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METABOLISME AUXINIQUE ET RHIZOGENESE.
II. ACTIVITES AUXINES-OXYDASIQUE, PEROXYDASIQUE
PHENOLOXYDASIQUE ET NAPHTOLOXYDASIQUE CHEZ
IMPATTENS BALSAMINA L.

par M. BASTIN (*)

SUMMARY

Extracts of Impatiens balsamina L. have been purified by acetone precipi-
tation. Purified extracts showing IAA-oxidase activity with DCP and hydro-
gen peroxide exhibit peroxidase activity on gaiacol and on several peroxi-
dase substrates.

They show no polyphenoloxidase activity.

Tt seems highly probable that a specific enzyme is responsable for the
oxidation of hydroxy naphtalenic compounds.

In leaf tissues, peroxidase and TAA-oxidase activities do not run parallel
during ineubation time, but only when inhibitors are present, and are there-
fore considered to be one enzyme system. A possible interpretation of the
results is that inhibitors are able to form complexes with the enzyme.

INTRODUCTION

Si la destruction enzymatique de l'acide p-indol-acétique (ALA)
par certains extraits végétaux est un fait maintenant bien établi,
de nombreuses questions restent, toutefois, encore posées quant &
la nature et au mode d’action des enzymes intervenant dans le
catabolisme auxinique.

Pour GarstoN, BoNNER et BAkEr (1953), les auxines-oxydases
seraient un systéme double, composé d’une peroxydase et d’un
enzyme flavonique. Des recherches ultérieures de KeNTEN (1955)
ont cependant révélé que la flavoprotéine n’est pas un composé

(*) Stagiaire de recherches du F.N.R.S.
Présenté par M. Bouillenne-Walrand, le 15 octobre 1964.
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essentiel du systéme ATA-oxydasique. Cet auteur, en effet, observe
une oxydation rapide de I'auxine par une préparation peroxydasi-
que du raifort dépourvue de flavoprotéine.

Chez certains champignons, 'oxydation de I’auxine semble étre
assurée par une laccase (LEGRAND, 1957) chez d’autres, par des
phénoloxydases (FAHRATUS et TULLANDER, 1956).

Briaes et RAY (1956), d’autre part, ont montré que la tyrosinase
peut inactiver ’ATA de maniére oxydasique, mais uniquement si
du pyrogallol ou du catéchol sont ajoutés aux mélanges d’incuba-
tion.

TomaszEwsKkr (1959) a observé chez Prumus un systéme phénol-
oxydasique capable de détruire ATA in vivo. Dés lors, ’hypothése
d’une inactivation naturelle des auxines par les phénoloxydases
ne tarda pas & s’imposer.

Cependant, en étudiant les modifications de lactivité auxines-
oxydasique en présence de dérivés phénoliques divers, de nombreux
travaux ont montré que les monophénols sont des accélérateurs de
la réaction (GorpacrE, (FALSTON et WEINTRAUB, 1953) ; PILET et
GarsroN, 1955 ; KeNTEN, 1955 ; Prrmr, 1957 ; StuTz, 1957 ;
SACHER, 1962, 1963 ; GASPAR et BASTIN, 1963 ; ZENK et MuLLER,
1963 ; GaspaRr, LEvH et BasTIN, 1963'), tandis que les diphénols,
en ortho ou para, réduisent, retardent ou bloquent, selon leur
concentration, la destruction de I’ATA par ’ATA-oxydase (FORTNER
et KENT, 1953 ; Wavgoop, Oaks ey Mac LAcHLAN, 1956 ; RABIN
et Krmin, 1957 ; SONDHEIMER et GRIPFIN, 1960 ; WITHAM et
GeNTILE, 1961 ; Prrmr, 1964 ; GASPAR, BASTIN et Lmvm, 1964).

Ainsi done, le fonctionnement des auxines-oxydases varie d’un
matériel & l'autre. Cependant, de nombreux travaux ont mis
P'accent sur 'importance des phénols et des phénoloxydases dans
le catabolisme auxinique.

