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INTRODUCTION

Les gibbérellines (GAs) sont des régulateurs naturels
de la croissance des végétaux. Elles sont impliquées dans des
processus morphogénétiques essentiels comme la germination des
graines, l'allongement des entre-noeuds, la croissance des feuil~-
les et la levée de dormance des bourgeons. L'application des
gibbérellines permet aussi la floraison de plantes de jours longs
placées en conditions non inductives, l1'induction de la mise a
fleur dés la premiére année de certaines plantes bisannuelles.
Parfois, les traitements peuvent retarder, voire réduire la flo-
raison ; l'expression du sexe des fleurs peut enfin €tre modifiée
chez quelques espéces. Les gibbérellines stimulent la croissance
de certains fruits et peuvent induire le développement des fruits
parthénocarpiques (GRAEBE et ROPERS, 1978 ; FLAGG et STONE, 1983 ;
NAYLOR, 1984).

71 gibbérellines sont actuellement décrites (YAMANE et al., 1985) ;
elles ont été décelées chez les Angiospermes, chez les Gymnosper-
mes, chez les Ptéridophytes, chez les Bryophytes, chez les Algues,
chez les Champignons mais aussi chez certaines Bactéries (CROZIER
et TURNBULL, 1984). Ces composés ont une structure trés voisine,

dérivée de 1'ent-kauréne.

Les gibbérellines AI’ A3, A4, AS’ A7, A8’ Ag’ A13, AZO
sont des gibbérellines fréquemment trouvées chez les végétaux supé-
rieurs. Leur synthése semble possible dans des organes trés di-
vers de la plante, pourvu qu'il s'agisse de lieux de divisions
actives (embryons des graines, jeunes feuilles, racines, organes

reproducteurs, fruits),



Les gibbérellines migrent dans les plantes, en
particulierdans le phloéme et dans le xyléme,mais leur circulation
présente peu ou pas de polarité,. Lertranéport a partir des orga-
nes végétatifs (les jeunes feuilles,lesfeufﬂ@s adultes ou les ra-
cines) est relativement bien connu (voir COUILLEROT, 1986). On
a cependant trés peu de données concernant le transport et le
devenir des gibbérellines a partir des organes floraux et des
fruits ; de plus, le rdle des coﬁpbsés gibbérelliniques exportés
par ces organes a peu retenﬁ l'attention des physiologistes. On
sait aussi que les graines en germination sont capables de pro-
duire des gibbérellines, mais jﬁsqﬁ'alors on s'est peu intéressé
4 la redistribution éventuelle dans la plantule des gibbérellines

accumulées dans les graines avant leur récolte.

Dans notre travail, nous nous sommes intéressé au
devenir des gibbérellines chez des plants de Tomate lors de la
floraison et lors de la fructification : les organes reproduc-
teurs ont en effet une croissance rapide et sont susceptibles
d'8tre des sites de synthése de ces substances de croissance.

La Tomate contient plusieurs gibbérellines(GA1, GA3, GA4, GA7,

GA8, GA9, GAZO): BUTCHER, 1963 ; HILL et SELMAN, 1966 ; BAILISS,
1968 ; VAN BRAGT, 1969 ; LOCKARD et al., 1970 ; PEREZ et LACHMAN,
1971 ; ABDEL-RAHMAN et al., 1975 ; DOMIR et CREEK, 1976 ; LIEBISCH,
1980).

Chez cette espéce, COUILLEROT (1976, 1981, 1986),
COUILLEROT et BONNEMAIN (1975, 1978 a et b) ont montré que les
racines, 1les jeunes feuilles et méme les jeunes fruits sont des
organes a4 la fois importateurs et exportateurs de la GA1 et de
la GA3. Aussi, avec la collaboration de COUILLEROT, nous avons

analysé le transport et le devenir de la GA et de la GA3 utili-

1’
sées aprés marquage avec du **C ou du 3H. Les gibbérellines
radioactives sont appliquées sur les organes donneurs (fleurs,
fruits, jeunes feuilles ou racines) et leur migration est

suivie gridce aux techniques d'autoradiographie et de comptages

en scintillation liquide ; 1eﬁr métabolisme est analysé par radio-
chromatographie. Par ailleurs, certaines répercussions morphogé-

N

nétiques consécutives 3 1l'application des gibbérellines dans les



organes reproducteurs sont étudiédes.

Nous avons analysé la distribution et le métabolisme
des gibbérellines marquées qui pénétrent dans les fleurs, dans

les fruits et dans les graines. Aprés avoir recueilli des graines

&

dans des fruits ayant importé de la GA1 38| ou de 1a GA, 1%c
leur germination est comparée & celle de graines de fruits non
traitéds ; enfin 1'éventualité d'umne redistribution des molécules

marquées dans les jeunes plantules est envisagée.

Lorsque les plantes se développent directement sur une
solution nutritive, leurs racines rejettent un certain nombre
de composés dans le milieu de cﬁlture 3 aussi nous avons recher-
ché la présence de composés gibbérelliniques dans la solution
minérale sur laquelle sont cultivées des plants de Tomate qui déve-

loppent leur 1ére inflorescence.

Enfin,a titre de comparaison, nous avons tenté de loca-
L3
liser les gibbérellines endogénes dans la plupart des expérimenta-
tions ; elles sont mises en évidences et dosées grdce a4 des tests

biologiques.
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I - LES SITES DE SYNTHESE DES GIBBERELLINES

Les végétaux supérieurs contiennent des gibbérellines

en quantité plus ou moins importante selon les organes ; les

sites de synthése peuvent &étre divers, d'autant plus que chaque

plante posséde souvent plusieurs gibbérellines. SEMBDNER et al.

(1980) résument ainsi les étapes de la biosynthése des gibbérel-
lines.

nooc\/</cwn — /k/CHD@@ — J\/cn,0®®

Mevalonic acid Isopentenyi~(P)(P) Dlme(h\ lallyi~ U@
CH,O
CHp()C)
, can)C)
tra ns—Ceranylgeranyl—@@ Famesyl—@@ Gennyl-@@

TB—Hydroxy—ent—

ent—~Kaurenoic acid
kaurenoic acid

ent~Kaurenal

l.
3, CHO
ool

GA | ;=Aldehyde

CooH

C,0~Gibberellins Ce—=Gibberellins

Figure 1 : Biosynthése des gibbérellines (extrait de

SEMBDNER et al., 1980).



A - Les organes végétatifs

Dans une étude exhaustive, COUILLEROT (1986) a fait
le point sur l'ensemble deé travaux concernant la mise en évidence
des sites de production des gibbérellines dans les organes végéta-
tifs. Nous rappellerons simplement les organes actuellement consi-

dérés comme organes a l'origine de la biosyntheése.

1. Les jeunes feuilles

Selon JONES ET PHILLIPS (1964, 1966, 1967) la synthese
a lieu dans les trés jeunes feuilles de HelZanthus annuus et non
dans 1'apex proprement dit. L'ablation des jeunes feuilles, comme
celles de Pisum sativum (LOCKHART, 1957) réduit l'allongement
des jeunes entre-noeuds sous-jacents ; l1'élongation de ceux-ci
peut 8tre éventuellement restauréepar une application de GA3.
La pointe des coléoptiles de Zea mays est également un site de
production des gibbérellines (RAILTON et PHILLIPS, 1973).

Chez les Dicotylédones commes chez les Monocotylédones,
les chloroplastes et les étioplastes renferment des composés

gibbérelliniques. En fait, des travaux récents indiquent que

les plastes semblent 8tre un site de biosynthese. En effet, en
utilisant divers extraits enzymatiques de plastes, certains auteurs
ont réussi & obtenir la synthése de ent-kauréne a partir de précur-
seurs des gibbérellines tels le géranyl-géranylpyrophosphateou le copalyl-
pyrophosphate (SIMCOX et al.,1975 ; EVANS et SMITH, 1976 ; MOORE

et COOLBAUGH, 1976 ; RAILTON et al., 1984). STODDART (1968, 1969)
obtient méme la synthése de GA1 et de GA3 dans les chloroplastes
de Brassica oleracea et de Hordeum vulgare mnis en présence de
l1'acide ent-kaurénoique. Enfin, les vacuoles sont des sites

cellulaires importants du métabolisme des gibbérellines (RAPPAPORT
et ADAMS, 1978 ; KEITH et al., 1982).



2. Les racines

De nombreux travaux ont mis indirectement en évidence
la possibilité de biosynthése de composés gibbérelliniques dans
les racines ; ceux-ci sont ensﬁite exportés dans la seéve ascen-
dante (voir TORREY, 1976 ; GRAEBE et ROPERS, 1978 ; MOORE, 1979 ;
CROZIER, 1981 ; COUILLEROT, 1986). Mais les résultats obtenus par
CROZIER et REID (1970, 1971), par BOWEN et al. (1973) et par
KRIESEL et MICHNIEWICZ (1974) semblent indiquer que les racines
sont aussi un site de converéion de composés gibbérelliniques inac-
tifs (GAS’ GA19 et GAZO) en provenance du feuillage, en gibbé-
rellines actives (GA1 par exemple) qui sont 3 leur tour exportées

vers le feuillage.

B - Les organes floraux

Les fleurs renferment de nombreuses gibbérellines et les
quantités mesurées sont généralement importantes dans 1l'androcée
qui semble &tre a4 l'origine de leur synthése (GRAEBE et ROPERS,
1978).

Dans les fleurs de Dicotylédones, la teneur en gibbérel-
lines crolt généralement quelques jours avant l'anthése puis
diminue fortement avant l'anthése ou lors de l'ouverture de la
fleur (PHARIS et KING, 1985) .MURAKAMI (1973, 1975) signale umne
bréve augmentation du contenu gibbérellinique, 24 heures avant
l'anthése de Mirabilis jalapa et de Pharbitis nil. L'élévation
du contenu gibbérellinique & l'anthése est encore observé dans
les fleurs de Gatllardia grandiflora (KONING, 1984), de Juglans
regia (SLADKY, 1972), de Tulipa gesneriana (EINERT et al., 1972),
de Rosa cv. Baccara (ZIESLIN et al., 1979) ou de chatons mdles et
femelles de Salix pendandra (DAVIES et al., 1985). Chez Vieia faba
(DATHE et SEMBDNER, 1980); le contenu global en gibbérellines varie
peu au moment de l'ouverture de la fleur, ces composés sont redis-
tribués de l'androcée et dﬁ périanthe des fleurs fermées, vers
le gynécée des fleurs qﬁi é'oﬁvrent.A 1'anthése, les gibbérellines
sont surtout localisées dané le pistil, alors que l'ovaire renferme
des teneurs importanteé de composés inhibiteurs de 1l'activité gib-

bérellinique, en particulier 1l'acide abscissique (DATHE et SEMBDNER,



1981). Dans les fleurs de Pharbitis nil, YAMAGUCHI et al. (1982)
décélent aussi des quantités notables de gibbérellines dans le

pistil.

Chez un certain nombre d'espéces (Chrysanthemum morifolium, JEFFCOAT
et COKSHULL, 1972 ; Dianthﬁs earyophyllus, JEFFCOAT éﬁ‘él., 1969 ;
Lilium henry<, BARENDSE et al., 1970 ; Mirabilis jalapa, MURAKAMI,
1975 ; Petunia hybrida, BARENDSE et al., 1970 ; H%u@it&;niﬁ
MURAKAMI, 1973 ; YAMAGUCHI_et al., 1982 ; VieZa faba, SPONSEL et
al., 1979 ; Vitis vintifera, WEAVER et POOL, 1965) les anthéres

sont les pieces florales les plus riches en gibbérellines et 1le

pollen en contient généralement des quantités importantes (BARENDSE

et al., 1970 ; PHARIS et KING, 1985). Il semble que le développe-

ment de la corolle soit régulé par les antheres. La suppression
par exemple des jeunes étamines de Glechoma hederacea, de Pelargo-
nium hortorum et de Dianthus caryophyllus provoque l'arr@t de la
croissance des pétales ; celle-ci peut €tre rétablie par 1l'appli-
cation de gibbérellines (LINDSTROM et WITTWER, 1957 ; PLACK, 1957
et 1958 ; JEFFCOAT et al., 1969). Cultivées "in vitro", les fleurs
femelles immatures de Gaillardia grandiflora (KONING, 1984) et
les fleurs de Lamium amplexicaule (LORD et MAYERS, 1982) nécessi-
tent la présence de GA3 pour que leur corolle se développe.

Par ailleurs, le développement de l'ovaire de Nigella
damascena n'a lieu qu'en présence des étamines ou aprés l'apport
de GA, sur des plantes dont les fleurs sont émasculées (GREYSON

3
et RAMAN, 1975).

Chez Lycopersicon esculentum, l'application de gibbérel-
lines exogénes permet de maintenir la fertilité du pollen et d'éviter
l'avortement des fleurs dans des conditions de faible éclairement
(LEONARD et KINET, 1982) ; elle favorise aussi un développement
plus important de l'ovaire (SAWHNEY et GREYSON, 1973). Chez des
mutants de Lycopersicon androstériles pauvres en gibbérellines
endogénes et dont le pollen_est stérile, l'apport de GA3 permet
de restaurer la fertilité du pollen (SAWHNEY, 1974) ; enfin chez
des mutants nains, 1eé trés faibles teneurs en gibbérellines en-
dogénes ne permettent pas le développement des fleurs (ZEEVAART,
1984) .



Chez leé Monoéotylédones; les inflorescences contien~
nent généralement davantage de gibbérellines qﬁe les organes
végétatifs (Avena sativa, KAUFMAN.et al., 1976 ; Oryza sativa,
MURAKAMI, 1983 ; Saccharum offﬁéinarﬁm,v KOSHIOKA et al., 1983 ;
KUHNLE et al.,, 1983 ; Zea mays, HEDDEN et al., 1982 ; HEUPEL
et al., 1985). Les étamines de Oryza sativa renferment 80 %
des gibbérellines de l'infloreécenée et le contenu gibbérellinim

que augmente fortement lors de la pollinisation (MURAKAMI, 1983).

Chez Zea mays, l'anthése est caractérisée par de treés

faibles teneurs dans le jeune épi (ROOD et al., 1980).

Aprés l'anthése, 1l'activité gibbérellinique globale de
la fleur diminue le plus souvent (Juglans regia, SLADKY, 1972 ;
Lolium perenne, STODDART, 1965 ; Tritium sativum, WHEELER, 1972 ;
Vitis vinifera, ITO et _al., 1969). Si la pollinisation n'intervient
pas, la croissance de l'ovaire cesse et la fleur mature s'enrichit
en inhibiteurs de croissance (NITSCH et al., 1960 ; THOMPSON, 15&1
GOODWIN, 1968, 1978 ; EEUWENS et SCHWABE, 1975 ; NAYLOR, 1984).

C -~ Les fruits

Des gibbérellines tres diverses sont en abondance dans
les fruits (voir MOORE et ECKLUND, 1975 ; GOODWIN, 1978 ; PHARIS
et KING ; 1985)et leur biosynthése, comme celle d'autres phyto-
hormones paralt avoir lieu dans le fruit lui-mé@me. Chez de nom-
breuses espéces, les trés jeunes fruits isolés de la plante un
ou deux jours apres la fécondation ou aprés l'induction de la
parthénocarpie par des substances de croissance, sont capables
de se développer "in vitro'" et de parvenir & maturité alors que
les milieux de culture ne renferment que des sels minéraux et
des sucres (voir NITSCH, 1971 ; GOODWIN, 1978 ; NAYLOR, 1984).
Par ailleurs, BALDEV et al. (1965) montrent clairement que des
gousses de Pisum sativum cultivées en condition aseptique sur
un milieu gélosé peuvent &8tre 3 l'origine de la synthése des gib-
bérellines, puisque leur teneur dans les graines augmente environ
300 fois durant la culture. De plus l'introduction de 1'AMO-1618,

inhibiteur de leur biosynthése provoque & la fois une diminution



de la croissance des fruité et de leur contenu en gibbérellines.
Chez Pyrus communis des gibbérellineé peuvent quitter les treés
jeunes fruits par leﬁr pédoncﬁle et étre recueillies dams le
milieu gélosé sur lequel ils sont cultivés (GIL et al., 1973).
Dans les jeunes fruits de Papaver somniferﬁm, PONTOVICH et SEDOVA
(1976) signalent que la synthéée de ées composés a peut—&tre lieu

.dans le placenta ou ils sont trés abondants.

Ce sont surtout les graineé immatures qﬁi présentent les
teneurs en gibbérellines les plﬁs importantes. Chez de nombreuseé
espeéces, la croissances des graineé eét le plus souvent en corré-
lation avec l'augmentation de la quantité de gibbérellines bio-
actives (voir KHAN, 1982 ; MURAKAMI, 1985 a et b ; PHARIS et KING,
1985). Chez les Angiospermes 1eé teneﬁrs maximales en gibbérelli-
nes extractibles sont trouvées lorsque le fruit atteint environ
la moitié de son poids frais maximal (MOORE, 1979).

Le suspenseur des graines de Phaseolus coccineus recéle des teneurs
importantes de gibbérellines (ALPI et al., 1975 ; ALPI et al.,
1979). Le suspenseur est indispensable au développement "in vitro"
des embryons immatures jusqu'au stade cotylédonaire (CIONINI

et al., 1976 ; YEUNG et SUSSEX, 1979). De faibles concentrations

de GA3 permettent la poursuite de l'embryogenése d'embryons dé-
pourvus de suspenseurs mis en culture au stade semi~cordiforme.
CECCARELLI et al. (1981) signalent que des cellules de suspen-
seurs mises en culture "in vitro" sont effectivement capables de
transformer un précurseur (l'acide ent=-7-0a hydroxy-kaurénolque)

A. et A_.

en gibbérellines A1, 5 8

De nombreux travaux ont montré que l'embryon est a l'ori-
gine de la production de gibbérellines dans les graines (voir
BRIGGS, 1973 ; GRAEBE et ROPERS, 1978 ; CROZIER, 1981 ; PHARIS et
KING, 1985). Il semble s'agir effectivement d'une biosyntheése
plutdt qu'une libération de gibbérellines a partir de formes
conjuguées, puisque la production de gibbérellines libres par des

embryons isolés est inhibée par le CCC.



Chez Pisum sativum, la conversion de l'acide mévalonique en
ent-kauréne; un autre précurseﬁr des gibbérellines; a lieu dans
les cotylédons (COOLBAUGH et MOORE; 1971 a et b) et les SQSpen—
sions cellulaires réalisées a partir de ceé cotylédons sont
également capables de produire leé principales gibbérellines de
1a grainea partir de la GA12(KAMIYAlet GRAEBE; 1983). Le métabo-
lisme d'autres gibbérellines par les embryons est encore observé
chez Daucus carota, chez Pimpinella anisum (NOMA et.al., 1982),
chez Phaseolus vulgaris (KAMIYA et al., 1984) et chez Pisum
satitvum (INGRAM, 1980). Enfin, la bioéynthése totale des gibbé-
rellines A, Ag et A9 est réalisée a partir de 1'acide =-2-1'"C
mévalonique par des extraits de cotylédons de graines de Sechium

edule (CECCARELLI et LORENZI, 1983).

Les téguments des graines immatures de PZsum satZivum, de
Phaseolus cocecineus et de Sechium edule renferment également
des composés gibbérelliniques représentés essentiellement par des
gibbérellines de la fin de la chalne métabolique (GA8 et GA29 par
exemple) et par leurs conjugués (SPONSEL, 1983 ; ALBONE et al.,
1984 ; PHARIS et KING, 1985).

Dans les graines de Cucurbitacée (UPPER et WEST, 1967 ;
WEST, 1973 ; GRAEBE et al., 1972 ; GRAEBE et al., 1974 a et b ;
CECCARELLI et LORENZI, 1983 ; GRAEBE,11984) 1'albumen liquide
permet l'incorporation de l'acide 2- C-mévalonique dans les

gibbérellines qu'il contient.

Chez de nombreuses Céréales, le scutellum et plus parti~-
culiérement 1l'embryon semblent €tre & l'origine de la synthése
des gibbérellines des caryopses (voir BRIGGS, 1973 ; GRAEBE et
ROPERS, 1978). Toutefois, chez Secale cereale, DATHE et SEMBDNER
(1978) signalent que la biosynthése dans l'albumen est probable
et les résultats obtenus par MUNLA (1978) laissent penser qﬁe

1'albumen peut exporter les gibbérellines vers 1'embryon.
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Lorsque: les graines parviennent a maturité, les gib-
bérellines bioactives diminuent généralement beaucoup (PHARIS
et KING, 1985).Chez Pisum sdtivﬁm, par exemple, les graines
matures ne contiennent plﬁé qﬁe 10 7 environ de la teneur maximale
en gibbérellines mesﬁrée dané les graines en coﬁrs de développennt

(EEUWENS et SCHWABE, 1975 ; INGRAM, 1980 ; SPONSEL, 1983). Dans

de nombreux cas, les gibbérellines s'associent a des sucres au

BEARDER, 1980 ; SEMBDNER et al., 1980 ; BARENDSE et al., 1983).

D - Les graines en germination

Les graines en germination sont treés riches en gibbérel-
lines et de nombreux auteurs signalent que les embryons de Céréales
(voir BRIGGS, 1973 ; GRAEBE et ROPERS, 1978 ; CROZIER, 1981) ou
de Dicotylédones (SREJOVIC et NESKOVIC, 1973) sont capables de
produire des gibbérellines actives. Cette production peut encore
étre observée dans les embryons isolés de la graine. De plus,
1'apport de gibbérellines exogénes permet de pallier 1l'absence
d'embryon pour induire la synthése d'o-amylase dans des graines
humidifiédes (voir VARNER et HO, 1976 ; GRAEBE et ROPERS, 1978).
Toutefois il est encore hasardeux d'affirmer que l'embryon est
effectivement 3 l'origine de la biosynthése des gibbérellines
dans la graine (MOORE, 1979 ; CROZIER, 1981). Les enzymes de
caryopses en germination de Hordeum, par exemple, ne transforment
pas les précurseurs marqués en gibbérellines (MURPHY et BRIGGS,
1973). En fait, l'embryon de ces caryopses contient plusieurs gib-
bérellines libres (surtout de la GA1) et de nombreux précurseurs
(ATZORN et WEILER, 1983 ; GASKIN et al., 1984). Ces composés,
auxquels s'ajoutent éventuellement (selon TREWAVAS, 1982) des
gibbérellines provenant de 1l'hydrolyse par l'embryon de formes
conjuguées, paraissent migrer ultérieurement vers la couche de

cellules & aleurone. Mais il semble que la GA, produite en

1
abondance par 1l'embryon n'agisse qu'indirectement : ATZORN et
WEILER (1983) montrent en effet que l'activité a-amylasique n'est
pas induite dans les cellules a aleurone par la GA1, mais par de

de la GA4 synthétisée dans les cellules. La GA

précurseaar de la GA

: n'étant pas un

40 il est probable que les gibbérellines et



leurs précurseurs produits par l'embryon n'aient qu'un effet in-

ductif.

La production de gibbérellines actives par les graines
est limitée dans le temps. L'aétivité gibbérellinique chute apreés
48 heures de germination chez Hordeum (RADLEY, 1967, 1968) et
aprés 24, 48 (GOTO et ESASHI, 1973, 1975) ou 96 heures (DALE
et FELIPE, 1968 ; DALE, 1969) éhez Phaseolus vulgaris.

La synthése paralt ensuite reprise par les jeunes feuil-
les du bourgeon de Pisum sativﬁm (LOCKHART, 1957 ; JONES et
PHILLIPS, 1966-1967) et de Helianthus annuus (PHILLIPS, 1971).
Chez Pisum, VLITLOS et MEUDT (1957) et KURAISHI et MUIR (1964)
signalent cependant que la sﬁppression du bourgeon de l'apex des
trés jeunes plantules ne provoqﬁe pas une diminution de la crois=-
sance, les cotylédons pouvant alors @tre une source de gibbérel-
lines nécessaires 3 un développement normal des plantules

(SHININGER, 1972).

ITI - TRANSPORT ET DISTRIBUTION DES GIBBERELLINES DANS LA PLANTE

Dans ce paragraphe, nous ne considérerons que le trans-
port des gibbérellines dans les plantes entidres, une synthése des
travaux réalisés sur des fragments d'organes ayant été récemment

réalisée par COUILLEROT (1986).

A - Les gibbérellines endogénes

1. Les gibbérellines en provenance de jeunes feuilles

Les gibbérellines synthétisées par les jeunes feuilles de
Pisum sativum et de Helianthus annuus provoquent l'élongation
des jeunes entre-noeuds sous-jacents, témoignant ainsi d'un trans-
port basipéte (LOCKHART, 1957 ; JONES et PHILLIPS, 1966). Une
migration acropéte semble également décelée chez HelZanthus puis-
qu'il y a une réduction de la croissance des trés jeunes entre-

noeuds lorsque les feuilles en voie de croissance sont supprimées



(JONES et PHILLIPS, 1966). Ceé résultats qul sont en accord avec
ceux déja obtenus par YEVTUSHENKO (1961) chez Helianthus et chez
Nicotiana tabacum, indiquent que les gibbérellines produites par
les jeunes feuilles inflﬁenéent surtoﬁt la croissance des entre-
noeuds adjacents et apparemment leur déplacement dans la plante

parait limité.

