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ACTION DE LA STREPTOMYCINE SUR LA FORMATION
DES CHLOROPLASTES

par
M. DE DEKEN-GRENSON

Laboratoive de Physiologie animale, Université libve de Byruxelles (Belgique)

INTRODUCTION

On sait que les plantes supérieures (vOoN EULER!) et certains flagellates verts
{ProvasoLl, HUTNER ET ScHaATZ?) ne synthétisent pas de chlorophylle lorsqu’ils sont
cultivés en présence de streptomycine (Sm), et on a de bonnes raisons de penser que ce
n’est pas seulement la formation de la chlorophylle, mais le développement du chloro-
plaste tout entier qui est inhibé par cet antibiotique (Brscco ET vox EULER?; Pro-
vasoLl, HUTNER ET PINTERY).

A la suite de ces observations, certains auteurs ont considéré que la Sm induisait,
chez ces végétaux, la perte irréversible des chloroplastes: “Sm cures plants of their
chloroplasts” (voir revue générale de la question par PrRovasoLl et al.%).

Cette “altération du patrimoine héréditaire™ était-elle produite par la mutation de
genes nucléaires ou par I'élimination d’unités cytoplasmiques douées de continuité
génétique, telle était la question fondamentale posée par ces auteurs.

Les cxpériences que nous rapportons ici, et dont certaines ont fait I’objet d’une
note préliminaire®, ont pour but d’examiner si 'on peut réellement attribuer a la Sm le
pouvoir d’altérer le patrimoine héréditaire des végétaux et de préciser les modalités
de Paction de cet antibiotique sur la formation des chloroplastes.

MATERIEL ET METHODES

Conditions de culture

Les expériences ont toutes été réalisées sur des plantules d’orge, Hordewsn vulgave, variété
du Kenya.

Les graines sont disposées sur une couche de coton hydrophile mouillé, soit par de ’eau de ville,
soit par de la solution nutritive de Vickery®, dont la composition est la suivante: CaCl,: 0.116 g,
MgSO,(7H,0): 0.437 g, (NH,),50,: 0.276 g, pour un litre d’eau. Le pH est ajusté & une valeur
de 6.4 avec KOH. On a ajouté a cette solution 2.5 volumes pour cent d’'un tampon de phosphates
Mo, de pH 6.8.

[’eau de ville et la solution nutritive ont été additionnées de sulfate de streptomycine ““‘Pfizer”
a raison de 0.04 & 1.6 g pour 100 ml de solution.

[.a culture se fait 4 25 C, sous un éclairage constant réalisé¢ par des tubes & fluorescence.

Dosage des pigments chlovophylliens

Les plantules a étudier sont broyées dans de 1'éthanol & 809 et le résidu est lavé plusieurs
fois avec le méme solvant, 4 basse température et a l'obscurité, de facon a extraire les pigments
chlorophylliens. Ceux-ci sont estimés d’une maniére globale, en unités arbitraires, par une colori-
métrie réalisée a U'aide du spectrophotomeétre Coleman, 4 670 mu, dans des tubes cylindriques de
1.8 cm de diameétre.
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Dosage des protéines et des acides vibonucléiques (ARN)

Le culot de matériel cellulaire résultant de la précipitation alcoolique décrite au paragraphe
précédent est délipidé suivant la méthode de SCHNEIDER?. Le résidu sec est mindralisé par l'acide
sulfurique en présence du catalyseur de VENDRELY® et l'azote est dosé par la microméthode de
KjeLDAHL, grice A I'appareil de MarkHAM. I.’acide ribonucléique (ARN) a été dosé¢ par la méthode
de OGUR ET ROSEN®.

Dosage global des composés aminés libyes

Un aliquot de lextrait alcoolique contenant les chlorophylles est évaporé jusqu’a siccité;
le résidu est repris dans un petit volume d’eau et agité en présence de chloroforme de maniere a
éliminer de Vextrait les chlorophylles, les lipides et les dernié¢res traces de protéines. e dosage des
composés aminés est réalisé¢ suivant la méthode de MoorE ET STEINIY.

Mesuve de Iactivité vespiratoire

Les estimations ont été réalisées sur des broyats de feuilles, suivant la méthode de WARBURG,
a 25° C et & 'abri de la lumiére, dans les solutions suivantes:

1. une solution tampon de Bonnkr T MILLERD, composée de saccharose (concentration
finale 0.5 M) et d'un tampon de phosphates (concentration finale o.02 M) de pH 7.2, en présence
de 3 substrats ditférents: le glucose, le pyruvate et le succinate.

2. une solution physiologique de CuamBERs!?> modifiée comme suit: KCl: 5.2 g, NaCl: 1.75 g,
citrate de Na: 2.5 g, KH,PO,: 0.2055 g, Na,HPO,(2H,0): 0.5433 g par litre de solution, le pH
final ¢tant de 7.10.

