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Etude du nanisme

I: action de l'acide gibberellique sur
la croissance et la destruction in vitro des auxines

Par P.-E. Pilet et 0. Collet1

Laboratoire de Physiologie vegetale, Universite de Lausanne

Manuscrit reeu le 5 avril 1960

Avant-propos

Depuis 1956, cm pour la premiere fois (28) on a suppose la presence
de «gibberellin-like substances» dans les plantes superieures, les problemes
en rapport avec la gibberelline en general, et l'acide gibberellique (AGB)
en particulier ont acquis un surcroit d'interet. Cette hypothese devait
etre amplement verifiee (4, 5, 17, 18, 27, 29, 30, 31, 33, 34) par des tests
biologiques, dont certains repondent selectivement aux traitements par
les gibberellines (17), pour finalement recevoir une justification indiscu-
table avec l'isolement de la gibberelline A, dans les haricots (14).

L'action de l'AGB est plus importante sur les varietes naines que
sur les varietes normales (2, 6, 17, 27); ce fait ouvre une voie de recherche
qui va permettre de mieux comprendre le role joue par cette substance
sur les processus de croissance. Nous rapporterons dans ce travail les
observations faites sur deux varietes de haricots, l'une normale et l'autre
naine, dont nous avons etudie la croissance (elongation des tiges) et
l'activite auxines-oxydasique.

Ayant observe des relations entre la croissance et l'activite auxines-
oxydasique d'une part (19, 20), Taction inhibitrice de l'AGB sur la
destruction in vitro (26) et in vivo (22, 24) de l'acide/1-indolyl-acetique (ABIA),
il etait interessant de reprendre ces questions sur ce materiel. Un traite-
ment par l'AGB semble etre, dans certains cas, accompagne d'une bio-
synthese de l'acide 3-methoxy-4-hydroxy-cinnamique (A. 3M.4H.C); or
rious avons observe que l'A. 3M. 4H.C freine la degradation enzymatique
des auxines (26). II etait utile de connaitre Taction de cette substance sur
ce nouveau type de materiel.

1 Ce travail fait l'objet d'une partie de la these de doctorat que G. Collet prepare
dans notre laboratoire.
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Materiel

Nous avons utilise pour ces essais deux varietes du Phaseolus vulgaris
L.2:

a) une variete normale N° 491 que nous designerons par NO;
un clone nain «Enfant de Mt-Calme» symbolise par na.

Preparation: Ces graines sont mises a germer dans des boites de Petri contenant de
la vermiculite saturee d'eau deionisee. Elles sont placees ä l'etuve (obscurite; temp.: 25°C

i 0,5; humidite: 100%).

Tableau 1

Germination des semences et allongement des racines. Comparaison entre les varietes NO
et na

Temps (heures)
Lots

12 24 36 48 60 72

NTG 58 58 58 58 58 57

Germination NGG 0 1 3 11 29 37

°/ 0 1,7 5,5 19 50 65
NO

Allongement
LMR
± E1

0
0

17,00 13,00
6,18

16,00
3,40

16,80
2,14

23,70
2,30

NTG 60 58 58 56 48 39

Germination NGG
°/

0

0
27
47

52
90

53
95

45
94

37
95

na NGP 0 2 2 4 12 21

Allongement
LMR
± E1

0
0

9,44
1,78

12,80
1,28

23,10
1,16

36,40
1,48

42,60
1,68

NTG: Nombre total de graines NGP: nombre de graines parasitees
NGG: Nombre de graines germees LMR: longueur moyenne des racines en mm

1 Erreur moyenne sur la moyenne.

D'emblee, nous avons remarque une difference entre le temps neces-
saire ä la germination des na et celui qu'exige les NO. Le tableau 1 montre
que:
1. la germination est plus precoce pour les na que pour les NO;
2. la longueur moyenne des racines, des le debut de leur croissance, aug-

mente plus rapidement chez les NO que chez les na.

