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ACTION DE LA STREPTOMYCINE SUR LA FORMATION 

DES CHLOROPLASTES 

par 

M. D E  D E K E N - G R E N S O N  

l.aboratoire de Physiologie animale, Universitd libre de Bruxelles (Belgique) 

INTRODUCTION 

On sait que les plantes sup~rieures (VON EULER 1) et certains flagellates verts 
(PRovASOLI, HUTNER ET GCHATZ 2) ne synth6tisent pas de chlorophylle lorsqu'ils sont 
cultiv6s en pr~.sence de streptomycine (Sin), et on a de bonnes raisons de penser que ee 
n'est pas seulement la formation de la chlorophylle, mais le dfiveloppement du chloro- 
plaste tout entier qui est inhib~ par cet antibiotique (BRAcco ET YON EULER3; PRO- 
VASOLI, HUTNER ET PINTER4). 

A la suite de ces observations, certains auteurs ont consid6r6 que la Sm induisait, 
chez ces vfig6taux, la perte irr6versible des chloroplastes: "Sin cures plants of their 
chloroplasts" (voir revue g~n6rale de la question par PROW~SOLI et al.4). 

Cette "alt6ration du patrimoine h6r6ditaire" 6tait-elle produite par la mutation de 
g~nes nucl6aires ou par l'61imination d'unit6s cytoplasmiques dou6es de continuit6 
g6ndtique, telle 6tait la question fondamentale posde par ces auteurs. 

Les exp6riences que nous rapportons ici, et dont certaines ont fait l'objet d'une 
note pr6iiminaire 5, ont pour but d'examiner si l'on peut r6ellement attribuer ~ la Sm le 
pouvoir d'alt~rer le patrimoine h~r~ditaire des v~g~taux et de pr~ciser les modalit~s 
de l'action de cet antibiotique sur la formation des chtoroplastes. 

MATERIEL ET Mt~THODES 

Conditions de culture 
Les expdriences ont  routes  615 r6alisdes sur  des p l an tu le s  d 'orge,  Hordeum vulgate, var i6t6  

du Kenya.  
l .es gra ines  sont  dispos6es sur  une  couche de coton hydroph i l e  Inouill6, soi t  par  de [ 'eau de ville, 

soit  par  de la solut ion n u t r i t i v e  de VICKERY 6, dont  la compos i t ion  est  la s u i v a n t e :  CaC12:o.116 g, 
MgSO4(7H20):  0.437 g, (NH4)2SO4:0 .276 g, pour  un  li tre d 'eau.  Le p H e s t  a jus t6  it une va leur  
de 6. 4 avec KOH.  On a a iout6  it ce t te  so lu t ion  2.5 vo lumes  pour  cent  d ' un  t a m p o n  de phosphates 
31/1o, de pH 0.8. 

l . ' eau de ville e t  la so lu t ion  n u t r i t i v e  on t  6t6 addi t ionn~es  de sul fa te  de s t r e p t o m y c i n e  "Pf i ze r "  
/t raison de o.04 it 1.6 g pour loo ml de solut ion.  

I.a cu l ture  se fifit g 25 ° C, sous un 6clairage c o n s t a n t  r6alis6 pa r  des tubes  ~ fluorescence. 

Dosage des pigments chlorophylliens 
Les p lan tu les  it 6 tudier  sont  broy6es dans  de l%thanol  it 80 ° o e t  le r~sidu est  lav~ p lus ieurs  

fois avec le In6me solvant ,  it basse t e m p d r a t u r e  e t  it l 'obseuri t6 ,  de fagon /~ ex t ra i r e  les p igmen t s  
chlorophyl l iens .  Ceux-ci  son t  est i in6s d 'une  mani~re  globale,  en unit~s a rb i t ra i res ,  pa r  une  colori- 
m4tr ie  r~alisde it l ' a ide  du spec t ropho tombt re  Colenaan, 5 67o In/~, dans  des tubes  cy l indr iques  de 
1.8 cin de diam~tre .  
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Dosage des protdines et des acides ribonucldiques (ARN) 
Le culot de mat6riel cellulaire rdsul tant  de la pr6cipitation alcoolique d6crite au paragraphe  

prdc6dent est ddlipidd su ivant  la m~Sthode de SCHNEIDER ~. Le rdsidu sec est min6ralis6 par  l 'acide 
sulfurique en prdsence du catalyseur (le VENDRELY 8 et l 'azote est dos6 par  la microm6thode de 
KJELDAHL, grgtce A l 'appareil  de MARKHAM. l. 'acide ribonucldique (ARN) a 6t6 dos6 par  la m6thode 
de O G U R  ET ROSEN 9. 

