteraient de la
transformation induite par le 2,4 D. Cependant, une telle in-
terprétation ne semble pas devoir &ftre retenue pour nos expé-
riences. En effet, les valeurs de Q.R. inférieures & 1, ne per-
mettent pas de penser & l'utilisation des acides cétonigues
dans la respiration.

Humphreys et Dugger (20) expliguent la stimulation de la res—
piration observée chez des graines deiPois cultivées en pré-
sence de 2,4 D., par un important catdbolisme au glucose par
la vole des pentoses - phosphates. Black et Humphreys (6) pré-
cisent cette voie préférentielle du cétabolisme du glucose en
comparant l'activité de différentes enzymes intervenant & ce
niveau et en remarquant que liutilisation du ribose = 5 - phos-—
phate et la formation de l'heptulose gont augmentées. Cette
explication peut paraltre plus séduisante dans la mesure ou
le "shunt" des hexoses monophosphates | conduit & la formation
de ribose = 5 - phcsphate/nécessaire & la formation de nucléo-
tides et donc de matidre vivante, ce guli expligquerait l'accrois
sement du rapport Np/Nt.




1414 e PYRUVATE GLYOXYLATE /(*CETOGLpTARATE TOTAL )
: \ : mole/| " mole N mole
mg/gPE !p1§gli_mg/gPF :P 100 & ng/gPT :r‘1oog mg/gP¥ I}J{OO /
P ‘ | ‘
Sans 2,4 D.| 0,504 | 570 | 1,408 | 1902 | 0,800 1 547 | 2,712 ! 3019
. ) 1
; ! ' :
2,4 D. ( 8 - ] 8 I ]
210 0,201 ! 228 0,795 , 1074 |.0,807 , 552 1,803 I1854
10 g/ml ! ; i ]
2,4 D. ! e : ' .
Xy 0,096 « 109 0,150 1+ 203 0,178 | 122 0,424 ' 434
10 g/ml | f ] '
| | ' i
. ! |
10 g/ml : ! ! : .
T ] 1
2,4 D ! E 1 !
o 0,119 1+ 135 0,363 | 490 1,174 ' 803 1,656 | 1428
107" g/ml g f ! !
o 0,171 ' 194 | 0,319 | 430 | 0,500 ! 342 | 0,990 ! 966
107° g/m ! | : !

Action de différentes concentrations en 2,4 D. sur la teneur en acides cé-

toniques des tissus de Topinambour.

At i ot g St e et i o a G S s e S e s S

TABLEAU VI.
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A
100 % 4 n
Tmoin $4.b.46°  2DA0® 240107 ayptot  g4pa0

1500

1000

500

I.R. calculée en ng/g P.F./ h et exprimée en %

par rapport au témoin.

t)moles/100g P.F.
AN

1 DR TN O 1 D 0 O 6 U 0 0 O OO A R

VX_W L Y05 TR O S O YR O YO D )

2

|

S 1 Y

LY

Pyruvate

glyoxylate
7

f@cétoglutarate‘

qmm4o°

24.2.407

ym)Ad4

240107 Ly.p 40¢

Intensité respiratoire et teneur en acides cétoniques
des tissus de Topinambour cultivés en présence de
différentes concentrations de 2,4 D.
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C. Effet de différentes concentrations dfacide=

~-naphtylacétique

1. Sur_la_croissance_et_le metu00¢1sme

it e e St St e S el Ml e T St e o A e S e . . DA G U et . Ok e et . i

L'acide & -zphtylacéticue stimule la
prolifération des explantats, son action est optimale & 10“6
g/ul 3 au déld il devient toxique. Les variations du poids
frais et du poids sec se font de fagon similaire.

Le pourcentage en eau s'éleve avec les fortes concentrations
d'A.N.A. (environ 90 %), sans toutefois noter de grandes dif-
férences pour chacune d'elles. '

Ces résultats sont similaires & ceux de Lloret (29) travail-
lant sur des fragments de racines de Scorsonere cultivés "in-
vitro" ; il remarquait des teneurs en eau particuliér§ment
élevées pour des concentrations da'A.N.A. de 107", 1072 ot 1074
g/ml. |

La quantité de Np varie de la méme faéon gue le P.F. ; donc
la croissance pondérale s'accompagne d'une synthése de nmatid-
re vivante accrue.
Comme le notait déja Lioret pour le xyléme de racines tubdri-
sées de Scorsonére cultivées in vitroy il y a en présence de
fortes concentrations d4%A.N.A., une diminution notable en Ns.

Cela s'accompagne d'une diminution en|Nt gui devient mére in-—

O

N\

férieur & la quantité initiale aux cordcentrations de 10 ° et
10"5 g/ml .Iioret expligue ce fait par "une excrétion des subs-
tances azotées dans le milieu". '
Le rapport Np/Nt (qui traduit la proportion dazote incorporé
sous forme protéigue), est d'autant plus grand que la concen=

tration en A.N.A. est plus forte. La proteovenese seralit donc

plus intense en présence de 10~ =6 ot 1Q b/ml dTA.N.A.