3. une solution physiologique composée de KCl: 1.15 g, Na,HPO,(2H,0) 1.78 g, MgSO,(7H,0):
0.0246 g pour un litre de solution, le pH final étant de 7.5.

Dosage de I'amidon

Une poudre séche, délipidée, du tissu & étudier est soumise & un chauffage d’une heure & 100° C,
dans une solution de NaOH 0.5 N. On neutralise 'extrait obtenu avec HCl concentré et on centrifuge
pendant 1o minutes a 4,000 g. A 1o ml d’extrait, on ajoute 1 ml d’une solution & 1 g9, d’lode et
3.2 g, d’iodure de potassium. Les mesures colorimétriques sont faites a 1'aide d’un spectrophoto-
métre Coleman, 3 350 my, le réactif & la méme dilution étant utilisé comme témoin.

Dosage de la cytochrome oxydase

11 a été réalisé sur des broyats de feuilles, par la méthode de SCHNEIDER ET POTTER'S.
Dosage de la catalase

1l a été réalisé par la méthode colorimétrique de Parrtr T BONET-MAURYM, sur des feuilles
broyées dans un tampon de phosphates /50, de pH 7.0, 2 0" C,

Les essais de localisation de la catalase au sein du cytoplasme de feuilles vertes normales ont
été faits apres isolement des chloroplastes par centrifugation différentielle dans

1. une solution de saccharose 0.5 Al (GRANICK!?).

2. une solution de CHAMBERS (voir plus haut) dont le pH a ¢té ajusté a 5.0.

3. une solution de CHAMBERs de pH 7.0,

RESULTATS
Réuverstbilité de Daction de la Sm sur les plantules d’orge
Expérience de base

Les graines sont disposées dans des plats couverts de vitres, sur du coton hydrophile
mouillé par une solution & 0 2 g de Sm pour 100 ml d’eau de ville. Au cours de la pre-
miére journée de culture, les graines se gonflent d’eau; les radicelles apparaissent apres
24 heures, le coléoptile apres 48 heures environ. 72 heures apres la mise en culture, les
plantules ont atteint une longueur moyenne de 20 mm et sont parfaitement vertes. Il en
est de méme des témoins cultivés sans Sm. A ce moment, les plantules sont prélevées
et repiquées sur de la terre exempte de Sm. Deux jours plus tard, on voir apparaitre
une région blanche a la base* des plantules qui avaient été traitées par la Sm. Toutes
les cellules nouvellement formées sont dés lors d’un blanc pur, exemptes de toute

* Notons que, chez les Graminées, le point de croissance des feuilles est localis¢ exclusivement
a la base de la plante.
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pigmentation (Fig. 1a). Il en va ainsi pendant de nombreux jours; puis, brusquement,
en moyenne vers le TIéme jour suivant le repiquage, la zone en croissance de la base des
plantules apparait verte (Fig. 1b). Le phénoméne est massit: toutes les plantules le
présentent en I’espace de 3 a 4 jours. Cependant, les feuilles blanches ne verdiront jamais,
quel que soit I’age de la plante (Fig. 1b).

L’action inhibitrice de la Sm sur le développement des chloroplastes est donc
wrréversible pour les cellules qui se différencient complétement an cours de la période
durant laquelle de la Sm est fournie a la plante, mais elle est réversible pour les cellules
embryonnaires des régions méristématiques qui commencent leur différenciation alors
que la Sm a été retirée du milieu de culture.

a b. réversion

Fig. 1

NB. Les feuilles sont numérotées dans I'ordre de leur apparition.

Données complémentaives sur les caractévistiques de Iaction de la Sm

1. Moment de apparition de la réversion en fonction de la dose de Sm appliquée. Les
résultats obtenus en faisant varier la concentration de la solution de Sm utilisée et la
durée d’application de ’antibiotique sont réunis dans le Tableau I. La zone verte succé-
dant & une région définitivement blanche apparait d’autant plus rapidement aprés le
repiquage des plantules dans un milieu sans Sm que la dose appliquée a été plus faible.

TABLEAU 1

MOMENT D’APPARITION DE LA REVERSION (en jours suivant le semis)

Durée Concentration en SM du miliex de culture

d’aﬁplicgution (en g de SM pour roo ml)

de la SM 0.02 0.2 0.4 1.0
I jour — 3e —
2 jours — 10€ — —
3 jours ge 14e 18e 28e
4 jours — 13e — —
5 jours 10€ 19€ 22€ —
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Notons que si on utilise une solution 4 0.02 g de Sm pour 100 ml, 10%, seulement des
plantules présentent une lésion visible Les autres sont entiérement vertes et leur aspect
extérieur est parfaitement normal. Seuls les 10%, de plantules & Iésions blanches sont
considérés au cours de cette série d’expériences.

