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LAUSANNE (SUISSE)

Séparation par électrophorése des composés
auxiniques
Technique et premiers résultats *

PAR

Pavr-Emme PILET et Marcuerite ATHANASIADES

Laboratoire de Physiologie végétale (Université de Lausanne)

1. Avant-propos.

Plusieurs auteurs ont séparé les composés indoliques synthétiques
et naturels au moyen de l’électrophorése sur papier ; voN DENFER
et collaborateurs (1952), R. MiiLLer (1953), Linser et KiErMAYER
(1957), Guern (1958) ... :

Dans ’ensemble, ils ont cherché a mettre en évidence 1’acide
B-indolyl-acétique (ABIA) et d’autres composés auxiniques dans des
extraits végétaux, et ont trouvé avantage A coupler la méthode
d’électrophorése sur papier aux méthodes d’extraction et de puri-
fication courantes, en particulier a la chromatographie sur papier
(v. PwET, p. 112-155, 1961).

Ayant entrepris des essais du méme genre dans le but d’isoler,
de révéler, puis de doser colorimétriquement I’ABIA contenu dans
les plantules du Lens culinaris, nous avons rencontré certaines dif-
ficultés techniques en ce qui concerne la reproductibilité de la mé-
thode.

2. Etude critigque.

2. 1. PrincipE.

Rappelons (v. Pmwer, p. 130-133, 1961) que I’électrophorése sur
papier permet de séparer des ions migrant différemment dans un
champ électrique. La régularité de ce transport (bonne repro-
ductibilité de la méthode) est affectée par certains processus que
nous étudierons brigvement.

Dans les essais qui vont suivre, nous utiliserons (fig. 1) la cuve
Multephor H a 6 papiers que nous ijugeons inutile de décrire ici.

* Ce travail, dont certains points scront repris dans la thése que Mme M.
ATHANASIADES prépare dans notre laboratoire, a élé possible grice a un sub-
side du Fonds national suisse de la recherche scientifique.

1 V. GrassMaxy W. et HanNing K., 1950. — Naturwissensch. 37, 496.
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2. 2. L’errET JOULE.

En travaillant dans une armoire frigorifique a 4 oC -~ 1 (tem-
pérature prise & lintérieur de la cuve au niveau des papiers) on
réduit considérablement D'effet Joule, ce '‘qui nous a permis de
travailler 4 300 V 2. On enregistre, sous cette tension et a cette
température, une augmentation moyenne de 1,25 mA entre le début
et la fin de Dexpérience, le débit initial étant de 10 a 14 mA,
suivant D'état de la solution-tampon (KH,PO, — Na,HPO,; pH
7,3 selon Sorensen). On renouvelle en général celle-ci aprés 4 ou
9 essais.

c G :
1 2
BA i Fic. 1. — Schéma de la cuve d’électro-
phorése utilisée dans nos essais.
C:cuve — SO: solution-tampon — E:

électrode — C,: compartiment médian
C, : compartiment externe, contenant

7
7% 2 o
(] Z 'électrode — CO: pont en laine de
4 v re ~ verre, préservant les compartiments
% 2 médians des variations de pH — S:
Z Z

support — BA: bande de papier.

S S A

7
© S0

2. 3. Lgs varations pu pH.

Si I'on prend la précaution d’intervertir les poles des électrodes
aprés chaque électrophorése, les variations du pH dans les com-
partiments médians sont négligeables, malgré une légére acidifica-
tion 3 Panode et une faible alcalinisation & la cathode (tableau 1).

2. 4. FLux HYDRODYNAMIQUES.

Les plus grosses erreurs (irrégularité dans le déplacement des
taches d'un essai a l'autre, effectués pourtant dans les mémes con-
ditions) sont dues 3 des flux hydrodynamiques créés lors de l’im-
bibition, de la saturation, du transport et de la révélation des pa-
piers.

Pour éviter ce genre d’inconvénients, nous prenons actuellement
les précautions suivantes :

2. 4. 1. Imbibition et saturation des papiers.