N N N
o $ D D
Milieux Eau mg/ex | ug/ex —ﬁ;-
*Sans A.N.A. 81,7% 6,381 1,3 32 %
A.IjéA. 82, 2% 4,721 1,6 34 %
1077 g/ml
A.ﬁﬁA' 89 % 5,43 1,54 | 28 %
107" g/ml
A4 88,7% | 4,18 2,33 | 56 %
1077 g/ml
AN.A. .
1075 &/ml 88, 3% 4,39 2,5 57 %

Effets de différentes concentrations d'A.N.A. sur
la teneur en eau et le métabolisme 2z0té des tissus

de Topinambour.

- TABLEAU VII -
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Croissance en ng

4

2000 -
1000

500 |

o 4

N
%;9 * Azote en
R - ng/dg P.S.
R . A
»
T T T
?o‘u\s Sic'_.____..-——o.—'.
o -
. -
< & L
3 5 L L. 100
Ne | =
ERU
T i : L " i
Wmoin A4 4G° ANAAOT  AmALAC AaNA. ol

Variations de la croissance pondérale et de la- te-
neur en azote des tissus de Topinambour cultivés
pendant 45 jours en présence de différentes concen-—
trations dA'A.N.A.

-~ PLANCHE N° § -



Comme le préconige ILioret (30), nous ex-

primons dans chacun des Taltiiouil, L*intensité resyviratoire,

-

: 4 Doy e Ll = PR
de différentes facons. Linsi, 1'I.H. 'rapporte

[ON
(]

& un explantat
traduit les échanges gazeux globaux, 1 ~.R. rapportée & 1 g
de P.F. ne tient pas comre de variations relatives dans la
composition de la matiere végétale. Lioret exprime de plus
1'I.R. rapportée & la ‘eneur en azote protéicue, pour laguelle
il accorde le plus d'intérét. Nous considérons toujours ces
résultats globalement, ceux—ci variant dans les mémes propor-
tions dans la plupart des cas. Les graphigues sont éteblis en
n'utilisant que 1*I.R. /g de P.F. en référence zux témoins de
chaque série.

Dans 1le cas4présent, 1'I.R. augmente d'autant plus que la
concentration en A.N.A. est élevée. Selon Bonner, l'action
des auxines s'exerce indiréctement sur les échanges respira—
toires, (Pilet) (39).

Quant & la valeur du Q.R., elle est taudours inférieure & 1,

ece qui semble indiguer gu'apres 45 jours de culture, le cata-—
bolisme emprunte une autre voie que celle des glucides (proti-
des par exemple). Une légEre protéolyse est possible, puisqu‘a
ce stade les explantats sont déja sénescents. Toutefois, les

valeurs du rapport Np/Nt ne permettent pas dfappuyer cette hy-
pothese.

3. Sur_la_teneur_en_acides ccuonbues

Tt i S o S S B T o  f = T T o i o el

(tableau IX - planche n°iC)

La teneur globale en acides cétonigues
des tissus cultivés en présence d¥A.N.i. présente de nom-—
breuses fluctuations, et il et difficile d'en tirer des con-
clusions simples sur l'influence des différentes doses de ce



I.R. I.R. I.R.
"y .
Miliewx. | u1/g PF/u.{ml/ex/h. | ml/mgNp/n.| @R
Sans A.N.A 37,78 52,66 6’05 0,88
A.N.A.
10‘8g/m1. 41,62 66, 30 7,36 0,95
A.N.A.
|
AeN-A- 97,86 282,13 |
, |
_1,0'6g/m1. ’ 13,70 ©,89
A.N.A.
105 /. 105,83 291,24 13,69 0,96

sur la respiration de tissus de Topinambour.

— ———— > —— . ———— — -

TABLEAU VIII.

Effets de différentes concentrations d'A.N.A.
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facteur de croissance.
Si nous considérons séparément ces acidés, nous constatons
que le glyoxylate diminue pour des coucentrations élevées
d'A.N.A., la valeur optimale étant observée & 10_8 g/ul.

Il en est de méme pour le pyruvate, dui disparalt ulme &
certaines concentrations. Quant & 1' p-cétoglutarate, nous ne
pouvons expliquer les fluctuations diverses. Toutefois, 1la

ou le pyruvate e 't l'«cétoglutarate disparaissent, nous pour-—
rions penser gue les trensaminations sont augmentées ; 1'aug-

mentation en Ns pour 10—7 g/ml A'A.N.A. appuieralt cetie hypo-
these. Ilais ce n'est plus le cas en présence de 1O~5 g/l
d'A.N.A., concentration pour laquellé ces acides cétoniques
ne sont qu'a 1'état de traces. Toutefois, les acides aminés
formés peuvent déja &tre utilisés pour la synthese des pro-
téines, l'augmentation en Np,& cette concentraticn,en serait
une preuve.

