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Abstract

Kevers, C., Gaspar, T. & Crevecoeur, M. 1985. Polyamines in normal and habituated
sugar-beet calli. Bot. Helv. 95: 117-120.

Normal calli contain more polyamines than habituated ones. A 6-week subculture
of the auxin-requiring callus on auxin-deficient medium induced a decreased level of
spermine and putrescine while the level of spermidine was enhanced. Conversely,
subculture of auxin-independent calli on auxin-containing media increased the level of
polyamines except that of spermidine which was diminished. These results explain the
long-term effect of auxins on further sensitivity of the cells to calcium and auxins.

Introduction

Les polyamines constituent une nouvelle classe de regulateurs de la croissance et du
developpement chez les vegetaux (Smith 1982, Altman & Bachrach 1981). La question
se pose cependant de savoir si elles ne sont pas que des intermediaires dans la suite de
reactions engendrees par les regulateurs de croissance naturels et synthetiques (Galston
1983). Nous disposons de trois cals de betterave sucriere dont nous connaissons la
teneur moyenne en acide indolyl-3 acetique (Kevers et al. 1981a, 1981b) en phase de
croissance active: un cal normal et deux cals habitues dont un organogene et l'autre
non-organogene. D'autre part, nous avons montre que des cellules en suspension de ces
cals repondaient rapidement par une modification de secretion de peroxydases (Gaspar
et al. 1983, 1984, Kevers et al. 1985) ä l'application exogene d'auxines de differentes
natures (Gaspar et al. 1983) et de polyamines ou de leurs precurseurs presumes, l'argi-
nine et l'ornithine (Gaspar et al. 1984). L'etude des interactions entre auxines et poly-

* Travail realise avec l'appui financier du F.R.F.C. beige (Convention 2.9009)
** Adresse pour la correspondance: Dr M. Crevecoeur, Laboratoire de Physiologie Vegetale,
Universite de Geneve, Place de l'Universite, 3. 1211 - Geneve 4.
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amines sur cette reponse ä court terme indique une action independante des deux types
de substances (Kevers et al. 1985). Le sejour prolonge sur milieux avec et sans auxines,
de cals normaux et habitues, modifie leur reponse ulterieure de secretion ä court terme
aux auxines, respectivement dans un sens negatif et positif. II etait done interessant
d'analyser, d'une part les taux des differentes polyamines dans les trois types de cals et,
d'autre part, leur variation ä la suite d'un traitement consistant en l'absence de regula-
teurs pour le cal normal et en la presence de ceux-ci pour les cals habitues.

Methodes

Les conditions d'obtention et de mamtien en culture de cals normaux et habitues (organogene
et non organogene) de betterave sucnere (Beta vulgaris L altissima) ont dejä ete decntes (Kevers
et al. 1981a) Prealablement aux analyses de polyamines, les cals sont subcultives pendant 6 se-
mames sur le milieu de base contenant ou non les regulateurs de croissance (benzylademne et
acide 2,4-dichlorophenoxyacetique ä 100 g/1) sous photopenode de 16 h (lumiere blanche fluo-
rescente de 3000 lux) ä 20 °C. L'extraction et la separation des polyamines sont realisees selon les
indications de Flores et Galston (1982) 150 mg de cal frais sont broyes dans 1 ml d'acide perchlo-
nque 5% et centrifuges 10 mn ä 14 000 g. La dansylation est realisee en ajoutant 0,4 ml de chlorure
de dansyle (5 mg/ml) ä un melange compose de 0,2 ml de carbonate de sodium sature et de 0,2 ml
d'extrait. Le tout est laisse 18 h ä l'obscurite. Ensuite sont ajoutes 0,1 ml de proline (100 mg/ml)
et, 30 mn plus tard, 0,5 ml de benzene. L'echantillon (10 1 de la fraction benzenique) est depose
sur une plaque de gel de silice de 0,25 mm d'epaisseur, activee 1 h ä 110 °C. Pour la spermine et la
spermidine, la Chromatographie a lieu en presence du melange cyclohexane/acetate d'ethyle
(8:10 v/v); pour la putrescine, le melange utilise est chloroforme/triethylamine (25:2 v/v). Apres
migration, les polyamines detectees aux ultraviolets sont reprises dans 2,5 ml d'acetate d'ethyle Le
dosage est realise au spectrofluonmetre (excitation ä 350 nm et emission ä 494 nm).