La méthode habituelle, en électrophorése sur papier, consiste a
déposer la tache initiale, puis & asperger le papier de solution-tam-
pon, avant de le fixer sur son support. On peut aussi l’imbiber par
contact avec un papier-filtre imprégné de solution-tampon. Dans les
deux cas, on enregistre une déviation de la tache, selon une direc-

2 On gagne du temps en travaillant & 300 V (électrophorése en 4 h.) au
lieu de 7 h. a 150 V.
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TaBrLEAU 1.

Variations du pH (A pH) aprés chaque électrophorése (six essais) -
A pH = pH final — pH initial
AV ==300 V; durée de D’électrophorése : 4 h
pH initial : 7,3 4= 0,05
Le pH est mesuré au Radiometre Copenhague

Compartiment + Compartiment —
Essais

Extréme Médian Médian Extréme
I —0,21 — 0,01 — 0,09 + 0,32
1 — 0,33 0 + 0,02 + 0,31
11T — 0,16 — 0,06 — 0,04 -+ 0,21
IV — 0,42 | 40,01 10,01 -+ 0,26
\Y --0,13 0 — 0,07 40,18
VI — 0,20 + 0,02 10,07 -+ 0,15

tion variable, atteignant une valeur de 5 & 10 ‘mm. De plus, avec
ces deux méthodes, la tache a le temps de s’élargir par diffusion
tout au long de la phase de saturation du papier (20 mn). Or il
n’est pas commode d’éluer des taches trop larges, surtout lorsqu’on
est en présence de plusieurs substances qui migrent dans la méme
direction. C’est pourquoi nous proposons la méthode suivante :

On utilise (fig. 2A) des bandes (BA) de papier Whatman n° 1
de 28,2/3,7 ecm. A lendroit od l’on veut faire le dépdt, au milieu
généralement (M), on découpe un carré C de 1 cm de cdté, que
l'on jette. - ‘

On trempe le papier ainsi troué dans la solution-tampon. On
’applique bien tendu sur son support (S), dont (fig. 2B) on plonge
chaque extrémité (E) dans un récipient (R) plein de solution-tampon
(plutot que de le placer dans la cuve pour le ressortir plus tard,
au moment du dépot de la tache). On place un couvercle, et on
laisse le papier se saturer ainsi pendant 20 mn.

2. 4. 2. Préparation de la tache.

Au moyen d’une micropipette graduée, on dépose la solution a
étudier au centre d’un carré (CA) de papier Whatman ne 1 de 1,2cm
de coté (v. fig. 2A), de manitre a obtenir une tache (T) de 0,5cm
de diamétre. On imbibe rapidement CA (de maniére a éviter une
diffusion des substances hors du papier) par contact avec un pa-
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pier-filtre imprégné de solution-tampon, et on le dépose aussitdt
au centre du papier troué dont la saturation doit étre terminée (3).
On place ensuite les supports dans la cuve, on la recouvre rapide-
ment de son couvercle, on ferme le frigo et 3 mn aprés on met
I’électrophorése en route.

Par cette méthode, rien ne sort du carré de départ avant le
passage du courant et le sens de la déviation, qui ne dépasse pas
0,5 cm, peut étre contrdolé en imbibant et en déposant toujours le
carré de la méme facon.

c
@ v Fig. 2. — Technique de préparation
. des papiers
(imbibition et saturation).
BA : bande de papier — M: milieu
du papier — GC: carré de papier
(1 cm de co6té) — CA: carré de pa-
pier (1,2 cm de coté), portant la ta-

che initiale — T : tache initiale
S: support — R: récipient conte-
nant la solution-tampon — E: ex-

trémité des papiers plongeant dans
la solution.

2. 4. 3. Révélation.