2. Pointe verte de la premiére feutlle. Ainsi qu’il a été dit plus haut, la premicre feuille
qui apparait présente une pointe verte. L'importance de celle-ci dépend de la concentra-
tion en Sm du milicu dans lequel s’est effectuée la germination. Le Tableau II présente
quelques données numériques, moyennes obtenues sur des lots de 100 plantules chacun.
TABLEAU 11

Concentration en SM du milicu de culture
fen g pour 100 ml)

0.2 0.4 o8 1.6

Longueur moyenne de la pointe
verte de la lere feuille an 20 12 5 o
moment de la croissance
de cette feuille (en mm)

lere feuille

id. 20 jours plus tard, entiére soit
la croissance étant arrétée 60 18 10 3

Lalimite séparant la pointe verte de la région blanche de la premiére feuille n’est pas
fixée définitivement. La région verte s'étend; gagnant sur la région blanche, elle pro-
gresse lentement vers la base de la feuille qu’elle atteint généralement au bout d'une
vingtaine de jours dans le cas ol les graines ont été traitées par une solution a 0.29 de
Sm. Les données obtenues dans les autres cas sont notées dans le Tableau I1. Insistons sur
le fait que ceci ne concerne que la premicre feuille de la plantule: si les autres feuilles
présentent une zone verte, elle est toujours de faible ¢tendue (3 mm de long) et elle ne
progresse pas aux dépens de la région blanche, qui demeure irréversiblement dépourvue
de chloroplastes, ainsi qu’il a été dit plus haut.

3. Absence de résistance & la Sm. On pourrait penser que la réversion de I’action de la
Sm que nous avons observée est due & lapparition d’une résistance & antibiotique
semblable a celle qui peut se manifester chez certaines bactéries. Cependant, les plantules
ne présentent jamais le phénoméne de reverdissement des régions en croissance tant
qu’elles sont cultivées dans un milieu contenant de la Sm.

De plus, si on place a nouveau dans un milieu contenant 0.2 g de Sm pour 100 ml,
des plantules ayant manifesté une réversion dans les conditions exposées plus haut (type
b de la Fig. 1), il apparait, environ 7 jours plus tard, une nouvelle zone blanche (Fig. 2),
montrant que I'action de la Sm s’exerce toujours de la méme manicre.

4. La Smwinhibe pas le verdissement des plantules étiolées. Des graines d’orge ont ét¢
semées sur de la terre, a I'obscurité, de manitre a produire des plantules étiolées parfai-
tement exemptes de chlorophylle. On sait que des plantes cultivées dans de telles con-
ditions possédent néanmoins des plastides sous la forme de leucoplastes, ct quil suffit
d’exposer les feuilles a la lumicre pour les voir verdir en quelques heures.

I’expérience consiste & éclairer des feuilles de plantes étiolées dont la base plonge
dans des solutions de Sm de concentrations variant de 0.2 & 2°%;. Nous n’avons pu mettre
en évidence aucunc inhibition du verdissement des feuilles étiolées, méme lorsque nous
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avons administré la Sm pendant des périodes atteignant 2 a 24 heures avant d’éclairer
les feuilles.

Fig. 2

Le verdissement n’est pas davantage inhibé lorsque la Sm est fournie aux feuilles
étiolées sous la forme dune solution a 0.29% infiltrée par la voie des stomates dans les
espaces intercellulaires, aprés avoir réalisé le vide d’air.

Action spécifique de la Sm sur les précurseurs des plastes

Nous avons suivi le sort de différents constituants cellulaires appartenant, les uns,
aux chloroplastes, les autres, au cytoplasme, dans des plantules traitées par des solutions
de Sm de différentes concentrations.

Les résultats réunis dans le Tableau III ont été obtenus au cours d’une premiére
expérience, dans laquelle les plantules ont été cultivées dans une solution nutritive de
VICKERY®.

Au cours d’une seconde expérience, les plantules ont été cultivées sur de l’eau de
ville, disposant ainsi exclusivement des réserves de la graine. Les plantules traitées par la
Sm, possédant une région blanche plus ou moins étendue suivant la concentration en Sm
utilisée, sont défavorisées par rapport aux témoins du simple point de vue de la photo-
synthése. Dans le but d’éliminer ce facteur supplémentaire de variation, nous avons
doublé Texpérience d’une expérience identique effectuée a I’abri de la lumiere. Les
résultats sont réunis dans le Tableau IV.