D. Conclusion sur l'action des différents facteurs

de croissance.

Diune fagon générale, les facteurs de croissan-
ce, en méme temps qu'ils stimulent la prolifération cellulai-
re, augnentent l'intensité respiratoire.

Les valeurs de Q.R. souvent légérement inférieures & 1, pour—~
raient indigquer aprés 45 jours de culture, lt'utilisation des.
substances azotées comme substrats respiratoires.

Les fortes concentrations d'auxine provoguent un accroisse-
ment du rapport Np/Nt, qui traduit l'incorporation de matiére
vivante. Il faut cependant rappeler gue Durznton (10) a montré
qu'en présence d'auxine l'arginine des tubercules de Topinem—
bour était rapidement transformée en proline, puis en hydro-
xyproline, constituant important d'une protéine des parois
cellulaires végétales. L'hydroxyproline ainsi formée, est in-
corporée dans la membrane au fur et & mesure de la sénescence.

i
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100 %-

Tmoin ANA 407 ANA.d0T AN 40 ANA 40T

I.R. calculée en mg/g P.F./h et exprimée en %
par rapport au témoin.

y moles/100g P.F,

A Pyruvate
- - Glyoxylate
' «.cétoglutarat
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300 | :
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100 |

Temoin ANA AST ARA. o ANAATE A-N.A. A03

Intensité respiratoire et teneur| en acides cétoniques
des tissus de Topinambour cultivés en présence de
différentes concentrations dA'ALN,A.
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L'A.I.A. et le 2,4 D. agissent de fag¢n assez comparable sur

la teneur en acides cétonigues, les fcrtés concentrations en
font diminuer la teneur globale. Llaction de 1'A.N.A. es?t moin
nette. |
D'une fagon générale, la quantité d'agide glyoxylique est ré—
duite par les doses élevées de substance de croissance, Deux

explications s'offrent & nous : — ou les explantats possedent
des enzymes nécessaires au fonctionnement du cycle glyoxyligue
et la disparition du glyoxylate s'expliquerait par une mise en

route ou une accélération de ce cycle, - ou l'auxine provogque
la réduction du glyoxylate en glycolate.

L'acide pyruvigue décrolt également avec les doses croissantes
des facteurs de croissance. Nous pouvons alors penser que cetd
disparition est liéde & 1l'accélération du cycle de Krebs, gqui s
traduit par un accroissement de l'intensité respiratoire.
L'acide wcétoglutarique ne subit pas de variations régulikres
selon les divVerses substances de croissance employées. Les ré-—
sultats gue nous possedons sont trop fragmentaires pour gue
nous puissions donner une interprétation valable. Retenons ce-—
pendant que 1! «-cétoglutarate est impliqué dans la synthése
de l'acide glutamigue, et que cet acide participe assez curieu-
sement & des phénoménes de cyclisation qui conduisent & la for-
mation d'hydroxyproline. (Duranton) (10). D'autre part, les
auxines interviennent sur les phénoménés de decarboxylation
de 1! «-cétoglutarate, semblables d'ailleurs & ceux du pyruvate.
(Kim et Bidwell) (25).
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S REVERSION DE L'INHIBI-

TION PAR L'ACIDE SUCCINIQUE.

A, Résultats montrant les

effets du malonate =ddi-

tionné au nilieu de cul

ture.

Inhibant spécifi

guement une €tapé du

cycle de Krebs — la déshydrogénation du succinate - 1l'acide

malonique a joué un rdle déterminant
fonctionnement de ce cycle, et de so
oxXydations respiratoires.
L'acide malonique n'est actif gque da
cises, car seule la forme non dissoc
vers) (1) Celle-ci n'existe qu'z des
de plus, Lance a remarqué que 1'I.R.
pidement dés que le pH du milieu réa
de 3,5. Aussi faut-il étudier 1l'inhi
des conditions trés précises de pH.
L'action du malonate sur les tissus
par Lance (27) & 3 concenbtratics: 3.
au seul pH 4.
Nous avons expérimenté en milieu liqﬁide & pH 4, l'inhibition
du malonate sur des explantats £émoiz
vés en présence de 1072 g/ml a'A.I.A
or, les concentrafions molaires les
Lance, se sont révélédes inactives vi
respiratoire.
Plusieurs possibilités peuvent &tre
- Ou bien 1l'acide malonigue se
et

ou bien la durée de 1l'expérie

au cours de l'autoclavage,

longue et permet au malonate

fisantes.

ou bien les concentrations employées ne sont

dans la découverte du

a importvance dans les

ns des limites tres pré-
(Bee
pH inférieurs & 5, et

iée est inhibitrice.

des tissus diminue ra-
>tionnel tombe en dessous

pition respiratoire dans

de Topinambour fut étudié:
1073, 1072 et 3. 1072 w.
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. et de 1077 g/ml de 2,4D
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envisagées:
trouve dissocié ou dégrade
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nce (7 jours) est trop
d'8tre métabolisé.
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Les conditions expérimentales dans lexguelles nous avons
opéré, sont différentes de celles de Lante (27). Nous mettons
en culture des explantats plus gros pesant environ 750 mg,
constitués de cylindres de 7 mm de diamdtre et 9 mm de hau-
teur, en particulier.