Les mémes difficultés se présentaient lors de la révélation par
aspersion du papier : la tache peut dévier dans un sens 'incontrdla-
ble, d’env. 5 & 10 mm. '

Nous révélons donc par contact avec un (})apier-filtre imbibé d’un
réactif au FeCl; — H,SO, (Salkowski modifié; Pier 1957 b) en

déposant, puis enlevant le papier rapidement et toujours dans le
méme sens (anode-cathode, p. ex.).

2. 5. CARACTERISTIQUES DES TACHES.

2. 5. 1. Forme.

Nous avons abandonné la tache initiale en forme de trait hori-
zontal perpendiculaire a la direction de déplacement, telle qu’on
la pratique couramment, parce qu’a la fin de D’expérience sa lar-
geur est aussi grande que celle des taches circulaires, et qu’elle
est beaucoup plus difficile & déposer régulierement.

2. 5. 2. Concentration.

En chromatographie sur papier, on remarque que le Rf des
taches diminue lorsque la concentration de celles-ci augmente; de

8 Cette discontinuité dans le papier, contrairement a ce qu'on aurait pu
craindre, n'entraine aucune erreur supplémentaire.
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plus, les taches trop concentrées ont tendance a s’étirer le long
de T'axe de déplacement.

En électrophorése par contre, si la surface de la tache finale
augmente avec la quantité déposée, le déplacement ne varie pas.

2. 6. PosITION DES PAPIERS DANS LA CUVE.

On numérote les papiers de 1 a 6, le numéro 1 se trouvant prés
des électrodes, le numéro 6 a l'autre extrémité.

L’analyse d’un certain nombre d’essais semble montrer que les
déplacements minimaux des taches sont répartis d’une fagon quelcon-
ue, tandis que les déplacements maximaux seraient plutét localisés

TaBLEAU 2.
Variations du déplacement (d en mm) de I’ABIA (1 y) pour 6 séries
(I a VI) de 6 papiers (1 a 6).
Le papier n° 1 est le plus proche de 1’électrode.
e : écart par rapport & la moyenne M.

Essais 1 2 3 4 5 6 M
d | 47 42 50 54 49 49 48,5
: e | 1,5 65 15 55 05 05
d | 52 49 47 49 50 52 | 498
" e | 22 08 28 08 02 22
d | 45 47 47 48 47 545 48,6
II1
e | 06 1,6 1,6 06 1,6 59
7 d | 55 49 49 505 48 52 50,6
n e | 44 04 04 01 26 14 -
a4 | 53 53 52 57 48 54 52,8
K e | 02 02 08 42 48 1,2
d | 54 49 455 45 47,5 48,5 48,2
Y e | 58 08 27 32 07 0,3

Moyenne générale : 49,8.
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aux extrémités de la cuve. Pratiquement, on ne se préoccupe pas
de la position des papiers, soit qu'on prenne en considération la
moyenne des 6 papiers, soit qu'on fasse une élution dans une
marge d’erreur calculée.

2. 7. Discussion.

En prenant les précautions mentionnées, on arrive & une repro-
ductibilité assez bonne : en faisant par exemple une série d’électro-
phoréses d’ABIA (1 Y en solution alcoolique), on constate que la
moyenne de chacun des essais coincide avec la moyenne générale
avec une marge d’erreur maximale de 7= 5 mm (tableau 2).

Lorsqu’on veut faire une élution des différents papiers corres-
pondant & un essai, il faut tout d’abord révéler I'un des papiers,
pour connaitre la position de I’ABIA, définie par la distance D
(fig. 3 A) puis découper les autres au bon endroit, avec la certitude
de récolter tout I’ABIA.

" 9 3R
L - / o —®
7 & D . Fic. 3. — Détermination d’une marge
d’erreur permettant d'éluer convena-
@ - D blement U’ABIA aprés électrophorése.
@ - : D-?/ (fig. A, B, C et l?, voir tex!e).-
: T BA: bande de papier — TR: point
1Ee tEj de départ de la tache — T: tache
: : finale. — L: largeur de la tache
L - g j_© finale — D: distance parcourue par
—Le—4—Lj par latache T — Leg: écart «externes
Li: écart cinterne» — E, et E;: bords
[@ - o des taches ayant effectué un trajet
.__L_;L_. extréme — Ly : écart maximum.
M M

wszaead S P
@ 1 =%

Dans une étude faite sur 40 essais, dont les taches furent tou-
tes révélées, nous avons recherché, pour chaque papier d’un essai,
les écarts «internes» (L;) et «externes» (L,) (fig. 3C) entre le
centre de la tache et les bords E, et I; (fig. 3B) des taches ayant
effectué un trajet extréme.