Ces résultats ont été complétés par une troisiéme expérience: une série de plantules
ayant germé sur une solution de Sm a 0.29% ont été repiquées sur de la terre aprés 6
jours. Ceci permet de cultiver ces plantules pendant un temps beaucoup plus long. Malgré
I’absence de Sm, les plantes restent blanches pendant le temps que dure I'expérience,
exception faite, évidemment, de la pointe verte de la premiére feuille, apparue avant que
la Sm n’atteigne la concentration intracellulaire seuil capable de bloquer complétement la
formation des chloroplastes (voir plus haut). Au 24éme jour suivant la germination, les
plantules sont prélevées et découpées de fagon a former deux lots, I'un renfermant les
pointes vertes, lautre, les régions blanches. Ces deux lots ont été traités comme plus
haut. Les résultats sont réunis dans le Tableau V.
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TABLEAU V
Quantité de protéines Q’Z‘::f:f;sdlizg?es Quantité d ARN
(en mg par g (en uM par g (en mg par g

de potds sec) de poids sec)

de poids sec)

Pointes vertes 233 582 17.4
Régions blanches 352 2,696 18.5

Etat du systéme respiratoive

Nous avons comparé Pactivité respiratoire de plantules vertes normales 4 celle des
régions blanches de plantules ayant cra sur une solution & 0.2%, de Sm. Les mesures ont
été effectuées dans le milieu de BONNER ET MILLERDY, en présence des substrats suivants:
glucose, pyruvate et succinate. Les résultats sont notés dans le Tableau VI. 11 en ressort
que Pappareil respiratoire des régions blanches n’est nullement atteint: la teneur en
mitochondries serait normale, dans des cellules appauvries en d’alitres constituants, a
savoir les plastes.

TABLEAU VI

Rapport des QO2

Substrat 902 des . Yo, des feuilles blanches!
feuilles vertes feuilles blanches'SM py
feuilles vertes
Glucose 2.14 3.6 168/100
Pyruvate 2.04 3.0 176/100
Succinate 0.82 1.9 231/100

Dosage d’un enzyme caractéristique des chlovoplastes: la polyphénoloxydase

On sait que la polyphénoloxydase est souvent liée aux chloroplastes (L1 ET BONNER;
ARNONY; LATIES!S). Il en est ainsi dans le cas de l'orge oit nous avons pu la mettre en
évidence par la réaction du Nadi sur des coupes de tissu frais. Dans les plantules vertes,
la réaction est intense et semble localisée exclusivement au niveau des chloroplastes. Par
contre, nous n’avons pu déceler de réaction positive dans le cas des parties blanches des
plantules traitées par la Sm.

Dr’autre part, il semble que, si la polyphénoloxydase et la cytochrome oxydase ne
sont pas identiques, le cytochrome ¢ réduit chimiquement peut, en tous cas, leur servir de
substrat a toutes deux.

Nous avons mesuré I’activité globale d’oxydation du cytochrome ¢ dans des plantules
vertes normales, des plantules étiolées par une croissance a 'obscurité et des plantules
blanches traitées par la Sm. La Fig. 3 montre que la teneur en “cytochrome oxydase”
des plantules étiolées et des plantules blanches du fait de la Sm n’atteint que la moitié¢
environ de celle des témoins verts, valeur qui pourrait correspondre 2 la tencur en
cytochrome oxydase vraie de ces tissus dépourvus de polyphénoloxydase.

Dosage de la catalase

I’activité catalasique a également été dosée dans des plantules vertes normales,
des plantules étiolées et des plantules blanches traitées par la Sm. Les résultats sont
résumés dans la Fig. 3. Ils montrent que ’activité catalasique par unité de poids de
protéines n’atteint, chez les plantules étiolées, que 609, de la teneur normale des feuilles

Bibliographie p. 47.



42 M. DE DEKEN-GRENSON volL. 17 (1955)

vertes et, chez les plantules blanches traitéespar la Sm, des teneurs se situant cntre 23
100 Y, 100 %, et 10%, de la normale.

Des tentatives faites dans le but de déter-
miner si la catalase est, ou non, localisée
i 8 dans les chloroplastes, nous ont montré que,
= — (30 . . 5 : ’ s
g g |08 ainsi que l'ont signalé HAGEN ET JONES!,
g o 547 g la catalase semble associée a des fractions
5519 210 = . e . .. e .
7 . | z cellulaires différentes suivant le milicu utilisé
frut +© e -
5 £ ! s pour lisolement des chloroplastes. Les feuil-
> 5 - s . " - A
2 3y ’ ; o o les & étudier ont été fractionnées en deux
=~ o 5} < x 2 . . . . . R
E: 5 = E 5 3 o parties par une centrifugation a basse vitesse:
5| 2| & ] Z z les chloroplastes et le liquide surnageant.
) = =5 < o : TSR L
c c Lorsque le fractionnement cst réalis¢ dans

Teneuren cytochrome  Teneur en catalase  UNE€ solution de saccharose 0.5 3/, la totalité
oxydase par Tapport  #par rapport aux pro- de D’activité catalasique se retrouve dans le
aux protéines. i téines. liquide surnageant. Si la séparation des
£ chloroplastes est faite dans une solution de
CuaMBERS de pH 5, 40°; seulement de D'activité catalasique totale se retrouve dans le
liquide surnageant et 609, se retrouvent dans la fraction chloroplastique. Par contre,
dans la méme solution de CHAMBERS, mais portée, cctte fois & pH 7, on retrouve 75%
de la catalase dans le liquide surnageant et 259, dans la fraction chloroplastique.