La premieére hypotheése est & éliminer : en eifet, si on in-
troduit le malonatecrde fagon aseptique, apres autoclavage

du milieu, il n'y a aucun changenment.

De méme, la seconde hypothése doit &tre rejetée, car en effec-
tuant les mesures 24 heures apres la répartition du malonate,
le résultat est encore négatir. L'inactivité n'est donc pas
due au fait que le malonate puisse &tre métabolixf par les ex—
plantats.

La troisieme possibilité paralt alors la plus probable, 4fau-
tant plus que Beevers, Stiller et Butt (2) comsideérent que
des concentrations trés élevées sont requises pouxr obtenir

le maximum d'effet sur des cultures de tissus, bien gque dans
ces conditions le malonate pulsse ne plus €tre un inhibiteur
ppécifique de la succino-déshydrogénase. A des pH bas, les
effets les plus importants sont obtenus pour une concentra—
tion supérieure & 10"2 li. Nous avons donc repris notre expé—
rience aprés 7 jours de culture avec une concentration plus
importante, (10-1 I.), puisque nous désirons déterminer 1l'ac-—
tion d'une auxine et d'un composé auxino-mimétigue sur la
croissance et observer s'il y a formétion dtacide citramali-
gue. Ceci doit nous renseigner sur le bloccage du cycle gde
Krebs, et éventuellement nous indiguer si le catabolisme de
l'acide glutamique n'emprunte pas la|voie de 1! «-cétoglutaratc
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L¥inhibition de ld reswui

e
malonate est nette pour les témoins, gpecltaculailre en présen—

u
ce de 10 7 g/ml d'4A.I.A., mais plus modéréeclorsqu'il s'agit
i

tion de 23 ¢ pour les explantats témoin % pour lés ex—

é
de 2,4 D. (?O'"7 @/m ). Ainsi, le malonate réduit la respira=—
Sy 5
vlantats cultivés en présence d*A.I.A. et de 18 % environ pour
ceux cultivés en présence de 2,4 D., ce quil indique gue l'aug-
mentation respiratoire causée par les;ﬁ”ylnes, en paerticulier
1'A.I.A., n'a pas d'influence sur lleffet inhibiteur de ltacide
malonigue gui est prépondérant et confirme les expériences de
Bonner.(3)
En absence de malonate, les valeurs de {.R. restent voisines
de 1l'unité (légeérement supérieure avec l’A.I.A.,'légérement
inférieure avec le 2,4 D.) ; alors gu'en présence de malonate
elles augmentent neéttement. Ce fait fut observé par Beevers
(1) sur la mais &% par Hanly et al. (16) sur la caroite. Cette
augmentation de Q.R. induite par le melonate serait due, se-—
lon Beevers, a un début de fermentation, bien qu'en conditions
aérobies.

2. La croissance én présence de malonate

e ot s St et i St St e i At S S Tt Gt St St 550 ot e St e At T B S e B S S S i e . ot S s

é
ce fraiche se trouveyiffectée, par le malonate, dans le cas

croissance exprimée en poids de substan-—

'zs
sﬁ*‘

des explantats témoins. Par contre, elle est inhibée,fortement
lorsque les explantats sont cultivés en présenc d*A.I.L., lé-
gerement en présence de 2,4 D.
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I.R. I.R. 1.R.
BT 3
Milieux n1l/g PR/ ml/ex/h 01/ Ing Np/h Q. R.

|

Sans auxine 122,6 17,3 20,7 1
Malonate 93,7 50,8 13,9 1,07
seul ;
A'féA' 205, 1 271,7 24,3 1,05
1077 g/ml A ‘
A.T.A.
el onate 112,17 118, 9 14,2 1,28
iy 50,6 87,5 13,8 0,95
107" g/ml
2,4 D. 126, 1 106,6 20,2 1,1
Malonate

Action inhibitrice du Malonate (107! M.) sur la

respiration des tissus de Topinambour apreés 7

jours de culture.