2 Ces graines nous ont ete aimablement donnees par la Station federale d'essais ä

Lausanne, dont nous remercions son directeur, le professeur R. Gallay.
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C'est pourquoi nous selectionnerons le materiel apres 48 h pour les

na, et 72 h pour les NO. Seules les plantules dont les racines mesurent
25 mm d: 5 mm sont conservees pour nos essais. La culture se poursuit
en pots dans les memes conditions (humidite ramenee a 90%). Les essais
se font ä la firmiere (25 W, 230 lumen). Toutes les 24 heures, on procede
aux mesures d'allongement. A la suite d'essais preliminaires, on observe
en outre que l'AGB agit essentiellement sur les tiges, c'est la raison pour
laquelle nos observations porteront sur des tiges plutot que sur des racines.

Observations preliminaires

Allongement des tiges

La comparaison de la moyenne d'allongement des tiges, des la mise
en germination, nous apprend (figure 1) que «l'äge chronologique» ne
correspond pas necessairement ä l'«äge physiologique». Ces courbes ob-
tenues sont la somme de plusieurs essais, dont les mensurations ont ete
effectuees ä des temps differents. On peut voir, en outre, qu'en decalant
de 24 h la courbe NO en NO' (explication de ce decalage dans le tableau 1),
nous replayons les deux varietes dans des conditions «d'äge physiologique»
comparables. Desormais, nous utiliserons une echelle de temps dont le
zero correspond ä la mise en culture apres la selection.

Figure 1

Allongement (L en cm) des tiges pour la variete NO et le clone na en fonction du temps
(T en h). La courbe NO decalee de 24 h par rapport ä NO montre que, dans ces conditions,
r«age physiologique» du materiel (NO et na) est comparable au debut. Le temps O de
l'echelle inferieure correspond ä la mise en culture apres la selection. C'est cette echelle

que nous utiliserons dans les autres figures.

Le tableau 2 indique que les NO ont une croissance superieure ä celle
des na; la difference entre les deux varietes va s'accentuant avec le temps.
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Des essais ä long terme3 ont montre qu'il en va de meme pour les carac-
teristiques morphologiques.

Ces resultats peuvent s'expliquer, a premiere vue, par une deficience
auxinique chez les na. Pour contröler cette hypothese, il suffit d'analyser
la teneur en auxines de ces tissus4. Puisqu'on peut envisager une
eventuelle reduction de la teneur en auxines, on peut l'attribuer soit ä une
biosynthese diminuee de ces composes, soit a leur degradation enzyma-
tique acceleree.

Tableau 2

Croissance des tiges des varietes NO et na (lumiere)

Lots
Temps (heures)

24 48 72 96 120 144

NO L
± E

10
0

26,5
1,07

33,3
1,52

61,6
3,78

94,0
7,00

137,5
8,35

na L
± E

10
0

15,1
1,38

26,0
1,30

49,2
4,20

77,0
6,80

104,2
14,20

L: longueur moyenne des tiges en mm E: Erreur moyenne sur la moyenne

Nous rapporterons, pour les deux varietes NO et na, des resultats
relatifs ä l'activite de leurs auxines-oxydases.

Activite auxines-oxydasique

Nous sectionnons les entre-noeuds des plantules cultivees dans les
conditions precedemment decrites. Nous les numerotons du sommet a la
base: le premier entre-nceud est ainsi le plus recemment forme.

La preparation des extraits et la mise en evidence de l'ABIA non
detruit se fait selon notre technique habituelle (21) que nous resumerons
brievement:

Les entre-noeuds sont peses (poids frais) puis broyes avec de la silice dans desmortiers
sortant du congelateur (—23°C). On centrifuge ensuite ä 3000 t/min pour ne retenir que le
liquide surnageant que l'on transvase dans des flacons jauges de 10 ml. On complete avec
un tampon phosphate (pH 6,1). A 2 ml de cet extrait + 6 ml de tampon, on ajoute 2 ml

3 Ces experiences ont pu etre poursuivies grace ä l'obligeance de M. Cruchet; nous
avons pu ainsi disposer d'une place dans les serres de la Station federale.

4 Ce travail (determination biochromatographique) fera l'objet d'une autre
publication (Etude du nanisme, II).
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d'ABIA a 50 yjml au temps O. L'ABIA detruit donne la mesure de l'activite auxines-
oxydasique. Cette analyse se fait au colorimetre Klett-Summerson en utilisant le reactif
de Salkowski modifie (21).