Des gibbérellines endogéneé en provenance de la partie
apicale de la plante peuvent éependant se déplacer sur de plus longues
distances. HOAD et BOWEN (1968) trouvent en effet une activité
gibbérellinique dans le miellat d'aphidiens absorbant la séve
phloémienne de tige de SalZx viminalis (les pucerons étant
installés 2 30 cm de l'extrémité apicale), mais aussi de Vicia
faba. Le siége de ce tranéport éemble donc localisé dans les tubes
criblés puisque les pﬁcerons absorbent directement la seve dans
les cellules criblées (DIXON; 1975 ; PEEL, 1975). HALL et BAKER
(1972) décélent également des gibbérellines dans l1'exsudat phloé~-
mien de Ricinus communis. Plus récemment, 3 1l'aide d'une technique
de radio-immunologie, WEILER et ZIEGLER (1981) mettent en évidence
des gibbérellines (surtout de la GA3 et de la GA7) dans la seéve
circulant dans le phloéme de Acer pseudoplatanus, de Acer saccharum,
de Quercus macranthera, de Sorbus torminalis et de Ulmus carpini-

folia.

2. Les gibbérellines en provenance des racines

Contrairement aux gibbérellines synthétisées par les
jeunes feuilles, les gibbérellines en provenance du systéme raci-

naire sont surtout transportées dans le xyléme.

En effet, 1'exsudat du xyléme recueilli sur des tiges
"décapitées" de trés nombreuses espéces herbacées ou ligneuses
renferme des gibbérellines (CARR et al., 1964 ; PHILLIPS et JONES,
1964 ; JONES et PHILLIPS, 1966 ; REID et CARR, 1967 ; SITTON
et al., 1967 ; SKENE, 1967 ; ATSMON et al., 1968 ; BRISTOW et
SIMMONDS, 1968 ; JONES et LACEY, 1968 ; LUCKWILL et WHYTE, 1968 ;
MURAKAMI, 1968 ; REID et BUEKWB, 1968 ; REID et al., 1969 ; ATKIN
et al., 1973 ; SWEET et al., 1974 ; DATHE et al., 1978 ; DATHE et
al., 1982).



CROZIER et REID'(1971)'signalent que les racines de
Phaseolus coccineus semblent &tre & 1'origine de la conversion
en gibbérellines actives de gibbérellines inactives produites par
le feuillage ; ultérieﬁrement, ceé composés actifs sont redis-
tribués dans toute la plante (COUILLEROT, 1986). Une fraction des
gibbérellines circule dans 1la éévg brute sous forme conjuguée

(SEMBDNER et al., 1968 ; BARENDSE, 1975).

3. Les gibbérellines en provenance des fleurs et des

fruits

Quelques travaux seulement mentionnent l'exportation par
les fruits. Les pédoncules des jeunes fruits de Pyrus malus (HOAD,
1978) et de Pyrus communis (GIL et al., 1973) laissent diffuser
des gibbérellines endogénes dans le milieu gélosé sur lequel ils
sont cultivés. Selon DENNIS (1976) et HOAD (1978), des gibbérelli-
nes, abondantes dans les jeunes fruits de Pyrus malus, migrent
vers les bourgeons a fleurs proches et empéchent leur floraison

au printemps suivant.

B - Les gibbérellines exogénes

1. Appliquées sur les feuilles

Les gibbérellines appliquées sur l'apex des tiges et
sur les jeunes feuilles d'un certain nombre d'espéces présentent
peu de mobilité dans la plante. Ainsi WEAVER et Mc CUNE (1959)
ne constatent pas d'allongement des entre-noeuds situés au-dessus
ou au-dessous des jeunes feuilles donneuses de gibbérellines.
10 de la GAA’ de la GA5 ou de la GAZO
tritiées dans le bourgeon de tres jeunes plantes (4 jours de ger-

Aprés avoir injecté de la GA

mination) de Phaseolus coccineus, NASH et CROZIER (1975) retrou-
vent plus de 90 7 de la radiocactivité dans l'apex. Les molécules
exportées en 24 heures gagnent seﬁlement les feuilles cotylédo-
naires. Chez Pisum sativum, aﬁ méme stade de développement, moins
de 0,05 Z de 1la GA20 |3Hl appliquég sﬁr le bourgeon apical quitte
ce dernier (RAILTON, 1979). Ce résultat confirme ceux obtenus

par Mc COMB (1964) avec de la GA3|1&C[. Une migration basipéte

aussi limitée, voire inexistante, est encore observée chez



Helianthus annuus avec de la GA1 |3H| et de la GA, |14c|
(HARTUNG et PHILLIPS, 1974). '

D'autres travaﬁx relatent aﬁ contraire un transport plus
important et généralement basipéte & partir de l'apex et des jeunes
feuilles.

La GA1_|3H‘ injectée dans leé cotylédons‘de jeﬁnes plantes
de Phaseolus coccineus se déplace rapidement dans le phloéme de
la racine de facon acropéte (HARTUNG et PHILLIPS, 1974). Dans des
plantes de Pisum sativﬁm, leé GA{ et GA5 tritiées déposées sﬁr
la tige privée de son apex, migrent vers les jeunes entre-noeuds
oll elles provoquent une élongation significative (MUSGRAVE et alv
1969 ; 1la GA, |t*C| est également distribuée 2 partir de la
plumule dans 1'ensemble des organes de plants de 7 jours, y compris
dans les racines et les trés»jeﬁnes feuilles qui apparaissent les
jours suivants (MEYER et al., 1982). Chez HeliZanthus annuug, la
GA113HI appliquée sur une jeune feﬁille subit un transport basipéte
et 5,87 7 du tritium gagne les racines en 24 heures (KAMIENSKA et
REID, 1978). La destruction des tissus corticaux et du cambium
de la base de la tige réduit spectaculairement la migration vers
les racines durant les premiéres heures ; toutefois aprés 24 heures
de transport, les racines renferment 55 7 du tritium mesuré dans
le systéme racinaire de plantes témoins. Si le phloéme parait
étre le principal tissu responsable du transport basipéte dans la
tige, d'autres tissus internes au cambium doivent participer au

transport chez les plantes privées de tissus corticaux, la moelle

ne permettant ici qu'un transport trés restreint de la GA |3H]|.

Lorsque la GA1_[3H| est déposée sur la 3e jeune feuille
de Triticum aestivum, la plus grande partie du traceur (80 Z en-
viron) reste localisée dans le limbe donneur (STODDART, 1984). La
plupart des molécules marquées transitant dans la plante sont
décelées dans les jeunes feuilles non émergées (85 7Z), les autres
étant localisées dans les racineé. Dané le cas de plantules naines
greffées au niveau du mésocotyle sur des plantulesnormales de Zea
mays, la GA3 appliquée sur 1la prehiére feuille de la plantule
normale se déplace dans la greffe naine et provoque la croissance

de ses feuilles (KATSUMI et al., 1983).
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Chez Raphanus sativus, la GA, |’H| et la Ga,|*“c|
déposées sur les plus jeunes feuilles de la rosette, se déplacent
hors du pétiole puis gagnent le tﬁbercﬁle et les racines, mais
aussi les autres feuilles. Ultérieﬁrement, une redistribution
acropéte des traceurs s'effeétue a partir du tubercule en direc—
tion du feuillage (CARON, 1985). Chez des plantes aux stades
floraison et fructification,lesjeunesfeuillesdonneuses de GA3 II“C[
exportent des molécules 2*C dans les fleurs et les siliques.
CHAILAKHYAN et KHLOPENKOVA (1972) notent aussi une migration acropéte
3 partir des jeunes feuilles donneﬁées de gibbérellines, les plus
jeunes organes de la partie apiéale de la tige de Perilla nanki-

nensis ayant une croissance accrue.

Chez la Tomate et plﬁs particulierement chez le cv.
Marmande que nous avons utiliéé, les trés jeunes feuilles sont
1.|3H| et GA3 |2%c| appliquées
(COUILLEROT et BONNEMAIN, 1975, 1978 a et b ; COUILLEROT, 1981,

des organes exportateurs des GA

1986). Ainsi, lorsque les plantes sont austade 9 feuilles dévelop~
pées, les organes foliaires (2.5 cm de longueur) exportent 6,10 7%

du %H et 9,40 % du *C appliqués 120 heures auparavant.

Au vu des autoradiographies réal%sées par ces auteurs, le déplace-
ment des molécules -'*C (4 cm h  environ) est d'abord strictement
basipéete dans le pétiole de la feuille donneuse de GA3 |1“C!,

puis dans la tige. Les molécules radioactives gagnent le systéme
racinaire; plus tard, une circulation ascendante par le courant de
transpiration permet une redistribution du traceur dans les feuilles
adultes, mais aussi dans les trés jeunes feuilles sus—-jacentes

au point d'application.

Une rétention nette de molécules -'"C est notée dans les jeunes
entre-noeuds en élongation ; toutefois, c'est le feuillage situé

en dessous de la feuille donneuse qui renferme la plus grande

partie du *C

, celui-ci s'accumulant plus particulierement au
niveau des pointes foliaires riches en hydathodes.

Au stade fructification de la 1e hampe, les jeunes feuilles don-
neuses de GA1 ‘SHl'continuent a €tre exportatrices de molécules
tritiées vers tous les organes végétatifs de la plante mais aussi

vers les fruits (COUILLEROT, 1981, 1986).
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Les gibbérellines |2*C| appliquées sur 1l'une des premié-
res feuilles adultes de Phaseolus vulgaris sont rapidement
distribuées dans toute la plante, essentiellement dans 1eé organes
en développement (ZWEIG et al., 1961). Cependant, la feuille
adulte opposée a la feuille donneﬁée ne recgolilt paéAle traceur.
Chez Zea mays (plantes normaleé et planteé naines), ces aﬁteurs
observent un transport lent des gibbérellines ]l“Cl déposées
sur la premiére feuille. La radioactivité a tendance a s'accumﬁler
dans les zones de croissance, excepté le systéme racinaire. Les
différents organes de plantes naines de Pisum sativum, et plus
particuliérement leurs tissus foliaires en expansion, recgoivent
aussi des molécules marquées en provenance des feuilles adultes
donneuses de GA, |15Cl (Mc COMB, 1964). La translocation des
molécules ~ **C présentant des analogies avec celle des glucides,
l1'auteur, de méme que CHIN et LOCKHART en 1965 (chez Phaseolus
vulgaris) concluent & un transport des gibbérellines dans le

phloéme.

Chez Raphanus sativus, CARON (1985) observe une nette
diminution de la capacité des feuilles a exporter la GA1 |3H! et
la GA3 IIQCl au fur et a3 mesure qu'elles se développent. De la
méme fagon, l'aptitude des feuilles de Tomate 3 exporter des

molécules =-1%C aprés l'application de GA IIECI diminue progres-

3
sivement avec leur développement, les feuilles adultes n'expor-
tant pratiquement plus (COUILLEROT et BONNEMAIN, 1978 a ;

COUILLEROT, 1986).

2. Appliquées sur la tige

Une faible partie de 1la GA3 |1*c| appliquée sur 1le
premier entre-noeud de Phaseolus vulgaris se retrouve dans tous
les organes de la plante aprés 24 heures de migration ; les jeunes
feuilles et les racines sont cependant les sites d'accumulation

préférentiels des molécules marquées (WATANABE et SCULLY, 1957).



Les gibbérellines iI“C‘ appliqﬁées sur le noeud cotylédonaire

de cette espéce (ZWEIG et al., 1961) se retrouvent rapidement

dans les zones de croiésanqe (apex de tiges et de racines). 72

heures aprés l'application, la radioactivité diminue dans ces

zones,suggérant une redistribﬁtion dans la plante. Avec de la

GA, |°H| ou de 1la GA |°H|, MUSGRAVE et al. (1969) observent

que le traceur absorbé par le noeud cotylédonaire de Pisum sativum

s'accumule également dané les entre-noeuds en élongation.
Toutefois, l'analyse par coﬁptage de la distribution

de la GA3 1 appliqﬁée en grande quantité sur le noeud cotylé-

donaire de Phaseolus vulgaris (ASAKAWA et al., 1974) fait appa-

raitre une répartition uniforme dﬁ traceur dans la partie aérien-

ne de la plante (80 7 dané la tige et 20 Z dans la région apicale);

au cours de la croissance, la radioactivité totale de la région

apicale reste constante. Ainsi, la gibbérelline présente dans

les organes adultes et dans la tige semble immobilisée chimi-

quement car elle n'est plus transportée vers les organes jeunes

en voie de croissance.

Les gibbérellines appliquées en faible quantité sur
la tige se déplacent rapidement vers son apex, entrainées par le
courant de transpiration. Cependant, les GA!’ GA4, GA5 et GA20
tritides instillées dans l'hypocotyle de Phaseolus coccineus
sont distribuées non seulement dans la partie aérienne mais aussi
dans les racines. La GA4 laﬂl quli s'accumule tout particuliérement
dans le systéme racinaire est probablement transportée par le

phlodme (NASH et CROZIER, 1975).

3. Absorbées par les racimes

La plupart des études réalisées signalent une migration
nette des gibbérellines absorbées par les racines en direction
de la partie aérienne de jeunes plantes de diverses especes
(Avena sativa avec la GA4 |*H| : PHARIS et al., 1981 ; Citrus
aurantium avec la GA, |*H| : ALTMAN et MOZES, 1977 ; Helianthus
annuus avec la GA lsﬂl : KAMIENSKA et REID, 1978, ou avec la

1
GA,y |*H| : DYMOCK et REID, 1977 ; Hordeum distichon avec la



- 19 -

GA3 ‘l§c| : LIEBISCH é# él,, 1980 ; Phaseolus vulgaris avec la

GA, [2H| : ASAKAWA et al., 1974 ; Pisum sativum avec la GA, | t*c]:
PROCHAZKA, 1981 ou avec la GA1,|3HI : PROCHAZKA et JACOBS, 1984 ;
Raphanus sativus avec les GA, 38| et GA, |**c| : caRroN, 1985 ;
Zea mays avec la GA, |°H| : DAVIES et RAPPAPORT, 1975). La rapi-
dité du transport de la radioactivité appliquée et les quantités
exportées vers la partie aérienne indiquent que le tranéport des
gibbérellines est vraiéemblablement 1ié au courant de tramspira-
tion de la plante (GA1 ]3H| : DAVIES et RAPPAPORT, 1975 ; GA, ]
ALTMAN et MOZES, 1977). Une fraction de la GA1 |*H| circule dans
les jeunes plantes de Zeaq mays sous forme de métabolites de 1la

GA1 (GAS’ GAg-glucoside et GA, associée a un composé non identifié :
DAVIES et RAPPAPORT, 1975). Comme les gibbérellines endogénes,

les gibbérellines marqﬁéeé absorbées par les racines migrent es-
sentiellement dans le xyléﬁe. L'endommagement des tissus corticaux
et du cambium de la baée de la tige de HelZanthus annuus n'affecte
pas la migration vers le feﬁillage de la GA |3H| foﬁrnie aﬁx
racines (KAMIENSKA et REID, 1978).

1

Les quantités de gibbérellines qui se déplacent & partir
des racines semblent sous la dépendance de centres d'appel. Chez
de treées jeunes plantes de Pisum sativum, la GA1 |*#| migre treés
peu vers la tige dont l'apex est supprimé ; la circulation
acropete reprend lorsque les bourgeons situés 3 1l'aisselle des

cotylédons se développent (PROCHAZKA et JACOBS, 1984).

Chez Raphanus sativus, les racines et le tubercule qui
recoivent de 1la GA1 |3H| et de la GA3 |1“C|, exportent les tra-
ceurs en quantité dans l'ensemble du feuillage, (CARON, 1985). La
GA3 |150| en provenance du tubercule migre aussi dans la tige qui
s'allonge au stade montaison et le traceur est encore retrouvé
plus tard dans les organes floraux et les siliques immatures.

Aprés 1'absorption de GA 4 |1*C| ou de GA, |®H| par les

1
racines de Tomate, les traceurs sont rapidement distribués 2
l'ensemble des organes aériens par le courant de transpiration

(COUILLEROT, 1976, 1981, 1986 ; COUILLEROT et BONNEMAIN, 1978 a).



Les feuilles adultes sont tréé radioactives, le traceur étant
surtout retrouvé dans la pointe des lobes foliaires. Par contre,
les molécﬁles marqﬁées en provenance des racines ne s'accumulent
pas dans les jeunes entre-noeuds. Selon COUILLEROT (1986) les
racines exportent davantage qﬁe les jeﬁnes feuilles ; & titre
d'exemple, lorsqﬁ'une ﬁéme qﬁantité de GA1;|3H] est appliquée,
deux racines secondaires exportent en 24 heures environ 7 fois
plus de molécules tritiéeé qﬁe le limbe d'ﬁne jeune feuille

(2.5 cm de longueur).

Lorsque les plantes portent des frﬁits, les racines continuent

a4 ravitailler en molécﬁles radiocatives l'ensemble des organes

aériens.

4 - Appliquées sur les fleurs ou sur les fruits

De nombreux travaux concernant les effets des gibbérellines
sur la floraison et sur la fructification sont publiés (voir
RAPPAPORT, 1979 ; PHARIS et KING, 1985). Toutefois, nous avons
peu de renseignements concernant le transport de ces substances

a partir des organes floraux et des fruits.

Chez plusieurs cultivars parthénocarpiques de Vitis
vinifera, MOTOMURA (1981) constate que les inflorescences expor-
tent vers les feuilles de faibles quantités des GAé |1%c| et
GA3 |*H| absorbées par ces fleurs 15 jours avant 1l'anthdse.
WEAVER et Mc CUNE ont déji signalé en 1959 que les gibérellines
appliquées sur les grappes de Vitis vinifera ne doivent pas &tre
transportées vers les extrémités des sarments pulsque la crois-—
sance de ceux-ci n'est pas accrue. Par contre, des épis de Secale
cereale qui recoivent de la GA3 |3H[ 10 jours avant l'anthése

exportent le traceur vers la tige (ECKERT et al., 1978).

En 1978, HOAD montre que des gibbérellines endogenes,
mais aussi de la GA3 |*H| appliquée dans les graines des jeunes
fruits de Pyrus malus sont exportées hors du pédoncule ; le

marqueur de cette gibbérelline est retrouvé en particulier dans



les dards qui produisent des fleurs 1'année suivante. La GAg |28 |
fournie aux graines dans les mémes conditions ne quitte pas le
fruit.

Aprés avoir instillé de la GA II%CI dans la partie basale du

pédoncule de trés jeunes fruiis de Cerasus avium, CRISTOFERI

et FILITI (1982) observent ﬁne migration massive du traceur vers
le fruit durant les 4 preﬁieré>joﬁrs de transport. Aucun mouve-
ment basipéte du '*C dans la tige n'est observé, alors que le
feuillage sus—-jacent aﬁ point d'application regoit une faible
fraction de traceur. Apreées 9 joﬁrs de transport, la teneur en
molécules —15C diminue spectacﬁlairement dans les jeunes fruits,
tandis que la radioactivité aﬁgﬁente dans le feuillage et 1l'apex
de la tige. ,

Chez Raphanus sativus, CARON (1985) observe une importante migra-
tion de molécules -'"C & partir des jeunes siliques. Une migra-
tion basipéte est notée en direction de la tige, du tubercule et
des racines, mais ce sont surtout les autres siliques plus jeunes

et situées au-dessous de la silique donneuse qui recueillent plus

de 80 Z de la radioactivité exportée.

Les jeunes fruits de la te hampe fructifére de la Tomate

exportent également de la GA, |’H| et des produits de son méta-

bolisme vers tous les organe; de la plante. Les molécules marquées
sont surtout transportées dans le feuillage, en particulier

dans les jeunes feuilles en voie de développement situées au-
dessus du fruit donneur. Isolés de la plante, les fruits conti-
nuent & exporter des molécules tritiées hors du pédoncule ;
toutefois les quantités de radioactivité rejetées diminuent

au fur et a mesure que le fruit se développe (COUILLEROT, 1981,

1986) .



MATERIEL ET METHODES



Ce chapitre ne rend compte que des méthodes expérimen—
tales générales ; les protocoles particuliers sont décrits

au fur et a mesure de l'exposé des résultats.

I - MATERIEL VEGETAL.

La Tomate (Lycopersicon esculentum MZll., Solanacées)
est une plante qui s'adapte facilement &4 diverses conditions de
production telles gue la culture en plein champ, la culture
semi-forcée ou forcée en serre, les plantes se développant alors
sur sol,sur substrat ou sur solution nutritive. Cette espéce
déja cultivée sur terreau dans les serres du laboratoire pour
1'étude du transport des assimilats et des auxines, présente

plusieurs avantages : premidrement, la connaissance de ses

principales gibbérellines endogénes (voir l'introduction)

we

deuxiémement , la possibilité de la cultiver sur terreau,
ou sur solution nutritive ; troisiémement , sa crolssance est
assez rapide jusqu'au stade le inflorescence,méme si ultérieu-
rement il est plus difficile d'obtenir des lots importants

de plantes ou 1'apparition des 2e, 3e, 4e, 5e et voire de la 6e
inflorescences est parfaitement synchrome. De plus, la nouaison
de la Tomate peut &tre affectée par des températures trop
basses ou trop élevées, mais aussi par un manque de lumidre, en
particulier lors de «cultures & contre-saison (PICKEN, 1984).
Dans le cadre de nos expérimentations, la régulation de la nou-
aison des premiers bouquets lors de cultures précoces est

assurée par secouage journalier des tiges 3 la main, aucun des
régulateurs chimiques préconisés pour améliorer la nouaison de

la Tomate (KINET et al., 1978 ; VESCHAMBRE et ZUANG, 1979 ;

>

LEONARD et KINET, 1982 ; PICKEN, 1984) n'ayant été utilisé.



Le cultivar Marmande que nous cultivons, est une
Tomate & croissance indéterminée , chez laquelle 1les inflores-—

cences se succédent, séparées chaque fois par 3 noeuds foliaires
(figure 2 A). D'autres cultiva;é.gMontfavet 63-4 F, par exemple)
ont une tige dont la croissance, contr8lée par le géne récessif
"sp", est dite déterminée : en effet le nombre de noeuds

foliaires diminue au fur et 2 mesure de l'apparition des

inflorescences et la tige se termine par une inflorescence
(figure 2 B).

Figure 2 : Caractéristiques de la croissance indéterminéde (A) et de la croissance déterminée (B)
des tiges de Tomate (d'aprés RICK, 1978) et disposition des feuilles et des inflores-
cences sur la tige de plantes 3 croissance indéterminée (C, D, E, F ; d'apreés
SHISHIDO et HORI, 1977).

C - La tige primaire porte les 9 premidres feuilles et la le inflorescence (i,), puis
le ler axe sympodial (en gris) avec les feuilles 10, 11, 12 et l'inflorescence
iZ

D - Sur la tige primaire, les feuilles se différencient alternativement avec des

5 le 2e axe sympodial porte les feuilles 13, 14 et 15 et l'inflorescence i3.

angles de divergence de 180° puis de 90°.

E - Sur le ler axe sympodial (ou le sens de la spirale génétique peut parfois &tre

senestre) les feuilles Fg’ FIO’ F11 et F12 présentent une divergence de 270°, 180°
et 270°.
F - Sur le 2e axe sympodial , les feuilles F12’ F13, F14 et F15 présentent une divergence

de 90°, 180° et 90°.
% : cotylédons
% : numéro de la feuille
~~s: sens de progression de la spirale génétique

i : iuflorescence




La disposition des organes sur la tige de Tomate

34 croissance indéterminée est complexe. En 1938, HAYWARD

décrit une phyllotaxie 2/5, les inflorescences étant insérées
successivement sur une seule droite paralléle de la tige

(une seule orthostiqqe, d'aprés la terminologie employée par
LOISEAU, 1969). En fait, selon SHISHIDO et HORI (1977) une
telle plante est constituée d'une suite d'axes sympodiaux
superposés : une plante typique présente 8 feuilles au-dessous
de la 1e inflorescence puis elle différencie successivement

une inflorescence toutes les 3 feuilles. Ainsi apparaissent
donc tout d'abord 9 feuilles qui alternent sur la tige selon
quatre orthostiques ; les angles de divergence. sont alternati-~
vement de 180° et de 90° (figures 2 C et D). Le bourgeon axil-
laire de la 9e feuille pousse alors activement et forme le le
axe sympddial: Simﬁltanément,la le inflorescence apparait,op-
posée a la 9e feﬁille. Par la suite, les feuilles 9, 10, 11

et 12 se développent et présentent une divergence de 270°, 18(¢°,
270° sur le 1e axe sympodial qﬁi se termine par la Ze inflo-
rescence (figures 2 C et E). Le.bourgeon axillaire de la

F12 forme ensuite le 2e axe sympodial sur lequel les feuilles
13, 14 et 15 se différencient avec une divergence de 90°, 180°
et 90° ; il se termine par la 3e inflorescence (figures 2 C et
F). Les processus se repetent sur le 3e axe sympodial et ceux
qul apparaissent plus tard. Ainsi, une des quatre orthostiques
n'est occupée que par les-inflorescences et les feuilles 2 et 5

situées en dessous de la le inflorescence.

