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HISTORIQUE

Les peroxydases et les catalases sont des hémoprotéines ferriques
qui présentent de grandes analogies spectrales. Elles ont &té groupées
sous le te.me&'hydropemxydases (104) . Toutefois, dans le cadre de ce mé-

moire, nous les envisagerons successivement.

LES PEPROXYDASES (EC1.11.1.72.)

@ Em e em e e ww e em wr wm e aw e ow

Isolées pour la premiére fois chez les végétaux, les peroxydases
sont des hémoprotéines (Kuhn, 1931). Purifiées et cristallisées par
Theorell en 1942, nous connaissans depuis peu leur structure. Elles sont
‘formées d'une apoenzyme (glucoprotéine constituée de 287 amino-acides
auxquels s‘ajoute = de l'acide uronique) et d'un groupement prosthétique :
la protohématine IX qui est une porphyrine ferrique(Fig,.1).

-- I1 parait difficile de concevoir que les peroxydases qui existent
en abondance dans les tissus ne servent qu'’'s détruire les traces d'eau
oxygénée. Il semble au contraire plus logique d'admettre que ces enzymes
ont des fonctions physiologiques plus étendues et en particulier qu'elles
jouent un rdle catalytique dans des réactions d'oxygénation ou d'oxydation
. et par conséquent, participent 3 des processus métaboliques.

- Bien que le réle des peroxydases soit encore mal connu, 1'abon-
dance des travaux les concernant semble appuyer cette hypoth3se.
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Fig.l: Structure de la protohématine IX .




I DISTRIBUTION -~  LOCALISATION

Les peroxydases sont trés répandues dans le régne végétal. Des
études (18.47) portant sur 43 familles et plus de cent espéces, permettent
de conclure 3 la présence génfrale de cos enzymes dans les racines. Les
feuilles vertes ne présentent par contre que de faibles activités peroxyda-

siques.

On a tout d'abord camparé la teneur en peroxydase des plantes
naines et des plantes de taille normale (21.56). Il n'y a pas de différence
dans les racines (21), mais les feuilles des plantes naines contiennent
plus d'enzymes. La nature de ces enzymes semble toutefois identique, puisqu
leur pH optimum d'action est le méme. Les activités enzymatiques dosées
dans les différents organes de Nicotiana tabacum (93), montrent que les
racines sont plus riches en peroxydases que les tiges qui en renferment
encore plus que les nervures des feuilles. La teneur peroxydasique est
faible dans les jeunes feuilles et augmente au cours de leur maturité-

et de leur senescence (93.98).

Dans un organe ou un tissu déterminé, la répartition des peroxy-
dases n'est pas hamogéne. Dans les racines de Lens (35.87), l'extrémité
est trés riche, le méristéme au contraire tré@s pauvre, cette pauvreté
s'atténue quand on s'éloigne du méristéme. Dans la moelle de la tige de
Tabac (64) , l'activité peroxydasique est faible prés du bourgeon terminal,
elle augmente jusqu'au 6e noeud et diminue ensuite. Les études histochimi-
ques (14.55.110' ont révélé d'autre part que la peroxydase peut étre détec-
tée avant la division cellulaire et qu'elle est inhibée avec l'arrét de
cette derni®re. A 1'échelle de la cellule, plusieurs faits sont a
noter. .Dans la région méristématique, la réaction peroxydasique la plus
forte se trouve dans l'hypoderme ; les cellules é&pidermiques montrent
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une faible réaction qui est polarisée vers la partie externe de la cellule.
Au niveau de 1l'écorce par contre, les peroxydases sont plus importantes
dans les méats.

La localisation intracellulaire des peroxydases a été entreprise
récerment (62.75.89.106). Par les différences spectrales cbtemues, certains
auteurs ont cru mettre en évidence les peroxydases dans les mitochondries
végétales, qui auraient donc été trés différentes des mitochondries animale;
en fait, il s'agissait de contaminations membranaires ({(89). Le probléme
de la localisation des peroxydases dans le réticulum endoplasmique, dans
les lysosames ou dans les mi'crobodies, reste entier. Tolbert et Coll. (1968)
ont isolé les microbodies de feuille d'Epinard et montré que ces corps,
souvent appelés peroxysames d cause de leur contenu enzymatique, ne contien-
nent pas de peroxydases. Ces enzymes existent néammoins au niveau des
ribosames végétaux (62).

IT IA LIGNIFICATION ET LES PEROXYDASES

Au cours du vieillissement cellulaire, les parois s'épaisgissent
et parfois s'imprégnent de lignine. Freudenberg (1959), pense que la
formation de lignine est induite par une réaction de type peroxydasique,
la peroxydase fonctionnant camme une lignine-polymérase (67.83.84.95.96.101).
De Jong (1967), constate que dans les cellules corticales, la réaction
des peroxydases peut étre détectée 3 la surface de la paroi et non a
1'intérieur des couches de cellulose. Toutefois, les &tudes histochimiques
n'ont pas révélé de relation étroite entre les peroxydases et la lignifica-

tion.



III IA RESPIRATION

La large distribution des peroxydascs dans les plantes, laisse
penser qu'elles joueraient un rdle dans la respiration. Mais, peu d’argu-
ments viennent étayer cette hypothése. Il est expérimentalement difficile
de savoir quelle fraction dy systéme enzymatique respiratoire peut interve-
nir. Rubin (1963), montre que la peroxydase agit camme une oxydase vraie
vis-3-vis du phloroglucinol (trihydroxybengéne); s'il ajoute de l'eau oxy-
génée, la fonction oxydante diminue. Cette découverte de la fonction phloro
glucinol de la peroxydase soulignerait le rdSle de cette enzyme dans les
échanges gazeux respiratoires. En effet, Rubin note que le systéme peroxydas
phloroglucinol est capable de réaliser l'axydation des diphosphopyridines

nucléotides réduits.

Peroxydase seule + DPNH > pas d'oxydation
o + DPNH + Phloroglucinol ————=—=——=3 oxydation importante

" S " ¥ MntE--> ”  encore plus import
Cette observation prouverait que les processus oxydants réalisés
par la peroxydase peuvent &tre considérés camme un maillon de la chaine
respiratoire. Toutefois, le lieu et le mécanisme de sa participation dans

les chaines respiratoires restent cbscurg.

IV  VARIATIONS DES PEROXYDASES AU COURS DU DEVELOPPEMENT

Au cours de la gemmination, 1l'activité peroxydasique varie consi-
dérablement (2.34.53.71.73). Les résultats cbtenus par Hori et Nakamura (195
(Fig. 2), montrent que l'activité peroxydasique des bourgeons et des coty-
lédons augmente graduellement apr@s absorption d'eau. Dans le bourgeon,

elle atteint son maximum aprés 5 jours et dans le cotylédon aprds 6 jours,



ensuite, elle diminue rapidement pour atteindre un minimm & 7 jours. L'acti-
vité dans les racihes avgmente perdant 3 jours puis diminuve. 2u 4éme jour, elle
augmente 3 nouveau vers une valeur constante qui est toujours plus faible que

- le maximum atteint aprés 3 jours.
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Fig.2 : Activité peroxydasique de la racine (= )
du bourgeon (—-—) et du cotylédon (-------).

(d'aprés Hori et Nakamura).

Aprés cette premiéré étape, peu d'auteurs se sont intéressés aux varia-
tions des activités peroxydasiques au cours de la vie de. la plante, et nous ne
possédons que peu de renseignements sur les peroxydases, soit pendant le
développement des fruits (3), soit au cours de la senescence des feuilles (7.81.

82.116).



V  PEROXYDASES DANS LES TISSUS CULTIVES "IN VITRO"

D

Les activités peroxydasiques des tissus sains et tumoraux ont &t
comparées (61.66).

- Lance (1963), s'est intéressé aux tissus de gcorsonére et pensi
que l'activité maximale des peroxydases correspond 3 la phase de croissanc
active. L'activité enzymatique évoluerait selon les différentes phases
de croissance, sauf pour les tissus anergiés dont la teneur en peroxydase

ne varie guére.

- Lavee et Galston (1968), remarquent que le pouvoir de prolifé-
. ration des fragments de moelle de Tabac est inversement proportionnel
d leur teneur initiale en peroxydase.

VI ACTIVITE AUXINES - OXYDASIQUE DE IA PEROXYDASE

B La peroxydase a &t€ impliquée dans le processus physiologique .
dy catabplisme auxinique. De nambreux travaux (6.9.19.24.29,31.32.44.52. .

57.78.98) , ont souligné les relations qui existent entre les peroxydases

et les awxines-oxydases. Siegel et Galston (1967), en dissociant la molé-

cule de peroxydase en apoenzyme et groupement prosthétique ferrique,

montrent que 1'hémoprotéine doit &tre intacte pour axyder le gaiacol

mais que 1'apoperoxydase seule peut catalyser 1'axydation de 1'A.I.A.

