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Gradients biochimiques radiculaires

II. Auxines et respiration

Par P.-E. Pilet et M. Kohr1

Laboratoire de Physiologie vegetale / Universite de Lausanne

Manuscrit re§u le 10 juillet 1959

Avant-propos

La mise en evidence, tout au long de l'axe d'un organe determine,
de proprietes morphologiques, physiologiques et biochimiques, permet
d'etablir des «gradients» dont les variations propres peuvent fournir
d'utiles renseignements relatifs aux caracteristiques metaboliques des
divers tissus etudies.

Depuis quelques annees, nous nous sommes attaches, en utilisant la
racine du Lens, a la determination des gradients auxinique (13, 14, 20)
et auxines-oxydasique (15, 16, 23) d'abord, biophysiques (25) et
biochimiques (17, 26) ensuite. II pouvait etre interessant d'aborder sur le
meme materiel l'etude des gradients respiratoires dont les variations
traduisent bien souvent un etat metabolique particulier. La compa-
raison de tels gradients avec ceux qui furent precedemment etablis
fournira des renseignements indirects sur les interactions probables entre
les auxines et les processus d'absorption d'oxygene.

Quelques travaux

Les travaux precedemment consacres ä l'etude des gradients respiratoires

presentent une remarquable concordance dans les resultats, malgre
la grande diversite du materiel employe. Lund et Kenyon (11) sur
des racines d'oignon, montrent que le bleu de methylene se decolore
d'autant plus que l'on se rapproche de la pointe. Prevot et Steward
(27) confirment sur l'orge ces observations. Baldovinos (2) constate que
l'absorption d'oxygene, rapportee a la teneur en azote total, est maximum
dans la zone d'elongation de la racine de mais. Wanner (30) confirme
sur l'oignon ces resultats en montrant que, rapportee non seulement a
la teneur en azote, mais aussi au nombre de cellules de chaque portion

1 Ce travail fait l'objet d'une partie de la these de doctorat que M.Kobr prepare
dans notre laboratoire.
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radiculaire, la respiration est maximum dans la zone d'elongation. En
exprimant l'oxygene absorbe par unite de volume, Machlis (12) sur
l'orge, obtient une courbe dont le maximum est situe au niveau de la
pointe. Eliasson (7), utilisant des racines de ble cultivees sterilement,
montre que, par unite de longueur, l'oxygene est absorbe davantage dans la
zone de 0-2 mm, alors que, rapportee ä l'azote total, c'est dans la zone
de 1—7 mm que la respiration est la plus forte. Brown et Broadbent (5),
travaillant sur le pois, trouvent une absorption maximum situee dans la
pointe si l'oxygene est ramene au nombre de sections, dans la zone mediane
s'il est exprime par unite de cellules. Les quelques divergences observees
sont essentiellement dues ä la nature des criteres de reference adoptes.
Une fois de plus, nous tenons ä relever l'interet qu'il y a, dans une etude
consacree aux gradients biochimiques, ä rapporter les donnees obtenues
ä l'aide de plusieurs modes d'expression (voir 26).

Materiel

Nos essais ont porte sur des racines (18 mm) du Lens culinaris, pro-
venant de graines traitees de la fa§on suivante:

Apres une imbibition de 15 heures dans de l'eau deionisee, les semences
sont mises en germination en boites de Petri sur papier filtre humide ä

l'etuve (25° C, obscurite). Apres 24 heures, on les selectionne en ne conser-
vant que Celles dont les racines mesurent 3 mm ±1. Ces plantules sont
replacees dans les memes conditions et, apres 36 heures, on choisit celles
dont les racines mesurent 18 mm ±2.

Methode

a) Preparation des fragments

Les racines sont sectionnees en fragments de 3 mm a l'aide d'une
«guillotine» decrite ailleurs (21). Pour les essais ou nous etudions les

sections apicales (0,00-0,25; 0,0-0,5; 0,5-3,0 mm), l'excision du som-
met se fait au microscope muni d'un oculaire micrometrique calibre.

