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Etude du catabolisme des auxines marquées
par du radiocarbone

Méthodes et premiers résultats * =~

PAR SEARGEIN

Pavr-Emite PILET et Pmrre LERCH

Laboratoire de Physiologie végétale, Université de Lausanne
Institut de Radiophysique appliquée, Hopital cantonal de Lausanne

1. AVANT-PROPOS

Depuis les expériences de Tane et Bonner (1947, 1948), de
Gawston et DauBere (1954) et de PiLer et Gausron (1955), d’innom-
brables publications ont été consacrées a l’étude de la dégradation
enzymatique des composés auxiniques et tout spécialement de l’acide
B-indolyl-acétique (ABIA). Nous renvoyons & quelques mises au point
récentes pour I’analyse de ces travaux (Larsen, 1951; GorpoN, 1954;
Ray et Tumann, 1956; Pier, 1960 f).

Avec la fabrication des premiéres molécules d’ABIA, marquées
par du radiocarbone (C4), I'analyse du catabolisme des auxines a
fait I'objet dune nouvelle série de recherches qui ont permis de
‘précisernon seulement les propriétés des enzymes responsables de
ces processus biochimiques. mais encore et surtout la nature des
produits de dégradation formés au cours de ces réactions. Ces résul-
tats faisant l'objet des premiers travaux portant sur ’emploi d’ABIA
marqu¢ par du G sont toutefois peu encourageants; en effet, ces
composés sont trés vite détruits et c’est surtout par la chaine laté-
rale que débutent les processus de dégradation (V. Fane et Burrs,
1957: Srturz, 1958: Smaw et Hawkins, 1958). Mais avec l'emploi
d’ABIA marqué par du C!* dans le cycle, et synthétisé, pour la pre-
miére fois, par Picaar, Aubivor et Monner (1954), les expériences
parurent plus concluantes (v. en particulier, Ray et Tummann, 1956;
PiLer, 1959, 1960).

* Ce lravail a pu ¢étre réalisé grace a un subside du Fonds national pour
la recherche scientifique (section atomique), et a la collaboration de Mmes
M. AtHANASIADES-MERCANTON et CL. GRANDCHAMP-CROUTAZ, €t de MM. BERCIER,
SIEGENTHALER, KoBr et COLLET.
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Ces méthodes, basées sur I’emploi d’ABIA marqué par du Ci4
(techniques radiochromatographiques) présentent incontestablement un
grand intérét, mais il convient de les utiliser parallélement avec
d’autres techniques qui, elles aussi, ont des avantages certains. Clest
pourquoi dans ce travail, nous exposerons briévement quelques mé-
thodes usuelles de dosage de l'activité auxines-oxydasique (que nous
appellerons, faute de termes meilleurs, méthodes biologiques) avant de
décrire les techniques portant sur lutilisation d’ABIA marqué par
du Ci¢ (que nous appellerons méthodes radiochimiques). Nous pour-
rons ainsi comparer ces diverses méthodes et discuter leur valeur
respective.

2. DEGRADATION ENZYMATIQUE DE L’ABIA

Sans entrer dans le détail des nombreuses publications qui ont
été consacrées & l'inactivation (v. PiLer, 1960 e), par voie enzyma-
tique, de ’ABIA, rappelons toutefois quelques observations indispen-
sables pour la suite de cet exposé.

Sous l’action d’'un systtme d’enzymes dont la nature chimique reste
encore mal définie (probablement de nature flavoprotéique), ’ABIA
se décompose pour donner un certain nombre de substances dont
activité biologique est plus faible et qui varient bien souvent d’un
tissu végétal & un autre.

" Propriétés du systéme enzymatique.

Ce systtme enzymatique posséde les caractéristiques suivantes (du
moins §’il s’agit comme c’est le cas dans ce mémoire, d’enzymes ex-
traites des racines du Lens, (Pwer, 1957 c).

1) pH optimum d’action :
6,2 + 0,4 (obscurité, 400 C 5= 5,0).

2) Température optimum d’action :
36,00 C+5,0 (pH 6,1; obscurité).
3) Température critique d’inactivation :
65,00 C 1-3,0 (pH 6,1; obscurité).

4) Vitesse des processus enzymatiques :

a) relation avec le temps :
fonction linéaire (de 5 & 70 sec.)
puis dv/dt diminue (dés 80 sec.) ;

b) relation avec la concentration en enzymes pratiquement pro-
portionnelle ;

¢) relatinn avec la concentration en ABIA :
fonction linéaire (de 50 a 40 pg/ml)
puis dv/dt diminue (au-dessus (ﬁa 45 pg/ml).
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2.2. Processus chimique de destruction enzymatique.

On avait tout d’abord supposé, et ceci surtout a la suite des
recherches de Tanc et Bonwer (1947), puis de WAGENKNECHT et
Burris (1950), que les produits qui se formaient, sous l’action des
auxines-oxydases, & partir de ’ABIA, avaient le méme noyau consti-
tutif (indole), mais différaient par la nature chimique de leur
chaine latérale.

Manning et Garston (1955) qui ne purent obtenir, parmi les
composés résultant de la décomposition de I’ABIA, de subsiances indo-
liques, furent entrainés a imaginer que I'’ABIA se dégraderait par
modification instantanée de son cycle. Toutefois, et nous le verrons
plus loin, le schéma que Garston (1956) proposa n’est pas entidre-
meni satisfaisant, aussi conserverons-nous pour le moment I’hypo-
thése de deux voies également probables de dégradatmn, par des
systemes enzymatiques, (fig. 1).
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Fic. 1. — Schéma de la dégradation par voie enzymatique de l'acide B-indolyl-

acétique: 1. ABIA. 2. Acide B-indolyl-céto-acélique. 3. B-mdolyi-aldéhyde

4. Acide o-formamido-benzoyl- acétique. 3. o- formamido-acétophénone.
6. o-amino-acétophénone.
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Nous admetirons donc la coexistence de deux processus distincts :

1o Destruction de la chaine latérale.

Par oxydation, ’ABIA (1) donnerait naissance d’abord a de l’acide
B-indolyl-céto-acétique (2) avec formation d'une molécule d’eau. Puis,
ce composé formerait, par décarboxylation, de la B-indolyl-aldé-

hyde (3).

20 Destruction du noyau.

Par oxydation également, ’ABIA (1) donnerait un composé problé-
matique, l’acide o-formamido-benzoyl-acétique (4) qui par décarboxy-
lation se transformerait en o-formamido-acétophénone (5). Une dé-
formylation de cette substance aboutirait a l’apparition d’o-amino-

acétophénone (6).

3. PREPARATION DU MATERIEL BIOLOGIQUE

Avant de donner la description des diverses techniques que nous
utiliserons dans I’étude qui va suivre, nous dirons briévement quel-
ques mots des méthodes utilisées pour préparer :

1o le matériel végétal employé;
20 les extraits enzymatiques dont on veut évaluer lactivité auxi-

nes-oxydasique.

3. 1. Matériel végétal.

Nous utilisons des semences du Lens culinaris Mep. et suivons,
a peu de chose prés, la technique proposée par PiLer et WEeNT
(1956) qui permet d’obtenir une croissance maximum des plantules.

1. Les graines sont imbibées 4 h! dans de l'eau déionisée (obs-

curité; 220 C - 1,5) puis rapidement lavées & l’eau distillée.
2, On les dépose sur du papier-filtre humide (Schleicher et
Schuel, n¢ 595) dans des boites de Petri quon place a I'étuve
(obscurité; 20,5° C < 0,5).

3. Au bout de 24 h, on sélectionne les plantules pour ne conserver
que celles dont les racines mesurent 2 mm —+ 0,5.

4. On les dépose dans de petites boites de Petri contenant un
papier-filtre (v. plus haut) imbibé d’une solution aqueuse de
saccharose (0,1 9o) et de pH voisin de 7,0. La culture se dé-
roule dans les mémes conditions que précédemment (v. 2).
On procéde alors a une seconde sélection et l'on trie (controle
a la loup: avec échelle micrométrique) les plantules dont les
racines mesurent 18,0 mm —+ 0,52,

-Q,"I

1 Suivant les lots de semences utilisées, ce temps d’imbibition qui corres-
pond a une germination maximum, peut osciller entre 2 h. et 24 h.

2 Dans ces conditions, c'est a cette longueur que . la vitesse d'élongation
des racines est maximum (PiLeT, 1960, e). .
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3.2. Extrait enzymatique.

Nous décrirons ici les techniques de préparation d'extraits bruts
(PiLer, 1958 d), extraits que nous avons utilisés dans ces essais. Pour-
tant, et dans certains cas, on a avantage a tenter une purification
de telles préparations; des essais préliminaires sont en cours qui
portent sur I'emploi de tissus préalablement lyophilisés et d’extraits
éleciro-dialysés. |

Les racines sont détachées (au niveau du collet) de la plante
et déposées sur une plaque de verre avec quelques gouttes de
solution physiologique (?ormule de Ringer). On les coupe de
fagon & obtenir des fragments de 6,0 mm —+ 0,5 de longueur
(comptés a partir du sommet, donc coiffe comprise).

Avant la préparation des extraits, ces fragments (tous sembla-
bles) sont déposés dans des béchers (obscurité, 4 2°C) dans
une solution-tampon de pH égal a 6,1; la composition de cette
solution est la suivantes :

40 ml KHgPO, (1.10—' M)

10 ml NagHPO, (1.10—1 M)
Toutes les opérations qui vont suivre se font en lumiére verte
(approximativement 530 mu).
On préléve un certain nombre de fragments qu’on pese (poids
frais) et qui serviront a la préparation de l’extrait.
L’activité enzymatique sera presque toujours rapportée a une
unité de poids frais (PiLer et Garston, 1955; GausTon et
DaLBere, 1954). Pourtant, dans certaines expériences, (PiLET,
1957 c; 1959b; 1960e) il est préférable d’exprimer I’activité
auxines-oxydasique par unité de protéines; le critere de réfé-
rence ayant une grande importance dans l’expression des ré-
sultats (PiLET et SIEGENTHALER, 1959). Dans ce cas, un lot équi-
valent de fragments de racines sera utilisé pour le dosage de
'azote total et protéinique, et nous utiliserons & ce propos soit
la méthode de KieLpaniL-Kirk (PiLer et Garston, 1955; Pi-
LET, 1957 a) soit celle de KseLpanrL-BrunerL (PmLET et SiEGEN-
THALER, 1959). Connaissant alors la teneur en azote protéini-
que de ces fragments, on pourra trouver celle de ceux qui
seront employés pour le dosage auxines-oxidasique.
Par exemple :
33,4 mg (pointes de racines) correspondent (méthode de Kier-
paHL-BRUNEL) & 92,7 ug d’azote protéinique; nous sommes par-
tis de 12,6 mg de tissus, la teneur en azote protéinique sera par
conséquent de :

92,7 x 12,6

33,4

Ces fragments sont déposés dans des mortiers qu’'on sort du
congélateur (— 230 C) avec une petite prise de Si0, (également
conservé au froid) et quelques gouttes de solution-tampon

(pH 6,1).

= 3439 Mg
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6. On broye les fragments 3 en ajoutant régulitrement la solution-
tampon. On récolte quantitativement l’extrait dans des tubes &
centrifuger (10 ml); les mortiers et les pistils sont lavés avec
la solution-tampon.

7. Aprés avoir équilibré les tubes, on centrifuge* pendant 10 a
15 mn (3000 a 4500 t/mn) ; l'extrait aqueux est récolt¢ et
Pamas de tissus (membranes cellulaires essentiellement) est
abandonné au fond des tubes.

8. L’extrait est transvasé quantitativement dans des ballons jau-
gés (10 ml) et on compléte 4 10 ml en utilisant la solution-
tampon de pH 6,1.

9. On peut conserver cet extrait & l'obscurité (4 2°C) pendant
24 h, sans que son activité enzymatique baisse mnotablement

(Preer, 1960).

4. METHODES BIOLOGIQUE

Parmi les diverses méthodes proposées pour évaluer Dactivité
des auxines-oxydases, nous avons choisi trois techniques, mises au
point dans notre laboratoire, et dont nous décrirons le principe et
brievement D’application. Nous examinerons successivement :

10 Dosage colorimétrique
20 Dosage manométrique
3¢ Dosage biochromatographique.

4.1. Dosage colorimétrique.
4,.1.1. PrinceE.

- Cette méthode, basée sur les expériences de GaLstoN et Baker
(1951, 1953), de Garston et Darpere (1954), et de PmwEer et Gavrsron
(1955) repose sur le principe suivant :

A une quantité déterminée d’extrait (x ml) additionné d’une cer-
taine quantité d’eau (y ml) et de solution-tampon de pH = 6,1
(z ml), on ajoute au temps 05 de I’ABIA (a ml & une concentra-
tion c).

On dépose ce mélange (au total 10 ml) dans un erlenmeyer qu’on
agite ¢ lentement a D’obscurité (28,0cC 4 0,5). Aprés un temps (T),
on préleve quelques ml (b ml) du mélange qu’on ajoute au temps 0

8 Des essais sont en cours qui semblent indiquer qu'une homogénéisation
des tissus permet d’obtenir des extraits plus aclifs.

4 Nous sommes en train de mettre au point une technique basée sur I'’em-
ploi de la centrifugeuse a congélation ; les résultats préliminaires obtenus sont
concluants, car les extraits purifiés sont beaucoup plus actifs que ceux qui
sont préparés par la technique habituelle.

& Pour les mesures de temps, nous utilisons le chronométre automatique
«Lab-Chron » fabriqué par Labline et Co a Chicago.

6 Nous avons fait construire spécialement par la maison Zivy, & Béle, un
agitateur-incubateur approprié.
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(donné par un autre chronometre) a une certaine quantité (r ml)
d’un réactif de ’ABIA. On suit le développement de la coloration
et on reléve, aprés un temps (t) la valeur du « coefficient colorimé-
trique » (Cg). Parallélement, on fait quelques essais témoins (extrait
sans ABIA; ABIA sans extrait; pas d’incubation, etc..) qui permei-
tront de corriger les valeurs obtenues.

4.1.2. QUELQUES DONNEES PRATIQUES.
Dans ces essais, nous avons pris les valeurs suivantes :
Mélange actif.
r= 2 ml y = 2 ml z = 4 ml
a=2ml ¢= 10 pg/ml
Durée de Uincubation et mesures colorimétriques.
T = 60 mn t = 30 mn
Réactif.
En général, nous avons adopté les proportions suivantes :

mélange actif — ABIA: b = 2 ml
réactif : r = 7 ml |- 1 ml d’éthanol ou r = 8 mlL

4,1.3. MESURES COLORIMETRIQUES.

On emploie, pour ces essais, ’appareil photoélectrique de Klett-
Summerson (Klett manufacturing & Co, New-York) muni d’une lampe
spéciale (Lamp bulb n° 37 88 K, 100 W: Thomas & Co, Philadel-
phia) qu'on prend la précaution d’allumer au moins 10 mn avant
les essais. On utilise un filtre spécial (filtre n° 54; 535 mp = 35)
et des tubes appropriés (Klett-tubes: 5 et 10 ml).

