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Resume

Les fruits des deux especes de Cola, C. gigantea et C chiamydantha, contiennent un liquide
dont les proprietes physico-chimiques et biologiques sont etudiees

Les liquides des deux especes ont en commun une alcahnite elevee, liee a une forte teneur en

potassium Le liquide de C. chiamydantha est homogene, de couleur ambree, celui de C gigantea
est heterogene et se separe en deux phases, l'une incolore et liquide, l'autre laiteuse et gelifiee. Les

liquides des deux especes inhibent la germination des grames et la croissance des plantules d'especes
variees. A degre de maturite egale des fruits, le liquide de C. gigantea est plus inhibiteur que celui
de C. chiamydantha. Pour cette espece, un affaiblissement du pouvoir inhibiteur est constate pour
un avancement de maturation de 18 jours, alors que, dans les memes conditions, le pouvou inhi
biteur du liquide de C. gigantea n'est pas altere. L'inhibition n'est pas due ä la presence du potassium
ni au pH eleve qui lui est lie.

Par dialyse, le facteur inhibiteur est totalement elimine du liquide de C. chiamydantha et de
la phase liquide de C. gigantea. II ne peut etre exclu totalement de la phase gelifiee de C. gigantea
Le liquide pnve totalement du facteur inhibiteur par dialyse manifeste une action stimulante.

La complexite des substances dialysables est revelee par Chromatographie analytique sur couche
mince. Sept zones de reactivites diflerentes peuvent etre distinguees. La plupart sont colorees par la

ninhydnne, absorbent les vapeurs d'iode et certaines sont fluorescentes ä 366 mu L'inhibition est
liee ä la plupart de ces zones.

La filtration sur resme permet une dissociation des matieres mhibitrices et alcalinisantes
Trois categories de substances sont ainsi separees par poids moleculaires decroissants, avec chevau-
chement cependant d'une partie des deux dernieres series:

— substances mhibitrices presentant un plateau d'absorption dans l'UV ä 256 mp,
— substances mhibitrices offrant un maximum d'absorption dans l'UV ä 275 mp,
— substances alcalines n'absorbant pas.

Seule, l'hydrolyse acide altere le pouvoir inhibiteur et separe les substances associees dans la
tache principale obtenue par Chromatographie sur couche mince. Neuf substances chromatogra-
phiquement distinctes resultent de l'hydrolyse.

Summary

The fruits of both species of Cola, C. gigantea and C. chiamydantha, contain a liquid, the

physico-chemical and biological properties of which are studied
Liquids from both species have in common a high alcahnity, bound to a high potassium

content. The liquid from C. chiamydantha is homogeneous, amber-coloured, the one from C gigantea
is heterogeneous and separates in two phases, the one a colourless liquid, the other a milky gel
The liquids from both species inhibit seed germination and growth of seedlings of varied species
At the same stage of maturation of the fruit, the liquid from C. gigantea is a greater inhibitor than
the one from C. chiamydantha. For this species, a decrease of inhibitory power is noticed after
eighteen days ripening, but, under the same conditions, no change can be seen about the C. gigantea
liquid's inhibitory power. Inhibition is not bound to either potassium content or correlated high pH

By dialysis, the inhibitory factor is wholy eliminated from the C. chiamydantha liquid and
from the C. gigantea liquid phase; it cannot be entirely excluded from the C. gigantea gel phase.

If wholly deprived of their inhibitory factor by dialysis, the liquids exhibit a stimulant action.
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The complexity of dialysable substances is revealed by thin layer analytical chromatography
Seven zones, with different reactivity, can be observed Most of them are coloured by ntnhydrin,
absorb lodin vapour and some of them are fluorescent at 366 mp Inhibition is bound to most of
these zones

Filtration through resin permits separation of inhibitory and alcahne material, allowing one
to discern three series of substances according to decreasing molecular weight with, however, an
overlapping of part of the two last series

— inhibitory substances, manifesting absorption at 256 mp,
— inhibitory substances showing an absorption maximum at 275 mp,
— alcahne substances, manifesting no absorption in UV

Acid hydrolysis only alters the inhibitory power and separates substances associated in the
major spot of the thin layer chromatogram Nine chromatographically distinct substances arise
from hydrolysis

Zusammenfassung

Die Fruchte der beiden Arten von Cola, C gigantea und C chlamydantha, enthalten einen
Saft, dessen physikalisch-chemische und biologische Eigenschaften geprüft wurden

Die Flüssigkeiten beider Arten haben eine hohe Alkalinitat gemeinsam, die vom Gehalt an
Kalium herrührt, jene von C chlamydantha ist homogen und bernsteinfarbig, wahrend die andere
heterogen und in zwei Phasen teilbar ist eine farblose, dünnflüssige und eine milchige, dickflüssige
Die Safte beider Arten wirken keimungshemniend und verhindern das Wachstum verschiedener
Pflanzenarten Bei gleichen Reifegrad wirkt der Saft von C gigantea starker hemmend als dei von
C chlamydantha Bei letzterem wurde festgestellt, dass die Keimungshemmung nach 18-tagigem
Fortschreiten der Reife nachlasst, wahrend der Saft von C gigantea, unter gleichen Bedingungen,
seine Aktivität nicht verliert Die Hemmung kommt weder vom Kaliumgehalt noch vom hohen
pH-Wert der damit verbunden ist

Durch Dialyse kann man den hemmenden Faktor vollständig aus dem Saft von C chlamydantha
und aus der flussigen Phase jenes von C gigantea entfernen Aus der gelatineartigen Phase des
C gigantea-Saftes kann er dagegen nicht restlos entzogen werden Nach vollständigem Entzug des
hemmenden Faktors, wirken die Flüssigkeiten aktivierend

Die Komplexität der dialysierbaren Substanzen wird durch analytische Dunnschichtchromato-
graphie aufgezeigt Mann kann 7 unterschiedlich reagierende Zonen voneinander trennen Die
meisten werden mit Ntnhydrin angefärbt und absorbieren Joddampfe, einige fluoreszieren bei
366 mp Die Hemmung ist an fast alle Zonen gebunden

Durch Saulenchromatographie gelingt es, die alkalischen von den hemmenden Substanzen
zu trennen Man erkennt drei durch abnehmendes Molekulargewicht gekennzeichnete Stoflgruppen,
deren zwei letztere etwas überlappen

— Hemmende Substanzen, die UV von 256 mp absorbieren,
— Hemmende Substanzen mit Absorptions maximum bei 275 mp,
— Alkalische Substanzen, die im UV-Bereich keine Absorption aufweisen

Nur die saure Hydrolyse vermag die Hemmung zu verringern und die Verbindungen im
Hauptfleck des Dunnschichtchromatogramms zu trennen Es entstehen dabei 9 chromatographisch
unterscheidbare Substanzen
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I. INTRODUCTION

Ce travail a ete realise conjointement ä l'Institut de Botanique systematique et

de Taxonomie experimental de l'Universite et au laboratoire de Chimie taxonomique
du Conservatoire botanique de Geneve.

Le materiel a ete recolte en partie par l'un de nous (J. Miege), le reste fut
aimablement recolte et envoye par Mme M. A. Dugerdil du Fonds national suisse

de la Recherche scientifique, en fonction au Centre suisse de Recherche scientifique
d'Adiopodoume (Cöte d'Ivoire), et par MM. Huttel et Cremers du Laboratoire de

Botanique du Centre Orstom d'Adiopodoume. Nous leur sommes reconnaissants
de nous avoir adresse, dans les meilleures conditions possibles et chaque fois avec

une grande celerite, les produits de leurs recoltes.
Le genre Cola (Sterculiacees), originaire du continent africain, compte en Afrique

occidentale une quarantaine d'especes. Plusieurs de ses representants se distinguent,
entre autres caracteres, par la presence, dans les follicules, d'un liquide abondant plus
ou moins sirupeux dans lequel baignent les graines. A cette categorie appartiennent
notamment Cola cordifolia (Cav.) R. Br., C. lateritia var. maclaudi (A. Chev.) Brenan et

Keay, C.gigantea A. Chev., C. chlamydantha K. Schum. Les trois premieres especes,
souvent confondues, sont proches les unes des autres, la quatrieme par contre offre des

caracteristiques morphologiques et ecologiques qui 1'ont fait separerdu genre par M.
Bodard. Cet auteur l'a erigee en un taxon particulier, le genre Chlamydocola.

II etait interessant de determiner les caracteres physico-chimiques de ces liquides,
de connaitre leurs proprietes physiologiques et de rechercher, par ailleurs, si les

differences de composition et d'action permettent de distinguer les deux groupes
d'especes et, par voie de consequence, de preciser leur Statut taxonomique. L'etude

presente porte sur les deux especes: C. gigantea et C. chlamydantha.
Les follicules de C. chlamydantha sont groupes en infrutescences de 8 ä 12 fruits. Leur

maturite peut etre suivie et appreciee par le changement de coloration des teguments
externes, des parois internes et des graines qui deviennent rouges. Les follicules ayant termi-
ne leur croissance, qu'ils soient encore verts ou dejä mürs, renferment 50 ä 60ml de liquide.

Les follicules de C. gigantea offrent egalement, au cours de leur maturation, des

differences de coloration. La quantite du liquide, souvent epais et pouvant meme
former une päte, est moins elevee: 15 ä 20 ml.

Nous remercions Mmc Tronchet de 1'aide qu'elle nous a apportee pour la mise au point des
techniques de Chromatographie sur couche mince, amsi que M. le professeur Tronchet, directeur du
service de Chimie pharmaceutique de l'Universite de Geneve. Nous remercions egalement M. le
professeur Huggel, directeur du service d'anatomie et Physiologie comparees de l'Universite de Geneve
d'avoir fait effectuer pour nous dans son service, par MUe Reymond, les dosages de sodium, potassium,

calcium et magnesium par Photometrie de flamme. Nous sommes egalement reconnaissant
ä Mlle Schorer d'avoir eflectue les tests antibiotiques.
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II. MATERIEL ET METHODES

Le materiel etudie provient de Cöte d'lvoire; les fruits de C. chlamydantha ont
ete recoltes dans la foret du Banco, ceux de C. gigantea dans les galeries forestieres du

Bandama, au voisinage de Lamto. Expedies par avion, ils ont ete ouverts des leur
arrivee (env. 48 heures apres leur cueillette). Le liquide qui emplit les cavites se

trouve, dans les fruits sains, sous pression. La partie de liquide recueillie qui n'a pas
ete experimentee immediatement a ete conservee soit par cryodessication, soit par
mise en reserve ä -20° C apres une congelation rapide ä —60° C.

A. Caracteristiques physico-chimiques

La viscosite fut mesuree dans le viscosimetre capillaire d'Oswald, en thermostat
a +20° C. Le poids sec fut precise par pesee apres dessication ä + 110°C jusqu'ä
poids constant. Les dialyses furent effectuees en boyaux de viscose (Union carbide

corporation Chicago), contre de l'eau demineralisee bidistillee, ä la temperature de

-i-4° C. L'azote total fut evalue, apres mineralisation sulfurique en presence du

catalyseur de Dumazert et Marcelet (au selenite de mercure), par la methode

colorimetrique de Nessler. L'azote proteique fut apprecie par la technique de Folin
modifiee par Lowry, mais aussi et plus sürement par estimation de l'azote total

apres dialyse. Les glucides totaux furent determines par dosage colorimetrique ä

l'orcinol d'apres la methode de Sörensen et Haugaard. Les teneurs en sodium et

potassium furent obtenues par Photometrie de flamme, Celles en magnesium et calcium

par mesures au spectrophotometre de flamme ä absorption atomique (Perkin Elmer).
Les phosphates furent determines par la methode colorimetrique de Fiske et Subbarow
ä l'acide amino naphto sulfonique; les chlorures par la methode de Votocek au
nitrate mercurique.

Les spectres d'absorption des lumieres visibles et U.V. furent etablis h l'aide du

spectrophotometre Beckmann DB avec enregistreur W + W.202.