Le tableau 3 montre que les na ont une activite auxines-oxydasique
plus elevee que celle des NO et ceci particulierement dans les premiers
entre-noeuds. Dans tous les cas, on peut remarquer que l'activite est su-
perieure chez les na quel que soit l'entre-nceud considere. C'est ce que con-
firme le rapport R (activite des na divisee par celle des NO) qui est tou-
jours superieur ä 1. L'absence de resultat pour le quatrieme entre-nceud
du lot na se justifie par l'inexistence de celui-ci.

Tableau 3

Activite auxines-oxydasique (en ju,g dABIA detruits/60 min/10 mg de poids frais) dans les
entre-noeuds des varietes NO et na. (La numerotation se fait a partir du sommet de la tige)

Lots
Entre-noeuds

Ier 2<= 3e 4e

NO 122,1 2,3 1,8 0,5
na 218,0 57,8 13,4 —

R - — 1,8 25,2 7,4 —
NO

Traitement par l'AGB

Le premier traitement est effectue 24 h apres la mise en culture des
plantules puis repete deux fois ä intervalle de 48 h; il consiste en un depot
(ä l'aide d'une pipette a bout effile) entre les cotyledons, d'un volume de
1/10 de ml d'une solution d'AGB de concentration connue.

Allongement des tiges

Nous comparons la croissance des plantules NO et na traitees ä trois
reprises (24 h, 72 h et 120 h) par l'AGB ä raison de 34,6 /.ig d'AGB par
plante et par traitement (soit 103,8 /.ig en tout). Les resultats presentes
dans la figure 2 nous permettent de conclure qu'un traitement par l'AGB
entraine, aussi bien pour les NO que pour les na, une acceleration de
croissance. Cette stimulation (S) est toutefois superieure chez les na.

Nous reporterons dans le tableau 4 les variations (%) de cette
activation de croissance en fonction du temps. Nous pouvons constater que,
ä chaque instant, eile est plus forte pour les na que pour les NO, le
rapport R des % est done toujours superieur a 1. Le maximum d'accelera-
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tion de croissance se situe pour les NO des 96 h, mais il est probablement
legerement posterieur pour les na. Enfin, au bout d'un certain temps,
cette stimulation est reduite; une telle diminution est pourtant moins
forte pour les na que pour les NO.

Figure 2

Allongement (L en cm) des varietes NO (A) et na (B) en fonction du temps (T en h). Les

plantules sont traitees (TR) ou non (TE) par l'AGB a raison de 34,6 //.g/pl ä chaque traite-
ment (Heche). La stimulation d'allongement (S) des NO (A) est inferieure ä celle des na (B).

Tableau 4

% de stimulation de croissance due ä l'AGB pour les varietes NO et na (TE: temoins;
TR: traites)

Lots

Temps en heures

72 96 120 144

NO
Lte
ltr
0/ 1/o

33,3
68,9

108

61,6
162,5
164

94,0
208,0
121

137,5
262,5

91

na
Lte
Ltr
"/o1

26,0
65,6

153

49,2
147,3
200

77,0
231,0
200

104,2
286,0
175

t, % na
% NO

1,41 1,22 1,65 1,92

Ltr — LTj; (il s'agit d'un % d'action; comme il est toujours > O, on peut

Lte ' parier d'un % de stimulation).
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L'AGB stimule done davantage 1'allongement des na que celui des
NO. A ce fait s'ajoute cet autre: l'AGB, ainsi qu'on l'a montre (22, 24, 26)
inhibe l'aetivite in vitro et in vivo des auxines-oxydases. D'autre part,
nous avons vu (tableau 3) que la destruction in vitro des auxines est plus
forte pour des tissus na que pour les tissus NO. Par consequent, il est
clair qu'une application d'AGB favorisera davantage 1'allongement des
na que celui des NO. II reste done ä mettre en evidence Taction de l'AGB
sur l'aetivite auxines-oxydasique des na.

Activite auxines-oxydasique

En utilisant la meme technique que celle qui vient d'etre decrite
pour les plantules non traitees, nous pouvons etablir le tableau 5 qui
montre que:
1. pour les premiers entre-noeuds, l'aetivite auxines-oxydasique est re-

duite par l'AGB;
2. cette diminution est fonction de la concentration de l'AGB employee,

eile est plus importante pour de fortes concentrations;
3. dans l'hypocotyle par contre, et dans l'entre-nceud apparu en premier

- 5e pour le lot traite (TR) et 3e pour le lot temoin (TE) - la difference
n'est pas aussi sensible.