— . o e e e

TABLEAU X
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AT
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Nt Np NU

Milieux Bau lng/ex img/ex N,
Sans auxine 83,2% | 3,04 | 0,95 31,5 %
Malonate
seul 84,54 . 3,18 | 1 31,6 %
A'Eé"" 87,6% | 3,11 | 1,38 | 44,4 %
1077 g/ml
A'I.A. -

+ Malonate 86,1% | 2,96 | 1,16 39,5 7%
25 b 85,8% | 3,02 | 0,91 | 30 %
107" g/ml
2,4 D. ,

+ Malonate 85,5% | 2,52 | 0,77 | 30,5 %

- 60 -

By

Lt

1

Effets du Walonate (10 ' M.) sur la Teneur en eau

et le métabolisme azoté des tissus de Topinambour
' aprés T7jours de culture.

TABLEAU XTI
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L'addition de malonate au miliew de culture modifie peu NT

ou Np. Quent auw rapport Np/Wt, il rests égelement constant.
Remarguons seulement, qu'en présence de 10~5 g/ml AYA.I.A.
seul, la synthése de matiere vivante semble accrue par raypport
aux explantats cultivés sur un milieu sans substance de crois-—
sance ; mais, on constate une .3gére inhibition de cette syn-—
théese par le malonate.

- — = it e e S S o . A s St ik b W G S

XII - planche n°13)

La teneur globale en acides cétonigues
décrolt lorsgue du malonate est ajouté au milieu de culture,
sauf lorsque les explantets sont cultivés en présence de 2,4 D.
Lt'addition de malonate provogue chez les explantats témoins
un accroissement du taux du pyruvate, mais un abaissement no-
table des taux en glyoxylate et en d«détoglutarate. L'accumu—
lation du pyruvate peut &tre due & une consommation moindre
de celui-ci, l'approvisionnement en oxalo-acétate étant réduit
par blocage du cycle Ce Krebs en zmont.
La légere diminution du glyoxylate peul lalsser supposer que
- la vole respiratoire classique du cycle de Krebs étant inter—
rompue — le tissu supplée la déficiencle respiratoire par diau-
tres voies, en parviculier le cycle glyokeyligue. ilais on ne
remargue pas diaugmentation de la Tenen

H

en malate,

o
@
}Q
<
[»-L
<
©

e

2 l'encontre dune production amoindriel de 1l'oxalo-acétate.

En effet, l'oxalo-zcétate,ainsi produit,permetitrait un dérou-—
lement normal du cycle & son début. Le blocage du cycle btri-

carboxyligue entre le succinate et le [fumarate empéche une
déshydrogénation peu différente de celle existant entre liaci-
de malique et l'oxalo-acétate. Cét exces d'H, pourrai

ct
p_J
O
0

servir & la réduction du glyoxylate en glycolate. Cependant,
la formaetion du glycolate n'est pas observée, ni celle afoxalat:
(dérivé d'oxydation du glycolate).
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Aussi, pourrions-nous penser gue la diminution en glyoxylad
1

i
seralt le fait d'une stimulation de la transamination. Seul,
S

M~
'“J

un dosage du glycocolile ou de la rine pourrait nous rensel=-
gnexr.

De 1l'acide succinigue s'taccumule en présence de malonate,

puisguia Ll'état de traces chez le témoin, il veut atteindre
4,3 % de Ll'acidité totale lors de 1l'adjonction du malonate.

},__5

Cette constatation est en accord avec le principe méme de 1liin-
hivition gqui doit bloguer D

a succino—d eprdfog nese et de
la production de glyoxylate sf ccombawne toujours de la I'arma-
iion de succinate, qui ne peubt &re catvabolisé normalement.
Dl'autre part, le début du cycle de Krebs semble se réaliser
normalement, puisgue l'addiion de malonate provogue un abaisse-
ment du taux d'acide citrique, qui de 121 % passe & 14 % de
l'acidité totale.
La respiration est inhibée par le malona
disparait car le cycle est interrompu let la synthe
tamate qui continue peut-Sre, utilise 1t a
guantité de phosphates libres augmente et stimule 1
en méme tenpsilse produit une augmentation du glucose par la
T

vole des pentoses et un accroissement !Ge la fermen

robie. (Polonovski) (40). |
‘exaltation du taux en pyruvate s'expliquersit alors par le
fonctionnenent du 'shunt" des pentoses - phosphates. _
Lorsque les explantats sont cultivés en présence d%A.I.A. seul,
nous observons une augmentation du pyruvate, de 1' w-cétoglu-—
tarate et une diminution de glyoxylate, par rapport aux té-—
moins. Il paralt difficile dtexpliquer cetlte actiocn. Peus-8tre

1'A.I.A. & cette dose, accélére-t-il le catabolisme var &iffé-

rents moyens : cycle tricarboxyligue, voie des pentoscs-phos—
phates, cycle glutamique ...
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La diminution en acide glyoxyligue povrral
une mise en route du cycle glyoxylicue, mais 1l se trouve que
de l'acide pyruvigue s'taccumule. Or, cet ac

un ficteur réprimant la syntheése de l’isocitratase (egzyme né—
cessalire a l'éclatement de liisocitrate en succinat

late) (Polonovski) (40). Il faudreit donc admebtre e
cycle glyoeyligue fonctionne, il est bloqué ensuite. Peut—-Etre
la diminution en glyoxylate est-elle simplement lide & une
tranamination accrue en giycocolle.

