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Action des gibberellines sur la croissance et l'activite
auxines-oxydasique du Trifolium ochroleucum Hudson

Par Paul-E. Pilet et Werner Wurgler i

Laboratoire de Physiologie vegetale / Universite de Lausanne

Manuscrit recu le 4 fevrier 1958

Avant-propos
Depuis quelques annees, les recherches portant sur le röle des

gibberellines (GB) sur la croissance des vegetaux, se sont multipliees. (Voir ä
ce sujet l'etude bibliographique tres complete de Stowe et Yamaki, 12).
Toutefois, on ne sait encore que fort peu de choses sur leur veritable mode
d'aetion. Certains auteurs (Brian, Hemming et Radley, 2) conside-
rent ces substances comme de veritables auxines, d'autres (Nitsch et
Nitsch, 5) admettent l'existence entre ces corps et les hormones de
croissance d'un reel synergisme biochimique. Peu de travaux ont ete consacres
ä l'analyse de l'action des GB sur les hormones de croissance; relevons
pourtant les interessantes recherches de Hayashi et Murakami (3)
concernant la croissance de sections d'epicotyles de pois etioles. Ces
auteurs ont montre que le 1-tryptophane etait capable d'aecroitre la reaction
de croissance aux GB et la Stimulation d'allongement produite par la
combinaison de ces deux corps (respectivement 10 mg/l et 6 mg/l) etait
bien superieure ä celle qu'on obtenait en prenant ces substances separement.

La conclusion de ces experiences est que les GB paraissent faciliter
la conversion du tryptophane en acide ß indolyl-acetique (ABIA).

L'un de nous (Pilet, 8) a mis en evidence l'action des GB sur le
metabolisme des hormones de croissance et montre que ces corps, ajoutes
ä des extraits de neoformations de fragments de carotte cultives in vitro,
provoquaient une nette inhibition des systemes auxines-oxydasiques, d'oü
ralentissement tres marque de la destruction in vitro des auxines.

Or, dans nos precedents essais sur les GB et dont il est fait precedemment
mention, il s'agit de l'action directe et in vitro des gibberellines sur

les auxines-oxydases. II etait interessant de chercher ä savoir dans quelle
mesure l'effet d'inhibition observe se manifeste encore dans des tissus
preleves sur des organes traites bien avant les essais de determination
d'activite auxines-oxydasique. En d'autres termes nous avons essaye de
mettre en evidence l'action in vivo des GB sur les hormones de croissance.

1 Stations d'essais agricoles, Lausanne.
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Materiel et methode

Les experiences ont porte sur des plantes du Trifolium ochroleucum

Hudson (provenanee : päturage de la Supelaz-Chätel-Saint-Denis), cultivees

en serre (temperature moyenne de 13° C, mais montant parfois

jusqu'ä 16° C ; lumiere du jour completee de 5 h 30 ä 10 h 00 et de 16 h 00

ä 20 h 30 par un eclairage d'appoint de 1100 lux). Les GB utilisees ont
ete appliquees sous forme de complexes gibberelliques de la Maison Penick

and Co, produit mouillant et hydrosoluble. Le traitement a ete fait par
aspersion des feuilles avec une Solution ä 10 ppm. La dose utilisee etait de

l'ordre de 2 ml par plante, soit 0,02 mg de substance active par plante et

Figure 1

Aspect de deux plantes de

Trifolium,
A droite: temoin

A gauche: traite
Photo prise 32 jours apres
le dernier traitement. Dose
totale de GB: 0,1 mg/plante.
L'echelle (5) represente 5 cm
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par traitement. Cinq traitements ont ete prevus (jours : 0, 4, 10, 16 et 21),

la quantite totale de GB administree a donc ete de 0,1 mg par plante.

Variations de croissance

Si l'on compare (figure 1) des trefles traites avec des temoins places

dans des conditions identiques, on voit d'emblee que les GB ont entraine

d'importantes perturbations dans la croissance de ces plantes. Nous nous

proposons d'examiner les plus carateristiques d'entre elles.

Petioles. L'allongement accelere des petioles est tout ä fait typique
et ceci aussi bien pour des petioles dont les feuilles existaient dejä au
moment du premier traitement (A) ou qui se formerent apres le traitement
initial (B). Les observations rapportees dans la figure 2 indiquent en outre
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que meme plusieurs semaines apres le dernier traitement, la Stimulation
de croissance provoquee par l'application de GB persiste.