Dans le but de préciser la nature des auxines-oxydases chez
Impatiens balsamina, nous avons entrepris de purifier différents
enzymes de cette plante. Le présent travail analyse et décrit quel-
ques propriétés auxines-oxydasiques, phénoloxydasiques, peroxy-
dasiques et naphtoloxydasiques (*) de différents tissus.

(*) Nous appelons naphtolozydase, sans préjuger de sa spécificité, un
enzyme responsable de ’oxydation de dérivés hydroxynaphtaléniques.
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MATHERIEL ET METHODES

1. Culture du matériel biologique.

Aprés 3 heures d’imbibition dans de I'eau distillée, les graines
A’ Impatiens balsamina sont mises & germer sur ouate et papier
filtre, imprégnés d’eau de la distribution. Les semis sont placés
dans une étuve obscure & 27°C et & 80 %, d’humidité relative. Dans
nos conditions expérimentales, les graines germent aprés 3 jours ;
aprés 6 jours, les plantules ont -+ 8 om de haut.

2. Purification des enzymes.

Les différents organes sont broyés dans acétone & 20°C avec un
peu de sable fin. On recueille le précipité et le sable sur un filtre
de verre frité (Gs) adapté & un Kitasato sous vide léger. Le préeipité
est de mouveau broyé dans l’acétone et récolté sur le filtre. Ces
opérations sont répétées plusieurs. fois, jusqu’a lobtention d’une
poudre blanche.

Au fur et & mesure des purifications, le sable resté dans le mortier
n’est plus recueilli sur le filtre.

Par cette méthode, on glimine du matériel végétal toutes les
substances solubles dans I’acétone. La poudre qui est constituce
de membranes cellulaives, d’organites, de protéines et parmi
celles-ci, les enzymes, est broyée dans 10 volumes de tampon phos-
phate (KHzPO4, 40 ml 10-'M. ; NagHPO4, 10 ml 10-1M).

I’extrait est centrifugé (0°C, 8700 g pendant 10 minutes) de
manidre & précipiter les débris de membranes. Le surnageant est
recueilli ot conservé en glaciaire. Cet extrait constitue I'extrait
brut. X ml de cet extrait sont additionnés de 10 X ml d’acétone &
2000, Le mélange est centrifugé (0°C ; 8700 g ; 10 min.). Le culot
est séché & la température du laboratoire, ensuite mis en suspension
dans X ml de tampon phosphate de pH = 6,1. L’extrait est centri-
fugé (0°C; 8700 g ; 10 min.); le surnageant est soit conservé en
glaciaire, soit traité une seconde fois par Pacétone. Il constitue le
stock d’enzyme purifié.

3. Purification des substances phénolées.

Les tissus sont broyés dans un mortier avec un peu de sable et
quelques ml d’acétone & 20°C. La poudre et le sable sont arrétés
par un filtre de verre frité (Gs) adapté a un Kitasato sous vide. Le

590



filtrat acétonique est recueilli dans le Kitasato, évaporé jusqu’a
sec et repris dans un volume minimum de solvant.

A laide d’une micropipette, I'extrait est déposé sur le papier
(Whatman n° 1). En méme temps, on dépose aussi des phénols de
référence. Le papier est ensuite placé dans la cage & chromatogra-
Phie. Apres 5 heures (équilibration), il est mis en contact avec le
solvant et on procéde a la chromatographie descendante en utilisant
comme phase le mélange : butanol, acide acétique, eau (4-1-5).
Aprés séparation chromatographique, le papier est découpé en
bandes étroites, correspondant chacune & une fraction de Rf
donné. On procéde ensuite & I’dlution de ces bandes en utilisant,
comme solvant, I'eau distillée ou Plextrait enzymatique purifié
selon les méthodes déerites plus haut.

4. Mesure des activités enzymatiques.

a) Activité naphtoloxydasique.