De plus, le cultivar Marmande présente un port
naturellement buissonnant ; la suppression des bourgeons
axillaires apparaissant a4 l'aisselle des feuilles s'avére

indispensable lors de leur développement.



II - CONDITIONS DE CULTURE

Les graines sont mises a germer dans dﬁ terreaﬁ 3
les plantules sont repiqﬁées environ 20 jours plus tard &
nouveau dans du terreau. Elles sont arrosées avec la solution
minérale de HOAGLAND et SNYDER (1933). Dans quelques cas pré-
cisés dans le chapitre Résultats, des plantes dont le systéme
racinaire est soigneusement débarrassé du terreau de culture,
sont cultivées directement dans des bacs contenant la solution
de HOAGLAND et SNYDER non aérée. Le niveau du milieu nutritif
dans lequel baignent les racines est maintenu constant (2 3 cm)

par apport journalier de solution minérale.

Les plantes se développent en serre semi-climatisée
et sont soumises a la lumiére dﬁ joﬁr, complémentée par un
éclairage artificiel (tubes Sylvania Gro-Lux F65 ;18 W m™2,
14 h de lumiére). La thermopériode moyenne est de 24 % 2° C
le jour et de 20 £ 1° C 1la nﬁit. Les expérimentations décrites
dans ce mémoire sont réaliéées dﬁrant des périodes ol la thermo-
période est convenablement régﬁlée (début septembre & fin octobre

ou mi-avril & fin juin).

III - LES GIBBERELLINES MARQUEES

3
La gibbérelline A, 1 | 7))

et la gibbérelline A, marquée avec du carbone 14 (GA3 D

marquée avec du tritium (GA
1u

sont obtenues aupres de divers fournisseurs et les caractéris-
tiques des diverses molécules synthétisédes sont résumées dans le
tableau 1,

14

La GA C| est obtenue par- fermentation de Gibberella

3 | 14

fujikuroi en présence d'acide |[2- C| mévalonique. La GA1 | 31|

est obtenue par réduction catalytique (Pd/CO3 Ca) de la GA3 en présence
du gaz tritium. Les gibbérellines marquées,fournies en solution
dans l'acé;ate d'éthyle et (ou) dans le méthanol,sont conservées

a -20° c.



Accivicé spécifique
Molécule commercialisde Fournisseur

1 o—

GBq amol”

GCibbérelline A,

(P.M. = 348,4)

ca, [3.4 =7 0} *a 1 147 3 289 . New England Nuclear, $75 Albany Streec
Boscon, 02118 Massachussets
CA, {34 ="H ()] "2 2 155 6 186 . Commissariat .3 l'énergie atomique,
3 g Service des molédculas marquéaes
" §b| /A\.O" 31190 Gif sur Yvecte-
L% dog

Gibhécelline A,
(P.M. = 346)

. Amersham International plc, White Lioca

Raad,
Gay [1,7,12, 18 1% | s18 1073 1,49 Amersham, Buckinghamshire. =~ Zngland
HP79 LL.
0
f go‘ rou
" H
QOH
Tablaay 1 : Caracctéristiques des gibbérellines marquées utilisées

pour l'écude du tramsport chez la Tomate.
* Selon la nomenclature actuelle {(confer GRAEBE
et ROPERS, 1978) :
a :GAill,Z-’H(NH
«1'identcité des gibbérellines nocée
dans les résultacs et dans nos publications resce

celle communiquée par les fourmisseurs.

IV - TECHNIQUES D'APPLICATION DES GIBBERELLINES MARQUEES

A. Sur plante entiere

Les gibbérellines sont diluédes extemporanément dans de
1'eau distillée (10 & 50 ul).

Lors de l'application des gibbérellines sur les feuilles,
1'adjonction de Tween 20 (0,5 %) permet d'assurer un meilleur con-

tact du produit avec 1'épiderme poilu des folioles.

Le traitement des organes floraux est réalisé en déposant
les gibbérellines dans le cdne d'étamines des fleurs. L'instilla-
tion des gibbérellines dans les fruits est réaliséde au niveau de

la trace du style ou dans le pédoncule fructifére.
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Les gibbérellines sont aussi absorbées Par les racines et
30 minutes suffisent généralement & 2 racines secondaires déga-

gées du terreau de culture, pour absorber 100 vl d'eau renfer-
mant la gibbérelline marquée.

Les applications sont toujours réalisées vers 11 heures ;
en effet la synthése de gibbérellines endogénes peut,comme c'est
le cas chez le Coffea arabica (HUMPHREY et BALLANTINE; 1974),
varier au cours de la joﬁrnée et de ce fait, influer sur la
capacité des tissus & transporter la molécule appliquée. Par
ailleurs, HAMAMURA (1981) constate que les plants de Oryza sativa
réagissent différemment selon que l'application de GA3 est réali-

sée au cours de la matinée ou au cours de l'aprés-midi.

B - Sur des organes floraux cultivés "in vitro"

Les gibbérellines radioactives sont déposées dans le cdne
d'étamines des fleurs. Elles sont aussi ajoutées dans la solu-
tion minérale de KNOP sur laquelle ces organes sont cultivées ;
lorsque ce milieu est gélosé (6 g 1-1), la gibbérelline est
ajoutée avant solidification du milieu refroidi. Dans tous les
cas, une feuille d'aluminium permet de limiter au pédoncule 1le

contact de l'organe cultivé avec le milieu.

V - RECOLTE DU MATERIEL VEGETAL

Les plantes ou les organes sont récoltés aprés une durée

de transport variable (48 a 192 heures) puis congelés dans de
la carboglace et conservés a -20° C ; ils sont ultérieurement

lyophylisés dans la plupart des cas.

VI - ANALYSE DU DEPLACEMENT DES TRACEURS
A - Mesure de la radioactivité présente dans les tissus

Les organes lyophilisés sont découpés en petits fragments,
puis pulvérisés a4 1'aide d'un broyeur i bille. 10 mg de matiére
séche sont placés dans un flacon 3 scintillation liquide. Le
traceur est extrait pendant 24 heures a4 la température du labo-
ratoire dans 1 ml de Lumasolve qui désagrége les tissus et piége

le traceur ; 5 ml de liquide scintillant Lipoluma sont alors

ajoutés,



- 28 -

Les mesures de radioactivité sont effectuées aux spectro-
métres a scintillation liquide LKB Rack . Beta ou Beckmann 2800.
La présence de pigments dans les échantillons occasionnant un
affaiblissement des comptages, une correction est réalisée
en utilisant soit la technique du standard externe, soit celle

du rapport des canaux de comptages (SIMONET et ORIA, 1977).

La radioactivité dans les différentes parties des plantes
est exprimée en becquerels (Bq) ou en désintégrations par minute
(1 dpm = 60 Bq), mais aussi en pourcentage du traceur exporté
hors de l'organe donneur. Afin de comparer la distribution des
molécules marquées dans un type d'organe de taille variable, nous
avons calculé dans la plupart des cas, l'index de marquage spéci-
fique (Specific Labelling Index = SLI ; voir BEN GAD et al., 1979
et LEONARD et al., 1983). Le SLI représente la radioactivité d'un
organe (exprimée en 7% de la radioactivité transportée dans la
plante hors de l'organe donneur) divisée par la matiére séche de
cet organe (exprimée en 7 de la matiére séche de la plante, l'orga-
ne donneur excepté). Le SLI élimine le facteur "taille des organes"
et permet de mieux apprécier la capacité importatrice des organes
de la plante. Si la distribution du traceur dans tous les organes
(par unité de M.S.) était uniforme, le SLI serait de 1. Les valeurs
de SLI supérieures ou inférieures a 1-indiquent par conséquent

un transport préférentiel ou non vers certains organes.



B - Autoradiographies

Elles sont réalisées avec des tranches fines (2 mm d'épais-
seur) de fruits ayant recu la gibbérelline radioactive,ou avec
leurs graines ; aprés récupération de ces dernieéres, nous
éliminons la gangue mucilagineuse qui recouvre les téguments
par frottement de chaque graine sur du papier filtre. Les graines

sont coupées longitudinalement en 2 parties.

Les tissus sont appliqués sur film Kodirex durant une
période variant de 2 mois 4 6 mois (& - 20° C) ; aprés traite-
ment des films (révélateur Kodak LX 24, fixateur Unifix) les
autoradiographies obtenues permettent de localiser les traceurs

aux différents niveaux du fruit ou des graines.

C - Nature des molécules marquées transportées

L'analyse des substances radioactives migrant dans la

plante est effectuée par chromatographie a partir : .

1. du liquide de guttation ém.s par les pointes foliaires
lorsque les plantes traitées sont placées dans des conditions
de forte humidité relative : le liquide recueilli sur l'ensemble
des feuilles est alors directement appliqué sur une plaque de

gel de silice.

2. de l'extrait méthanolique des tissus congelés puis
broyés : apres trois macérations successives de 1 heure dans
le méthanol (80 %) a 0° C (10 ml par g de matidre fraiche -MF-),
le solvant est évaporé sous vide. 3 macérations dans 1'acétate
d'éthyle (1 heure chacune, 10 ml par g de MF) complétent 1'ex-
traction des composés radioactifs des tissus (figure 3) ; méme
si ces deux solvants sont jugés par la plupart des auteurs
comme de bons solvants des gibbérellines, ilg ne permettent toute-
fois pas de récupérer la totalité des molécules marquées (COUILLEROT,
1986) .
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BROYAGE DES TISSUS
dans l'azote liquide

|

MACERATng dans le méthanol (8
(10ml g de M.F., 1 heure,
puis filtration (3 fois)

O %)
o°c)

1

Résidu solide

|

MACERATION dans l'acétate
d'éthyle (10 ml1 g~ ! de M.F),
1 heure , 0° C
puis filtration (3 fois)

Résidu solide
{éliminé)

'

PHASE ACETATE D'ETHYLE PHASE METHANOL 80 %

R

Réunion des phases

méthanol (80 %) + acétate d'éthyle
puis évaporation & sec
(évaporateur rotatif, 35° C)

|

EXTRAIT SEC

Figure 3 : Extraction des composés gibbérelliniques

endogénes et exogdnes des tissus de

Tomate.

Aprés évaporation de 1'acétate d'éthyle,

repris par 400 pl de méthanol (80 Z) puis 400

d'éthyle,
Merck.

est déposé sur une plaque de gel de

Le développement des chromatogrammes est

solvants isopropanol + ammoniaque + eau (80 -

V/V) et hexane + isopropanol + acide acétique

vV/V).

1'extrait sec
pl d'acétate

silice 6OF254

réalisé dans les
0,05 - 19,95 ;
(60 - 40 - 1 ;



GA

GA3

GA

GA

GA

GA13

* Les gibbérellines A,, A

Les gibbérellines témoins les plus courantes (GA

1’
GA3 mais aussi GA4, GA7, GAg, GA13) * sont ajoutédes A un extrait

"méthanol (80 %) + acétate d'éthyle" de tissus de Tomate et cons-

b

tituent un "témoin interne'”" ; dans ces conditions, le Rf des

diverses gibbérellines est légeérement décalé par rapport au Rf
de la gibbérelline seule.

Rf dans les solvants fluorescence (UV, 350 nm)

avant traitement aprés traitement

II
jaune-vert

bleu-vert
0,76 jaune-vert bleu-vert
rose-~violet
vert brun-vert
viclet-bleu

o, . rose~pédle

violet

o ° ol w
@ -~ ~
b= 2y <3 ~
o
™
@

Figure 4 : Caractéristiques chromatographiques (Rf et

~fluorescence aux ultra-violets) des gibbérel-
lines A‘, A3, Aé’ A7, A9, A13 chromatographiédes
sur gel de silice 60F254 Merck dans le solvant I
(isopropanol + ammoniaque + eau ; 80 - 0,05 -
19,95 ; V/V) et dans le solvant II (hexane +
isopropanscl + acide acétique ; 60 - 40 - 1 ;
v/v).

La fluorescence est observée avant et apres
pulvérisation d'acide sulfurique (50 Z) sur les

plaques et chauffage 3 100-110° C.

79 A9 et A13 ont été gracieusement

fournies par ICI (Imperial Chemical Industries LTD,

Plant protection division, Fernhurst,England).
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Les gibbérellines témoins sont révélées par lecture
directe des chromatogrammes en lumiére ultra-violette (254 et
350 nm) ou aprés pulvérisation d'acide sulfurique (50 %) puié
passage des chromatogrammes sous un courant d'air chaud (100 -
110°%). Le Rf et la fluorescence caractéristique des diverses

gibbérellines sont résumés dans la figure 4.

Aprés grattage des bandes de Rf du gel de silice (10 ou
20 selon le cas), la radioactivité est mesurée par comptage

en scintillation liquide.

VII -~ ANALYSE DES GIBBERELLINES ENDOGENES : TESTS BIOLOGIQUES

A - Extraction des gibbérellines

Les extractions sont faites sur du matériel congelé
ou lyophilisé selon le protocole décrit dans la figure 3.
Lorsque les gibbérellines sont dosées dans le liquide de gut-
tation ou dans la solution nutritive dans laquelle baignent

les racines, les extraits sont directement desséchés.

Lorsque les extraits sont riches en pigments chloro-
phylliens et caroténoldes, ces derniers sont éliminés selon
le protocole préconisé par DUNBERG en 1974 (figure 5). La
purification des extraits peut parfois entralner la perte
de gibbérellines non polaires malgré le pH trés basique mainte-
nu lors de la séparation des pigments dans l'éther diéthylique
(CROZIER, 1981). Toutefois les résultats obtenus par COUILLEROT
(1986) lors de l'extraction de la gibbérelline A1 tritiée du

feuillage montrent que moins de 2 7 du tritium présent dans

l'extrait est retrouvé dans la fraction éthérée.
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EXTRAIT CHLOROPHYLLIEN
dissous dans le tampon phosphate 0,5 M ; pH 9,0
(1loml g~! de M F. initiale);
pH ajusté & 9,0 avec KOH (6N)

!

EXTRACTION DES PIGMENTS
(agitation modérée de l'extrait dans un volume
égal d'éther diéthylique ; 4 fois)
" ; 1

' !

PHASE TAMPON PHOSPHATE PHASE ETHEREE renfermant
les pigments {(éliminée)

Acidification avec HCl (6N)
jusqu'a pH = 3,0

l

EXTRACTION DES GIBBERELLINES
acétate éthyle (6 fois)
(Extrait pH 3,0/acétate d'éthyle ;

3v/5v)

| ]

PHASE ACETATE D'ETHYLE PHASE AQUEUSE
une nuit a -20° C (éliminée)
Filtration

!

Evaporation a sec . cristaux de
(évaporateur rotatif, 35 °C) glace (éliminés)

EXTRAIT SEC renfermant
les composés gibbérelliniques

Figure 5:Séparation des composés gibbérelliniques et des
pigments dans les extraits "méthanol (80%)" et
"acétate d'éthyle".

Dans tous les cas, l'extrait sec final est successi-
vement solubilisé dans 400 pl de méthanol (80 Z) et dans 400 ul
d'acétate d'éthyle,puis déposé sur une plaque de gel de silice. Un
chromatogramme témoin est préparé en déposant 400 pl de méthanol
(80 %) et 400 pl d'acétate d'éthyle ; cette plaque,appelée
"témoin solvant', est chromatographiée en méme temps que les plaques
ol sont déposés les extraits,dans le solvant I (isopropanol +

ammoniaque + eau : 80 - 0,05 - 19,95 ; V/V).



B - Tests biologiques

1. Test albumen d'Orge (d'apfés.COOMBE et al. , 1967).

L'extrait analysé est divisé en deux fractions égales.
Aprés chromatographie, la premidre fraction permet le dosage des
sucres réducteurs avant introduction des caryopses d'Orge
privés de leur embryon. La seconde fraction indique par
différence, les sucres réducteurs synthétisés consécutivement
a4 la stimulation par les gibbérellines de l'activité o-amy-
lasique. Les chromatogrammes sont partagés en 10 bandes de
Rf dont le gel de silice est gratté puis introduit dans une
fiole de 25 ml contenant 2 ml d'eau et 0,2 ml de sulfate

de streptomycine a 0,2 7.

L'Orge est une variété a grain nu (lignée 113, fournie
par 1'INRA de Clermont Ferrand). L'extrémité distale des
caryopses qui porte l'embryon est supprimée aprés 3 heures
d'imbibition dans l'eau distillée & 4° C. Deux albumens sont
introduits dans les fioles, la quantité de substrat (90 mg
dans le cas présent) soumise 3 l'hydrolyse étant toujours la
méme. Un essai témoin permet la mesure de 1l'activité amyla-
sique du substrat ; une gamme de GA3 est réalisée. Les
séries sans albumens et avec albumens sont mises & incuber

simultanément & 29° C durant 20 heures.

Le liquide récupéré dans chaque fiole est amené
a 10 ml, filtré sur Amberlite IR 120 H. Les sucres réducteurs
contenus dans 1 ml de filtrat sont dosés selon la méthode

de NELSON (1944). Les Iectures colorimétriques se font 3 650 nm

(spectrométre Labospac).

2. Test Laitue (d'aprés FRANKLAND et WAREING, 1960,
modifié par CLAIRE, 1976).

Les tests sont réalisés avec Lactuca sativa, cv

"Grand Rapid" ou cv "Batavia doréde de printemps”. Les graines



désinfectées par un passage dans l'hypochlorite de calcium

(30 g 1—1), sont mises a germer sur papier filtre humide pendant
48 heures a 23° C et a4 l'obscurité. Les substances de l'extrait

32 tester présentes dans chaque bande de Rf sont dissoutes dans

1 ml d'eau stérile et introduites dans les tubes de culture ren-
fermant.déjé 5 ml d'un milieu gélosé (0,5 %Z) stérile qui contient
les éléments minéraux de la solution de HELLER. Dix plantules de
2 jours sont repiquées dans chaque tube ; elles sont cultivées
pendant 5 jours & 24° C (16 h de lumiere, 11 W m—z). La longueur

des hypocotyles de Laitue cultivées en présence de l'extrait

et du solvant chromatographiés, est alors mesurée.



RESULTATS



PREMIERE PARTIE

GIBBERELLINES ET PLANTES EN FLORAISON

I - TRANSPORT DE GIBBERELLINES

L'analyse du transport des gibbérellines est réali-
sée lorsque la premiére inflorescence des plantes présente
une fleur a corolle parfaitement ouverte. A ce stade, les
plantes présentent les caractéristiques suivantes : 7 feuil=-
les sous la premiére inflorescence, 3 feuilles en voie de
développement entre la premiére et la deuxiéme inflorescence
dont les boutons floraux sont encore fermés, et enfin 2 ou 3
trés jeunes feuilles au sommet de la plante. Un bourgeon

axillaire est bien développé 2 1l'aisselle de la 6e feuille

située dans l'alignement de la premiére inflorescence.

A. Transport dans les fleurs isolées

3

t. La GaA, | "I

. — - — —— —— i —— - —— ————————

Huit jours avant l'anthése (stade I) ou au moment de
l'anthése (stade II) des fleurs de Tomate sont récoltées et placées
aussitdt sur un milieu gélosé (5 Z,) renfermant les éléments mi-
néraux de la solution de KNOP ; une feuille d'aluminium limite
au pédicelle le contact de la fleur avec le milieu. Les fleurs d'un
premier lot sont placées individuellement sur un milieu gélosé
auquel sont ajoutés immédiatement avant la solidification
4,10 ou 9,54 ng de GA |3-4=H (N)

1,147 GBq umol‘l soit 3,238 kBq ng -

, activité spécifique:
1

Les flegrs d'un deuxiéme lot recoivent 4,10 ou
9,54 ng de GA1 | Hi dans la couronne d'étam%nes. Aprés 2 jours

de culture a3 24°C (16 h de lumiére ; 23 Wm ), les



milieux de culture et les fleurs dont le pédicelle en
contact avec le milieu gélosé radioactif a été supprimé,
sont lyophilisés. Leur radioactivité est déterminée apreés
24 heures de macération dans le Lumasolve puis adjonction

de 5 ml de Lipoluma.

L'analyse des molécules marquées transportées est
réalisée chez les fleurs isolées, cultivées sur la solution
minérale de KNOP. Le milieu de culture sur lequel sont culti-
vées pendant 48 heures des fleurs ayant recu chacune 13,5 ou

3
74 kBq de GA, | H

1 dans la couronne d'étamines est désséché .
Les molécules tritiées importées par les fleurs cultivées

48 heures sur la solution minérale de KNOP contenant 13,5

ou 31,4 kBq de GA1 | #|, sont récupérées aprés broyage ,par

3 extractions successives &2 0 °C avec du méthanol (80 7Z) puis
par 3 extractions avec de l'acétate d'éthyle ; les solvants

de l'extrait global sont alors évaporés.

Les extralits secs sont récupérés avec 400 ul de méthanol
(80 %) puis 400 wl d'acétate d'éthyle ; ils sont chromatogra-
phiés sur plaque de gel de silice 60 Fosy (Merck) sur unme
hauteur de 18 cm dans deux solvants. La radicactivité de
chaque zone de Rf est déterminée aprés grattage du gel de

silice puis adjonction de 5 ml de Lipoluma.

b. Résultats

———— ———— - —

Les fleurs au stade I ou au stade IT1 qui
3
regoivent une application de GA1 | H| dans la couron-
ne d'étamines, exportent des molécules tritides dans

le milieu nutritif gélosé sur lequel elles sont cultivées
(tableau 2).



Une fraction importante de ces molécules
quittant le pédoncule floral a un Rf correspondant a celui de

la GA, (figure 6 a ,b, e et f). Cultivées sur un milieu gélosé

contenant delaGA1 | H|+les fleurs importent des molécules

marquées (tableau 2), dont plus de 50 7 migrentau Rf de la GA1

(figure 6¢c, d, g et h).

Stade GA ([*H] appliquée o, de *H exporté o/ de *H importé
I 13,5 kBq (4,10 ng) 0,21 + 0,09 0,46 + 0.03
I 31,4 kBq (9,54 ng) 0,44 + 0,03 0,95 + 0,11

Tableaus 2 :Exportation et importation de molécules tritides par des fleurs de Tomate
aprés l'application de GA1| aH'.
Les fleurs, isolées de la plante 8 jours avant l'anthé&se (stade I , 9 fleurs) et a
l'anthése (stade II, 13 fleurs), sont cultivées sur un milieu gélosépendant 2 jours ;
la GA1]3H |est appliquée soit dans la couronne d'étamines, soit dans le

milieu gélosé (moyenne t erreur standard de la moyenne ; 0,08).

Extrait de COUILLEROT J.P. et YI Y.B. (1986)

Les molécules tritides circulant dans les organes
floraux représentent dans chaque cas un faible pourcentage de
la radiocactivité appliquée. Quel que soit le stade du dévelop-
pement des fieurs, l'absorption du traceur est environ deux fois
supérieure au rejet dans le milieu de %ulture. La mobilité des

molécules aprés 1'application de la GA | H|, exprimée par le

1
pourcentage du tritium transporté, augmente lorsque les fleurs

sont a l'anthése (tableau 2).

Les différentes piéces florales mais plus particulié-
rement le calice recoivent des molécules tritides en provenance

du milieu de culture (tableau 3). La distribution de 1la
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Distribution sur plaque de gel de silice

des molécules tritides exportées ou importées

pat les fleurs de Tomate.

a, b, e et £

molédcules radioactives retrou=-

vées dans la solution minérale de KNOP, sur

laquelle sont cultivées pendant 48 heures des

fleurs au stade I ( a et b) ec au stade II

(e et £) ; celles~ci ont regu respectivement u?e

application de 13,5 kBq et de 74 kBq de GA&

dans la couronne d'étamines.

¢, d, g et h

. ol

molécules radiocactives extraites

de fleurs au stade I (c et d) et au stade II

(g et h) ; celles-ci ont été cultivées pendant

48 heures sur la solution minérale de KNOP

renfegmanc respectivement
Ga, | ui.
migration :
a, ¢, e.et g

(80, 0,05, 19,95 ; v/v)

13,5

kBq et 74 kBq de

isopropanol+ammoniaque+eau

b, d, £ et h : hexane+isopraopanocl+acide

acétique (60, 40, 1 ; v/v).