Selon XKim et Bidwell (25), 17A.I.A. inhibe la carboxylation du
pyruvate conduisant & la production dfoxalo-acétate, mais n'in-
flve en rien sur la décarboxylation du pyruvate., Cette expli-
Cation serait suffisante pour interpréter l'accumulation du py-
ravate.

Quant & l'augmentation en «-<étoglutarate, on peut se demander

?
si elle est due & un effet spécifique de l'auxine, ou & une

[ef!

e¢samination accrue du gluvamate,

L'addition de malonate & l'auxine diminue le pyruvate et 1°'«&-
cétoglutarate alors gue le taux de glyoxylate est accru. Le
pourcentage de succinate étant élevé (8,5 %), le blocage du
cycle de Krebs au niveau de la succino-déhydrogénase apparalt

une fois de plus,évidents.

La diminution de 1! g¢=<étoglurarate ainsi gue le faidble taux

de citrate (10,7 %) peuvent &tre interprétés comme dans le

el

cas précédent. (Témoin + malonzte).

Ll'accumulation du glyoxylate laisserait supposer gue le cycle

glyoxyligue ne fonctionne plus du tout.

Quant au pyruvate, il serait normalement catabolisé, mais il
amment d'oxaloacétate

faut supposer qu'il y a suffi pour per—

s
mettre son entrée dans le cycle de Xrebs.
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I.R. I.R. I.R. __
Milieux nl/g PT/h ml/ex/h /g Np/h QR
| ‘
Sans auxine ; 48,9 49,8 9,064 0,87
f i
Succinate 81,9 91,9 9,03 0,99
seul .
A.T.A.
1075 /ul 140, 81 200,65 16,94 0,99
AJT.A.
+ succinate | 157, 3 211, 4 %4’42 1,03
2,4 D. |
2,4 D. 152, 1 ' 209,9 19,25 1
+ succinate ‘
L {

Action réversible du malonate par le succinate
-2
(3.10

Topinambour apres 14 jours de culture.

1.) sur la respiration des tissus de

TABLEAU XIII
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TITT. TETT e =
Sans auxine 86,4% . 2,80 { 0,70 25,2 %
succinate 83, 49 3,50 1,70 48,4 %
seul :

AT.A,

1072 g/uml

AJI.A. 88,8% | 2,50 !0,97 33,5 %

+ succinate

2’f7D' 88,1% | 3,73 11,54 41,4 % |
107" g/ml ;
2k D 87,4% 1 3,16 1,37 43,4 %

+ succinate

[©]

Action réversidvle du Malonate var 1
!’ £

2 T - :
M) sur la teneur en

succinate (3.10°
eau et le métabolisme 2zoté des tissus
de Topinambour aprés 14 jours de culture.

- - ——— a — ——— T f— — T~ —— — "
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N, iy N
G P ©
Milieux Eau he / ex| ng /ex gNt
Sans auxine 84,8% 1 2,97 1 0,81 27 %
Fluorpacétate 86,31 3,25 0,96 30 %
seul
A.T.A. 89,14 { 3,17 11,31 41 %
1077 g/ml
A.T.A, 86, 8% 3,03 1,40 4G %
+ Fluorcacétate
540 84,6% | 2,32 | 0,71 30 %
1071 g/ml
2,4 D 86,2% | 2,83 | 0,87 31 %
+ Fluoroacétate

Action conjuguée du fluorocacétate de scdium

(10_2 M.) et de facteurs de croissance sur

la teneur en eau et le métabolisme azoté des
tissus de Topinambour.

— i s vt (i ot o e ot S vt Mo .

TABLEAU XVI
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Dans tous les cas, le fluorocacétate dipinue le P.F. des ex-—
pré—

&

sence d%A.I.A. Le fluorocacétate ne senple guere intervenir de

plantats. Cette diminution est particuliérement nette en

facon tres nette sur ﬂabpoqﬁion d'eau,|les résultats variant
peu. Toutefois, on peut observer une certaine inhibition lors-—
que les explantatsssont cultivés en présence dA'A.T.A. Ces ré-
sultate sont moins nets que ceux qu'obypenaient Hackett et

Thimann (15) sur la Pomme de terre ; i#s concluaient & un an-
tagonisme auxine-fluoroacétate sur 1'entrée d'eau.
Le fluoroacétate n'intervient nullement sur la tneur en azote
et la protéogéntse des tissus de Topinambour. '

— i 200is g v st e i S s e e s St it S

"che n° 14)