L' ml de Pextrait enzymatique est additionné de 8 ml tampon
phosphate pH = 6,1 et de 1 ml d’une solution aqueuse du dérivé
hydroxynaphtalénique, purifié ou non par chromatographie. L’acti-
vité enzymatique est établie en mesurant, aprés des temps déter-
minés, l'absorption de la naphtoquinone formée (spectrophoto-
métre, 450 mp.).

b) Activité auxines-oxydasique.

La dégradation de I’ATA est suivie colorimétriquement au spectro-
photomeétre de Beckman (BoutLLENNE-WALRAND, LEYH et Gias-
PAR, 1963). Les solutions actives sont mises & incuber & I’obscurité
et & 25°C. Aprés des temps déterminés, on pipette 1 ml de chacune
des solutions que I'on ajoute & 6 ml de réactif de Salkowski. La
densité optique, mesurée aprés 20 minutes, au spectrophotométre
et & 535 my, permet de calculer la quantité d’ATA restant en solu-
tion. Un simple caleul établi (en %) la quantité d’ATA détruit en
fonction de la durée de I’incubation.

c) Activité phénolozydasique.

L’extrait enzymatique (4 ml) est additionné de 1 ml d’une solu-
tion de Dora (3,4-dihydroxyphénylalanine) 10-2M. On dose au
spectrophotométre et & 480 my la quantité de quinones formées
par oxydation.
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d) Activité peroxydasique.

L activité peroxydasique est établie en dosant au spectrophoto-
métre (420 my) et aprés des temps déterminés, le produit d’oxyda-
tion du gaiacol (LANcE, 1963). Les solutions sont composées de :

1 ml d’extrait enzymatique

1 ml Hy0;z 0,2 vol.

1 ml gaiacol 1 9%,

7 ml tampon phosphate pH = 6,1.

Les absorptions sont mesurées par rapport & un témoin dans
lequel H202 est remplacé par de I'eau distillée.

5. Expression des résultats.

Afin de caractériser par un chiffre la valeur d’une activité enzy-
matique, nous exprimons cette activité soit par la surface qu’en-
gendrent les courbes cinétiques, soit par la valeur de la vitesse
initiale de réaction.

Le pouvoir effecteur auxines-oxydasique des composés phéno-
liques testés est exprimé par I'indice S proposé par GASPAR, PILET
et BASTIN (1964). L’indice S d’une substance est la valeur relative,
considérée pour toute la durée de I'incubation, en %, par rapport
& Dactivité auxines-oxydasique de 'extrait témoin, de l'activité
du méme extrait en présence de cette substance ou d’un extrait
étranger.

Rappelons le caleul de S :

(XX X+ VXIY) — (X X804 X1

; ; 7 7 100
X+ XE P+ %X

S:

RAESULTATS EXPERIMENTAUX

1. Oxydation hydroxynaphtalénique.

Dans le but d’expliquer la formation de naphtoquinones chez
Impatiens balsamina, nous avons recherché la présence, dans dif-
férents tissus de cette plante, d’un complexe enzymatique suscep-
tible d’oxyder des dérivés hydroxynaphtaléniques.

On a constaté que les broyats aqueux de cotylédons, de racines
et d’hypocotyles, incolores tout d’abord, jaunissaient trés rapide-
ment pour donner finalement une coloration rouge, caractéristique
de certaines quinones.
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Cette réaction ne se produisant pas en milieu acétonique, nous
avons décidé d’employer la méthode de purification des enzymes
par lacétone pour séparer ’enzyme de son substrat naturel. Le
filtrat acétonique contenant le substrat, il était facile de le purifier
par chromatographie (Butanol, acide acétique, eau : 4-1-5) afin
d’étudier la nature de la réaction enzymatique.

La bande de papier (Whatman n° 1) correspondant & I'intervalle
de Rf (0,6-0,7) a été éluée dans une préparation enzymatique de
cotylédons. Aprés quelques secondes, la solution se colore en jaune
par formation de naphtoquinone (2-hydroxy-1, 4-naphtoquinone ;
Rf:0,9-1,0).