Extrait de COUILLEROT J.P.

et YI Y.3. (1986)

05

'Rf



Stade I(°H importé : 62,5 + 5,3 Bq) Stade II (°H importé 298,4 ¢ 34,5 Bqg)
T — —
% du *H importé (n = 9) Bg. mg MS SLI $ du 'H importé (n = 32) Bg. mg MS SLI
Calice 54,00 * 7,49 ) 23,1 = 3,4 1,80 50,58 + 4,35 41,9 * 3,6 1,25
Corolle 11,22 £ 2,61 8,5 = 2,2 0,67 22,62 * 1,54 24,3 £ 1,6 1,07
Androcée 18,96 = 3,54 6,8 £ 1,3 0,52 15,98 + 1,45 3,3 £+ 0,8 0,41
Gynécée 15,81 + 2,78 12,2 £ 2,8 0,91 10,82 £ 1,76 19,5 £ 3,1 0,389
Tableau 3 : Distribution des molécules tritides dans

les fleurs de Tomate cultivées pendant

2 jours sur un milieu gélosé.
Le milieu de culture renferme 13,5 kBq de
GA1 |3H| pour chaque fleur au stade I et
31,4 kBq pour chaque fleur au stade II.
(m * ES ; 0,05).

Extrait de COUILLEROT et YI Y.B. (1986)
SLI : index spécifique de marquage

radioactivité dans le gynécée et dans 1'androcée est peu modifiée
lorsque la fleur se développe. En revanche, les pétales qui
achevent leur croissance, renferment davantage de tritium

que la jeune corolle.

2. Les gibbérellines endogeénes

Les gibbérellines sont dosées gridce au test
"albumen d'Orge" dans les différentes piéces florales lors de
1'ouverture de la fleur (11/8/84). L'extraction est réalisée

a partir de 165 fleurs selon le protocole décrit dans les

figures 3 et 5.

Par ailleurs, au moment de l'anthése, 80 fleurs de
la premiére inflorescence sont séparées de la plante (27/9/84).
Elles sont aussitdt mises en culture individuellement sur
7,5 ml de solution minérale de KNOP. Le pédoncule floral

est la seule partie de la fleur en contact avec le liquide au



cours des 48 heures de culture (24° C, 16 h

-2
23 Wm ). Les milieux de culture regroupés,

de lumiére,
sont séparés

en deux volumes égaux, chacun étant ensuite

évaporé i sec.
Les gibbérellines sont mises en évidence aprés chromato-
graphie des extraits secs correspondant a 40 fleurs, grice

aux tests "hypocotyle de Laitue" et "albumen d'Orge".

b. Résultats

b1. Les diverses pieces florales renferment des
composés ayant une activité gibbérellinique (tableau 4 et
figure 7) : ces derniers sont peu abondants dans le gynécée,
alors que leur teneﬁr dans les corolles qui se déploient permet
une trés forte stimulation de l'activité a-amylasique de
1'0rge. Curieusement, le contenu en gibbérellines des
étamines n'est

MS.

pas particuli&rement important par unité de poidsde
L'activité gibbérellinique au niveau du Rf de la GA, n'est

notée que dans la corolle (figure 7 b) et danms les étamines

(figure 7 c).

Activité a-amylasiqge : N
pg de glucose g_ MS Calice Corolle Androcée Gynécée Fleur entiérc
(% de l'activité dosée dans 165 fleurs)
1 800 3 421 t 526 1 125 1 938
Activité stimulatrice
(29,20 7) (36,88 ) (23,86 %) (10,05 %) (100 %)
533 284 76 1 695 369
Activité inhibitrice ha
(10,84 %) (10,92 %) (4,25 %) (53,97 %) (100 %)

Tableau 4 Activité gibbérellinique dosée dans les

piéces florales de Tomarte.

165 fleurs sonc
utilisées et les gibbérellines du calice

de la corolle, de l1'androcée et du gynécée sont
extraites selon le protocole décrit dans les
figures 3 et 5. La stimulation ou l'inhibition
de l'activité a-amylasique de 1'Orge sont
détermindes aprés chromatographie des extraits
sur gel de silice 60 FZSV
isopropanol

19,95 v/v)

(solvant de migration
80 - 0,05 =~

+ ammoniaque +
eau ;

* 8 876 ug de glucose
#*%2 490 pg de glucose
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Figure 7 : Activité gibbérellinique dosée par le

test "albumen d'Orge' dans le calice (a),

dans la éoroLle (b), dans 1l'androcée (c)

et dans le gynécée (d).

Les conditions expérimentales sont celles décrites

dans le tableau 4

Le taux d' inhibiteurs de l'activité a-amylasique
est important dans le gynécée (tableau 4 ) et au moins trois
groupes de substances inhibitrices peuvent &tre notés
(figure 7 d). Des résultats analogues sont obtenus avec le

test "hypocotyle de Laitue" (YI, résultats non publiés).

b2. Des molécules ayant une activité gibbérel-
linique sont exportées dans le milieu de culture (figure g).
Trois =zones de Rf (0,2 - 0,4 - 0,7 et 0,8) augmentent
a2 la fois l'activité a-amylasique de 1'Orge et 1'élongation
des hypocotyles de Laitue . Les stimulations notées au Rf 0,7
et au Rf 0,8 recouvrent le Rf de migration de la GA3. Des substances
inhibitrices de l'activité o-amylasique et de la croissance des

hypocotyles sont également décelées dans le milieu de culture.

Ainsi des gibbérellines et des inhibiteurs endogénes
des fleurs peuvent étre exportés par le pédoncule floral dans

le milieu de culture.
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Activité gibbérellinique dosée dans le
milieu ol sont cultivées 40 fleurs pendant
48 heures.

a. stimulation ou inhibition de 1'élomgation

des hypocotyles de Laitue, cv Batavia heid

dorée de Printemps.

b. activitcé a-amylasique de 1'Orge-

Chromatographie sur gel de silice 6OF25§
Solvant de migration : isopropanol + ammoniaque +

eau (80 = 0,05 - 19,95; v/v).



B ~ Transport dans la plante entieére

1. Conditions expérimentales

Chez les plantes entiéres, 10 ul d'eau renfermant

0,05 pl de Tween 20 et 95,40 ng de GA, | H| sont déposés dans

1
la couronne d'étamines de la premiére fleur épanouie sur la
premiére inflorescence ou sur l'une des trés jeunes feuilles

(3 £ 0,5 cm) du sommet. Six jours plus tard, les plantes
récoltées sont immédiatement congelées puis lyophilisées.
Aprés détermination de la matiére s&che puils broyage des
différentes parties de la plante, la radioactivité est déter-

minée.

2. Résultats

—— e — s o - —— W - —— —— " ——— ——

Lors de l1'anthése, une des fleurs de la premiére
inflorescence exporte dans la plante 6,07 %2 de la radioacti-
vité appliquée 6 jours auparavant sous forme de GA1 | H[

(314 kBq) dans la couronne d'étamines (tableau 35). Les
molécules tritiédes présentes dans les jeunes feuilles du

sommet ou damns la 2e treés jeuné inflorescence, mais aussi dans
les feuilles adultes sous=-jacentes a4 l'organe donneur et dans
les racines, témoignent d'un transport acropéte et basipete

du traceur. Celui-ci est essentiellement retrouvé dans les
-racines, dans les tiges et dans les feuilles adultes ou en voie
de développement, sa teneur par mg de matiere séche restant faible
cependant. Une partie des molécules marquées migre en direction
des plus jeunes fleurs des 1e et 2e inflorescences qui sont

les organes renfermant la plus forte radiocactivité par mg

de matiére séche. Les jeunes feuilles en voie de croissance
regoivent peu de molécules tritiées : par exemple, le rameau
sitﬁé . 4 l'aisselle de la 6e feuille,dont le déve%oppement

est important et rapide,ne contient que 1,68 Bgq mg- MS.



Radicactivité
Organes donneurs feuille SLI fleur SLT
Organes receveurs Bq. mg ' MS 3 Bq. mg~' MS %

A 3,03 £ 1,46 1,12 1,24 2,25 £ 0,33 0,46 1,
B 2,18 * 0,66 0,20 1,11 5,18 ¢+ 1,05 0,59 3,27
[+ 2,31 £ 0,30 16,43 1,20 2,30 + 0,58 18,34 1,41
D 6,01 ¢t 0,25 3,46 2,93 7,86 ¢ 1,85 5,93 5,18
E 3,20 ¢ 0,28 11,48 1,75 1,68 * 0,41 9,49 1,19
F 1,00 ¢ 0,10 33,99 0,57 0,81 =+ 0,1 28,77 0,55
G 3,01 £ 1,03 33,28 1,81 ) 2,26 t 0,60 36,38 1,46

Iableau 3 Distribution de la radioactivité dans les différentes parties de plants de Tomate lors de la
floraison. Les plantes recoivent 314 kBq (95,38 ng) de GA,[*H] sur I'une des trés jeunes feuilles du
sommet (3 + 0,5 cm) ou dans la couronne d’étamines de I'une des fleurs de la premiére inflorescence;
la radioactivité est déterminée aprés une période de transport de 6 j, dans les jeunes feuilles situées au-
dessus de la deuxiéme inflorescence (A), dans la deuxiéme inflorescence (B), dans la tige =t les feuilles
situées entre les premiére et deuxiéme inflorescences (C), dans les fleurs — la fleur donneuse exceptée
— de la premiére inflorescence (D), dans le bourgeon axillaire 4 I'aisselle de la sixiéme feuille (E), dans
la tige et les feuilles situées entre la premiére inflorescence et le sysiéme racinaire (F) et dans le systeme
racinaire (G) (moyenne + erreur standard de la moyenne, 0,05; n = 12). Les valeurs entre parentheses
indiquent le pourcentage du tritium exporté par l'organe donneur dans les différentes parties de la

plante.

Extrait de COUILLEROT J.P. et YI ¥.8. (1986)

%
LI : index spécifique de marquage

Uy

b. Iransgggg_é_gartir des_jeunes feuilles.

3

L'application de GA, | H| sur yne jeune feuille

1
du sommet de plants de Tomate est suivie d'um transport
descendant du traceur dans la tige, en direction du systéme
racinaire (tableau 5 ). Un mouvement acropéte ultérieur d'une
fraction des molécules marquées permet leur répartition dans
les limbes foliaires, dans les organes reproducteurs et dans
la tige axillaire a l'aisselle de la 6e feuille. La jeune
feuille donneuse exporte 6,71 Z de la radiocactivité déposée
sur le limbe vers les différentes parties de la plante.

Le systéme racinaire et les organes aériens situés en dessous
de la 1e inflorescence recueillent 13 encore le plus fort
pourcentage du tritium exporté. Les jeﬁnés feuilles situées
au-dessus de la le inflorescence en recevant 17,55 7 du tri-
tium, présentent une teneur par mg de matiére séche similaire
a2 celle décelée dans d'autres organes en pleine croissance
(racines, trés jeunes feuilles du rameau axillaire). Une
fraction de la radioactivité est retrouvée dans les ofganes
reproducteurs, sa réte?tion étant maximale dans la 1e inflo-

rescence (6,01 Bq mg- ).



C - Distribution des molécules -'*C dans les fleurs

aprés 1'application de GA, 1t*c| sur les jeunes

feuilles du sommet ou sur les racines

1. Conditions expérimentales

, 12, & pglde GA, |**c] (activité spécifique

518.10° GBq mmol ) sont appliqués sur une jeune feuille du
sommet (2,5 cm) ou absorbés par 2 racines de plantes qui portent
des fleurs sur la le inflorescence. Aprés 2 jours de transport,
les fleurs sont récoltées ; elles sont alors aux stades 8 jours
environ avant anthése, anthése et 4 jours aprés anthése. Les
différentes piéces florales sont immédiatement séparées, conge-
lées puis lyophilisées. Aprés détermination de la matiére séche,

la teneur en molécules -**C est mesuréde.

2. Résultats

Quel. que soit leur stade de développement, les fleurs
sont importatrices de molécules -'*C en provenance des jeunes
feuilles ou des racines donneuses de GA, |*“c| de Tomate. Si
les fleurs recoivent davantage de *"C & partir des racines
qu'a partir des jeunes feuilles, la distribution du **C dans les
différentes piéces florales varie également en fonction du
stade de développement des fleurs importatrices et le calice
retient toujours une fraction notable du traceur qui se dirige

vers les organes reproducteurs (tableau 6).



1

organe Stade de Nombre de dpm mg~ MS (% du '%C de la fleur)
développement fleurs
donneur des fleurs analysées Fleur entidre Calice Corolle Androcée Gynécée
I 9 27,2 ¢+ 35,9 (100} 24,4 + 4,2 (21,4) 1 4
Jeunes ! ) oy ) .q%.?. + 5,9 {28,6) 80,8+ 104,0 {43,9)
bl
11 10 16,7 + 4,7 (100) 22,4 + 5,8 (26,4) 17,8 ¢
feuilles ' ’ a1 ! + .96 70D Uity T2 1 Mgy 2.9
b3 2
111 10 30,0 ¢ 18,7 (100) 59,0 + 59,8 (50,9) 13,2+ 3,2 (9,1 17,3 £ 9,5 (26,1) 2
T 0,5 * 6,6
* 1,94 " 0,48 ? o.org ° 9 T 26 (13,9)
1 7 53,6 + 35,4 (100} 103,1 ¢t 49,0 (53,4) 34 * 4
H] ’ ’ ’ ) 8 8,7 (34,7) 52,7 ¢ 1
“ 1,92 < b 59 ’ ’ 2 55 5,9 (11,9)
Racines i 16 147,5 + 71,9 (100} 184,5 ¢ 77,9 (50,2) 77.8 &
..N..: ’ ’ T 36,0 (15,0) .‘.:.uw.uw 38,8 (29,2 m.m.%..“mn 8,7 (5,5
111 1" 90,2 t 44,6 (100) 37,5 ¢ 58,5 (60,0} 86,9 t 30,9 (19,7 5
. ’ ) 35,4 + 7,7 (9,7
..d.wm ? »J.Nm ’ LY »&.mm 9 (9,7 u.mvou.nQ» 4,6 (10,3)
v
Tableau 6 : Distribution de la radioactivité dans les dif-

férentes parties des fleurs de Tomate,
aprés 1'application de 18,5 kBq (12.4 :mw de
518.10°

GA, }'%c| (activité spécifique

3

48 heures

-1
GBq mmol

sur une jeune feuille de l'apex (2,5)cm ou sur

2 racines secondaires.

Au moment de l'application,la le hampe porte

des fleurs qui sont au stade 8 jours avant 1'an-

these (I), anthése (1I), et 4 jours aprés anthése

(111)

(m + ES ; 0,05).
A au stade I, androcée et corolle sont soudés.

*# SLI : index spéeifique de marquage
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Aprés application de GA3 11“C| sur les jeunes feuilles,
les fleurs recoivent davantage de composés -'*C (par mg MS)
8 jours avant l'antheése qu'ad 1l'anthése. L'importation est
encore plus nette aprés l'anthése. La teneur en molécules
-1%C est particuliérement élevée dans le gynécée au stade I,
mais celle-ci diminue fortement aux stades ultérieurs. Les
quantités de '*C par mg MS restent relativement stables dans

la corolle et l'androcée qui se développent.

Le calice constitue une zone de rétention nette des

molécules -'*C importées par 1'inflorescence (50 & 60 %) aprés

1'absorption de GA '%c| par les racines. Les fleurs a 1'an-

3
thése sont particulidrement importatrices, les diverses piéces
florales renferment des teneurs élevées de '*C. Curieusement,
la corolle est riche en '*C lorsqu'elle se développe avant
l'anthése et 3 1l'anthése qu'au stade fermeture de la fleur
(stade III). Aprés l'anthése, les teneurs en '*C dans le gyné-

cée et l1l'androcée demeurent encore élevées.

II - EFFETS DE L'APPLICATION DE GA3 DANS LES FLEURS DE LA
PREMIERE INFLORESCENCE

A. Conditions expérimentales

Les plantes regoivent 10 ul d'eau renfermant
0,05 pl de Tween 20 et 50 upg de GA3 dans la couronne d'étamines
de la premiere fleur ouverte sur la premiére inflorescence.
Les plantes témoins regoivent 10 pl d'eau + Tween 20. La longueur
des jeunes feuilles sus-jacentes a l'inflorescence donneuse
et des feuilles du bourgeon axillaire de la 6e feuille est

mesurée au moment de l'application puis 7 jours plus tard.



B. Résultats

L'instillation de 50 pg de GA3 dans 1l'une des fleurs
de la premiére inflorescence modifie ultérieurement le
développement de la plante (tableau 7). Les jeunes feuilles
situées au-dessus de l'organe donneur s'allongent davantage ;
seule la 10e feuille dont l'insertion sur la partie sommitale
de la tige est diamétralement opposée 3 l'inflorescence a
une croissance comparable 4 la 10e feuille des plantes témoins

(tableau 7 A).

Position des Longueur moyenne des | Augmentation de la longueur des
feuilles feuilles en cm au mo- feuilles
ment du traitement (limbes + pétiocles) en cm
AeSur la tige plants traités plants témoins
principale (GAB) (H,0)
ge 24,3 * 2,2 2,0 £ 1,0 1.7 £ 0,7
e 17.7 z 2,7 7,0 * 1,7 5,4 £ 1,5
10e 13,8 + 2,0 7,5 & 2,2 7,5 £ 1,2
11e 7,2 * 1,9 7,6 * 2,0 4,6 + 1,9
12e 4,9 + 1.1 5,9 % 1,4 3,6 + 1,3
BsSur le bour-
geon axillai-
re de la 6e
feuille
ie 15,6 £ 4,6 4,0 % 0,9 2,6 £ 1,5
2e 10,6 £ 3,3 5,2 3 1,6 4,0 * 1,0
3e 6,5 * 2,6 3,6 B 1,9 3,3 £ 1,5
Tableau 7 : Croissance des feuilles de Tomate sus-jacentes 23 \4@}&

la le inflorescence (A) et des feuilles de la
tige axillaire de la 6e feuille (B) de plants de Tomate
dont une des fleurs de la le inflorescence a regu
- 10 ul d'eau renfermant 0,05 pl de Tween 20

et 50 uyg de GA3
- 10 gyl d'eau renfermant 0,05 ul de Tween 20

(= plants traités GAB)

(= plants témoins HZO)
Les mesures sont réalisées au moment de L'instil-
lation puis 7 jours plus tard
(m £ ES ; 0,05, n =6).
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Au moment de 1'apport de 1la GA, dans lafleur, le bour-

geon axillaire de la 6e feuille posséde déja 4 feuilles et la

croissance des deux premiéres est stimulée 3 la suite du trai-
tement floral (tableau 7 B).

III - CONSEQUENCES DE LA SUPPRESSION DES FLEURS DE LA
PREMIERE INFLORESCENCE.

La jeune inflorescence est supprimée lorsqu'elle
mesure 10 * 3 mm de longueur (8/6/84). L'allongement des feuilles

et du bourgeon axillaire de la 6e feuille est mesuré apres 14

jours de culture.

Plantes avec Plantes sans
Augmentation de -longueur
(cm) inflorescence| inflorescence
A Feuilles Fi1i: 7,2 £ 0,9 7,7 £ 1,5
Fio 10,5 * 1,4 12,0 * 2,5
F 5 11,7 £ 2,3 16,5 & 2,4%
F a 13,4 £ 2,1 16,8 £ 2,2*
Inflorescence - - ——
F 7 11,9 £ 1,3 14,2 = 3,6
F s 8,7 ¢ 2,3 11,3 + 2,6
F 5 5,3 £ 2,1 7,1 1,6
F 4,0 £ 1,9 3,5 £ 1,5 ’
F 5,1 £ 3,0 2,5+ 1,5
P 5,6 £ 3,2 4,6 + 3,5
B- Entre-noeudd'insertion de 1'inflorescence 1,8 £ 0,2 0,6 £ 0,3*
C- Bourgeon axillaire de la 6e feuille
- le entre-noeud 0,9 £ 0,5 1,6 £ 1,1
- longueur totale 3,8 £2,0 6,4 + 3,8
Tableau 8 : Modification de la croissance du feuillage

et des tiges aprés la suppression des
organes floraux.

Les diverses parties de la plante sont
mesurées au moment de l'ablation de

la jeune inflorescence (10 ¢ 3 mnm de lon-
gueur) puis 14 jours plus tard (m % ES ;
0,05 ; n = 10).

* diffédrences significarives au seuil de
0,05.
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L'élimination précoce des jeunes organes floraux
favorise le développement du feuillage, et plus précisément,
celui des jeunes feuilles les plus proches de l'inflorescence
(tableau 8 A). Les 8e et 9e feuilles sus-jacentes au pédoncule
floral présentent les accroissements de longueur les plus
significatifs. Les feuilles plus adgées (FZ’ F3, F4) au contraire,
ont un développement plus restreint que celui des feuilles
témoins. Par ailleurs, l'entre-noeudd'insertion du pédoncule
floral dépourvu de fleurs a une élongation moindre (tableau

8 B).

Dans les conditions décrites, le bourgeon axillaire
de la 6e feuille se développe davantage lorsque les fleurs sont

supprimées {(tableau 8 C) .

IV - REPERCUSSIONS DE LA SUPPRESSION DES FLEURS ET DE
L'APPLICATION DE REGULATEURS DE CROISSANCE SUR LE
PEDONCULE FLORAL.

A - Conditions expérimentales

Les plantes choisies au 19/10/83 présentent une
inflorescence et les pétales de la premiére fleur commencent
a2 se déployer. Les fleurs étant supprimées, un bloc de 200 ul de
gélose (6 %,) contenu dans un petit récipient de verre est
appliqué sur le pédoncule privé des fleurs. Dans deux autres
séries d'expériences, la gélose renferme 1 pug de GA3 ou t pug
de 3-chlorure de 2-chloro éthyl triméthylammonium (CCC). Les
allongements des feuilles en voie de développément et du

bourgeon de la 6e feuille sont mesurés aprés 5 jours de culture.

B - Résultats

En réalisant directement l'apport de GA3 sur le
pédoncule dont les fleurs sont supprimées (figure 9 ) l'allom-
gement des jeunes feuilles a4 proximité du pédoncule donneur,
mais aussi du bourgeon axillaire sous-jacent, est nettement

supérieur A& celui observé chez des plantes dont les fleurs sont

éliminédes ou remplacées par de la gélose. La croissance des
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feuilles adultes'situées;au;dessous-du pédoncule floral (feuil-
les 3, 4 et 5) n'est plus stimulée>;.t'app1ication d'un inhi-
biteur de la synthése des gibbérellines, le CCC, sur le pédoncule dé-
pourvu de fleurs réduit la croissance de l'ensemble du feuillage et
de la tige axillaire. Il faut enfin remarquer que les
conditidéns de cicatrisation des tissus du pédoncule floral
peuvent perturber la croissance de la plante. Le maintien

du pédoncule dans la gélose permet d'éviter son desséchement

et favorise la croissance des jeunes feuilles sus-jacentes ;
par contre ce traitement limite le développement des feuilles

les plus dgées.

6 1e inflorescence BA
¢ + ¢ o’
124 o
. o -
)
: 0 ' : .
0 0 J l 0
81- 0 gf & ]
Alc A Atale i' 0 T
0 ofalo]w| [&alo Slalo o
] A [1] A A a 0
) o N H A‘gl alalo 2 g
] 0 A &
4‘_ Ao LM al*o|®] 1al*o[®] JAiale A AAg
0 a Alo aldlo|®] 1A Afo|m alalo Al alalo T
A}O o 0 0 0
Al A, alalol® A:°. al4t, 2at o ol 418
0 N ) AlAlo (W] 1AM (W] lalalg 4 OlAl, 1= olAt,
0“ aAlo alato slajolm lajajoim| |afa]o Py OlAjoim Buuﬂ Slaje
’ E )
10 ? 8 7 6 4 3 B.A

Position des feuilles de la1® inflorescence et du bourgeon axillaire(BA)

Figure 9 : Croissance des feuilles et du bourgeon axillaire
de la 6e feuille (BA) de plants de Tomate, 5 jours
aprés l'ablation des fleurs (&) ou aprés l'appli-
cation de gélose (200 ul) (A),de gélose + Gag (1 H8)
(0) ou de gélose + CCC (1 ug) (w) sur le pédoncule
de la ie inflorescence privée de ses fleurs.
(m = ES ; 0,05, n =10).



DEUXITEME PARTIE

GIBBERELLINES ET PLANTES EN FRUCTIFICATION

Chez la Tomate, les jeunes fruits qui se développent‘
sur la 1e hampe sont a la fois des organes exportateurs de
GA1 l3H‘e£ importateurs de molécules tritiédes appliquées
sous la forme de GA1 ]3H] sur les jeunes feuilles ou les
racines (COUILLEROT, 1981). Aussi, nous avons cherché i
mettre en évidence des échanges éventuels entre les fruits
et les fleurs, puis entre les fruits portés par des hampes

différentes.
I - TRANSPORT DE LA GA, |3H| DANS DES PLANTES PRESENTANT UNE
HAMPE FRUCTIFERE ET UNE OU PLUSIEURS HAMPES SUS-JACENTES

PORTANT DES FLEURS OU DES FRUITS.

