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216 P.-E. PILET ET P. LERCH

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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