La substance chromatographiée (Rf = 0,6-0,7) est présente en
grande quantité dans tous les extraits neutres d’Impatiens balsa-
mina. Elle ne donne pas de coloration dans le visible, apparait en
bleu au U. V. sous I'action de NHj et réagit en rouge avec le réactif
de Hgrss. Par hydrolyse (acide ou basique) ou par oxydation
enzymatique, la substance se transforme en 2-hydroxy-1,4-naphto-
quinone.

La présence de naphtoquinones chez les végétaux a été signalée
par de nombreux auteurs. CLEVENGER (1958) a discuté la présence de
trois dérivés naphtoquinoniques dans les fleurs d’Impatiens balsa-
mina. Déja, en 1948, LirrLe, SProsTON et FOOTE avaient décrit
Pextraction et l'identification de la 2-méthoxy-1,4-naphtoquinone
a partir des fleurs de cette plante.

Une étude de Borm et Towrrs (1962) sur les composés phéno-
liques du genre Impatiens a signalé la présence de nombreux acides
phénoliques et de naphtoquinone chez 4 nouvelles espéces. Cepen-
dant la forme sous laquelle existe la naphtoquinone dans ces plantes
n’a pas été précisée.

Havms et TuomsoN (1955) écrivent que la naphtoquinone de
Juglans regia est sous la forme du 1, 4, 5-trihydroxynaphtaléne,
4-glucoside. Par hydrolyse, le composé phénolique serait libéré eb
rapidement oxydé en quinone. Des travaux de RUBLIUS et GAUHE
(1951) ont montré qu’il existait, dans les parties vertes du péricarpe
des noix, une phénoloxydase capable d’oxyder le 1, 4, 5-trihydro-
xynaphtaléne. La présence d’un tel enzyme expliquerait la forma-
tion de naphtoquinones dans les tissus végétaux.

Ainsi, le précurseur de la naphtoquinone isolé et purifié & partir
des tissus d’Impatiens balsamina, subirait sous ’action d’un com-
plexe enzymatique, une oxydation de deux radicaux hydroxy en
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position 1,4. La substance serait done un dérivé du 1, 2, 4-trihy-
droxynaphtaléne. La spécificité de P'enzyme pour un tel dérivé
sera discutée plus loin.

TasrEAU I’
Temps | 6 ml tampon | 6 ml tampon | 6 ml tampon | 6 ml tampon
d’incuba-| 2 ml H,0 2 ml DCP 2 ml Catéch. 2 ml DTECA
tion (en 10—3M 5.10—°M 2,5.10—°M
heures) | 3 feuilles 3 feuilles 3 feuilles 3 feuilles
2 ml ATA 2 ml ATA 2ml ATA 2 ml ATA
103M 10—*M 10—2M 10—*M
0 0,40 4- 0,01 0,41 4+ 0,01 0,22 4+ 0,01 0,40 + 0,01
6 40 39 22 40
12 38 39 23 40
14 36 36 22 38
16 36 35 22 40
18 35 35 22 40
20 33 34 23 40
22 29 33 23 40
24 21 — 22 40
26 0 e 22 40

Destruction i vivo de PATA par des feuilles vertes d’Impatiens balsaming.
Les mélanges d’incubation contiennent 6 ml tampon, 2ml ATA 107°M
(850y au temps zéro) et 2 ml d’effecteur. Les lectures sont effectuées au spec-
trophotométre de BecxMAN & 535 my. La solution colorimétrique contient
6 ml de réactif de SaLxowskt et 1 ml de la solution d’ATA & doser.

2. Activité auxines-oxydasique.

a) Destruction in vivo de VAIA par des fewilles vertes.

Les feuilles d’Impatiens fraichement prélevées sur des plantes
cultivées en serre, sont placées dans des erlenmeyers de 50 ml. Le
tableau I donne la composition des différents mélanges d’incubation
et les indices colorimétriques établis pour chacun d’eux en fonction
du temps. Des témoins ont été constitués en ajoutant UAIA en
fin d’incubation de maniére & vérifier que la disparition de 'AIA
n’est pas due & un artefact provoqué par la diffusion de certaines
substances dans le milieu tamponné.