La peroxydase posséderait donc une fonction auxines-oxydasique dans la

portion non héminique de la molécule et une seconde fonction dépendante

de la soudure héme-protéine capable d‘'oxyder le gaiacol. -



VII ACTION DES FACTEURS PHYTOHORMONAUX

- L'auxine ne modifie que faiblement 1l'activité peroxydasique (61),

mais agit sur la formation d'isoenzymes (30.63.80).

- L'inhibition de l'élongation radiculaire provoquée par la kinétin

serait en relation avec 1'augmentation de l'activité peroxydasique (36.37).
Dans les feuilles cxcisées, la kinétine peut retarder la

senescence car clle est capable de meintenir le taux normal de pxotéines{\o‘{
Came la kinétine augmente 1l'activité peroxydasique, le maintien pourrait
s'expliquer par une action indirecte, en effet, la peroxydase est capable
d'hydroxyler la proline (118) en hydroxyproline qui jouerait un rb&le dans
la synthése protéinique (82). Mais, les cytckinines inhibent la synthése

des peroxydase et invertase dans les entrenoeuds de la Canne a sucre (41).

- Bon nambre de travaux suggérent que 1l'acide gibberellique sti-
mule l'élongation en réprimant 1l'activité peroxydasique (17.43.50).
D'ailleurs, les anti-gibberellines (Amo-1618, Phosphon, Morphactine, C.C.C.)
stimulent 1l'activité peroxydasique (11.33.48.49.59.60). Si l'antagonisme
de ces deux groupes de substances donne des résultats variables sur les

racines, il est par contre trés net pour les organes aériens.

VIII FACTEUR PHYSIQUE : LA TEMPERATURE

Dans les graines avant germination (94.103) ou dans les tiges
et les feuilles des plantes (15.42 76.77.91.1@) , les traitements
réfrigérants provoquent une augmentation de l'activité peroxydasique

ou font apparaitre de nouveaux isoenzymes.
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IX FACTEURS BIOLOGIQUES : PATHOLOGIE

Depuis longtamps, on sait que les agents pathogénes (champignons,
virus et autres microorganismes) augmentent l'activité oxydasique des
cellules. De nambreux travaux (27.69.79.102.11%), laissent supposer que lz

peroxydase jouerait un rdle dans la résistance aux agents pathogénes.

Le rdle physiologique des peroxydases dens la plante n'est pas
résolu, mais 1l'augmentation de 1l'activit€ peroxydasique dans les plantes
naines (56) et dans les tissus 3 croissance lente; sugglre que la peroxy-
dase peut étre un facteur d'inhibition de croissance des plantes. La perox
dase "in vitro" catalyse l'oxydation de l'auxine (29), la formation de
lignine & partir de 1l'alcool coniferﬁlique ou de 1l'eugénol (97), 1l'oxydatic
de TPNH, DPNH (1) et de nambreux autres camposés (13) . Les peroxydases
peuvent ralentir la croissance :

~ 1°) En agissant sur 1l'auxine endogéne

- 2°) En favorisant la formation d'une parci lignifiée rigide.

L ES CAT AL ASES (EC. 1.11.1.6)

Les catalases décamposent 1'eau oxygénée et l'utilisent 3
la fois came substrat et domneur d'é@lectrons. Toutes les catalases isolées
contiennent 4 molécules d'hématine par protéine (poids moléculaire 240.000),

Le groupement prosthétique est la protohématine IX.



I DISTRIBUTION -  LOCALISATION

La répartition des catalases est trés générale dans le
monde vivant (68). Toutefois, les tissus animaux ont généralement une

activité plus accusée que les tissus végétaux.

Les jeunes feuilles en sont plus riches que les feuilles
dgées (100). D'ailleurs, la répartition n'est pas uniforme, puisque dans

les feuilles de Pin (26), il y en a plus dans la région apicale.

La localisation intracellulaire a également ét& &étudiée,
les mitochondries de feuilles de Tabac en renferment en grande quantité
alors que les chloroplastes purifi&s ont une activité catalasique faible
(54). Elle ¢ & Ct€ récemment localiséer dans les cristalloides des micro
nodies des cellules végétales(z;))alors que dans les micrcbodies animaux, la

catalase se trouve dans la matrix (115).

IT IA DETOXICATION

On admet généralament que les catalases protégent 1'organisny

contre les effets néfastes de l'H.,Oz.

Le peroxyde d'hydrogéne formé dans les tissus peut étre
dosé par le pyrogallcl qui, en pré&sence de peroxydase, sera oxydé en
purpurogalline. Celle-ci théoriquement ne se fommera pas si on ajoute
de grandes quantités de catalase pouvant détruire rapidement 1l'eau oxygéné
tissulaire. On ne trouve pas ce résultat méme quand les racines sont
prétraitées par 1 mg/ml de catalase. Bjorn (1967) donne trois explications

possibles :
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- la catalase ne peut pas pénétrer dans le site réactionnel.
- la catalase ne peut pas entrer efficacement en campétition awe
la peroxydase.

- la catalase utilise l'H202 pour la peroxydation du pyrogallol
sans libération d'02.

D'autre part, on sait que le KCN est un inhibiteur de 1'activi
catalasique et en sa présence, on ne constate pas d'accumlation d'H?_O2

dans les tissus (10).

Toutefois, cet argument est discutable car Siegel et Galston (1€
ont montré que le DCP permettait 1'accumulation de H202 dans la plante ef
Goldacrz (1953) avait émis 1'hypothése que le DCP serait un inhibiteur
spécifique de la catalasc, alors que le KON employ® par Bjorn pourrait

ne pas en &tre un.

ITII VARIATIONS DES CATALASES AU COURS DU DEVELOPPEMENT

Au cours de la germination, l'activité catalasique augmente
rapidement, passe par un maximum puis diminue (2.34.53). Pendant le
développament (90), l'activité subit des variations. Les augmentations
correspondent en général 3 un début d'activité physiologique : on a
considéré les catalases camme des indicateurs.des modifications cytologi-
ques qui se produisent au cours de la croissance des racines (74).
Grangich (1951), ayant proposé un schéma de la synthése héme et chloro-
phylle, les auteurs ont généralement essay¢ de trouver une relation
chlorophylle-catalase, les résultats sont toutefois contradictoires

(4.16).



I
IV CATALASES® DANS LES TISSUS CULTIVES "IN VITRO"
e

Dans les tissus éultivés "in vitro”, Galston (1951) a trouvé
4 & 5 fois plus de catalase dans les tissus de Crown-gall que dans les
tissus sains : toutefois, selon Lance, cette augmentation ne serait pas
en relation avec le caractére tumoral mais, il y aurait un parall@lisme

entre la vitesse de croissance et l'activité enzymatique des tissus.

V. ACTION DES FACTEURS PHYTCHORMONAI
e e

L'auxine diminue l'activité catalasique des tissus traités. Les
réducteurs de croissance ne la modifient pas (33.60), l'acide gibberellique
par contre l'augmente (72). La kinétine stimule 1l'activité catalasique
des coléoptiles d'Orge, alors qu'elle est sans action sur cette enzyme
dans les racines de Lentille (34.36).

VI FACTEUR PHYSIQUE IA LUMIERE

H «

L'activité catalasique varie suivant les différentes radiations

Iumineuses utilisées [4.5.10), les effets seraient toutefois ré’versibles.

L'activité catalasique a souvent &té liée 4 la teneur en chloro-
phylle des végCtaux. Mais il n'est pas certain que 1'hdme des enzymes inter-
vigmne dans le métabolisme chlorophyllien. Il est &vident que la biosynthése
des porphyrines ferriques a une longue voie commne avec celle de la
chlorophylle. On sait également que 1'approvisionnement en fer joue un
grand rdle dans la teneur en enzymes ferriques. En &pit de trds nambreux
essais réalisés "in vivo" ou "in vitro", il n'est pas possible de préciser

1c rfle ni le stbstrat do la gatelasge dans: la cellule.
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MATERIEL ET TECHNIQUES GENERALES

I TECHNIQUE DE CULTURE DES TISSUS "IN VITRO"

La technique utilisé@e s'inspire essentiellement de celle décrite

par Gautheret (1959).

Les solutions nutritives employées sont, selon les tissus, la
solution minérale de Knop diluée de moitié&, ou celle de Heller (1953) a
laquelle nous avons ajouté les micro€léments de la solution de Berthelot.
Ces divers milieux sont solidifi&és par de la gélose (0,9 %) et renferment
en ocutre 3 % de glucose. Pour la souche de tissus de Carotte, nous avons

ajoutd 5.10 Og/ml d'acide indole acStique (A.I.A.).

II MATERIEL

Nous avons utilisé des tissus de feuille d'Endive (Cichorium

intybus L.) et de racine de Carottc (Daucus Carota L.).

A/ TISSUS D'ENDIVE

Selon la technique décrite par Vasseur (1965), les disques de
feuilles sont prélevés au trocard (@ 16 mm) et ensemencés, la face interne
au contact du milieu de culture. Dans certains cas, les tissus sont &clairé

12 heures/jour, dans d'autres, ils sont placés i 1l'cbscurité totale.