La valeur maximale Ly de l'ensemble des L; et I., d’un essai
(v. tableau 3) est, dans 90 ¢/ des cas, inférieure & 25 mm.

(Pest pourquoi, avant d’éluer, nous procédons ainsi :

On réveéle 'un des papiers (fig. 3D.1), on prend le milieu de
la tache, on reporte ce point sur les papiers non révélés, & méme
distance du point de départ (fig. 3D.2) puis de part et d’autre,
a la distance Ly calculée plus haut, on reporte les marges de sécu-
rité, entre lesqueclles se trouve la totalité de I’ABIA a éluer.
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3. Semnsibilité de la méthode.

Il nous a paru intéressant de connaitre d’une part la quantité-
limite de diverses substances indoliques révélables sur papier par
notre réactif et d’autre part les possibilités-limites du dosage quan-
titatif d’ABIA, ceci en prévision d’une réduction & la quantité mi-
nimale du poids frais de matériel dont on veut extraire les compo-
sés auxiniques.

TaABLEAU 3.
Recherche de la marge de sécurité d’une tache, a partir d’un essai

particulier (v. fig. 3)
Les valeurs sont données en mm.

Numéros
dc.es D L Li Le
papiers

1 92 12 10 16
2 46 12 16 10
3 56 13 6 20*
4 47 22 15 11
5 50 18 12 14
6 49 21 13 13

* Valeur maximale (Ly) qui sera choisie, dans cet exemple, commme marge
de sécurité.

3. 1. DoSAGE QUALITATIF.

Au moyen d’une pipette de précision graduée en ul, on dépose
sur une série de petits rectangles de papier Whatman ne 1, a
lintérieur d’un cercle de 1 em de diameétre qu’on y trace préala-
blement, une tache d’environ 0,5 ¢cm de diameétre, d’un volume
donné dune solution alcoolique (10 Y/ml) du composé indolique étu-
dié. On seche, on imbibe de réactif par contact et on compare avec
un papier témoin ne contenant pas de substances a analyser. En
déposant sur le papier des quantités de plus en plus faibles, on
finit par découvrir Fa quantité limite encore sensible au réactif dans

une surface donnée.

L’estimation est faite & la lumitre du jour et & P’ceeil nu. Le
réactif que nous employons a été mis au point pour des mesures co-
lorimétriques et on a montré que c’était surtout ’ABIA qui présen-
tait, avec ce réactif, une coloration caractéristique (PiLer, 1957 b).
Nous avons constaté, par contre, en évaluant la quantité-limite ré-
vélable a sec et sur une surface donnée, que les chiffres correspon-
dants étaient trés différents de ceux qu’on pouvait attendre (v.
tableau 4).
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TaBLEAU 4.

Emploi du réactif : FeCly /H,SO, (Pier, 1957 b)

3 ml FeCl; 1,5 M
60 ml H,SO, (1,84; PM : 98,08, 95-97 0p)

100 ml H,0

Composés Coloration I* 11
ABIA rose-brun 100 l 0,02
Ac. B-indolyl-propionique rose ——brun 1,0 0,06
Ac. B-indolyl-butyrique jaune —— brun 13,2 0,06
Tryptamine rose ——violet. — 0,04
Indole rose brique 12,1 0,06
Scatole jaune brun 12,5 0,05

1.

Extinclion relative donnée par divers composés a noyau indole

(0,125.10—38 M).
IT. Quanlité-limite révélable (en Y) pour des taches de 0,5 cin de diamétre,
* Chiffres donnés par PiLer, 1957 b.