Tableau 5

Action de l'AGB sur les auxines-oxydases des plantules na (lumiere). Deux concentrations
d'AGB ont ete utilisees:

Cj 5,19 jMg/pl- en trois traitements
C2 103,8 ^wg/pl. en trois traitements

(TE: temoins; TR: traites)
L'aetivite auxines-oxydasique est exprimee en jug d'ABIA detruits/60 min/10 mg de

poids frais

Lots
Entre-noeuds l

Ier 2« 3e 4e 5e

TE 218,0 57,8 13,4 — —

TR AGB:
138,9 70,8 41,1 37,2 15,9

c2 34,9 30,3 23,8 12,9 8,3

1 La numerotation se fait ä partir du sommet de la tige.

Traitement par l'A.3M.4H. C

Rappelons que cette substance reduit fortement in vitro la degradation

enzymatique des auxines (26); cette inhibition est meme superieure
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a celle que produit l'AGB ä concentrations molaires equivalentes. Nous

reporterons dans le tableau 6 les resultats obtenus quant ä Faction in vivo
de ce compose sur la destruction auxinique. Nous pouvons constater que,
quels que soient les entre-nceuds consideres, l'A. 3M.4H.C provoque
une forte inhibition de l'activite des auxines-oxydases, ce qui confirme

nos essais anterieurs.

Tableau 6

Action de l'A. 3M.4H.C sur l'activite auxines-oxydasique (en fj,g d'ABIA detruits/60 min/
10 mg de poids frais) de varietes na (lumiere) (TE: temoins; TR: traites)

Entre-noeuds

Lots Jer 2e 3e 4e

TE 218,0 57,8 13,4 —
TR 20,8 0,5 0,3 0,0

Comparaison entre 1'action de l'AGB et celle de l'A. 3M.4H. C

AUongement des tiges

En reportant en fonction du temps la stimulation d'allongement (%)
cause par ces deux substances appliquees dans les memes conditions (ici
premier traitement: 4 jours apres la mise en culture5 on constate (figure 3)
que:
1. cette stimulation est plus grande pour un traitement a l'AGB que pour

une application d'A.3M.4H.C;
2. pour un traitement a l'AGB, l'acceleration de croissance augmente

constamment en fonction du temps;
3. pour un traitement a l'A. 3M.4H.C, la stimulation d'allongement

s'accroit pendant 72 h puis demeure constante.

Activite auxines-oxydasique

Comment interpreter une telle difference L'analyse comparee de la
destruction in vitro des auxines permettra de repondre, partiellement du

5 Nous avons utilise pour ces essais comparatifs des plantules plus ägees que pour
les essais precedent^. Elles avaient, lors du premier traitement, 72 h d'age au lieu de 24 h.

En effet, avec des plantules plus jeunes, la stimulation tres forte au debut est suivie d une

diminution importante (11, 15).
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Figure 3

Stimulation de croissance (exprimee en % en fonction du temps: T en h) due ä l'AGB
(34,6 ^g/pl ä chaque traitement) et ä l'A. 3M. 4H.C (19,4 figjpl. ä chaque traitement).

Le premier traitement est effectue apres 72 h, puis renouvele toutes les 48 h (fleche).

moins, ä cette question. Les resultats presentes dans le tableau 7 permet-
tent les conclusions suivantes:

1. l'activite auxines-oxydasique est constammment plus faible dans les
tissus traites aussi bien par l'AGB que par l'A.3M.4H.C;

2. en presence d'A. 3M.4H.C, on peut meme parier d'une inhibition
quasi totale (tout particulierement en ce qui concerne l'hypocotyle);

Tableau 7

Activite auxines-oxydasique (en ßg d'ABIA detruit/60 min/10 mg de poids frais) des
varietes na en presence d'AGB et d'A.3M.4H.C

(cette activite est exprimee en % d'action rapportee a des lots non traites)
Cj 5,19 ßgjml en trois traitements
C2 103,8 jug Iml en trois traitements

Lots

Entre-ncBuds

Ier Hypocotyle —

dernier entre-noeud

AGB
C2

Ci
- 36,4

- 84
+ 0,18

- 38

A.3M.4H.C - 90 - 100
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3. cette inhibition est, dans le cas de l'AGB, plus forte pour les entre-
noeuds les plus jeunes, ce qui parait etre l'inverse pour les tissus traites

par l'A.3M.4H.C.