B/ TISSUS DE CAROTTE

Le mode de prélévement et d'ensemencement des explantats est
résumé sur la planche I. Un explantat est dit ensemencé dans le sens
normal (N) lorsque son orientation est la méme que sur la plante entiére,

c'est-d-dire que la région foliaire (F) la plus proche du collet est hors



Collet

~ , | — Q/&

Zone du ' ' o
collet
/ — = ’j‘,——"' — R
- 1 y d Z é—_’—
=
F A ! / VL Tz ///
Zone -1 * / S Sens
Er—T = S
s I N ) 8
’ N ¢
\Q)
~N

\
N

Mise

l

i
-
70:4
\\\x\\\\\\ '

o N
. Y
Zone 2 \
one \ |
\
\

\ Sens normal
Zone de \\ l
. ) A apsasawe i
la pomte N o o
e vz = v

_ e ‘

- — A

\j Pointe Horizontzlement

DIFFERENTES  ZONES DE PRELEVEMENTS SUR

LA RACINE DE CAROTTE F

i
AN

st )

E:explantat F:re;q/on oliaire ,B.-rcf'yz'on basale , Ph:/)h/oéme,
Z6: eambium , X: xy/émé/ N:cal , M:miliev de culture

Planche |




- 16 =
du milieu de culture et que la région basale ou radiculaire (B) plonge
dans ce milieu. Lorsque l'ensemencement a lieu dans l'autre sens, on dit

qu'il est inversé (I).

A la suite de nos premiers résultats, nous avons €té amené a
utiliser une méthode particuliére de découpage des explantats, nous la

décrirons ultérieurement.

Par suite de leur polarité, les tissus proliférent en donnant
un cal qui apparait toujours & la partie radiculaire du fragment, ce cal
est plus développd lorsqu'il croit hors du milieu@‘\-?"s-%)

Les tissus néoformés peuvent étre isolés aseptiquement et

8 mg/ml d'auxine. Les

repiqués sur un milieu neuf auquel on ajoute 5.10
colonies tissulaires sont ensuite repiquées toutes les huit semaines, on
cbtient ainsi une souche chlorcphyllienne identique & celle de Gautheret
(1939) . Nous avons Ggalement utilisé cette souche ayant subi de ncambreux

repiquages depuis 1939.

ITT TECHNIQUES EXPERIMENTALES

A/ MESURE DE LA CROISSANCE

La mesure de la croissance a &té effectuée par différents critéres

1°) Poids de substance . fraiche . (PF)

2°) Poids de matidre sé&che (PS) déterminé aprés congélation des
explantats dans un mélange neige carbonique-acétone et lyophilisation
pendant 48 heures.

Connaissant le PS, nous pouvons déterminer le pourcentage en
cau des fragments en appliquant la formule :

% eneau = PF - PS
PF

X 100
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3°) Teneur en protéines, mesurée selon la méthode de Lowry et

Coll. (1951).

1°) Technique d‘'extraction

Les tissus sont essuyés, pesés puis broyés dans un mortier, en
présence de sable lavé aux acides (0,5 g/g de tissu frais) jusqu'a cbten-
tion d'une pate hamogéne. Unecertaine quantité de la solution tampon
(phosphate monopotassique et disodique de pH 6,8 et de molarité 0,066) est
mélangée soigneuserment au broyat, le tout est recueilli dans un tube a
centrifugation. Le mortier et le pistil sont ensuite rincés, le volume
final de tampon étant fonction du poids de substance fraiche utilisée.
Toutes ces manipulations se déroulent d 4°C. Le broyat est alors centri-
fugé a 0°, 3 10.000 g pendant 10 mn pour les tissus d'Endive, ou & 3000 g
pendant 20 nmn pour les tissus de Carotte, ce qui permet 1'Elimination
du sable et des débris cellulaires. Le surnageant qui renferme les protéin
cytoplasmiques et les mitochondrdes, constitue la préparation enzymatique.
Les extraits placés en chambre froide et a 1l'cbscurité sont utilisés imméd
tement. En effet, contraircment aux solutions de peroxydases pures qui
peuvent 3tre conservées a 3% 3 pendant plusieurs jours, l'activité
des extraits bruts varie en vieillissant ; elle augmente sensiblement

pour les cxtraits concentrés, mais diminue pour les solutions diluées.

2°) Mesure des activités enzymatiques

a) Dosage de la peroxydase -
Came nous l'avons indiqué précédemment, les peroxydases
sont capables de catalyser l'oxydation de nambreuses substances par le

peroxyde d'hydrogéne. L'oxydation des phénols et des amines aromatiques
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aboutit & la formation de produits color@s qui permettent par des mesures

photocolorimétriques, d’'apprécier l'activité de cette enzyme. Les donneurs
d'électrons les plus usit@s sont le pyrogallol (Willstater et Stoll, 1918),
le galfacol (Lance, 1963), la benzidine (Van Duijn, 1955). Toutefois, les
extraits renferment toutes les enzymes cellulaires, il faut donc éviter les
interférences avec des enzymes de nature différente. En effet, 1l'emploi

du pyrogallol comme donneur d'électronsn'exclut pas la possibilité d'une
oxydation de ce réactif par les polyphénol-oxydases, 1orsqu'elies sont
hydrosolubles. Afin d'€liminer au maximum 1‘action perturbatrice de ces

enzymes, Lance préconise l'umsage du gaiacol, selon la réaction :

OH 0
/ |
Peroxydase +
e H2O2 : . 2 H20
OH 0
GAIACOL REDUIT GATACOL OXYDE

On mesure donc colorimétriquement 1'intensité de la coloration brune
due 3 la formation de tétragaicoquinone 3 1'cbscurité, i 25°C. lLa variation
de densité optique lue 3 420 nm. aprés 5 minutes d'incubation, permet d'éva-
luer l'activité de la préparation enzymatique. L'accroissement de densité
optique est ensuite rapporté a différents critéres : PF, PS, azote protéique
des extraits (ENP) ou des tissus (NP). L'&tude de ces critéres sera envisagée

ultérieurement.
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b) Dosagce de la catalase -

La méthode généralement utilise pour mesurer l'activité cata-
lasique est basée sur la détermination de la constante de vitesse de rlac~
tion du ler cordre de la décomposition de 1l'eau cxygénie (Euler, 1927). la

réaction est la suivante :

P
21-120:2 catalasg ZHZO. + O2

Toutefois, les fortes concentrations d'eau oxygénée peuvent
ipactiver 1l'enzyme aussi, Feinstein (1949), remplace le peroxyde
d'hydrogéne par du perborate de scdium (NaBO,, H,0, 3H,0 et suit le taux de
disparition de ce substrat par le titrage au permanganate de potassium,
camme dans la méthode d'Buler. Il est &vicent que le substrat (H,0,)
provient de la destruction du perborate et que le maintien de trés basses
concentrations d'eau oxygénée durant la réaction, réduit 1'inactivation

de 1'enzyme.

1°) L'extraction

a) Le volume du tampon d'extraction

Les extraits enzymatiques. comme nous l'avons dit précédem-
ment, sont ocbtenus par broyage au mortier des tissus végetaux, en présence
d'une certaine quantité de tampon. Des essais ré&alisés sur des fragments
de feuille d'Endive avant leur mise en culture, ont montré que suivant
le volume de tampon utilisé@, les activités enzymatiques absolues pouvaient
varier (Fig. 3). Ces variations sont dues i différents phénoménes : les
volumes faibles, (1 ou 2 ml par g de PF) ne pg;nettent pas une hamogénéisa-

tion parfaite, les tissus contiennent heaucoup d'eau(90%) qui peut diluer les
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cnzymes sans que l'on puisse en tenir compte pour 1l'activité calculée

par rapport au poids de substance fraiche. On peut &galement invoquer

la présence d'inhibiteurs de ces enzymes qui se trouveraient plus concen-
trés pour les faibles volumes. Enfin, pour les volumes plus importants,

7 ou 8 qi, il semble que l'enzyme, moins concentrée, soit inactivée par

le substrat.

Il est toutefois intéressant de noter que les activités
enzymatiques relatives ne varient pas ;elles sont toujours supérieures
dans les feuilles centrales quels que soient les volumes de tampon
utilisés. Aussi, afin d'Gviter l'effet de dilution des extraits, nous avons
choisi de prendre 5 ml de tampon/g PF quand 1l'activité enzymatique est
faible, et 10 ml/g PF quand elle est forte et, au cours d'unc méme
expérience, les extractions sont faites avec des volumes identiques, afin

de pouvoir camparer les résultats.

b) Le pH du tampon d'extraction

Pilet (1967) a montré que la valeur du pH d'extraction
avait une importance considérable pour la mesure des activités auxines-
oxydasiques. Nous avons donc réalisé des extraits avec des sclutions
tampornées 3 Ph 5, 6, 7 et 8. Aprés extraction, les variations de pH

des extraits sont les suivantes :

+ 0,4 pour pH 5,0

- O'l 1] L 6'0
- g1 * "® 7,0
- 0,55 " " 8.