Les effecteurs ajoutés au milieu, outre PATA, sont :

— loe DCP (2,4-dichlorophénol) considéré comme activateur de

Ia réaction auxines-oxydasique ;
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— le catéchol (1,2-dihydroxybenzéne), substrat peroxydasique
et phénoloxydasique, inhibiteur de la destruction de I’ATA. ;

— le DIECA (diéthyldithiocarbamate de Soude), inhibiteur des
réactions oxydasiques faisant intervenir un enzyme & groupement
prosthétique métallique.

Plusieurs faits se dégagent :

- 100

- 90

- 80

% AlA détrujt

- 70

- 60

- 50

- 40

- 30

- 20

- 10

2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26
Incubafion en heures

Fig. 1. — Destruction in vivo de 'acide B-indol-acétique par des feuilles
d’I'mpatiens balsamina.
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10 Les feuilles sont capables de détruire U ATA. 4n vivo.

Cette destruction (figure I) se produit rapidement aprés une
période d’induction de 20 heures. En fin d’incubation, tout PATA
est détruit.

20 Le DCP a un indice S = -— 3,3 %, ce qui signifie qu'a la
concentration utilisée, cette substance n’active pas la réaction
auxines-oxydasique.

30 Le catéchol (5.10-4M) bloque totalement la réaction auxines-
oxydasique (S = — 100 %) et inhibe la réaction colorimétrique de
I’ATA pendant toute la durée de I'incubation (BAsTIN, 1964).

40 En présence de DIECA la réaction auxines-oxydasique n’a
pas lieu.

b) Destruction de VAIA par des extraits enzymatiques purifiés
par Uacétone.

10 feuilles d’Impatiens balsamina sont utilisées pour la prépara-
tion de 100 ml d’extrait. Cet extrait, en milieu tamponné (phos-
phate), purifié par I'acétone, est mis en présence d'une quantité
déterminée d’ATA, accompagnée ou non de DCP et d’ean oxygénée.
Le tableau IT donne la composition des différents mélanges d’incu-
bation et les indices d’absorption établis pour chacun d’eux apres
des temps déterminés.

Seuls les extraits contenant, outre ’ATA, du DCP et de I'eau
oxygénée, manifestent une activité auxines-oxydasique.

A la concentration de 0,02 vol. (3¢ colonne du tableau IT), H202
inhibe partiellement la réaction colorimétrique de lauxine. Ce
fait a ét6 confirmé plusieurs fois au cours de ce travail mais aucune
explication ne lui a encore été trouvée.

L’eau oxygénée (0,002 vol.) n’interfére pas avec le réactif de
Salkowski ; il est donc possible de suivre la destruction de I'AIA
par colorimétrie pour cette concentration de peroxyde.

Différents tissus ont été purifiés par I'acétone selon les méthodes
déerites plus haut. Dans le tableau ITI on compare, par rapport &
0,5 gr de poids frais, V'activité auxines-oxydasique d’extraits au
tampon phosphate de broyats acétoniques de racines, d’hypo-
cotyles et de feuilles.

Si les extraits de racines et d’hypocotyles manifestent une activité
auxines-oxydasique assez forte, 'extrait de feuilles, par contre,
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TaBrLEaUu 1T

Mélan- 1 9 3 4 5
ges
6 ml extrait | 6 mlextrait | 6 ml extrait | 6 mlextrait |6 ml extrait
Incu- | ITmlH,0 1ml DCP 1ml DCP ImIDCP |1 mlH?20
bation 10—%M. 10—3M. 10—3M.
enmi- | 1mlH,0O 1 ml H,0 1ml H,0, 1mlH,0, [1mlH,0,
nutes 0,2% | 0,02% 0,029,
2ml ATA 2ml ATA 2ml ATA 2ml ATA 2ml ATA
10—3M. 10—3M. 10—3M. 10—3M. 10—3M.
0 0,45+0,01 0,4440,01 0,256-+0,01 0,454+0,01 |0,4340,01
15 ,44 ,45 ,16 ,29 ,42
30 ,45 ,44 14 ,25 ,43
60 ,44 ,45 ,10 ,19 ,42

Destruction de ’ATA par une poudre acétique de feuilles d’Impatiens
balsamina. La solution colorimétrique contient 6 ml de réactif SALKOWSKI
et 1 ml de solution d’ATA & doser. Les lectures sont effectudes au spectropho-
tométre de BEoRMAN (535 my).