4.1.4. Rfacrir.

Nous avons mis au point (Prer, 1957 ¢) le réactif suivant?:
3 ml FeCl, . 6 H,O (pro anal.; PM : 270,32)

60 ml H,SO, (1,84; PM : 98,08; 97 o)

100 ml H,O (ean bidistillée et déionisée).

Le FeCl; est dissous dans de l’eau distillée et I’on prépare une
solution 1,5 M. On verse lentement dans cette solution, en agitant,
H,SO,. On remplit les tubes (7 ml) & l’aide d’une burette automati-
que (type de Squibb montée sur un flacon de Woulf).

4.1.5. CouRBE ETALON.

Pour diverses concentrations d’ABIA (0,25 & 10 pg/ml), on dé-
termine le «coefficient colorimétrique». A titre d’exemple, nous
reporterons (fig. 2) deux courbes étalons, 'une obtenue en ajoutant
4 8 ml de réactif, 2 ml d’une solution d’ABIA et l’autre (la sensibi-
lité est accrue) en ajoutant & 7 ml de réactif, 1 ml d’éthanol et

7 Ce réaclif est voisin de celui proposé par Tanc et BonneEr (1947, 1948) et
GorpoN et WEBER (1931) ; il est basé sur la réaction de SaLkowskr (1885).
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2 ml de solution d’ABIA. Cette courbe établie et le coefficient colo-
rimétrique trouvé pour une solution inconnue, il est facile de dé-
terminer la concentration correspondante de 1I'ABIA.

£ c0-102./10 MN

lllll“l“l[

|1lIIII‘|lufl[lllTTII‘1llll

0O 1 2 3 4 5 B 7 8 9 P

Fic. 2. — Variations du coefficient colorimétrique (donné en unités de KLETT)

pour des solutions aqueuses contenant de I'ABIA (4 différentes concentrations

en ug/ml) auxquelles on aura ajouté le réaclif spécifique (v. p. 219) et, pour
une série d’analyses, de I'alcool éthylique.

4.1.6. EXPRESSION DES RESULTATS.

Nous avons ainsi déterminé la quantité d’ABIA détruit pendant
60 mn d’incubation enzymatique et ceci vour 2 ml d’'un mélange
contenant un peu d’extrait enzymatique, la correspondance entre
cette valeur et le poids frais (ou la teneur en azote protéinique)
est facile a établir :

Initialement, nous avons 10 ml d’extrait correspondant & p mg
de PF, nous en prenons 2 ml pour préparer 10 ml d’un mélange

actif ; ces 10 ml correspondront donc a Lgmg de PF. Aprés 60 mn,

nous retirons 2 ml du mélange, qui correspondront donc & 55 M8

de PF, pour les placer en contact avec le réactif. L’ABIA détruit
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dont on vient de calculer la valeur (A) sera, par conséquent, par
unité de poids égal a:

25.A

Activité auxines-oxydasique = —— / mg de poids frais.

4.1.7. RfsuLTaTs.

Nous donnerons, pour des extraits enzymatiques préparés comme
on I'a indiqué précédemment, les courbes traduisant la dégradation
de PABIA en fonction de la durée d’incubation (fig. 3).

60 |- 16

| 1
&

|
w

Mg ABIA DETRUIT /01 MG N-PROT.

(\V]

g ABIA DETRUIT [ 200 MG POIDS FRAIS

—— COURBES EXP. i
----- COURBE CALCULEE 1
-0
L | 1 L 1 1 1 |
0 30 60 30 120 150 MN
Fic. 3. — Dégradation enzymatique de 'ABIA pour des extraits radiculaires

et rapportée en g d’ABIA détruit, pour une période d'incubatiou variable (de

0 a 130 mn), et pour 200 mg de poids frais ou 0,1 mg d’azote protéinique. Les

courbes 1 et 2 sont directement tirées de mesures au photocolorimétre, la courbe

3 est conslruite & parlir des données de la courbe 1, mais les unités employées
sont celles de la courbe 2. '

Nous rapporterons d’abord deux séries de rvésultats pour deux
extraits semblables mais provenant de matériel biologique différent
(deux séries de racines de 18 mm, & partir desquelles on a pré-
paré des fragments de 6 mm). Nous exprimerons I’ABIA détruit :

a) par rapport & 200 mg de poids frais (courbe 1);
b) par rapport & 0,1 mg d’azote protéinique (courbe 2).

A partir de la courbe 1, nous construirons une courbe qui traduit
les résultats précédents, non plus par rapport au poids frais, mais
pour 0,1 mg d’azote protéinique (courbe 3).
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Ainsi qu’on peut le voir les courbes 2 et 3 coincident & peu pres,
et la méthode colorimétrique peut étre considérée comme une rela-
tivement bonne technique de dosage de l'activité auxines-oxydasique.

4.2. Dosage manométrique.

4.2.1. PriNcIPE.

Cette méthode qui a été utilisée pour la premiere fois par van
RaavTe (1954) et Sturz (1957) est basée sur le fait que pour qu’l
mol g d’ABIA soit inactivée, il faut qu’l mol g d’oxygene soit ab-
sorbée :

1 molg d’ABIA + 1 melg 4’0, —»>
1 molg d’acide B-indolyl-céto-acétique + 1 molg d’H,0.

En fait, et nous avons déji discuté ce probléme, cette équation
est trés schématique et ne rend pas compte des diverses étapes de
transformation biochimique subies par I'ABIA.

On peut toutefois, par une mesure de l'oxygeéne absorbé (mesure
respirométrique de Warsure, 1926 et Dmxon, 1943), évaluer stce-
chiométriquement la quantité d’ABIA dégradé.

4. 2. 2. TECHNIQUE.

Nous résumerons briévement notre méthode (PiLer et Kosr, 1959);

1) On dépose dans chaque auge du respirometre de Warpure
2 ml d’extrait enzymatique (v. p. 217).

2) Aprés une période d’« équilibration » de 30 mn, on détermine,
pendant 75 mn, la quantité d’O, absorbé.
On transvase alors, du bras latéral dans le récipient principal :
pour les lots témoins : 0,5 ml d’une solution-tampon (]5)H = 6,1)
pour les lots traités : 0,5 ml d’une solution-tampon d’ABIA de

100 p g/ml.

Il convient de remarquer que les conditions d’incubation enzyma-
tique ne sont -pas, dans ces essais, tout & fait identiques a celles
que nous avons décrites pour le dosage colorimétrique, et que nous
respecterons pour. les analyses biochromatographiques et radiochro-
matographiques. ;

Ces différences de techniques, qui vont compliquer mne comparai-
son des résultats obtenus, nous ont été dictées par la, méthode par-
ticulidre qu’imposent les mesures d’0O, absorbé. C’est ainsi, par exem-
ple, que le volume total de la solution active est différent (2,5 ml
pour 10 ml) et que la concentration de ’ABIA employé n’est pas la
méme (0,5 ml d’ABIA a 100 pg/ml au lieu de 2.ml d’ABIA i
50 ug/ml).

4.2.3. EXPRESSION DES RESULTATS.

En faisant la différence entre les valeurs obtenues pour des solu-
tions auxquelles on a ajouté de I’ABIA et celles qui n’ont pas été
traitées, nous obtiendrons la quantité d’oxygene correspondant & celle
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qui a été nécessaire pour dégrader cet ABIA. En admettant comme
on I'a vu plus haut, qu’a 1 molg d’ABIA dégradé correspond 1 molg
d’0, absorbé, nous pourrons écrire :

175,18 g d’ABIA correspondent & 32 g d’oxygeéne; par conséquent :
22,4 pl d’0y correspondent a 175,18 pg d’ABIA et par suite :

1
1 pl d’0y4 correspond a 33,18 = 7,9 pg d’ABIA.
2

Aprés 150 mn d’incubation, nous constatons que extrait enzyma-
tique a absorbé 3,6 ul d’0,/200 mg de poids frais, 'ABIA détruit
sera donc égal & 3,6 . 7,9 = 28,44 soit 28,0 p g I’ABIA détruit / 200
mg de poids frais.

4. 2. 4. RfisurLraTs.

On réalise deux séries d’essais paralltles et on mesure la quantité
d’0, absorbé par les extraits enzymatiques pendant 60 mn. Au bout
de 75 mn, on donne & un des lots de 'ABIA et on poursuit les
déterminations d’0, absorbé. La différence entre ces deux séries
de valeurs correspond a la quantité d’O, utilisé pour la dégradation
de I'ABIA. En se souvenant qu’une molg d’0, est nécessaire pour

TasLEAU 1.
Dosage manométrique (absorption d’O;) de Pactivité auxines-oxyda-
sique d’extrait de fragments (9 mm) de racines de 18 mm. Ces va-
leurs sont données pour 200 mg de poids frais. (A noter que les
conditions expérimentales ne sont 'pas semblables & celles de nos
précédents essais).

Temps Incubation 1 0, absorbé Eﬁ:ﬁgﬁm
/mn [mn TE TR TR-TE |détraiten jig
0 — 0 — -
15 — 5,6 — _
30 - 8,9 — ==
45 - 11,1 - =
60 — 11,8 — —
75 oW 14,6 0 0
90 15 13,9 15,0 1,1 8,8
105 30 15,2 17,1 1,9 15,8
120 45 16,4 18,6 2,2 17,5
135 60 18,1 20,8 2,7 21,0
150 75 19,0 22,6 3,6 28,0

(1) C’est 4 ce moment qu’on ajoute de I’ABIA.
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dégrader une molg d’ABIA, on pourra calculer la quantité d’ABIA
qui a été détruite. Les résultats de cette série d’essais figurent
dans le tableau 1.

Pour comparer cette méthode avec la technique colorimétrique,
nous nous sommes servi d’un extrait absolument semblable, mais
qui différe de ceux qu'on utilise habituellement. Nous avons utilisé
des racines de 18 mm et nous avons prélevé des fragments de Y mm
de longueur (au lieu de 6). D’autre part, au lieu d’ajouter & 2 ml
d’extrait 2 ml de solution-tampon, 4 ml d’eau et 2 ml d’ABIA a
50 pg'ml nous donnons & 2 ml d'extrait, 0,5 ml de solution-tampon
et 0,5 ml d'une solution d’ABIA de 100 pg/ml. Ces différences de
technique expliquent, partiellement du moins, pourquei la courbe
exprimant les variations d’ABIA détruit /200 mg de poids frais, que
nous donnons dans la fig. 3 et qui correspond & un dosage colori-
métrique, ne correspond pas exactement 2 celle, traduisant le méme
phénomeéne, qui se trouve dans la fig. 4.

5
< C
& o
“ 30 F o COLORMETRIE
8 F e MANOMETRIE
a B . ;
o E »
> 5

20 |
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o L
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— [
= F
> 10 F
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o |
< .
2 b

0
o MN
=N O 15 30 45 80 75

Fic. 4. — Destruction de 'ABIA en fonction de la durée d’incubalion enzyma-

tique (de 0 & 75 mn) et rapportée 4 200 mg de poids frais. Comparaison des

techniques colorimétrique et manométrique. L’extrait employé ici est préparé
autrement que ceux qui furent utilisés plus haut (v. p. 217).

Si l'on: compare (fig. 4) la courbe donnant PABIA détruit et ob-
tenu & partir des résultats manométriques et celle quon a cons-
truite directement par des déterminations colorimétriques, on cons-
tate qu’elles ne coincident pas. Les valeurs trouvées par la méthode
manométrique sont toujours plus fortes que celles que donne la
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technique colorimétrique. On peut expliquer ces différences par le
fait que Dextrait enzymatique n’a pas été purifié: il contient donc
vraisemblablement, ce qui n’était pas génant pour un dosage colo-
rimétrique, d’autres systémes oxydasiques, activés par un trailement
auxinique, mais incapables d’assurer la dégradation de I’ABIA.

4.3. Dosage biochromatographique.

4.3.1. PrinciPE.

Aprés une période déterminée d'incubation enzymatique, la solu-
tion active contenant I’ABIA dégradé est «reprise» par de DI'éther
en vue d'une application sur le papier ol Pon procédera & la sépa-
ration chromatographique. Aprés cette opération, le papier est dé-
coupé et les divers constituants sont récupérés dans une solution ou
I'on mettra les fragments d’organes (racines ou tiges) pour le do-
sage biologique. Cette méthode dont le principe a déja été exposé
ailleurs (PiLer, 1958 d), nous permet de connaitre :

1e la valeur de ’ABTA détruit par voie enzymatique;
20 la nature biologique (activateur et inhibiteur de croissance)
des produits qui résultent de cette dégradation.

4, 3. 2. SEPARATION CHROMATOGRAPHIQUE.

Qu’il s’agisse d’une analyse biochromatographique ou d’une étude
radiochromatographique, la premiére étape des opérations a réaliser
est de mettre en évidence, par chromatographie, les divers composés
auxiniques contenus dans lextrait (v. p. 217). A ce sujet, nous
avons mis au point une technique dont nous rappellerons briévement
’essentiel (v. PiLer, 1958, b et d).

a) Nous pratiquons la chromatographie descendante sur papier
Whatmann n° 1 (46.5 em / 56,5 em), en utilisant le chroma-
tobox de Pleuger.

b) A Paide d’une seringue (micropipette Agla) la solution i exa-
miner est déposée (tache initiale) sur le papier:; ce dernier est
placé sur un erlenmeyer ol l'on fait le vide et la solntmn
¢thérée s’évapore immédiatement.

¢) On suspend le papier dans le chromatobox de Pleuger dont
I'atmosphére est en quelque sorte saturée par l’ammoniaque.
(Pest ce que nous appellerons 'équilibration. A cet effet des
godets contenant le solvant sont déposés au fond du chromato-
box. L’équilibration dure une douzaine d’heurzs environ: elle
se fait a l'obscurité et a 20° C. :

d) Aprés de nombreux essais préliminaires, nous avons adopté le
solvant proposé par SeN et LforoLp (1954) et amélioré par
Stowr et Taimann (1954). dont. voici la composition :

isopropanol (80) — ammoniaque a 28 oo (10)
eau bidistillée et déionisée (10).
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e) On place le solvant dans I’auge de diffusion et il faut attendre
18 h en moyenne pour que la distance parcourue par le solvant
(mesurée entre la tache initiale et le front du solvant) soit de
45 cm environ. Dans ces conditions le Rf 8 de I’ABIA est com-
pris entre 0,40 et 0,55.

f) Le papier est alors séché dans un incubateur approprié (ther-
mostaté; ventilation régulidre; obscurité) et il y reste quelques
heures.

4, 3. 3. RECUPERATION DES cOMPOSES AUXINIQUES.

L’action des systtmes enzymatiques sur I’ABIA est étudiée dans
des solutions aqueuses. Or pour I’analyse chromatographique, I’em-
ploi de tels mélanges est incommode. Il convient de récupérer ’ABIA
et les divers composés auxiniques formés qui restent dans la solution.
Nous utjlisons de I’éther sans peroxydes préparé selon le procédé de
GarBarmnt (1909), modifié par KurLescma (1952). Au cours de cette
« récupération » de produits actifs, nous perdons toujours une -cer-
taine quantité de composés dont il faut évidemment tenir compte.
Une correction est par conséquent nécessaire; voici comment nous
proposons de I’établir (PiLer, 1960 c).