L'activité peroxydasique mesurée dans chacun de ces extraits
(Fig. 4) est toujours supérieure pour les pH d’'extraction 6 et 7, mais

les différences trouvées pour ces deux pH ne permettent pas de considérer
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un pH optimum. Nous avons donc finalement conservé le pH 6,8 qui est

celui le plus généralement utilisé pour 1l'extraction de ces enzymes.

2°) L'activité peroxydasique
a) Le pH de la solution active
Afin de toujours cbtenir un volume final de 10 ml dans la
cuve colorimétrique (Planche II), il faut ajouter (2 - %) ml d'eau
distillée comme 1'indique Lance. (x étant le volume d'extrait utilisc).
On pouvait se demander si le pH 5,3 de 1'eau distillée utilisée ne
modifiait pas le déroulement de 1l'action enzymatique en agissant sur le

milicu réactionnel.

Nous avons remplacé 1l'eau par deux solutions tamponnées, 1l'une
a pH 6, 1l'autre 3 pH 6,8. Les pH & 1'intérieur de la cuve sont alors
respectivement 5,98 pour l'eau, 6 et 6,32. L'examen de la figure 5 montre
que les résultaté sont pratiquement identiques avec les différentes

solutions utilisées.

b) Le pH du milieu réactionnel,

pH %ong 5,4 5&5[%8 6,0 | 6,2 6Al*@6 6,8 LOT%,

Activ.pero.
p/ 100 mg,PF 10,03}10,10{10,71{10,81{11,12{11,50{11,97|11,86{11,67[11,09|" 9,24} 6,

TABIEAU I : ACTIVITE PEROXYDASIQUE EN FONCTION DU pH DU MILIEU REACTICNNEL.
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Planche 11

Nous avons fait varier le pH du milieu réactionnel en prenant 2 ml
de galacol et 1 ml d'H202 et en ajoutant des solutions de tampon phosphate
de 5 & 8 unités pH (Planche II). L'extraction de la solution enzymatique
est faite a pH 6,8. L'extrait est alors dilué au 1/203me et 1l'activité
peroxydasique pour x = 1 ml de la solution diluée est ensuite dosée pour
chaqué pH.

L'activité peroxydesique est optimale 3 pH 6,2 puis décroit sensible
ment pour les pH 7 et 8 (Tableau I).

Dans la suite de nos essais, nous avons utilisé une solution de

tampon pH 6.

c) Le temps d'incubation
Quatre solutions ont été préparées 3 partir d'un extrait d'exnl:
tats primaires de Carotte cultivés "in vitro" pendant 40 jours.
Solution A 1 ml de solution mére + 20 ml tangon pH 6,8
" B " " " 4+ 40 ml " "

L1} C " AL " " + 60 l'ﬂl " 11
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Pour chaque dilution, le processus expérimental est le suivant :

- dans la cuve colorimétrique contenant le mélange réactionnel plus 1 ml
d'eau distillée, on ajoute rapidement 1 mi de solution enzymatique. Les
variations de densité optique sont mesurées toutes les 30 secondes. Entre

chaque lecture, le contenu de la cuve est agité avec une baguette de verre.

Pour les solutions trop concentrées (Fig. 6), la vitesse d'oxyda-
tion du gaiacol diminue progressivement en fonction du temps, mais les
valeurs trouvées restant proportionnelles pour les dilutions B et C. Cing
minutes suffisent pour le déroulement de la réaction. Pour des temps trop
courts, il n'y a pas proportionalité entre la variation de densité optique

et la dilution employée.

Enfin, pour une dilution donnée et pour une durée de réaction
de 5 mn, l'accroissement de densité optique est proportionnel gu volume,

donc & la concentration (Fig. 7).

3°) L'activité catalasique

a) La concentration enzymatique

Selon Feinstein, l'activité catalasique doit se traduire
graphiquement par une droite, lors du dosage, elle est donc proportionnelle
d la quantité d'enzyme ou au volume d'extrait utilisé. Pour obtenir ces
conditions idéales, nous avons constaté qu'il fallait souvent diluer les
extraits dans de fortes proportions, ce qui risquait de dénaturer les pro-
téines. De plus, il s'acit d'extraits bruts, dont la composition est
inconnue et d fortiori la teneur en enzymes. Pour chaque extrait, il aurait
fallu par des essais successifs, chercher la concentration donnant 1'activi-
té strictement proportionnelle au volume d'extrait utilis€, ce qui est

incampatible avec de nambreux dosages. Rappelons d'une part que de trop
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fortes concentrations d'HZO2 risquent d'inactiver 1l'enzyme ce qui peut
intervenir pour des extraits trop dilués et d'autre part que le substrat
peut jouer un rdle limitant pour les solutions enzymatiques concentrées.
Aussi, nous avons tenté de voir si le rapport d'activité de deux extraits
dont 1'un a une activité catalasique supérieure & l'autre pour des volumes
d'extraits faibles, ne pouvait se trouver inversé pour des volumes plus
importants (Fig. 8). Nous constatons qu'il n'en est rien et si l'effet
limitant du substrat est plus sensible pour 1l'extrait concentré, cette
action s'exerce également sur l'extrait dont 1'zctivité catalasique est
plus faible.

Afin d'éviter toute erreur possible, nous avons choisi de
prendre 0,5, 1 et 1,5 ml de chaque extrait et d'établir une moyenne sur

les trois valeurs obtenues.

b) La températurc d'incubation

Feinstein précise &galement que la r&action doit se dérou-
ler & la température de 37°, ce qui semble &vident puisqu'il utilise des
extraits provenant de tissus animaux. Les catalases extraites des tissus
végétaux pouvaient ne pas avoir les mémes caractéristiques que celles
du Rat. Nous avons donc fait varier la tampérature d'incubation de 5° en
5° (Fig. 9). La décomposition du perborate de MNa par la catalase croit
réquliérement pendant 1'augmentation de température de 5 3 40°C, elle
chute ensuite jusqu'd 60° (tampérature de coagulation des protéines).
L'optimum d'activité sc situe aux alentours de 42, 43°, donc, la templra-
ture d'incubation utilisée dans nos essais peut sans inconvénient &tre
celle préconisée par Feinstein, c'est~3~dire 37°. Parallélement 3 1l'acti-
vité catalasique, nous avons suivi l'activité réductrice du perborate de
sodium sur le permmanganate de potassium au cours de 1'Elévation de tempé-

rature et nous avons constaté qu'elle ne variait pas. Feinstein signale
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d'ailleurs que le perborate ne perd que 0,9 % de ses capacités réductrices
quand il est maintenu pendant deux heures 3 la température ambiante, or,

nos essais ne durent que 5 minutes,

c) Description de la technique

A la suite de ces essais, l'activité catalasique est mesurée
de la fagon suivante :

- Dans cing tubes A essais, placés dans un bain marie & 37°, so
ajoutés 10 ml d'une solution de NaBO,; 4H20 a 1,5 % dont le pH est ajusté
a 6,8 par de l'acide chlorhydrique. Les tubes &tant numérotis de 1 4 5,
on ajoute dans le premier et le cinquiéme 2 ml de tampon pH 6,8. Les autres
tubes regoivent (2 - x) ml de tampon, x étant des volumes d'extraits
égaux & 0,5, 1, 1,5 ml. Aprés 5 m, 5 ml d‘acide sulfurique (1/10) sont
versés, afin de détruire 1l'enzyme. Le perborate résiduel est dosé par le
MnO,K (N/10). Le nombre de milliéquivalents de Na détruit pour chaque volume
d'extrait est donné par la formule :

0,974 (y - 2z =Nb meq. Na détruit pour x ml d’extrait
Yy

0,974 = nb de megNa dans la prise d'essai (10 ml)

y = Volume de MnO,K versé dans le tube 1 ou 5

z = Voluwe de MnO,K versé dans le tube 2 par exenple
y - z = Domne le velume de NaBO, détruit

Notons que les tubes 1 et 5 deivent donner des valeurs identiques.
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4°) Choix d'un critére de référence

Ie critére choisi pour témoigner de l'activité enzymatique a
fait 1'objet de nambreuses controverses. En prenant l'exemple des peroxydase
nous avons rapporté l'activité i différents critlres et analys¢ les résul-
tats (Fig. 10). Lorsque les extraits sont réalisés d partir de mat@riel
frais ou de matériel lyophilisé, on constate que l'activité enzymatique
augmente lorsqu'on passe des feuilles extermes (E) aux feuilles internes

(C) de 1'Endive.