Les chiffres inscrits sont les indices colorimétriques correspondant aux
mélanges d’incubation.

Tapreau IIT

Extrait d’'un Extrait d'un Extrait d’un Extrait d’un
Incuba- | broyatacéto- | broyatacéto- | broyatacéto- | broyat acéto-
tion en nique de 0,5 gr | nique de 0,5 gr | nique de 0,5 gr | nique de 0,5 gr
minutes de racines d’hypocotyles de feuilles de feuilles puri-
(6 ml) (6 ml) (6 ml) fié par acé-
‘ tone (6 ml)
0 0 0 0 0
15 574-2 7542 0 3542
30 82 83 0 44
60 90 95 . 0 57

Activités auxines-oxydasiques (en pour-cent ATA détruit) de quelques
extraits enzymatiques d’Impatiens balsamina en présence de DCP 10—°M et
d’ean oxygénée 0,002 %, Les solutions contiennent 350 y d’ATA au temps

z6ro.
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est incapable de détruire ’ATA. Cependant ce méme extrait, ayant
subi une seconde purification (précipitation des protéines par
Tacétone), peut inactiver 1’auxine.

On voit done 'importance des purifications dans la préparation
d’extraits enzymatiques. Les résultats rapportés ici semblent
indiquer que le tampon solubilise au moins un inhibiteur de ’activité
auxines-oxydasique que ne parvient pas & éliminer la premicre
extraction & l’acétone.

La présence d’inhibiteurs auxines-oxydasiques dans les tissus
végétaux a été signalée par de nombreux auteurs (LEvH, GASPAR
et BOUILLENNE-WALRAND, 1963 ; Gaspar et PrnmEr, 1963 ; Gas-
PAR, 1964).

L’analogie obtenue par les effets de certains extraits végétaux
(SacHER, 1962-1963) et ceux de substances synthétiques, naturelles
ou non (GASPAR, BASTIN et LEYH, 1964) fait penser que le pouvoir
effecteur négatif de ces extraits est di & la présence de substances
phénolées en position ortho ou para.

Nous avons étudié P’action de quelques composés diphénolés
dans la cinétique de ’ATA-oxydase des feuilles d’Impatiens. A la
concentration de 10-4M, les composés testés inhibent totalement
Pactivité auxines-oxydasique (S = — 100 %). Ce sont la DOPA
(3,4-dihydroxyphénylalanine), le catéchol, les acides caféique,
sinapique, gentisinique, chlorogénique et isochlorogénique. Ces
résultats indiquent que les inhibiteurs trouvés dans les feuilles
peuvent étre assimilés & des composés diphénolés. Il convient, en
effet, de remarquer que les acides caféique, sinapique et gentisinique
ont été trouvés dans les tissus d’Impatiens balsaming par BoEM
et TOWERS en 1962.

3. Activités phénoloxydasique et peroxydasique.

Dans nos conditions expérimentales les extraits enzymatiques
n’ont jamais révélé d’activité phénoloxydasique. Ce fait est en
contradiction avec les travaux de Kamiwskr (1959) ; il s’explique
en admettant une élimination des enzymes phénoloxydasiques lors
des purifications. Au cours de ce travail, en effet, les culots de
derniére centrifugation (tampon phosphate) ont été éliminés. La
présence de phénoloxydases dans ces culots sera discutée dans une
étude ultérieure.

Les activités peroxydasiques ont été établies en dosant un des
produits d’oxydation du gaiacol (420 muy.).
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D’autres substrats, cependant, ont été testés. Ainsi, dans le
tableau IV on donne les différentes colorations que prennent les
mélanges enzymatiques en présence de quelques composés phénoli-
ques et d’eau oxygénée.