Facteur de correction o : En général, &8 8 ml d’extrait aqueux
(2 ml d’extrait concentré | 2 ml d’H;O + 4 ml sol.-tampon de pH
6,1), nous ajoutons 2 ml de solution d’ABIA a 50 pg/ml, ce qui fait
donc qu’initialement notre solution de 10 ml contiendra 10 ug/ml
d’ABIA. L’incubation étant achevée, nous prélevons 4 ml du mélange
qui, 8’il n’y avait pas em d’inactivation enzymatique, devraient con-
tenir au total 40 pg.

A ces 4 ml (et nous répétons deux fois Popération, ce qui est

possible puisque nous avions au total 10 ml), nous ajouterons :

a) quelques gouttes d’acide tartrique (solution aqueuse de 0,1 M).
on ameéne ainsi le pH du mélange & 4,5. On controle au pH-
mgtre. Pratiquement on utilise 1 ml de cette solution.

On sait en effet (v. Pmer, 1960 d) que c’est & un pH compris
entre 6 et 4 que la «récupération», par D’éther, de l’AﬁIA
contenu dans une solution aqueuse est la meilleure.

b) oh compléte alors (ballon jaugé) a3 10 ml en ajoutant de
Péther sans peroxydes, préparé comme on vient de le voir
plus haut. En général, on utilise trds exactement 5 ml d’éther.

Aprés agitation (obscurité), on conserve le mélange environ 120 mn
au frigidaire (-} 2°C), on récolte I’éther (3 ml environ) en utili-
sant des pipettes 3 un trait. On le condense, sous pression réduite,
et on rameéne son volume & 0,5 ml

8 Rappelonsquele Rf est le rapport entre la distance (e) qui sépare la tache
initiale de la substance isolée et la distance (H) parcourue par le solvant : Rf =
e/H.
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En principe, si tout ’ABIA a passé dans D’éther et si la dégrada-
tion de I'ABIA est négligeable, on peut évaluer la quantité d’ABIA
qu'on devrait trouver théoriquement :

Nous étions partis de 10 ml de solution contenant deux fois 50 ug,
c’est-a-dire 100 pg. Par conséquent les 4 ml prélevés devaient contenir
40 ug. Il s’ensuit que les 10 ml du mélange (solution aqueuse -}
acide tartrique -+ éther) contiendraient 40 ug. Comme nous avons
utilis¢ 5 ml d’éther, dont nous supposons que la récupération a été
totale. nous pouvons alors admetire que ces 5 ml d’éther contiennent
les 40 ug d’ABIA. Les 3 ml d’éther récoltés (séparés de la phase
aqueuse) correspondent pratiquement & tout 1’éther récupéré, le reste
ayant été évaporé. Ramené a 0,5 ml, cet éther contient donc théori-
quement 40 ug d’ABIA. En fait, nous sommes obligés de constater :

1o que de I’éther est resté en contact avec la phase aqueuse;

20 que de I’ABIA est demeuré dans cette phase aqueuse.

Il est bien clair que ce chiffre n’est jamais atteint. Pour trouver
la correction a apporter, nous réaliserons un essai 3 blanc ol les
8 ml d’extrait aqueux sont remplacés par une solution-tampon de
pH 6,1. En opérant comme précédemment, et en travaillant sur
de T’'ABIA marqué par du C!¢ (v. radiochromatographie, p. 235),
on peut trouver, avec une bonne précision, le titre des 2 ml d’éther.
On compare ce titre avec celui que théoriquement il devrait avoir
et on répete l'opération avec diverses concentrations (sol. d’ABIA

de 10 a 100 pg/ml).

I L L O . R L
24 | /-
— cT F -
20— e , —
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12 //____‘L _

0 4 8 12 16 20 24

Fic. 3. — Recherche du coefficient de correction «.
CT : concentration théorique; CE: concentration expérimentale.
La concentration d’ABIA (CT et CE) est donné en pg/ml
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On peut construire un graphique (fig. 5) dans lequel on rappor-
tera le titre théorique calculé et celui qu'on a obtenu expérimenta-
lement avec un extrait inactif. Le coefficient angulaire de la droite
théorique ainsi construite correspond au facteur de correction (o)
qu'on utilisera par la suite. Il suffira tout simplement de multiplier
le résultat obtenn par a. Une telle méthode est absolument compara-
ble a celle que nous utilisons pour établir (analyse chromatographi-
que) le coefficient de régression B (v. p. 231).

4. 3.4. TEsSTS BIOLOGIQUES.

Le dosage de I’ABIA et des divers composés auxiniques séparés
chromatographiquement est réalisé grice a Vemploi de deux types
de tests différents, mais provenant de la méme plante (Lens culina-
ris) qui a servi, du moins dans les essais dont il est fait mention
ici, & la préparation des extraits enzymatiques. Il s’agit :

a) de tests «Racines» (R) b) de tests «Tiges» (T)

Primitivement, nous avions proposé (Pmwer, 1958b) un test R
et un test T basés respectivement sur ’emploi de pointes de racines
et de fragments d’épicotyle; plus récemment, nous avons modifié
légerement la technique de préparation de ces tests (PiLer et Cor-
LET, 1959 a), puis proposé (Pier, KoBr et SiecEnTHALER, 1960) une
variante du test R que nous appellerons, dans ceite éiude, fesi B’
et qui, avec le matériel actuellement utilisé, est plus sensible. Les
caractéristiques essentielles de ces trois tests figurent dans le ta-
bleau 2.

A chacun de ces tests, correspond une courbe étalon (fig. 6) dont
nous vérifions, & chaque série d’essais, quelques points. Cette courbe
donne les variations d’allongement en ¢/ d’inhibition ou de stimu-
lation d’'un test donné en fonction de la concentration d’ABIA em-
ployée. Elle nous permet, compte tenu des facteurs o et 3, de tra-
duire en équivalents d’ABIA les concentrations des composés isolés
chromatographiquement et qui présentent une action sur lallonge-
ment du test utilisé. '

4. 3. 5. Erurion.

Lcs papiers chromatographiques, une fois la séparation réalisce,
sont découpés en bandes transversales correspondant chacune i une
fraction de Rf déterminé (par ex. Rf:0,10 a 0,15 — 0,15 a 0,20,
etc...). Ces papiers sont plongés dans des solutions dont la nature
differe suivant le test utilisé :

Test R : solution aqueuse de glucose (3.10—6M) : pH: 5,7

Test R : solution de saccharose 1 9o dans la solution-tampon
NagHPO, / KH,PO, ; pH 5,1. . P . '

Test T : solution aqueuse de saccharose (6-10—2M) ; pH 6,1.
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Apreés 12 h, les papiers sont retirés des godets contenant respec-
tivement 10 ou 4 ml de la solution d’« élution ».

TABLEAU 2.

Caractéristiques techniques des trois tests biologiques employés :

Test R : sections de racines du Lens
Test R" : idem
Test T : sections de tiges du Lens
Caractéristiques Test R Test R’ Test T
Sections:
nature Pointe de racine| Pointe de racine | Entre-nceud
d’épicotyle
longueur 5 mm 3,3 mm 5 mm
nb. sections/essai 100 60 60
Solutions actives: eau déionisée sol. tampon eau déionisée
Na,HPO,-KH,PO,
volume 10 ml 10 ml 4 ml
concentration en:
glucose 5,10~ M g o
saccharose — 1 9 6.102M
pH 9,7 3,1 6,1
Culture (obscurité)
température 20,5°C 25°C 25°C
nature sur filtre sur filtre immersion,
agitation
mesure de
P’allongement
apres : 48 h 12 h. 9h

4, 3.6. CORRECTION DES RESULTATS.

Les valeurs correspondant a la quantité de composés auxiniques
isolés seront évidemment trop faibles, car des pertes de tout ordre
sont a craindre (inactivation au cours de la séparation chromatogra-
phique, adsorption dzs substances actives, etc...). Comme précédem-
ment, on peut introduire un facteur de correction que nous avons
appelé (Pier, 1958 d) 3 la suite d’Aubus et Tresm (1953) facteur

MEMOIRES 8C. NAT. 17 12
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de régression et que nous désignerons ici par B pour le distinguer
du facteur o précédemment défini.

0 r >
20 [
oF -1 _
20 [
o F
0 F
80 — i - 1 L /J.g Kir;n‘
Qoo 0,0 01 1 10 100 1000 107000

Fic. 8 — Courbe étalon. On a reporté le 0/p d’action de I'ABIA (stimulation (4 )

ou inhibition (—))surla croissance (élongation)des tests T (fragments de tiges

du Lens) et R (pointes de racines du Lens), en fonction de la concentration

(en pg/10 ml) d’ABIA employé (solution aqueuse tamponnée contenant du sac-
charose (S) ou du glucose (G)).

Des quantités connues d’ABIA (solution témoin sans extrait enzy-
matique) sont chromatographiées. L’analyse biologique est ensuite
entreprise et le 0/ de croissance du test est traduit en termes d’ABIA
a laide de courbes étalons. Par conséquent (fig. 7) 4 ume concen-
tration donnée CD correspond une concentration évaluée expérimen-

talement CE. Supposons que rien n’a été perdu, alors CD = CE et

nous obtenons une droite dont le coefficient angulaire = 1; suppo-

sons que la perte qu'on veut évaluer corresponde a P, on a:
CD=CE + P

la droite de correspondance aura une pente que nous appellerons B
et la perte P en 9o vaudra:

B — 1|
B |
Il suffira de multiplier par f les valeurs d’ABIA trouvées.

. 100

B:C_Cg>1 P op =
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4, 3. 7. EXPRESSION DES RESULTATS.

Depuis les recherches de BentLey (1950) et de Lexanper (1953)
surtout, on a pris I'habitude de représenter les 0o d’allongement du
test utilisé (inhibition (—) ou stimulation (4)) en fonction du Rf
obtenu; les graphiques ainsi construits ont été appelés, improprement
d’ailleurs, histogrammes. La comparaison des divers histogrammes n’est

g
g I CD o

CE

O 1 l 1 1 1 l I_l__l_[l l A I i l L
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fic. 7. — Recherche du coefficient de correction § (facteur de régression) CD:
concentiration donnée — CE: concentration expérimentale. La concentration
d'ABIA (CD et CE) est donnée en ug/ml.

pas toujours commode; en effet chaque graphique est construit pour
un poids frais déterminé. D’autre part, les valeurs données ne sont
pas encore ou pas complétement corrigées. C’est pourquoi, & I’histo-
gramme doit s’ajouter un tableau qui, toutes corrections faites,
donne les résultats définitifs.

4. 3. 8. Resurrars.

Histogrammes : nous donnerons en premier lieu quelques résultats
obtenus avec les tests R, R’ et T pour des extraits enzymatiques mis
en contact durant 150 mn avec de P’ABIA. Nous comparerons les
valeurs trouvées avec celles qui concernent P’emploi de PABIA non
dégradé initialement (c’est-a-dire pour un temps d’incubation de
0 mn).

Examinons tout d’abord (fig. 8) quelques résultats fournis par
Pemploi des tests R et R’ qui, comme on I’a montré, ont vis-a-vis
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Fiec. 8. — Bio-histogrammes.

Le dosage biologique des produits formés a partir de I'ABIA, dont la présence
est rappelée par les zones noires, est fait en employant les deux tests spointes
de racines du Lenss (tests R (A et B) et R (C et D)). Les solutions d’ABIA
chromatographiées onl été utilisées soit immédiatement apreés leur préparation
(A et C), soit aprés un contact (incubation enzymatique) de 150 mn (Bet D)
avec des extraits radiculaires de nature auxines-oxydasique. On a reporté, en
fonction du Rf, le 0/p d’action des composés isolés sur I'allongement des tests
employés.
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de ’ABIA des sensibilités de croissance différentes. On peut consta-

fer ceci :

1. Les histogrammes des tests R sont pratiquement semblables a
ceux des tests R’. L’ABIA qui se fixe dans les zones de RI
compris entre 0,45 et 0,60 est mis en évidence par une forte
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Fig. 9. — Bio-histogrammes.
Mémes expériences que celles exposées dans la fig. 8.
Emploi de deux tests comparatifs: Test R (pointes de racines du Lens; A et B),
Test T (fragmenisdetigesdu Lens; C et D).
Les solutions d'ABIA chromatographiées ont été utilisées soit immédiatement
(A et C) soit aprés avoir été en contact 130 mn avec un extrait auxines-oxy-
dasique (B et D). Des essais témoins (test biologique) ont été réalisés avec des
solutions d’ABIA a 5 et 1 ug/ml de substance active.
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2. Apres une incubation enzymatique de 150 mn, la concentration
de ’ABIA diminue nettement; ceci se traduit par une sensible
réduction de l'allongement du test (aussi bien pour le test R
que pour le test R’).

Si nous comparons (fig. 9) les histogrammes obtenus pour les

tests R et T, les conclusions sont identiques :

1. la présence d’ABIA se traduit par une forte inhibition du
test R et par une nette stimulation du test T.

2. aprés une incubation enzymatique de 150 mn, la concentration
de PABIA est fortement réduite et ceci se traduit par une di-
minution de linhibition d’allongement du test R et par I'accé-
lération de croissance du test T.

Dosages quantitatifs : comme nous le disions plus haut, les va-
leurs données dans un histogramme sont essentiellement qualitatives.
En reprenant les résultats obtenus par des mesures d’allongement des
tests R et T, en effectuant les calculs de correction indispensables,
on peut tirer de ces essais des valeurs quantitatives. Nous nous bor-
nerons ici A analyser les chiffres correspondant & une zone de Rf
comprisc entre 0,45 et 0,60 (ABIA).

TasLEAU 3.

Destruction enzymatique de I’ABIA (extrait obtenu & partir de
pointes (6 mm) de racines du Lens de 18 mm de long). Résultats
donnés par D’analyse biochromatographique
Temps d’incubation (T) en mn.

(utilisation des tests R et T).

s ug ABIA détruits/200 mg poids frais
Test R | Test T
30 5,7 28,6
60 56,5 294
90 57,1 43,0
120 60,2 66,5
150 60,0 67,3

L’examen du tableau 3 montre des différences appréciables, du
moins pour un temps d’incubation peu élevé, entre les valeurs don-
nées par le test R et celles du test T. Toutefois la grandeur des
chiffres obtenus est approximativement du méme ordre et on peut
considérer, aux erreurs przs de la méthode et en tenant compte des
variations biclogiques des tests, que des valeurs comme celles qu’on
a trouvées pour une incubation de 50 mn sont équivalentes.
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METHODES RADIOCHIMIQUES

_Ul

1. Mesure de la radioactivité.

FJT

1. 1. TYPES DE MESURES.

La mesurc de la radioactivité d’un chromatogramme peut s’ef-
fectuer de trois manigres :

a) découpage du chromatogramme en fragments de surfaces éga-
les et mesures individuelles de la radioactivité des fragments;

b) élution et mesure de la radioactivité de parties aliquotes des
fractions collectées aprds évaporation a sec;

¢) mesure continue de la radioactivité, le chromatogramme défi-
lant & vitesse constante devant le détecteur.