3. 2. DOSAGE QUANTITATIF.
3. 2. 1. Méthode.

Notre réactif attaque le papier-filtre qui, aprés révélation par
cette méthode, nc peut étre rendu translucide et soumis directe-
ment 3 une analyse photométrique dans un colorimétre du type
Elphor. C’est pourquoi nous procédons & une élution dans I’alcool
et & un dosage a 'aide du colorimétre Klett.

Nous procédons de la facon suivante :

L
2

~

Une fois le papier séché, a Dobscurité, nous découpons la
zone contenant de I'ABIA (révélation d’un témoin).

La zone de papier ainsi obtenue est ensuite débitée en pe-
tits morceaux qu’on introduira dans une pipette spéciale (fig.
4, A et B).

Au moyen d’un caoutchouc, on introduit 1 ml d’alecool (fig.
4C). On laisse reposer 5 heures (fig. 4 D) puis on fait tom-
ber 1= liquide dans l'éprouvette (fig. 4 E). On pipette ensuite
par trois fois 1 ml d’alcool pour laver les papiers, en laissant
reposer 60 mn chaque fois.

On ajoute, au temps zéro, 6 ml de réactif aux 4 ml d’éluat
ainsi obtenu, et on cherche a4 l'aide du colorimetre la valeur
correspondante sur la courbe-étalon (Courbe témoin).
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3. 2. 2. Précision de la méthode.

Le réactif que nous utilisons avait été proposé pour des dosages
d’activité auxines-oxydasique (Pmwer, 1957, 1958 a et b, 1959, 1960).
On procédait en opérant avec 2 ml de solution active et 8 ml de
réactif. Or, dans ces essais, on est obligé d’employer 4 ml d’alcool
au minimum pour éluer I’ABIA contenu dans les papiers. Nous avons
comparé (fig. 5) les courbes de titration pour une solution alcooli-
que d’ABIA en adoptant la méthode I (2 ml sol. |- 8 ml réactif)
et la méthode II (4 ml sol. 4 6 ml réactif). On peut voir que la
sensibilité est légérement réduite.

Fic. 4. — Technique d’élution de U'ABIA A )
apres électrophorése
(fig. A, B, C, D et E, voir texte)

1 : bille de verre — 2: caoutchouc
3: pipette contenant le papier — 4 : sup-
port maintenant la pipette au-dessus de
I'éprouvette graduée — 5: éprouvette
graduée — 6 : capillaire de la pipette.

LA

Clllllll!l]]l

E
— METHODE |
140 ___ METHODE Il /
/
1201
Fig. 5. — Sensibilité de la réac- -

tion colorimétrique de UABIA. 100

Réactif employé a base de FeCl, . i

H,S0,. Concentration en Y/ml g
dans le tube de Klett.

Méthode I: 8 ml duréactif 4 2 ml -

sol. aqueuse active. 60L

Méthode II: 6 mldu réactif 4 4 ml
sol. alcoolique active. 40"_
201
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On peut encore doser convenablement des quantités d’ABIA cor-
respondant & des concentrations de l'ordre de 1 y/ml dans le tube

de Klett, soient 10 Y d’ABIA dans les 4 ml d’éluat.

4. Quelques résultats.

A titre d’illustration de la technique exposée ici, nous examine-
rons briévement quelques-uns des résultats préliminaires obtenus.

4. 1. SEPARATION DE COMPOSES AUXINIQUES.

Bien qu’a plusieurs reprises le déplacement par électrophorése
de composés indoliques ait fait l’objet de publications particuliéres
(v Guern, 1958), nous donnerons quelques résultats obtenus avec
notre méthode (fig. 6).