L’acide férulique n’apparait pas comme substrat peroxydasique
mais Paddition d’un radical méthoxy supplémentaire au noyau
aromatique ou la suppression de la chajne latérale, qui restitue le
gaiacol, rend possible la réaction enzymatique.

TABLEAU IV

Composés testds Réactions peroxydasiques

OH
[ 1|
A V4 catéchol jaune
OH
/ \\‘O—CH3
‘ ll
\/ gaiacol jaune orange puis violet
(0)=1
’/ WO~—OH3
\/ acide férulique rien

|

CH=CH—COOH

OH
7o
4

l

\/ acide caféique jaune vert puis brun rosé

OH=CH—COOH

CH3—O/ \O~CH

3

‘ i l acide sinapique rose

CH—=CH—COOH
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OH

M

J l‘ DOPA rouge

N/ ¢
CH,—CH—COOH

NH,
oOH

Ve

k/ \l\bCOOH
\/ acide gentisinique jaune
OH :

/N R

HOl ‘ . . . .
\ /acide chlorogénique jaune verdétre puis brun vert
OH

HO/ \—R

|

\/ acide isochlorogénique jaune verdétre puis brun vert
OH

Colorations que prennent les extraits enzymatiques de feuilles d’Impatiens
balsaming (1 ml extrait -+ 7 ml tampon) en présence de quelques composés
phénoliques (1 ml 10-3M) et d’eau oxygénée (1 ml H,0, 0,2 vol.).

On constate donc l'importance de la chaine latérale dans une
telle réaction. La question posée est de savoir si les modifications
de la structure chimique d’un substrat entrainent une modification
au niveau de la spécificité de I'enzyme pour le substrat ou au niveau
de Paffinité chimique du substrat pour un composé intermédiaire
tel que loxygene. Cette question sera traitée plus longuement
dans une étude ultérieure. Signalons, toutefois, qu’en milien
basique (pH = 12) les auto-oxydations du gaiacol et de lacide
férulique ne se produisent pas, contrairement & tous les autres
composés phénoliques étudiés. On pourrait done envisager, dés &
présent, que la modification de la chaine latérale entraine une modi-
fication de Daffinité chimique de la peroxydase pour un substrat
dérivé du 2-méthoxy-phénol.
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4. Comparaison des activités AIA-oxydasique, peroxydasique et
naphtolovydasique dans des organes différents.

Des feuilles de plantes en fleur, des cotylédons, hypocotyles et
racines de plantules agées de 6 jours et cultivées & ’obscurité ont
été traités par P'acétone en vue de préparer des extraits enzymati-
ques purifiés (broyage dans l’acétone, extraction au tampon suivie
d’une précipitation des protéines par I’acétone). Les activités enzy-
matiques sont suivies comparativement pour chacun des extraits.
Les courbes cinétiques sont établies dans la figure 2 ; le tableau V
donne la valeur des indices S, calculés & partir de quelques expé-
riences.

TABLEAU V

Extraits activités (indice S)
Peroxydase naphtoloxydase ATA-oxydase

feuilles 3,720 5,162 136
cotiylédons 3,190 3,465 120
hypocotyles 2,175 0,080 190
racines 2,245 0,963 168
cotylédons

+ — 3,460 96
hypocotyles
cotiylédons

+ o — — 78
racines

Activités peroxydasiques, naphtoloxydasiques et ATA-oxydasiques de
quelques extraits d’Impatiens balsamina. L'indice S exprime la surface
qu’engendre la courbe d’activité en fonction de la durée de I'incubation.

Plusieurs faits se dégagent :

10 Les activités peroxydasiques des feuilles et des cotylédons sont
plus grandes que celles des hypocotyles et des racines.

