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Etude de l'allongement de sections d'epieotyles
(comparaison de tests auxiniques)

Par P.-E. Pilet et G. Collet

Laboratoire de Physiologie vegetale / Universite de Lausanne

Manusorit re£u le 30 mars 1959

Avant-propos

Pour doser les hormones de croissance des racines dn Lens (techniques

hiochromatographiques), nous avons utilise, pour l'analyse biologi-
que, un test racine que nous avons appele test R et qui etait identique au
materiel employe pour l'extraction des composes auxiniques (13). Cette
similitude entre le sujet et le test, presente, on peut s'en rendre facilement
compte, de gros avantages. On s'est servi du meme test, en utilisant
parallelement le test coleoptile pour analyser les substances agissant sur
la croissance et contenues dans les amandes du Bigarreau (14). L'emploi
simultane de deux tests differents nous a paru indispensable pour determiner

la nature des facteurs actifs.
II nous fallait done, pour l'analyse des auxines des racines du Lens,

deux tests differents quant a leur comportement ä l'egard des auxines,
mais identiques quant a leur provenance biologique.

Dans un travail preliminaire (12), nous avons eu recours tout ä la
fois, au test R et ä un second test correspondant ä des sections de tiges
du Lens et que nous avons baptise test T. La reactivite, vis-ä-vis des
substances de croissance, de ces deux tests, issus tous deux de plantules du
Lens, etant tres differente, eile nous a permis de mettre en evidence des

composes assurant une stimulation (accelerateurs) ou une reduction (in-
hibiteurs) de l'allongement des tests R et T ou encore une acceleration
de croissance du test T et une inhibition d'allongement du test R (composes

auxiniques).
D'autre part, les experiences que nous poursuivons sur le mecanisme

d'action des gibberellines en general et de l'acide gibberellique en parti-
culier1, en relation avec le metabolisme auxinique (11, 15), nous ont conduit

ä preferer un test base sur l'emploi de sections d'epieotyles plutöt
que de fragments de racines dont les reponses a un traitement a l'acide

1 Une partie des recherches relatives ä ces problemes font l'objet d'un travail de

doctorat que G. Collet prepare dans notre laboratoire.
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gibberellique sont plus delicates ä interpreter. C'est pourquoi, nous avons
cherche ä perfectionner le test T, en ameliorant la methode de preparation
et de dosage.

Ce travail a precisement pour but la presentation d'une nouvelle
technique, plus rationnelle, relative a ce test T. Nous etudierons en outre
les variations de ce test et nous donnerons quelques-uns des resultats
preliminaires obtenus ä propos de Taction de l'acide ß indolyl-acetique
(ABIA) et de l'acide gibberellique. Nous comparerons, en guise de
conclusion, les deux tests T et R.

Quelques travaux

Si les premiers dosages auxiniques qui porterent sur des tiges con-
cernaient essentiellement des organes entiers, il faut attendre 1949, date
ä laquelle Galston et Hand (4) mesurent Tallongement de fragments de
tiges du Pisum; cette methode sera amelioree par GalstonetBa ker (3).
Pacheco (10) utilise un test semblable mais moins precis (section de
tige du Lens). Miller (8), Leopold et Guernsey (7), Christiansen
et Thimann (2), Brian et Hemming (1) reprennent et perfectionnent
le test Pisum de Galston. Mentionnons encore le test de Nitsch et
Nitsch (9) qui porte lui, non pas exactement sur des tiges, mais sur le
mesocotyle d'Avena. Pilet (12) avait utilise deja, pour des dosages bio-
chromatographiques, des sections d'epicotyles du Lens. Nous avons re-
pris et ameliore ce test et l'objet de ce travail consiste precisement dans
la description de cette nouvelle methode.