Action de la Sm sur la respirvation des plantules d’orge

Une série d’expériences ont été réalisées dans le but de tester I'action de la Sm sur la
respiration des plantules d’orge afin d’examiner si un blocage de la fourniture d’énergic
pourrait étre la cause de I'inhibition de la différenciation des plastes, comme cela semble
étre le cas pour I'inhibition de la croissance chez E. coli (UMBREIT™).

Ces expériences ont consisté a mesurer I'absorption d’oxygéne d'un brovat de
plantes étiolées, auquel on a, ou non, ajouté de la Sm de facon a atteindre une concentra-
tion finale de 0.2 ou 1.0 g de Sm pour 100 ml. Les résultats sont résumés dans le Tableau
VII. Dans les différentes conditions étudiées, il ne semble pas que la Sm, méme utilisée &
la forte dose de 19, exerce une inhibition significative sur la respiration des plantules
d’orge.

TABLEAU VII

- . V. en presence ).y, €n présence
Milieu Substrat ()., normal 0g P Yo, n b

Y0y de SM d 0.2 g% de S a 1%
BoNNgER!! glucose 3.3 3.5
Bonner!! pyruvate 3.9 3.3
BonNER! succinate 1.0 1.0
CHAMBERS!? 1.7 1.8 1.8
CHAMBERS!? 2.5 2.7 2.7

DISCUSSION ET CONCLUSION

I1 semble découler de la premiére partie de ce travail que la Sm n’a pas le pouvoir
d’altérer le patrimoine héréditaire des plantes, ainsi qu’on pouvait le supposer.
Parmi les cellules de la plantule, qui, toutes, ont été soumises & I'action de la Sm, il
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en est qui ont perdu leurs plastes irréversiblement (feuilles définitivement blanches) ; mais
les cellules embryonnaires sont encore capables de donner naissance a des cellules vertes.
Dans les cellules embryonnaires, la Sm n’a donc détruit aucun des facteurs assurant la
continuité génétique des plastides, qu’ils soient de nature nucléaire ou cytoplasmique.

Comment concevoir, dés lors, ’action de la Sm?

On sait que, chez les plantes supérieures, les chloroplastes sont issus des pro-
plastides, petites particules incolores qui se multiplient dans les cellules méristématiques,
puis, se mettent a croitre, entamant le cycle de leur différenciation qui les transformera
finalement en chloroplastes a quelque distance de la (RaNpoLPH?'; STRUGGER?). Or,
ces proplastides semblent détenir une part importante des facteurs assurant la con-
tinuité génétique des plastes (MICHAELIS®), qui, on le sait, jouissent d'une large auto-
nomie vis-a-vis des génes nucléaires.

Nos résultats impliquent donc que la Sm n’interrompt pas la production des
proplastides.

Tout se passe comme si, tant que les proplastides se multiplient, ils ne sont pas sensibles
a la Sm, mats le deviennent dés qu’ils cessent de se multiplier pour commencer a croitre.

I1 semble, en outre, que la période du développement des proplastides au cours de
laquelle la Sm est capable d’intervenir est bien délimitée. Les stades finaux de la
différenciation paraissent aussi insensibles que les stades initiaux. En effet, la Sm ne
peut ni inhiber le verdissement des leucoplastes déja présents dans des feuilles étiolées
ni décolorer secondairement les feuilles vertes. Elle n’atteint donc ni les leucoplastes ni
les chloroplastes.

Cette hypothése permettrait également d’interpréter dans le détail tout le com-
portement des plantules soumises a I’action de la Sm.

Dans les conditions expérimentales adoptées pour I'expérience de base (solution a
0.2 g de Sm pour 100 ml), il faut tout d’abord que s’écoule un certain temps pour que
l’activité de la Sm se manifeste. En effet, la pointe de la premiére feuille est verte. Dans
des solutions plus concentrées en Sm (& partir de 1 %), ce délai n’existe pas: les plantules
sont entierement blanches, ce qui montre quaucun chloroplaste n’était formé avant
l'application de la Sm mais semble indiquer que, la pénétration de la Sm étant progres-
sive, des chloroplastes ont pu se développer avant que la concentration intracellulaire de
I'inhibiteur n’atteigne le seuil minimal d’activité pour les faibles concentrations.