B. Techniques chromatographiques

1. Chromatographie sur couche mince

Les gels suivants furent essayes: Silice G. Merck, Silice HF 254+366 Merck,
cellulose MN 300 (Machery-Nagel), Ecteola cellulose Bio-rad. C'est la cellulose

(MN 300 et MN 300 UV 254) qui fut utilisee pour la plupart des tests; dans certains

cas, les gels de silice furent egalement employes. Pour les tests analytiques les epaisseurs
furent de 0,25 mm, pour les chromatographies preparatives de 2 mm. Apres migration,
les plaques furent examinees en lumiere U.V. ä 254 et 366 mp (Uvis Desaga).



156 ETUDE BIOLOG1QUE ET BIOCHIMIQUE DU LIQUIDE

2. Chromatographie sur colonne

Les liquides furent filtres sur colonne en chambre froide ä +4° C. Quatre types
de resine furent utilises: Sephadex G-10, G-15, G-25 fine, G-50 fine.

C. Action sur la germination et la croissance

L'infiuence du liquide sur la germination et la croissance fut recherchee, tout
d'abord, sur des graines d'especes variees; par la suite, les essais s'adresserent ä une
seule espece, le Raphanus sativus. Des lots de 30 graines furent mis ä gonfler 4 heures
dans l'eau distillee puis egouttes et repartis en boites de Petri sur papier filtre impregne
du liquide ä tester, et placees alors ä l'obscurite, ä +30° C. Les arrosages eurent lieu

regulierement avec les liquides experimentes afin de maintenir une humidite constarite.
La mesure des plantules clöturait l'experience, generalement 4 jours apres la mise en

germination.
La longueur de chaque plantule fut estimee par etalement sur papier millimetre

et appreciation de la distance separant l'extremite de la radicule de l'insertion des

cotyledons.
Les temoins furent realises sur un double lot arrose ä l'eau distillee.
Le choix du radis (Raphanus sativus, var. clerry belle) repondait ä l'exigence

d'une levee rapide et d'une taille reduite des graines, limitant le volume du liquide
necessaire ä chaque experience, qualite indispensable lorsqu'il s'agit de tester, par
exemple, les fractions provenant d'une Chromatographie. Le choix d'une duree de

4 jours de germination fut dicte par le resultat d'essais comparant les croissances

obtenues 1 ä 7 jours apres la mise en germination. A 7 jonrs, les plantules atteignent
une taille limite pour les dimensions des boites de Petri utilisees. A partir de deux

jours, les differences sont sensibles. Elles ne font que s'accentuer. La duree optimum,
dans nos experiences, est de 4 jours.

La reproductibilite des resultats fut eprouvee par plusieurs repetitions. Le degre
de signification des differences observees fut estime par la determination du coefficient
de probability p ä partir de l'ecart reduit des moyennes t. La valeur de p sera

precisee dans les tableaux chaque fois que sera observee une incertitude sur la

signification de la difference entre la croissance moyenne d'un lot teste et celle du lot
temoin. (Les valeurs de p ne seront pas toujours proportionnelles aux differences

entre les moyennes; en effet, generalement, les lots de graines furent homogenes et
les ecarts observes autour de la moyenne furent relativement faibles; mais le premier
lot de graines testees se montra moins homogene et les ecarts plus grands autour de

la moyenne diminuerent la signification de la difference des moyennes).
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III. CARACTfeRES PHYSICO-CHIMIQUES ET ACTION BIOLOGIQUE

La presence du liquide ä Tinterieur d'un fruit peut etre superflue pour l'economie
de la plante ou au contraire jouer un role par Taction des substances qu'il renferme.
II etait interessant de connaitre si les liquides de Cola possedaient des proprietes
biologiques, la nature et les limites de ces proprietes, de les comparer d'une espece ä

l'autre et enfind'observer Tevolution de ces proprietes au cours de la maturation du fruit.
Pour orienter Identification des facteurs biologiquement actifs que pourraient

contenir les liquides, les proprietes physico-chimiques generates sont tout d'abord
precisees. Parmi les caracteres biologiques, la recherche d'une action sur la germination

s'impose en premier lieu. D'autres proprietes etudiees se sont revelees peu
significatives (proprietes enzymatiques) ou nulles (proprietes antibiotiques bacterien-

nes); Taction sur la germination et la croissance sera done seule etudiee ici.

A. Proprietes physico-chimiques

Les principales caracteristiques sont groupees dans le tableau 1

Tableau 1

Principales caracteristiques des liquides des deux especes recuedhs a partir de fruits
presentant une maturite analogue (fruits miniatures).

Caracteres Cola chlamydantha Cola gigantea

heterogene
Etat physique. liquide homogene

phase liquide gel

Couleur jaune clair puis ambre incolore laiteux
Viscosite 5,1 3,9 —
Densite ~1 ~l ~1
Hurrudite 99% 98% 98%
Fluorescence J 366 mp + +

(254 mp — —
pH 9,2 9,2 9,3

Na+ meq/1 0 0 —
K+ 74,2 142,0 —
nh4+ 0 0 —
Mg+ + 6,2 7,5 —
Ca+ + 5,6 2,7 —
CI" 5,2 0 —
po4--- 0 0 —
N total (y/ml) 330,0 187,0 —
N (Folin) (y/ml) 72,0 26,0 —
glucides totaux(y/m!) 250,0 462,0 "
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line premiere difference entre les deux especes consiste dans l'aspect physique
du liquide: homogene, limpide, de couleur jaune clair puis ambree chez C. chla-

Fig. 1. — Courbes de titration des liquides de fruits immatures:
A) de C. chlamydantha
B) de C. gigantea

(titration par HCl 0,1 N de 2ml de liquide; dilution de depart d^8).

mydantha, il presente chez C. gigantea deux phases, l'une liquide, claire, limpide,
l'autre laiteuse et gelifiee. Leur separation, par centrifugation du liquide frais, est
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peu efficace; par contre, effectuee apres congelation puis d£congelation, pendant
une heure ä 14 000 g, eile permet d'obtenir un surnageant et un gel bien individualises.
La separation peut etre aussi aisement acquise par filtration du liquide frais ä +4° C

en chambre froide, par simple gravitation. La filtration sous vide n'est pas satis-
faisante. Les deux phases du liquide de C. gigantea furent etudiees separement mais
certains essais portent sur le liquide global.

Notons la tres grande viscosite des liquides, particulierement celle du liquide
total de C. chlamydantha, celle de la phase liquide de C. gigantea est plus faible
quoique encore importante. 11 faut cependant signaler le cöte fluctuant de ce caractere.
La congelation suivie de decongelation accentue la fluidite. En outre, des variations
ont ete remarquees selon les arrivages. Les valeurs rapportees ici correspondent aux
maximums observes.

Parmi les caracteristiques chimiques, il faut noter l'absence chez l'une et l'autre

especes de sodium, d'ammonium, de phosphates; par contre, la proportion de

potassium est tres forte, surtout chez C. gigantea. En revanche, C. chlamydantha est

beaucoup plus riche en N total.
Pratiquement tout l'azote est dialysable (les enzymes, sans doute presents,

ne sont pas dosables par leur azote). La difference entre azote apres diaiyse et azote
determine par la methode de Folin indique la presence de petits peptides dialysables
ou de tryptophane libre. Les glucides, entierement macromoleculaires, ne renferment

pas d'amidon.

Alcalinite. La propriete commune la plus frappante est une alcalinite elevee et

comparable pour les deux especes. Mais les courbes de neutralisation ont des allures
tres diflferentes (fig. 1). Alors que la courbe relative au liquide de C. gigantea presente
2 accidents correspondant ä la neutralisation de 2 alcalinites, celle du liquide de

C. chlamydantha n'en presente qu'un; la courbe ensuite s'aplanit rdgulierement
denotant l'existence de systemes tampons; on ne peut pas relever ici de coefficient

tampon maximum. Pour le liquide de C. gigantea, la courbe fournit les caracteristiques

suivantes: pKbl 8; pKb2 3,7; VE(bl + b2) 3,075. La valeur du coefficient

tampon maximum

dvgeq/1 _3 max. —:— =0,17
dpH

et se situe dans la zone 6,0 < pH < 6,2.
Bien que le pH des 2 liquides soit le meme, le volume equivalent de

neutralisation est superieur pour le liquide de C. gigantea: ainsi, pour passer de pH 9,3 ä

pH 7 il faudra

0,017 meq./ par ml de liquide de C. chlamydantha
et 0,075 meq./par ml de liquide de C. gigantea
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B. Action du liquide de fruits immatures
SUR LA GERMINATION ET LA CROISSANCE

L'influence du liquide de fruits immatures de C. gigantea et C. chlamydantha
sur la levee des graines fut recherchee en testant des semences d'especes representant
des taxons divers: Avenasativa, Lavateraarborea, Trifolium pratense, Raphanus sativus,
Sinapis alba, Nasturtium officinale.

La levee des graines de chaque espece a ete inhibee ä 100%. Apres 7 jours,
le pourcentage de levee des graines traitees etait de 0%, celui des graines temoins
de 72 ä 92%.

Pour etablir si l'effet inhibiteur se manifeste avec autant de nettete apres le

declenchement des processus germinatifs, le liquide de C. gigantea a ete applique,
dans de nouveaux essais, sur des plantules de radis mesurant environ 10 mm, la

germination fut demarree en employant de l'eau distillee. La croissance a ete imme-
diatement stoppee, les radicules ont jauni et les plantules ont rapidement deperi,

Fig. 2. — Evolution de la croissance moyenne de plantules traitees
par du liquide de fruits immatures de C. gigantea comparativement ä celle des lots non traites.

comme le montre le graphique (fig. 2) qui donne la marche des croissances moyennes
de plantules traitees par du liquide de fruits immatures de C. gigantea comparativement

ä des lots non traites.
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C. Influence de la dilution sur l'action inhibitrice

L'action inhibitrice des liquides est ainsi etablie. Quelles en sont les limites
Les liquides de fruits immatures de Cola gigantea (liquide total heterogene) et

Cola chlamydantha furent appliques ä des lots de graines de Raphanus", Taction du

liquide pur fut confrontee ä celle de liquides ayant subi des dilutions de: 4, 8, 32,

126, 500 fois. Comme la dilution diminue le pH, pour eliminer Tinterference du
facteur pH, les essais porterent parallelement sur les liquides dilues et sur des

aliquotes de ces dilutions ajustees au pH du liquide pur. Les resultats obtenus, groupes
dans les tableaux 2 et 3, et la figure 3, conduisent aux constatations suivantes:

1. pH: alors qu'il semblait possible de voir une relation entre le pH eleve et

le pouvoir inhibiteur du liquide de Cola, et meme de considerer cette alcalinite

comme responsable de Tinhibition, Texamen du tableau 2 montre qu'il n'en est rien.
Si le pH est lie ä la substance inhibitrice, il est peut-etrc la consequence de sa

constitution, il ne peut etre considere comme la cause de Tinhibition.

Tableau 2

Action du liquide de fruits immatures de Co'a chlamydantha pur et diversement dilue
sur la croissance des plantides de Raphanus sativus (longueur moyenne en mm).

jours apr&s mise en germination 2 4 7

t6moin 14,5 45,7 67,4

cola pur (pH 9,2) 0,0 0,0 0,0

d 4 (pH 9,l) 1,4 6,8 11,3

d 8 (pH 8,9) 4,3 25,7 58,4

(pH 7,9)
d — 32

11,4 53,5 87,2 (p 0,15)

(pH 9,2 ajuste) * 12,8 58,4 90,2

(pH 7,5)
d — 128

16,0 40,9 70,9

(pH 9,2 ajuste) 14,6 42,9 67,8

(pH 6,8)
d — 500

11,5 38,6 72,9

(pH =9,2 ajuste) 12,6 34,5 69,8

* L'ajustement fut r6ahs6 avec de la potasse puisque les ions K + sont d6jä presents en quantity notable
Mais des tests permirent de constater que la qualitö des ions introduits dans ces conditions ne modifie
pas les r6sultats, les liquides ajustis avec la soude donnant les mömes rdsultats que ceux ajust6s avec
la potasse
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2. Effet stimulateur: non seulement la dilution diminue Taction de la substance

inhibitrice, mais eile semble provoquer une Stimulation de la croissance puisque,

* x T

Fig. 3. — Action sur la croissance des liquides de fruits immatures
progressivement dilues de:
A) Cola chlamydantha
B) Cola gigantea

avec le liquide de C. gigantea aussi bien qu'avec celui de C. chlamydantha, ä certaines

dilutions, la croissance observee est superieure ä celle des temoins (fig. 3 a et b).
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Cependant les differences observees ne sont pas tres significatives (p 0,15

et 0,2).