(W]

L.a premi‘re méthode est indiquée toutes les fois que des mesures
trés pré:ies doivent étre obtenues, et plus particulitrement lorsque
la radioactivité & mesurer est extrémement faible (voir plus loin,
cal:ul de l'erreur statistique lors dzs mesures de la radioactivité).
Elle présente le désavantage de nécessiter la destruction du chroma-
togramme.

Avec le méme inconvénient, la seconde méthode peut donner des
résultats au moins aussi précis, lorsqu’une élution quantitative est
possible. Mais elle exige de nombreuses manipulations et le plus sou-
vent la premidre méthode lui est préférable. Nous citons donc la
méthode par élution pour mémoire et nous n’y reviendrons pas.

La troisieme . méthode présente les avantages de la rapidité et
d'un nombre minimum de manipulations. Par surcroit, le chromato-
gramme peut étre conservé aprés la mesure et servir par conséquent
a des dosages biologiques., La précision est moindre, mais le plus
souvent suffisante.

5.1.2. MESURES INDIVIDUELLES.

Une installation courante de mesure de la radioactivité, composée
d’une haute tension pour l’alimentation du détecteur, d’un discrimi-
nateur et d'une échelle pour le dénombrement des impulsions, d’un
tube de Geiger-Miiller & fenétre mince en bout, abrité dans un chi-
teau dc plomb, est généralement suffisante. Il faut pouveir placer
le fragment de chromatogramme aussi prés que possible de la fe-
nétre du détecteur, dans une position bien définie, afin d’obtenir une
géométric élevée et une reproduction satisfaisante.

Lorsque le radioisotope utilisé n’émet que des rayons 3 trés mous,
le C1¢ notamment, il faut choisir un détecteur a fenétre de faible
épaisseur (1,5 3 2 mg/ecm? de mica). Les compteurs a courant gazeux
et fenétre trés mince de mylar (0,5 mg/cm?) de méme que les comp-
teurs a courant gazeux ol la source peut étre introduite, seront
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employés avec grand avantage. Dans le premier cas, la manipulation
est simple et les mesures rapides; avec le second dispositif, I’intro-
duction de la source dans le compteur et le balayage de ce dernier
sont plus longs, mais la précision plus élevée aussi.

Les surfaces découpées doivent étre rigoureusement égales et la
dimension des fragments petite par rapport i celle de la fenétre du
compteur, afin que la géométrie soit sensiblement constante en cha-
que point du fragment mesuré.

Pour que lerreur statistique soit toujours la méme, les mesures
s'effectuent & nombre constant d’impulsions regues. Les activités
en cpm? sont portées en ordonnées sur un graphique; I’élongation
du chromatogramme est donnée en abscisses.

T A — .-_]——,-:) k
el ¥

7 I >

j -

-

Fic. 10 — Schéma de I'appareil utilisé.
Chromatogramme (a) - platine mobile (b) - chiteau de plomb (c) - détecteur
(d) - haute tension (e) - systéme électronique : amplificateur (f) - discrimina-
teur d’amplitude (g) - metteur en forme (h) - circuit intégrateur (i) - appareil
d’enregistrement.
Ledéplacement (I) de la platine est synchronisé avec la rotation (k) du papier
ou s'enregistrent les impulsions.

5.1.3. MESURES CONTINUES.

Nous indiquerons bri¢vement le principe 1© de P’appareillage utilisé
fig. 10) :
( gLe 2hr0matogramme (a) est fixé sur une platine mobile (b) qui
traverse de part en part un chiteau de plomb (c¢) et défile ainsi de-
vant le détecteur (d) qui s’y trouve logé. Généralement ce détecteur
est un tube de Geiger-Miiller & fenétre mince de mica, ou mieux un
tube de Geiger-Miiller & circulation gazeuse et fenétre trés mince de
mylar. L’appareillage électronique comprend une haute tension (e)
pour l'alimentation du détecteur. Les impulsions de tension sortant
du détecteur sont tout d’abord amplifiées (f) puis passent par un
discriminateur d’amplitude (g); elles sont ensuite mises en forme et

® Count per minulte.
10 Voir LErcH et NEukoMM, 1934,
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égalisées (h): enfin elles parviennent au circuit intégrateur (i) (fig. 11).

L'impulsion d’entrée de forme carrée positive et de hauteur V.
charge le condensateur C;, au travers de la diode D, conducirice.
Ainsi I'impulsion de tension est convertie un une charge électrique
unité, Sitdét l'impulsion passée, le condensateur C, se décharge au
travers de la diode D, conductrice (D, ne conduit pas dans ce sens)
et charge le condensateur C,, qui est 'élément intégrateur proprement
dit. Ce transfert de charge effectué, la capacité intégratrice C, se
vide lentement au travers de la résistance élevée R. La charge in-
tégrée est peu d peu transformée en un courant i,. Il est possible
de mesurer, soit la différence de potentiel V, entre les bornes du
condensateur, soit lintensité i,. Cette dernitre méthode est plus
généralement employée. V, et i. sont proportionnels au nombre A
d’impulsions regues par unité de temps.

On a, en régime permanent et pour autant que Vs < Ve,

i" == Ao Ve . Cl
Vo=R.i,=A.Ve..C, . R
Afin d’obtenir une gamme de sensibilités permettant la mesure de

radioactivités variables dans de larges limites, le circuit comprend
une capacit¢ C; et une résistance R variables par bonds. De méme,

G D2
o—’ ; : o
Ve D1 e R VS
C2
o, > -0
Fic. 11. — Impulsions d'entrée et de sortie.

Ve: tension d'entrée — V,: tension de sortie — C, et C,: condensateurs —
D, et D,: diodes — R : résistance.

pour obtenir une décharge plus ou moins lente de la capacité inté-
gratrice C,, ce condensateur est aussi variable. La constante de

temps O est:
9 - R . Cz

Comme nous le verrons, elle présente un grand intérét pour le
calcul de l'erreur statistique.

Pratiquement, les composants du circuit d’intégration ont pour
valeur :

R—=1a10MQ C, — 10° a 10¢ pF C, = 1 & 10 pF

Ainsi les constantes de temps varient de quelques secondes a
quelques centiemes de seconde. Le courant { passe par un milliam-
péremétre enregistreur (j) qui trace ses variations au cours du
temps. Pour que la mesure soit automatique, il faut que le dérou-
lement du papier (k) de l’enregistreur soit synchronisé avec I’a-
vance de la platine sur laquelle est fixé le chromatogramme. Il
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est trées utile d’avoir plusieurs vitesses de déroulement du papier.
Nous verrons (p. 243) que lorsque la radioactivité est importante,
la vitesse peut étre plus grande pour une méme erreur statistique.

Enfin, il faut interposer un diaphragme entre la fenétre du détec-
teur et la platine afin de définir avec pré:ision la surface lue; il est
bon de pouvoir régler la largeur du diaphragme (dimension dans le
sens du mouvement de la platine) et de ’adapter aux conditions de
la mesure. Cela permet une meilleure localisation des plages radio-
actives sur le chromatogramme.

Caractéristiques de notre appareillage :

Vitesses de passage du papier : 2 mm/mn et 20 mm/mn.

Largeur du diaphragme : variable de 0 & 6,35 mm.

Constantes de temps: 2,5 s, 10 s et 40 s.

Sensibilité : 102, 103, 10¢, 105> et 106 cpm (impulsions/minute).

Cet instrument est avant tout destiné & la mesure des radia-
tions 3 molles du C!4, le détecteur est un compteur de Geiger-
Miil'er a fentre mince de mylar de 0,5 mg/em2 parcouru par un
flot gazeux, mélange d’hélium, d’isobutane et de butadiéne (Tra-

cerlab, G-1).

5. 2. Discussion des résultats.

5.2.1. MESURES INDIVIDUELLES.

L’activité mesurée, A cpm, est une grandeur relative qui dé-
pend des conditions de mesure. Sa connaissance peut &tre suffi-
sante, lorsqu’on désire simplement comparer des radioactivités en-
tre elles. Pour obtenir la valeur absolue D dpm (désintégration par
minute) ou D (mC), on peut :

a) soit étalonner le détecteur (Lercm, 1956; Lercm et Jaep, 1958),
a laide d’une source dont P’activité absolue est connue, dans
des conditions rigoureusement semblables a celles de la me-
sure des fragments, (I’étalon doit étre fait du méme radio-
isotope que celui qui est mesuré sur le chromatogramme);

b) soit calculer l’activité absolue (Lercm, 1953 a et b) : les fac-
teurs suivants doivent étre connus pour le calcul de D : géo-
métrie du détecteur — facteur de transmission T — [facteur
de diffusion Q — facteur de rétrodiffusion R - facteur
d’auto-absorption S. D vaudra :

1
D= A& T.0.R.5

Dans le cas d’émetteurs de radiations 3 de faible énergie, les
facteurs T et S sont sujets 4 des changements importants lorsque
les conditions de mesure varient. Les graphiques (fig. 12 A et B)
montrent 'évolution de T en fonction de I’épaisseur massique sépa-
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rant la source du volume sensible du détecteur (principalement air
et fenétre du détecteur) et de S en fonction de I’épaisseur de la
source, en l'occurrence celle du papier du chromatogramme.

Enfin, il ne faut pas oublier de déduire de l'activité brute me-
surée, l'effet zéro ou background, d’une part, et éventuellement
d’ajouter, lors de la mesure de radioactivités importantes, une
correction pour la perte d’impulsions due au temps mort du dé-
tecteur.

-1 S x10""

1712 Mev g

0.154 MeV

o =~ N o ooy @@ WO —

20 > 0 5 10 15 20
mg /cm mg/ em?@

Fic. 12. — Facteurs de transmission (T) et d’auto-absorption (S).

A) T est donné en fonction de I'épaisseur massique qui sépare la source du
volume sensible du détecteur. B) S est donné en fonclion de I'épaisseur du pa-
pier du chromatogramme. Les valeurs ont élé calculées pour du radiocarbone

(C"4) et du radiophosphore (P32).

Caratéristiques de notre appareillage : .
Pour le Ci4:

S—=1027 T=042 G =027

Pour le P32:
S=097 T=09% G —02
L’activité relative A cpm est environ le 1/30 de DPactivité ab-

solue D dpm pour le C!t (rayons B mous) et le 1/4 pour le P32
(rayons {3 durs).

5.2.2. MESURES CONTINUES.

En chaque instant, le détecteur mesure les radiations émises par
un petit fragment rectangulaire du chromatogramme défini par la
largeur d du diaphragme et la largeur » du chromatogramme lui-
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méme (la longueur du diaphragme est toujours supérieure a b,
afin d'éviter que des régions du chromatogramme soient inexplo-
rées). Considérons (fig. 13) une plage radioactive X et soit a(z,y),

y d
N a (%,y)
' — c
A w /
E !
ci . ‘b
L\ S
oD ;
§ \z 5
o o - X
X X2

Fic. 13. — Mesure de la radioactivité d’'une plage ¥ du chromatogramme.
a (x,y) : aclivité en cpm de chaque point de la plage — d : largeur de la fené-
tre (F) du diaphragme (D) — c : longueur de la fenélre (F) du diaphragme

(D) — b :largeur du chromatogramme (C).
La longueur de la tache est x, — x, .

Pactivité en cpm en chaque point de la plage. La mesure de la
radioactivité de cette plage est la somme

“» 3

A=./ la(z,y) dr dy
C¥

Comme la longueur du diaphragme est supérieure a la largeur
de la bande, l'intégrale double est ramenée & une intégrale simple,
la variable étant 1’élongation dans le sens du mouvement :

i
A= I a(z)dz
'-II.

Cest la raison pour laquelle il faut planimétrer la courbe ob-
tenue au milliampéremetre enregistreur, aprés déduction de Deffet
zéro, et éventuellement correction pour la perte statistique d’im-
pulsions, lors de la mesure de grandes radioactivités. La hauteur
des sommets de cette courbe ne peut &tre prise en considération,
car la répartition de la radioactivité sur les plages et leur éten-
due varient grandement d’un cas & [lautre.

Les milliampéremeétres. enregistreurs choisis doivent avoir une ré-
ponse linéaire et les coordonnées du papier doivent é&tre rectangu-
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laires; lintégration est alors facile, & 1'aide d’une mesure au pla-
nimétre. Lorsque la plume de l'instrument n’a pas un déplacement
rectiligne mais se meut sur un segment de cercle, ou lorsque le
graphique n'a pas des ordonnées linéaires, I'intégration est beaucoup
plus délicate.

Quoiqu’il soit possible théoriquement de calculer l'efficacité d'un
tel appareillage, s’il est nécessaire de passer des mesures relatives
en cpm aux valeurs absolues en dpm ou en G, il vaut mieux avoir
recours & un étalonnage a l'aide d’une substance dont la radioacti-
vité absolue est connue.

Si Pon dépose simplement le produit sur le papier, sans le faire
migrer par chromatographie, on obtient le plus souvent, par «auto-
chromatographie » une courbe a deux pics séparés par un col, qui
montre clairement que le produit s’est réparti dans le papier sous
forme annulaire. Ce fait montre suffisamment que seule une déter-
mination de surface est valable.

Il est bon, dans les étalonnages au moins, de vérifier que la ré-
ponse est la méme, que 'on mesure le verso ou le recto du chroma-
togramme. Des résultats différents témoigneraient d’un mauvaise
chromatographie. Or, un simple dépét donne souvent des résul-
tats différents par mesure du recto, puis du verso. C’est pourquoi,
il est plus précis d’effectuer la chromatographie du produit étalon
et de mesurer la radioactivité sur une plage ayant migré.

Pour qu’un tel étalonnage soit valable, il faut, & cause de l’au-
to-absorption dans le papier, que toutes les plages aient & peu prés
une surface équivalente, et prendre un papier aussi mince que la
technique chromatographique le permet.

Toutes les fois qu’une mesure relative est suffisante, il vaut
mieux éviter de passer aux valeurs absolues, toujours entachées
d’une erreur plus ou moins élevée, & ajouter & l’erreur statistique.

5.2.3. CALcULS DE L’ERREUR.

Pour apprécier les résultats obtenus, il est nécessaire de déter-
miner Perreur statistique du comptage. [’erreur problable absolue
sur la mesure de N impulsions est :

6 — -+ 06745 VN

Cela équivaut a dire qu’il y a autant de chances que la valeur
du résultat soit comprise a lintérieur qu’a Pextérieur des limites :

N = 06745 VN et N = | 06745V N

Sur l'activité A = N/t cpm, ol ( est le temps en minute pendant
lequel N impulsions parviennent au détecteur, I’erreur probable ab-

solue est : . _
oy = EOVN s \/ A
i
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et ’erreur relative (en 0)) :

100 oa 0,6745 . 100 1 67,45
VAt V At

100 oa 4 67,45
ou p = A = S
VN
Pour que p soit égal & — 100, 1= 20, = 5% et 1 10 9%, il
faut compter respectivement 4500 coups, 1100 coups, 200 coups et
45 coups.

