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Un effecteur de croissance des tissus végétaux
Le chlorure de triméthyl-3-chloro-éthylammonium

PAR

Pauvr-EmMme PILET et Havina SUPNIEWSKA *

Laboratoire de Physiologie végétale (Université de Lausanne)
Institut de Pharmacologie : division des plantes médicinales
(Académie polonaise des Sciences).

Avant-propos.

Parmi les dérivés méthylés de la colamine (amino-alcool aliphati-
que), il existe un grand nombre de composés biologiquement actifs,
dont la choline. Cette substance (hydroxyde de triméthyl-hydroxy-
éthylammonium) ou son sel (chlorure de triméthyl-hydroxy-éthyl-am-
monium), qui est, in vivo, un efficace agent de méthylation, agit
sur la croissance de tissus végétaux. Henperson, DurreLr et Bon-
NER (1952) ont montré que la choline exercait une action stimulante
sur la croissance des cals de tissus de I’Helianthus annuus, REINERT
et Wmrre (1956) ont mis en évidence l'influence exercée par cette
substance sur la culture in vitro des tissus normaux et tumoraux
du Picea glauca et ConstaBEL (1958) a répété des observations sem-
blables sur des tissus du Juniperus communis. Par ailleurs, van Over-
BEEK, GorpoN et GrREGORY (1946), en utilisant des fragments de tiges
d’Hibiscus, avaient signalé Dlaction de la choline sur les processus
rhizogéniques. Enfin, les recherches de Benner-Crark (1956), por-
tant sur 1’étude de l’action des auxines sur la perméabilité des
membranes cellulaires (v. Pmer, 1961; p. 466 et suiv.), ont mon-
tré que la choline, et certaines enzymes (choline-acétylase) atta-
quant ce substrat, intervenaient dans ces processus.

ToLserr (1960 a) a préparé une série de produits dérivés de
la choline et répondant & la formule générale suivante :

(CHs)s N + CHy, — CH, — X

Lorsque X est remplacé par du chlore, du brome ou un groupe
= CH,, cet auteur a montré que ces substances étaient actives
(1960 b) et pouvaient stimuler la croissance des entre-nceuds de blé.
En traitant le sol ou en aspergeant les feuilles, ToLBERT a constaté

* Ce travail correspond a une partie des recherches que Mme H. SUPNIEWSK A
a poursuivies dans notre laboratoire.
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que les tiges s’épaississaient et que la croissance, plus uniforme,
était légérement activée bien qu’aucune modification appréciable du
poids frais n’ait été observée. Il convient de relever, d’autre part,
que les effets de ces produits sont assez voisins de ceux qu’on ob-
tient en travaillant avec une lumitre forte; ils sont, par contre,
opposés & ceux qui résultent d’un traitement a l’acide gibberellique
(v. Pmer, 1961; p. 395 et suiv.). TouBerr a d’ailleurs montré, de

plus, que ces composés se comportent comme des antagonistes de gib-
berellines.
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Fic. 1. — A. choline: hydroxyde de triméthyl-hydroxy-éthylammonium.
B. chlorure de triméthyl-hydroxy-éthylammonium.
C CTCA: chlorure de triméthyl-g-chloro-éthylammonium.

Le CTCA.

A la suite des recherches de TorBemT, I'un de nous! a entrepris
P’étude de D’action physiologique de certains dérivés chlorés de la
choline. '

La substance, dont nous allons examiner les propriétés comme
agent de la croissance des tissus végétaux, est chimiquement trés
proche de la choline (fig. 1 A) et du chlorure correspondant (fig. 1 B).

1 Des essais, qui feront I'objet d'une publication ultérieure, ont été entre-
pris par H. Supniewska ; ils ont trait essentiellement a I'étude des variations
de poids des racines et des plantules du Triticum vulgare et du Tradescantia
virginica, des modifications de la croissance des feuilles du Phaseolus vulgaris
et du Lemna minor.
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Le chlorure de triméthyl-B-chloro-éthylammonium (fig. 1 C) que nous
proposons d’abréger en CTCA est un dérivé de ’hydroxyde de trimé-
thyl-hydroxy-éthylammonium, légérement moins acide que cet al-
cool. Le produit dont nous nous sommes servis, dans ces essais, a
été préparé par J. Suvpnewskr et A. Cmvrkowski 2 de la fagon
suivante : du chlorure de thionyle est porté & ébullition en pré-
sence de chlorhydrate de choline dans du benzéne anhydre; le pré-
cipité est recristallisé dans I’alcool absolu.