3. Dilution optimum: on note l'existence d'une valeur optimum de la croissance

obtenue pour une dilution de coefficient 32 du liquide de C. chlamydantha. (La
difference observee n'est pas tres significative p 0,15.)

Cet optimum ne s'observe pas avec le liquide de C. gigantea puisque la dilution
la plus elevee essayee donne la meilleure croissance. Mais ceci est peut-etre lie au fait

que la substance inhibitrice est plus concentree ou plus active chez C. gigantea.
L'effet stimulateur revele par dilution peut s'expliquer de deux fagons: ou la meme
substance agit comme inhibiteur ou comme stimulateur suivant sa concentration
(c'est le cas par exemple de l'acide gibberellique), ou bien la substance inhibitrice
voit son action diminuer et s'annuler par dilution permettant l'expression d'une
substance stimulante preexistante dont Taction, qui serait peu modifiee ou meme
exaltee par la dilution, etait masquee par le facteur inhibiteur. L'interaction peut etre

complexe et concerner plusieurs substances.

Tableau 3

Action du liquide de fruits immatures de Cola gigantea, pur et diversement dilue,
sur la croissance des plantules de Raphanus sativus (longueur moyenne en mm).

jours apr£s mise germination 3

22,0

5

46,5

7

temoins 59,8

cola pur 0,0 0,0 0,0

d 4 0,1 0,1 0,2

d 8 0,3 0,9 2,0

d 32 9,0 26,2 66,0

d 128 17,6 32,4 60,2

d 500 25,6 53,3 73,3 (p 0,2)

4. Comparaison C. gigantea — C. chlamydantha: ä degre de maturity egal,
le liquide de C. gigantea est beaucoup plus inhibiteur que celui de C. chlamydantha;
alors qu'il suffit d'une dilution de coefficient 4 pour obtenir une levee de 1'inhibition
dans le cas du liquide de C. chlamydantha, une dilution double du liquide de C.

gigantea ne permet, en effet, pratiquement aucune croissance.
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D. Influence de la dialyse sur l'action inhibitrice

Le liquide de Cola giganiea qui, lors des precedents essais, a ete globalement
etudie, est desormais analyse phase par phase, la separation gel-liquide etant realisee,

comme nous l'avons explique, par filtration. Des moyens permettant une partition
des substances contenues dans les liquides selon leur taillc moleculaire peuvent
permettre une premiere caracterisation des principes actifs. Parmi les methodes

permettant une telle separation, nous avons eu recours tout d'abord ä la dialyse.
Le protocole adopte, normalise pour permettre des resultats reproductibles, fut le

suivant: premiere dialyse d'une duree de 16 heures ä +4° C contre un volume d'eau
bidistillee egal ä 4 fois le volume soumis ä la dialyse. Le premier dialysat recueilh,
la dialyse fut poursuivie 5 jours en renouvelant frequemment l'eau bidistillee. Les

dialysats autres que le premier, furent elimines, les analyses des proprietes sur la

germination de meme que les spectres et le pH ayant montre qu'ils ne recueillaient

que de faibles quantites de substances dejä presentes dans le premier dialysat.
L'action de la dialyse fut recherchee par l'etude des proprietes du dialysat n° 1 d'une

part, de l'adialysat d'autre part.
Les proprietes des liquides de C. gigantea et C. chlamydantha furent determinees

parallelement sur le liquide brut et sur le liquide dialyse ainsi que sur la premiere eau
de dialyse. Le liquide de C. gigantea fut tout d'abord teste globalement sans separation

des phases; les resultats obtenus, ainsi que ceux relatifs au liquide de C.

chlamydantha, figurent dans les tableaux 4 et 5.

Tableau 4

Influence de la dialyse sur les proprietes du liquide de fruits immatures
de Cola chlamydantha (longueur moyenne en mm).

jours apr&s mise en germination 1 3

35,2

5

62,9temoin 3,4

0,0cola pur (pH 9,1) 0,2 0,3

dialysat (d 4)
(pH 9,0)

1,0 18,3 27,8 (p 0,01)

adialysat (pH 5,9) 4,4 55,0 91,2*(p 0,03)

* Une particular^ morphologique est a signaler au sujet de ce lot. non
seulement les plantules sont plus longues mais elles se distinguent de
celles des tämoins et des aptres lots par une pilosS de la racine
notablement plus importante
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Tableau 5

Influence de la dialyse sur les proprietes du liquide de fruits immatures
de Cola gigantea(longueur moyenne en mm).

jours apr6s mise en germination 3

temoin 27,8

cola pur pH 9,2 0,0

dialysat
pH 9,2 (normal) 0,2

pH 7,2 (ajuste) 0,1

adialysat
pH 9,2 (ajuste) 22,7

pH 7,2 (normal) 19,4

Tout d'aborci notons, une fois de plus, l'absence de correlation entrc le pH et

Taction du liquide sur la croissance.

Constatons surtout que la substance inhibitrice est de relativement petite taille
puisqu'elle dialyse ä travers un tube en viscose dont les pores ont 4 mp (ä titre
indicatif le lysosyme a un diametre (25 Ä) inferieur ä 4 mp pour un poids mole-
culaire de 14 000); de plus les substances alcalinisantes, directement li£es ä la

substance inhibitrice ou seulement concomitantes, dialysent egalement.

Constatons, ici encore, que le pouvoir inhibiteur du liquide de C. gigantea est

bien superieur ä celui de C. chlamydantha. Le premier dialysat de la premiere espece,
bien que dilue 4 fois par rapport au liquide brut, inhibe pratiquement totalement
la croissance alors que celui de chlamydantha permet, dans les memes conditions,
une croissance qui, bien que tres significativement differente (p=0,01, tableau 4),

atteint cependant pres de la moitie de celle observee chez le t6moin.
Alors est demasque le pouvoir stimulant de Tadialysat, c'est-ä-dire du liquide

prive des petites molecules qu'il contenait, parmi lesquelles la substance inhibitrice.
Mais les deux especes se revelent ä cet egard, bien differentes. Seul C. chlamydantha

presente cette propriete stimulante, la croissance permise par Tadialysat de C. chlamydantha

est, en effet, seule, significativement differente (p=0,03), de celle des temoins.
Le produit responsable de la stimulation est-il absent du liquide de C. gigantea
Ou bien la difference reside-t-elle seulement dans la concentration de cette substance

dont Taction pourrait etre inactive ou meme inhibitrice ä certaines doses et stimulante
ä concentration plus faible

Pour eprouver cette hypothese, des comparaisons furent etablies entre les

influences exercees sur la germination par des adialysats diversement dilu^s. Mais
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auparavant, il fallait s'assurer de la responsabilite propre de chacune des phases.

L'adialysat heterogene fut centrifuge (le gel, qui decante mal du liquide brut,
Sedimente bien apres dialyse); les croissances obtenues ä partir de chacune des phases
sont presentees dans le tableau 6.

Tableau 6

Influences respectives de chacune des 2 phases de I 'adiaiysat de fruits immatures
de Cola gigantea, separees apres dialyse (longueurs moyennes en mm)

t£moin liquide gel dilu6 par
de l'eau distill6e (d =»8)

pH 5,9 8,9

T 65,7 66,4 7,8

Tout de suite apparait un nouveau phenomene: le gel retient tres fortement et la

substance inhibitrice et des groupes charges cationiques, ceux-ci etant ou non lies ä

celle-lä. Alors s'expliquent d'une nouvelle fa?on les differences constatees dans les

croissances que permettent les adialysats de C. chlamydantha et C. gigantea. Le liquide
de C. chlamydantha, depourvu de gel, laisse dialyser totalement la substance inhibitrice
alors que le liquide de C. gigantea la retient, du moins en partie, dans les mailies du

gel. Mais cette retention par le gel n'explique pas pourquoi le dialysat du liquide de

C. chlamydantha etant moins inhibiteur que celui de C. gigantea, seul son adiaiysat
stimule la croissance (tabl. 4 et 5). II est necessaire de preciser le role exerce par la

concentration des substances. C'est par des dilutions experimentales que cette
influence peut etre decelce.

Les 2 phases du liquide de C. gigantea furent soumises separement ä la dialyse.
Les dialysats et adialysats furent alors dilues progressivement et leur influence sur la

croissance observee. L'examen du tableau 7, qui tient compte des resultats de plusieurs
repetitions, permet certaines observations.

— Tout d'abord, les proprietes fixatrices du gel sont confirmees. La substance

inhibitrice reste fixee sur le gel apres dialyse. Neanmoins, une partie a diffuse puisque
le dialysat est, lui aussi, inhibiteur et meme plus que le gel; ä dilution 4, il ne permet
pratiquement aucune croissance alors que l'adialysat autorise une croissance moyenne
de 6 mm.

— La substance inhibitrice est repartie dans les deux phases, mais seule la phase

liquide permet son elimination par dialyse.

— Cependant, comme lors des essais sur le liquide global rapportes dans le

tableau 5, la croissance que permet l'adialysat de la phase liquide est inferieure ä

celle du temoin.
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Tableau 7

Influence de la dilution sur les proprietes des phases separees et dial) sees
du liquide de fruits immatures de Cola gigantea (longueur moyenne en mm).

dilution timoin
liquide gel

dialysat adialysat dialysat adialysat

non dilue 60,6 48,1 (p 0,2) 0,3
d 4 0,0 66,0 0,6 6,1

d 20 16,9 68,0 28,4 20,3
d 50 25,8 64,2 39,2 32,4
d 100 38,7 70,3 (p 0,2) 54,2 48,3
d 500 64,8 65,5 56,3 52,4
d 2000 65,1 45,6

— La dilution exerce une influence sur les effets inhibiteurs, aussi bien de la
substance ayant dialyse que de celle retenue par le gel. Mais la croissance optimum
observee nest pas tres signiflcativement differente de celle du temoin (p=0,2).

— La croissance observee avec l'adialysat non dilue de la phase liquide est

mferieure ä celle du temoin, peu signiflcativement, ll est vrai (p=^0,2). Cependant le

tableau 6 revelait pour ce meme adialysat une croissance egale ä celle du temoin.
Cette lagere inegalite peut s'expliquer par un changement d'aspect physique observe

au cours de la dialyse. On constate, en effet, que le gel durcit et que la partie liquide
de l'adialysat est devenue tres limpide. Cette phase liquide (separee apres dialyse) du
tableau 6 n'est done pas absolument comparable ä celle d'avant dialyse (tabl. 7).

On peut resumer ainsi Taction de la dialyse sur les liquides de C. gigantea et de

C. chlamydantha: le liquide de C. chlamydantha, prive du facteur inhibiteur par
dialyse, manifeste un pouvoir stimulant sur la croissance (p=0,03). L'action stimu-
lante du liquide de C. gigantea n'est pas apparente, soit que les substances stimulantes
en soient absentes, soit que leur effet soit masque par des restes inhibiteurs ne s'elimi-
nant pas totalement par dialyse. Alors que Tinhibition est liee essentiellement ä des

molecules dialysables chez C. chlamydantha, une partie du facteur inhibiteur est,
chez C. gigantea, associe ä des macromolecules.

Comparons maintenant les variations de certains caracteres chimiques que la

separation des phases et leur dialyse entrainent.
On constate, par les donnees du tableau 8, que les glucides sont presents unique-

ment sous forme de macromolecules; par contre l'azote est presque totalement
dialysable (les enzymes, sans doute presents, ne sont pas dosables par leur azote).
D'autre part, les ions mineraux diffusent en grande majorite par dialyse, notamment
le potassium, dont la teneur est remarquablement 61evee; ce cation est sürement le

principal responsable de la valeur elevee du pH.
Quelques hypotheses, finalement, peuvent etre esquissees pour exphquer toutes

les observations precedentes:
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Tableau 8

Influence de la dialyse sur le pH, les teneurs en ions mineraux et glucides
des liquides de C. gigantea et C. chlamydantha

(en meqjl de liquide de Cola).