b) Traitement preliminaire

Trente sections equivalentes sont deposees dans des godets (4,2 cm
de diametre) contenant 5 ml d'une solution tampon (Na2HP04-KH2P04)
& un pH de 5,00±0,05. Dans le cas de mesures en presence de substrat
glucidique, on dissout du saccharose (1 %) dans cette solution. Les godets
sont alors agites (100 oscillations/min) dans une etuve speciale (25° C,

obscurite) decrite anterieurement (22). Apres 15 heures (2 heures si le

melange contient du saccharose), les fragments sont retires des godets,
rapidement seches et peses (P0), puis deposes dans les auges d'un appareil
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de Warburg. A la fin des mesures de respiration (voir c), on pese ä nouveau
les sections (Pduimwiami)- Precisons que nous n'avons pas cherche a travailler
dans des conditions steriles. La seule precaution de sterilite que nous avons
prise se ramene a la filtration du milieu tampon saccharose sur bougie
Chamberland 5L3, de fagon a eviter qu'il y ait une infection des le debut.
Des essais de contröle ont montre que le developpement bacterien ne
commengait ä fausser les mesures que 6 heures environ apres le depot
des fragments dans les godets. C'est pourquoi nous avons limite ä 3 heures
le temps pendant lequel on evaluait les echanges respiratoires.

c) Mesures respirometriques

La respiration est etudiee par la «methode directe» de Warburg,
telle qu'elle est decrite par Umbreit, Burris et Stauffer (29). Les
trente fragments analogues baignent dans 2,5 ml d'une solution fraiche
semblable ä celle contenue dans les godets. Le C02 est absorbe par 0,2 ml
de KOH 20% contenu dans le recipient central de l'auge; ä l'interieur
de celui-ci plonge un papier plisse (20 mm X 20 mm) destine a accroitre
la surface de contact. Apres le transfert des fragments dans les auges,
une phase d'equilibration de 30 min precede les mesures de respiration
qui s'effectuent ä 25° C pendant 3 heures consecutives, a raison d'une
mesure toutes les 30 minutes.

d) Expression des resultats

La quantite d'oxygene absorbe est exprimee en:
microlitres de 02 absorbe pendant 60 minutes.

Cette valeur qui est l'expression de 1'intensite respiratoire sera designee
par <2c>2-

On rapportera Q()2:

a) au poids frais moyen Pm

p _Po + P<
m 2

Oil P0 poids frais initial et Pt poids frais a la fin des mesures.
Generalement Pt>P0; Pt — P0 quelques mg

b) au contenu d'azote proteinique;
c) au contenu d'azote total.

Chaque valeur correspond ä la moyenne des six premieres mesures
effectuees pendant les trois heures d'experience.

Donnees preliminaires

Les valeurs de reference ont ete determinees dans un autre travail
(26) sur un materiel equivalent; nous les utiliserons done pour exprimer
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Figure 1

Quelques donnees preliminaires; sections (0—3, 3—6, 15—18 mm) de racines du Lens
de 18 mm de longueur

PF: poids frais en mg / 100 fragments
NT: azote total en ^g / 10 mg de poids frais
NP: azote proteinique en fj,g / 10 mg de poids frais

les gradients respiratoires qui font l'objet de notre etude. La figure 1

resume ees quelques donnees.
Dans certains cas, nous aurons a utiliser des fragments de 0,0 a

0,5 mm et de 0,5 ä 3,0 mm. A cet effet, nous rapporterons nos valeurs
ä Celles qui se trouvent dans le tableau 1.
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Tableau 1

Quelques donnees preliminaires; apex.

Fragments (mm) d'azote pour
compt^s 10 mg poids frais
k partir

du sommet N prot. N total

0,0-0,5 89,7 185,3

0,5-3,0 47,4 97,9

Mesure du quotient respiratoire

Parallelement ä la determination de l'intensite de l'absorption
d'oxygene, nous avons mesure celle du degagement de gaz carbonique,
ce qui nous a permis de calculer le QR.

Pour toutes les mesures faites en presence de saccharose, on a trouve
un QR inferieur a 1,00. Ajoutons que ce QR est plus faible dans la pointe
et les regions basales que dans les regions medianes. Ce dernier resultat,
qui confirme celui d'autres auteurs (10), n'a cependant pas pu etre pris
en consideration. Baldovinos (2) et Karlsson et coll. (10) ont montre
que le QR n'atteignait des valeurs constantes qu'apres plusieurs heures
d'incubation; or, la duree de nos mesures, limitee ä trois heures par la
facilite avec laquelle le milieu s'infectait (voir plus haut), ne nous a pas
permis de travailler dans les conditions necessaires a l'obtention d'un
QR constant.