A - Protocole expérimental

Les plantes d'un premier lot présentent une quinzaine
de feuilles et deux hampes : la 1e hampe porte généralement
trois jeunes fruits de taille inégale, alors que la 2e hampe
ne porte que des fleurs dont la plupart sont au stade antheése.
Les plantes d'unsecond lot ont déjia développé une vingtaine
de feuilles et présentent cing hampes dont les deux premiéres
portent des fruits. Les bourgeons axillaires sont dans chaque
cas supprimés au fur et i mesure de leur apparition.

» La Ga, |3, 4—}H(N)|, (activité spécifique:2 155 GBg
mmol ) est dissoute dans 10 pl d'eau (850 kBq soit 137,4 ng)
puis appliquée le 1/7/83 soit dans le cdne d'étamines des
fleurs de la 2e inflorescence soit au niveau de la trace du
style des fruits de la 1e ou de la 2e hampe. La migration du

‘traceur dans la plante dure 7 jours.



Qrganes (A) (B}
donneurs Fruit de la 1e hampe Fruit de la 2e hampe
Organes
receveurs 1 ) _
% du H exporté dpm mg MS SLT % du H exporté dpm mg MS SLT
Jeunes feuilles du sommet 0,25 477 + 94 1,47 0,18 64 £ 26 0,28
4e trés jeune hampe 0,13 472 = 82 1,36 0,11 576 £ t10 0,31
J
T + F entre 3e et 4e hampe 4,01 534 = 76 1,44 3,27 539 + 73 0,28
3e jeune hampe (fleurs non ouvertes) 0,42 412 = 71 1,07 0,48 571 = 246 1,838
T + F entre 2e et le hampe 8,95 279 + 31 0,76 5,32 384 = 47 0,63
Fleurs de la 2e hampe (fleur donneuse "
exceptée pour les plantes B) 1,74 257 + 27 0,70 <+ 1,42 521 = 117 2,42
T + F entre le et 2e hampe 23,69 362 ¢+ 48 0,38 29,24 716 = 183 1,34
Fruits de la fe hampe (fruit donneur -
excepté pour les olamtos A) 4— 9,16 341 + 33 0,92 10,83 380 = 77 0,64
T + F entre le hampe et racines 36,i9 . 5305 = 56 1,20 37,82 686 = 121 1,27
Racines 15,20 337 = 108 0,84 11,30 405 = 123 0,56
e,

(B

Tableau 9 : Distribution de la radioactivité dans des l/‘L/j

— . . . W

plants de Tomate, 7 jours aprés l'applica- %wafj

tion de 850 kBq (137,4 ng) de Ga, I%xl1

(activité spécifique : 2 155 GBq mmol ).

A - instillation dans un jeune fruit
(15 ¢+ 5 mm de diamétre) de la le hampe,

B - instillation dans le c8ne d'étamines de
l'une des fleurs au stade anthése de la
2e hampe.

La fléche indique la position de l'organe
donneur sur la plante

(m ¢+ ES , 0,05 ; n = 10)

T + F : Tige + Feuilles

SLI : index spécifique de marquage




B - Résultats

1, Les plantes dont la 1e hampe a développé des
fruits et la 2e hampe des fleurs (lot 1), présentent de laradioactivité
dans l'ensemble de leurs organes (tableau g A et B). Cette
distribution du tritium témoigne d'un transport basipéte et
d'un tra?sport acropete dans la plante aprés l'application

de GA, | H| dans une fleur ou dans un fruit.

«Le jeune fruit donneur de GA, izﬁl de la
1e hampe exporte 182 kBq (soit 21,44 % de la radiocactivité
appliquée) vers les autres parties de la plante (tableau 9 A).
Ce sont les feuilles adultes situédes immédiatement au-dessous
et au-dessus qui recueillent la plus importante fraction du
traceﬁr exporté (59,88 Z). Les plus jeunes feuilles dﬁ somme t
recélent de fortes teneurs en molécules tritiédes par mg de
matiére seche. Le systéme racinaire regoit 15,20 %7 du tritium

migrant dans la plante.

L'ensemble des organes floraux importe des molécules
marquées, en particulier les 3e et 4e jeunes inflorescences qui
renferment le plus de radiocactivité par unité de poids. Les
autres jeunes fruits de la fle hampe rec¢oivent également une

fraction importante de tritium.

3
.Lorsque l'organe donneur de GA, | H| est une

1
fleur de la 2e inflorescence , 339 kBq (soit 39,84 7 du tritium
fourni) sont distribués dans la plante (tableau 9 B). La
distribution des molécules marquées présente des analogies

avec celle observée précédemment (tableau 9 A). la tige et les
feuilles adultes situées au-dessous de la 2e hampe sont remar-
quablement riches en tritium (67 %Z du tritium exporté). Si les
échanges de traceur entre la fleur donneuse et les trés jeunes
feuilles sont limités apreées 7 jours de culture, les inflores-
cences plus jeunes sont toujours importatrices, de méme que les
autres fleurs de la 2e inflorescence. Enfin les fruits se

développant sur la le hampe recoivent prés de 11 7 de 1la

radioactivité circulant dans la plante.
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2.3Des molécules radioactives provenant des fruits

donneurs de GA1

gagnent le systeéme racinaire et les jeunes organes de la région
apicale (tableau 10 A et B).

H| situés sur les le et 2e hampes fructifares

. Le fruit donneur de la te hampe,approxi-
mativement & mi-développement (3 cm de diamétre), exporte da-
vantage de radioactivité (254 kBq, soit 29,88 % du tritium
appliqué) que le jeune fruit de 1,5 cm de diamétre (21,44 7).
L'augmentation de la quantité de molécules -3H se déplacant
dans la plante doit également &tre mise en relation avec le
développement de nouveaux centres d'appel constitués par

les jeunes organes végétatifs et fructiféres (tableaux 9 A, 10 A).

La répartition du tritium dans ces plantes plus
dgées est sensiblement modifiée (tableau 10 A). Le systéme racinaire
recoit moins de radioactivité. Si les feuilles adultes situées
en dessous de la 2e hampe retiennent encore 53,33 %7 du tritium
exporté, les feuilles situées entre les Ze et 4e hampes et qui
achévent leur croissance contiennent 26 % du traceur.
Les trés jeunes feuilles figurent parmi les organes les plus

riches en molécules tritiées par unité de poids.

Les jeunes fruits de la 2e hampe dont le diamétre est
voisin de 15 * 5 mm importent le traceur sans toutefois qu'il
y ait concentration dans les tissus (200 £ 55 dpm mg-MS).Les
fleurs des 3e, 4e et 5e hampes continuent d'attirer des molécules

tritides dans leurs tissus,

«Le jeune fruit delaAZelmmpe(15 + 5 mm
de diamétre) exporte 679 kBq soit 79,86 % de la radioactivité
appliquée (tableau 10 B). Cette migration extrémement importante du
traceur a lieu a nouveau en direction du feuillage adulte

ou en voie d'achever sa croissance. Curieusement, le systéme



}®H| ; activité spécifique : 2 155

A - instillation dans um fruit (30
de diametre) de la fe hampe (*
autres fruits sont supprimés).

B - instillation dams un des trois

fruits (15 * 5 mm de diametre)
2e hampe.

La fléche indique la
l'organe donneur sur
(m * ES , 0,05 ; n = 6)
T + F : Tige + Feuilles

SLI :

position de

la plante

1

1

GBq mmol )

5 mm

les 2

index spécifique de marquage

jeunes
de 1la

Organes (A} (B)
donneurs i
Fruit de la le hampe Fruit de la 2e hampe
Grganes
-1 .
receveurs %t du ’H exporté | dpm mg~ MS sL1 3 du ’H exporté | dpm mg Y Ms SLr
Jeunes feuilles du sommet 0,22 478 + 156 2,00 Q,01 89C = 334 0,1¢
3e hampe (jeunes fleurs) o, 11 470 ¢+ 202 1,83 0,04 571 = 328 0,50
T + F entre 4e et 3¢ hampe 2,61 460 + 304 Z,0¢ 0,53 392 + 88 0,82
4e hampe {fleurs non ouvertesj 0,31 319 ¢ 94 1,07 0,47 1935 + 100 Z,61
T + F entre 3e et 4e hampe 10,83 501 £ 195 1,65 3,9 590 + 474 0,87
Fleurs dg la 3e hampe (& l'anthése) 4,63 413 = 208 2,47 C,34 599 + 255 1,02
|
}
T + F entre 2e et 3e hampe 15,17 328 = 152 1,00 14,66 I 747 = 3383 0,28
i
Fruits de la 2e hampe (fruit donneur <
excepté pour les plantes B) 5,37 200 = 55 0,52 <4 19,22 4676 = 1294 4,84
?
T + F entre le et 2e hampe 19,36 332 = 85 1,04 21,61 653 =+ 154 | 1,08
Fruits de la 1e hampe (fruit donneur £
excepté pour les plantes a) <+ * * 5,82 292 3t 0,35
T + F entre ie hampe et racines 33,97 386 = 99 i,28 31,36 1074 = 241 1,88
Racines 7,40 120 = 52 0,38 1.77 67 = 33 0,08
Tableau 10 : Distribution de la radiocactivité dans
les plants de Tomate, 7 jours aprés
1'application de 850 kBq (137,4 ng de GA




racinaire retient peu de radiocactivité. Les jeunes feuilles

et les inflorescences sus—-jacentes au fruit donneur présentent
toujours des teneurs en molécules tritiédes importantes. Toute-
fois si on considére les SLI que nous avons calculés, les plus
jeunes organes du sommet de la plante recoivent moins de radio-
activité qu'a partir des fruits plus développés de la te hampe
(tableau 10 A). Par contre les jeunes fleurs de la 4e inflores-
cence sont nettement plus importantes que les fleurs & l'anthése
de la 3e inflorescence. Les autres jeunes fruits de la 2e hampe
exportatrice sont excegtionnellement riches en traceur

(4 676 * 1 294 dpm mg  MS), alors que les fruits de la le hampe,
plus gros, sont les organes reproducteurs dont les tissus ren-
ferment la plus faible quantité de radioactivité par mg de

matiere seéche.

Ainsi les divers résultats obtenus concernant le

transport de la GA, | H| (tableaux 9, 10 ) soulignent les

1
échanges existants entre les organes végétatifs et reproducteurs,

mais aussi entre les organes reproducteurs eux-mémes.

II - EFFETS DE L'APPLICATION DE GA3 DANS UN JEUNE FRUIT DE LA
PREMIERE HAMPE.

A - Protocole expérimental

Les plantes sont cultivées en pots sur terreau dans
les conditions climatologiques ambiantes de juillet 1982. Au
moment de l'instillation de 10 pl d'eau contenant 50 pg de
GA3, les plantes possédent une douzaine de feuilles . Les 7
feuilles sous-jacentes 3 la hampe fructifére ont quasiment
achevé leur développement. Les bourgeons axillaires sont sup-
primés et un seul fruit ( 6 * 2 mm) par hampe est conservé.

10 pyl d'eau sont instillés dans le fruit des plantes témoins.
L'augmentation de la longueur des feuilles (pétioles + limbes)
situédes au-dessus de la hampe est calculée aprés 11 jours de

culture.



B - Résultats
Les feuilles sus-jacentes grandissent encore
contrairement aux 7/ premidres feuilles (tableau 11). L'appli-
cation de GA, dans le fruit est suivie d'une légére augmenta-
tion de 1'allongement des 8e et 10 e feuilles situées,
compte tenu de la phyllotaxie, du méme cOté que la hampe
fructifére. La croissance de la 9e feuille dont l'insertion

sur la tige est diamétralement opposée a la hampe est réduite

par rapport a la 9e feuille des plantes témoins.

) allongament en fruits traités (GA,) fruits témoins (H Q)
Position mm » 3 2
des feuilles
8e 48 =+ 133 24 £ 20
9e 82 + 133 101 = 18
10e 78 = 25 62 = 16
Tableau 11 : Augmentacion de la longueur des 8e, 9e et
10e feuilles 11 jours aprés l'applicaction

de 50 pg de CA3 dans un jeune fruit da la
te hampe fructifére.
(m £ ES ; 0,05 ; o = 6).

IITI - EXPORTATION DE GIBBERELLINES ENDOGENES PAR LES FRUITS

A - Conditions expérimentales

18 fruits (15 £ 5 mm de diamétre) sont récoltés sur
la 1e hampe fructifére. Chaque fruit est cultivé sur 7,5ml
de la solution minérale de KNOP pendant 48 heures (24° C,

-2
16 h de lumiére, 23 Wm ). Le contact du fruit avec le

milieu est limité au pédoncule fructifare.

Les milieux de culture sont alors rassemblés,
desséchés, lyophilisés et chromatographiés. Les gibbérellines

rejetées dans le milieu de culture sont mises en évidence

grice au "test Laitue".



B - Résultats

Des molécules stimulant ou inhibant 1'élongation
des hypocotyles de Laitue quittent les fruits cultivés sur
la solution minérale de KNOP (figure 10). L'activité gibbérel-

lipique est particuliérement nette en deux zones de Rf
(0,1 et 0,8 - 0,9).

Ainsi, en plus des gibbérellines exogénes appliquées
dans le fruit, des gibbérellines endogénes peuvent aussi &tre

exportées hors du fruit.

mm
84 100
M GA3 B
6+ 10
44
1
24
04 L'l ﬂ . 1.Rf
0 05 L) ngGA,
21
4 1
Figure 10 : Activité gibbérellinique dosée par le test

"hypocotyle de Laitue” dans le milieu liquide

sur lequel 18 jeunes fruits ont été cultivés,

Le pédoncule de chaque fruit (15 =z 5 mm de
diamétre) reste en contact 2 jours avec 7,5 ml de
la solution minédrale de KNOP (16 h de lumiére,
264° C, 23 W m—;. Les gibbérellines sont extraites
avec du méthanol (80Z) (3 fois) et avec de
1'acétate d'éthyle (3 fois), puis chromatographiées
sur gel de silice 60 F,,, Merck (Solvant de
migration : isopropanol + ammoniaque + eau ; 80 -
0,03 - 19,95 v/v). La stimulation ou l'inhibition
de i'élongation de l'hypocotyle de 10 Laitues
(ev. Batavia dorée de printemps) est exprimée en

um- .



IV - LOCALISATION DES GIBBERELLINES DANS LES FRUITS ET LES
GRAINES.

A - Distribution dans les fruits

14
1. La GA3J cl.

a. Protocole expérimental

Les plantes utilisées présentent sur la le hampe des
fruits dont le diamétre est compris entre 20 et 60 mm ; un seul
fruit est laissé sur la hampe. La'GA3 |1i 7, 12, 18-1“0[
(activité spéc:ifique:518.1G.-3 GBq. mmol ) est instillée dans
le pédoncule du fruit, a environ 20 mm du calice. La distribu-
tion du traceur est analysée dans des fruits au stade vert -mdr
(45 £ 10 mm de diamétre) et 15 jours plus tard lorsque les
fruits sont.au stade rouge intense (50 * 10 mm de diamétre). La

détermination des stades de mirissement fait référence 3 celle

décrite par RICK (1978).

Les autoradiographies sont réalisées aprés 2 jours de
migration du traceur : les fruits récoltés sont coupés en
deux parties au niveau de la zone équatoriale. Le demi-fruit qui
.ne porte pas de pédoncule est débité, parallélement au plan
édquatorial, en fines tranches (2 mm d'épaisseur environ)
congelées immédiatement sur une plaque de verre a -20° C.
Les autoradiographies sont réalisées a -20° C. Le comptage
de la radioactivité extraite des différentes parties du
fruit par le méthanol puis par 1l'acétate d'éthyle (cf
figure 3) est effectué aprés 4 jours de migration de laGA3 | ci.
L'analyse chromatographique est réalisée sur gel de

silice : deux solvants de migration sont utilisés (Solvant I

isopropanol + ammoniaque + eau : 80 - 0,05 - 19,95, v/v ;
Solvant II : hexane + isopropanol + acide acétique : 60 - 40 -
1, v/v). Compte tenu de la similitude du métabolisme de la GA |14C|

observée sur les radiochromatogrammes aprés migration dans les
deux solvants, seuls les résultats obtenus avec le solvant I

sont présentés.



Une fraction du traceur instillé dans le pédoncule
du fruit 2 jours auparavant migre dans le fruit. Les augg—

radiographies mettent en évidence une accumulation du C
|

dans la zone épidermique du fruit (figure 11 ). Le mésocarpe,
l'endocarpe et la région placentaire sont plus faiblement
radioactifs. Les cavités carpellaires contenant les graines
n'impressionnent pas encore le film radiologique aprés 2 mois

d'exposition.

épicarpe

mésocarpe +

endocarpe

cavité
\\\carpellaire +
1 cm
graines
\
Figure 11 : Distribution de 1la radiocactivité dans les
fruits de Tomate, 48 heures aprés l'inscillation
14
de 55,5 k | ivité
‘ ?, Bq (37,2 u%) de GA3 | lCE (activité
spécifique: 518 10 GBq mmol ) dans le

pédoncule fructiféare.

Les tranches fines sont
coupé £
Pees paralléelement au plan équatorial des
fruits au stade vert-air.
Autoradiographie sur film

. Kodirex (exposition
2 mois i -20 °C).



Les ggmptages réalisés aprés 4 jours de
migration de la GA3 | C| confirment les observations antérieu-
res (tableau 12 ). Au stade vert-mir, la rétention est
importante au niveau de l'épicifpe (tableau 12 A), mais
environ Zg,S 7 des molécules - C sont des métabolites de

la GA C| (figure 12 b). La zone placentaire qui appro-

5 |
visionne les graines par les faisceaux criblo-vasculaires pré-

sente une forte tenmeur en molécules radiocactives dont

20 7Z environ ont un Rf similaire 3 celui de la GA3 (figure 12 e).

La radiocactivité n'apparait pas sur les autoradiographies réa-

lisées dans la zone médiane du fruit ; ce fait laisse penser que
14

le ‘C reste localisé dans la région proche de l'insertion

du calice, ce dernier accumulant plus de la moitié du traceur
migrant vers le fruit (tableau 121é) essentiellement sous

la forme d'un métabolite dela GA_ | C| migrant au Rf 0,85
(figure 12 a). Les gra%ees,‘pei radioactives, renferment prés

de 32 7 de molécules - C migrant au Rf de la GA, (tableau 12 A

3

et figure 12 f) alors que la gelée placentaire qui les entoure,

le mécosarpe et l'endocarpe ne contiennent que des métabo-
18

lites de laGA3 l cf (tableau 12 A, figure 12 d et c).

Lorsque le fruit est parfaitement rouge (tableau 12
la répartition du traceur est modifiée, Prés de 90 % des mo-
lécules marquées transportées vers le fruit mﬁf sont retenues
par les sépales sous forme d'un métabolite —1 C analogue 2
celui décelé dans les fruits au stade vert miir; il migre au Rf
0,85 et au Rf 0,90 (figure 13 a). La radioactivité par unité de
poids de matiire séche est faible dans toutes les parties du
fruit, en particulier dans le mésocarpe et dans l'endocarpe
qui renferment peu de molécules ayant le Rf de la GA3 (figure 13
L'épicarpe des fruits mirs ne constitue plus un tissu de
rétention du traceur ; toutefois pres de 70 % des molécules-

‘1*C ont un Rf identique au Rf de (a GA, (figure 13 b). Le

placenta du fruit, riche en métabolites marqués (figure 13 e),

B)

c).



Calice Epicarpe Zi:gz::g: * Carpelles Placenta Graines
A dpm par fruit 343 700 128 525 35 250 27 020 103 350 6 106
Stade F3 53,37 19,95 5,47 4,19 16,05 0,94
vert-mir %Z,calice excepté - 42,80 11,74 8,99 34,42 2,03
(diamétre du dpm mg ® MS 3 776 249 14 83 167 19
fruit
45 £ 10 am) SLI 25,78 1,69 0,10 0,56 1,01 0,13
B dpm par fruit 429 833 8 828 5 014 25 650 12 021 1 457
Stade 3 89,02 1,83 1,03 5,31 2,48 0,30
rouge intense %ycalice excepté - 16,66 9,47 48,42 22,69 2,75
(diamétre du dpm mg © MS 7 795 25 2 47 28 4
fruitc : )
50 £ 10 mm) sLr 62,59 0,20 0,02 0,38 0,22 0,03

Tableau 12 : Distribution de la radioactivite dans des
fruits de Tomate aprés l'application de

GA, |t*ci.

33 ul d'eau renfermant 18,5 kBq (12,4 g ge

GA, [1%*c] 3 activité spécifique ;

sont instillés dans le pédoncule de 6 fruits

au stade vert-mir (A) et de 7 fruits au stade

rouge intense (B).
dans les diverses parties du fruit, apreés
4 jours de migrartion du traceur.

SLI index spécifique de marquage

- _1
518 10 GBq mmol )

La radicactivité est mesurée
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Figure 12 : Distribution sur plaque de gel de silice
16

60 Fyq4

différentes parties des fruits de Tomate au

stade _vert-mir.

Le traitement des fruits est décrit dans le

Merck, des molécules - ( extraites des

tableau 12 (solvant de migration : isopropanol +

ammoniaque + eau ; 80 - 0,05 - 19,95 :
La radicactivité chromatographiée dans

partie des fruits représente

a. calice : 66 600 dpam.
b. épicarpe : 16 426 dpm.

mésocarpe + endocarpe : 21 674 dpm.
d. carpelles (gelée): 3 350 dpm.
e. placenta : 9 643 dpm.

£. graines : 1 582 dpm.

v/v).

chaque

in
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Figure 13 : Distribution sur plaque de gel de silice
figure 15 1y
60 ¥, , Merck, des molécules - ¢ extraites
des différentes parties des fruits de Tomate

Le traitement des fruits est décrit dans le
tableau 12 (Solvant de migration : isopropanol +
ammoniaque + eau ; 80 - 0,05 - 19,95 : v/v).

La radioactivité chromatographiée danms chaque

partie des fruits représente

a. calice : 84 807 dpm.
b. épicarpe : 5 914 dpm.
c. mésocarpe + endocarpe : 2 025 dpm.
d. carpelles (gelée) : 1 684 dpm.
e. placenta : 2 569 dpm.

f. graines : 910 dpm.



semble céder aux carpelles des molécules marquées (tableau
12 B) dont environ 48 7 migrent au Rf de la GA3 (figlllfe 13 4).
Les graines renferment toujours peu de molécules - C dont
24 7 seulement ont le Rf de la GA 4 (figure 13 £).

2. Les gibbérellines endogeénes

a. Protocole_expérimental

—— o —— o ——— —— o —— . —

Les fruits de la 1e hampe fructifére sont prélevés au
stade vert-mdr (10 fruits) et au stade rouge intense (12 fruits).
Les différentes parties des fruits sont séparées puis lyophili-
sées ; les gibbérellines sont extraites dans le méthanol (80 %)
puis dans l'acétate d'éthyle (figure 3). Apreés élimination des
pigments (figure 5), l'activité gibbérellinique est recherchée

dans ces extraits gridce au test "albumen d'Orge".

b. Résultats

L'activité o —amylasique globale dosée est comparable
dans les fruits au stade vert-mlr (1234 ug de glucose par g de
MS, soit 4573 ug de glucose par fruit) et dans les fruits
au stade rouge intense (1252 ug de glucose par g de MS, soit

3896 pg de glucose par fruit).

La plus importante teneur (par unité de poids de MS)
en composés stimulateurs mais aussi en composés inhibiteurs de
1'activité a-amylasique est décelée dans les sépales des

fruits verts (figure 14 A) ou rouges (figure 15 A).

Dans le fruit vert-mir, un paralléle peut &tre établi
entre la répartition des molécules ayant une activité gibbé;k
rellinique (par g de MS) et %3 distribution des molécules - ¢
aprés l'application de GA3 | Cl dans le pédoncule : 1l'épicarpe
(figure 14 B) et surtout les tissus placentaires (figure 14 E)
sont treés riches en composés gibbérelliniques. Ces derniers sont
en faible quantité dans les carpelles (figure 14 D), les graines

(figure 14 F) et surtout dans le mésocarpe et l'endocarpe qui
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Figure 14 : Accivité gibbérellinique dosée grice au test

"Albumen d'Qrge" dans les différentes parties
de fruits de Tomate récoltés au stade vert-mir
calice

épicarpe

A
B
C : mésocarpe + endocarpe
D ’carpelies

E : placenta

F

graines

En ordoanée : (activité a-amylasique des extraits = sucres
réducteurs) - activité a.amylasique du gel de

silice chromatographié.