Pour les trés basses activités (LercH et Bercier, 1960), le cal-
cul est plus compliqué, car il faut tenir compte de l’erreur sur la
mesure du background. Soit N, le nombre d’impulsions comptées

lors de la mesure de ce dernier, A, et £, l’activité zéro et le temps
de cette mesure, I’erreur absolue est :

or = 1 06745 \/ Ard
et I'erreur relative vaut :

_ 1006 _ . 6245 [A A,
p"_A——An'_j:A—-An )

Si les nombres d’impulsions comptées, N et N,, sont égaux, on ob-
tient un résultat plus simple :

100 or 67,45 \/A® I Az,

pPr = A — An _ \’A_t A, = AO
= p Vv A? L A%
A— Ay

Lors des mesures de la radioactivité par un intégrateur, le cal-
cul de Derreur statistique sur le courant a la sortie du circuit d’in-
tégration conduit, pour l’erreur probable absolue, & l’expression sui-

vante :
o = o 06745 \ A

ol A est Dactivité (en cpm) et 0 la constante de temps de Pintégra-
teur (en mn). Pour avoir la constante de temps O (sec.), ce qui est
plus usuel, la relation devient :

o = o 06745 \ R~ £ 06745 y /33CA2

od R s’exprime en ohms et C, en farads.

- 1000 30
i== e 67,45
3 A == ARC,q
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Ceci est valable pour une source fixe placée sous le détecteur,
et 'on suppose que la mesure a lieu pendant un temps t < RC,.

Qu'en est-il lorsque le chromatogramme défile & une vitesse
v mm/s devant le détecteur, la largeur du diagramme étant d mm ?

Les relations précédentes n'ont un sens que si chaque partie du
chromatogramme séjourne suffisamment longtemps devant le dé-
tecteur, pour que lintégration soit compléte (régime permanent).

Théoriquement, ce régime n’est atteint que pour un temps infi-
niment long. On peut montrer que :
aprés un temps égal 4 t = 3 RC,, 4 RCy; , 5 RC; et 6 RG; le
régime permanent sera respectivement établi & 95 05, 98,2 %%, 99,3 0/
et 99,8 oj.

Pour des mesures plus précises, il est bon de choisir ¢t = 6 RC,,
mais il faut remarquer que souvent un passage un peu plus rapide
ne fausse pas beaucoup les résultats, et peut rendre de grands ser-
vices (chromatogrammes avec substances instables), soit t = n RC,
on a évidemment :

d

4 4
t nRC
lorsque v et d sont bien choisis, les relations précédentes sont ap-
plicables. Le pouvoir séparateur désiré impose généralement d, lors-
que les taches radioactives sont rapprochées; en outre, lors du
choix de d, il faut tenir compte des dimensions de la fendtre du
détecteur, afin que lefficacité géométrique reste sensiblement égale

pour tous les points du papier se trouvant devant Pouverture du
diaphragme.

W o= mm/s

TaBLEAU 4.

Caractéristiques de Vappareillage employé

Valeur de I'erreur probable en régime permanent - en %

Avance de la platine: v en mm/mn Constante de temps: © en sec.
Ouverture du diaphragme: d en mm Régime permanent établi a X v
A en cpm
v 0 d X X d 0 | v
104 | 108 | 100 | 10
2 92 2 7 23 74 | 100 | 2
25| 4 99 2 7 23 74 | 100 | 4 | 25
6 | 100 | 2 7 23 74 | 100 | 6
— | — 1 4 12 37 | 100 [ 2
200 10 | 4 75 1 4 12 37 | 100 | 4 10 |2
85 1 4 12 37 | 100 | ©
— | — | 05] 2 6 19 | 90 2
— | - | — [ 05 2 6 19 1 99 | 4 40
— | — [ 05| 2 6 19 | 100 | 6
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Enfin, si d est trop petit, P’activité mesurée devient trds Ffaible et
la mesure trds imprécise.

Nous reportons dans le tableau 4 les valeurs de Dlerreur pro-
bable en régime permanent et le 0o d’établissement du régime per-
manent en fonction des conditions de la mesure.

Pour les activités proches de Dleffet zéro, les chiffres précédents
ne conviennent plus et des corrections plus complexes devraient étre
tentées. Nous n'en parlerons pas. car la méthode de mesure par
découpage du chromatogramme est beaucoup plus indiquée dans
ces conditions.

X N CONCENTRATIONS CROISSANTES

— —
- N
UL
O

p—_

o Ca Cq

o
T

VALEURS PLANIMETRIQUES

O—-MNwWdUoO~N @O
T
|

2 W ... ...
PA T T T T

Fic. 14. — Autochromatographie de dépéts de quantités croissantes d’ABIA
marqué au radiocarbone.
Rapport de concentration:
C/C,=5 C,/C,=18 C,/C, =21
Valeurs approximalives
PA : point d’applicalion

5. 3.
Quelques applications de la méthode radiochromatographique.

a.3. 1. INTRODUCTION.

Avant d’utiliser systématiquement, pour Pexpérimentation biolo-
gique, la méthode radiochromatographique qui vient d’étre exposée,
il nous est apparu indispensable de I’éprouver dans le cas particu-
lier de ’ABIA ou de ses dérivés, marqués au carbone-14.
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A cette fin, plusieurs essais ont été tentés; il s’agissait notam-
ment de déterminer le role de lactivité spécifique de I’ABIA*, son
influence éventuelle et celle de I'épaisseur du papier sur l’auto-ab-
sorption des radiations 3 molles du carbone-14; la répartiton ini-
tiale et finale de la radioactivité sur le papier était intéressante a
examiner également, a& cause de l'influence qu’elle pouvait exercer
sur la reproductibilit¢ de la méthode.

9. 3.2. DEfpoérs NON CHROMATOGRAPHIES — AUTOCHROMATOGRAPHIE,

Afin de connaitre la répartition de I’ABIA sur le papier avant la
chromatographie, et de déterminer la largeur optimum de la bande
de papier, nous avons effectué un certain nombre de dépots qui
n'ont pas été suivis d’une chromatographie, et dont la radioactivité
a été directement mesurée.

~ Cette expérimentation nous a permis de mettre en évidence une
autochromatographie trés marquée de 1’ABIA. Par autochromatogra-
phie, nous désignons le processus de séparation automatique qui se
produit au moment du dépot de la substance a chromatographier,
lors de son étalement sur le papier. Comme le montrent les courbes
d’activité (fig. 14) la répartition de la radioactivité le long de
la tache est variable aux alentours du point de dépot et présente
souvent un minimum en ce point. [l y a donc une migration de la
substance radioactive dans le papier pendant que celui-ci est imbibé

de solvant.
TaBLEAU 5.

Autochromatographie d’ABIA marqué au Ci4,

ABIA déposé Activité
mesurée Rapport de ’activité
Radioactivité | Masse totale | Toodne | MercE S el
nC mg arbitraires)
7,4 0,185 320 43
4,3 0,108 215 50
1,1 0,028 63 37
0,27 0,0068 14,8 55
0,075 0,0019 4,0 93
0,38 L 0,202 23,2 61
0,055 0,029 2,92 23

Les dimensions de l'anneau d’ABIA* ainsi constitué varient avec
la masse de ’ABIA déposé et la quantité de solvant utilisée. Dans
certains cas le radiochromatogramme ne montre pas de double pic,

MEMOIRES SC. NAT.

78

13
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mais seulement un sommet trés élargi, terminé par un plateau in-
curvé vers le bas ou vers le haut. Enfin, lorsque la masse de ’ABIA
déposé est suffisamment faible (10 a 20 y) le phénomene d’autochro-
matographie ne s’observe pratiquement plus. De toute maniere, les
dimensions de l'anneau sont telles que la largeur choisie (32 mm)
pour les bandes de papier est suffisante. :

Nous avons cherché, par mesure de lactivité relative du deput
autochromatographié, si la radioactivité décelée dans plusieurs dé-
pots d’importance croissante était bien proportionnelle & la quan-
tité d’ABIA* déposé. Les valeurs obtenues (tableau 5) montrent que
si la proportionnalité est respectée, la précision laisse bien a dési-
rer. L’auto-absorption dans la substance et le papier, mais surtout
'inégale répartition de celle-ci, sont & incriminer.

5.3.3. Dfpdrs CHROMATOGRAPHIES.

Des dépéts analogues 3 ceux qui ont été réalisés pour étudier
P’autochromatographie ont été chromatographiés. Nous avons alors
procédé a la mesure relative de l'activité afin de contrdler si la
radioactivité décelée était bien proportionnelle & la quantité d’ABIA*
déposé. Les valeurs obtenues sont données dans le tableau 6,

A nouveau, si la proportionnalité est grossitrement respectée, la
précision laisse beaucoup a désirer.

TABLEAU 6.

Chromatographie d’ABIA marqué au Ci4,

ABIA chromatographié Activité
mesurée Rapport de I'activité
Radioactivité Masse totale ‘(‘fxl:itti;: m::g‘;?:éé‘dléap;:ﬁo'
nC mg arbitraires)
7,4 1,85 230 31
4,3 0,108 150 35
1,1 0,028 25,5 23
0,27 0,0068 8,9 33
0,075 0,0019 2,25 30
0,38 0,202 12,9 34
0,055 0,029 1,98 39
0,014 0,0072 0,55 39

Comme dans la série précédente, (v. tableau 6) les derniers essais
sont effectués avec une activité spécifique différente, environ 20 fois
plus faible. Une partie de I'imprécision, plus marquée pour ces es-



f£TUDE DU CATABOLISME DES AUXINES 247

sais, doit venir de la qualité différente de I’ABIA non radioactif
utilisé pour ces dilutions.

Les radiochromatogrammes montrent nettement un trainage plus
ou moins accentué qui indique que la pureté radiochimique de
I"ABIA* n’est pas excellente : les impuretés également marquées,
¢loignées par la séparation chreamatographique, contribuent & expli-
quer les différences importantes qui existent entre les valeurs des
dernit¢res colonnes des tableaux 5 et 6. L’hétérogénéité du papier et
la répartition de I’ABIA contribuent & expliquer aussi ’imprécision
des résultats d’'une part, et les différences entre les valeurs des

tableaux 5 et 6.

5.3. 4. ConcLusiONS.

S’il est théoriquement possible d’utiliser la méthode radiochroma-
tographique d’une maniére absolue, pratiquement les difficultés de
mise an point portent a y renoncer. Les raisons principales peuvent
étre résumées ainsi :

a) le processus chromatographique n’est jamais strictement quan-

titatif.

h) la non uniformité de l’épaisseur du papier et de la réparti-

tion du matériel chromatographié entrainent, dans le cas d’émet-

teurs de radiations B molles comme celles du Cl* notamment

(a fortiori dans le cas du tritium), des erreurs de géométrie

et d’auto-absorption assez considérables pour rendre la mesure

de radioactivité peu précise.

c) Lorsque la pureté radiochimique des substances chromatogra-
phiées n’est pas grande (substances autodégradées sous I’action
de leurs propres radiations par exemple) un artefact est créé.
C’est pourquoi dans la pratique du laboratoire, 1’emploi de la

radiochromatographie comme méthode relative est préférable, pour

les radioéléments & radiations molles notamment (H3, C14, S35 ,.).

6. ABIA MARQUE PAR DU Cu

Dans les essais dont il est fait mention ici, nous avons utilisé
deux types de molécules d’ABIA marquées par du Cl4:

1) celle dont le C!4 se trouve dans la chaine latérale ;

2) celle dont le C!% est contenu dans le cycle.

6.1. C1* dans la chaine latérale.

Deux types de composés sont actuellement en vente dans le
commerce :
a) C dans le - COOH.
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Tl s’agit de l'acide p-indolyl-acétique [C'*OOH] qu'on peut ap-
peler aussi acide indolyl-3-acétique [C*OOH].

Ce produit est relativement peu intéressant pour des essais bio-
logiques. Mentionnons qu’il a été toutefois utilis¢ avec succeés par
Suaw et Hawkins (1958) dans des essais de décarboxylation de I’ABIA.
On le fabrique & partir de la gramine et du NaC*N (Fanc et Burrs,
1957).

b)y Ci dans le -CH, - .

Il s’agit de I’acide B-indolyl-acétique [Cl¢ o] appelé aussi acide
indolyl-3-acétique [C'#a]. Cette substance se prépare actuellement
selon la technique de Sturz, Arkinson et Gowrpon (voir Sturz, 1957),
également 4 partir de gramine (marquée par la combinaison de l'in-
dole avec le diméthylamino-hvdroxv-méthane, substance marquée par

du C! en - CH,-).

6.2. Cit dans le cycle.

Il s’agit surtout d’ABIA marqué en position ¢ du noyau et qu’on
apelle acide (3-indolyl-acétique [Clta] ou acide B-(Ct4-2-indolyl) acé-
tique ou encore acide indolyl-3-acétique [C!4]-2.

Ce produit qui a été employé pour la premiére fois par Rax
et Tmimann (1956) pour des expériences d'inactivation enzymatique
de ’ABIA, est préparé selon la technique de Picmar, Aubinot et Mon-
NET (1954). Ce procédé consiste a traiter 1'o-formo-toluidine par du
formiate d’éthyle marqué par du C!4; Po-formo-toluide formée don-
nera de l'indole marqué.

6.3. Molécules employées.

Nous avons utilisé :

1. de Pacide j3-indolyl-acétique [Cita’] fabriqué par le « Radioche-
mical Centre » d’Amersham (England): Dactivité spécifique de
cette substance est de 3,82 me/mM ;

2. de l'acide B-indolyl acétique [C!ta] synthétisé par le « Centre
d’Etudes nucléaires » de Saclay (France); Dactivité spécilique
de ce produit est de 6,9 mc/mM.

La premitre substance a, avant tout, servi & des essais préliminai-

res, les graphiques que nous donnons dans ce travail ont tous été

~

construits & partir de résultats obtenus avec le second composé.

6.4. Protection.

Lorsqu’on travaille avec le C'4, les précautions a prendre sont re-
lativement modérées. En effet, le C¢ figure dans la classe 4, celle
des radioéléments les moins toxiques. Pour un laboratoire de re-
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cherches en biochimie, il est actuellemznt admis!! que des quantités
allant juasqu'a 10 mC peuvent étre manipulées sans précautions spc-
ciales. A titre d'indication, le soufre-35 et le phosphore-32 figurent
dans la classe 3 et la limite est fixéz & 1 mC. Ll est rare qu'on soit
appel¢ & manipuler des quantités de radioisotopes supérieures a
ces normes.

L'organisme inhalant du C'* sous forme de C'*0Q, ou de pous-
sitres contenant des produits marqués au C'4, ne garde pas long-
temps ces composés, le danger ne doit pas étre toutefois sous-
estimé. Au cours des manipulations, une grande propreté doit étre
observée. C'est par ailleurs une garantie quant aux mesures sui-
vantes, la contamination des instruments conduisant aux erreurs
les plus insidieuses.