Les valeurs relativement basses et fortement variables des QR
observes nous ont conduits a eviter de parier de respiration exogene et de
respiration endogene. En effet, de tels regimes peuvent n'etre realises que
partiellement et pour certaines zones radiculaires a l'exclusion d'autres.
En effectuant une partie de nos essais en milieu saccharose, nous nous
sommes places dans des conditions telles que les reserves glucidiques
endogenes ne jouent pas le role de facteur limitant. Au contraire, en
privant les fragments d'un apport de glucides (respiration sans saccharose),
nous les avons obliges de consommer une partie plus ou moins importante
de leurs reserves glucidiques.

Respiration en presence de saccharose

a) Absorption d'oxygene en fonction du temps

Nous exprimerons d'abord, par rapport au poids frais, le taux respiratoire
de quelques types de sections de racine. Les resultats contenus dans

la figure 2 montrent que la respiration est plus intense au sommet et qu'elle
decroit lorsqu'on se dirige vers le collet. Les courbes indiquent en outre
la regularite des echanges gazeux observes.
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Figure 2

Taux respiratoire, en fonction du temps (MN: minutes), de quelques types de sections
<0—3, 3—6, 12—15 mm)

02 absorbe en ywl/lOmg de poids frais

b) Gradients (0 ä 18 mm)

La valeur de l'oxygene absorbe en 60 minutes est reportee par
rapport au poids frais, ä la teneur en azote proteinique ou total, pour les
diverses regions de la racine. Les resultats sont representes dans la
figure 3 et nous permettent de constater que:

1. par unite de poids frais, c'est dans le premier segment que l'absorp-
tion d'oxygene est la plus intense; la decroissance des echanges
respiratoires, tres rapide du premier fragment au second, ralentit
pour les regions basales;

2. par rapport ä la teneur en azote proteinique, c'est dans la seconde

region (3-6 mm) que l'absorption d'oxygene est la plus forte; dans
les regions plus basses (6-15 mm), la respiration est constante, puis
decroit sensiblement au voisinage du collet;

3. en fonction de l'azote total, les memes observations peuvent etre
faites; toutefois, les variations sont beaucoup moins accentuees;

4. si l'on compare ces courbes entre elles, il faut relever tout d'abord
que le maximum d'absorption d'oxygene ne se situe pas dans les
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meines regions. I)'autre part, la respiration des zones medianes est
decroissante (ramenee au poids frais) ou constante (exprimee en
azote proteinique), lorsqu'on se dirige vers le collet. Les differences
obtenues confirment ce que nous disions plus haut quant a l'oppor-
tunite d'utiliser parallelement plusieurs criteres de reference.

c) Absorption d'oxygene dans Vapex

Dans les essais precedents, nous n'avions etudie que la respiration
globale du fragment apical. Or, la structure heterogene de cette zone,
comprenant essentiellement la coiffe et le meristeme, nous oblige ä
analyser d'une fa§on plus approfondie le comportement de ces divers tissus.
Ajoutons que les etudes anterieures (16, 18) ont mis en evidence les
differences de reactivite de ces deux zones qu'on peut considerer approxima-
tivement comme formees, la premiere (coiffe; 0,0-0,5 mm) de cellules
ägees, et la seconde (meristeme; 0,5-3,0 mm) de cellules jeunes.

Tableau 2

Valeurs comparatives de Qo2. Etude de la coiffe (0,0-0,5 mm) et du meristeme (0,5-3,0 mm)

Zones en mm
Q02 par rapport ä:

0,0-0,5 0,5-3,0

10 mg de poids frais 13,4 10,0

10 fig N proteinique 1,5 2,1

10,ug N total 0,7 1,0

10 fragments 0,1 1,7

Ces resultats, qui figurent dans le tableau 2, montrent que:
1. par rapport au poids frais, le Qq2 est plus fort dans la coiffe que dans

le meristeme;
2. par rapport au contenu d'azote (N proteinique et N total), c'est

l'inverse que l'on observe;
3. par rapport au nombre de fragments, l'intensite respiratoire est

nettement plus elevee dans le meristeme que dans la coiffe.
Etant donne les resultats precedents, on pouvait chercher a con-

naitre avee plus de precision les parts respectives de la coiffe et du meristeme

dans les echanges respiratoires du fragment apical. C'est pourquoi
nous avons, au microscope, separe pour chaque racine individuellement,
la coiffe des regions proximales. Les fragments obtenus, de dimensions
variables, ne pouvaient en aucun cas etre utilises directement pour un
dosage respiratoire avec la technique presente1. Aussi nous sommes-nous