Il en est de méme lorsque les résultats sont exprimés par rapport
aux protéines d¢ l'extrait. Par contre, si les protéines totales sont choi-
sies came unité de référence, on note que la courbe d'activité est
inversée. Cette inversion s'explique par un accroissement important du
taux des protéines alors que les différences d'activités enzymatiques des
fragments sont plus nuancées. Pour la méme raison, si 1l'activité peroxyda-
sique trouvée pour }go/gng de poids frais est ramenée & 1l'unité de poids

sec correspondant, on n'observe plus de variations.

Donc, qu'il s'agisse de matériel frais, de matériel lyophilisé
ou d'activité spécifique, les variations d'activités enzymatiques sont
camparables. Pour plus de camodité, nous ne considérerons que les résul-

tats exprimés par rapport au poids frais.
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RESULTATS EXPERIMENTAUX

1 TISSUS DE_CAROTTE
Des fragments de racine de Carotte ont &té cultivés sur le
milieu de Heller, additionné dans certains cas d'acide 3-indolyl-acétique
(A.I.A). Les tissus néoformés par les explantats ont été€ repiqués a plu-
sieurs reprises et leur comportement a été comparé d celui de la souche
isolée par Gautheret. Nous avons &galement utilisé cette souche pour &tu-

dier 1'influence de diverses substances de croissance sur les activités

catalasique et peroxydasique.

A/ FEPARTITION DES PEROXYDASES ET DES CATALASES DANS LES

DIFFERENTS TISSUS DE IA RACINE DE CAROTIE ~-

La zone génératrice étant généralement bien visible, il est
facile d'isoler le phloéme, le xyléme et la zone carbiale. Une tranche
de 1 am est éliminée 3 chaque cxtrémité de la racine ; sur des fragments
de 3 cm prélevés dans la r&gion proche du collet, ou vers la pointe, les
différents tissus sont sg@parés et les activités cnzymatiques dosées (Ta-

bleau II).

Quel que soit le niveau de prélévement,; les activités
catalasique et peroxydasique du phloéme sont sup€rieures 3 celles des
autres tissus. La pointe de la racine est moins riche en catalase et en

peroxydase que le collet.



..36=.

ACTIVITES
Peroxydasique Catalasique
Collet Pointe Collet Pointe
Phloéme 2,56 1,76 0,306 0,266
Zone génératrice 1,08 0,86 0,294 0,236
Xyléme 0,60 0,56 0,204 0,158
ACTIVITES ENZYMATIQUES DES DIFFERENTS TISSUS DE

TABLEAU II
- LA RACINE DE CAROTTE.

Les tissus ont donc des activités enzymatiques différentes.
Le;: enzizmes sont fépai‘ties selon un gradient transversal, les régions
externes étant les plus riches. On pourrait toutefois s'&tomner que le
tissu ligneux posséde moins de peroxydase qu'un tissu cellulosique, puisque
cette enzyme intervient dans le phénaméne de lignification. La pauvreté
relative en enzymes de la pointe de la racine par rapport & la région du
collet témoigne &galement de l'existence d'un gradient axial. Ces diffé-
rentes constatations nous ont amené 3 ne prélever les explantats que dans
la région médiane de la racine, afin d'obtenir un matériel suffisanment

hamogéne.

B/ CULTURE "IN VITRO" DE FRAGMENTS DE RACINE DE CAROTTE

o o s 2 e W > r _ D - - - T ——— - -] -

Nous avons réalisé des ensemencements dans le "sens normal’” (N)
et dans le "scns inverse" (I), les fragments &tant enfoncds 3 moitié dans
le milieu de culture. Les activités enzymatiques ont &té dosées dans la

partie immergCe, dans la partie hors du milieu ainsi que dans le cal.
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D&s les premiers jours de culture, l'activité peroxydasique
de la partie immergSe augmente considérablement, que le fragment soit en
position inverse ou normale. Dans la région située hors du milieu, 1l'aug-
mentation est quatre fois plus faible. Elle atteint sa valeur maximale
vers le 2le jour, décroit ensuite jusqu'au 35e jour, puis croit a nouveau.
Le cal qui ne se développe bien qu'hors du milieu de culture /a la r&gion
basale des fragments ensemencés en position inverse (I), a une activité
peroxydasique sensiblement identicue a celle des tissus souse-jacents
(Fig. 11). L'activité catalasique augmente pendant les sept premiers jours
puis décroit ensuite (Fig. 12). Les différences d'activité catalasique
entre les deux régions d'un explantat sont plus nuancées que celles
trouvées pour les peroxydases. Elles se traduisent par une activité pré-
dominante dans la région immergée jusqu'au l4e jour ; ensuite, l'activité
est plus forte dans la région hors du milieu.

Lorsque le cal apparait, il a une activité catalasique nettement
supérieure 3 celle des tissus sous-jacents, cette différence s'estampe

par la suite.

L'activité peroxydasique des régions immergées étant deux fois
plus inportante que celle des régions placées hors du milieu, nous avons
ensemence les explantats de différentes maniéres. Les uns, gtajent placés
simplement 3 la surface du milieu, d'autres, enfoncés 3 moitié dans le
milieu (comme précédemment), d'autres enfin, Staient complétement immergés
et placés, soit dans le "sens normal" (¥), soit en "sens inverse" (I).

Aprés 35 jours de culture, les activités enzymatiques ont &té dosées,
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dans la région en contact avec le milieu, puis dans les régions proximale

et distale par rapport & ce dernier ainsi que dans les tissus néoformés
pour les explantats placés en surface. Pour les explantats a demi enfoncés,
nous avons considéré les mémes régions que précédemment ( § 1). Quant

aux fragments camplétement enfoncés, leurs activités peroxydasique et cata-
lasique ont &té déterminées dans les cing premiers millimétres aux deux
extrémités. Dans ce cas, il y a une chute brutale des activités enzymatique
lige sans doute aux conditions paraphysiclogiques, car, aprds 35 jours de

culture, il n'y a aucune prolifération.

1/2 enfoncé Hors du milieu 1/2 enfoncé Hors du milicu
N X N I N I N I
c 0,300 0,384 2,55 1,52 c
R 0,214 0,237 | 0,350 0,345 9,00 2,72 1,55 1,62 R
F 0,279 0,218 | 0,465 0,386 3,35 8,50 3,37 1,57
RM 0,368 0,425 12,60 12,60
ACTIVITE CATALASIQUE ACTIVITE PEROXYDASTIQUE
TABLEAU III ACTIVITES ENZYMATIQUES DES DIFFERENTES REGIONS D'EXPLANTATS DE
RACINE DE CAROITE APRES 35 JOURS DE CULTURE "IN VITRO".
= Cal - R = REgion radiculaire - F = Région foliaire - BRM = REgion de

1l'explantat en contact avec le milieu de culturc.

Les activités peroxydasique et catalasique (Tableau III) des
différentes régions confirment que le contact avec le milieu augmente

considérablement 1'activité peroxydasique, augmentation d'autant plus nette
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que la surface de contact est plus réduite. En effet, lorsque les fragments

sont placés sur le milieu, la partie en contact avec celui-ci a une activité
quadruple de celle de la région hors du milieu. L'activité catalasique
est plus faible quand 1l'explantat est a demi“enfmcé, que lorsqu'il

repose & la surface du milieu.

Il s'avére donc qu'on ne peut &tablir valablement la réparti-
tion des enzymes dans un explantat qu'en Eliminant 1l'effet du milieu de
culture. Nous avons donc imagin€é un mode d'ensemencement particulier décrit
Planche III. Il fallait néanmoins tenir compte de la nature du tissu jouant
le rSle de support car l'activité peroxydasique initiale du phloéme est

supérieure i celle du xyléme.

Par cette nouvelle méthode de mise en culture, nous avons
obtenu un matériel qui proliférait dans de bonnes conditions et nous avons
constaté que la polarité morphologique était respectée. La prolifération
cellulaire est plus importante quand le xyléme joue le rble de support

(Tableau IV), elle n'est pas influencée par l'orientation des fragments.

SUPPORT PHLOEME SUPPORT XYLEME

N 92,1 112,9

i 68,5 111,6

TABLEAU IV : POIDS FRAIS MOYEN (mg) DU CAL NEOFORME

Apf'és 35 jours de culture, nous avons découpd les explantats
(Planche ITI) et analys€ les activités peroxydasique et catalasique de
chaque région (Tebleaux V &VID). Dans les tissus néoformés, 1l'activité
peroxydasique est la méme quel que scit le sens d'ensemencement. Pour les

tissus préexistants, elle diminue dans la ré&gion radiculaire et augmente
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dans la région foliaire, avec toutefois une exception pour les fragments

placés en "sens inverse" et supportés par le xyléme. Nous retrouvons

pour les catalases une répartition identique 3 celle des peroxydascs.