L'activité a-amylasique est exprimée en ug de
glucose

x pour | g de MS

xx par fruit ; le pourcentage de l'activité ae

amylasique dechaque partie du fruit est indiqué entre paren-
théses.,

Solvant de migration : isopropanol + ammoniaque +
eau (80 - 0,05 ~ 19,95 ; V/V).
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Figure 15 : Activité gibbérellinique dosée grice au test
"Albumen dfOrge" dans les différentes parties de
fruits de Tomate rdécoltés au stade roﬁge
intense :

4 : calice

B : épicarpe

C : mésocarpe + endocarpe
D : carpelles

E ¢ placenta

F

: graines

En ordonnée : (activité a-amylasique des extraits - sucres
réducteurs) - activité a-amylasique du gel de

silice chromatographié.

L'activité o ~amylasique est exprimée en ug de
glucose

X pour 1 g de MS . ‘

XX par fruit ; le pourcentage de l'activité am
amylasique de chaque partie du fruit est indiqué entre paren~
theses.

Solvant de migration : isopropanol + ammoniaque +
eau (80 =- 0,05 - 19,95 ; V/V).



recélent cependant 22,26 7 de l'activité gibbérellinique

du fruit (figure 14 C).

Dans le fruit rouge intense, la répartition des
composés gibbérelliniques est modifiée : le mésocarpe et
l1'endocarpe qui achévent leur développement, présentent

38;75 Z de l'activité gibbérellinique totale dosée

dans le fruit (figure 15 C). Les graines, en accumulant 38,19
des composés gibbérelliniques du fruit {(figure 15 F) consti-
tuent désormais un site d'accumulation privilégié (exprimé

en pg de glucose g”l MS) c§“résultat ne corrobore pas la
répartition des molécules - C importées par le fruit ayant
recu de laGA3 |t*C| dans le pédoncule (tableau 12). L'épicarpe
(figure 15 B), les carpelles (figure 15 D) et la zone placen-
taire (figure 15 E) s'appauvrissent a ce stade en molécules

stimulant 1l'activité g-amylasique.

B - Distribution dans les graines

1k
1. La GA, | ¢]

- ——— o ——— A - ——— — - —~_—

Les graines sont récupérées dans le demi-fruit non
utilisé pour la réalisation des autoradiographies (cf
paragraphe A, 1 a). La gangue mucilagineuse qui recduvre les
téguments est éliminée par frottement de chaque graine sur
du papier filtre. Les graines sont coupées longitudinalement
en deux parties et les autoradiographies sont réalisées 2a
-20°C. La radioactivité est également mesurée dans 1'embryon,
l'albumen et les téguments : l'embryon est extrait des demi-
graines qui sont ensuite humidifiédes 3 minutes environ sur un
papier filtre imbibé d'eau afin de décoller les téguments. Les
diverses parties des graines sont alors lyophilisées et 1la

radioactivité y est déterminée.




b. Résultats

Les autoradiographies obtenues aprés 2 moisd'exposition
sur film Kodirex montrent que les graines renferment de faibles
teneurs en traceur qui est surtout localisé au niveau du hile
(figure 16). Lorsque les graines sont privées de leurslségu—
ments, l'embryon et l'albumen contiennent trop peu de C pour

impressionner le film (document non présenté).

0,5 mm

Figure 16 : Distribution de la radioactivité dans les
graines récoltées dans les fruits de Tomate
ayant recu 55,5 kBq (37,2 ug) de Ga, [lkcl
dans le pédoncule fructifére (confer figure
11).

Autoradiographie sur film Kodirex (exposition:

2 mois i -20° Q).

Le comptage de 1la radiocactivité confirme les
résultats obtenus avec la technique d'autoradiographies :
, lu
les téguments renferment plus de la moitié du C présent

dans la graine (tableau 13 ).

cpm graine - cpm mg_l MS % du 1I‘C de la graine SLT
Embryon 220 313 20,23 0,89
Albumen 235 123 21,66 0,35
Téguments 631 1261 58,09 3,80

Tableau 13 : Distribution de la radioactivité dans les
graines de Tomate.

Les 10 pgraines disséquées pour les
comptages, proviennent de fruits de stade
vert-miir dont le pédoncule a recu 48 heures
auparavant 55,5 kBq (37,2 pg) ge GA, Il“cl
(activité spécifique : 518 10 GBgq mmol ).

SLI : index spécifique de marquage



: 3
L'instillation de 1aGA, | H| a lieu au niveau de 1la

1
trace du style de fruits au stade "tournant", c'est-a-dire
au début de l'enrichissement en lycopéne et en B-~caroténe
(RICK, 1978). Les fruits traités sont récoltés sur la le hampe
8 jours plus tard, (stade rouge intense) et les graines sont
récupérées une a une. Aprés élimination des mucilages tégumen-—

taires, les graines sont conservées a 25° C environ.

b. Résultats

Les téguments sont 13 encore trés riches en tritium
puisqu' environ 75 7 des molécules tritiées de la graine y
sont décelées (tableau 14). L'embryon des graines des fruits

rouges recéle trés peu de radioactivité (5 7 environ).

-1 -1 3
dpm graine dpm mg MS Z du H de la graine SnT
Embryon 33 37 5,11 0,14
Albumen 157 130 20,31 0,50
Téguments 574 820 74,57 3,17
Tableau 14 : Distribution de 1la radioactivité dans les

graines de Tomate.

Les 30 graines disséquées pour les
comptages proviennent de fruits récoltés
au stade rouge intense ; au stade "tournant®
(8 jours plus tdt) les fruits ont recu 370 kBq
(59,8 ng) de GA11|3H!’ (activité spécifique :
2 155 GBq mmol~™ ),

SLI : index spécifique de marquage.

Les autoradiographies réalisées avec ces graines cor-
roborent les résultats précédents. Seule la partie périphérique

de la graine, correspondant aux téguments, impressionne le

film radiologique (figure 17).



hile
0,5 mm,
————tépument
Figure 17 : Distribution de la radiocactivité dans les

graines de Tomate récoltées dans des fruits
ayant recu de la GA, |’H| (cf légende du

tableau 14)

1

Autoradiographie sur film Kodirex, exposition:

6 mois a =-20° C.

3. Les gibbérellines endogenes extractibles

a. Protocole expérimental

150 graines sont récoltées dans des fruits au stade
rouge intense en septembre 1982. A titre de comparaison,
150 graines sont également récoltée§ dans des fruits a un
stade identique ayant recu dela GA1 \ Hl (voir paragraphe
B, 2 a). Les graines sont conservées a 25° C pendant 2 mois
et 1l'activité est recherchée grdce au test "albumen d'Orge"
dans l'embryon, dans 1'albumen et dans les téguments, leur

poids de matiére fralIche étant trés peu différent.

b. Résultats

L'embryon, l'albumen et les téguments des graines
témoins stimulent l'activité a-amylasique de 1'Orge : les
activités gibbérelliniques décelées représentent respectivement
53,65 %, 11,08 7 et 35,26 7 de 1l'activité gibbérellinique totale
de la graine (figure 18 A, B et C). Les pics d'activité
dans les différentes parties de la graine ont des Rfs variables;

la présence de molécules stimulatrices de l'a-amylase migrant
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Figure 18

Activité gibbérellinique dosée grice au test

"Albumen d'Orge' dans les différentes parties
de graines de Tomate.

La stimulacion ou 1l'inhibition de l'activité
G-~amylasique est déterminée i partir de 130
graines récoltées dans des fruits au stade

rouge intense.

- graines de fruits témoins : Embryon (a)
Albumen (B)
Téguments3 (c)
~ graines de fruits avant recu de la Ga, I ui
(confer tableau 14) Embryon (D)
Albumen (E)
Téguments (F)
En ordonnée : (activitcé a-amylasique des
extraits - sucres réducteurs) - activité

a-amylasique du gel de silice chromatographié.
Solvant de migration : isopropanol + ammoniaque +
eau (80 - 0,05 - 19,95 ; v/v).



au Rf commun de la GA1 et de la GA 4 n'est observée que dans les
téguments (figure 18 C). L'abondance de nombreux composés
inhibiteurs n'est pas surprenante dans ces graines dormantes.
L'inhibition est sensiblement égale dans l'embryon (31,74 %
de l'effet inhibiteur total de 1la gtaine), dans l'albumen
(36,43 %) et dans les téguments (31,80 Z).

) L'activité gibbérellinique totale des graines mesurée
avec le test biologique, augmente nettgment dans les graines
issues de fruits traités avec de la GA, | B|, (figure 18,D, E et
F). Elle est particuliérement importante dans l'albumen (figure
18 E) alors que les téguments en renferment moins que les
téguments des graines témoins (figure 18 F et C). Seul
l'embryon renferme une teneur suffisamment importante en
molécules migrant au Rf du GA1/3 pour stimuler l'activité
o-amylasique de 1'Orge (figure 18 D). L'inhibition de 1'enzyme
est moindre dans chaque partie de ces graines (figure 18,D,

E et F). L'ensemble des résultats obtenus semble indiquer
que les molécules tritiées abondantes dans les téguments,
( tableau 14 ) ne sont plus des composés gibbérelliniques

activateurs de l'a-amylase.



TROISIEME PARTIE

GIBBERELLINES ET GERMINATION

I - CROISSANCE DES PLANTULES ISSU?S DE GRAINES PROVENANT DE

FRUITS AYANT RECU DE LA GA, | H|.

A - Protocole expérimental

Les graines proviennent de fruits récoltés 8 jours
aprésal’instillation de 74 ou de 370 kBq ( 12 o 59,8 ng) de
GA, | B] (activité spécifique:2 155 GBq mmol % respectivement
dans le pédoncule et au niveau de la trace du style des fruits
au stade "tournant". Des graines témoins sont récoltées dans

des fruits au méme stade de maturité,
La germination des graines a lieu sur papier filtre

humide (obscurité, 23 * 1° C). Quatre ou cinq jours plus tard,
selon le cas, les jeunes plantules sont placées dans des
conditions non aseptiques dans un tube & essai. Le systéme
racinaire est étalé sur un filtre plissé baignant dans 20

ml de la solution de HOAGLAND et SNYDER ;bpqur 1'un des
essais la concentration des éléments minéraux est triplée.

Les plantules sont cultivées a 23 = 1° C ( 16 heures de

-2
lumiere, 23 Wm ).

B ~ Résultats

Cing jours aprés la mise en germination sur papier
filtre humide, 20 % des graines témoins et 62 7 des graines
"traitées GA1 I H|" germent et développent une racine. Celle-
ci esg un peu moins développée chez les graines 'traitées
GA, | H|" (tableau 15). Tous les autres essais de germination
confirment ce résultat et quelquefolis les différences sont

plus importantes (4,5 mm, n = 14).



Graines témoins Graines "traitées GA, | H|"

Longueur de la racine

principale (en nm) 22,6 = 2,4 19,8 = 1,4

Tableau 13 : Longueur de 1la racine principale de plantules
de Tomate, 53 jours aprés la mise en germination

sur papier filtre humide de graines issues de
3

H:

fruits avant recu une application de GA1
(cf tableau 14 ).

Les graines témoins pro-
viennent de fruits récoltés au stade rouge intense

sur la 1e hampe de plantes cultivées en serre.

Germination & 1l'obscurité.: 23° C = 1° C.

(m + ES ; 0,05, n = 96).

Les jeunes plantules de 5 jours transférées sur la
solution minédrale de HOAGLAND et SNYDER sont au stade

premiére feuille vraie 17 jours plus tard.

Cultivées sur le milieu hydroponique dont la concen-
tratign est normale (x 1), les plantules témoins et "traitées
GA1 | ®{" ont une croissance comparable en ce qui concerne le
systéme racinaire et l'hypocotyle ; seul le leentre-noeud des

plantes témoins s'allonge davantage (tableau 16 A).

Sur un milieu plus riche en éléments minéraux
(HOAGLAND et SNYDER x 3); tableau 16 B) le nombre et la longueur
des racines song augmentés chez les plantules issues de graines
"tritiées GA1 | H|"™ ; 1'hypocotyle reste plus court alors que

le 1e entre-noeud a une élongation plus importante.



Longueur en cm

Plantules témoins]| Plantules "traitées GA1

3
| ]

-

A : culture sur la solution de HOAGLAND et SNYDER (x 1)

leencre—noéud 1,45 £ 0,42 0,79 £ 0,24
Hypocotyle 6,36 £ 0,31 6,12 £ 0,22
Racines 11,41 = 1,05 11,72 ¢+ 0,89

(Nombre de
racines) (13,1 £ 1,7) (13,1 = 1,35)

B : Cultﬁre sur la solution de HOAGLAND et SNYDER (x 3)

te entre-noeud 1,35 £ 0,24 2,20 * 0,40
Hypocotyle 5,62 * 0,20 4,99 £ 0,26
Racines 12,20 £ 0,81 13,64 £ 1,00
(Nombre de . .

racines ) (10,4. £.1,0) (14,7 £ 1,6)

Tableau 16 :

Croissance des plantules de Tomate provenant
de graines de fruits non traités et de
graines ?e fruits ayant recu 370 kBq (59,8 ng)
de GA1 | H[ (cf. tableau 4.

Apres 5 jours de germination & 1'obscurité
(23 £ 1° C) les plantules sont placées
pendant 17 jours sur la solution de HOAGLAND
et SNYDER dont la concentration en éléments
mindraux est x |t (A% ou x 3 (B) ; (16 heures
s 23 = 1° ¢C)

(m £ ES ; 0,05 ; n = 24)

de lumizre, 23 W m




- 78 =

II ~ EFFETS DE L'ELIMINATION DES TEGUMENTS DES GRAINES

- Les 50 graines "traitées Ga, IBHI" ont une
meilleure germination lorsque les téguments sont sup-
primés : le pourcentage d'émergence des plantules,
qui passe de 62 a 94 7 apres 5 jours de culture, est
voisin de celui des graines téﬁqins (cf paragraphe

i, A ). Ainsi les téguments des graines "traitées
3

GA, | H|", peuvent inhiber la germination d'un nombre

important de graines, la plupart d'entre elles n'ayant

toujours pas germé 13 jours plus tard.

Longueur ea cm
E{éu!en:s Nombre le encre-nceud Hypocotyle Racines Nombre de racines
minédraux |de plantules par planctule
(x 1) 15 0,15 ¢ 0,03 3,78 ¢ 0,22 * 7,56 * 0,68 7,0 1,4
Graines avec
téguments (x 3). 22 0,20 £ 0,02 3,49 £ 0,19 7,54 £ 1,21 8,8 0,8
(x 1) 13 0,16 t 0,04 3,14 & 0,27 *1 7,66 ¢ 1,13 7,0 1,6
Graines sans
téguments
(x 3) 16 0,13 £ 0,03 3,25 t 0,23 6,38 £ 0,86 6,1 1,4

Tableau 17

Croissance des plantules .de Tomate provenant
de graines de fruigs ayant regu 370 kBgq

(59,8 ng) de GA1 | #] (cf tableau 14 ).

Les graines avec et sans
‘téguments sont mises i germer 5 jours 2
l'obscurité (23 £ 1° C) ; les plantules sont
cultivées par la suite durant 8 jours sur la
solution de HOAGLAND et SNYDER dont la concen-—

tration en éléments mindraux est x ! ou x 3 ;

(16 heures de lumiére, 23 W m-z; 23 £ 1° ¢C).
* différence significative ( p = 0,05) entre
plantules issues de graines avec et sans
téguments pour une méme concentration en

éléments mindraux.




Les deux types de plantules transférées sur la
solution de HOAGLAND et SNYDER (cf paragraphe 1, A)
dont les éléments minéraux sont & la concentration normale,
(x 1) ont une croissance comparable, excepté l'hypocotyle
qui s'allonge significativement davantage aprés 8 jours de
culture a la lumiére (tableau 17). Par contre, les plantules
issues de graines dépourvues de téguments ont un dévelop-
pement moindre lorsqu'elles sont cultivées sur un milieu
plus riche en éléments minéraux (x 3). La réduction de
croissance, sans étre significative, affecte surtout

le systéme racinaire (tableau 17) .

ITTI - LOCALISATION DE LA RADIOACTIVITE DANS LES PLANTULES

L'ensemble des organes des plantules renferme des
molécules tritiées provenant de graines extraites de fruits

dont le pédoncule a recu 370 kBq de GA, | H| (tableau 18).

1
-l
Radiocactivité : dpm mg MS (Z du 3H de la plantule)
Eléments Jeunes Feuilles
: : Racines
minéraux feuilles fe entrenoceud cotylédonaires Hypocotyle acia
An plantules vraies
(x 1)
5 { 5y . 31 (23,94 ) 45 (25,83 %)
25 36 6,86 %) 26 (1,63 %) 25 (41,717 %) ’ 5
. *(1 15 + 0,33 $ 031 * 1,02 * 2,48
2
(x 3)
A2 44 (12,14 2) 22 (1,32 2) 29 (41,04 %) 24 (15,83 7)| 53 (29,64 %)
“ * 1,29 * 0,68 * 0,85 * 0,72 * 1,58
(x 1) - .
213 82 (14,65 %) 13 (0,93 2) 76 (59,97 2) 29 (10,35 2)| 43 (14,08 2)
- * 1,40 * 0,22 * 1,30 * L, 49 * 0,75
(x 3) . .
A 16 53 (14,58 %) 10 (1,09 %) 24 (33,71 1) 28 (21,27 2| 52 (29,33 %)
* 1,63 * 0,30 * 0,75 * 0,85 * 1,64
Tableau 18 : Distribution de la radioactivité dans les

plantules issues de graines provenant de
fruits ayant recu 370 kBgq (59,8 ng) de

GA, [*H] (cf tableau 14).

A : Plantules issues de graines "traitées
ca, |°u{"

B : Plantules issues de graines "traitées
GA, |%H|" et dépourvues de téguments

1

Les graines sont mises i germer 5 jours 2
1'obscurité (23 £ 1° C). Les plantes sont
ensuite cultivées durant 8 jours sur la
solution de HOAGLAND et SNYDER dont la
concentration en éléments minéraux est x 1
ou x 3, (confer tableau 17) ; (16 heures
de lumiére, 23 W W ; 23 £ 1° C).

*SLI : indexr spécifique de marquage
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Le traceur provient essentiellement de 1'albumen
et de l'embryon de la graine et non d'une éventuelle con-
tamination radiocactive des tégﬁments par d'autres tissus
du fruit tels que le placenta ou la gelée carpellaire
(cf deuxiéme partie, § IV, .A) : les plantules issues
de graines '"traitées Ga, | >H|{" dépourvues ou non de tégu-
ments présentent en effet des teneurs similaires en traceur
(170 dpm en moyenne).

Les racines et les jeunes feuilles dont le dévelop-
pement est rapide recélent les plus fortes teneurs en
molécules tritides alors que le le entre—-noeudencore trées
court renferme peu de radiocactivité. L'élongation plus
importante de l'hypocotyle des plantules de graines non
décortiquées (tableau 17) n'est pas occasionnée par une
rétention accrue de molécules tritides par mg de matieére
séche (tableau 18), La distribution du tritium dans les
plantules issues de graines décortiquées ou non est comparable,
que ces plantules soient cultivées sur la solution minérale
de HOAGLAND et SNYDER (x 1) ou (x 3). Le traceur est toutefois
Plus abondant dans le feuillage des plantules issues de graines
décortiquées se développant sur la solution nutritive (x 1).

Ultérieurement, la radioactivité est redistribuée dans

la plantule (tableau 19). Chez des plantules de 22 jours

1
%2 de radioactivité cpm mg  MS SLI

2 jeunes feuilles

. 23,16 73 0,97
vraies
e entrenoeud 5,77 70 0,93
Feuilles cotylé- 22,88 65 0,87
donaires
Hypocotyle 11,35 63 0,83
Racines 36,81 91 1,21

Tableau 19 : Distribution de la radiocactivité dans 34
plantules issues de graines provenant de
fruits ayant recu 74 kBq (12 ng) de
ca, |°n]. '
Les graines sont mises A germer 5 jours
3 1'obscurité (23 2 1° C). Les plantules
sont ensuite cultivées 17 jours sur la solu-
tion minérale de HOAGLAND et SNYDER nogmale
(x 1) ; (16 heures de luthiire, 23 W m  :23 % 1°C).
SLI : index spécifique de marquage
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cultivées sur la solution minérale (x 1) par exemple, une
fraction du tritium mesuré au 13e jour (tableau 18) quitte
l'hypocotyle et les feuilles cotylédonaires au profit du systéme
racinaire mais aussi des premiéres jeunes feuilles vraies et du

le entre-noeud alors en élongation (tableau 19).

IV - NATURE DES MOLECULES RADIOACTIVES CIRCULANT DANS LES
PLANTULES

Les plantules cultivées sur la solution minérale
de HOAGLAND et SNYDER dans des tubes de culture ol 1'humi-
dité relative est élevée, émettent en permanence des

gouttelettes de guttation au niveau des extrémités foliaires.

guttation éléments MS(mg)
Hi minéraux par plantule
60071 s X025 3.54

» X0,50 3,58

400+
+ X1 3.78

=

ol x3 4,36
1'~ 2° 3
période de guttation

QJ

Figure 19 Détermination du volume de liquide émis
au cours de 4 périodes de guttation par les
pointes foliaires de 24 plantules.
Les graines mises 3 germer 5 jours i
1'obscurité (23 = 1° C) sont cultivées
sur de l'eau distillée ou la solution
nutritive de HOAGLAND et SNYDER dont la
concentration en éléments minédraux est
multipliée par 0,25, 0,50 , 1t ou 3.
(16 heures de lumidre, 23 W am~’; 23 = 1° C)
Le liquide de guttation est recueilli
chaque matin vers 9 heures a partir du
14e jour de mise en germination.
La croissance des plantules,exprimée en
mg de MS, est décerminée apreés 18 jours de

culture hydroponique.
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Le volume de liquide émis par les plantules est d'autant plus
important que le milieu eét pauvre en éléments minéraux
(figure 19). Toutefois les plantes dont la croissance
(exprimée en mg MS) sur de 1'eau distillée est réduite,
libérent peu de gouttelettes de guttation. Le milieu
nutritif dont la concentration en minéraux est triplée permet
un meilleur développement des plantules qui n'émettent plus

de gouttelettes.

%’H A B

154 Gay

as . {Rf

Figure 20 : Distribution sur plaque de gel de silice
(60 Merck F254) des molécules tritides
présentes dans le liquide de guttation.
Les gouttelettes émises par les pointes
des feuilles cotylédonaires et des le et 2e
jeunes feuilles de 15 plantules sont
récoltées chaque matin vers 9 heures
pendanct 3 périodes de guttation.

Les plantules proviennent de graines ?e fruits
ayant recg¢u 370 kBq_(59,8 ng) de GA1 !’H[

(activité spécifique:2 153 GBgq amel” ).

Les plantules se développent en tube de

culture sur la solﬁ:ian de HOAGLAND et

SNYDER (x 1) ; (16 heures de lumiare,

23 Wom? o3 23 £ 1° Q).

A : graines intactes
B : graines décortiquées
(Solvant de migration : isopropanol +

ammoniaque + eau ; 80 + 0,05 + 19,95:v/v).



Le liquide de guttation recueilli sur les
feuil%es"de plantules issues de graines "traitées
GA1 | H| décortiquées ou non, contient des molécules
marquées (figure 20). De nombreux métabolites y sont
décelés, mais dans le liquide émis par les plantules issues
resbectivement de graines Iintactes et décortiquées,
environ 19 Z (figure 20 A) et 25 % (figure 20 B) des

molécules tritiédes ont un Rf correspondant 3 celui de la GA1

Les résultats obtenus mettent en évidence 1la
redistribution vers la plantule de la gibbérelline A1 [3H[
et de ses métabolites présents initialement dans les
graines. Ces composés modifient le développement des plan-

tules.



Figure 21 @

QUATRIEME PARTIE

REJET RACINAIRE DE GIBBERELLINES

I - PAR LES JEUNES PLANTULES ISSUES DE GRAINES PRELEVEES
DANS DES FRUITS AYANT RECU DE LA GA, |°H].

A - Protocole expérimental

Les 34 plantules utilisées sont cultivées dans les
conditions expérimentales décrites dans la troisiéme partie

(paragraphe I, A et légende du tableau 19).

B - Résultats

La solution minérale sur laquelle sont cultivées
les plantules pendant 17 jours s'enrichit en molécules
tritiées dont 21 7 environ migrent au Rf de la GA1 (figure 21),
La radioactivité décelée dans le milieu nutritif représente

0,46 7 du tritium mesuré dans les plantules.