La progression de la zone verte de la premiére feuille vers la base de celle-ci peut
s’expliquer de la méme maniére: dans la région intermédiaire entre les zones verte et
blanche, la concentration en Sm atteinte au moment de la formation des plastes était
insuffisante pour bloquer complétement la croissance des proplastides, mais suffisante
pour la ralentir d’autant plus considérablement que I’on s’éloigne de la pointe vers la
base de la feuille.

Dés que la Sm a atteint, & Uintérieur des cellules en croissance, la concentration
seuil & laquelle elle est capable de bloquer complétement le développement des plastes,
les nouvelles cellules issues de la région méristématique naissent parfaitement blanches et
le demeurent drréversiblement, ce qui pourrait s’expliquer, soit par le fait que la Sm
resterait fixée sur les proplastides emportés par ces cellules, soit parce que les cellules
enticrement différenciées et ayant achevé leur croissance au cours de la période d’activité
de la Sm ne sont plus capables de développer de nouveaux organites, méme si l'inhibition
qui pesait sur ceux-ci est levée.
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Enfin, lorsque, les plantes étant soustraites a l'action de la Sm, la concentration
intracellulaire de I’antibiotique a baissé suffisamment, la formation des plastes reprend
son cours normal dans les cellules qui sont en voie de différenciation & ce moment.
L’action inhibitrice exercée par la Sm sur les cellules embryonnaires est entiérement
réuversible.

L’interprétation développée ci-dessus rejoint une hypothése que SCHAEFFER? a été
amené a formuler, par une tout autre voie, au cours d’un travail sur des mutants
bactériens streptomycino-exigeants. Cet auteur arrive a I'idée que la Sm bloquerait le
développement de particules sensibles a son action, c’est-a-dire exercerait une action
“eranulostatique’ .

Toutefois, notre interprétation précise que certains stades seulement du développe-
ment des chloroplastes sont sensibles a4 I’action de la Sm, tous les facteurs responsables
de leur continuité continuant d’étre produits, mais étant temporairement incapables de
réaliser leurs potentialités.

Du point de vue de I’action de la Sm, la situation n’est qu’apparemment différente
dans le cas des cellules végétales inférieures chez lesquelles on a pu obtenir des lignées
définitivement incolores par l'action de l’antibiotique (Euglénes?, algues®). Chez ces
organismes unicellulaires, comme chez toutesles plantes inférieures, le mode de formation-
méme des chloroplastes est différent: les chloroplastes ne s’édifient pas progressivement,
mais ils se reproduisent par division directe. Les chloroplastes doivent nécessairement
croitre pour se multiplier. On ne leur connait pas de précurseurs capables de se multiplier
indépendamment de la croissance du plaste différencié.

Cet état de choses entraine la conséquence grave pour ces organismes que les
chloroplastes deviennent pour cux des organites qui peuvent étre perdus avec une extréme
facilité: il suffit pour cela qu’intervienne un déséquilibre quelconque permettant aux
cellules de se multiplier 4 un rythme plus rapide que celui de la division des chloroplastes.
La Sm n’est pas le seul agent capable de mener a ce résultat; on en connait deux autres:
la culture 4 Pobscurité (LwWoFF ET Dusi?) et le choc thermique (PRINGSHEIM, cité par
PrOVASOLI et al.?).

Ainsi, lirréversibilité de l'action de la Sm chez les Eugltnes ne semble pas liée
au mode d’action de la Sm elle-méme, mais aux caractéres de la reproduction des
chloroplastes chez ces organismes.

Il semble que les données d’ordre biochimique acquises jusqu’a présent soient en
accord avec I’hypothése d’une action granulostatique de la Sm, a laquelle avait abouti
la premicre partie de ce travail. En effet, les résultats obtenus montrent que, si la Sm
exerce une action généralisée sur la croissance des plantules d’orge (réduction de la taille
ct abaissement du rendement global, d’autant plus marqués que la dose de Sm appliquée
est plus forte), il se superpose & cette action générale une action dirigée trés spécifique-
ment contre les chloroplastes.

Trois substances caractéristiques des chloroplastes disparaissent complétement sous
P’action de la Sm; ce sont la chlorophylle, les caroténoides (SCHOPFER, BEIN ET BEsson??)
et la polyphénoloxydase. De plus, les cellules s’appauvrissent en protéines et en ARN,
dont la nature cst chloroplastique selon toute vraisemblance. Car I’observation micro-
scopique ne permet plus de déceler la présence de plastides, méme sous la forme des
leucoplastes caractéristiques des feuilles étiolées.