Folioles. Si l'on compare des feuilles de plantes traitees avec celles
appartenant ä des temoins et dont l'äge est approximativement le meme
(figure 3), on peut noter de grandes differences que le tableau 1 met tout
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Figure 2

Allongement des petioles en
millimetres en fonction du temps en

jours (j)
Traitement

mesure des petioles de feuilles
dejä developpees lors du premier
traitement
mesure des petioles non encore
formes lors du premier traitement

: Temoin
TR: Traite par des GB ä raison de
0,02 mg de GB par plante et par
traitement (dose totale par plante: 0,1 mg)

T:
A:

TE:

Tableau 1

Variations de croissance des folioles

Observations1

a) Surface moyenne: 11 jours
24 jours

b) Longueur moyenne: 11 jours
24 jours

c) Largeur moyenne: 11 jours
24 jours

d) Rapport longueur/largeur
11 jours
24 jours

Temoins

154 mm2 ± 5,3
140 4,6

16,0 mm ± 0,29
15,4 0,20

12,2 mm ± 0,24
12,6 0,21

1,31
1,22

Traitfe

247 mm2
283

± 8,9
5,3

± 0,54
0,51

22.0 mm
25,2

14,3 mm ± 0,24
15.1 0,29

1,54
1,67

ment.
Les jours oü les observations ont ete faites sont comptes ä partir du dernier traite-
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particulierement en evidence. La surface, la longueur et la largeur sont

notablement accrues, mais l'etude du rapport longueur/largeur montre

toutefois que les folioles ont tendance, sous l'action des GB, ä s'allonger

plus qu'ä s'elargir, d'oü l'aspect tres different des feuilles traitees compa-

rees aux temoins. Ajoutons encore que l'allure generale de ces feuilles

traitees est tres voisine de celle de feuilles de plantes ä l'approche de la

floraison. II y a lä un probleme de morphologie experimentale que nous

nous proposons de reprendre en relation avec l'etude de l'action des GB

et des auxines sur le developpement.

lü

;;:!»:!
*3 «r m

Figure 3

Aspect de deux feuilles de Trifolium
A droite: temoin A gauche: traite

Photo prise 32 jours apres le dernier traitement. Dose totale de GB:

0,1 mg/plante

Si l'on observe de tres jeunes feuilles (figure 4), on est frappe par le

plissement inhabituel, mais nettement visible des folioles, phenomene m-

existant chez les temoins et qui d'ailleurs s'attenue et disparait au für et

ä mesure que la feuille grandit1. Nous croyons pouvoir rapprocher cette

sorte de «malformation» avec celles que l'un de nous (Wurgler, 14 ä 16)

a observe sur de nombreuses feuilles provenant de plantes traitees par des

substances de croissance et tout particulierement sur des vegetaux voisins

de ceux utilises dans ces essais : Lupinus luteus avec l'acide naphtyl-

i Une torsion comparable ä celle obtenue avec du 2-4 D a ete observee par

Wittwer et Bukovac (13) sur des tiges du Phaseolus traite par des GB.
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acetique (14), Laburnum alpinum (15) et Trifolium pratense (16) avec le
2-4 D. De tels phenomenes sont incontestablement dus ä un appreciable
accroissement de la teneur en auxines endogenes. II nous parait alors
possible, a la suite d'observations semblables sur des feuilles appartenanta des plantes traitees par les GB, de supposer qu'une des consequences de
ce traitement sur les trefles est precisement une elevation de la teneur enhormones de croissance. Cette remarque vient appuyer, comme on le verradans la discussion, notre hypothese concernant l'action des GB sur les
auxines-oxydases.

Variations de l'activite auxines-oxydasique
La preparation des extraits enzymatiques et la determination de

,™e des auxines-oxydases (par la mesure de la destruction in vitro de
1AUIA) ont ete faites selon nos techniques habituelles (Pilet 6 11)Nous en rappellerons tres brievement le principe :

les extraits aqueux de petioles (fragments pris dans les regions basales
sur 5 cm comptes ä partir de la tige ou terminales sur 5 cm ä partir des

folioles sont prepares ä -28« C avec une Solution tampon KH2P04/Na2
Ul-O, (pH 6,1) et centrifuges (4000 g, 10 mn). On preleve 2 ml de cetextrait qu on melange ä 6 ml de la Solution tampon et au temps Oonyajoute 0,2 ml d'une Solution d'ABIA (50 pgjml). Apres une incubationde 30 a 120 mn (obscurite, +28° C), 2 ml de la Solution totale sont
melanges a 8 ml du reactif (Salkowski modifie). On evalue ä l'electro-
photocolonmetre Klett-Summerson (535 mp ±35) l'extinction apres untemps determine (60 ä 1800 s). L'activite des auxines-oxydases est ex-
primee en fonction de l'ABIA detruit (en ^g) par unite de poids frais
(200 mg) et pour une incubation de 60 mn.