C. chlam ydantha C. gi( antea

dialysat adialysat
phase liquide phase gel

dial. adial. dial. adial.

pH 9,1 5,9 9,2 5,9

O|
00

j i 9,0

Na 0 0 0 0 —

K. 73,6 0,6 117,2 24,8 38.0 _*

Mg 5,8 0,4 6,4 1,1 3,2

Ca 4,6 1,0 1,7 1,0 1,4 —

CI 5,2 0 0 0 0 —

glucides y/ml 0 250,0 0 462,0 0 —

N total y/ml 318 ~0 178 ~0 168 —

* La valeur devant figurer dans cette colonne est sürement 6lev6e mais le gel 6tant une phase solide,
il est impossible de la prälever et de la diluer pour un dosage pholom6trique.

— Le liquide des fruits immatures des deux especes etudiees contient un facteur
inhibiteur de la croissance

— Ce facteur est totalement dialysable chez C. chlamydantha et partiellement
chez C. gigantea. Dans ce cas, la phase gelifiee le retient fortement, la phase liquide
le laisse diffuser.

Le resultat de la dilution du liquide brut inciterait ä penser ä une association,
au moins chez C. chlamydantha, entre facteurs inhibiteur et stimulant, la dilution
favorisant la dissociation; celle-ci permettrait l'expression optimum de la stimulation

pour une dilution qui serait assez grande pour favoriser la dissociation, mais pas trop
pour ne pas diluer excessivement le facteur stimulant.

E. Evolution des propriety du liquide au cours de la maturation

Les proprietes des liquides de cola evoluent-elles au cours de la maturation du
fruit et, dans ce cas, dans quelle mesure les alterations subies peuvent-elles etre
reliees ä des modifications des caracteres physico-chimiques Toute precision apportee
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sur ce sujet permettra de mieux comprendre les mecanismes, qui semblent meles, de

l'inhibition et de la stimulation, et aidera, par ailleurs, ä elucider le role de ce liquide
dans le cycle biologique de la plante. Les essais suivants comparent des fruits immatures
ä d'autres recoltes 18 jours plus tard.

1. Modifications des proprietes biologiques

Les liquides bruts ont tout d'abord ete experimentes en vue de comparer, chez

les deux especes, les proprietes des liquides de fruits immatures ä Celles de fruits
plus mürs.

Tableau 9

Influence exercee sur !a croissance par les liquides, purs et dilues,
des fruits immatures et mürs de Cola chlamydantha (longueurs moyennes en mm).

dilutions pH t6moin C. chlamydantha
immature; n. jours

C. chlamydantha
r. i- 18 jours

68,3

liquide pur pH 9,2 0,3 32,4

d 4 pH 9,1 12,4 59,5

d 8 pH 8,8 58,2 97,3

d 16 pH 8,2 99,0

d 32
pH 7,6 87,2 105,1

pH 9,2 (ajuste) 96,2 (p 0,08) 90,8

d 64
pH 7,2 68,8 90,8

pH 9,2 (ajust6) 69,8 84,2

d 128
pH 6,6 66,8 108,4

pH 9,2 (ajuste) 63,8
j

102,4

L'examen du tableau 9 permet de constater, en premier lieu, une tres sensible

diminution du pouvoir inhibiteur du liquide de C. chlamydantha consecutive ä la
maturation. Le liquide pur, en effet, s'il provient de fruits immatures, n'assure aucune
croissance, s'il provient de fruits mürs, permet aux plantules un developpement
atteignant pres de la moitie de celui des graines temoins.

La dilution du liquide des fruits immatures, si eile permet de stimuler la croissance,
a cependant des effets moins accentues que celle du liquide de fruits de maturite plus
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avancee. La seule exception est celle de la dilution 32 pour laquelle les resultats sont
sensiblement equivalents.

L'influence de la dialyse (tabl. 10) confirme ces differences.

Tableau 10

Influence exercee sur la croissance par les liquides des fruits immatures
et mürs de Cola chlamydantha, avant et apris dialyse

(longueur moyenne en mm).

t^moin C. chlamydantha
immature: n jours

C. chlamydantha
n 4 18 jours

51,4

Cola pur 0,2 18,9

dialysat (d 4) 18,3 27,8

adialysat 95,0 (p 0,06) 81,2(p 0,07)

Dans les deux types de fruits la substance inhibitrice dialyse, permettant au pouvoir
stimulant, lie ä des substances macromoleculaires, de s'exprimer. La maturation a

diminue le pouvoir inhibiteur du liquide sans augmenter son pouvoir stimulant. II
faudrait toutefois un complement d'information et des analyses regulieres ä des

Stades de maturite bien contröles pour s'assurer du sens et de l'amplitude des transformations.

Le liquide plus fortement inhibiteur de C. gigantea presente-t-il les memes
alterations Les effets entraines par une difference de maturation de 18 jours peuvent
etre compares dans le tableau 11.

Tableau 11

Influence exercee sur la croissance par les liquides bruts de fruits
de C. chlamydantha et de C. gigantea recoltes a 18 jours d'intervalle.

(Longueur moyenne en mm ; duree de germination : 3 jours).

C. c hlam vdantha C. gigantea

immature: n jours | n • 18jours immature: n jours j n - 18 jours

38,0 0,2 | 18,9
i

O O 0,0

Une maturation supplemental de 18 jours n'a pas entame le pouvoir inhibiteur
chez C. gigantea comme elle l'a fait chez C. chlamydantha. On peut penser qu'une
tres forte concentration du facteur en cause masque, chez C. gigantea, les effets d'un
affaiblissement reel du pouvoir inhibiteur; toutefois, des essais complementaires
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portant sur les proprietes du dialysat dilue de liquide de fruits müris de C. gigantea
revelent qu'aucun affaiblissement de ce pouvoir ne peut etre decele apres ces 18 jours
supplementaires de maturation.

2. Modification des caracteres physico-chimiques

a) Caracteres chimiques

Tableau 12

Modifications de certains caracteres chimiques entrainees par la maturation
des fruits de C. chlamydantha et C. gigantea.

pH
Na meq/ml
K
Mg
Ca
Cl.
po4
N. total y/ml
N Folin
glucides

C. chlamydantha

matuntö de n jours

dialysat adialysat

9,2
0

73,6
5,8
4,6
5,2

0

330
72

250

0,6
0,4
1,0

0,0

n - 18 jours

dialysat adialysat

9,1

3,5
43,9
13,4
4,8
4,5

0
297
65

295

0,4
0,9
1,1

0,5

C. gigantea (liquide)

dialysat adialysat

9,2
0

117,2
6,4
1,7

0,0

24,8
1,1

1,0

0,0
0

187

26
462

n t 18 jours

dialysdt adialysat

9,2
0

106,0
8,6

0
198

26
474

L'examen du tableau 12 souligne quelques modifications dont la plus impor-
tante touche la teneur en ions K+ du liquide de C. chlamydantha. Cette diminution
sensible a eu cependant peu de repercussion sur le pH. Le meme phenomene s'observe,
mais plus attenue, chez C. gigantea. Oü est passe cet element K? Le volume de liquide

par fruit n'a guere varie, c'est done vraisemblablement par echange entre liquide et

graine ou paroi interne de fruit qu'il faut expliquer cette perte en potassium. En

contre-partie, une tres legere augmentation des ions Mg est ä noter, tant dans l'une

que dans l'autre espece.

b) Spectres

Les spectres d'absorption ont ete etablis. Aucune absorption ne se manifeste

en lumiere visible (malgre la coloration ambree de C. chlamydantha). Par contre,
les deux liquides absorbent dans l'ultraviolet. Les substances responsables de l'in-
hibition etant recueillies par les dialysats c'est sur ceux-ci que nous etudierons
les alterations entrainees par la maturation.

Comparons, tout d'abord, les spectres que fournissent les 2 especes etudiees.

La figure 4 permet de constater, pour chaque cas, 2 maximums d'absorption situes
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sensiblement aux memes longueurs d'onde: l'un ä 254-260 m/t, l'autre ä 210 m/i.
Les proportions des substances responsables de l'absorption ä 260 mp. sont diffe-

rentes; ce rapport est plus eleve chez C. chlamydantha.
La figure 5, relative ä la phase liquide de fruits immatures de C. gigantea,

montre comment les substances responsables de l'absorption se sont reparties apres
la dialyse. On constate que la phase liquide avant dialyse presente un plateau de

275 ä 255 m/x; et que le dialysat a recueilli les substances absorbant au delä de

240 m/r.
Nous remarquons (fig. 5) la disparition du pic d'absorption ä 210 mfx. Le seul

facteur ayant pu varier Iors de l'etablissement de ces spectres est le temps ecoule,

absorption

absorption

Fig. 4. — Spectres d'absorption
dansl'UV du dialysat des liquides

de fruits immatures de
C. chlamydantha et C. gigantea

(meme pH)

Fig. 5. — Spectres
d'absorption en U.V. de la
phase liquide (privde de
gel) de fruits immatures
de C. gigantea avant et

apres dialyse.
1. Phase liquide: pH
8,6

2. Dialysat de la phase
liquide: pH 8,9

3. Adialysat de la phase
liquide: pH 8,6 (apres
ajustement)

240 280 320 mp

en laboratoire, entre les differentes operations, les spectres de la figure 4 et ceux
de la figure 5 ayant ete etablis ä quelques jours d'intervalle (la conservation des
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liquides entre 2 operations ayant ete assuree ä +4° C). II devient done necessaire

de preciser le role que joue la conservation des liquides.

3. Comparaison entre maturation et conservation des liquides

La necessite de repeter les essais exige la mise au point de la meilleure technique
de conservation des liquides. La lyophilisation presente de bonnes garanties de

maintien des substances ä l'etat natif. La congelation rapide — 60°) et la conservation

des congelats ä basse temperature est egalement une technique acceptable.
Les tests de comparaison portant sur les proprietes biologiques nous ont montre

que celles-ci etaient effectivement preservees de ces 2 manieres. Neanmoins, certains

absorption

absorption

Fig. 6. — Spectres d'absorption en U.V. (etablis ä meme pH)
des dialysats de liquides frais et conserves.

a) C. chlamydantha immature:
1 Liquide frais
2 Liquide conserve

b) C. gigantea, fruits coupes immatures et müris en chambre ä 22° C:
1 Apres 15 heures de dialyse
2 Apres 15 heures de dialyse + 48 heures de conservation
3 Apres 15 heures de dialyse + 6 jours de conservation

caracteres physico-chimiques sont tres rapidement modifies des que le liquide est sorti
du fruit et ceci nous a conduit ä preciser les transformations que la conservation entrai-
ne. II pouvait etre interessant de les comparer ä celles qui sont liees ä la maturation.
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Examinons, tout d'abord, les modifications que subit le spectre puisqu'il nous
faut expliquer la disparition du maximum situe ä 210 m//. La figure 6 a permet de

comparer les spectres des dialysats des liquides de fruits immatures de C. chlamy-
dantha: le fruit frais revele 2 maximums d'absorption: ä 254 et ä 210 mg. Mais nous
constatons qu'apres 15 jours de conservation ä +4° C, ces 2 accidents ne sont plus
qu'ä peine marques.

Les observations effectuees k partir de dialysats de liquides de fruits de C. gigantea
(fig. 6 b) sont encore plus significatives.

absorption

320 my

On remarque tout d'abord une fluctuation dans

la position des maximums. Le pic principal passe de

256 ä 235 par maturation (fig. 7) et de 235 ä 260 par
conservation, (fig. 6b) II semblerait done que la conservation

des liquides entraine certaines transformations
inverses de Celles produites au cours de la matura-
t'on. Toutefois la disparition du pic ä 210 mg est une

consequence aussi bien de la maturation que de la

conservation (fig. 6 b et 7).

Fig. 7. — Spectres d'absorption en U.V. (etablis ä meme pH)
des dialysats de fruits de C. gigantea presentant une difference

de maturation de 15 jours:
1. Fruits immatures
2 Fruits mürs

II reste ä preciser (tabl. 13) le retentissement, sur les proprietes des liquides,
de leur conservation.