I est possible que I'on puisse y ajouter une quatriéme substance: la catalase.
Rappelons que Ia localisation de cet enzyme dans les chloroplastes est incertaine, du fait
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qu’on le retrouve associé a des fractions cellulaires différentes suivant le pH auquel se
pratique I'isolement des plastes. La catalase est-elle précipitée & pH 5 ou extraite des
chloroplastes & pH 7? En attendant quune réponse d’ordre expérimental soit donnée a
cette question, la deuxiéme éventualité parait plus probable. En tous cas, il semble que la
catalase suive d’une facon trés étroite les vicissitudes des chloroplastes (voN EULER!), son
activité étant réduite de 1% a 4/; dans les fevilles blanches du mutant albina de I'orge,
par rapport a 'activité des feuilles vertes (GYLLING ET vON EULER®). De méme, dans nos
expériences, I’activité de la catalase tombe a 689, de ’activité normale chez les plantules
étiolées qui, on le sait, contiennent moins de plastides que les feuilles vertes. Les résultats
obtenus pour les plantules blanches traitées par la Sm ne font que confirmer ceux
recueillis précédemment par voN EULER!. Ils montrent également que la disparition des
chloroplastes est accompagnée d’une chute de la teneur des plantules en catalase qui
peut atteindre 909%,. Ainsi, si la catalase n’est pas effectivement localisée dans les
chloroplastes, il est cependant fort vraisemblable que ces derniers la synthétisent ou
fournissent un élément indispensable & sa synthése.

Par contre, l'activité respiratoire s’accroit de 759%, par unité de poids sec de tissu,
et méme davantage (voir Tableau VI). Il en est de méme de la teneur en amidon, qui
peut s’accroitre d'une manicre importante (voir Tableaux III et IV). Ces faits indiquent
que les systémes enzymatiques correspondants ne sont pas, ou sont moins touchés que
les chloroplastes, par I’action de la Sm.

Quant aux acides aminés libres, ils s’accumulent jusqu’a atteindre 5 fois la teneur
intracellulaire normale, ce qui indiquerait que la synthése de certaines protéines est
bloquée, alors que celle des acides aminés ne l’est pas.

Si Pon reprend les différentes hypothéses qui ont été émises au sujet du mode
d’action de la Sm (revue dans HUTNER ET PrRovasoL1®), il semble que, dans le cas des
plantules d’orge, deux d’entre elles puissent étre écartées.

1. Inhibition de la synthése des chlorophylles. L’hypothése suivant laquelle la Sm
agirait en inhibant la synthése des chlorophylles (LWOFF ET SCHAEFFER®), semble
pouvoir étre définitivement écartée par le fait que la Sm n’empéche pas, chez les feuilles
étiolées, un verdissement quasi normal, qui implique non seulement la transformation en
chlorophylle de la petite quantité de protochlorophylle que ces feuilles renferment, mais
aussi la synthése de nouvelles quantités de protochlorophylle elle-méme.

De plus, la comparaison de plantules étiolées et de plantules traitées par la Sm
montre clairement que ’action de la Sm dépasse largement les conséquences de ’absence
de chlorophylle et de photosynthése qui ne peuvent donc suffire a ’expliquer.

2. Inhibition de la vespiration. La derniére partie de ce travail semble montrer que
I’activité respiratoire des feuilles d’orge n’est pas modifiée par l’addition de Sm au
milieu réactionnel, qu’il s’agisse de la respiration résiduelle ou de celle du glucose, du
pyruvate ou du succinate. Ainsi, & moins que la Sm n’agisse en découplant les oxydations
des phosphorylations, il apparait comme peu probable qu’elle intervienne en interrom-
pant la fourniture d’énergie aux cellules.

De plus, il est difficile d’imaginer qu’une action aussi fondamentale puisse entrainer
des conséquences touchant le mécanisme du développement des chloroplastes avec une
telle spécificité.

3. Par contre, Phypothése d’une action s’exercant sur 'ARN (Bracco ET voN EULER?)
nous semble beaucoup plus vraisemblable, & la lumiére des données nouvelles.

On sait que tous les chloroplastes contiennent de PARN; ceux de ’orge, en parti-
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culier, renferment 7% d’ARN par rapport aux protéines. On peut penser que les pré-
curseurs des plastes, doués de continuité génétique, possédent également de D’acide
nucléique, comme toutes les particules autoreproductibles étudiées. D’autre part, les
arguments se multiplient en faveur de I'idée que I'ARN pourrait jouer un role dans la
synthese des protéines (résumé dans DE DEKEN-GRENSON®Y). Parmi les plus frappants et
les derniers en date, citons les résultats de GALE® et de BRACHET® qui ont montré que
la ribonucléase inhibe la formation d’enzymes adaptatifs et I'incorporation d'acides
aminés dans les protéines. I est probable que 'ARN agisse en tant que modéle au cours
de la synthése des protéines® ct des arguments importants ont été apportés récemment
par JEENER3: 35,3 en faveur de 'hypothése que 'ARN pourrait jouer un role génétique
analogue A celui de I'acide désoxyribonucléique. L’ARN des proplastides pourrait jouer
un role déterminant au cours de la différenciation de ceux-ci en chloroplastes.