Sans contester le fait que l'AGB favorise la formation in vivo de

l'A. 3M. 4H.C, nous sommes obliges, d'apres les resultats qu'on vient de

donner, d'admettre que cette substance, tout en exergant comme l'A. 3M.

4H.C, une action inhibitrice sur les auxines-oxydases, doit agir sur d'au-
tres processus controlant la croissance.

Croissance comparee ä la lumiere et ä l'obscurite

Jusqu'a maintenant nous n'avons tenu compte que des essais realises
ä la lumiere, nous exposerons tres brievement un certain nombre d'ob-
servations portant sur la croissance de ces plantes ä l'obscurite.

Les deux varietes sont cultivees dans les memes conditions que celles

qui ont ete decrites precedemment avec l'unique difference que les plantes
se developpent ä l'obscurite.

Figure 4

Comparaison des allongements (L en cm, les valeurs sont reportees en fonction du temps:
T en h) pour les deux varietes NO et na entre les plantules croissant ä la lumiere et a

l'obscurite.

Les resultats concernant 1'allongement sont donnes dans la figure 4

qui nous permet les conclusions suivantes:

1. la croissance est constamment plus elevee pour les plantes etiolees;

2. alors qu'a la lumiere 1'allongement des na est plus faible que celui des

NO, c'est l'inverse qui se produit a l'obscurite;
3. cette difference entre les na et les NO (ä l'avantage des na) va toutefois

en diminuant en fonction du temps6.

6 L'etude de la variation, de la vitesse d'allongement montre que celle des NO finira

par depasser celle des na.
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Ainsi le comportement de ces plantules est tres different ä la lumiere
(ou na < NO) et ä l'obscurite (ou na > NO), une comparaison plus
precise etait necessaire. Les resultats reportes dans le tableau 8 mon-
trent que:

1. le % d'inhibition de croissance ä la lumiere par rapport ä l'obscurite
est toujours superieur pour les na, compare a celui des NO;

2. ce % baisse en fonction du temps, et ceci plus fortement pour les NO
que pour les na.

Tableau 8

Action de la lumiere sur la croissance des deux varietes NO et na
(L: longueur a l'obscurite; Lj: longueur ä la lumiere; %: % d'inhibition1)

Temps en heures

Lots 72 96 120 144

NO
L 49,3 77,6 115,5 161,5
Li 33,3 61,6 94,0 137,5
% 33 21 19 15

na
L 69,3 110,4 155,0 201,1
Ll 26,0 49,2 77,0 104,2
°//o 61 55 49 46

— L (il s'agit d'un % d'action; comme il est toujours < 0, on peut
L parier d'un % d'inhibition).

D'apres ce qui precede, on peut penser que la lumiere est necessaire
a des plantules naines pour manifester leur phenotype de no/in; la lumiere
pourrait etre ainsi une «cause exterieure» de nanisme.

L'etude du comportement des NO et des na ä l'obscurite et en
presence d'AGB, nous apporte des resultats (v. tableau 9) egalement signifi-
catifs. En effet, on constate que:
1. la stimulation par l'AGB est plus forte ä la lumiere qu'ä l'obscurite;
2. cette acceleration de croissance est nettement superieure pour les na

que pour les NO et ceci aussi bien ä la lumiere qu'ä l'obscurite;
3. il s'ensuit que les na, ä la lumiere et traites par l'AGB, sont finalement

plus grands que les NO dans les memes conditions (286 pour 262) alors
que sans AGB les NO etaient superieurs au na (138 pour 104).

Oes analyses preliminaires portant sur l'etude de l'activite auxines-
oxydasique nous ont montre, une fois de plus, la correspondance entre
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croissance et destruction in vitro de l'ABIA; il est premature de donner

ici les resultats obtenus.