20 L’activité naphtoloxydasique d’un extrait d’hypocotyles est
trés faible. L’addition de cet extrait & un extrait de cotylédons
n’inhibe pas l'activité enzymatique de celui-ci. En conséquence,
on doit admettre que Pactivité naphtoloxydasique des hypocotyles
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n’est pas masquée par des inhibiteurs. Les tissus hypocotylaires,
riches en peroxydases, contiennent peu de naphtoloxydases. Ces
enzymes sont donc différents,

30 Les activités AIA-oxydasiques des hypocotyles et des racines
sont plus grandes que celles des feuilles et des cotylédons. L addi-
tion d’un extrait de cotylédons & des extraits d’hypocotyles ou de
racines provoque une inhibition de l'activité auxines-oxydasique
de ces derniers extraits. On doit done ici conclure que les extraits
de cotylédons et de feuilles contiennent des inhibiteurs auxines-
oxydasiques.

Discussion

La nature peroxydasique de I'oxydation de ’acide B-indol-acéti-
que par certains extraits végétaux a été suggérée par GOLDACRE
en 1953. Cette hypothése a trouvé depuis lors de nombreuses confir-
mations (GarsToN, BoNNER ot BAKER, 1953 ; PraTr, 1954 ; KuN-
TEN, 1955 ; MAc LAcHTAN et WavaooD, 1956 ; WAavcoop, OAKS et
Mac LAcHLAN, 1956 ; Stutrz, 1957, 1958 ; RAY, 1960 ; YAMAZAKI
et Souzu, 1960 ; GALSTON et coll., 1963).

Dans nos conditions expérimentales les extraits auxines-oxyda-
siques d’Impatiens balsamina ne manifestent pas d’activité phéno-
loxydasique. L’hypothése d’une inactivation de l'auxine par les
phénoloxydases d’Impatiens doit donc étre éliminde.

La cinétique de ’ATA-oxydase d’un organe n’est pas toujours
paralléle & celle de la peroxydase. L’identité de ces deux enzymes
ne peut cependant étre mise en doute car le fonctionnement de
IPATA-oxydase peut étre inhibé par des composés phénoliques.
L’élimination de ces inhibiteurs par une purification plus poussée
(tableau III) fait tendre 'activité de ’ATA-oxydase vers celle de
la peroxydase.

Le mode d’action des inhibiteurs phénolés a été, jusqu’a présent,
interprété de trois maniéres différentes :

10 Giaspar et PILET (1964) supposent que I'inhibition auxines-
oxydasique est réalisée par chélation de l'auxine ; le complexe
auxine-inhibiteur n’étant pas attaqué par les enzymes.

Cependant, cette hypothése ne peut étre prise en considération
étant donné la faible proportion de complexe formé dans les
mélanges d’incubation (GasPAr, Bastiv et Limvm, 1964).
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20 Selon KunrEN (1955) les inhibiteurs réduiraient compétitive-
ment Poxydation de PAIA en éliminant Hz0p du milieu réactionnel
pendant leur propre oxydation peroxydasique.

Cette interprétation est difficilement conciliable avec le fait que
des peroxydases purifiées détruisent I’AIA en l'absence d’eau
oxygénée (GATSTON et coll., 1963) ; ce qui exclut la possibilité d'une
compétition entre 'ATA et le phénol pour le peroxyde.

30 Ray (1960) constatant Peffet inhibiteur de I'AIA dans la
peroxydation du pyrogallol, suggére qu’en présence de ces deux
substrats, s’accumule une forme inactive de I’enzyme.

Dans P’état actuel de nos expériences, il nous parait logique de
supposer que les inhibiteurs auxines-oxydasiques agissent directe-
ment sur I’enzyme en complexant un ou plusieurs sites actifs de
celui-ci.

De méme, dans certaines conditions (RAy, 1960), AIA serait
capable de complexer la peroxydase, bloquant ainsi des sites
nécessaires & la peroxydation d’un substrat phénolique.

L’auteur remercie bien vivement Madame M. BOUILLENNE-
WALRAND pour les précieux conseils qu’elle n’a cessé de lui prodi-

guer durant ce travail.
Laboratoire de Phytochimie
de PUniversité de Licge
et Centre de Recherches des
Hormones végétales (IL.R.8.L.A.)
Directeur M. BOUILLENNE-WALRAND.
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