Resultats et discussion

L'essentiel des resultats figure dans le tableau 1. Les trois types de cals contiennent
spermine, spermidine et putrescine, mais pas de cadaverine comme dans la plupart des

vegetaux (Flores et Galston 1982). La spermine est quantitativement la mieux
representee dans les trois cals. La teneur globale en polyamines des deux cals habitues est
superieure ä celle du cal normal et le cal habitue non-organogene se revele le plus riche
en polyamines.

Tab. 1. Teneur en polyamines (mM/g de matiere fraiche) de cals normaux (N), habitues non-or-
ganogenes (HNO) et organogenes (HO) cultives pendant six semames en l'absence ou en presence
de regulateurs de croissance

Sans regulateurs Avec regulateurs

N HNO HO N HNO HO

Spermine
Spermidine
Putrescine
Total

1,76 ± 0,10
1,08 + 0,16
0,36 + 0,06
3,20 + 0,32

2,86 + 0,36
1,91+0,19
0,74 + 0,06
5,51+0,61

2,64+0,40
1,75 + 0,06
0,44 + 0,05
4,83 + 0,51

3,73 + 0,18
0,47 + 0,07
0,63 + 0,03
4,83 + 0,28

9,05 + 0,68
1,07 + 0,10
1,61 + 0,06

11,73 + 0,84

5,38 + 0,27
0,27 + 0,04
0,66 + 0,07
6,31 + 0,38



Botanica Helvetica 95/1, 1985 119

La culture des trois types de cals sur milieu „hormonal" conduit ä une augmentation
de la teneur en polyamines des tissus. Dans les trois cas, cette augmentation est

due ä une elevation du contenu en spermine et en putrescine, au detriment de celui de
la spermidine qui diminue. Ceci signifie que la culture du cal normal en l'absence de

regulateurs a pour effet de diminuer sa teneur globale en polyamines (bien que la
spermidine augmente) et que la culture des cals habitues en presence de regulateurs induit
une augmentation de leur niveau global (la teneur de la spermidine diminue).

Le cal normal se distingue done des deux cals habitues par sa plus faible teneur
generale en polyamines. Son tres faible taux en spermidine (en conditions normales sur
milieu avec regulateurs de croissance) par rapport ä celui des deux cals habitues (en
conditions normales sur milieu sans regulateurs de croissance) pourrait expliquer que
seules les cellules en suspension du cal normal repondent (reponse mesuree par la
secretion de peroxydases) ä l'application de cette substance (Gaspar et al. 1984), en consi-
derant que la teneur en spermidine dans les deux autres cals correspond ä une dose

sus-optimale.
La difference de reponse ä court terme envers des auxines (Gaspar et al. 1983) des

cellules du cal habitue non organogene (pas de reponse) et des cellules du cal normal
(reponse positive) est, par contre, difficilement attribuable ä leurs teneurs globales
comparables en polyamines (5,51 et 4,83 mM/g respectivement), si ce n'est ä leurs taux
en spermidine (1,91 et 0,47) qui different considerablement. L'augmentation de sensibi-
lite au calcium et aux auxines des trois types de cals cultives sur auxine (Gaspar et al.

1983) semble bien etre en relation avec l'augmentation generale de la teneur en
polyamines. L'effet inhibiteur des polyamines sur la secretion des peroxydases (Gaspar et
al. 1984, Kevers et al. 1985) serait en quelque sorte inverse par l'effet ä court terme du
calcium et des auxines. En d'autres termes et en conclusion, il est vraisemblable que les

auxines puissent agir par l'intermediaire des polyamines, mais e'est un effet ä long
terme. Ceci n'empeche pas qu'elles puissent interagir directement avec le calcium au
niveau des membranes, comme cela a ete montre precedemment (Kevers et al. 1985).

Resume

Des cals normaux de betterave sucriere contiennent moins de polyamines (spermine,

spermidine et putrescine) que des cals habitues. La culture du cal normal sur
milieu sans auxine diminue la teneur globale en polyamines malgre une augmentation
en spermidine. La culture des cals habitues sur milieu avec auxine augmente, au
contraire, la teneur en spermine et putrescine mais diminue le taux en spermidine. Ces
resultats peuvent expliquer les effets ä long terme des auxines sur la sensibilite des

cellules au calcium et aux auxines.
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