Par surcroit de précaution, le personnel porte en permanence
des films dosimétriques qui renseignent sur la dose accumulde.
Ces films sont développés tous les quinze jours dans un centre
spécialisé: ils doivent donner les doses 3 et Y. Les locaux et en
particulier les tables de travail sont périodiquement contrdlés pour
la contamination, i 'aide d’un instrument muni d’un compteur Geiger-
Miiller. LLa manipulation des quantités plus importantes se fait sous
hotte ventilée: les surfaces de travail sont recouvertes d'un reve-
tement facilement détachable et remplacable en cas de contamination.

Enfin, les régles générales pour la manipulation des radioisoto-
pes sont observées.

7. DOSAGE RADICCHROMATOGRAPHIQUE

L'essentiel de la technique a déja été dit a propos de la discus-
sion de la méthode biochromatographique, aussi serons-nous trés
brefl dans la description de cette méthode.

7. 1. Extrait enzymatique.

Des extraits aqueux sont préparés comme précédemment (v.p.2]7):
puis la période d’incubation enzymatique achevée, on récupeére UABIA

par de l'éther (v. p. 226).

7.2. Séparation chromatographique.

On applique une fraction de cette solution éthérée (tache ini-
tiale), (v. p. 225).

La préparation du papier est toutefois légérement différente, on
utilise du papier Whatmann n° 1, mais les feuilles sont de plus
petit format que celles qu'on emploie pour le dosage biochromato-
graphique. De plus, pour éviter une dispersion des composants auxi-
niques au cours de la diffusion du solvant, on utilise des papiers
perforés (fig. 15).

7.3. Recherche du Rf.

Des essais controle sont réalisés, en partant d’une solution éthé-
rée ne contenant que de I'ABIA*. On détermine alors les valeurs

11 Safety Serie no 1, International atomic Energy Agency, Vienna. 1958,
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du Rf de ’ABIA*; on procéde a l'analyse 1° dans le sens de la mi-
gration du solvant, 2° perpendiculairement.

Des analyses paralltles sont faites avec notre réactif (v. p. 219).
On peut remarquer (fig. 16) que la technique radiochimique est
plus sensible que la méthode colorimétrique : en effet, la zone péri-
phérique de la tache, dont les contours sont révélés par le ratemeter,
n'est pas marquée par la coloration (la concentration de I’ABIA y
étant vraisemblablement trop faible).

T

-0-5-0] B

{

Fig. 13. — Type de papier chromatographique employé pour la séparation
(chromatographie descendante) des produits marqués.
P : chromatogramme — Ti : tache initiale — T : trou — 8 : front du solvant.
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Fic. 16. — Comparaison de la méthode radiochimique et de la technique colo-

rimétrique TI: tache initiale — S : front du solvant — T: tache révélée —

DC : région détectée par un dosage colorimétrique — DR : région détectée par
un dosage radiochimique — P : papier chromatographique.
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7.4. Correction.

On procéde & des expériences témoins pour déterminer les va-
leurs des facteurs de correction a (v. p. 227) et B (v. p. 231).

7.5. Mesures.

Le papier, une fois séché, est alors passé directement sous le
compteur (v. p. 236) et les impulsions correspondant & la pré-
sence du C!* sont immédiatement enregistrées (v. p. 237).

7.6. Expression des résultats.

La distribution sur le chromatogramme de I’ABIA* et des divers
composés auxiniques contenant du C!4 et qui résultent de la dégra-
dation enzymatique de ’ABIA* peut étre donnée de diverses fagons :

a) Valeurs d’impulsion.

On peut indiquer directement le nombre d’impulsions par minute
enregistrées au compteur et représenter la variation du nombre
d’impulsions en fonction du Rf.

by Valeurs planimétriques.

A partir des courbes d’impulsions, on peut, & P’aide de mesures
planimétriques, déterminer (v. p. 240 et 254) la surface comprise en-
tre la courbe et 'axe. A cet effet, nous utilisons I’instrument suivant :

Kompensations-Planimeter Coradi n° 37-IIL

¢) Valeurs en pg d’ABIA.

Connaissant l’activité spécifique de P’ABIA*, on peut construire
une courbe étalon qui donne la correspondance entre le nombre d’im-
pulsions/mn et la concentration en pug d’ABIA. Par suite, on peut tra-
duirc les valeurs correspondantes données en a), en ug d’ABIA. Ces
données quantitatives seront calculées en tenant compte des coef-
ficients de correction o et f. :

d) Valeurs en 9.

Enfin, on peut exprimer le oo d’ABIA* (et par conséquent le 9o
des composés auxiniques, marqués par du Ci4, formés) en partant
directement des valeurs planiméiriques. Supposons, par exemple, que
’on ait, au début de l'expérience, de I’ABIA* (& un R[ déterminé)
correspondant & S mm?2 Aprés une incubation enzymatique de ¢ mn,
on constate que la surface correspondant a I’ABIA a baissé, elle
vaut par exemple S’ et qu’un autre composé marqué apparaisse pour
un autre Rf et corresponde i une mesure planimétrique de s mm?.
Tenant compte des facteurs a et B, on doit pouvoir écrire :

S — & = s mm?
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mais on peut poser que :

S mm2 = 100 o

par conséquent :
Sl
S" mm2 = g 100 04

et

S — s . s’
s mm? — % L1000 = 2" 1000y — (1 S—) 100 0.

.

8. DESTRUCTION ENZYMATIQUE DE L’ABIA*
8.1. Principe.

A une quantité déterminée d’extrait (on emploie le plus souvent
le mélange suivant: a) extrait brut .. 4 ml — b) Sol. tampon
(pH 6,1) ... 4 ml — ¢) Eau déionisée ... 8 ml), on ajoute de
ABIA* en solution aqueuse (4 ml d’ABIA* a 50 pg/ml). Aprés une
incubation variable qui se déroule dans les mémes conditions que
pour l’analyse biochromatographique (v. p. 234) on récupére I’ABIA
qui n’a pas encore été détruit dans la solution, ainsi que les com-
posés qui se sont formés par dégradation enzymatique, dans de I'é-
ther (v. p. 226). On procéde ensuite & la séparation chromatogra-
phique du mélange et on détermine la distribution du C!* sur le
chromatogramme (v. 249).

L’ABIA qui reste sera représenté par la teneur en C!¢ trouvée
dans les zones de Rf correspondant & I’ABIA (Rf compris entre
0,45t 0,60) et les composés résultant de la décomposition de PABIA
seront également caractérisés par la présence de C!* sur le chroma-
togramme ailleurs que dans les régions ou s’est accumulé PABIA.

8. 2. Premiers résultats.

Ainsi qu’on I'a vu plus haut, on peut exprimer la teneur en Ci¢
de diverses fagons. Pour une analyse préliminaire, on se borne a
reporter, en fonction du Rf, les résultats :

a) en impulsions /mm (fig. 16 A) :
b) en mm? (planimeétre) (fig. 16 B).

- Ces graphiques, qui donnent la distribution du C'* sur le chro-
matogramme en fonction de la durée d’incubation enzymatique, per-
mettent de tirer quelques conclusions :

1o C’est dans une zone & peu prés identique a celle o l'on avait
localisé 'ABIA que se trouve, du moins pour un temps d’incu-
bation faible, le maximum du Ci¢ décelé.
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Fie. 17. — Degradatlon enzymalique de I'ABIA marqué par du radiocarbone.

A. Impulsions trouvées pour les diverses zones (Rf différent) du radio-chro-
matogramme et ceci pour divers temps d’ incubation enzymatique en mn
(contact de la solution d’'ABIA marqué avec un extrait de nature auxines-
oxydasique).

B. Ces impulsions sont « converties» en valeurs planimétriques (mms?).
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2° Plus le temps d’incubation enzymatique augmente, moins on
trouve de C!'* dans cette zone. Ceci signifie évidemment que
PABIA est progressivement détruit.

3¢ Parallelement & cette reduction du taux en C!* dans la zone
correspondant au Rf de I’ABIA, on note l'apparition de C!4
dans d’autres régions du chromatogramme.

40 Ces zones qui s’«enrichissent » en composés marqués par du
(14, doivent donc correspondre & des produits nouveaux qui
se sont formés aux dépens de ’ABIA*. Il s’agit de véritables
substances de dégradation. par voie enzymatique, de I’ABIA*.

8.3. Deosages quantitatifs.

Les valeurs données en termes d’impulsions par mm, ne sont
pas commodes pour la discussion des résultats. Nous avons vu plus
haut (fig. 16 B) qu'on pouvait les exprimer par des mesures de sur-
face, et nous avons dit, & propos des techniques radiochimiques,
qu'il s’agissait de déterminer la surface comprise entre la courbe
d’impulsions et l'axe des X (fig. 18). La mesure de cette surface
se fait au planim@tre, mais deux méthodes peuvent &tre envisagées :

1) On peut d’abord découper la courbe d’impulsion en une série
de bandes (fig. 18 A) de hauteurs différentes, mais dont la lar-
geur correspond trds exactement & une zoume déterminée du I,

I L L I I O B O
02 03 04 05 08 02 03 04 05 08
Ry

Fic. 18. — Mesures planimétriques.
A. Chaque courbe est découpée en bandes correspondant a un Rf donné el
dont on mesure la surface partielle (A, A,, A,. A)).
B. Chaque zone, correspondant a une substance déterminée, est exprimée par
une surface particulié¢re (par exemple S,).
Danscecas: S, 2 A, 4 A, 4+ A, 4+ A,.
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TaBLEAU 7.

Dosages radiochromatographiques

ABIA détruit par des extraits auxines-oxydasiques
(pointes (6 mm) de racines de 18 mm de longueur)
Valeurs planimétriques (en mm?) par «unité » de Rf.

Temps d’incubation (minutes)
Rf

0 60 150
0,00 - 0,05 2 0 0
0,05-0,10 1 2 0
0,10 - 0,15 3 6 12
0,15 - 0,20 1 27 80
0,20 - 0,25 0 8 16
0,25 - 0,30 2 9 1Z
0,30 - 0,35 0 9 29
0,35 - 0,40 4 2 1
0,40 - 0,45 72 24 13
0,45 - 0,50(1) 310 103 31
0,50-055 | 68 40 10
0,55 - 0,60 9 6 7
0,60 - 0,65 3 1 0
0,65 - 0,70 0 3 2
0,70 - 0,75 2 2 4
0,75 - 0,80 1 93 31
0,80 - 0,85 3 112 Fid
0,85 - 0,90 4 29 o4
0,90 - 0,95 2 1 3
0,95 - 1,00 1 0 2

(1) ABIA*

par exemple, de 0,(}0 a 0,05 —0,05a 0,10 .. 095 a 1,00. Le chroma-
togramme est ainsi découpé en 20 parties, chacune étant définie par
une surface particuliére. Cette méthode est évidemment & rapprocher
de la technique biochromatographique dans laquelle nous décompions,
pour Délution, le chromatogramme en 20 parties égales dont on
déterminait la teneur en facteurs actifs sur la croissance.

2) Lorsqu’on examine les courbes d’impulsions, on voit trés faci-
lement un certain nombre de «pics» qui correspondent chacun a
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une substance ou a un groupe de produits caractérisés par un Rf
identique. Au lieu de découper la courbe et de donner la valeur
de la surface pour chaque zone de Rf, on peut alors mesurer la
surface correspondant a ces produits et qui s'élale sur plusieurs
«unités » de Rf) (fig. 18 B). Chaque substance séparée se (rouvera
ainsi caractérisée par une surface déterminée.

TaBLEAU 8.

Distribution du C!'* (mesures planimétriques (S en mm?2) et valeurs
en %) en fonction du Rf et de la durée de l'incubation enzymatigque
(T en mn)

Extrait enzymatique : pointes (6 mm) de racines de 18 mm.

8 Prod. de dégradation
g 2 | ABIA et} Prspa A®M
= I Il I
0 S 450 0 0 0 450 0
0 100 0 0 0 100 0
30 S 351 29 14 9 432 16
0/o 78 13 3 2 96 4
60 S 167 194 41 14 416 34
0/o 37 43 9 3 92 8
90 S 104 167 104 - 23 398 92
/o 23 37 23 5) 88 12
190 S 90 135 108 29 392 58
o 20 30 24 13 87 13
150 S 54 162 108 41 365 85
. % 12 | 36 24 9 81 | 19

() A = Différence entre le total des valeurs initiales et celui qui a éLé calculé
au temps T.

Le premier mode de représentation n’est pas trés précis, il pré-
sente aussi le gros inconvénient de ne pas faciliter la «lecture » des
résultats. Cette méthode est en outre relativement longue, car au
lieu de mesurer planimétriquement quatre ou cing surfaces assez
grandes, il faut déterminer vingt surfaces, dont quelques-unes trés
petites. Toutefois, dans le tableau 7, nous donnerons quelques-uns
des résultats obtenus & l'aide de cette technique de mesure.

Le second mode de représentation est plus rapide, plus simple,
plus précis et surtout plus commode pour la discussion des valeurs
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trouvées. Nous donnerons dans le tableau 8 les résultats obtenus de
cette facon. Nous y avons ajouté les valeurs en 0o calculées comme
on T'a indiqué plus haut (v. p. 252).
Ces deux tableaux, le second surtout, nous permettent les quel-
(ues remarques suivantes :
1. La dégradation enzymatique de I’ABIA s’accompagne d'une
formation régulitre de trois catégories de substances dont
nous parlerons plus loin.

o
/
100 OC 14

90
80
70
60
50
40

30

20
10

0
00 02 04 06 08 10 R
f

Fic. 19. — Conceniration relative (exprimée en 0/p de C'*) pour divers compo-

sés (I, Il et IIl) formés a partir de 'ABIA marqué. Chacun de ces corps se

trouve caractérisé par un Rf moyen. L’apparition de ces produits et la dégra-

dation de I'ABIA sont donnés en fonction de la durée del'incubation enzyma-
tique (de 0 a 150 mn).

2. En fixant arbitrairement 3 100 le taux en C'* pour de ’ABIA
non dégradé, on constate que plus le temps d’incubation aug-
mente, plus le total de tout le C'* étalé sur le chromatogramme
s'éloigne de 100. On peut attribuer cette différence qui,
aprées 150 mn d’incubation. atteint 19 ¢y. au fait que d’au-
ires composés se forment: les causes d’erreurs augmentent
aussi sensiblement. \joutons que DPexpérience étant évidemment
plus longue si lincubation se prolonge, les pertes de tout
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ordre (malgré les corrections apportées aux valeurs définiti-
ves) s’accroissent dans la méme mesure.

Ces résultats peuvent étre donnés encore sous une autre forme
gui mettra mieux en évidence, en fonction de la durée d’incubation
et pour divers Rf, la transformation de I’ABIA* en composés éga-
lement porteurs de C!¢ (fig. 19). On peut voir qu'aprés 150 mn
d’incubation, certains produits au Rf différent de celui de I’ABIA
sont plus abondants que cette substance. Nous reparlerons plus loin
de ces composés.

o
100 %

80 -

60'—

40

20 -

0, 60 90 120 150 180 480 MN

Fic. 20. — Destruction de I’ABIA marqué en fonction de la durée d’'incubation
enzymatique (de 0 4 480 mn). Les résultats sont donnés en 0jp et calculés a
partir des valeurs trouvées précédemment (v. Fic. 19).