TACHE INITIALE
CATHODE ANODE

Fic. 6. -— Migration par © l ®
électrophorése de quelques \ O,

composés indoliques. ° *

(300 V, pendant 5 h, MH— o e

pH ="1.3). i o -
I: ABIA — I: acide (B-in-
dolyl-propionique — 1II : . - o —W
acide B-indolyl-butyrique —
IV: tryptamine. T O TR TN U NUEE RSN PR R AEAT R T ¢

100 80 60 40 20 O 20 40 60 80 100

4, 2. MIGRATION DE L’ABIA.

Que cette substance soit seule en solution ou mélangée a d’autres
composés indoliques (tryptamine, acides (-indolyl-propionique et
B-indolyl-butyrique, etc...) son déplacement par électrophorése de-
meure identique.
~ On peut remarquer que la position de la tache de I’ABIA (au
bout d’un temps donné) par rapport a la tache initiale dépend de
la différence de potentiel : la mobilité de I’ABIA est une fonction
linéaire de cette différence de potentiel (fig. 7).

4, 3. PurRETE DE L’ABIA.

Dés qu’on utilise des quantités d’ABIA supérieures & 2 Y et sous
un régime donné (300 V; pH 7,3; 4 h), on trouve, en plus de la
tache de ’ABIA (3 4+ 48 mm de la tache initiale), trois autres ta-
ches :

1) vers l’anode, une tache rose (A), déplacement moyen de
-+ 22 mm ;

2) au centre, une tache rose (B) ;
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vers la cathode, une tache rose-violette (C), déplacement

moyen de — 18,5 mm (cette tache apparait plus irréguliere-
ment).
MM
A
80 /
(]
60L - /
/ :
40 5 g
o/
20| ,,/
-~ VOLTS

oL-~ -
T T T T | I o

0O 50 100 150 200 250 300 350

Fic. 7. — Déplacement (en mm) de ’ABIA en fonction de la différence de potentiel

(en v lls) aprés 5 h, pour un pH de 7,3.

Y

Ces observations nous conduisent a faire quelques remarques :

1)

3)

Il semble que ces taches correspondent & des produits de dé-
gradation de I’ABIA. En effet, nous avons préparé une série
de taches & 1 Y dont les unes furent soumises tout de suite
a l'électrophorese, et les autres seulement aprés 4 jours (con-
servation & Dlobscurité en présence d’air). Dans ces derniéres,
il y eut apparition des taches A et B.

Ces produits ne se forment pas en solution alcoolique, méme
vieillie de plusieurs semaines.

Ces produits semblent se trouver en quantité plus importante,
pour une quantité d’ABIA identique, lorsqu’on analyse wun
mélange d’ABIA, d’acides P-indolyl-propionique et (-indolyl-
butyrique et de tryptamine. lls pourraient donc aussi provenir
de la dégradation de l'une ou de lautre de ces substances
indoliques.

Les constatations précédentes incitent & protéger d’autant plus
soigneusement ’ABIA de l’air et de la lumiére. On peut penser que
la présence de ces composés fait varier le pouvoir d’extinction d’une
quantité d’ABIA donnée, faussant ainsi légérement I’établissement
d’une courbe étalon. Dans quel sens et dans quelles proportions, nous
Iignorons, n’ayant pas poursuivi d’expériences systématiques pour
le moment dans ce domaine.

Cette technique d’électrophorése présente, par rapport & la mé-
thode de chromatographie sur papier que nous avons utilisée a plu-
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siears reprises (Prer, 1958), certains avantages (contrdle thermique
plus aisé, reproductibilit¢é meilleure, quelles que soient les concen-
trations utilisées, etc....).

9. Conclusion.

Cette méthode, griace a laquelle nous pensons pouvoir doser chi-
miquement et quantitativement I’ABIA endogtne, permettra de com-
parer les valeurs ainsi obtenues a celles que fournissent les tech-
niques de biochromatographie (emploi de tests biologiques : PiLeT,
1958 a). Par ce moyen, nous pourrons aborder certaines questions
relatives, par exemple, aux liaisons in vivo de I'ABIA (v. Pier,
p. 258-262, 1961) avec d’autres composés (récepteurs auxiniques).
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