SENS NORMAL SENS INVERSE
Support phloéme| Support xyléme Support phloéme| Support xyléme
c 2,41 2,25 2,30 2;15
R 1,80 1,08 1,49 1,40
F 3,566 2,25 1,60 1,40
S 2,37 1,40 2,51 1,40
SM 20,10 12,00 22,90 26,65
TABLEAU V : REPARTITION DE L'ACTIVITE PEROXYDASIQUE DANS LES FRAGMENTS
DE RACINE DE CAROTTE, APRES 35 JOURS DE CULTURE "IN VITRO®.
C = Cal = R = Région radiculaire - F = Région foliaire
S = Support hors du milieu de culture =
SM = Support dens le milieu de culture -
SENS NORMAL SENS INVERSE
Support phloéme| Support xyléme | Support phlo@me| Support xyléme
p—
C 0,468 0,560 0,473 0,456
R 0,311 0,388 0,364 0,330
F 0,344 0,429 0,410 0,420
] 0,311 0,388 0,484 0,351
SM 0,359 0,307 0,335 0,436
TABLEAU VI : REPARTITION DE L'ACTIVITE CATAUASIQUE DANS LES FRAGMENTS

DE RACINE DE CAROITE, APRES 35 JOURS DE CULTURE "IN VITRO".
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Nous avons également dosé les activit@s peroxydasique et catalasique
dans les différents tissus utilisés comme support : dans les ré&gions
situfes hors du milieu de culture, ces activités sont plus importantes
dans le phloéme que dans le xyléme, ce qui confirme les résultats obtenus
avant la mise en culture.

Le milieu de culture joue un rOle importent dans la répartition
des enzymes, si on supprime ses effets par une technique particuliére de
prélévement des explantats, on remarque que les tissus néoformds ont des
activités enzymatiques supérieures & celles des tissus préexistants. Pour
un méme lot de Carotte, les activités enzymatiques des cals sont identiques
quelle que soit l'orientation des tissus, ce qui exclut que la pesantcur
puisse intervenir dans la répartition des catalasesyw:t peroxydases. Les
résultats obtenus lorsque les explantats sont posés sur le milieu ou
lorsqu'ils sont prélevés selon notre méthode, permettent de penser que les
enzyrmes circulent de fagon polaris@e dans le sens pointe-collet. En effet,
lorsque les fragments sont ensemencés dans le "sens normal”, l'activité
peroxydasique est toujours plus importante 3 1l'extr&mité foliaire de
l'explantat,; mais s’ils sont ensemencés dans le "sens inverse", les
valeurs obtenues le long du fragment sont identiques, ce qui laisse supposer
que, dans ce cas, les peroxydases passeraient dans le milieu de culture.

Ce passage est confimmé par une oxydation plus rapide du réactif ajouté
aux milieux ayant contenu des fragments mis en culture dans cette position.
D'autre part, les tissus supports sont de nature différente, le phloéme

a une activité enzymatique supérieure 3 celle du xyléme avant la mise en
culture. Pour les régions immergées, cette différence est retrouvée lorsque
les fragments sont ensamencés dans le "sens normal”, tandis que pour ceux
placés dans 1l'autre sens, le décalage xyléme-phloéme n'existe plus, ce qui
est trés net pour l'activité peroxydasique ot témoigne dune accumilation

d'enzymes & ce niveau.
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C/ CULTURE "IN VITRO" DE TISSUS REPIQUES

Des fragments de racine de Carotte, ensemencés dans le "sens
inverse" sont cultivés pendant 1 mois sur le milieu de Heller. Les tissus
néoformés sont alors transplantés aseptiquement :

. Soit sur le méme milieu

. Solt sur ce wilieu additicmé de 5 107> gAml d' A.T.A.

En l'absence d'auxine, bon nambre d'explantats se nécrosent,
les autres ont une croissance faible, leur poids frais ne varie guére
jusqu'au 49e jour de culture ; en présence d'A.I.A. au contraire, il
augmente régquliérement. Le taux des protéines solubles dosées dans les
oxtraits présente unec valeur optimale entre le l4e et le 2le jour. Enfin,
la différence de teneur en eau selon le milieu de culture est faible (1 %)

(Fig. B).

L'activité peroxydasique croit considérablement entre le ler
et le 28e jour de culture, puisque les valeurs passent de 2,45 3 14,5
soit 6 fois plus importantes ; elle diminue ensuite légérement.
Ces valcurs sont trés différentes suivant la composition du milie

(Fig. 14 A).

Les variations d'activité catalasique sont moins importantes
et se traduisent (Fig. 14 B) par une augmentation progressive jusqu'au
2le jour, puis, l’activité catalasique des tissus cultivés avec l'auxine
diminue faiblement, tandis que celle des tissus cultivés sans auxine chute

brutalement.

Aprés 45 jours, les tissus de Carotte cultivés en présence d'auxi

sont repiqués sur un milieu identique. Les activités catalasique (0,495)



g
D PS
) 40
. _
5 v
g\ % 30| /
g Y "
N g 2. ) O T
R gl
(Y < 0L~
)
250 A 0 ! { ] l ] i 1

0 7 14 21 28 35" H2 KO
Temps en JOU/;s

200
l o/o eau
150 A : - .
T~
X . ,// :
[+
‘400 5’3 86/
LW A~
* -~ -~ ~
,6: B ’./’, i T~ ~
Y A S W NN NN T NN URRRY 1- /4 A S S S R S
o 7 14 2 28 35 M2 HD 0 7 1 21 28 35 42 h9
Temps en_jours Temps en jours
J
Ad00|_ Foléines solubles
L 1000]. —
340 |-
Q TSNS °
2 8oo / ~
. \_ \\
. >o "
Fig. 13 : Variations du poids de substance joo ] ' L Loty )
fraiche (PF), de matiére séche (PS), o F Ak 21 28 35 4LZ THS
de la teneur en protéines solubles Temps en J'oupﬁ
des extraits et du % en eau des cals

de Carotte cultivés avec {(—-) ou sans (~-~)} auxine.



X

PREMIER PASSAGE

160 PEROXYDASE
14 (A)
T . (B)
£ 12 g
’Q'w R o5 CATATLASE
N ™
\§ £
8 Q0
3 L
Q 6 Lo,
S 3-
\ ______ -
S A - 39,
R R
<2 <ol
. S ~
0 n L1 | | 1 L o X O l S T I
0 7 A 21 28 35 A2 K9 0 F L tH 24 286 35 .22 Ho: -
Temlbs en Jours Temps en Jours

Fig. 14 : Evolution des activités enzymatiques de tissus de Carotte cultivés
avec ( ) casans (----) auxine.

TROISTEME PASSAGE

’
e

<
< 22 — 3
£ PEROXYDASE : Q
0 N
NG N CATALASE
L
& 48 “‘\\~\\\\\\‘______ B0
QS
p S
E 0,6
3 3
— D
N 1k 505
o
Q .
Q

Na d
o
x=
1

\
\

| | |
\4 21 7 A 21
Temps en J'owzs Temps en jour.s

A\

o
b
e
&

<

~
8r
7

Fig. 15 : Ewvolution des activités enzymatiques de tissus de Carotte cultivés "in vitro".



- 48 -
et peroxydasique (12,10) dosées dans les colonies agées de 35 jours

restent élevées.

Repiqués 3 nouveau sur le méme milieu, nous avons constaté
que la prolifération des tissus se faisait dans de bonnes conditions.
L'activité catalasique présente un optimum aprés 7 jours de culture, puis
retrouve sa valeur initiale, tandis que l'activité peroxydasicque augmente
encore au début de la culture et par la suite, se maintient 3 des valeurs

élevées (Fig. 15).

La vitesse de prolifération d'un tissu varie au cours de sa culture,
faible au début (latence), elle s'accé@lére ensuite (croissance active),

puis diminue (senescence).

Lors de nos essais sur la souche de Carotte, nous avons retrouvé

ces différentes phases de croissance.

Les catalases et les peroxydases n'ont pas manifesté d'évolution
particuliére et leurs activités sont sensiblement les mémes tout au long

de la culture (Fig. 16).

L'auxine est nécessaire d la prolifération de la souche de Carotte.
En sa présence, les activités enzymatiques sont plus importantes, mais,
il n'est pas possible de savoir si cette différence d'activité est liée

3 1'hormone elle-méme ou 3 la prolifération plus active des tissus.
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Le cal néoformé par les explantats a une activité peroxydasique

faible qui augmente considérablement au contact du milieu dés les premiers
passages. Aprés de trés nodbreuses transplantations l'activité peroxydasique
diminue pour atteindre des valcurs voisines de celles trouvées initialement

dans le cal, il parait d'ailleurs difficile d‘expliquer cette diminution.

Dés 1l'apparition du cal, l'activité catalasique est supéricure
a celle des tissus préexistants. La premiére transplantation provoque
une augmentation passagére de cette activité, mais les variations sont
roins fortes que pour les peroxydases ot dés la troisidme transplantation,

il n'y a plus d'évolution importante.

p/ INFLUENCE DE DIFFERENTS FACTEURS CHIMIOUES SUR LES TISSUS

DE CAROITE
Les tissus de la souche isolée par Gauthcret ont &té cultivés.
sur des milieux contenant de 1'A.I.A., de 1'A.N.A ou du 2,4 D 3 des
concentrations variant de 1072 3 10 g/ml. Aprds deux mois de culture,
la croissance des colonies est évaluée en PF, PS, la teneur en eau est

déterminée ainsi que les activités enzymatiques.