% 3H e
Q
204
Distribution sx;!r plaque de gel de silice _
(60 FZSA) des molécﬁles tritiées retrouvées 15
dans la solution minérale de HOAGLAND et
SNYDER. v
34 jeunes plantules provenant de graines 10-
récoltées dans des fruits ayant regu 74 kBgq
(12 ng) de GAI ILH{ (activité spécifique:
2 155 GBq mmol ) sont cultivées sur le
milieu liquide pendant 17 jours. 5
La radiocactivité rejetée par le systame
racinaire représente 0,46 7 du tritium
mesuré dans la plantule. _]
(Solvant de migration : isopropanol + 0 r Rt

ammoniaque + eau ; 80 + 0,05 + 19,95 ; V/V). 0 05 o1
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II - PAR DES PLANTES AU STADE DIX-ONZE FEUILLES
A - Protocole expérimental

Les plants de Tomate utilisés sont au stade 10 - 11
feuilles. Le terreau de culture est éliminé et le systéme
racinaire est rincé avec soin avec de 1l'eau. 96 plantes sont
aussitdot réparties dans 4 bacs contenant la solution minérale
de HOAGLAND et SNYDER non aérée. Pour chaque bac, 5,5 litres
de solution nutritive par semaine permettent de maintenir
constant (2 3 cm) le niveau du liquide dans lequel baignent
les racines. Aprés un conditionnement de 7 jours, les racines
sont rincées avec de l'eau distillée et le milieu initial
est remplacé par du milieu neuf. Trois dépdts successifs de
100 pl d'eau renfermant 100 pg de GA3 (avec 0,5 %72 de Tween 20)
sont alors réalisés & 12 heures d'intervalle sur trois jeunes
feuilles du sommet de 48 plantes ; 48 plantes non traitées
servent de témoin. Sept jours aprés la premiére application de
GA3, les plantes sont enlevées et leurs racines rincées
avec de 1l'eau distillée. La solution nutritive des deux lots
est filtrée puis lyophilisée., L'activité gibbérellinique
vy est recherchée, de méme que dans le milieu avant la mise
en culture, a3 1l'aide des tests '"Laitue" et "albumen d'Orge",
L'activité gibbérellinique globale de chaque extrait
est calculée en additionnant les valeurs mesurées aux zones
de Rfs stimulant soit l1'allongement des hypocotyles de Laitue,

soit l'activité o - amylasique.

Dans une autre série d'expériences, 50 pul d'eau
(avec 0,5 % de Tween 20) renfermant 10 ng (soit 28,7 pmol)
de GA, |3-4~H(N)| (activité spécifique: 1 147 GBq mmol ),
sont déposés sur les trois plus jeunes feuilles de 22 plantes.
Les racines de chaque plante baignent dans 100 cm3 de
solution nutritive. La radioactivité rejetée par les racines
de chaque plante est déterminée par comptage et la nature

des molécules marquées est étudiée par radiochromatographie.

B - Résultats

Les racines des plants de Tomate sont
Placées dans un milieu nutritif liquide non aéré qui ne

présente pas initialement d'activité gibbérellinique
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Figure 22 : Activité gibbérellinique dosée par les tests f;f -

:ﬂ

"albumen d'Orge'™ (A, C et E) et "Laitue"

o
-

5,

0
e

i

(B, D et F) dans la solution nutritive avant
mise en culture des plants de Tomate (A et 3)
et aprés 7 jours de culture (C, D, E, F).

Pour les lots E et F, chaqﬁe plante a regu
300 pg de GA3 sur 3 trés jeunes feﬁilles du
somme;.

A, C et E ¢{ m————. extrait chromatogra=-
phié sur gel de silice GQ F254 § =e=°*=¢ activité
amylasique en présence-du gel de siiice H

« + + .« . sucres réducteurs (mg. 1 de glucose).

B, D et F : stimulation ou

inhibition de 1'élongation (mm) des hypocotyles de
Laitue (extrait chromatographié - témoin solvant).
Solvant de migration : isopropanol + ammoniaque

+ eau (80 - 0,05 - 19,95 v/v).

.extrait de COUILLEROT J.P. et YI Y.B. (1985),
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(figures 22 A et 22 B). Au cours de la culture, le systéme

racinaire libare diverses molécules stimulant ou inhibant

1'activité a-amylasique de 1'albumen d'Orge (figure 22 C)

et 1'élongation des hypocotyles de Laitue (figure 22 D).
Sept jours aprés l'application de 300 pg de

GA3 sur les jeunes feuilles des plantes; 1'activité de

type gibbérellinique augmente nettement dans le milieu

de culture ; elle est respectivement 2,2 et 1;6 fois plus

importante avec les tests Oo-amylase de 1'Orge et élongation

des hypocotyles de Laitue (figure 22’E et 22 F). Dans ces

deux derniers cas, l'activité maximale est maintenant

décelée au Rf de la GA3.

: 3
Cinq jours aprés l'application de la GA1 I H] sur les

soit
0,05 £ 0,01 7 (moyénne * 2 ES ; n = 22) du tritium fourni,

jeunes feuilles de plants de Tomate, 1 094 * 293 dpm,

sont retrouvés dans le milieu de culture ; ainsi,

0,16 = 0,04 % de la radiocactivité présente dans le sys-
téme racinaire (665 720 dpm)'est rejetée dans la solution
nutritive et l'analyse chromatographique indique que

42 % des molécules tritiées ligérées migrent & un Rf

correspondant a celui de la GA1 | H| dans le solvant utilisé
(figure 23).,

%de H3 AG,

301 =

204
Mesure de la radioactivité aprés chromatographie

sur gel de silice 60 FZSA des molécules libérdes
pendant 7 jours dans la solution nutritive

par les racine§ de 6 plants de Tomate ayvant regu

10 ng de G4, l H| sur 3 jeunes feuilles.
La radiocactivité totale avant chromatographie est 107

de 10 049 dpm (Solvant de migration : isopropa-—-

nol + ammoniaque + eau; 80 - 0,05 - 19,95:v/v).

-extrait de COUILLEROT J.P. et YI Y.B. (1983).

O



DISCUSSION ET CONCLUSTIONS



I - TRANSPORT A PARTIR DES ORGANES VEGETATIFS

A - CHEZ LA TOMATE AU STADE FLORAISON, LES JEUNES FEUILLES
DONNEUSES DE GA, | *n], EXPORTENT DES MOLECULES TRITIEES DANS
L'ENSEMBLE DE LA PLANTE. CES MOLECULES SONT EXTREMEMENT MOBILES
DANS LA PLANTE ET NE PRESENTENT PAS DE TRANSPORT POLARISE
(COUILLEROT ET YI, 1986). AINSI, LES JEUNES FEUILLES DE PLANTES
AU STADE VEGETATIF (COUILLEROT ET BONNEMAIN, 1978 b ; COUILLEROT,
1986), AU STADE FLORAISON (COUILLEROT ET YI, 1986), OU AU STADE
FRUCTIFICATION (COUILLEROT, 1981) SONT TOUJOURS EXPORTATRICES
DU TRACEUR APPLIQUE SOUS FORME DE GA, | %m].

1. Lorsque les plantes présentent des fleurs au stade

anthése sur la te inflorescence, l'application de GA ‘3H! sur

les jeunes feuilles du sommet (3 * 0.5 cm de longueul ) est
suivie d'un transport descendant dans la tige en direction du
systéme racinaire (tableau 5). Celui-ci renferme prés du tiers

de la radioactivité exportée (6.71 7 du tritium appliqué) aprés

6 jours de transport. Comme chez les jeunes plantes (COUILLEROT,
1986), des molécules radioactives sont ultérieurement redistri-
buées dans les tissus des feuilles et dans les bourgeons axillai-

res (en particulier la tige axillaire a 1l'aiselle de la 6e feuille),

mais aussi dans les organes reproducteurs.

La distribution de molécules tritides dans 1'ensemble de 1la
plante confirme les observations déja réalisées par COUILLEROT
(1981, 1986) et par COUILLEROT et BONNEMAIN (1975, 1978 a et b)

apres l'application de GA I3H| et de GA3 |14C| sur les jeunes

1
feuilles de plantes au stade végétatif ou lors de la fructification.
L'ensemble des résultats obtenus chez le cultivar Marmande sont

en accord avec ceux obtenus décrits chez d'autres espéces. En

effet, les gibbérellines appliquées sur les jeunes feuilles de
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Pisum sativum (GA3 |t*Cc| MEYER et al., 1982) et de Helianthus
annuus (GA, |°#| : KAMIENSKA et REID, 1978) sont distribuées
dans l'ensemble de la plante, y compris les racines. Quelques
expériences coﬁplémentaireé ont encore permié a COUILLEROT
(communication personnelle)de noter que les jeunes feuilles donneuses
de GA, |1*c| de Vicia faba (cv. Aguadulce) et de Phaseolus
vulgaris (cv. Contender) exportent des molécules -**C dans tous
les organes. Enfin, aﬁ laboratoire, CARON (1985) a clairement
montré que les jeunes feuilleé de Raphanus sativus sont'exporta-
. trices de GA1_|3H| et de GA3 |1“cl vers les autres organes de la

jeune plante qui tubérise.

I1 faut cependant noter que certains résultats concernant
le transport des gibbérellines 4 partir des jeunes feuilles
paraissent surprenants. Ainéi deé auteurs ont souligné une migra-
tion extrémement limitée, voire inexistante, des gibbérellines
déposées par exemple sur les jeﬁnes feuilles de 1'apex de
, [PHl et GA3VT1“C| : HARTUNG et PHILLIPS,
1974), de Phaseolus coceineus (GA1, GA,, GA; et GA, tritiées
NASH et CROZIER, 1975) et de Pisum sativum GA, {t*c| : Mc coMB,

1964 5 GA,, |’H| : RAILTON, 1979).

Belianthus annuus (GA

2. La plupart des auteurs qui ont tenté de préciser
avec diverses méthodes d'investigation (utilisation d'aphidien,
analyse d'exsudat phloémien, radio-immunologie, décortications
annulaires) concluent que le transport basipéte des gibbérelli-
nes endogénes (HOAD et BOWEN, 1968 ; HALL et BAKER, 1972 ;
WEILER et ZIEGLER, 1981) et exogénes (KAMIENSKA et REID, 1978)
est principalement localisé dans les tubes criblés du phloéme.
Une partie au moins de la GA1 ‘3Hl appliquée sur les jeunes
feuilles circule au moins sous cette forme. En effet, ~CCUILLEROT
(1986) retrouve cette molécule non seﬁlement dans les gouttelet~
tes de guttation émises par les feﬁilles lorsque les plantes

sont placées dans des conditions d'humidité relative élevée,
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mais aussi dans les limbes sous=-jacents 3 la feuille donneuse.

Aprés 6 jours de transport, plus de 25 % des molécules tritiées

extraites par le méthanol |80 %Z| et par l'acétate d'éthyle

migrent encore au Rf de la'GA1. Cependant de nombreux dérivés
radioactifs de 1la GA1 |*H| ont été décelés. Il est vraisemblable,
comme l'ont montré LIEBISCH et al. (1980) chez cette espéce,

qu'une partie de la GA ‘3H] appliquée soit métabolisée en GAS“

glucoside et en d'autr;s métabolites tritiéds. Selon SEMBDNER
et al. (1980) et CROZIER (1981), 1la GAg n'a plus d'activité
biologique.

3. Quelques heures aprés le dépdt de la GA, [®#| sur
les jeunes feuilles, une partie &;traceur se retrouve dans le
systéme racinaire. Ultérieﬁrement, une circulation rapide par
le courant de transpiration entrainme les molécules tritiées
vers le feuillage (COUILLEROT, 1986),éventuellement aprés avoir
été métabolisée. En effet, CROZIER et REID (1971) et BOWEN et
al. (1973) ont montré que les racines de Phaseolus coccineus
convertissent la GA5 et (ou) 1la GA20 en provenance de l'apex

caulinaire en GA qui est ensuite exportée vers la tige. Par

’
ailleurs, il ne ;aut pas négliger la possibilité d'un transport
latéral entre le phloéme et le xyléme au niveau de la tige. De
tels échanges ont déja été décrits par BOWEN et WAREING (1969)
chez Salix viminalisava:delaGA3 |t%c].

Comme c'est le cas aprés l'absorption de GA, |*H| ou de GA3 | 1%c]|
par les racines (COUILLEROT, 1976, 1986 ; COUILLEROT et
BONNEMAIN, 1978 a), la prise en charge par le xyleme des molé-
cules tritiées entrainées par le courant de transpiratiom, per-
met ultérieurement une distribution du traceur dans tous les

organes aériens mais plus particuliérement dans le feuillage,

la radioactivité s'accumulant surtout dans les pointes des lobes

foliaires. Il semble que la redistribution du traceur pulisse
également avoir lieu en 1'absence du courant de transpiration :
les GA1 et GA5 tritiées appliquées sur la base d'épicotyles
isolés de Pisum sativum cultivés 3 l'obscurité, migrent vers
les zones de croissance de l'apex -"tissus cibles'"- ou elles

s'accumulent (MUSGRAVE ét al., 1969).



La présence de composés gibbérelliniques dans le feuil-
lage modifie peu le mouvement des stomates et la transpiration
de la Tomate (MICHNIEWICZ, 1961 et 1963 ; ERKAN et BANGERTH,
1980), ou d'autres espéeces (Pelargonium zonale : PENOT et al.,
1981 ; Secale cereale : NOWAKOWSKI, 1978). Cependant, la
GA,4 absorbée par les feuilles de Hordeum\vulgare active la
transpiration (LIVNE et VAADIA, 1965). Chez la Tomate par
contre, l1'application d'autres régulateurs de croissance (AIA,
ABA, éthéphonﬁ réduisent nettement l'ouverture des stomates et

la consommation d'eau par la plante (ERKAN et BANGERTH, 1980).

4. L'analyse de la distribution de la GA, |*H| et GA, |4c|

1
ou de ses métabolites dans les plantes de Tomate, est l'une
des premiéres & souligner les échanges entre les organes végéta-

tifs et les organes reproducteurs. Quel que soit leur stade de

développement, lesorganes floraux attirent & eux des molécules
tritiées en provenance des jeunes feuilles (tableau 5). Les
fleurs a8 1'antheése constituent m@me les organes les plus

riches en traceur par mg MS. Le développement accru des organes
floraux de la Tomate apréé un traitement du feuillage avec des
gibbérellines (SAWHNEY et GREYSON, 1973 ; ABDUL et HARRIS, 1978 ;
MAPELLI et al., 1979 ; SCHMIDT et SCHMIDT; 1981) peut en partie
trouver son explication dané la ﬁigration des gibbérellines vers
les jeunes organes reproducteurs, la défoliation de la partie
apicale des tiges altérant 1la produétion de fruits (WOLK et al.,
1983). De plus, la présenée d'une teneur importante en phytohor-
mones (dont les gibbérellineé) dans les fleurs de Tomate, augmente
les quantités d'assimilaté détournés par celles-ci (KINET et al.,
1978 ; LEONARD et al., 1983) ; STARK, 1983).

CARON (1985) confirme nos observations chez Raphanus sativus
avec la GA3 |1“C| : les fleurs de la hampe florale importent

des composés -1“C en provenance d'une feuille de la rosette.

* éthéphon : acide 2-chloroéthyl phosphonique
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IT - TRANSPORT A PARTIR DES FLEURS ET DES FRUITS

A - LES FLEURS DE TOMATE EXPORTENT DES GIBBERELLINES VERS
LES AUTRES PARTIES DE LA PLANTE (COUILLEROT et YI, 1986).

1. Le pédoncﬁle des fleurs isolées qui recoivent de 1la
GA, | *H| dans la couronne d'étamines rejette de la GA, |®H] et
de ses métabolites (tableau 2), mais aussi des gibbérellines
endogénes (figure 8) dans le milieu sur lequel les fleurs sont
cultivées ; l'exportation est moindre 8 jours avant 1l'anthése
qu'a l1l'anthése.

De méme, une fraction non négligeable (6,07 %) du tritium
déposé sous forme de GA1 I:$ dans la couronne d'étamines de 1la
e fleur a 1'anthése de la 1e inflorescence, est exportée dans
tous les organes de la plante entiére. L'analyse de la distribu-
tion du tritium 6 jours apréé 1'application, témoigne encore d'un
transport non polarisé et d'une mobilité importante des molécules
tritiédes (tableau 5). Celles-ci éont surtout présentes dans les
racines, dans les tiges, dans les feuilles adultes ou en voie
de développement, mais aussi dans la tige axillaire & l'aisselle
de la 6e feuille. .

Prés de 6 7 de la radioactivité migrant hors de l'organe
donneur gagne les autres fleurs plus jeunes de l'inflorescence ;
celles=-ci sont alors les organes de la plante les plus riches
en molécules tritiées par mg MS, juste avant les trés jeunes
fleurs de la 2e inflorescence qui attirent 0,59 7 du tritium
1 | 38| ou de

ses métabolites par les organes reproducteurs se poursuit encore

ayant circulé dans la plante. L'importation de GA

lorsque les jeunes fleurs isolées de l'inflorescence se dévelop-

pent sur un milieu gélosé contenant de la GA.1 |®H] (tableau 2).

Lorsque la plante est plﬁs développée, les centres d'ap-
pel de gibbérellines se multiplient (feuilles plus nombreuses,
fleurs, jeunes fruits) et 1'exportation de molécules tritiées
par l'une des fleurs de la 2e infloreécence donneuse de GA1 |3H]

augmente fortement (39,84 7 ; tableau 9). La distribution du



traceur profite surtout au feuillage, mais aussi aux autres
fleurs de la 2e hampe comme 3 celles des 3e et 4e hampes. Enfin
les jeunes fruits de la 1e hampe attirent vers eux preés de 11 %

du tritium ayant circulé dans la plante.

Ces résultats sont selon nous, les premiers 2 mettre
clairement en évidence les échanges de composés de type gibbé-
rellinique qui existent entre les organes floraux eux-mémes,
mais aussi entre les organes floraux et les organes végétatifs

et les fruits.

2. Les fleurs ont besqin de gibbérellines pour parvenir
4 1l'anthése (LEONARD et KINET, 1982), mais des teneurs trop
importantes dans l'inflorgscenéeAriéqﬁent soit de retarder la
floraison (AUNG et AUSTIN, 1970), soit d'inhiber le développement
des fleurs qui avortent dans certains cas (ABDUL et HARRIS,
1978 ; LEONARD et KINET, 1982). Ces substances peuvent aussi
accroitre le nombre de pétales, d'étamines et de carpelles, mais
les fruits qui se développent ultérieurement sont malformés.
Si les modalités de l'exportation des gibbérellines endogenes
par les fleurs (figure 8) sont analogﬁes a2 celles de 1la GA1 |*n]|
(tableaux 5, 9 et 10), le départ de gibbérellines excédentaires
peut permettre d'équilibrer la balance hormonale nécessaire a la
mise & fruit. En ravitaillant les organés végétatifs, les organes
reproducteurs et les fruits, les fleurs contribuent & enrichir
ces organes en composés gibbérelliniques qui s'ajoutent & ceux
synthétisés Zn situ ou (et) importés d'autres parties de la

plante (jeunes feuilles, racines, fruits),

Au niveau de la fleur elle-méme, le rdle du calice mérite de
retenir l'attention. Il seﬁble en effet jouer un rdle régulateur
de l'entrée et de la sortie des gibbérellines endogénes (tableau
4 ;3 figure 14 et 15) et de la GA, |°H| et de ses métabolites
(tableaux 3 et 12) dans la fleur et plus tard dans le fruit.

Les sépales contiennent toujours une partie importante du traceur
pénétrant dans les fleurs lorsque celles-ci se développent

sur un milieu de culture renferment de la GA, {3H|, mais aussi
lorsque les fleurs importent des molécules—'“C en provenance

des jeunes feuilles et surtout des racines donneuses de GA3 | 1*%c|

(tableau 6). Sur les autoradiographies des calices de fleurs et



- 94 -

de fruits, le traceur s'accumule 3 la pointe des sépales (COUILLEROT,
résultat non publié) ; une telle distribution, analogue 2 celle
observée dans les pointes foliaires, laisse penser qu'une partie

au moins des molécules marquées est entrainée par le courant de
transpiration vers le calice riche en stomates, Apres l'application
de GA3 |**Cc| sur une feuille ou dans une silique de Raphanus sativus,
CARON (1985) note lui aussi que les pédoncules contiennent toujours
plus de radiocactivité par unité de poids de MS, que les fleurs ou

les siliques elles-mémes.

Les étamines sont connues pour leur richesse en gibbé-
rellines (GRAEBE et ROPERS, 1978 ; PHARIS et KING, 1985) mais
contre toute attente, les gibbérellines endogénes ne sont pas
particuliérement abondantes dané 1'androcée de la Tomate ; par
ailleurs, au vu des SLI,les étamines n'importent que de faibles
qﬁantités de molécules -3H (tableau 3) et de molécules -1%C
(tableau 6).

Lors de l'anthése, l'activité gibbérellinique est surtcut
importante dans les corolles qﬁi se déploient rapidement ; nous
y avons décelé plusieurs types de gibbérelline dont la GA3
(tableau 4 et figure 7). A ce méme stade, la corolle des fleurs

cultivées sur un milieu gélosé renfermant de la GA, |*H| contient

davantage de molécules tritiédes qu'au stade pré-anlhése (tableau 3).
Ces constatations sont a rapprocher de celles de LORD et MAYERS
(1982) et de KONING (1984) qui notent que la présence de GA3 est
nécessaire au développement des corolles des fleurs de Gaillardia
grandiflora et de Lamium amplexicaule. Par contre, lorsque de la
GA3[1“c[ est appliquée sur les jeunes feuilles ou sur les

racines (tableau 6), la rétention de molécules -'*C semble moins
nette dans la corolle des fleurs a l'anthése, alors que le gynécée
en contient ﬁne quantité appréciable, en particulier lorsque la

GA , |1%C| est fournmie aux jeunes feuilles. Selon SAWHNEY et GREYSON
(1973), 1'apport de gibbérellines exogénes favorise le développement

de 1l'ovaire de Tomate.

B - LES FRUITS SONT EGALEMENT DES ORGANES EXPORTATEURS DE
GIBBERELLINES

1. Les fruits qui renferment des graines (COUILLEROT,
1986) comme les fruits parthénocarpiques (SJUT et BANGERTH, 1984%)



rejettent des gibbérellines dans le milieu sur lequel ils sont
cultivés in vitro. Au fur et a mesure qu'il se développe, le
fruit is0lé de la plante et cultivé sur un milieu nutritif gélosé

exporte et importe de moins en moins la GA, |’H| et ses dérivés

tritiés. Chez les fruits assez gros (plus ;e 3 cm de diamétre),
l1'importation est sensiblement identiqﬁe a4 l'exportation, cette
derniére étant nettement plus iﬁporcante chez les trés jeunes
fruits, (COUILLEROT, 1981, 1986). Chez le fruit de Malus domestica
HOAD (1973, 1978) et HOAD ét al. (1977) mettent aussi en évidence
une entrée et une sortie de gibbérellines endogénes par le phloéme

des pédoncules.

2. Chez les plantes entiéres, l'exportation du tritium
par un fruit donneur de GA1 IsHi situé sur la te hampe, augmente
avec l'apparition de jeunes organes végétatifs, de fleurs et de
fruits. Elle passe par exemple de 9,41 Z chez les plantes n'ayant
qu'une seule hampe fructifere (COUILLEROT, 1981), & 21,44 7 chez
des plantes présentant 3 inflorescences sus-jacentes au fruit
donneur, et a 29,88 7 1orsqﬁe la plante porte des fruits sur la

2e hampe et 3 inflorescences (tableaux 9,10).

Dans tous les cas,.les 7 premiéres feuilles adultes
sous—-jacentes & la 1e hampe retiennent environ le tiers des molé-

cules tritiédes transportées, que la GA 13H1 soit appliquée sur

une fleur (tableau 5), dans un fruit j;une (tableau 9) ou dans

un fruit 3 mi-développement (tableaﬁ 10). Le développement des
organes foliaires et reproducteurs au-dessus de la hampe donneuse
s'accompagne d'une migration acropéte des molécules tritides plus
intense ; dans les 3 conditions d'expérimentation, ils recoivent
respectivement‘19,43 Z, 39,25 7 et 58,63 7 du tritium circulant
dans la plante. La migration acropéte se fait au détriment du
systéme racinaire qui regoit de moins en moins de molécules tri-
tides (36,38 Z, 15,20 % et 7,40 7 respectivement). Nos résultats
sont en accord avec ceux obtenus par MOTOMURA (1981) avec la

GA, |38| et 1la GA, | t*c] appliquéeé sur les grappes de Vitis

vinifera.



L'orientation du transport de ces molécules est donc
contrdlée par les organes récepteurs. Comme 1l'a montré BONNEMAIN
(1968 et 1975) pour les assimilats, il y a une évolution du modéle
de distribution des molécules -°H tranéportées chez la Tomate

qui fleurit, puis fructifie.

La teneur en gibbérelliﬁes endogénes des fruits de
nombreuses espéces diminue généraleﬁent qﬁelques jours apreés la
pollinisation {voir GOODWIN, 1978 ; PHARIS et KING, 1985). Il en
est de méme chez la Tomate (QUAST, 1976 et MAPELLI et al., 1978)
et cette diminution qui survient 6 i 8 joﬁrs aprés la pollinisation
(MAPELLI et al., 1978) peut en partie 8tre expliquée par le départ
des gibbérellines vers d'autres organes; comme c'est le cas chez
Vitis vinifera (HOAD et al.; 1977). Chez cette espece, 1la
sﬁppression des grappes réduit fortement le contenu gibbérellinique

des feuilles voisines.