Materiel et methode

a) Preparation du materiel: les graines du Lens culinaris (var. Medikus)
sont imbibees dans de l'eau deionisee (25° C, obscurite). Apres 12 h,
on les met germer dans des boites de Petri sur papier filtre humide
(memes conditions). Apres 24 h, on selectionne les plantules en ne
conservant que Celles dont les racines mesurent 3 mm ± 1

• On les
depose dans de la vermiculite saturee d'eau deionisee (6 par godet).
La croissance se poursuit dans une etuve speciale (25° C ±0,2), ä
l'obscurite et dans une atmosphere saturee et ventilee. Lorsque les
epicotyles mesurent 40 mm ±5 (apres 6 a 8 jours), on procede a la
preparation du test.

b) Preparation du test: a l'aide d'un emporte-piece, on decoupe les frag¬
ments de 5 ou 10 mm, dans le deuxieme entre-noeud (portion supe-
rieure). Ces sections sont lavees et deposees provisoirement dans la
solution de Loocke. Puis on les repartit dans des petites boites de
Petri (diametre 42 mm) contenant 4 ml de solution (tampon phos-
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phate, pH 6,1, 2% de saccharose). Pour chaque essai, on utilise 60
fragments (20 par boite). Ces godets sont agites ä raison de 100 trajets/
min et conserves ä l'obscurite (25° C) dans un incubateur particulier

Figure 1

Schema de l'etuve speciale, com-
prenant un chariot mü par un petit
moteur permettant une agitation
de 100 trajets par min (amplitude

du mouvement: 35 mm)
Pt: paroi interieure
P2: paroi exterieure

CH: chariot G: godet
TH: thermostat
A: axe d'entrainement

R: rotor M: moteur

(figure 1). Pratiquement, les mesures se font apres 9 h (sections de
5 mm) et 12 h (sections de 10 mm), ä l'aide d'une loupe (grossissement
10x) et d'un oculaire micrometrique (precision: ±0,1 mm).

Croissance de fragments de 5 mm

Afin d'etudier comment variait la reponse des sections traitees ä1'ABIA,
les mesures ont ete repetees a des moments differents (de 0 ä 24 h). A cet
effet, la solution active est retiree des godets par aspiration. Apres la
mesure, on remet une autre solution fraiche et equivalente. Les resultats
rapportes dans le tableau 1 permettent les conclusions suivantes:

1. Dans les conditions de culture precedemment decrites, les sections
temoins (sans ABIA) presentent un allongement caracteristique.

2. En fonction du temps, on peut constater que les reponses ä l'ABIA
sont differentes (voir plus bas).

3. C'est en moyenne autour de 1 • 10 5 M d'ABIA que l'allongement est
le plus grand.

Pour trois concentrations distinctes (1-10~8, 1-10~4 et 1 • 10 "3 M),
nous avons etudie les variations d'allongement en fonction du temps; les
resultats rapportes dans la figure 2 autorisent les remarques suivantes:
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1. C'est apres 9 h que la reponse est la plus forte.
2. Au-delä et pour des concentrations relativement faibles, le % d'allonge-

ment est reduit.
3. Pour des concentrations superieures, il y a inhibition qui pour 1 • 10~3

M croit avec le temps.
4. Comme nous le revelons plus haut, c'est pour 1 • 10~5 M que la stimulation

est optimale.

Tableau 1

Allongement absolu (mm) et relatif (%) de sections de 5 mm d'epicotyle du Lens (second
entre-nceud) placees dans 4 ml de solution auxinique (voir texte). Mesures apres 6 et 9 h

(moyennes calculees pour 60 fragments)

Valeurs Temps

Concentrations d'ABIA (en M)

5-10-" 1-10-» l-io-* 1 lO"3 5-10-3

Allongement
absolu1 6 h 6,32 6,47 6,72 6,44 6,36 6,21

5 h 6,41 6,51 6,90 6,63 6,45 6,04

Allongement
relatif2 6 h + 11,59 + 30,53 + 8,70 + 3,05 — 8,30

9 h — + 7,09 + 34,80 + 15,30 + 2,40 —26,20

1 Longueur moyenne d'une section en mm
2 La valeur est doirnee en %:

A TR — A TE A TR: variation d'allongement du lot traite
A TE A TE: variation d'allongement du lot temoin

Croissance de fragments de 10 mm

Comme precedemment, nous allons determiner en fonction du temps
et de la concentration en ABIA, les reponses des sections de 10 mm. Les
resultats reportes dans la figure 3 montrent que la croissance est tres
fortement stimulee pour la concentration de 1 • 10 4 M et que l'allonge-
ment est maximum apres 12 h.