Tableau 13

Influence de la conservation ä +4° C sur faction des liquides bruts de C. chlamydantha
et de C. gigantea, provenant de fruits immatures et mürs, sur la croissance

(longueur moyenne en mm).

t6moin

C. chlamydantha C. gigantea

immature mür immature mür

liquide frais 37,0 0,0 18,9 0,0 0,0

liquide conserve
30 jours ä 4° C 38,1 13,7 31,8 4,4 6,2
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II est tres interessant de constater une diminution spectaculaire du pouvoir
inhibiteur allant presque, pour les fruits mürs de C. chlamydantha jusqu'ä son
annulation. De ce point de vue, la conservation va dans le meme sens, du moins
en ce qui concerne C. chlamydantha, mais encore plus loin que la maturation. On
observe egalement une diminution du pH, plus legere que celle due ä la maturation
en ce qui concerne le liquide brut.

II est difficile pour l'instant, d'etablir un parallelisme entre manifestation du

pouvoir inhibiteur et maximum d'absorption. Le liquide presentant la levee d'inhi-
bition presque totale est celui de C. chlamydantha mür conserve; or le spectre lui
correspondant ne montre plus de maximum. Le seul rapprochement que Ton peut
faire actuellement est une concordance entre le fort pouvoir inhibiteur des dialysats
de liquides de fruits immatures de C. gigantea et les pics d'absorption ä 210 et 256 m/r.
Apres conservation du dialysat le maximum situe ä 210 mp disparait, celui ä 256

subsiste et Ie pouvoir inhibiteur est toujours tres grand. C'est done ä ce maximum

que semble etre specialement liee l'inhibition.

IV. ANALYSE ET CARACTERISATION DU FACTEUR INHIBITEUR

Le liquide des fruits de Cola gigantea etant, nous l'avons vu, Ie plus fortement
inhibiteur, c'est cette espece qui nous fournira le materiel ä partir duquel nous allons
tenter d'analyser et de caracteriser Ie facteur responsable. Les analyses seront realisees

sur les dialysats du liquide. Bien que l'inhibition soit totale avec des dialysats
presentant une dilution de 4 fois le liquide brut, ä partir de telles solutions peu de

tests qualitatifs sont revelateurs, notamment celui ä la ninhydrine; il faut operer sur
des solutions beaueoup plus concentrees. La concentration des dialysats fut obtenue

par lyophilisation.

A. Analyse des substances dialysables

1. Tests qualitatifs generaux

Les tests suivants furent effectues:

— permanganate en milieu acide, denote le pouvoir reducteur;

— ninhydrine en milieu neutre, indique la presence de groupes amines (acides
amines sauf proline et hydroxyproline, et peptides);

— lode:

— vapeurs: la plupart des substances azotees donnent une coloration
jaune ou brune;
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— solution iodo-ioduree: une coloration bleue revele l'amidon, rouge
du glycogene ou des erythrodextrines; une decoloration indique une

reduction (1° —>1—);

— Fluorescence en lumiere UV (254 et 366 m/r): certaines substances excitees

par des radiations ultra-violettes emettent une lumiere visible;

— Vert de bromocresol: revele en bleu les substances alcalines, en jaune les

substances acides;

— Test de Wood: (nitrate d'argent+bleu de bromophenol apres neutralisation

par les vapeurs d'ammoniaque) revele, avec une tres grande sensibilite, les composes
ä fonction imidazol ou comportant au moins une fonction aminee sur un noyau
pyrimidique.

Ces tests ont ete appliques pour differencier et caracteriser les substances separees

par migration de solvants sur couches minces. Pour la recherche de proprietes globales
des dialysats, d'autres tests ont en outre ete utilises: tests de Draggendorf (alcaloides),
de Sakagouchi (fonction guanidique monosubstituee), de Procharska et d'Ehrlich
(fonction indol), de Pauli (fonction phenol simple).

2. Proprietes generates des dialysats et adialysats de liquide de C. gigantea

Les donnees recueillies apres la realisation des tests sur les adialysats non concentres

et les dialysats de meme dilution (4 fois celle du liquide pur), conduisent aux
conclusions suivantes:

— Les adialysats ne reagissent pas ä la ninhydrine; ceci ne nous etonne pas etant
donne le taux pratiquement nul d'azote restant apres dialyse.

— Les dialysats, en revanche, qui contiennent de l'azote, sont susceptibles de

renfermer des acides et peptides alpha amines. Seul cependant, le dialysat de la phase

gelifiee du liquide de C. gigantea donne une reaction tres positive. Le dialysat de la

phase liquide de la meme espece donne une reaction tres faiblement positive et les

dialysats de liquide de C. chlamydantha ne reagissent pratiquement pas. Si Ton se

rappelle les proprietes inhibitrices de ces liquides, on constate un parallelisme entre
concentration en substances ninhydrine + et inhibition.

— Aucun adialysat ne fixe les vapeurs d'iode. En revanche, tous les dialysats se

colorent, coloration dont sont, sans doute, responsables les corps azotes presents;

apres pulverisation de solution iodo-ioduree sur spots ou reaction en tube, on peut
conclure que les macromolecules de glucides qui constituent l'adialysat ne renferment
ni amidon, ni erythrodextrines.

— Les tests au permanganate, en milieu neutre ou acide, confirment l'absence de

pouvoir reducteur de tous les adialysats. Parmi les dialysats, on remarque une

difference, lä encore, entre les dialysats des 2 phases de C. gigantea: seul le dialysat
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de la phase gel est tres nettement reducteur, celui de la phase liquide ne reduit le

permanganate que lorsqu'il est concentre.

— Les tests de Wood sont positifs pour tous les dialysats.

— Le dialysat de C. gigantea presente une fluorescence blanc-jaune ä 366 m/x.

Quelles constatations generates peut-on degager de toutes ces observations
Les substances macromoleculaires qui constituent le liquide de cola apres dialyse

sont, nous l'avions vu par les dosages, presque exclusivement des glucides k cote
desquels figurent sans doute des enzymes. La germination et la croissance de plantules
est favorisee soit par cette trame macromoleculaire glucidique, soit par la presence
d'autres molecules. Les glucides macromoleculaires existent chez les deux especes de

cola, mais leur arrangement en reseau plus serre conduit, chez C. gigantea, k la

separation d'une phase gelifiee retenant, par adsorption, nombre de petites molecules:

amino-acides, bases puriques et pyrimidiques, molecules reductrices dont les

doubles liaisons jouent un role important dans les reactions et dont la presence est

manifestee par une absorption en U V. C'est parmi ces substances de petite dimension,

qu'il faut chercher le facteur inhibiteur dont les effets sont modifies par le temps et

par la maturation, modifications liees ä des variations de l'absorption en UV.

3. Proprietes du dialysat concentre de liquide de C. gigantea

Apres concentration, des fonctions, qui n'avaient pas ete decelees, apparaissent.
D'une maniere generale, les reactifs donnant une coloration de fond sont decolores

(rhodamine, bleu de prusse..). Les resultats des divers tests realises sont condenses

dans le tableau 14.

On constate que le dialysat renferme des substances aminees, fluorescentes ä

366mp mais non ä 254, absorbant les vapeurs d'iode et reductrices. La presence dans

ces substances de fonctions phenol et imidazol ou de constituants possedant au
moins une fonction aminee sur un noyau pyrimidine (telle les purines) est possible
ainsi que celle d'acides polyeniques.

4. Chromatographie analytique sur couche mince du dialysat concentre

Ne connaissant pas la nature des substances dialysees, nous avons essaye divers
milieux pour choisir celui qui donnerait les meilleures separations. Toutefois, ces

substances etant hydrosolubles et le facteur inhibiteur insoluble dans l'ether et le

chloroforme, ces deux solvants ont ete elimines; des solvants polaires ont, en revanche,

ete utilises; les meilleures resolutions furent obtenues avec le melange solvant butanol-
acide acetique-eau (6:2:2), que nous avons adopte. Outre le gel de cellulose, les gels
de silice G et H ont ete employes. Les separations ne sont pas meilleures mais ils ont
l'avantage de permettre la revelation par les reactifs corrosifs, aussi furent-ils utilises

pour les tests au chlorure d'antimoine; en outre, ils permettent d'obtenir, avec la

Archives dfs Sciences. Vol. 23, fasc. 1, 1970. 12
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Tableau 14

Resultats de tests colores specifiques appliques pour mettre en evidence
les groupes fonctionnels presents dans les molecules dialysables du liquide de Cola gigantea

Fonction r6v616e test coloration sp^cifique rdsultat

phenols simples Pauli
Bleu solide BB
[Cl3Fe

iferrocyanure

bleu fonce sur
fond bleu pale

blanc sur fond
bleu (pouvoir
decolorant)

Substances
phenol iques

phenols
catechols
cresols
a.p-h-benzoique
a.gentisique

CI 3 Fe violet
vert
violet bleu
rouge
bleu

orange

hydroxyphenols
mono
di

Millon
rouge
orange orange fugace

Phenols, terpenes et leurs esters Cl5Sb —

Steroides, Carotinoides,
vitamine A

Cl3Sb —

Alcaloides Draggendorflf —

Indols Ehrlich
Procharska —

Fonction guanidique
monnsubstituee

Sakagouchi —

lipoides
satures ou non

dichlor-
fluoresceine

fpas de coloration,
j fluorescence jaune
Iverten U.V.

rose rouge, pas de
fluorescence

Lipoides
lipides rhodamine0,25% [violet sur fond

•{rouge et fluores-
Icence rouge

blanc sur fond
rouge (pouvoir
decolorant) pas de

fluorescence

acides
polyeniques ou
monoglycerides

vert de bromothy-
mol

jaune sur
fond bleu

+

ninhydrine des couleurs beaucoup plus nuancees. La plupart des chromatographies
furent done realisees sur cellulose MN 300, quelques-unes le furent sur silice HR ainsi

que cellulose MN 300 UV 254 et silice HF 254 afin de reperer les substances absor-

bant ä cette longueur d'onde.
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Apres developpement des chromatogrammes, les proprietes des zones separees
furent mises en evidence parallelement par action des 6 revelateurs suivants: ninhy-
drine, fluorescence, absorption de vapeurs d'iode, vert de bromocresol, permanganate
en milieu neutre ou acide. La figure 8 reproduit le chromatogramme obtenu. Nous

y distinguons 7 zones se differenciant par leur reactivite vis-ä-vis des revelateurs

indiques ci-dessus (voir tabl. 15, premiere partie).
Le plus mobile des composants est revele par fluorescence et absorption d'iode,

mais n'est pas colore par la ninhydrine. U presente, en outre, la particularite de

n'etre pas reducteur. Les zones les plus manifestement reductrices sont Celles de la

tache principale 3, 4, 5. Cette tache, qui groupe quantitativement la majorite des

constituants, est homogenement alcaline. Elle absorbe d'une maniere compacte
l'iode ä l'exclusion de la moitie superieure de la zone 5. Elle est heterogene par revelation

ä la ninhydrine et par fluorescence.

1 2 4 5
o
3

Fig. 8. — Chromatographie sur couche mince du dialysat du liquide de fruits de C. gigantea
(cellulose MN 300, 250 p, 13 cm butanol-acide acetique-eau 6:2:2, revelation: ninhydrine et

fluorescence) Contours pointilles fluorescence ä 366 mix.
Zones hachurees violettes ou rouges ä la ninhydrine
Zone pointillee jaune ä la ninhydrine

La zone 5, tres fluorescente, se subdivise, en effet, en deux parties par son

comportement, non seulement vis-ä-vis de l'absorption d'iode, mais aussi vis-ä-vis
de la ninhydrine; la moitie inferieure est coloree en violet rouge, la moitie superieure

apparait ramassee presque ponctuelle, coloree en violet. Apres le test de Wood,
ce site donne la reaction la plus positive.

La zone 3 n'est pas fluorescente et se particularise par sa coloration en jaune
ä la ninhydrine. Des tests de migration parallele, utilisant la proline et l'hydroxy-
proline comme temoins, ont montre que le Rf de cette zone se situait entre celui de

chacun de ces acides amines.