Tableau 9

Action de la lumiere sur la croissance des deux varietes NO et na, traitees par 1 AGB.
Mesures effectuees 144 heures apres la mise en culture

(TE: temoins; TR: traites par l'AGB; %: % de stimulation)

Lots Lumiere Obscurite

NO
L TR
L TE
%

262
138

91

226
162

40

na
L tr
LTE
o//o

286
104
175

320
200

60

Discussion

Nous avons observe, pour des haricots cultives ä la lumiere, que les

plantes appartenant a la variete NO atteignent une plus grande hauteur

que Celles correspondant au clone na. L'analyse de l'aetivite auxines-

oxydasique de ces deux varietes, dans ces conditions, montre une activite
plus faible pour les NO que pour les na. D'oü nous tirons la premiere
constatation: la faible croissance des plantes naines correspond ä une
forte activite auxines-oxydasique de leurs tissus.

L'AGB provoque une acceleration caracteristique de croissance,

d'ailleurs plus importante pour les na que pour les NO, comparativement
aux temoins. Cette substance agit d'autre part sur les auxines-oxydases

en inhibant leur activite, et ceci d'autant plus qu'elle est plus concentree.

Les faits montrent que cette inhibition (plus importante pour les na que

pour les NO) correspond bien ä une stimulation de croissance superieure

pour les na.

L'A. 3M. 4H.C agit sur la destruction des auxines plus efficacement

encore que l'AGB. Par contre, la stimulation de croissance qu'elle provoque

est inferieure ä celle due ä l'AGB. Traduits en % de stimulation
d'allongement, ces resultats nous ont amenes ä supposer que l'AGB et

l'A. 3M.4H.C n'agissent pas exactement de la meme facon sur la
croissance. De plus, l'etude de l'aetivite auxines-oxydasique des tissus traites

par ces substances, nous a confirme dans ce point de vue. Sans contester
l'influence de l'AGB sur la biosynthese de l'A. 3M.4H.C, on est done
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oblige d'admettre que l'AGB, a cote du role d'inhibiteur de l'activite
auxines-oxydasique, accelere la croissance en agissant encore sur d'autres
series de processus egalement responsables de Pallongement.

Nous avons vu quia l'obscurite les na etaient plus grands que les NO,
ce qui nous a entraine ä admettre que la lumiere etait peut-etre necessaire
pour que se manifeste le «phenotype nain». II est tentant d'interpreter
ces phenomenes en considerant les variations du catabolisme auxinique.
On sait que la lumiere provoque une acceleration de la destruction de
l'ABIA. Peut-on conclure alors que la lumiere stimule l'activite des
auxines-oxydases Cette hypothese a ete soutenue (8) et beaucoup de
chercheurs 1 admettent encore aujourd'hui. Toutefois, certaines experiences

(7) semblent indiquer que la lumiere agit encore sur d'autres processus
responsables aussi de l'inactivation des auxines. L'emploi d'ABIA marque
par du C14 (Pilet, non publie) parait confirmer ce point de vue. L'inter-
vention, d autre part, d'un inhibiteur photolabile (6) n'est pas exclue.

Resume

Nous avons utilise deux Varietes de haricots, l'une normale (NO), l'autre naine (na),
cultivees dans des conditions determinees ä la lumiere ou a l'obscurite. Nous avons mesure
1 elongation des plantules NO et na, et au terme de la culture, l'activite auxines-oxydasique
de leurs tissus. Les resultats montrent qu'a faible croissance, correspond une forte activite
auxines-oxydasique; et ä croissance importante, correspond une degradation enzymatique
de 1 ABIA, diminuee. Des traitements ä l'AGB ont montre qu'une stimulation de la
croissance est accompagnee d'une reduction de la destruction in vitro de l'ABIA par les auxines-
oxydases; ces phenomenes etant plus marques pour les nains que pour les normaux. L'A.
3M. 4H. C applique aux na provoque des effets semblables a ceux de l'AGB, en ce qui
concerne l'inhibition auxines-oxydasique. Les comparaisons des resultats donnes par les
plantules traitees ä l'AGB et ä l'A. 3M. 4H.C, montrent que l'AGB, outre son action
inhibitrice, de 1 activite auxines-oxydasique, parait controler d'autres processus reglant la
croissance. En effet, ä applications molaires identiques, l'AGB agit sur 1'allongement plus
fortement que l'A. 3M. 4H. C; l'inverse est observe pour la destruction in vitro de l'ABIA.
L action de la lumiere sur la croissance n'est pas negligeable, surtout pour les na. II semble
que la lumiere soit necessaire pour que se manifeste le «phenotype nain».
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