1 En effet, la recolte des sections entraine des effets traumatiques qui faussent con-
siderablement les mesures; de plus, la determination du poids frais de tels fragments est
trop imprecise.
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bornes ä determiner l'absorption d'oxygene, d'une part dans des sections
intactes de 3 mm de longueur (lot I), et d'autre part dans des sections
depourvues de coiffe (lot II). Nous avons mesure et exprime Qq2 en fonc-
tion du nombre des fragments et nous avons trouve:

Lot I: 13,3 microlitres O2/60 minutes/10 fragments
Lot II: 13,4 microlitres O2/60 minutes/10 fragments

Ces valeurs nous permettent de conclure, en premiere analyse, que
la respiration de la eoiffe est negligeable. Pourtant on peut se demander
si le fait d'avoir sectionne en deux les fragments n'entraine pas en realite
une exageration de la respiration qui serait compensee par l'absence de
coiffe; en d'autres termes, les tissus de la coiffe respireraient tout de

meme.
Si l'on compare ces derniers resultats ä ceux qui figurent dans

le tableau 2 et qui sont rapportes egalement au nombre des fragments,
on constate que l'apex respire faiblement. Nous ne saurions toutefois
voir dans ce fait une contradiction avec ce qui precede, car les fragments
utilises mesuraient 0,5 mm (soit de 0,0-0,5 mm), alors que dans les
derniers essais, le calcul nous donnait la respiration de sections de 0,00 a
0,25 mm. II est possible que la portion de 0,25 ä 0,50 mm, qui n'est pas
constitute exclusivement de tissus de la coiffe, ait une respiration non
negligeable.

Respiration en absence de saccharose

Nous avons realise des determinations semblables ä Celles qui ont
ete rapportees dans la figure 3, mais pour des fragments de racine en contact

avec un milieu depourvu de saccharose. Ces fragments, agites pendant

Tableau 3

Valeurs comparatives de QOz pour divers fragments de racines de 18 mm (milieu depourvu
de saccharose)

Fragments (mm)
eomptes
ä partir

du sommet

QO2 par rapport a

10 mg
de poids frais

10 m
azote prot.

10 m
azote total

0-3 3,0 0,40 0,25

3-6 3,6 2,16 0,81

6-9 4,9 3,18 1,24

9-12 5,1 3,62 1,30

12-15 4,7 3,59 1,10

15-18 4,0 2,67 0,82
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Figure 3

Gradient respiratoire en milieu saccharose le long de l'axe radiculaire (sections de 3 en 3 mm)

/ PF: QO2/IO mg de poids frais
I NP: QOz/lO fjg d'azote proteinique
I NT: QO2/IO ,ug d'azote total

15 heures, ont ainsi realise une degradation partielle de leurs propres
reserves glucidiques.

Les resultats obtenus sont rapportes dans le tableau 3. On peut voir,
par rapport au poids frais, que la respiration est minimum au niveau
de la pointe, s'accroit pour atteindre sa valeur maximum dans la region
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mediane (9-12 mm), et diminue ensuite dans la direction du collet. Des
courbes semblables peuvent etre tirees des valeurs exprimees en fonction
du contenu en azote. Ce dernier a vraisemblablement varie au cours des
15 heures d'agitation prealable; c'est pourquoi de telles valeurs ne doivent
etre considerees que d'un point de vue strictement indicatif.