Si les gibbérellines sont nécessaires a la croissance
des trés jeunes tomates (PICKEN, 1984), leur présence en quantité
importante dans les fruits qui achévent leur développement, risque
de retarder le rougissement tout en provoquant l'amollissement des

tissus (DOSTAL et LEOPOLD, 1967 ; BABBITT et al., 1973).

En plus des gibbérellines, ces jeunes fruits peuvent
encore exporter d'autres phytohormones telles que 1'AIA (BONNEMAIN,
1970), ou l'acide abscissique (SJUT et BANGERTH, 1984). Il s'agit
donc la d'un regard nouveau sur le rdle des régulateurs de crois-
sance et en particulier des gibbérellines lors de la fructification,
la forte teneur en gibbérellines des jeunes fruits paraissant &tre
jusque 13 directement en liaison avec leur développement important

et rapide.

3. Les fruits donneurs de GA1 |°H| ravitaillent aussi
en molécules radioactives les autres organes reproducteurs de la

plante (tableau 9 et 10). Au sortir du pédoncule exportateur,

une partie du tritium, bifurque vers les autres fruits
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de la hampe. Toutefois les hampeé fructiféres et florales
sus-jacentes au fruit donneur, qui attirent une faible part

des molécules tritiées mobiles, sont dané la plﬁpart des cas leé
organes de la plante ayant la teneur en composés radioactifs la
plus élevée, Enfin, les jeﬁnes frﬁité de la 2e hampe continuent

de ravitailler, mais dans ﬁne proportion moindre que les fleﬁrs;

la 1e hampe dont les fruits sont plus dgés et plﬁs gros. Nos
résultats sont en accord avec ceux obtenus chei'Rapkanus sativus

en appliquant de 1la GA3 !1“0! dans la premiére siliqﬁe formée;
CARON (1985) retrouve plus de 80 % du '*C exporté dans les siliques
sus-jacentes. Nos constatations paraiséent également étayer 1l'hypo-
thése de DENNIS (1976) qui suggére que 1l'inhibition de la florai-
son des bourgeons de MaZas domestica 1'année suivante, serait due

a4 une importation de gibbérellines & partir des jeunes pommes se

développant & proximité.

C - LES FLEURS ET LES FRUITS, CENTRES DE SYNTHESE DE GIBBERELLINES
ENDOGENES ET CENTRES EXPORTATEURS, PARTICIPENT A LA REGULATION
D'UN CERTAIN NOMBRE DE PHENOMENES MORPHOGENETIQUES, NOTAMMENT A LA
REGULATION DES SURFACES FOLIAIRES ET A LA LEVEE DE L'INHIBITION
DE CERTAINS BOURGEONS AXILLAIRES.

1. La présence de fleurs sur la le inflorescence modifie
la croissance des feuilles proximales qui se développent moins
(tableau 8). Ces fleurs sont principalement ravitaillées en assi-
milats par les le, 3e, 6e et 8e feuilles (RUSSELLet MORRIS, 1983).
En ayant une action systémique, les fleurs donneuses de GA3
occasionnent une augmentation de la longueur de la plupart des
feuilles encore en croissance (tableau 7, figure 9). Toutefois,
selon les données de la littérature; il ne semble pas que l'activité
photosynthétique y soit stimuléde : le traitement des inflorescences
avec de la GA3 modifie peﬁ la photosynthése nette de la plante
(STARCK, 1983). Par contre, les jeunes fleurs ainsi traitées
mobilisent trés rapidement une part importante des assimilats
élaborés au niveau des limbes, privant de ce fait les jeunes organes
du sommet. L'application simultanée de gibbérellines et de cytoki-

nines sur les fleurs est suivie d'une importation d'assimilats encore

plus nette (LEONARD et al., 1983 ; HO, 1984).



2. La croissance de tous les organes aériens est réduite
par l'application de CCC sur le pédoncule floral dépourvu de
fleurs (figure 9). Selon NICOTRA et CAPELLINI ( 1973), le cccC |**cC|
est peu transporté hors de la zone d'application. A partir du
pédoncule floral de la Tomate, il seﬁble pourtant qu'il puisse y
avoir transport du CCC qui n'est pas métabolisé (MULLER et SCHUPHAN,
1975). Cette hypothése permet d'expliquer la moindre taille du
feuillage par un manque de gibbé;ellines, mais 11l est probable que
l1'explication soit plus complexe, éar le CCC appliqué sur la
Tomate ne paralt pas inhiber la synthéée des gibbérellines (VAN BRAGT,
1969 ; MULLER et SCHUPHAN; 1976 a).

3. Aprés la nouaison, le contenu en hormones endogénes
évolue : 5 jours aprés la pollinisation, l'acide abscissique diminue
alors que les cytokinines, les auxines et les gibbérellines sont
plus abondantes et atteignent bient3t leur teneur maximale (MAPELLI
et al., 1978 ; MAPELLI, 1981 ; SJUT et BANGERTH, 1981). Les gibbé-
rellines favorisent les divisions cellulaires a l'origine de la
croissance du fruit (HO, 1984) alors que les sucres réducteurs et
l'amidon commencent & s'accﬁmuler (MARRE et MURNEEK, 1953 ; HOBSON
et DAVIES, 1971). Le jeune fruit qui continue 3 exporter des gib-
bérellines ou leurs dérivés dans le feuillage a une influence at-
tractive de plus en plus prépondérante et il détourme i son profit
de plus en plus de produits de la photosynthé&se (BONNEMAIN, 1968
et 1975 ; HO, 1984). Dans la mesure ol, contrairement a ce qui se
passe chez de jeunes plantes (DONG et ARTECA, 1982), la photosyn-
thése ne serait pas accrue, i1l est permis de penser que les compo-
sés gibbérelliniques exportés dans les limbes y évitent l'accumula-
tion des glucides sous forme d'amidon (COUILLEROT, 1986); ils
favoriseraient le transport des glucides (essentiellement sous
forme de saccharose : WALKER et HO, 1977) vers les fruits. Chez
les Tomates, qui ne produisent pas de fruits, le feuillage accu-
mule les produits de photosynthése,ce qui provoque 1'épaississe-
ment des limbes (TANAKA eﬁ al., 1974 ; STARCK et al., 1979 ; HO
et al., 1983). Nos résultats étayent l'hypothése de HO (1979)
selon laquelle les fruits participent par l'intermédiaire des
substances de croissance qu'ils synthétisent, & réguler la quan-

tité d'assimilats disponibles dans les feuilles.



4. A mesure que leé organes aériens se développent, le
systéme racinaire importe de moins en moins de composés tritiés
distribués a partir des fleurs et des fruits donneurs de GA1 |*H|.
Cette diminution trouve son explication dans le fait que la crois-
sance des racines cesse totalement environ 4 semaines apres 1'an-
thése des te fleurs, c'est-a-dire 1orsqﬁe les fruits atteignent
leur taille maximale (HURD et al., 1979). .

/BU)
5. Le rameau axillaire situé immédiatement en dessoﬁézkﬂgﬁj

de la te inflorescence regoit prés de 10 7 de la radiocactivité

exportée par la fleur donneuse de GAT [3H . Chez de nombreux
cﬁltivars, cette tige axillaire manifeste invariablement une graunde
vigueur (SILVY, 1973 ; observationé personnelles) et son développe-
ment paralt €tre sous la dépendance de la te inflorescence. L'abla-
tion des étamines ou la suppression des fleurs augmente la crois-
sance puis la fructification de cette tige ; l'application des
gibbérellines A4 et A7(AUNG, 1976) oﬁ Ay (figure 9) sur le pédoncule
floral aprés l'élimination des fleurs favorise son développement.

De plus, les gibbérellines appliquées directement sur les bourgeons
latéraux stimulent leur croissance (CATALANO et HILL, 1969). En
accord avec ces observations, le transport des gibbérellines vers

le rameau axillaire permet en partie d'expliquer la croissance
rapide de cette tige, mais selon TUCKER (1977), d'autres régula-
teurs de croissance endogénes, et toﬁt particuliérement les cyto-
kinines, peuvent avoir un effet de synergie. Par contre, en pré-
sence d'auxine, les GA4 et GA7 appliquées sur les pédoncules floraux
ne stimulent plus la croissance du bourgeon axillaire. Ainsi, emn
quittant l1'inflorescence et en migrant vers la 6e feuille située
immédiatement sous celle-ci, les composés gibbérelliniques peuvent
lever la dominance exercée par l'apex sur son bourgeon axillaire

(KAZEMI et KEFFORD, 1974).
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I[I1 - DISTRIBUTION DES GIBBERELLINES DANS LE FRUIT

Nous avons montré que la gibbérelline A, appliquée sur

des organes végétatifs ou sur des organes reprodlcteurs parvient
jusqu'aux fleﬁrs et aﬁx»fruits sous la forme de GA1 et de ses
métabolites (tableaux 9, 10). Ces composés s'ajoutent donc aux
gibbérellines vraisemblablement synthétisées par l'ovaire lui-méme.
Selon SAWHNEY (1984), la taille finale du fruit dépend non seule-
ment de la taille initiale de l1l'ovaire, mais aussi de son contenu

en gibbérellines qui augmente au fur et A mesure que la tomate se
développe ; il faut aussi souligner qde les teneurs en auxines,

en cytokinines et en acide abscissique s'accroissent simultanément
(ABDEL-RAHMAN et al., 1975 ; Mé GLASSON et ADATO, 1976 ; ABDEL-RAHMAN,

1977 ; MAPELLI et al., 1978).

A.- APRES L'INSTILLATION DE GA, |'*c| DANS LE PEDONCULE DES
FRUITS QUI SE DEVELOPPENT SUR DES PLANTES, DES MOLECULES -1%c poNT
BEAUCOQUP SONT DES METABOLITES DE LA GA3, MIGRENT VERS LE FRUIT.

Le calice retient dans tous les cas d'importantes quantités
de métabolites -'*C (tableau 12), mais aussi de gibbérellines
endogénes et de composés inhibiteurs de l'activité a-amylasique
de 1'0Orge (figues 14,15). En piégeant des gibbérellines, les
sépales contribuent vraisemblablement & réguler le contenu hormonal
du fruit. D'ailleurs, la présence du calice et du pédoncule est
nécessaire pour obtenir le développement correct de jeunes fruits

de Tomate cultivés Zn vitro (VARGA er BRUINSMA, 1983).

La région carpellaire est prolongée par la paroi interne
du péricarpe qui ravitaille la zone placentaire et les graines grice
a4 de nombreux faisceaux criblo-vasculaires : cette partie du fruit
contient toujours une radioactivité relative importante, surtout
dans les fruits verts dont le placenta et la gelée placentaire
renferment des teneurs élevées en molécules -'*C et en gibbérelli-
nes endogénes, mais aussi en acide abscissique, selon Mc GLASSON

et ADATO (1976).
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Contre toute attente le. mésocarpe et l'endocarpe doﬁt
le développement est important et rapide, contiennent peu de
molécules -1*C et de gibbérellines endogénes. Par contre, les
cellules épidermiques (ol les stomates sont rares, voire absents )
et sous-épidermiques du fruit constituent une zone de rétention
remarquable, en particulier dans les fruits verts. ABDEL-KADER et
al. (1966) , DOSTAL et LEOPOLD (1967) et DILLEY (1969) ont signalé
que les gibbérellines retardent le rougissement des tomates 3
lorsque le fruit est au stade rouge intense nous constatons que les
gibbérellines présentes au niveau de l'épicarpe du fruit vert, sem-
blent redistribuées dans les tissus du fruit, notamment dans la zone
carpellaire et les graines,.
Contrairement & ABDEL-RAHMAN et al. (1975), ABDEL-RAHMAN
(1977) et MAPELLI et al. (1978), nous n'observons pas une dimi-
nution nette des gibbérellines dans la tomate qui mirit, mais

plutdt une nouvelle distribution.

L'activité gibbérelliniqﬁe est d'abord faible dans les
jeunes graines des fruits verts, puls augmente dans les graines
des fruits qui atteignent leur matﬁrité. Cependant bien que nous
y décelons moins de 3 Z de la radiocactivité du fruit, les graines
semblent @tre un site d'accumulation privilégié de gibbérellines
endogénes dans le fruit qui mUrit. Chez de nombreuses autres
especes (voir PHARIS et KING, 1985) les auteurs ont montré que les
gibbérellines présentes dans le suspenseur des graines ou ajoutées
dans le milieu sur lequel se développent les graines, permettent
la croissance des embryons immatures et leur développement

jusqu'au stade cotylédonaire.

B - LES GRAINES RECOLTEES DANS LES FRUITS DE TOMATE PARVENUS
A MATURITE RENFERMENT DES TENEURS EN INHIBITEURS ELEVEES, ALORS
QUE LES GIBBERELLINES AYANT UNE ACTIVITE BIOLOGIQUE SONT PEU
ABONDANTES. TOUTEFOIS DES MOLECULES—H ET DES MOLECULES -'*C
SONT DANS CHAQUE CAS PRESENTES DANS LES GRAINES DES FRUITS
QUI ONT RECU DE LA GA, |*H| oU DE LA GA, |**C| AVANT LA RECOLTE.
Aprés la récolte, les graines de Tomate présentent une

activité gibbérellinique faible et des teneurs en inhibiteurs
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importantes (figure 18). De telles évolutions ont été constatdes
dans les graines de différentes espéces (voir NAYLOR, 1984).
Nombre d'auteurs ont souligné que les gibbérellines de la graine
mature perdent leur activité biologique soit en étant métaboli-
sées, soit en se conjugant aux glucides (voir PHARIS et KING;
1985).

Ce sont toujours les téguments des graines récoltées dans les

fruits ayant recu de la GA,|**C| ou de 1la GA, |°H| qui présentent

N
la plus forte radioactivité., L'embryon contient toujours le plus
faible pourcentage de la radioactivité des graines, en parti-

. Les résultats sont

culier de celles "traitées" avec de 1la GAT|3H
en accord avec ceux obtenus par ISAI et BULARD (1978) et par
BIANCO et BULARD (1980) qui retrouvent moins de gibbérellines
dans les extraits éthanoliques d'eﬁbryons dormants que dans ceux

des cotylédons de graines de Pyrus malus.

La variabilité de la répartition de la radioactivité que nous
observons dans les graines peut provenir non seulement de la natur.

de ta gibbérelline utilisée (GA, ou GA3), mais aussi du stade du

1
développement du fruit au moment de l'application (stade vert-

-

mir pour la GA311“C| et stade "tournant" pour la GA, | *n

Nous montrons néanmoins qu'une faible partie des gib-
bérellines radicactives pénétrant dans les fruits est bien loca-
lisée dans les graines du fruit mir. Une partie au moins des
molécules radioactives présentes dans les graines est représentée
par de la GA3 |1“Cl, puisque des molécules -'*C migrent encore
sur les chromatogrammes au Rf de la GA3 11“C| appliquée dans le

pédoncule du fruit (figures 12, 13).
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IV - LES GIBBERELLINES DE LA GRAINE : LEUR ROLE SUR LA
GERMINATION ET LE DEVELOPPEMENT DE LA PLANTULE

Les graines récoltées dans les fruits ayant recu

de la GA, |’H| ou de 1la GA, |**C| contiennent des molécules

marquées1dont une partie est encore sous la forme de la gibbérelline
appliquée. Comme chez d'autres espéces; il est probable qu'une
fraction des gibbérellineé se lie aux glucides de la graine

(voir MOORE et ECKLUND, 1975 ; NAYLOR, 1984). La présence de ces
composés dans la graine mérite de retenir l'attention, puisqu'elle

modifie ultérieurement la croissance de la plantule.

Le taux d'émergenée est moindre chez les graines radio-
actives (GA1 | *H]| appliqﬁée‘ dans le fruit) que chez des graines
non traitées. ORZOLEK'(1983) a cependant constaté que la GA3
améliore le taux de germination des graines de Tomate. Il n'est

toutefois pas exclu que le traitement du fruit par la GA, |’H|

1
ne modifie pas quantitativement et (ou) qualitativement les

réserves accumulées par la graine.

Le développement de la trés jeune racine (tableau 15),
comme celui de la partie aérienne des plantules de 17 jours
(tableau 16) est réduit. Un apport complémentaire d'éléments
minéraux dans la solution nutritive des plantules cultivées <Zn
vitro , restaure en partie la croissance des plantules ; il
semble cependant que la forte concentration minérale du milieu
améliore surtout 1'état hydrique des plantules qui produisent
moins de liquide de guttation et se développent davantage (crois-
sance exprimée par leur matiére séche ; figure 19).

L'élimination des téguments qui renferment des molécules
-’H mais aussi des inhibiteurs (figure 18), n'est pas non plus
une solution satisfaisante pour améliorer le développement des

plantules issues des "graines GA, |*H|" (tableau 17).

1
Comme l'ont observé BARENDSE et al. (1968) dans les

graines de Pisum sativum et de Pharbitis nil ayant recu de la

GA1 |®H|, des composés radioactifs présents dans la graine

peuvent etre remobilisés par la jeune plantule qui est radioactive.

Chez la Tomate, le marqueur se concentre surtout dans les jeunes
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feuilles, le 1e entre-noeud et les racines qui ont une crois-
sance active (tableau 19). De 1la GA1,!3H\ circule effectivement
dans la plante puisque nous en décelons dans le liquide de

guttation et dans les exsudats racinaires (figures 20, 21).
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V - LES PLANTES PEUVENT REGULER LEUR CONTENU GIBBERELLINIQUE
EN METTANT HORS-CIRCUIT UNE PARTIE DES GIBBERELLINES PRE-
SENTES DANS LE SYSTEME RACINAIRE ET DANS LE FEUILLAGE.

A - LES RACINES REJETTENT DES GIBBERELLINES DANS LA
SOLUTION MINERALE SUR LAQUELLE LES PLANTES SE DEVELOPPENT.
(COUILLEROT ET YI, 1985).

Des gibbérellines endogénes sont rejetées par les
racines de Tomate (figure 22). La solution nutritive dans la-
qﬁelles se développent leé racines de jeunes plantules.d'aﬁtres
espéces (4dvena sativa, Pisum sativum, Triticum sativum, Raphanus
sativus et Zea mays) s'enrichit aussi en composés gibbérellini-
ques (COUILLEROT, commﬁnication personnelle). Le traitement
du feuillage avec 10 ng de GA1 laﬂl ou avec 300 pg de GA3 est
suivi d'une libération des 2 gibbérellines appliquées, mais
aussi de dérivés dont certains ont une activité gibbérelliniquse
(figures 22 et 23). Si 1'on se référe aux résultats obtenus
avec la GA1 ISH], les quantités de composés gibbérelliniques
cédés par les racines au milieu restent faibles, puisqu'elles
représentent 0,05 7% du tritium déposé sur les feuilles, soit

0,16 Z environ des molécules présentes dans les racines.

Il faut enfin remarquer la libération de molécules
tritiées par les racines de trés jeunes plantules : ces composés
sont des molécules qui étaient immobilisées dans les graines
de fruits traités avec de la GA, |’H| au cours de la maturation,

1
et qui circulent a nouveau dans la plante (figure 21).

MIGINIAC et al. (1981) ont mis en évidence des auxines
dans les exsudats racinaires de Tomate. Jusqu'alors, les gibbé-
rellines ne sont pas mentionnées parmi les régulateurs de
croissance présents dans les exsudats racinaires (LESPINAT et
BERLIER, 1975 ; HALE et MOORE, 1979 ; HALE et al., 1981).Aussi
les gibbérellines mises en évidence dans la rhizosphere de la
Tomate peuvent provenir non seulement des exsudats produits par
les microorganismes (AZCON et BAREA, 1975), mais aussi d'exsudats

racinaires. RAMARAO et ISAAC (1980) ont montré que les applica-
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tions foliaires de GA3 sur le_feuillage de Pisum sativum en=-
tralnent la réduction des populations de Bactéries, d'Actino-
mycétes et de Champignoné. OQutre l'effet de la substance de

croissance rejetée, 11 est possible, selon SETHUNATHA (1970),
que la réduction de la microflore pﬁisse aussi &étre attribuée
a une forte diminution des glucides rejetés par les racines,

du fait de la croissance rapide de la partie aérienne.

B - LE LIQUIDE DE GUTTATIONVEMIS PAR LES POINTES FOLIAIRES
NE PEUT PERMETTRE QU'EXCEPTIONNELLEMENT UNE ELIMINATION DE GIBBE-
RELLINES PUISQUE LES GOUTTELETTES SE DETACHENT RAREMENT DES
POINTES DES FOLIOLES.

Lorsque les plantes sont cultivées sous une forte
humidité relative, des gouttelettes apparaissent aux extrémités
des lobes des feuilles terminés par des hydathodes (PERRIN,
1972). C'est le cas en particulier, chez les jeunes plantules
qui se développent directement sur «la solution minérale de
HOAGLAND et SNYDER et dans des tubes de culture fermés. Nous
avons pu constater que le volume de liquide de guttation émis est
d'autant plus important que la concentration des éléments mi-
néraux dans la scolution nutritive estnfaible (figure 19).

Comme l'a constaté COUILLEROT (1986) chez des plantes
plus développées (stade 7 feuilles ou plus), les gouttelettes
de guttation ne tombent qu'exceptionnellement des feuilles.

Ce liquide est limpide et nous permet de réaliser sans purifi~
cation préalable une analyse des gibbérellines qui ont circulé
dans la plante soit sous forme libre, soit éventuellement liées
4 des molécules telles que les sucres ou des protéines (SEMBDNER
et al., 1968 ; GRAEBE et ROPERS, 1978 ; BEARDER, 1980).

Ces composés ont pu s'accumuler ensuite dans les pointes foliaires
(COUILLEROT et BONNEMAIN, 1975, 1978 ; COUILLEROT, 1986).

Dans le cadre de notre expérimentation nous montrons que de la
GA1 | *#| fournie aux. fruits & la génération précédente‘est
remobilisée au moment de la germination des graines ; une frac-
tion des molécules ayant circﬁlé dans les plantules migrent

encore sur les chromatogrammes au Rf de la GA, (figure 20).

1
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Au vu des résultats obtenﬁé éhez'des plantes plus développées
par COUILLEROT et BONNEMAIN (1975) et COUILLEROT (1986), il
est probable que des gibbérellines endogéneé éont également
présentes dans les goﬁttelettes. La présence de gibbérellines
a encore été signalée dané le liqﬁide de guttation émis

par les feuilles de jeuneé plantules de Raphanus sativus

(CARON, 1985), de Triticum sativum et de Hordeum vulgare (RADLEY,
1968) .
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RESUME

Les gibbérellines A, et A, marquées (GA, |’H| et
GA, }'*c]) sont appliquées sur les fleurs, les fruits, les
jeunes feuilles et les racines de Lycopersicon esculentum Mill.
A partir de ces organes connus comme sites de synthése de gib-
bérellines endogénes, les deux gibbérellines radioactives et
leurs dérivés sont rapidement distribués dans 1l'ensemble de la
plante.

Dans les plantes au stade reproducteur, il est claire-
ment montré qu'il existe des échanges de gibbérellines et de
leurs dérivés entre les organes végétatifs (jeunes feuilles,
racines) et les organes reproducteurs, mais aussi entre les
organes reproducteurs eux-mémes. Les fleurs et les fruits,
en important et en exportant des gibbérellines exogénes et
endogeénes, participent aussi 3 la régulation du développement
des feuilles proximales et des bourgeons axillaires.

Les fleurs et les fruits sont habituellement considérés
comme des organes 2 l'origine de la synthése des gibbérellines
qu'ils renferment. Chez la Tomate, ces organes recoivent aussi
des gibbérellines d'autres sites de synthése.

Une fraction des gibbérellines marquées qui pénétrent
dans le fruit est retrouvée dans les graines. A la germination
suivante, ces molécules sont remobilisées dés la germination des
graines ; elles circulent de nouveau dans la jeune plantule et
modifient son développement,

Il est généralement admis que la plante régule son
contenu en gibbérellines bioactives en formant des composés
inactifs (autres gibbérellines et gibbérellines associédes 2
des glucosides). Chez la Tomate, une fraction des gibbdirellines
endogenes et exogeénes sont mises hors—circuit par les eaux
qui ruissellent sur le feuillage et exceptionnellement par la
guttation (COUILLEROT, 1986). Nous montrons que des COomposés
gibbérelliniques sont aussi rejetés par le systéme racinaire
dans la solution nutritive sur laquelle se développent les
plantes.

MOTS CLES :

- gibbérellines endogénes et exogénes
= transport

- effets morphogénétiques

- fleurs

- fruits

- feuilles

- racines

- graines

- germination

- exsudation racinaire

- guttation

- Tomate (Lycopersicon esculentum)