Comparaison entre la croissance des fragments de 5 et 10 mm

Pour faciliter la discussion, nous designerons les fragments de 5 mm
par Tg et ceux de 10 mm par T10. A premiere vue la sensibilite de T10 est
plus forte que Celle de T5. En fait, il ne s'agit la que d'une apparence, car
1. dans le calcul des % on fait intervenir la longueur initiale qui est diffe-
rente suivant le lot considere; 2. les variations du lot temoin (sans ABIA)
sont susceptibles de fausser l'appreciation des mesures ainsi qu'on peut
le voir dans le tableau 2.
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Tableau 2

Variations d'allongement du lot temoin (sections de 5 mm: T5 et de 10 mm: T10) en pre¬
sence d'une solution tampon (pH: 6,1) + saccharose (2%).

Conditions de culture, voir page 49

Observations apr&s
Lots Caracteristiques

12 h 24h

t5
Ld 5 mm Lt en mm 6,55 6,57

A L en mm 1,55 1,57
<p en X1 31,0 31,4
dL/dt* 1,55 0,02

T10

L0 10 mm Lt en mm 11,61 11,84

A L en mm 1,61 1,84
V en X1 16,1 18,4
dL/dt* 1,61 2,3

100 • (L/L0) 2 en mm/12 h

Ce meme tableau montre clairement qu'il est inutile, pour le test de-
finitif, de poursuivre des mesures au-delä de 12 h, puisque la vitesse
d'allongement apres ce temps, est considerablement reduite. Le test T6 pre-
sente sur le test T10 un certain nombre d'avantages que nous examinerons
brievement:
1. Ainsi que le montre nettement le tableau 2, l'allongement relatif du

lot temoin est plus grand pour T5 que pour T10.
2. Si l'on compare les figures 2 et 3, on constate que le test T6 est plus

sensible, puisque le maximum de reaction est observe pour une
concentration plus faible (1 • I0 -5 M au lieu de 1 10"4 M). On peut expli-
quer cette difference de reactivite en faisant intervenir le pouvoir de
penetration de l'ABIA qui est evidemment superieur pour des sections
plus petites.

3. II est en outre plus aise de prelever des fragments de 5 mm que des
sections de 10 mm dans le second entre-noeud. On evite ainsi d'avoir
sur la section des bourgeons axillaires qui compliqueraient les reactions
de croissance. Ajoutons que l'entre-noeud n'atteint pas toujours 10 mm.

4. La mesure de l'allongement de T5 est enfin plus commode, car eile peut
se faire a la loupe et au micrometre oculaire avec une precision de
AO, 1 mm, alors que pour T10, dont les sections sont generalement
plus grandes que le diametre du champ d'observation, la precision
sera evidemment inferieure.

Pour ces differentes raisons, nous avons decide d'adopter exclusive-
ment pour les essais qui vont suivre des sections d'epicotyle de ö mm (T5).
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0 6 <2 18 24

Figure 2

Acceleration (+) et inhibition (—)
d'allongement en % (calculees par
rapport au lot temoin) du test Ts
en fonction du temps et pour 3

concentrations d'ABIA. Chaque
point represente la moyenne de 60

fragments

12 H

18 H

^>24H

Figure 3

Stimulation d'allongement en % de
fragments de 10 mm, en fonction de la concentration

de l'ABIA (en M). Mesures apres
differentes periodes de culture. Chaque
point represente la moyenne de 60 frag¬

ments
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Effet de position
II etait interessant de voir dans quelle mesure la position de la

section dans l'entre-nceud et la longueur de celui-ci pouvaient influencer
l'allongement des fragments utilises comme test. A cet effet nous avons
preleve sur des deuxiemes entre-nceuds de dimensions variables (10 ä
40 mm) des sections de 5 mm soit dans la region superieure, soit dans la
region mediane. Les resultats reportes dans le tableau 3 autorisent les re-
marques suivantes:
1. Si la section provient de la region superieure de l'entre-nceud, son

allongement est plus grand.
2. Plus l'entre-nceud est long, moins la croissance de la section est forte.