Tableau 2

Destruction in vitro des auxines des petioles
Activite auxines-oxydasique exprimee en ßg d'ABIA detruits apres une incubation de 60

minutes et rapportes ä 200 mg de poids frais

Bögions Temoins Trait<5s

a) Regions basales1 30,2 27,5 26,6 29,3
32,0 31,7 30,4 30,1
33,8 27,1
M: 31,04 M: 28,70

b) Regions terminales2 16,8 14,8 10,3 7,1
15,4 16,8 8,9 11,4
17,0 9,8
M: 16,16 M: 9,50

1 portion des petioles utilisee: les cinq premiers cm ä partir de la tige2 portion des petioles utilisee: les cinq premiers em ä partir des folioles
M: Moyenne de 4 mesures (5 series d'extraits de 10 ml chacun; chaque chiffre etantla moyenne de 4 mesures pour chaque extrait).
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Les resultats rapportes dans le tableau 2 permettent les conclusions

suivantes:
1 Les regions basales se distinguent des regions terminales par une

activite auxines-oxydasique differente et on peut observer que les

zones de croissance sont celles oü ces enzymes sont les moins actives.

Cette remarque confirme des observations que l'un de nous a faites

sur les tiges du Phaseolus (Pilet et Baillaud, 10).

2. Si l'on compare l'activite auxines-oxydasique de fragments preleves

dans les regions basales provenant de plantes traitees avec celle de

temoins, on constate une faible inhibition enzymatique pour les

vegetaux ayant subi l'action des GB.

m

Figure 4

Aspect de jeunes feuilles de Trifolium
A droite: temoin A gauche: traites

On remarquera le plissement caracteristique des folioles de plantes traitees par les GB.

Les feuilles de droite et de l'extreme gauche sont d'äge ä peu pres identique.

3. Pour les regions terminales, cette inhibition de l'activite auxines-

oxydasique est relativement forte.
4. II apparait donc comme un fait certain que les GB provoquent une

inhibition de l'activite auxines-oxydasique et favonsent par consequent

la mobilisation des hormones de croissance dans les tissus

traites.

Discussion

La comparaison des resultats precedemment exposes (voir tableau 3)

va nous permettre de discuter du mode d'aetion des GB sur les tissus vegetaux.

II faut remarquer tout d'abord que l'effet qui resulte de Fapplication

des GB se prolonge bien au-delä du dernier traitement et meme s accentue,
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comme si ces substances avaient declenche in vivo une serie de mecanis-
mes qui contmuent ä se derouler alors que la cause elle-meme a cesse de
se manifester. Les observations morphologiques sont completees par des
donnees biochimiques et l'inhibition des systemes auxines-oxydasiquesnettement marquee, meme s'il s'agit de tissus qui ont ete traites plusieurs
semaines avant l'analyse de l'activite enzymatique. Dans nos precedents
essais (Pilet 8), nous avions note cette action inhibitrice des GB sur les
auxines-oxydases, mais il s'agissait lä d'experiences in vitro oü des GBetaient ajoutees directement ä des extraits enzymatiques. Ici, les GB ontete donnees ä des plantes entieres et les tissus traites furent analyses
longtemps apres cette application. On peut donc parier en quelque sorte d'essais

m vivo et les resultats obtenus confirment absolument les donnees
precedentes.

Tableau 3
Comparaison entre la croissance des petioles et des folioles et l'activite auxines-

oxydasique des petioles

Observationsl

a) Longueur des petioles:
22 jours3

b) Surface des folioles:
24 jours

c) Activite auxines-oxydasique:
32 jours4

Temoins Traites

97 mm

140 mm2

16,16

162 mm

283 mm2

9,50

% d'activation (+) ou
d'inhibition (—)a

+ 67,0%

+ 102,1%

— 41,2%

ment.

1 Les jours oü les observations ont ete faites sont comptes ä partir du dernier traite-
2 On a calcule le % en utilisant la formule suivante: •

TR —TE
/o —

TE
10a Oü TR: Traites TE: Temoins

° Seuls les petioles portant des feuilles non developpees au moment du traitement(premiere aspemon) ont ete pris ici en consideration.
4 L'activite enzymatique est exprimee en fig d'ABIA detruits/60 mn/200 mg PF.

Les GB agissent donc nettement, in vivo et in vitro, sur le metabolisme
auxinique, en inhibant les auxines-oxydases, ces corps empechent unedestruction des auxines endogenes, favorisent par consequent leur
accumulation et contnbuent ainsi, indirectement ä l'acceleration de la
croissance des organes traites.