Figure 4

Comparaison entre les gradients respiratoires en milieu saccharose (+ S) et en milieu
depourvu de saccharose (—S) le long de l'axe radiculaire

A QOz - difference entre dOa(+S) ct QOz(—S)
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Comparaison des gradients respiratoires (avec ou sans saccharose)

Nous avons represents graphiquement (figure 4) en fonction du
poids frais, le Qq2 de fragments radiculaires places dans un milieu conte-
nant ou ne contenant pas de saccharose. On peut constater que les deux
courbes, dissemblables, ne coincident que dans les regions basales. Dans
la zone apicale, la respiration des lots traites par du saccharose (I) est
beaucoup plus forte que celle des lots non traites (II). La pointe presente
meme les valeurs extremes, puisque pour le lot I la respiration est maximum,

alors qu'elle est minimum pour le lot II.
Comment interpreter ce resultat 1 A ce propos, on peut se rapporter

ä des observations anterieures (25), faites sur le meme materiel, et relatives
ä la distribution des sucres reducteurs le long de l'axe radiculaire. Nous
avons repris ce gradient et reporte parallelement la difference, calculee
en chaque point, entre les valeurs de Qq2 pour les lots I et II.

SR

0 3 6 9 12 15 18

Figure 5

Comparaison, pour diverses regions de la racine, entre la difference des Qo2 (A$C>2> voir
figure 4) et la teneur en sucres reducteurs (SR) exprimee en mg de glucose pour 100 mg d'eau.

La courbe SR est tiree de Pilet et Meylan (25)

L'examen de ces deux courbes (figure 5) permet la discussion sui-
vante: si l'on considere la region apicale, riche en sucres reducteurs, la
respiration en milieu saccharose y est tres intense. Apres quinze heures
d'incubation, eile subit une baisse considerable, qui se traduit par une
forte difference des Qq2. On peut supposer que, pendant cette periode,
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la teneur en glucides endogenes a notablement diminue. Pourtant, si nous
examinons la region basale, ä teneur relativement forte en sucres, il n'y
a pratiquement pas de modification de 1'intensite respiratoire. Ces deux
faits nous amenent ä supposer que, ä cote de la concentration en sucres
endogenes, interviennent encore d'autres facteurs; on peut evoquer plus
particulierement 1'influence de la vitesse de degradation, differente dans
chacune de ces regions. En effet, si nous envisageons maintenant la region
mediane, tres pauvre en sucres reducteurs, on constate que la respiration
n'est. que moyennement affectee par la carence du milieu en glueides. Ceci

nous confirme dans l'idee que la reponse ä l'absenee d'apport glucidique
est determinee tout autant, sinon plus, par l'intensite des processus de

degradation que par la teneur initiale en sucres reducteurs.

Auxines et gradients respiratoires (figure 6)

I I I I I I 1 MM

0 3 6 9 12 15 18

Figure 6

Comparaison, pour diverses regions de la racine, du gradient respiratoire et de quelques
gradients biochimiques

QOz (en milieu saccharose) par 10 mg de poids frais

VM: valeur mesoxalique exprimant la teneur en groupes —SH, d'apres Pilet (17)
ABIA OX: activite auxines-oxydasique correspondant ä une quantite (en fig) d'ABIA

detruite/60 min/200 mg de poids frais, d'apres Pilet et Galston (23).
ABIA: teneur en auxines endogenes, exprimee en fig-10~3/5 g de poids frais, d'apres

Pilet (20)
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Si l'on compare tout d'abord le gradient auxinique (20) avec celui
de l'oxygene absorbe, on constate:

1. au maximum de la teneur en auxines correspond le maximum des
echanges respiratoires (zone de 0 ä 3 mm);

2. une reduction de la concentration des auxines s'accompagne d'une
diminution de la fixation d'oxygene.

Quelles relations y a-t-il entre ces faits
Nous pouvons tout d'abord supposer que les auxines, ä concentration

convenable, entrainent une stimulation de la respiration; c'est d'ailleurs
ce que divers auteurs ont montre, tant sur la racine (1,9) que sur d'autres
organes (coleoptile) (3, 4, 6, 8). Mais les rapports peuvent etre inverses,
en ce sens que l'on pourrait admettre qu'un tissu dont la respiration est
tres forte est le siege d'une accumulation ou d'une biosynthese auxiniques
accelerees. D'autre part, on peut faire intervenir les processus de crois-
sance; et l'on sait que toute stimulation par les auxines va provoquer
secondairement une acceleration des echanges respiratoires. Semblable-
ment, un tissu dont la respiration est forte va grandir davantage et exiger,
pour realiser sa croissance, une mobilisation accrue des auxines.