L'A.I.A. stimule fortement la prolifération des tissus de souche
de Carotte (12.39) ; son effet optimum est obtenu pour des concentrations

de 1'ordre de 1077 a4 1070 g/ml (Tableau VIT).

Les faibles doses provoquent une légére diminution de 1l'activité
peroxydasique qui, par contre, augmente (Fig. 17) brutalement pour les

concentrations supérieures 3 10'5.

Au contraire, l'activité catalasique est stimulée par des

doses plus faibles (10“7) , alors que les fortes concentrations sont
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pratiquement sans action 3 son égard (Fig. 17).

PF PS %

moyen (mg) moyen (mg) eau
0 786,0 54,53 93,06
108 | 1 606,2 98,70 93,85
10—7 2 090,7 128,94 93,83
100 | > 206 ,2 132,38 93,99
107 | 1 678,3 107,53 93,59
10~4 898,65 66,14 92,64

TABLEAU VII VARINTIONS DES PF ET PS MOYENS ET DU POURCENTAGE
EN ENU DES TISSUS DE SOUCHE DE CAROITE CULTIVES

EN PRESENCE DE DIFFERENTES DOSES D'A.I.A.

L'ANJA. a sur la prolifération des tissus de souche de Carotte

u}xe action comparable 3 celle de 1'A.I.A. (Tableau VIII)

TABLEAU VIIT

PF PS %
moyen (mg) moyen (mg) eau

T09,T 49,28 93,05
T46 4 53,30 92,87
9k0,5 6k ,70 93,12

1 886,9 113,46 93,98

1 705,1 110,03 93,54

/T-‘\

833,5 66,95 91,96 {

"r—

.5
lLE

¢ VARIATIONS DES PF ET PS MOYENS ET DU POURCENTAGE
EN EAU DES TISSUS DE SOUCHE DE CAROTTE CULTIVES
EN PRESENCE DE DIFFERENTES DOSES D'A.N.A.
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Il augmente aussi A forte dose l'activité peroxydasique, cette

augmentation sc manifeste cependant pour des doses 100 fois plus faibles

(dés lO_7g/ml) . L'activité catalasique est cncore stimulée par des doses

faibles (10_9) , bien que ces concentrations n'aient pas ou peu d'action

sur la prolifération (Fig. 18).

Le 2,4-D est un puissant stirmulant de la prolifération des tissus

de Carotte ( 12 ). Néanmoins, son effet s'cbserve 3 doses faibles (10-8)

alors que les doses &levées sont toxiques. L'appauvrissement en eau des

tissus est considérable pour les concentrations 10

TABLEAU IX

6 ot 10™ (Tableau IX

PF PS %

moyen (mg) moyen (mg) eau
0 809,0 57,62 92,87
1072 1 021,8 68,50 93,29
108 1 937,8 109,38 94,35
1077 735,1 60,91 91,71
1076 320,k 36,71 88,54
107 230,2 26,82 88,34

VARTATIONS DES PF et PS MOYENS et DU POURCENTAGE
EXl EAU DES TISSUS DE LA SOUCHE DE CAROTTE CULTIVES
EX PRESENCE DE DIFFERENTES DOSES DE 2,4-D.

8

Pour les concentrations supérieures a 10 °, le 2,4-D augmente

3 la fois les activités peroxydasique et catalasique (Fig. 19), il se

comporte donc différemment de 1'A.I.A. et de 1'A.N.A. en particulier 3

1'égard de la catalase.
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IT1 T1IS84US DPENDIVE

Nous avons tout d'abord recherché la répartition des peroxydases
et des catalases dans le bourgeon d'Endive. Puis, nous avons suivi 1'évolu-
tion des activit@s enzymatiques au cours de la culture "in vitro" de frag-
ments de feuille. Enfin, aprés 25 jours de culture, nous avons séparé les
cals "néoformés" des tissus préexistants et comparé leurs activités

catalasique et peroxydasique.

2/ REPARTITION DES PEROXYDASES ET DES CATALASES DANS LE BOURGEQON

La répartition des enzymes a C&té é&tudiée dans des bourgeons obte-
nus selon la technique habituelle des endiviers de la région, et dans les
rosettes de feuilles poussant sur des racines cultivées en serre a la
lumiére du jour. Nous nous sormes limité & la nervure centrale des feuilles,
celle-ci est trés large dans les bourgeons maintenus & l'abri de la lumiére,
mais, sur les feuilles chlorophylliennes elle s'amenuisec de la base a
l'apex ol sa largeur est de 2 3 3 mm. Dans cc cas, nous avons prélevé
la nervurc centrale, non plus au trocard comme nous le faisons pour les
feuilles achloriques, mais 4 l'aide d'un scalpel, en éliminant systématique-
ment le limbe. Nous avons distingué d'une part dans le bourgeon : les
feuilles externes (E), moyennes (M), centrales (C) et d'autre part dans

la feuille : la zone basale (1), moycnne (2), et apicale (3) (Planche IV)

Les techniques différentes de prélévement ne nous ont pas permis
d'étudier les répartitions des PF et PS, mais par contre, leur teneur en

eau a &té établie (Tableau X).
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PRELEVEMENT ~ BOURGECN ACHLORIQUE BOURGEON CHLOROPHYLLIEMN
E 95,21 93,12
1 94,95 92,85
M 2 94,74 92,63
3 94,28 91,92
c 93,77 91,55
;

TABLEAU X : POURCENTAGE EN EAU DER FRAGMENTS DE FEUILLE SUIVANT
IFUR LIEU DE PRELEVEMENT.

Celle~ci diminue de la base d l'apex des feuilles. De méme,
les feuilles centrales contiennent rclativement moins d'ecau que les feuilles
externes. Enfin, la teneur en eau est supéricure dans les bourgeons achlori-

ques que dans les bourgeons chlorophylliens.

La répartition longitudinale (1.2.3) ou transversale (E.M.C.)
des catalases et dos percxydases (Tableaux XI et XII) se traduit par des
activités croissantes de la base d 1'apex des feuilles et des feuilles
externes aux feuilles centrales. Les activités enzymatiques sont beaucoup

plus fortes dans les feuilles vertes que dans les feuilles achloriques.

PRELEVEMENT ACTIVITE PEROXYDASIQUE |  ACTIVITE CATALASTQUE
DO/1 g PF/5 m Meq Na détruit/lg PF/5mn
12 3,02 0,64
1 2,80 0,60
M 2 3,40 0,64
3 4,60 0,567
c 4,02 0,67

(Bourgeon achlorique)
TABLEAU XI : ACTIVITES ENZYMATIQUES DES FRAGMENTS DE FEUILLE SUIVANT

LEUR LIEU DE PRELEVEMENT.



PRELEVEMENT ICTIVITE PEROXYDASIQUE ACTIVITE CATALASIQUE
DO/1 g PF/5 mn Meq Na détruit/1g PF/5mA
E 9,50 0,65
1 7,50 0,80
M 2 10,00 1,02
3 23,75 1,25
c 17,00 1,86

(Bourgeon chlorophyllien)
TABLEAU XIT : ACTIVITES ENZYMATIQUES DES FRAGMENTS DE FEUILLE SUIVANT
IEUR LIEU DE PRELEVEMENT.

B/ TISSUS DE FEUILIES D'ENDIVE CULTIVES “IN VITRO"

Les tissus de feuilles ont été cultivés sur le milieu de Knop

dilué de moitié et placés 3 1'cbsourité ou éclairés 12 Heures par jour.

Le PF et le PS varient sensiblement d'un lot & un autre, nous avons
donc préféré exprimer nos résultats en teneur en eau, qui refldte les varia-

tions relatives de ces deux critéres.

Sur 1l'ensemble du fragment, la teneur cn cau diminue i partir du

6e jour de culture, date 3 lagquelle apparait le cal (Tableau XIII)

TEMPS EN JOURS ) 1 4 3 5 9 12
LUMIERE 94,57 ( 94,62 | 94,79 | 94,47 | 93,26 91,89| 91,50
OBSCURTTE 94,57 | 94,98 | 94,9C | 94,95 | 93,97 93,39 92,68

TABLEAU XIII : VARIATIONS DE LA TENEUR EN EAU AU COURS DE LA CULTURE
"IN VITRO" DE FRAGMENTS DE FEUILLES D'ENDIVE.
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Sur des fragments cultivés pendant 25 jours, nous avons considéré

3 régions (Planche IV) : le cal, la région basale et la région apicale.

La teneur en eau de ces différentes parties (Tableau XIV) est différente.

Le poids de substance séche du cal est plus important que celui du reste

du fragment, ce qui nous améne 3 penser que la diminution de 1'hydricité

du fragment entier au cours de la culture n'est due qu'au rapport :

Poids de 1'explantat/Poids du Cal.