Les deux zones les moins mobiles, 1 et 2, ne sont pas fluorescentes, n'absorbent

pas l'iode, ont une reaction acide et sont colorees en violet par la ninhydrine. Ce

pourraient etre des aminoacides ä plusieurs fonctions acides tels que l'acide aspartique
et l'acide glutamique. Le Rf de l'acide glutamique est trop eleve (il correspond ä

l'emplacement de la moitie inferieure de la zone 3) mais celui de l'acide aspartique
concorde avec celui de la zone 2.

Signalons enfin que, si les zones positives au test de Wood sont susceptibles de

contenir des fonctions amines sur noyau pyrimidique, ces fonctions ne sont pas
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imputables aux bases puriques et pyrimidiques nucleiques; le Rf de ces bases utilisees

comme temoin ne concorde pas avec ces zones.

b front

F'

3zn
9'

5. Modifications refletees par le chromatogramme

apres hydrolyse acide du dialysat

Bien que la majorite des constituants du dialysat soient amines, les liaisons qui
peuvent unir certains d'entre eux pour former la substance inhibitrice ne sont pas
peptidiques. En effet, Taction de la trypsine n'altere pas Tinhibition et

ne modifie pas sensiblement le chromatogramme;
on note toutefois quelques changements mineurs
dans les proportions des zones les unes par rapport aux

autres; les zones les plus mobiles sont plus intensement
colorees au leger detriment de la tache principale.
En revanche, Thydrolyse acide altere tres nettement
le pouvoir inhibiteur, sans cependant le supprimer
totalement; il est reduit de 8 fois environ, c'est-ä-dire

qu'il faut utiliser Thydrolysat ä des doses 8 fois plus
concentrees pour obtenir une inhibition totale. Huit
heures d'hydrolyse suffisent pour provoquer toutes les

modifications observees: une hydrolyse de 24 heure.

n'entraine aucune transformation supplemental tans
de Tinhibition que du diagramme chromatographiquet

Fig. 9. — Schemas de chromatographies simultanees:

a) De Thydrolysat du dialysat de liquide de Cola gigantea (H)
b) Du dialysat brut (C)
(cellulose MN 300, 250 mp, 13 cm; butanol-acide acetique-eau

6:2:2; revelation: ninhydrine et fluorescence)
Contours en tirets fluorescence ä 366 m;x
Zones hachurees violettes ou rouges ä la ninhydrine
Zone pointillee jaune ä la ninhydrine

(Les chiffres remains designent les zones eluees en Chromatographie
preparative.)

31 8'

7' !M'

I 6'

EE

t~\

n 3' ^

D'

Les modifications constatees sur le chromatogramme refletent la liberation de

substances engagees auparavant dans un edifice moleculaire complexe. Les Schemas

de la figure 9 permettent d'apprecier les transformations subies: apres hydrolyse,
les zones revelees sont plus nombreuses, nettement separees les unes des autres et
de reactivite modifiee comme en temoigne le tableau 15.
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Les changements les plus frappants concernent la tache principale 3, 4, 5.

La zone fluorescente 4, 5 s'est scindee en trois. L'une, 5', garde le meme Rf, mais

n'a plus de groupe amine et n'absorbe plus l'iode; les autres, l' et 2', ont un Rf tres

faible, et sont colorees en rouge par la ninhydrine, coloration ä rapprocher de celle

de la moitie inferieure de la zone 5 avant hydrolyse; en outre, elles fixent l'iode de

fa?on singuliere: la zone 2' ne fixe l'iode qu'apres une exposition aux vapeurs de

Tableau 15

Reactivite des substances revelees stir les chromatogrammes figures 8 et 9.

n°
des

zones

Dialysat non hydrolys6 n°
des

zones

dialysat hydro!ys6

Reactions Reactions

F N I V w Mn F N I V w Mn

1 - + (v) - + 0) - - i' + + + (r) + + +(b) + (b) + + +

2 - + (v) - + 0) - - 2' + + (r) + + (j) + -
3 - + 0) + + + +(b) - + 3' - + (v) + + (j) - -
4 + + (v) + + + + +(b) - + 4' - + (v) +(j) + (j) - -
5 Vi< + + + (r) + + (b) + + 5' + + — + (j) _ +
'A> + + + + (v) — — + + +

6 - + (v) + - - - 6' - -- - - +

7 + - + - - - 7' + + (v) + - - +

8' + + (V) + - - +

9' + + - - +

Abreviations F fluorescence ä 366 mpt, N ninhydrine, I absorption de vapeurs d'iode, V vert
de bromocresol, W test de Wood, Mn permanganate en milieu acide
Pour la ninhydrine v violet, r rouge, j — jaune ou brun violet virant au jaune.
Pour l'iode lefond est jaune, les zones ddcolorent lefond, les — n'absorbent pas, les - absorbent
en brun sauf celles pr6cis6es (j) qui sont jaune d'or et (b) qui sont bleu violet.
Pour le vert de bromocresol b bleu indiquant un pH ,> 6, j jaune indiquant un pH < 6

longue duree (au minimum 10 heures) et seulement en sa partie centrale; la zone 1',

au contraire absorbe l'iode tres rapidement (15 minutes) et tres intensement, se

colorant singulierement en bleu violet alors que toutes les autres zones absorbant
l'iode se colorent generalement en brun, parfois en jaune.

Une autre modification est ä remarquer: le fond du chromatogramme, colore
en jaune pale par l'iode, est decolore ä l'emplacement des zones 5' et 6'. Les zones 1
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et 2 avant hydrolyse se signalaient par un fond un peu plus clair ä leur niveau, mais

aucune zone avant hydrolyse ne se signalait par une decoloration aussi complete
du fond.

B. Separation des substances du liquide de Cola gigantea
PAR CHROMATOGRAPHIE PREPARATIVE DU DIALYSAT

1. Chromatographie preparative sur couche mince
du dialysat brut et hydrolyse

Les zones individualisees sur les chromatogrammes apres migration sont sepa-
rees, 61uees et testees. Les chromatographies furent realisees sur couches de cellulose

d'epaisseur superieure ä celle utilisee en Chromatographie analytique: les dimensions
furent ici 20 cm x 20 cm X 2 mm. Un volume de 0,5 ml d'une solution tres concentre

du dialysat brut ou hydrolyse fut depose sur une ligne de depart de 14 cm de

long; sur la meme ligne, 2 cm plus loin, un spot temoin etait destine ä la revelation
ä la ninhydrine apres grattage des zones ä eluer; ces zones furent dessinees, apres
migration et sechage, avec une pointe seche en prenant comme reference les zones
fluorescentes. Apres evaporation complete des solvants (3 heures en courant d'air
tiede + une nuit ä l'ambiance), les zones dessinees furent grattees, recueillies en

bechers et laissees encore ä evaporer une nuit; apres quoi 10 ml d'eau bidistillee
furent ajout£es ä chaque becher, laisses en contact, puis filtres. Dix ml
supplementäres completerent l'extraction; ces 10 ml ne furent pas melanges aux premiers,
mais conserves pour completer, si besoin etait, l'arrosage des graines en boite de

Petri, la mise en germination etant effectuee avec le premier extrait plus concentre.
Les zones d'elution sont figurees en chiffres roinains sur le schema des chromatogrammes

figure 9.

Un premier resultat, relatif ä la Chromatographie du dialysat de la phase liquide
de C. gigantea, eluee selon le schema fig. 9 (C), montre (tabl. 16) que les zones
eluees sont diversement actives sur la germination.

Seules les croissances permises par les eluats II et III sont significativement
differentes de Celles des temoins (p < 0,01). La zone la plus inhibitrice est la zone

jaune ä la ninhydrine. Aucune indication n'est fournie par les valeurs du pH de

chaque zone, ni par les donnees de leur spectre d'absorption en UV; les pH, en effet,
sont tres voisins entre eux et proches de la neutralite, les spectres ne revelent aucune
distinction marquante. Le contact avec les solvants semble avoir uniformise les

particularity dans ce domaine. La zone frontale est inhibitrice mais n'est pas
mentionnee tabl. 16 en raison de sa fluorescence et de sa reaction positive et
diffuse avec la ninhydrine et 1'iode, consequence, pensions nous, de l'accumulation,
en cette zone, des impuretes hydrosolubles contenues dans la cellulose. La com-
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Tableau 16

Croissance des plantules de radis mises ä germer en presence des eluats des zones chromatographiques
figure 9 (C). (Les temoins correspondent respectivement ä la zone situee entre le front et le bord
superieur (sans solvant), ä cede qui s'etend du bord inferieur ä la ligne de depart, et ä une bände pre-

levee verticalement sur un bord lateral avant la ligne de depot).

zones 61u6es T1 T2 T3 II HI IV V

1 mm 50,2 55,1 47,9 45,3 0 10,8 39,8 37,5

paraison avec des chromatographies realisees sur gel de silice confirme que ces

impuretes proviennent bien de la cellulose. Le front d'un chromatogramme en gel

de silice est, en effet, ä peine colore par l'iode et pas du tout par la ninhydrine,
contrairement ä ce que 1'on observe sur la cellulose. Cette comparaison permet de

conclure ä l'existence d'une substance de Rf~ 1, fluorescente, inhibitrice, non aminee.

Malheureusement, le gel de silice retient tres fortement le butanol dont on ne parvient
pas ä se debarr2sser tctalement, ce qui rend impossible la realisation de tests biolo-
giques. Aussi est-il necessaire, pour la bonne interpretation des tests sur la croissance
realises ä partir des chromatographies sur cellulose, de contröler l'influence de telles

impuretes sur la croissance. Pour cela, une migration ä blanc fut realisee afin d'obtenir
des temoins correspondant ä divers niveaux de migration; chaque eluat fut eprouve
quant ä son action sur la germination des graines; son pH fut mesure et son spectre

d'absorption en UV etabli. Parallelement furent realises sur meme cellulose (MN 300)
des chromatographies de dialysat brut et de dialysat hydrolyse. La correspondance
entre chaque zone d'elution de ces chromatogrammes (y compris la zone de depart D
et la zone frontale F) est figuree dans le tableau 17 qui rend compte de la croissance
des plantules de graines mises ä germer en presence des eluats.

Remarquons tout d'abord que les impuretes qui peuvent etre accumulees dans,
la zone frontale, si elles perturbent Interpretation des colorations fournies par
Taction de l'iode et de la ninhydrine, n'agissent pas sur la croissance; alors, se

trouvent localisees, dans cette zone, des substances inhibitrices imputables au dialysat.
A ce niveau, en effet, la croissance permise par le temoin est normale, celle permise par
Thydrolysat egalement; Thydrolyse a done altere cette fraction inhibitrice du dialysat.

Nous constatons, en outre, que de nombreuses zones du dialysat sont inhibitrices.
Les seules qui ne le soient pas, sont les deux moins mobiles. Lors des premiers essais

(tabl. 16) les eluats IV et V n'etaient pas significativement differents des temoins; les

differences se sont accentuees et sont devenues significatives; la seule difference qui
distingue les deux series d'essais est une plus grande concentration des depotsla
dilution des substances presentes dans les eluats de la premiere serie etait trop grande

pour permettre Texpression de leurs proprietes inhibitrices.