8.4. Dégradation de IABIA.

Si Pon suit la dégradation de P’ABIA* en fonction du temps
(fig. 20) en mesurant la quantité (donnée en 0 de Clt) d’ABIA®
qui reste sur le chromatogramme, on peut constater que linacti-
vation de cette substance est particulitrement rapide au début du
traitement par Dextrait enzymatique. On peut alors introduire la
vitesse de dégradation de I'ABIA qu’on calculera de la facon sui-
vante : )

1o I’ABIA* est rapporté en 9o de Clt par unité de poids frais

de l'extrait enzymatique.

20 A partir des valeurs qui donnent la quantité d’ABIA* restant

dans la solution c’est-a-dire celle qu’on peut évaluer sur le

chromatogramme au Rf correspondant, nous déterminons, tou-
tes les 5 mn, la concentration de I’ABIA disparu,

3¢ On a donc ‘;—: = vitesse de dégradation,
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4c Pour éviter d’utiliser des valeurs en o, on exprimera la te-
neur relative en ABIA en fonction d’une constante N.

Les résultats de ces calculs sont donnés dans la fig. 21 et on

peut, & ce propos, faire les remarques suivantes :

1o Pendant les 30 premiéres minutes d’incubation, la destruc-
tion enzymatique de PI'ABIA* est relativement lente; la vi-
tesse de dégradation augmente toutefois rapidement avec le
temps d’incubation.

2> (’est pendant les 15 minutes (de 30 & 45 mn) qui suivent
que la destruction est la plus intense; la vitesse de dégra-
dation atteint sa valeur maximum. '

1 12

-4 0,8
/ dc/dl’
i
S -1 0,4
T T ’

L | L | L 00

’

120 150 180

N
VITESSE DE DEGRADATION d%'_x

INCUBATION  ENZYMATIQUE EN MN

Fic. 21. — Dégradation enzymatique de 'ABIA marqué donnée en valeurs
absolues (C) et en termes de vitesse de destruclion (dc/dt) en fonction de la
durée d'incubation enzymatique (en mn).j

3¢ Puis pendant les nouvelles 30 minutes (de 45 a 75), la dé-
composition de PABIA* reste importante tout en diminuant
sensiblement; la vitesse de dégradation est progressivement
réduite.

4o Enfin, dés que la durée d’incubation dépasse 75 minutes, la
destruction de I’ABIA est fortement ralentie et la vitesse de
dégradation devient constante, tout en étant trés faible.

8.5. Produits de dégradation.

Dans les résultats précédents (v. tableaux 7 et 8 et fig. 19), nous
avons déja pu constater que la décomposition de ’ABIA, sous laction
de systémes enzymatiques s’accompagnait de Papparition de trois ca-
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tégories de substances distinctes. La fig. 22 nous permettra de mieux
comprendre |'importance relative de ces corps.

Il est évidemment difficile, pour le moment, d'affirmer si ces
composés sont des substances simples ou au contraire diverses subs-
tances dont le Rf serait semblable. Pour simplifier la discussion,
nous admettons qu’il s’agit de trois « produits » que nous pouvons
caractériser ainsi (tableau 9).

TaBLEAU 9.
Rf de PABIA* des produits de dégradation enzymatique de I’ABTA*
et de quelques composés indoliques

Séparation par chromatographie descendante (25°C); solvant :
80 o isopropanol — 1006 NH; a 2800 — 100 H,0.

Rf
Composés
Inférieur | Supérieur| Moyen
ABIA* 0,41 0,53 0,46
Produit 1 0,75 0,90 0,83
» I 010 | 025 | 018
» 10 0,25 0,35 0,30

Ac. B-indolyl-propionique | 0,43 | 055 | 0,49

Ac. B-indolyl-butyrique 0,50 0,64 0,57
B-indolyl-acétonitrile 0,75 0,89 0,82
B-indolyl-aldéhyde 0,80 0,96 0,88
Tryptophane 0,23 0,27 0,25
Tryptamine | 0,69 0,81 0,75
Indole C 0,91 0,99 0,95
Scatole 0,95 0,99 0,97

1o Produit I — Rf de 0,75 a 0,90.
Ce produit apparait immédiatement au moment ou P'ABIA
commence a se dégrader. Aprés une incubation enzymatique
de 60 mn approximativement, ce produit est plus abondant
méme que I'ABIA et sa concentration relative va rester cons-
tante pendant une période relativement grande alors que celle
de PABIA continue & diminuer progressivement,
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20 Produit II — Rf de 0,10 a 0,25.
Ce produit semble se former également assez tét, il est toute-
fois moins abondant que le précédent. C’est aprés une incu-
bation de 'ordre de 105 mn que sa concentration dépasse celle
de I’ABIA.

3¢ Produit 111 — Rf de 0,25 a 0,35.
Ce produit est toujours peu abondant et jamais sa concentra-
tion n’est supérieure a celle de ’ABIA.

100
50 |
80 b
70 |
60 |
50 |-
50 |
30 |
20 |
0 L
o L

0 30 60 S0 120 150

Fic. 22. — Concentration relative de I'ABIA et des composés (1, II et ITI) résul-
tant de sa dégradation (en 0/ de C!*) en fonction de la durée de I'incubation
enzymalique (en mn.)

Quelle est la nature chimique des trois produits que nous avons
mis en évidence ? Il est tout d’abord trés clair que les produits I,
Il et IL[ dérivent directement ou indirectement (v. discussion) de
IPABIA marqué, puisque, tous les trois, ils contiennent également
du radiocarbone.

Le produit I semble é&tre de la B-indolyl-aldéhyde, et ceci con-
firmerait les observations de Racusen (1935), tout en étant en con-
tradiction avec celles de Mannine et Garsron (1956). Nous avons
identifi¢ ce produit en faisant les observations suivantes :

a) Le produit I, isolé par radiochromatographie, a le méme Rf
approximativement que la B-indolyl-aldéhyde (séparde par chro-
matographie avec un solvant identique et dans de mémes con-
ditions).

MEMOIRES SC. NAT. 78 14



262 P.-E. PILET ET P. LERCH

b) Ce produit I doit étre un composé indolique, il donne (par
analyse directement sur le papier ou aprés élution) une colo-
ration positive avec les trois réactifs suivants :

Réactif de Salkowski (H,SO, et FeCly)
Réactil d’Ebhrlich (HCI et p-diméthylaminobenzaldéhyde)
Réactif d’Hopkins-Cole (H,SO, et acide glyoxylique).

¢) Ce produit I enfin est certainement une aldéhyde. Apres élu-
tion, il a été recueilli et trait¢ par le réactif suivant: la
p-rosaniline hydrochlorique décolorée par H,SO,. En présence
de mélange incolore, les aldéhydes donnent une coloration
rouge-pourpre (formation de composés quinoidiques) qui ne
peut étre confondue avec la coloration prise par la fuchsine.
Or nous avons obtenu une telle coloration.

Les produits Il et III sont différents des substances que MannING
et Garstox (1955) ont signalées. Avec un solvant chromatographique
identique, les Rf de ces corps sont trés différents (GarstoN trouvait
respectivement 0,91 et 0,94). Pourtant, il n’est pas impossible que
les produits Il et [[[ ne soient tout de méme des composés voisins
de lo-formamido-acétophénone et de 1'o-amino-acétophénone.

Il est certain, en effet, que ces substances ne sont pas de na-
ture indolique. L’emploi des réactifs précédents, sur les papiers chro-
matographiques et dans les zones ou se sont accumulées ces subs-
tances, n's donné aucune coloration. On pourrait toutefois remarquer
que ces produits sont trop dilués pour que le réactif chimique puisse
les révéler. Mais, nous avons concentré trois fois (élution) ces subs-
tances sans pouvoir obtenir de résultats positifs.

8. 6. Discussion.

Comme on vient de le voir, les produits I, I[ et III, également
marqués par du C!%, proviennent sans aucun doute de IABIA qui
est, en fait, la seule «source» de radiocarbone. A premitre vue,
on peut admettre que toutes ces substances dérivent directement de .
I’ABIA; pourtant cette conclusion n’est pas, comme on va le voir,
aussi siire qu’elle le parait.

Le produit [ qui sewible bien é&tre la B-indolyl-aldéhyde, peut
étre considéré comme le produit le plus important qui résulte de la
dégradation de PABIA marqué, sous l'action d’un systéme auxines-
oxydasique. Si l'on se rapporte aux valeurs données en 9o de Cl4,
on peui constater que la disparition de I'ABIA est immédiatement
suivie par l'apparition du produit I. Il est clair que cette substance
dérive directement de I’ABIA. Cependant si 'on établit un bilan du
Ci% tout le long du chromatogramme et si I'on tient compte des
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pertes inévitables le long du papier, on doit constater que la con-
centration de PABIA déiruit est nettement supérieure 3 celle du
produit [ formé. Il faut donc admettre que I’ABIA donne encore,
paralltlement, mais dans une moindre mesure, des composés dis-
tincts du produit I. C’est bien ce que montre P’analyse radiochroma-
tographique qui permet de mettre en évidence les produits 11
et 1IL

Ces produits I[ et II[ ne paraissent pas &tre des composés indo-
liques et I'on est donc obligé d’admettre que ’ABIA se dégrade non
seulement par des modifications de sa chaine (décarboxylation oxy-
dative) mais encore par des changements appréciables dans son noyaun
(destruction du cycle pyrrole).

Si l'on suit, en fonction de la durée de Dincubation, la genése
du produit I, on constate que la vitesse de formation de cette subs-
tance coincide & peu pr2s avec celle qui traduit la dégradation de
I’ABIA. Cette observation semble indiquer que cette voie de décom-
position de PABIA est certainement la plus importante, du moins
pour les premitres phases de destruction, par voie enzymatique, de
I’ABIA.

Pourtant, au bout dun certain temps, alors que I’ABIA conti-
nue a étre décomposé régulicrement, la concentration relative du
produit [ cesse pratiquement d’augmenter, sa vitesse de synthese
(nous devrions écrire d’apparition) devient constante. Comment ex-
pliquer ce phénomene ?

On peut admetire tout d’abord, que la formation de ce produit I
est réellement réduite. Mais comme la décomposition de I’ABIA
n’est que faiblement diminuée, il faut alors supposer que la syn-
these, a partic de I’ABIA, de substances différentes s’accroit. C’est
bien ce que montre Dexpérience puisqu’on constate que la concen-
tration relative des produits II et III augmente.

Cette hypothtse est pourtant difficilement soutenable, car on a
peine & envisager en premiere analyse, qu’un syst®me enzymatique
s¢ mette & dégrader d’une autre fagon un substrat resté identique. Tl
est vrai qu’on pourrait faire intervenir ici des processus d’induction
enzymatique (Puwer, 1959 ¢) 2. Mais une autre solution a ce pro-
bleme nous parait plus probable.

On pourrait imaginer que le produit I continue tout simplement
a se former, & partic de U'ABIA, comme dans les premiéres phases
de lincubation enzyvmatique. 11 faut alors supposer que paralléle-

12 Par induclion, nous entendons une adaptation de I'enzyme soit a la
concentration de son substrat, soit a4 la nature chimique de ce substrat. Il est
clair que l'apparilion de substances de dégradation de 'ABIA (la B-indolyl-
aldéhyde par exemple) peut étre considérée comme une modification du sub-
strat auxines-oxydasique.
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ment, pout-&tre sous I'action des mémes systtmes enzymatiques, il se
dégrade lui aussi. Dans ce cas, rien ne nous empéche d’admettre que
les produits II et IIl résulteraient non seulement de la décomposi-
tion de PABIA, mais pourraient se former aussi aux dépens du pro-
duit I.
La dégradation de ’ABIA se déroulerait ainsi en deux étapes :
1) raccourcissement de la chaine latérale avec formation de la
B-indolyl-aldéhyde (produit I);
2) dégradation du noyau (décyclisation du pyrrole) avec forma-
tion soit directement a partir d’ABIA, soit (ce qui est plus
probable) aux dépens du produit [, des produits Il et [IL.

9. COMPARAISON DES TECHNIQUES

Nous nous proposons de comparer les différentes techniques pré-
cédemment examinées avec la méthode radiochromatographique. Mais
remarquons tout d’abord que I’ABIA marqué par du C!¢ (ABIA*)
étant une substance coiiteuse, dans bien des cas nous nous sommes
bornés & travailler sur I’ABIA non marqué. Il était indispensable de
s’assurer si, du point de vue réaction chimique (test de coloration
au réactif de Salkowski modifié, v. p. 219) ou biologique (dosage
colorimétrique de I'activité enzymatique) ’ABIA* se comportait comine
I’ABIA non margué.

9.1. ABIA* et ABIA.

Nous avons dit que nous disposions de deux types d’ABIA*:
1o PABIA*@): acide B-indolyl-acétique [Ci¢a)
20 PABIA*(y: acide B-indolyl-acétique [C14 /]
Seule la premitre de ces deux substances est employée dans le
dosage radiochromatographique. Nous utiliserons, pour ces essais com-
paratifs, simultanément les trois produits.

9.1.1. RECHERCHE DU COEFFICIENT COLORIMETRIQUE.

Nous préparons des solutions aqueuses d’ABIA, et & laide du
réactif décrit plus haut, nous déterminons au colorimétre de Klett-
Summerson, le développement de la coloration (rouge) prise par la
solution. Les résultats contenus dans le tableau 10 nous permettent
les remarques suivantes :

1. Il n’y a pratiquement aucune différence dans les valeurs don-
nées au colorimétre, aprés coloration par le réactifl entre de
PABIA et de ’ABIA*,).

2. Les coefficients colorimétriques de solution d’ABIA*;, sont

en général plus faibles que ceux des solutions d’ABIA et d’ABIA*(y.
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On peut expliquer cette observation par le fait que I’ABIA(;) est
moins stable : une légére élévation de la température provoque une
dégradation assez importante de ce produit. M. PicEaT, qui en a fait
la synthése, nous a d’ailleurs recommandé de le conserver a 'obscu-
rité et & — 20°C, On sait d’autre part que le mélange de notre réac-
til avec de l'eau donne une réaction exothermique. En mélangeant a
8 ml du réactif, 2 ml d’une solution aqueuse d’ABIA*(), on observe
un accroissement brusque et temporaire de la température qui suffit
A expliquer cette diminution de la coloration.

Tasreau 10.

Recherche du « coefficient colorimétrique » pour des solutions d’ABIA
et d ’ABIA*, colorés par le réactif usuel (v. p. 219) - CH;CH,OH.
Emploi du colorimétre Klett-Summerson (filtre de 5335 mp).

Concentration Lecture aprés
Substances
en Mg/ml 10 mn 20 mn
2 104+ 6 134 4-12
ABIA 4 1964 8 211415
8 423 4-22 417425
2 85+ 7 108 +12
ABIA* ) 4 1804- 8 200 + 16
8 400 + 24 360 427
2 108+ 6 130 + 12
ABIA* 5, 4 194+ 8 217 15
8 427 421 400 425

ABIA* ;) : acide p-indolyl-acétique [Cl¢a]

ABIA* (5) : acide B-indolyl-acétique [Clto’]

9.1.2. SUBSTRAT ENZYMATIQUE.

On peut se demander si I'extrait enzymatique attaque de la méme
facon I'ABIA et PABIA*. Pour résoudre cette question, nous avons
réalisé ’expérience suivante :

a) On prépare 20 ml d’extrait qu’on répartit en 3 lots.

b) A partir de cet extrait, on prépare (v. p. 220) la solution ac-
tive en ajoutant, pour le ler lot de P’ABIA, pour le 2¢ de
I’ABIA*(1) et pour le 3¢ de I’ABIA*).