CAL BASE APEX
LUMIERE 86,46 91,63 92,35
OBSCURITE 87,86 92,81 93,24

TABLEAU XIV : TENEUR EN EAU DES DIFFERENTES REGIONS DU FRAGMENT
APRES 25 JOURS DE CULTURE "IN VITRO".

La prolifération des tissus néoformés est plus faible

3 1'cbscurité (Tableau XV)

LUMIERE 12h/Jour OBSCURITE
PF 144,41 mg 114,99 mg
PS 19,55 mg 14,06 mg

TABLEAU XV : PF et PS MOYENS DES CALS DE FRAGMENTS DE FEUILLE
D’ENDIVE APRES 25 JOURS DE CULTURE A LA LUMIERE
ET A L'OBSCURITE.

Les premiers bourgeons apparaissent aprés 12 jours de culture.
La nature des organes formés est différente suivant les conditions
d'éclairement (Tableau XVI). En effet, si nous trouvons beaucoup de
bourgeons et peu de racines pour un éclairement journalier de 12 heures,
au contraire, a l'dbscurité, le nombre moyen de bourgeons est faible

alors que la rhizogenése est importante.
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LUMIERE OBSCURITE
BOURGEONS 2,67 0,94
RACINES 0,15 1,32

TABLEAU XVI : NOMBRE MOYEN DE BOURGEONS ET DE RACINE APRES
25 JOURS [E CULTURE "IN VITRO".

L'activité peroxydasique (Fig. 20) est exaltée par la mise en
culture et augmente pendant les ‘9 premiers jours. Elle atteint des valeurs
35 fois plus fortes que celles trouvées dans les feuilles avant leur
ensemencement. Elle diminue ensuite, mais reste aprés 25 jours, 10 fois

supérieure 3 celle trouvée dans le fragment initial.

Aprds une augmentation passagére due a la mise en culture, 1l'acti-
vité catalasique diminue brusquement g/xt;‘e Ej_e et [1le 6e jour de culture,
elle augmente & nouveau pour diminuer ensuite progressivement mais reste

toujours plus faible que l'activité initiale (Fig. 21).

- Enfin, suivant les conditions d'éclairement, les activités

enzymatiques évoluent différerment.

Au début de la culture, l'activité peroxydasique est plus faible
dans les feuilles cultivées d l'obscurité ; ensuite, elle est plus forte
que celle des feuilles cultivées 3 la lumiére. Cette derniére, agit en

sens inverse sur les activit@s catalasiques.
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Que les fragments soient cultivés 3 la lumniére ou & 1l'cbscurité,
les activités des catalases et des peroxydases des différentes r&gions
des explantats (Planche IV) ont une répartition identique (Tableau XVII) ;
trés €levées dans les cals, eldes diminuent progressivement de la base
a l'apex du fragment. Cependant, dans les cals se développant 3 la lumilre,
1l'activité peroxydasique est inférieure et l'activité catalasique est

supé€rieure 3 cellc des tissus néoformés a 1'cbscurité.

LUMIERE 12 h/jour OBSCURITE
|
Activ. perox. | Activ., cat. Activ, perox; Activ. cat.
CAL 3,76 0,128 - 4,80 0,102
BASE 1,56 0,044 1,40 0,077
APEX 1,44 0,034 1,36 0,044

TABLEAU XVII : ACTIVITES CATALASIQUE ET PEROXYDASIQUE D'EXPLANTATS DE
FEUILLES D'ENDIVE CULTIVES 25 JOURS EN PRESENCE OU NON
DE LUMIERE.

Dans le bourgeon d'Endive, la répartition des peroxydases et
des catalases suit un gradient qui va en augmentant des feuilles externes
aux feuilles internes. Dans chaque feuille, il y a de plus un gradient
longitudinal. Nous avons constaté par ailleurs (Vasseur ;sLegrand) , que
la répartition des protéines et des acides nucléiques (A.R.N. et A.D.N)
est identique & celle des enzymes, il parait logique de penser que la
richesse en protéines est liée 3 celle des enzymes. Ceci nous a amené
d ne cultiver que des explantats prélevés dans des régions comparables

(parties médiane des feuilles moyennes). Au cours de la culture "in vitro"

7
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les peroxydases et les catalases &voluent différemment. ILes activités
peroxydasique sont exaltées par la mise en culture et restent toujours
supérieures 4 l'activité initiale, tandis que les activités catalasiques,
sauf pendant les premiers jours de culture, sont plus faibles que celles

trouvées dans les feuilles avant leur mise en culture.

Les tissus néoformés ont des activités enzymatiques supérieures

a celles des tissus préexistants.
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CONSIDERATIONS GENERALES

Dans la racine de Carotte, le phloémc a des activités enzymatiques
plus importantes que le xyléme, ce qui confirme les résultats de Van Fleet
(1959) . Cet auteur a en effet montré que l'arrét de la division cellulaire
provoque un déclin de l'activité peroxydasique dans tous les tissus,

excepté dans le phloéme.

Les enzymes sont répartics sclon un gradient axial dans la racine,
1l'activité la plus faible se trouvant vers la pointe donc, dans des tissus
relativement jeunes par rapport a ceux situés prés du collet. Gaspar et
Xhaufflaire (1957) ont trouvé une répartition identique dans la racine
de Lens ol ils ont souligné lc parallélisme de la distribution des catalases

des peroxydases et des auxines-oxydases.

Qetie lc Tabac (93), l'activité peroxydasique la plus forte se trou
cans les feuilles matures. Chez le Fraisier (100), ce résultat a également
été retrouvé ; de plus, les feuilles jeunes possédent plus de catalase
que les feuilles &gées. Si dans le bourgeon d’Endive nous retrouvons la
mére répartition pour les catalases, nos résultats pour les peroxydases
sont trés différents. S'agit-il alors dans le cas de 1l'Endive, d'une

répartition particuliére en relation avec le développement des feuilles ?

La répartition des catalases et des peroxydases ayant &té étudiée
dans les racines et dans les fcuilles et le parallélisme de leur répartition
démontré&, nous avons &té frappé de voir que, malgré 1l'évolution différente
des enzymes au cours de la culture "in vitro”, ce parallélisme subsistait
dans un explantat & n'importe quel momment du prélévement. Il serble que
cette répartition soit définie de fagon rigoureuse dans les plantes et qu'el.

est en relation avec d'autres gradients intéressant divers composés.



- 66 -
Sauf dans le cas de la souche chlorophylliemne de Carotte,

trds anciennement installée, la mise en culture des tissus provoque une
augmentation des activités enzymatiques qui se poursuit plus ou moins
longtemps suivant l'enzyme considérée. L'optimum d'activité catalasique
précéde toujours celui de l'activité peroxydasique (Fig. 21 et 22), sans
qu'il y ait semble-t'il de relation directe avec la noformation de tissus
ou d'organes. On peut penser que cette augmentation provient du traumatisme
qui se produit toujours lors de la mise en culture, l'effet des blessures
sur la stimulation des activités peroxydasiques a d'ailleurs &té démontré
par Bastin (1968). Sur les explantats, les activités enzymatiques des
tissus néoformés sont plus importantes, elles. &voluent indépendamment

de celles des tissus préexistants.

Au cours de la prolifération des tissus de souche de Carotte,
les activités enzymatiques varient peu. Ce matériel est donc favorable
pour &étudier 1'action de cdifférents facteurs de croissance sur les systémes
enzymatiques. Une telle étude paraissait d'autant plus intéressante que
les hypothéses forrmlées jusqu'alors paraissaient divergentes. Selon
Galston (1951), il y aurait une relation inverse entre la croissance ct
1l'activité catalasique. Par contre, pour Lance (1963), toute prolifération
active s'accampagnerait ¢'une augmentation des activités enzymatiques.
Au cours de nos essais, nous avons constaté qu'‘en présence d'A.I.A., les

! ’ 10_6) sont

concentrations les plus favorables 3 la prolifération (10~
celles qui correspondent aux activit@s catalasiques les plus fortes. Mais
ceci n'est plus vrai en présence d'A.N.A. Enfin, avec le 2 4-D, l'activité

catalasique la plus faible correspond & la prolifération maximale.

Certes, Galston et Lance ont utilisé d'une part, d'autres

tissus et d'autre part, des critéres différents, les comparaisons sont
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donc peut-étre hasardeuses. Nous devons cependant souligner que, pour un
méme tissu, deux substances phytoehormonales différentes came 1°A.T.A.

et le 2,4-D, ont une action différente. Il est donc bien délicat de vouloi:
établir une loi absolue reliant l'activité enzymatique 3 la prolifération
cellulaire, lorsqu'on la modifie par un facteur externe sans savoir

si la substance intervient sur le systéme enzymatique lui-méme, d'une fagor

directe ou indirecte.

Néanmoins, pour un explantat déterminé ot le cal néoformé prolifére
activement, il y a une relation directe entre prolifération et activité

enzymatique.
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