Nos résultats expérimentaux sont en accord avec ’hypothése d’'une action de la Sm
par la voie de PARN: la synthese des protéines semble bloquée au stade de 'assemblage
des acides aminés, qui s’accumulent abondamment, tandis que la synthése de 'ARN
est arrétée dans les mémes proportions que la synthése des protéines (Tableau I11) ou un
peu plus fortement (Tableau I'V) suivant les conditions expérimentales.

Alnsi, Phypothése de travail que nous retenons provisoirement est la suivante:
eu égard 4 la propriété qu'a la Sm de former des complexes insolubles avec les acides
nucléiques (COHEN), il se peut que la Sm inactive, en se combinant avec lui, PARN des
proplastides, empéchant ainsi leur croissance ct leur différenciation en chloroplastes.
Notons que SMOLENS ET VOGT® ont montré récemment que la richesse en ARN d’une
série de souches de bactéries (caractéristique génétique ou enrichissement dd & un milieu
de culture favorable) augmente paralltlement & son pouvoir de résister @ la Sm et & la
terramycine. Cette relation pourrait s’expliquer, dans le cas qui nous occupe, par le fait
que la cellule, disposant de modcles ribonucléoprotéiques en surnombre, n'est pas
affectée par Uinactivation d’une faible partie d’entre eux par la Sm.

[rautre part, il est certain que la surprenante spécificité de I'action de la Sm sur le
développement des chloroplastes, elle aussi, pourrait s'expliquer plus aisément si la Sm
agit en inactivant PARN plutot que par un arrét de la fourniture d’énergie.

RESUMIE

Une étude de 'action de la streptomycine (Sm) sur la formation des chloroplastes chex Hovdeum
vulgare: 1. a confirm¢é lidée que la Sm n’inhibe pas seulement la synthése des chlorophylles, mais
celle des chloroplastes eux-mémes: 2. indique que action de la Sm s’exerce d’une maniére spéeifique
sur le développement des chloroplastes, atteignant divers constituants chloroplastiques, tout en
respectant d’autres systémes (le systéme respiratoire, par exemple).

Des plantules d'orge (Hordeum vulgare) qui, par suite de Paction de la Sm, ont formé des feuilles
dépourvues de chloroplastes, sont encore capables de produire des feuilles vertes normales lorsque
laction de la Sm est supprimée.

I.a 5m n’altére done le patrimoine héréditaire de la plante supérieure ¢tudice, ni en provoguant
la mutation de gines nucléaires, ni en ¢liminant des unités cytoplasmiques doudes de continuité
géndétique. Elle inhibe la croissance et la différenciation des proplastides en chloroplastes sans em-
pécher leur multiplication.

SUMMARY

A study of the action of Sm on the formation of chloroplasts by Hordewm vulgare: 1. confirmed
the idea that Sm inhibits not only the synthesis of the chlorophylls, but also that of the chloroplasts
themselves; 2. shows that Sm has a specific action on the development of the chloroplasts, attaining
several chloroplastic constituents, whereas others are not touched (respiratory system for example).

Barley seedlings which had formed white leaves as a consequence of the action of Sm are still
able to produce normal green leaves when Sm is removed.
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Hence, Sm does not alter the hereditary properties of the higher plant studied, by provoking
the mutation of nuclear genes nor by eliminating cytoplasmic units possessing genetic continuity.
Sm inhibits the growth and the differentiation of proplastids into chloroplasts without preventing
their multiplication.

ZUSAMMENFASSUNG

Eine Untersuchung der Wirkung des Streptomycins (Sm) auf die Bildung von Chloroplasten
in Hordeum vulgare hat: 1. den Gedanken bestattigt, dass Sm nicht nur die Synthese der Chlorophylie,
sondern auch die der Chloroplasten selber hemmt; 2. gezeigt, dass die Wirkung des Sms sich spezifisch
auf die Entwicklung der Chloroplasten erstreckt, indem sie gewisse chloroplastische Bestandteile
beeintrachtigt, wiahrend andere unberiithrt bleiben (z.B. das Atmungssystem).

Gerstenkeimlinge die in Folge der Wirkung des Sms chloroplasten-freie Blatter gebildet haben,
sind noch fihig normale griine Blitter zu bilden, wenn die Wirkung des Sms ausgeschaltet wird.

Das Sm &dndert also die erblichen Eigenschaften der untersuchten héheren Pflanze, weder durch
Hervorrufen von Mutationen der Kerngene, noch durch Eliminierung von cytoplasmischen Einheiten,
die genetische Kontinuitit besitzen. Das Sm hemmt das Wachstum und die Differenzierung der
Proplastiden in Chloroplasten ohne ihre Vermehrung zu verhindern.
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