¢) On détermine & l'aide du colorimetre, I’activité auxines-oxy-
dasique.
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d) Ii convient de préciser que les valeurs trouvées sont calculées
3 partir de courbes étalons construites chacune pour I’ABIA
(ou PABIA*) employé.

On peut remarquer (tableau 11) qu’aux variations prés de Dlex-
périence, les résultats sont parfaitement semblables, d’ou la conclu-
sion que la présence du C1* dans le cycle ou dans la chaine, ne mo-
difie en aucun cas les processus de dégradation de ’ABIA par un
systéeme auxines-oxydasique.

Tasreau 11.

Analyse colorimétrique de solutions d’ABIA et d’ABIA* inactivés par
des extraits auxines-oxydasique (pointes (6 mm) de racines du Lens
de 18 mm)

L’activité enzymatique est donnée en ug d’ABIA (ou d’ABIA¥)
détruit /200 mg de poids frais
Le méme extrait a été utilisé pour les trois séries d’essais.

Incubation en mn

Substances
15 30 60 150

ABIA 2615 409 48110 | 539412

ABIA* o, M| 2246 4749 574+8 | 57411

ABIA*p M| 2745 3818 5149 6310

(1) Ces valeurs sont calculées a partir de courbes étalons conslruites
pour les mémes substances.

9.2. Radiochromatographie et colorimétrie.

Nous préparons 20 ml d’extrait dont 10 seront destinés & un
dosage colorimétrique et 10 4 une analyse radiochromatographique.
Nous donnerons pour diverses périodes d’incubation (lig. 23) Dacti-
vité auxines-oxydasique en :

a) 9o de C!t disparu de la zone de I'’ABIA du chromatogramme
b) wg d’ABIA détruits pour 0,1 mg d’azote protéinique.

Ainsi qu’on peut le voir, les résultats correspondent assez exac-
tement, la marge d’erreur allant d’ailleurs en augmentant au fur
et 3 mesure que se prolonge L'incubation.
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9.3. Radiochromatographie et manométrie.

Comme nous l'avons fait remarquer plus haut (v. p. 224) la mé-
thode manoméirique est discutable, de plus elle ne se préte gudre
a des mesures colorimétriques exactement comparables. Il est donc.
a plus forte raison, difficile de mettre en paralléle les résultats
obtenus par une analyse manométrique et par un dosage radiochro-
matographique. La concentration relative de l’extrait, les conditions
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F'ig. 23. — Destruction enzymatique de 'ABIA marqué par des exlraits radi-
culaires de nature auxines-oxydasique. Comparaison des méthodes radiochro-
matographique et colorimétrique.

[’ABIA détruit est rapporté pour la premiére technique en % de C'¢ gui a
disparu de la zone correspondant au Rf de I'ABIA ct pour la seconde méthode
en ug d'ABI\ détruit pour 0,1 mg d’azole protéinique.

L.a durée de I'incubation enzymatique est donnée en mn.

d’incubation sont trop inégales pour qu'on puisse placer sur un
méme plan ces résultats évidemment trés disparates. Les grandes
variations observées, étant donné les comparaisons entre les dosages
colorimétriques et manométriques seraient dues ainsi essentiellement
aux différences relativement grandes qu'imposent les techniques d’ana-

lyse.
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9.4. Radiochromatographie et biochromatographie.

Comme précédemment nous préparons suffisamment d’extrait pour
¢évaluer parallelement Dactivité des auxines-oxydases par la techni-
que radiochromatographique et par l'analyse biochromatographique.
Nous comparerons tout d’abord les résultats obtenus par :

1o le dosage radiochromatographique ol l'on donnera ABIA dé-
truit en 0 de Cit disparu des zones de Rf correspondant &
’ABIA, ceci en fonction de la durée d’incubation ;

20 le dosage biochromatographique o Pon donnera les valeurs
trouivées
a) avec le test R
b) avec le test T.

L’activité auxines-oxydasique sera caractérisée par I'ABIA dé-

truit en g pour 200 mg PF.

0/0 clé

S8 83

TEST R —o— -1 10
ML TEST T -o— |,
L
0

G ABIA- DETRUIT / 200 MG PF

1 ] l 1 J

0 60 %0 120 150 py

Fic. 24. — Destruction enzymalique de I'’ABIA marqué par des cxtraits radi-
culaires de nature auxines-oxydasique. Comparaison des méthodes radio-
chromatographique et biochromatographique.

L'ABIA détruit est rapporté, pour la premiére méthode, en °/, de C!* qui a
disparu de la zone correspondant au Rf de I'ABIA et pour la seconde techni-
que (emploi de deux tests biologiques: les tesls Ret T) en ug d’ABIA détruit
pour 200 mg de poids frais.

La durée de I'incubation enzymatique est donnée en mn.

Ainsi qu’on peut le voir dans la fig. 24, les résultats sont trés
proches les uns des autres et, du moins pour un temps d’incubation
peu élevé, les valeurs données par le dosage radiochromatographique
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restent comprises entre les valeurs extrémes fournies par l’analyse
biochromatographique (tests R et T).

Nous avons vu que la méthode radiochromatographique permettait
de caractériser les produits qui se formaient par dégradation enzy-
matique de I’ABIA*. Mais nous avons montré aussi que la technique
biochromatographique permettait de déceler, par une mesure de
’allongement des tests appropriés, les propriétés biologiques (acti-
vation, inhibition, sans action) des composés isolés pour les diverses
zones du chromatogramme (Rf différents). Pour comparer les résul-
tats donnés par ces deux méthodes, nous pouvons mettre en paralltle
les valeurs fournies :

10 par le dosage radiochromatographique; dans ce cas on rap-
portera le 9o de C!t trouvé tout le long du chromatogramme,

20 par le dosage biochromatographique; on donnera un histo-
gramme (% d’action sur le test en fonction du Rf). Pour la
compﬁraison, nous choisirons les valeurs obtenues & P’aide du
test I

Nous reporterons les résultats pour des extraits incubés pendant
190 min. :

Ia fig. 25 nous permet de tirer les conclusions suivantes :

10 dans la zone de Rf de I’ABIA, on observe parallélement une
forte inhibition du test R (beaucoup moins prononcée cependant
que pour un temps d’incubation nul ou faible et une certaine
quantité de C1¢ ;

20 le dosage radiochromatographique révele la présence de pro-
duits également marqués par du C!%, mais distincts de I’ABIA
puisque leur Rf est différent. Or une analyse biochromatogra-
phique ne donne pas pour ces produits, mis en évidence par la
présence de C!4, des modifications appréciables dans I’allonge-
ment des tests employés. :

Comment interpréter ces résultats ?

Tout d’abord, et c’est une premiére hypothese, nous pouvons sup-
poser que les produits formés ne sont pas doués d’activité biologi-
que particuliere. Ceci serait conforme avec I'idée qu’on se fait de
la dégradation de I’ABIA ol l'on a envisagé l’apparition de subs-
tances inactives. Toutefois, il semble vraisemblable que les produits
intermédiaires (produit I par exemple) soient doués d’une certaine
activité biologique, plus faible que celle de ’ABIA. Or ces observa-
tions nous montrent que le produit I, loin d’activer I’allongement
du test, parait méme inhiber sa croissance (ces valeurs pourtant ne
sont guere significatives).

11 reste alors une seconde possibilité. Les substances formées a
la suite de la décomposition de ’ABIA, sous Paction de systémes
enzymatiques, sont évidemment trés peu concentirées par rapport &
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IABIA qui n’a pas encore été dégradé. En admettant qu’elles posst-
dent une certaine activité biologique, mais beaucoup plus faible que
celle de I'ABIA, on comprend qu’un test biologique ne puisse per-
metire de les caractériser. Ainsi la méthode de dosage radiochroma-
tographique est-elle beaucoup plus sensible que la technique d’ana-
lvses biochromatographiques.
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Fic. 25 — Comparaison des résultats obtenus par les méthodes radiochro-

matographique et biochromatographique. L'ABIA marqué par du radiocar-

bone est placé 150 mn en contact avec un extrait auxines-oxydasique préparé

a partir de pointes de racines du Lens. On note la présence, outre de I'ABIA,
de trois catégories de produits (I, [[ et [I[) formés a partir de 'ABIA.

Dans la technique radiochromatographique, les résultats sont donnés en 0/
(4 : stimulation: — ; inhibition) des composés isolés sur le test R.

Dans la technique biochromatographique, les résultats sont donnés en 9, d'ac-

tion de C14 détecté dans les diverses zones du chromatogramme.

9.5. Discussion.

Nous allons comparer les avantages et les inconvénients des di-
verses méthodes proposées pour l'analyse de Pactivité des systémes
auxines-oxydasiques. Dans cette discussion générale, nous laisserons
de coté la technique manométrique qui, comme on I’a vu, n’est pas
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a l'abri de critiques graves. Nous ne retiendrons que la méthode colo-
rimétrigue, la technique biochromatographique et le dosage radio-
chromatographique, et nous ferons, a ce propos, les remarques sui-
vantes :

1)

2)

3)

La méthode colorimétrique est rapide. Elle permet de connai-
tre avec précision la quantité d’ABIA détruit (donc lactivité
auxines-oxydasique). Mais cette technique ne fournit aucune
indication sur la nature chimique, les propriétés biologiques
et la concentration relative des composés résultant de la dégra-
dation de I’ABIA.

La méthode biochromatographique permet d’évaluer approxi-
mativement le degré d’inactivation auxinique. Cette technique
offre la possibilité de caractériser (en donnant leur Rf) les
produits qui se forment par dégradation enzymatique de ’ABIA.
De plus, elle fournit d’utiles renseignements quant aux proprié-
tés biologiques (activateur ou inhibiteur de croissance) de ces
composés. Mais cette technique est longue et délicate. Elle fait
appel a des tests biologiques dont la variabilité est évidemment
trés grande.

La méthode radiochromatographique donne des indications pré-
cises (dosage quantitatif) sur la destruction de I’ABIA. Elle
permet de distinguer les composés qui résultent de la décom-
position, sous 'action des auxines-oxydases, de cette substance.
Mais on ne peut utiliser, dans ce genre d’analyse, que des
substances marquées, en général trés coiteuses (surtout s’il
s’agit de produits contenant des isotopes dans leur noyau).
Enfin, cette technique ne fournit des renseignements que lors-
qu’il s’agit de produits marqués, or il est évident par exemple
que l'acide p-indolyl-acétique [C!ta], par dégradation enzy-
matique, peut donner d’autres corps qui ne contiennent pas
nécessairement de C!4, Cette méthode est extrémement sensi-
ble, elle permet de déceler de petites quantités de produits
marqués par du C'* qui se forment & partir de PABIA et qu’un
dosage biochromatographique ne pouvait pas mettre en évi-
dence.

En conclusion, si la méthode colorimétrique offre la possibi-
lit¢ d’évaluer plus rapidement l’activité auxines-oxydasique que
Jes techniques biochromatographiques et radiochromatographi-
ques, elle ne permet pas de connaitre la nature et I'importance
relative des nouveaux composés formés. Les méthodes biochro-
matographique et radiochromatographique sont plus longues,
elles exigent toutes deux une analyse chromatographique qui
n’est pas sans inconvénient pour un dosage enzymatique (l'ex-
trait peut perdre partiellement son activit€). Par contre, ces
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techniques donnent des indications sur les produits qui ré-
sultent de la dégradation de ’ABIA. La méthode biochromato-
graphique permet de caractériser biologiquement ces substances.
mais l'emploi de tests biologiques rend difficile et discutable
Iinterprétation des résultats obtenus. La technique radiochro-
matographique, plus sensible, est en outre plus rapide que la
précédente, mais si elle permet de définir aussi les produits
formés, elle ne donne pas d’indications sur leurs propriéiés
physiologiques.

Il est par conséquent indispensable d’utiliser parallélement ces
trois méthodes : l'analyse colorimétrique pourra étre avantageusement
conservée pour des mesures préliminaires, 1’analyse biochromatogra-
phique sera nécessaire pour évaluer l'activité biologique des produits
formés et l'analyse radiochromatographique devra étre utilisée pour
des dosages quantitatifs. |

CONCLUSIONS GENERALES

Nous avons désormais, grice a I’emploi de phytohormones mar-
quées par du radiocarbone, la possibilité de doser quasi exactement
et de suivre, avec une relative facilité, ces divers composés engagés
dans les cycles métaboliques responsables des processus de croissance.
Ni les analyses chimiques les plus précises, ni les méthodes biclogi-
ques les plus minutieuses et les mieux adaptées & ces problémes, ni
les techniques actuellement trés au point que les laboratoires de phy-
siologie et de biochimie emploient avec succés n’ont donné les résultats
que fournissent les mesures radiochimiques. Aucune de ces méthodes
n’avait encorc permis, en ce qui concerne I’étude du catabolisme auxi-
nique du moins, de déceler avec une précision et une sensibilité suf-
fisantes, certains composés naturels, tant la concentration, a laquelle
ces produits agissent encore efficacement, est faible.

Aujourd’hui, grdce a Iutilisation du radiocarbone fixé dans la
molécule méme du corps actif, on peut suivre, étape aprés étape,
les transformations que subissent, in vivo et in vitro, les hormones
de croissance dégradées par voie enzymatique. Les renseignements
sur la nature chimique de ces substances, que fournissent les tech-
niques radiochromatographiques et qui permeitront de préciser le
cycle de dégradation (catabolisme), comme aussi le cycle de biosyn-
thése (anabolisme), doivent étre accompagnées d’analyses biologiques,
qui compléteront heureusement ces données en fournissant des infor-
mations sur les propriétés physiologiques de ces corps.

Mais les difficultés techniques, posées par l'utilisation des produits
marqués qui exigent pour leur dosage des appareils compliqués au
réglage délicat et dont les caractéristiques doivent &tre constamment
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contrdlées, imposent la collaboration presque permanente d’un phy-
sicien exercé a ces questions de technologie des radiations. Les ré-
sultats obtenus font souhaiter d’ailleurs, une autre collaboration,
également indispensable et qui permettrait de mieux connaitre la
nature et les relations a établir entre les innombrables substances
que de telles analyses ont permis de mettre en évidence. Avec le
physicien, le physiologiste devra essayer de s’adjoindre un chimiste.

Les recherches sur les phytohormones de croissance accusent, une
fois de plus, l'orientation caractéristique de la physiologie végétale
d’aujourd’hui. Les perspectives qui progressivement s’imposent & cette
science, les moyens d’analyse renouvelés qu’elle envisage et le maté-
riel particulier auquel elle s’attache toujours davantage, la font
entrer, qu'on le veuille ou non, dans le domaine autrefois strictement
réservé aux sciences dites exactes.
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