Dosage biologique.

A plusieurs reprises, I'un de nous a montré Pintérét qu’il y
avait A utiliser des racines complates (PmEr, 1951, 1953) ou des
fragments de racines (PmEr, 1958) pour évaluer I’activité biologi-
que de certains composés chimiques. Plus récemment, nous avons mis
au point une techmque (Pier, KoBr et SmeENTHALER, 1960) que
nous utilisecrons ici et dont nous rappellerons Pessentiel.

1. Les semences du Lens culinaris sont imbibées 4 h dans de Ieau
déionisée (obscurité, 25°C), puis lavées.

2. Les graines sont déposées dans de grosses boites de Petri
(@ 16,5 cm) sur papier-filtre imprégné d’eau déionisée.

3. Apreés 44 h de culture environ (obscurité, 25¢C), on proctde a
la sélection des plantules pour ne conserver que celles dont les
racines mesurent 6 mm + 1.

4. On les dépose dans de petites boites de Petri (» 9 cm) sur pa-

pier-filtre (obscurité, 25°C).

Aprés 40 h environ, on les sélectionne en ne gardant que celles

dont les racines ont une longueur comprise entre 25 et 35 mm.

6. A l'aide d’une guillotine spéciale dont le principe a été décrit
ici méme (Pmwer, 1959), on prépare des fragments apicaux dont
la longueur moyenne est approximativement de 3,3 mm. Ces
fragments sont provisoirement déposés dans une solution  physio-
logique (nger) puis soigneusement mesurés (L,) a l'aide d’une
loupe munie d’'un micrométre oculaire.

7. On dépose dans des boites de Peiri (9 ecm) 10 ml du milieu
et un support de verre sur lequel on aura fixé un papier-filtre.

.CJI

Résultats.
Dans une premitre série de mesures (tableau) od I'on s’est borné
i déterminer l'activité du CTCA, & diverses concentrations, au bout
de 20 h on peut constater : '
1) que cette substance entraine une stimulation de I’allongement
des fragments de racines ;
2) que cette accélération de la croissance provoquée par le CTCA
est d’autant plus forte que la concentration de ce composé

est plus élevée.

2 Travail sous presse.
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Pourtant, si 'on étudie les variations d’activité du CTCA en
fonction du temps, on arrive & des conclusions assez différentes. Les
résultats de ces essais, donnés dans la fig. 2, permettent les remar-
ques suivantes :

1) aprés 4 h d’incubation, I’allongement du test R est nettement
réduit par le CTCA; cette inhibition est d’autant plus grande
que la concentration employée est plus forte ;

2) aprés 8 h, le CTCA provoque toujours un ralentissement de
la croissance, mais son action est sensiblement réduite ;

3) au delad de 12 h, le CTCA entraine toujours une stimulation ;
celle-ci est d’autant plus grande que la période d’incubation
se prolonge et que la concentration du CTCA est plus forte.

TABLEAU.

Action du CTCA sur l’allongement du test R, solution-tampon de
NagHPO, 1/15 M (pH: 4,8) contenant du saccharose (1 9%) et du
chlorure de triméthyl-3-chloro-éthylammonium (CTCA), & diverses
concentrations. — Durée de I'incubation (z) : 20 heures.
Chaque chiffre correspond 4 la moyenne de 180 mesures
sur 60 fragments.

Concentration du CTCA en y/ml

Caractéristiques
0 10 | 100 | 1000 | 10000
L, mm 335 | 332 | 33 | 335 | 333
Ly mm 465 | 466 | 482 | 49 | 505
AL, mm 1,30 | 1,34 | 146 | 1,61 | 1,72
AL, 038 | 043 | 043 | 048 | 051
V., mmh-t | 0065 | 0,067 | 0073 | 0081 | 0,086
V, mmh—t | 0019 | 0022 | 0022 | 024 | 026
% 0 308 | 12,30 | 23,82 | 32,30

Si Pon poursuit les essais, les résultats sont un peu différents.
A titre d’exemple, nous examinerons les résultats obtenus pour deux
séries de concentrations (10 et 1000 y/ml); les valeurs obtenues,
reportées dans la fig. 3, nous autorisent & présenter les conclusions
suivantes :

1) de 0 2 9 h, le CTCA entraine une inhibition de croissance
qui est d’autant plus forte que sa concentration est plus éle-
vée ;
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2) au delad de 12 h, le CTCA stimule 1’allongement et ceci d’au-
tant plus fortement que sa concentration est plus grande ;

3) pourtant, & de faibles doses, ce composé devient rapidement
inefficace; aprés 16 h, Dactivité du produit est de plus en
plus réduite ;

4) pour des concentrations plus élevées, le CTCA est évidemment
plus actif; mais, aprés un temps plus long (24 h pour 1000
y/ml), son efficacité diminue rapidement.

u o STIMULATION
e NHIBITION

20!