Aprés un test préalable, la respira-
tion des tissus de Topinambour est stimulée par l'acétate
3. 107° 1.
Quant & l'action méme du fluoroacétate, il exerce une stimula-
tion plus ou moins importante selon le milieu de culture, mais
teoujours tres nette. Ceci est donc différent des résultats
obwtenus par Lance sur les tissus de Scorsonere (27).
La stimulation de la respiration observée chez les témoins
est de l'ordre de 200 % et chez les explantats cultivés en
présence de 2,4 D. d'environ 165 % ; elle est de moindre im—
portance pour ceux qui se développent en présence d'A.I.A,

Les.valeurs de Q.R. toutes voisines de 1, peuvent amener &
douter dans le cas des tissus de Topinambour, de l'effet inhi-
biteur du fluoroacétate sur le cycle de Krebs. On peut aussi
penser que ces ftissus sont capables de rompre la liaison car-
bone-fluor comme cela a €ét¢ observé chez certains végétaux.
(Preuss, Peter W. Arneldina, G. Lonmanes et Weinstein) (41).
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LILLE

I.R. I.R.

Milieux Q.R

nl/g PF/n. ml/ex / h |ul/mg Np/h
Sans auxine 76,96 71,11 13,31 0y98
Fluorcacéta 230,52 243,65 34,61 1,08
te seul
A.T.A. 252,06 322,63 26,78 1,05
10_5g/ml
A.I.4. 274,09 263,12 28,97 1,10
+ Fluorosac.
@40 131 125,90 20, 56 1,02
107" g/l
2,4 D. 348,44 331,36 52,50 1,08
+ Fluoroac. '

Action du fluorocacétate de sodiumnm (1q

-2 -
M.) sur la

respiration des tissus de Topinambour cultivés en

présence de substances de croissance.

TABLEAU XVII



Signalons aussi que le maintien d'ung respiration intense
a déja été noté- dans certains types|de muscles striés em—~
poisonnés au fluorocacétate, ce qui ldéisse supposer gue le
fonctionnement du cycle tricarboxylidue peut &tre remplacé
par d'autres voies métaboliques : le|cycle f-glycérophnospho—
rique, ou le catabolisme du glutamaté. (Margreth et Azzone)

(32) = (Polonovski) (40).

— o i S S S S T G A o _— T A S At e P S W S S Mot S P e St

(tablesu XVIII - planche n® 15)

Le dosage des acides cétoniques
montre que d'une fagon générale, le fluorocacétate provogue
un £croissement du taux en pyruvate. Quant au glyoxylate et
& 1'g.cétoglutarate, leur taux varie tout & fait inégalement.
L'accumulation de l'acide pyruvigue est tout & fait compati-
ble avec un blocage du cycle de Krebs. De plus, l'analyse des
acides organiques hydrosolubles réveéle un accroissement consi-
dérable de la teneur en citrate et une diminution du malate,
ce quli ne fait que confirmer le pouvoir inhibiteur du fluoro-
acétate sur le fonctionnerment du cycle de Krebs. Lfacide ci-
tramaligue ne se forme pas alors qufil est présent apreés 60
jours de culture, en présence de 10~5‘g/ml d¥A.T.A. (Rambour)
(42) |
Lo respiration ntétant pas inhibée,.et le blocage du cycle de
Krebs au niveau du citrate vérifié, il But admettre cue sous
l'influence du fluorocacétate, la plante emprunte dlautres voie.
métaboligues,
En particulier, le maintien d'une respiratiocn ibense peut &tre
le fait d'une glycolyse se réalisant non par la vole de Embden
Meyerhof, mais lé "shunt" des phosphopentoses,.
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A ce propos, 1l Taut signaler les r%marques de Garland et
coll. (12) selon lesqueles une accumulation intracellulaire

de citrate, provogue 1'inhibition de la phosphofructokinase,
ce quil indiguerailt gque le cycle de Krebs exerce un contrdle
sur la glycolyse et induirait dans ce cas la voie préféren=—
tielle de la glycolyse aérobie.

Le "shunt" des pentoses phosphates aboutit & la formation

de trioses phosphates qui sont catabolisés en pyruvate qui
s'accumule. Cette voie a cependant un mndement énergétique
moindre puisqu'il n'y a gu’une décarboxylation au lieu de
trols dans le cycle tricarboxyligue. Le blccage du cycle de
Krebs arréte également les rdéactions de pnosphorylation,
aussi le rapport ATP/ADP est modifié, et clest un argument
supplémentaire pour supposer que la voie des pentoses phos-—
phates est alors utilisée. .