Cette explication se trouve confirmee par les observations que nousavons rapportees ici sur les deformations des jeunes feuilles et qu'on avaitassimilees a celles qui furent observees sur des plantes enrichies ensubstances de croissance (Wurgler, 14-16) et celles de Wittwer et Bu-kovac (13).
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Ainsi, pour expliquer l'action particuliere des GB sur la croissance

des tissus vegetaux, deux hypotheses basees sur l'action directe de ces

corps sur le metabolisme auxinique ont ete presentees. La premiere

(Hayashi et Murakami, 3) met en evidence l'action des GB sur la

transformation acceleree des precurseurs en hormones. La seconde (Pilet,
8) porte sur le role de ces substances relativement ä la destruction freinee

de ces memes hormones. II convient de remarquer que ces deux concep-
tions qui touchent l'une ä l'activation des auxines et l'autre ä leur
inactivation se completent parfaitement et dans les deux cas, on aboutit ä la

meme supposition finale, les GB contribuent ä assurer une augmentation
de la teneur en auxines des tissus. Et il nous parait interessant de signaler

un corps, ou un groupe de substances, qui agissent ä la fois sur la synthese

d'hormones et sur leur conservation, en activant l'evolution des precurseurs

en composes actifs et en empechant que ces produits formes ne

s'inactivent par voie enzymatique. L'action des GB sur le metabolisme

auxinique a ete relevee d'une autre facon encore (Brian et Hemming, 1)

et il a ete demontre que ces corps sont capables d'induire l'allongement
des tiges de pois, ä condition que le milieu dans lequel ces fragments

d'organes sont cultives, contiennent des auxines. Ces essais confirment

donc le fait que les GB, pour agir, doivent exercer leur action sur une

chaine de processus biochimiques dont les auxines en constituent une des

etapes essentielles.1

Pour terminer cette discussion, signalons l'analogie entre l'action des

GB et les composes SH. Nous avons trouve que les tissus riches en

composes ä fonction thiol sont caracterises par une haute teneur en auxines

et des auxines-oxydases peu actives (Pilet, 7). D'autre part, nous avons

montre in vivo et in vitro (Pilet, 9) que le glutathion, un des composes

sulfhydryles type, produit une nette inhibition de l'activite de ces enzymes

de croissance. Enfin, certains troubles morphologiques observes ä la

suite de traitement par les GB ä rapprocher de ceux qui se manifestent

normalement (par exemple au debut de la floraison) dans des tissus dont

la teneur en fonetions SH endogenes parait s'aecroitre. Le rapprochement
entre le mode d'aetion de ces corps peut apporter ä l'etude de la croissance

et du developpement d'interessantes perspectives.2

Ce travail a pu etre realise gräce ä l'appui du Eonds national suisse

de la recherche scientifique et la collaboration technique de Mlle CL Crou-

taz. Les photographies qui illustrent cette etude ont ete prises par M. R.

Augustin.

i Relevons toutefois qu'en presence d'auxines les GB se comportent comme des

inhibiteurs de croissance pour des cultures de tissus in vitro (Netien, 4.)

2 Ces recherches seront poursuivies en collaboration d'une part avec M. Wurgler
et d'autre part avec M. Stroun.
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Zusammenfassung
Die Blattstiele von Trifolium ochroleucum verlängern sich bedeutend

nach einer Behandlung der Pflanzen mit Gibberellinen (GB). Die Blättchen

vergrößern sich ebenfalls, sowohl in bezug auf die Gesamtoberfläche,
wie auch auf die Längenzunahme, und zeigen einige morphologische
Veränderungen, die auf einen erhöhten Auxingehalt schließen lassen.

Die biochemischen Untersuchungen zeigen, daß die GB die Aktivität
der Auxinoxydasen hemmen. Diese Wirkung der GB auf den
Wuchshormonhaushalt (Verminderung der Zerstörung in vivo und
Konzentrationserhöhung) ermöglicht es, die Förderung des Stiel- und Blattwachstums

zu erklären.

Summary

In Trifolium ochroleucum, the most typical response to treatment
with gibberellins (GB) is leaf-stalks elongation. Leaves increase also both
in total area and length and presente a few morphological changes wich
can be related with increase of auxins content.

Biochemical observations indicate that GB produce inhibition of
auxins-oxydases activity. The action of GB on growth hormones
metabolism (decrease of in vivo destruction and consequently increase of
concentration) can be use to explain the fact that GB promote leaves and
leaf-stalks extension.
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