J ] ] ] |
/ / / / /\ 4
| ] 1 | | |
0 110 102 103 04 §/M
Fic. 2. — 0jp d'action du CTCA (lest R) en fonction de diverses concentrations

de cette substance et aprés une période d’incubation variable (de 4 & 20 heures).

Discussion.

Comment expliquer le mécanisme d’action du CTCA ?

Pour Toreert (1960 a et b), les dérivés chlorés de la choline
seraient des substances a caracteres auxiniques et cet auteur ima-
gine alors que ces composés agiraient par fixation sur un substrat
protéinique; il entrevoit méme deux possibilités de points d’atta-
che : I'un serait spécifique du cation triméthylammonium et I’autre
pourrait étre localisé & Pextrémité de la chaine, au niveau du der-
nier groupement éthylique.
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Une telle conception, voisine de celles qui ont ét€ proposées pour
expliquer le mode d’action des composés auxiniques (v. PiLer, 1961:
p. 242 et suiv.) par Hanscu et coll. (1951) et par Bonner et FosTer
(1956) serait acceptable avec la réserve qu’il n’est pas du tout prouvé
que le CTCA se comporte comme une auxine.

%o
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Fic. 3. — 0jp d'action du]CTCA (test R) pour deux concentrations de ce com-
posé (1000 et 10 Y/ml), en fonction de la durée des essais (de 0 a 28 h.).

Nos essais semblent indiquer, au contraire, que ce composé  se
comporte différemment de l'acide p-indolyl-acétique (ABIA), une
auxine type. En effet, si 'on examine les courbe d’activité de ’ABIA
et du CTCA (fig. 4), on voit immédiatement qu’il s’agit de deux
catégories de substances différentes.

Pour I’ABIA, on observe une inhibition constante qui croit avec
la concentration, mais qui diminue sensiblement avec la durée de
la période d’incubation.

Dans le cas du CTCA, et pour des essais relativement brefs, on
pourrait dire que ce composé se comporte comme I’ABIA, mais que
son activité est nettement plus faible. Si l'on accepte les défini-
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nitions actuellement admises (v. Pwer, 1961; p. 149 et suiv.), il
serait possible de considérer le CTCA comme une auxine trés pean
active. Pourtant, si 'on prolonge la durée des expériences (mesures
aprés 20 h au lien de 4 h), on constate que cette substance pro-
voque (méme pour de fortes concentrations) une activation de I’al-
longement des fragments de racines. Il ne peut donc, en aucun cas,
s’agir ici d’'un composé auxinique.

o/o
40~ e ABIA
30 .0
T CTCA 0"'
o]
200 Fad

101 yos

—“ -’
0 o o;l‘__..o----.o.

10L
20

301
40
S50
60
701
80
90L

o 102111 10 02 nd nf

Fic. 4. — Etude comparée de l'action de I'ABIA et de celle du CTCA sur
I'allongement du test R (en 0jp) pour diverses concentrations (en y /ml) de
ces substances et pour deux périodes d'incubation différentes (4 et 20 heures).

Pour interpréter le mode d’action du CTCA, il faudrait imagi-
ner que ce composé se comporie surtout comme un facteur. trophi-
que. Il n’est pas impossible que ses propriétés dépendent exclusive-
ment de la présence du cation triméthylammonium. Il sera alors
intéressant, et des recherches sont en cours & ce sujet, de préciser
le mode d’action des dérivés de la choline et de voir si des analo-
gies peuvent étre observées entre ces diverses substances chimique-
ment voisines. Pour expliquer le changement dans le mode d’action
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du CTCA (effet d’inhibition puis de stimulation), on pourrait suppo-
ser, d’autre part, que ce composé subisse, in vivo, une dégradation
qui corresponde a la formation dun complexe activant I’allonge-
ment des racines. Cette hypothése peut étre aisément vérifiée; a
ce propos, des expériences sont en cours, ou des dérivés de la cho-
line, marqués par du radiocarbone, sont utilisés.
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