Une faible augmentation en ADP entralnme une stimulation de

la respiretion. C'est 1'ADP, qui selon Chance (Polonovski)
(40), serait le véritavle régulateur de la respiration mito-
chondriale. _

Il faut également tenir compte qu'en présence de Fluorocacétas
la valeur du Q.R. tend & sugmenter. Il est donc possible
gu'en plus du catabolisme glucidique, intervienne en jpartie
le catabolisme de certains acides organiques, gui normalement
accumulés, se trouvent alors utilisés. Le blocage du cycle

de Krebs & son entrée n'empéche pas l'utilisation des pro-
duits accumulés précédemment.

largreth et Azzone (32) ont signaléd que la glycolyse peut &tr¢
augmentee par le fluoroacétate, mais 1'oxydation de 1l'acide
glutamique représenterait également une voie métabolique pos—
sible du surplus en hydrogéne dans les systémes ol inmtervient
l'empoisonnement par le fluoroaecétate. On observe alors une
baisse en aspartate et en glutamate.



Une chromatographie bildimensionnelle
n'a pas montré de différences notabl
glutanate et aspartate, apreciables :
cette estimation n'est pas suffisant
cle glutamigue est possible ou non. !
ne peut cependant pas tout expliguer
11l est possible gu'intervienne asussi

de ces acides aminés,

cs dans la teneuwr en

3 1'oedll nu. Toutefois,

> pour conclure si le cy-
léme s'il intervient, il

en partie un puénomeéne

de fermentation aérobie qui pourrait
croissenment de la valeur du Q.R.

expliquer le léger ac-—

|
i
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CONCLUSIONS

Les expériences qui montrent l'action d'inhibiteurs
métaboliques tels que l'acide malonigue et le fluoroacétate,

sont celles qui nous peruettent le mieux dlexploiter auw maxi-

N

mont les résultats concernant la tendur en acides cétoniques
des fragments de tubercules de Topinambour.
Les deux séries dl'expériences de 7 Jjours & des épogues trés

voisines, nous assurent de l'efficacité de la technigue de

dosage mise au point. En effet, nous retrouvons successive-

ment pour des fragments cultivés'in |vitro" sans facteur de
croissance dans le milieu de culture, ou en présence A'A.I.4.
ou de 2,4 D., chacun des acides cétdniques en méme proportion
dans 1l'une ou l'autre série, ce gui confirme la valeur de la
technique d'appréciation semi~-guantitative.

Apres 7 jours de culture, nous remarguons que liintensité res-
piratoire est stimulée lorsqu'une substance de croissance est
ajoutée au miliew, stimulation plus importante avec 1'A.I.A.
gu'avec le 2,4 D., ce gui confirme les résultats oblenus apre
45 jours de culture.

Quant au quotient respiratoire, sa valeur nettement inférieu—
re & l'unité au bout de 45 jours de culture, est trés voisine
de 1 aprés 7 jours. Et l'addition d'un inhibiteur méteboligue
~ gue ce soit le malonate ou le fluorocacétate - éléve ce (.R.
4 une valeur supérieure & 1. .
Ces inhibiteurs, s'ils entrainent unediminution en croissan=—
ce pondérale, ne modifient gue pew la teneur en azote des ex-—
plantats. Cela signifierait qu'ils freinent l'abscption dleaun
Par contre, i1ls ont des effets contradictoires quan®% & la res
priration des tissus de Topinambour. En effet, si le malonate
& concentration élevée, provogue une inhibition de la respira
tion comie de nombreux travaux ltavalent déja montré sur dtauw
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tres tissus végétaux cultivés '"in vitro®, le fluorcacetate
stirmule intensément celle-ci, puisgue L'augmentation peut
atteindre 200 % lorsque les explantats sont cultivés en ab-
sence d'auxine et 165 % en présence de 2,4 D. Cette stimu-—
lation par le fluorcacétate n'élimine pas l'hypothese que le
cycle de Krebs participe aux oxydations respiratoires des
tissus de Topinambour. Non seulement l'expérience de 1l'inhi-
une

ct

bition par le malonate, levée par le succinate, en es
preuve, mais les dosages d'acides cétonicgues et dl'acicdes or-
ganigues hydrosolubles ont montré gque la vlante supplée sim-—
plement & cette possibilité en empruntent d'autres voies.
Ainsi, l'augmentation de la ‘eneur globale en acides cétoni-
gues lors de l'adjonction du malonate au milieu peut &tre uwn
argument en faveur du fait gue les acides organicgues servent
de substrats respiratoires.

Toutefois, ces teneurs en &ides cétonigues en fonction de la
constitution du milieu de culture, nous permettent d'inter-
préter le processus métaboligue dans ses grandes lignes, des

-

précisions pourraient €tre apportées par des dosages wrmulta-

nés dlacides aminés et de glucides.

Mais, si l'on veut étudier avec précision la voie méta

empruntée var un acide déterminé, et déterminer la raison

exacte de la diminution de 1l'g-cétoglubarate en présence de
a

fluoroacétate par exemple, il serait intéress
.

nt dfemployer
des éléuments margués tels que le
D'autre part, l'existence des diverses voles métaboligues
possibles devralt &re confirmée par une mise en évidence de
l'existence ou de l'efficacité des enzymes impliguées dans
ces processus,
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