1 Nous n'avons pas precise ici les donnees quantitatives relatives aux depots, ces essais ayant
pour but la comparaison des fractions entre elles.
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Tableau 17

Influence sur la croissance des substances localisees dans chacune
des zones revelees par Chromatographie du dialysat brut et hydrolyse,

comparativement ä chaque zone temoin correspondante.

dialysat

zones eludes brut hydrolys6

D I 11 III IV V F D' I' 11' III IV' v vr VII' F'

zones correspondantes I 3 4 6 7 1' 2' 3' 4' 6' 8' 9'
chromatographiques 2 5 5' T

t6moins 1 mm 52,6 45,6 30,5 43,5 39,3 44,7 52,6 45,6 30,5 43,5 39,3 44,7

6Iuats 1 mm 42,7 38,8 0 10,8 12,5 13,8 0 42,8 37,3 50,7 47,7 36,2 49,8 44,1 47,2 41,0

t6moins ä I'eau 58,3

Enfin, notons qu'aucune zone de l'hydrolysat n'est signifkativement differente
des temoins. Cependant, les hydrolysats, testes avant Chromatographie, etaient

encore inhibiteurs mais beaucoup plus faiblement que les dialysats bruts: alors que le

dialysat est totalement inhibiteur lorsque sa dilution est 4 fois celle du liquide de cola,
(d 4), l'hydrolysat ne Test totalement que s'il est 2 fois plus concentre

(d=0,5).
Toutefois, un fait tout ä fait singulier fut observe lors de chaque repetition: alors

que la longueur totale des plantules ne permet pas de distinguer une action inhibitrice
de l'hydrolysat, on constate sur les graines mises ä germer en presence de l'un des

eluats, toujours le meme (II'), que la radicule des plantules est completement avortee,
seule la tigelle s'est developpee et meme fort bien puisqu'elle represente la longueur
totale et que cette longueur n'est pas plus faible que celle des plantules normales.
Aucune autre zone eluee ne presente une telle particularite, qu'elle provienne de

l'hydrolysat ou du dialysat brut. Avec le dialysat, en effet, lorsqu'une inhibition se

manifeste, la tige et la racine sont egalement affectees. II semble done que l'hydrolyse
dissocie un edifice complexe inhibiteur et que, parmi les substances liberees, l'une,
encore active, agit difleremment.

Nous avons constate egalement que l'hydrolysat possedait un pouvoir stimulant,
qui ne se manifestait qu'apres dilution. En effet, lors de chaque repetition, les dilutions
correspondant ä 4 et 8 fois celle du liquide de cola pur, permettaient son expression
(tabl. 18).
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Tableau 18

Influence sur la croissance du dialysat hydro-
lyse utilise ä une concentration 2fois superieure
ä celle du liquide de cola pur (d=0,5), ä une
concentration egale et ä des dilutions de 4,8 et

16 fois ce liquide.

dilution 1 mm

temoin 44,7
d 0,5 0
d 1 49,6
d 4 76,3 (p 0,01)
d 8 71,7
d 16 60,8

2. Chromatographie sur colonrte du dialysat brut

a) Filtration

Un autre mode de fractionnement fut mis en oeuvre pour isoler le principe actif:
le tamisage moleculaire des substances dialysables par filtration sur gel Sephadex.
La separation ici n'est plus basee sur l'aifinite des substances pour tel ou tel solvant
mais uniquement sur leur taille moleculaire.

Puisque les substances ä fractionner sont dialysables, leur poids moleculaire est

relativement petit et ne peut exceder 30 ä 40.000. Les gels qui permettent une separation

dans le domaine des poids moleculaires de 0 ä 30 000 sont des gels fortement
reticules. Les quatre types de gels sephadex suivants, de reticulation decroissante,

(done de porosite croissante) ont ete utilises: G-10 retardant les substances de poids
moleculaire inferieur ä 700, G-15 Celles de poids inferieur ä 1500, G-25 fractionnant
dans le domaine de 1000 ä 5000 et G-50 de 1500 ä 30 000.

Par filtration sur gels G-10 et G-15, le facteur inhibiteur est totalement exclu.
Son poids moleculaire est done superieur ä 1500. Sur gels G-25 et G-50, il est retarde;
sa sortie est observee, sur G-25, lorsqu'un volume (V-VQ) de 60 ml s'est ecoule; sur
G-50, ce volume d'elution atteint 95 ml. On peut alors evaluer son poids moleculaire

comme etant de l'ordre de 3 ä 5000.

Le pH de chaque fraction a ete mesure, son spectre d'absorption en UV etabli
et son influence sur la croissance recherchee. Les diagrammes exprimant les resultats
obtenus sont represents par les figures 10,11 et 12. Pour alleger les figures, l'ordonnee
d'un point experimental de la courbe de croissance fut assimilee ä celle du temoin

chaque fois que sa valeur n'en etait pas significativement differente. L'examen et la

comparaison de ces figures permettent plusieurs constatations.
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— Ces diagrammes offrent une similitude generale manifestee par une sortie

groupee des substances inhibitrices et une forte alcalinisation d'un certain nombre de

fractions consecutives.

30=300 ml

Fig. 10. — Fractionnement du dialysat du liquide de fruits mürs de Cola gigantea
sur resine Sephadex G-25:

Colonne 2,5 x 40 cm (30 g de gel)
Echantilioii 400 ing lyophilisai dans 4 mi d'eau correspondani ä 18 mi de iiquide
Volume d'elution 350 ml par fractions de 10 ml (elution par l'eau bidistillee).

— En ce qui concerne les deux phases du liquide de C. gigantea, on ne releve

aucune difference entre les profils d'elution apres filtration dans des conditions
identiques (figs. 11 et 12).

— Par contre, la filtration du dialysat de la phase liquide sur deux gels differents
conduit ä des profils d'elution semblables d'allure mais s'ecartant par certains details,
ainsi, l'acidification observee sur les fractions precedant immediatement les fractions
alcalines lors de la filtration sur G-25 ne se retrouve pas en filtrant sur G-50.

— II est interessant de noter la desolidarisation des deux maximums, celui
d'inhibition et celui du pH. Le decalage est particulierement sensible lors des chromatographies

sur G-50, la croissance est depuis longtemps redevenue normale que les

fractions affirment encore un pH egal all. Ainsi, s'il etait besoin de montrer une fois
de plus que le pH ne joue aucun role causal dans l'inhibition, le diagramme de la

figure 11 en fournirait la preuve definitive.



3£me s£ne

60

Fig. 11. — Fractionnement du dialysat de la phase liquide de fruits mürs de Cola gigantea
sur resine Sephadex G-50:

Colonne 2,5 x 40 cm (30 g de gel)
Echantillon 400 mg de lyophilisat dans 4 ml d'eau 48 ml liquide de Cola)
Volume d'elution: 360 ml par fractions de 6 ml (elution par l'eau bidistillee).

I mm

Fig. 12. — Fractionnement du dialysat de la phase gel des fruits de Cola gigantea
sur resine Sephadex G-50:

Colonne 2,5 x 40 cm (30 g de gel)
Echantillon: 400 mg de lyophilisat dans 4 ml d'eau 48 ml de Cola)
Volume d'elution: 475 ml nar frartinn rlfgtml Iitlntinn n»r I'm.. KiHictillA»y
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absorption

— Parmi les fractions inhibitrices, celles qui presentent l'inhibition la plus forte
ont ete determinees par dilution. Pour la Chromatographie de la figure 10, ce sont les

fractions 13 et 14 de pH 8 et 8, 5.

— Sur les diagrammes-figures 10, 11 et 12, on
note deux fractions encadrees (14 et 15, fig. 10, 32 et
33, fig. 11,23,24 fig. 12*). Ce cadre signale qu'un jaunis-
sement des papiers filtres se produit chaque fois que
les graines sont mises ä germer en utilisant ces
fractions. Cette observation peut n'avoir aucune signification

en rapport avec la constitution du liquide de Cola,
toutefois sa Constance au cours de toutes les repetitions
nous incite ä la considerercomme importante. Ce sont.
en effet, toujours les fractions inhibitrices les dernieres
eluees qui reagissent ainsi. Sur G-25, ce jaunissement
correspond au pH le plus eleve. Cette pigmentation
nous a paru digne d'attention en raison de certaines
coincidences: apres hydrolyse, le dialysatdu liquide de

C. gigantea, d'incolore vire au jaune; en outre, rap-
pelons que, si le liquide des fruits de C. gigantea est

incolore, celui de C. chlamydantha est jaune ambre;
il est done possible que des liens existent entre ce

jaunissement et les substances eluees.

Fig. 13. — Spectre d'absorption en U.V. des fractions separees
par filtration sur gel Sephadex; l'ordre des series correspond aux

poids moleculaircs decroissants:

lre serie: fractions inhibitrices,
2e serie: fractions inhibitrices,
3C serie: fractions non inhibitrices alcalines.320 my

— Lors de la filtration sur gel G-50, on remarque, en meme temps que l'unifor-
misation de la portion de courbe des pH precedant l'alcalinisation, l'etalement de la

portion de courbe de pH eleve, tandis que la courbe de croissance garde la meme
allure que celle observee sur G-25. Les substances influen?ant le pH sortent plus tard

tout comme les substances inhibitrices, mais elles sont plus lentement eluees (il faut
50 ml pour eluer les substances inhibitrices sur G-25 et 72 sur G-50, mais alors que
60 ml eluent les substances alcalines sur G-25, il en faut 120 sur G-50). On est ainsi

conduit ä supposer l'existence de 2 series de substances, l'une influen?ant le pH,
l'autre portant l'inhibition. La premiere serie aurait un poids moleculaire un peu plus

* Par omission accidentelle, cet encadrement n'est pas figure sur la figure 12.
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faible que la seconde, elle serait plus retardee mais aussi plus etalee par filtration sur
G-50 qu'elle ne l'etait sur G-25. Le chevauchement des deux series, plus ou moins
decale suivant le gel, pourrait expliquer la legere difference d'allure presentee par les

courbes des pH.

b) Spectre d'absorption en UV des fractions,

Le spectre d'absorption en UV a ete etabli pour chacune des fractions. De la
confrontation de tous les spectres obtenus, reproductibles lors des repetitions, il
ressort que les fractions inhibitrices se separent en 2 categories: la premiere groupe
les fractions 19 ä 21 de la figure 12, 28 ä 31 de la figure 11 et 12 ä 14 de la figure 10,

ces fractions absorbent les radiations U.V. avec une intensite croissant rapidement
lorsque la longueur d'onde diminue, avec un plateau ä 256 mp; la seconde categorie

groupe les fractions 22 ä 25 de la figure 12, 32 ä 36 de la figure 11 et 15 a 16 de la

figure 10, dont l'intensite d'absorption augmente egalement rapidement lorsque la

longueur d'onde diminue ä partir de 320 mp mais elles presentent un maximum bien

marque ä 275 m,u. On remarque que les pH de la premiere serie sont plus faibles que
ceux de la seconde, mais des ajustements respectifs permettant de comparer les

spectres ä meme pH, ont montre que ces caracteristiques etaient maintenues.
Ainsi la filtration sur gel permet de separer, non plus comme nous le croyions

deux categories de substances, mais trois, enoncees par poids moleculaires decrois-
sants 1 et dont les spectres sont reproduits figure 13.

1°. substances inhibitrices presentant un plateau d'absorption ä 256 m^t.
2°. substances inhibitrices, offrant un maximum d'absorption ä 275 m/t.
3°. substances alcalines n'absorbant pas.

II y a recouvrement entre fin d'elution des substances de la deuxieme serie et
debut d'elution de Celles de la troisieme. La position de ces trois series de substances

est delimitee sur la figure 11.

c) Chromatographie analytique des fractions

Pour preciser la nature des substances eluees, des chromatographies analytiques
furent realisees pour chacune des fractions d'une filtration. Deux methodes furent
appliquees. L'une soumit ä la Chromatographie analytique sur couche mince, selon la

technique habituelle, ce qui restait des fractions d'une filtration apres etablissement
d'un diagramme du type de celui de la figure 11; le volume restant apres les tests de

germination est, dans ce cas, evidemment restreint ä quelques millilitres; cette
faible quantite de liquide etait alors laissee ä evaporer en chambre froide jusqu'ä
reduction ä 1 ä 2 gouttes avec lesquelles la Chromatographie etait realisee. L'autre
methode permit de travailler sur des volumes plus importants en supprimant la

1 Cette distinction des poids moleculaires en fonction de leur volume d'elution est theorique.
En pratique, deux substances de meme taille moleculaire peuvent sortir separement de la colonne
si l'une est plus absorbee que l'autre.
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recherche de l'influence des fractions sur la croissance; seule la courbe des pH et les

spectres des fractions furent etablis et la categorisation des tubes determinee en

Fig. 14. — Chromatographie analytique des fractions recueillies ä diverses phases de l'Elution
au cours d'une filtration sur gel Sephadex G-50 du dialysat du liquide total de C. gigantea.

Apres Etablissement de la courbe des pH, le volume global des fractions
de chaque zone representee sur la figure fut lyophilise

puis dissous dans 1 ml d'eau pour analyse sur couche mince:
Revelation: Ninhydrine (N) zones hachurees rouge ä violet

zones pointillees jaune
lode (I) zones noires brun fonce

zones quadrillees brun
zones hachurees brun pale.