Tableau 4

Comparaison entre l'intensite respiratoire {Qq2) l'activite auxines-oxydasique
(ABIA detruit) dans la zone apicale

Caract^ristique biochimique
Zones en mm

Rapport
0,0-0,5 0,5-3,0

fig ABIA detruits
/ 60 min / 200 mg de poids frais

QO2 pour 10 mg de poids frais
72,5

13,4

6,0

10,0

12,1

1,3

Si 1 on compare ensuite le gradient relatif ä l'activite auxines-oxy-
dasique (23) avec celui de l'oxygene absorbe, un certain nombre de re-
marques s'imposent.

Tout d'abord, on constate que le maximum d'activite auxines-oxydasique

correspond au maximum des echanges respiratoires (zone de
0 ä 3 mm). On peut justifier cette similitude en rappelant que les
oxydases sont d'autant plus efficaces qu'elles sont mises en presence d'une
quantite plus grande d'oxygene. Mais cette explication ne permet pas de
rendre compte des trois faits essentiels suivants:

1. en examinant comparativement la respiration et l'activite auxines-
oxydasique de l'extreme pointe, on constate (tableau 4) que, si ces
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deux processus sont plus importants dans la zone de 0,0 ä 0,5 mm
que dans celle de 0,5 a 3,0 mm, leur proportion est completement
differente. II est bien evident que la part d'oxygene utilise pour la
degradation de l'ABIA est negligeable par rapport a celle que les

tissus absorbent pour leur metabolisme (24, 28);

2. dans les zones basales, on peut noter que la diminution de l'absorption
d'oxygene (lorsqu'on se dirige vers le collet) est accompagnee d'une
augmentation de l'activite auxines-oxydasique. lei, les deux pheno-
menes sont nettement en opposition et l'on congoit qu'il est difficile
d'etablir une relation simple et caracteristique entre ces deux
processus ;

3. si l'on considere maintenant la zone proche de l'apex (3 ä 6 mm),
on note que, si la respiration est encore importante, l'activite
auxines-oxydasique y est par contre minime. Cela vient a l'appui
de ce que nous disions plus haut et nous entraine ä supposer l'inter-
vention de facteurs competitifs qui inhibent l'activite auxines-oxydasique

mais sont sans eff'et sur celle des systemes oxydasiques
engages dans les processus respiratoires.

Quels peuvent etre ces inhibiteurs endogenes qui freinent la destruction

de l'ABIA Parmi les effecteurs auxines-oxydasiques, nous retien-
drons le glutathion (19) qui agit sur le metabolisme auxinique en tant que
compose sulfhydryle et qui empeche la degradation de l'ABIA. Or, et
sur un materiel comparable, nous avons etabli le gradient -SH (17), et
la courbe obtenue, reportee dans la figure 6, montre nettement que le
minimum de l'activite auxines-oxydasique correspond ä une teneur tres
elevee en composes thiols.

Resume

Dans ce travail, consacre ä l'etude du gradient d'absorption d'oxygene

le long de l'axe radiculaire du Lens culinaris, on a montre que:

1. pour la respiration en presence de saccharose,

a) l'absorption d'oxygene est maximum dans la region apicale et
diminue au fur et ä mesure que l'on se dirige vers le collet, si la
quantite d'oxygene consommee par unite de temps est rapportee
au poids frais;

b) par contre, ramenee ä l'azote proteinique ou total, c'est dans la
zone proche de l'apex que se situe le maximum respiratoire;

c) enfin, pour le fragment apical, la respiration est plus forte dans la
coiffe si l'on se refere au poids frais, alors qu'elle est plus intense
dans le meristeme si l'on se rapporte ä la teneur en azote.
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2. pour la respiration en absence de saccharose,

la pointe presente une intensite respiratoire tres faible; c'est dans les
regions medianes que se situe son maximum.

Ces deux gradients sont d'abord compares entre eux; puis, les
relations entre le gradient etabli en milieu saccharose et divers autres
gradients obtenus sur le meme materiel, sont examinees:

a) entre ce gradient respiratoire et le gradient auxinique, une simili¬
tude de distribution est observee;

b) par contre, la correspondance entre ce gradient respiratoire et celui
qui traduit la repartition de l'activite auxines-oxydasique est plus
difficile ä preciser;

c) enfin, une similitude est relevee entre le gradient respiratoire et le
gradient des groupes thiols.

Les rapprochements que l'on peut faire entre ces divers gradients
sont discutes.
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