Tableau 3

Effet de position des sections de 5 mm prelevees sur le second entre-nceud
dont la longueur varie; mesure apres 9 h (L9)

Longueur de l'entre-noeud
en mm ± 5

Regions de l'entre-noeud

superieures införieures

r, L» A L % L„ L, 1 %

10 5 6,23 1,23 24,6 5 6,23 1,23 24,6
20 5 6,03 1,03 20,6 5 5,75 0,75 15,1
30 5 6,06 1,06 21,2 5 5,60 0,60 12,0
40 5 5,91 0,91 18,2 - — —

Pourtant au sujet de cette seconde observation, il nous faut noter
que des essais realises avec des entre-noeuds plus petits que 10 mm, nous
ont donne des allongements plus faibles.

Action de I'acide gibberellique
Afin de preciser le mode d'action des gibberellines sur la croissance,

nous avons realise toute une serie d'essais comparables a ceux que Haya-
shi et Murakami (6), Brian et Hemming (1) et Galston et Warburg
(5) ont entrepris sur des sections de tiges. A titre d'exemple et en guise
d application du test T, nous donnerons dans le tableau 4 quelques resultats

preliminaires relatifs ä Taction de I'acide gibberellique1 sur l'allongement
de sections d'epicotyle du Lens.

L'examen du tableau 4 suggere les conclusions suivantes:
1. L'acide gibberellique (AGB) n'a pratiquement aucune action sur

l'allongement du test T.

1 Ce produit nous a aimablement ete offert par le Departement de recherches chimi-
ques de la Maison Abbott (North Chicago). Nous tenons a remercier M. P. Gaimardpour
sa constante obligeance.
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2. La stimulation de croissance provoquee par l'ABIA seulest nettement
augmentee si on aj oute a la solution auxinique de l'AGB.

3. Apres 9 h, cet effet est d'autant plus accuse que la concentration en
AGB est plus forte.

4. Ces observations qui confirment Celles de Brian et Hemming (1),

indiquent clairement que l'AGB ne peut accelerer les processus
d'elongation qu'en presence d'ABIA.

Tableau 4

Action de l'acide gibberellique (AGB) seul ou en presence d'ABIA sur le test T

Essais Mesures
apres

Timoins Concentration d'AGB en M

AGB 10-OJ M
ABIA 10" 00 M

AGB 10-GOM
ABIA 10—00 M

10-5 10-» 10-s

I. AGB seul
a) Longueur1 9 h 6,34 — 6,31 6,35 6,37

12 h 6,54 — 6,37 6,46 6,60

b) % 9 h 0 — — 2,2 + 0,7 + 2,2
12 h 0 — —11,0 —5,2 + 3,9

II. AGB +
ABIA (10"s M)
a) Longueur 9 h 6,42 6,97 7,19 7,25 7,45

12 h 7,02 7,46 7,56 7,47 7,64

b) % 9 h 0 + 35,2 + 54,2 + 58,4 + 72,5
12 h 0 + 21,8 + 26,7 + 22,3 + 30,7

Comparaison des tests R et T

Ainsi, le meme materiel biologique nous permet de preparer deux
tests distincts dont l'un est obtenu ä partir de racines (test R) et l'autre
ä partir de tiges (test T). II nous a paru interessant de comparer tout
d'abord les caracteristiques de ces deux tests et nous avons reporte ä cet

effet, dans le tableau 5, les elements essentiels des deux methodes (voir 13).

Comparons maintenant les courbes d'action de ces tests et reportons
pour la gamme des concentrations entre lesquelles ces tests peuvent etre
efficacement employes, leur activite biologique (% de croissance). Les
resultats sont reportes dans la figure 4 et permettent les conclusions sui-
vantes:

1. Si le test R est essentiellement un test d'inhibition, le test T lui, est

un test de stimulation.
2. Le test R est plus sensible que le test T, puisqu'il permet de travailler

ä des concentrations plus faibles.