Fluorescence: par excitation avec les radiations U.V. 366 rri[x
Absorption des radiations U.V. 254 m(x determinee par examen des chromatogrammes

sur cellulose MN 300 U.V. 254 et silice HF 254.

reference ä ces donnees. Les volumes ä chromatographier etaient alors assez impor-
tants pour etre concentres par lyophilisation. Les resultats obtenus sont schematises

figure 14.

Les differences qu'exprime cette figure se resument ainsi:

— Originalite des fractions 10 et 11 qui recueillent la majorite des constituants
les moins mobiles. Ces substances sont ä la fois fluorescentes ä 366 m/t et absorbent
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les radiations ä 254 m^. Or, nous avons vu, figure 11, que ces fractions se distinguent
precisement par un plateau d'absorption ä 256 m/r. Par ailleurs, avec les fractions
12 a 15, elles sont totalemnt inhibitrices.

— Les fractions suivantes, 12 et 13, absorbent egalement ä 254 m/i. Elles sont
moins fluorescentes, et ne contiennent pas la partie la moins mobile.

— Les fractions 14 et 15 ne different guere de 12 et 13.

— La fraction 16 est singuliere; eile est tres fluorescente et apparait etre la seule

ä contenir la substance tres mobile revelable sur diagramme total par sa fluorescence;

non colorable par la ninhydrine, eile absorbe peu intensement les vapeurs d'iode.
Cette fraction 16 absorbe legerement ä 254 m/t.

— Les autres fractions n'absorbent plus ä 254 mfi, ne se colorent plus en jaune

par la ninhydrine, ne sont plus fluorescentes et semblent renfermer cependant une

partie des substances dejä eluees.

En resume, les substances inhibitrices sont eluees

les premieres, ne sont pas les plus alcalines, absorbent
ä 254 m/t, sont fluorescentes ä 366 mfi. Les substances

alcalines qui ne sont plus inhibitrices, n'absorbent

pas ä 254 rn/t, ne sont pas fluorescentes, ne se colorent

pas en jaune par la ninhydrine.
Ces chromatographies sont relatives au dialysat du

liquide total de C. gigantea. Si maintenant nous analy-
sons sur couche mince les fractions provenant des filtra-
tions sur resine des dialysats des phases separees (fig.
11 et 12), nous constatons quelques differences entre
certaines fractions homologues suivant qu'elles pro-
viennent de la phase gel ou de la phase liquide.

Les chromatogrammes (fig. 15) des fractions 19 et

surtout 20 relatives ä la phase gel (fig. 12) sont tout ä

fait singuliers.

Fig. 15. — Chromatographie sur couche mince (cellulose MN
300, butanol-acide acetique-eau 6:2:2) des fractions 19 et 20
provenant de la filtration sur resine Sephadex G-50 du dialysat
de la phase gel du liquide de C. gigantea representee figure 12.

(T dialysat total de la phase gel, 19 et 20 n°des fractions.)

front

19 20

L'abondance des taches mobiles est deconcertante car elle ne figure pas sur le

temoin. La repetition de cette figure, avec les fractions correspondant au meme
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volume d'elution lors de repetitions, exclut l'hypothese d'impuretes. Cette difference

entre temoin et fractions 19 et 20 ne peut s'expliquer que par une difference de

concentration; ces substances mobiles seraient relativement plusconcentrees dans les

fractions 19 et 20 que dans le dialysat total. Par ailleurs, la filtration sur resine G-50
du dialysat de la phase liquide ne permet pas de retrouver des fractions analogues aux
fractions 19 et 20. Ainsi, le gel retiendrait selectivement les substances figurees ä ce

niveau, substances quantitativement mineures, mais peut-etre importantes en ce qui
concerne 1'inhibition.

Pour verifier cette hypothese, des chromatographies preparatives ont ete reprises,

identiques ä Celles rapportees dans les tableaux 16 et 17, mais en testant parallelement
et comparativement les dialysats de la phase liquide et de la phase gel. Les resultats
sont groupes dans le tableau 19.

Tableau 19

Influence comparee sur la croissance des zones chromatographiques relatives aux dialysats
de la phase liquide et de la phase get du liquide de C. gigantea.

zones 6luees D I
'

II ill IV V F

temoins, 1 mm 52,6 45,6 43,5 30,5 43,5 39,3 44,7

dial, phase gel, 1 mm 51,3 38,9 1,3 25,2 1,0 0 0

dial, phase liquide, 1 mm 44,5 36,1 9,5 24,6 17,5 19,5 0

Les zones IV et V inhibent, en effet, la croissance si elles sont relatives ä la phase

gel, Celles de la phase liquide permettent une croissance peu significativement differente
de celle des temoins.

Par ailleurs, la zone front renferme une substance activement inhibitrice quelle

que soit la phase consideree: cette substane est, nous l'avons vu, fluorescente ä

366 m/i, absorbe les vapeurs d'iode mais ne reagit pas avec la ninhydrine.
En conclusion, le facteur inhibiteur est un edifice moleculaire complexe dont le

poids moleculaire est de l'ordre de 3 ä 5000. Cet arrangement moleculaire resulte de

la combinaison de plusieurs substances plus ou moins associees par des liaisons non
peptidiques en grande partie detruites par hydrolyse acide. Ces substances seraient au

nombre de 7: 4 principales associees et 3 de beaucoup moindre importance quantitative

et fibres; les fonctions qui les caracterisent respectivement sont resumees dans le

tableau 20.

Pour les substances fibres: celle qui migre avec le front (zone F) est presente dans

les dialysats des deux phases du liquide de C. gigantea. Elle est alteree par Thydrolyse
acide.
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Tableau 20

Caracteristiques des substances responsables du pouvoir inhibiteur du liquide de fruits de C. gigantea

substance

1

zone correspondante
du chromatogramme

figure 8
degrä d'inhibition propn6t6s et foncttons

1 3 + + + non fluorescente
fonction iminee (jaune ä la

ninhydrine)
absorption des vapeurs d'iode
pH> 6

reductrice

1/5
Ü

2 4 + + fluorescente ä 366 mp
fonction aminee (violet ä la

ninhydrine)
absorption de vapeurs d'iode
pK> 6

reductrice

aO
t/5
C/5
cd

3 5, '/!< + + fluorescente ä 336 mp
fonction aminee (rouge ä la

ninhydrine)
pH> 6

reductrice

4 5, '/z> + + tres fluorescente ä 366 mp
fonction aminee (violette ä la

ninhydrine)
n'absorbe pas 1'iode

pH voisin de 6

reductrice
fonction aminee sur noyau

pyrimidique

I

libres

j 5 6 + non fluorescente ä 366 mp
fonction aminee (violette ä la

ninhydrine)
absorbe les vapeurs d'iode
pH voisin de 6

retenue par la phase gel

6 7 + fluorescente ä 366 mp
absorbe les vapeurs d'iode
pH voisin de 6

retenue par la phase gel

7 zone frontale + + + absorbe les vapeurs d'iode
pas de fonction aminee
pH voisin de 6

Archives des Sciences. Vol. 23, fasc. 1, 1970. 13
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Les substances des deux zones chromatographiques 5 et 6 sont egalement
inhibitrices, mais ä un degre moindre et paraissent etre selectivement retenues par le

gel lors de la separation des deux phases, mais non lors de la dialyse.
Parmi les substances associees celle qui se colore en jaune ä la ninhydrine est la

plus inhibitrice.
Ces substances associees sont dissociees par hydrolyse acide. Les substances

fluorescentes en particulier se separent en 3 dont Tune reagit singulierement avec
l'iode.

V. CONCLUSIONS

Proprietes physico-chimiques et biologiques des liquides

Les deux especes Cola chlamydantha et Cola gigantea contiennent dans leurs
fruits des quantites appreciates d'un liquide qui inhibe la germination des graines et

stoppe la croissance des plantules des diverses especes testees. Le liquide de C. gigantea
est plus actif que celui de C. chlamydantha. La maturation des fruits diminue l'activite
du liquide du second mais n'entame pas celle du premier, au moins dans les limites
des degres de maturite observes. Les deux liquides sont alcalins, riches en ions

potassium. Le facteur inhibiteur et les substances responsables de l'alcalinite des

liquides sont dialysables. Le liquide de C. chlamydantha est homogene, celui de

C. gigantea se separe en 2 phases, l'une liquide, l'autre gelifiee.
Par dialyse, le facteur inhibiteur est totalement elimine du liquide de C. chlamydantha

et He la phase liquide de C. gigantea. II ne peut etre exclu totalement de la

phase gel de C. gigantea qui reste inhibitrice apres dialyse alors que les autres liquides,
apres dialyse, non seulement ne sont plus inhibiteurs mais revelent une action
stimulante.

L'alcalinite est liee aux ions potassium; elle n'est pas responsable de l'inhibition.

Analyse et fractionnement du facteur inhibiteur

du liquide de Cola gigantea

Par Chromatographie analytique, l'heterogeneite des substances dialysables est
revelee. Sept zones de reactivites differentes peuvent etre distinguees. La plupart
reagissent positivement avec la ninhydrine, absorbent les vapeurs d'iode; certaines

sont fluorescentes ä 366 mp.

Par Chromatographie preparative sur couche mince, le pouvoir inhibiteur a pu
etre attribue ä plusieurs des zones revelees; l'une d'entre elles contient plusieurs
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substances associees que Ton ne peut fractionner que par hydrolyse acide. L'inhibition
est egalement liee ä deux substances aminees libres, de Rf eleve, plus abondantes dans

la phase gelifiee que dans la phase liquide, ainsi qu'ä une substance non aminee

situee au niveau du front.

Par filtration sur gel Sephadex, le facteur inhibiteur est elue dans plusieurs
fractions consecutives groupees. La filtration sur gel G-50 permet une dissociation des

produits inhibiteurs et alcalinisants. Trois categories de substances sont ainsi separees,

qui se classent, par poids moleculaires decroissants, de la faqon suivante:

1. Substances inhibitrices presentant un plateau d'absorption dans l'U.V.ä 256 mp,
2. Substances inhibitrices, offrant un maximum d'absorption ä 275 mp,
3. Substances alcalines, n'absorbant pas.

Les deux substances aminees libres, de pH voisin de 6, les plus mobiles par
developpement ä l'aide du melange butanol-acide acetique-eau 6:2:2, appartiennent
ä la premiere serie et sont surtout decelables dans les fractions relatives ä la phase gel.
Les substances associees, les plus importantes quantitativement, appartiennent ä la

deuxieme serie. Une partie de ces substances, hormis celle qui reagit par une coloration
jaune avec la ninhydrine, se retrouve dans la troisieme serie.

Par hydrolyse acide, le chromatogramme est modifie et le pouvoir inhibiteur est

amoindri mais non detruit. Une inhibition totale peut encore etre obtenue mais

seulement avec des concentrations 8 fois plus fortes. L'inhibition, imputable ä une

zone chromatographique de faible Rf, se manifeste de faqon tres particuliere, eile

provoque un avortement complet des radicules mais permet le developpement normal
de la tige. Le dialysat brut alterait la croissance de chaque partie de la plantule.

D'autre part, une certaine stimulation avait ete observee par dilution des dialy-
sats, cette stimulation existe toujours apres hydrolyse et se manifeste meme plus
nettement puisque la difference est tres significative entre la croissance moyenne des

temoins et celles relatives aux hydrolysats dilues 4 et 8 fois par rapport au liquide
de cola.

* * *

Les resultats des essais relates dans ce travail nous incitent ä poursuivre les

recherches dans cette voie pour approfondir certains resultats et en preciser d'autres;
ainsi, certains essais seront repris sur les fruits de la prochaine recolte afin de suivre

avec une grande precision les etapes de la maturation. Par ailleurs, nous etablissons,
dans un travail ä paraitre dans «Candollea» (1er numero de 1970), un parallele plus
complet et plus detaille entre les 2 especes Cola gigantea et Cola chlamydantha; une

bibliographie globale sera fournie egalement dans ce prochain article.
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