1 La longueur est donnee en mm (moyenne pour 60 sections).
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3. La zone oü les concentrations sont efficaces differe pour ces deux tests,
et si l'on peut utiliser le test R entre 4-10~3y / 10 ml et 1 y I 10 ml, le
test T est actif entre 2y / 10 ml et 8 • 103y / 10 ml.

4. II s'ensuit que ces deux tests sont complementaires et que leur emploi
simultane permet de travailler pratiquement entre 4-10~3 et 8 • 103 y /
10 ml.

Tableau 5

Comparaison (caracteristiques des techniques) des tests R et T
Test R: section de racines du Lens

Test T: section de tiges du Lens

Caracteristiques Test It Test T

Fragments:
Nature pointe de racine entre-noeud d'epicotyle
Longueur 5 mm 5 mm
Nombre de sections/

essai 100 60

Solutions:
Volume 10 ml 4 ml
Concentration en

glucose 5•10~6 M —
saccharose — 6•10~2M

pH 5,7 6,1

Culture:
Temperature 20,5° C 25° C
Nature sur filtre immersion, agitation
Mesure de l'allonge-

ment apres 48 h 9 h

Conclusion

Grace au test R (13), nous avions la possibility de doser des quantites
relativement faibles d'ABIA. Le test T (12), moins sensible, nous permet
de «titrer» des concentrations plus elevees d'ABIA. Ainsi, ces deux tests
facilitent l'analyse des composes auxiniques puisqu'en les utilisant simul-
tanement, il est desormais possible de doser des concentrations d'ABIA
allant de 2 • 10~9 M ä 4 • 10~3 M.

Si le test T est avant tout un test d'acceleration de croissance, le test
R est un test d'inhibition d'allongement. L'action des auxines sur ces
deux tests complementaires est par consequent fondamentalement
differente1, c'est pourquoi leur utilisation parallele peut permettre un
certain nombre de comparaisons interessantes.

1 P.-E. Pilet: L'action des auxines sur la croissance des cellules, «Handbuch der
Pflanzenphysiologie, W. Ruhland Ed., Springer Verlag, Berlin, 1959».
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Dans la mesure du possible, il convient d'employer pour l'analyse
des composes actifs sur la croissance et extraits d'un materiel donne, un
test proche de ce materiel. Nous avions, dans nos recherches precedentes,
utilise le test R (13), nous avons maintenant la possibilite de nous servir
d'un test T dont la preparation est plus rationnelle que Celle qui avait ete
decrite precedemment (12).

Figure 4

Comparaison des courbes d'action des tests R et T.
En abscisses sont reportees, suivant une echelle logarithmique, les diverses
concentrations utilisees. En ordonnees, la reaction d'allongement en %

+ : Stimulation; —: inhibition).
La courbe du test R a ete reprise d'un travail anterieur (Pilet, 13) et la
courbe du test T a ete etablie ä partir des resultats analyses dans cette etude

L'emploi simultane de deux tests biologiques (R et T) est d'un grand
interet pour dissocier des facteurs de croissance, isoles par exemple par
Chromatographie (14). La reactivite differentielle de sections de racines
et d'epicotyles permettant de distinguer des composes identiques ä l'ABIA
(qui le plus souvent vont entrainer une inhibition d'allongement du test R
et une stimulation de croissance du test T), de ceux qu'on peut ranger
parmi les inhibiteurs (reduction de l'allongement des tests R et T) ou les
accelerateurs (accroissement d'allongement des tests R et T).

Ajoutons que l'emploi du test T nous a permis de preciser une des

proprietes de l'acide gibberellique, substance qui ne se montre capable de
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stimuler la croissance de sections de tiges qu'en presence d'ABIA; dans
ce cas, l'acceleration observee est beaucoup plus forte que celle qu'on ob-
tient avec de l'ABIA seul.
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