Dosage global des eomposds aminds libres 
Un aliquot de l 'extrai t  alcoolique contenant  les chlorophylles est 6vapor6 jusqu'/~ siccit6; 

le r6sidu est repris dans un peti t  volume d 'eau et agit6 en pr6sence de chloroforme de mani6re k 
dliminer de l 'extrai t  les chlorophylles, les lipides et les dernihres traces de I)rotdines. Le dosage des 
compos6s aminds est rdalis6 suivant  la mdthode de MOORE ET ,~TEIN TM. 

Mesure de l'activih! respiraloire 
Les est imations ont  6t6 rdalisdes sur  des broyats  de feuilles, su ivant  la mdthode de \VaRBURa, 

/t 25 ~ C et g l 'abri de la lumi6re, dans les solutions suivantes:  
L une solution t ampon  de BONNER I,;T MILLI*RD lt, compos6e de saccharose (concentration 

finale o. 5 M) et d 'un  t ampon  de t)hosphates (concentration finale o.o2 3/) de p H  7.2, en pr6sence 
de 3 subs t ra t s  diff6rents: le glucose, le pyruva te  et le succinate. 

2. une solution physiologique de CHAMBI~:RS va modifide comme suit: KCI: 5.2 g, NaCI: t.75 g, 
citrate de Na: 2.5 g, KH2PO4:o .2055 g, Na2HPO~(2H20): °-5433 g par  litre de solution, le pH 
final dtant  de 7.10. 

3. une solution physiologique compos6e de KCI: i. 15 g, NaeHPO.~(2H20 ) ~.78 g, MgSO,(7H~O): 
o.o240 g pour  un litre de solution, le pH final 6tant de 7.5. 

Dosage de l'amidon 
Une poudre s6che, d61ipid6e, du tissu ~ dtudier est soumise A un chauffage d 'une heure / t  zoo" C, 

dans une solution de N a O H  o. 5 N. On neutralise l 'extrai t  obtenu avec HCI concentr6 et on centrifuge 
pendan t  1o minutes  /t 4,ooo g. ,\ io ml d 'extrai t ,  on ajoute ~ ml d 'une solution g z g:o°/ d'iode et 
3.e g %  d'iodure de potassium. Les mesures colorim6triques sont  faites /t l 'aide d 'un  spectrophoto-  
m6tre Coleman, "a 55o m#,  le r6actif ~ la m~me dilution 6tant  utilis6 comme t6moin. 

Dosage de la cylochrome oxydase 
i1 a dtd rdalis6 sur  des broyats  de feuilles, par  la m6thode de SCmNEn)ER eT POTTER la. 

l)osag, e de la calalase 
11 a 6t6 r6alisd par  Ia mdthode colorim6trique de 17'aT'rI ET BONET-MAURY 14, sur  des feuilles 

broydes dans un t ampon  de phosphates  M/5o, de p H  7.o, "a o '  C. 
Les essais de k)calisation de la catalase au sein du cytoplasme de feuilles vertes normales ont 

6td faits aprbs isolement des chloroplastes par  centrifugation diltdrentielle dans 
~. une solution de saccharose 0. 5 M (GRANICKlS). 
e. une soIuti~m de C~A.'aUERS (voir plus haut) dont  le pH a dt6 ajustd A 5.o. 
3. une solution de CHAMBERS de pH 7.o. 

RI~SULTAT$ 

Rdversibilitd de l' action de Za Sm sur les plantules forge 

Exp&ience de base 

Les graines sont dispos6es duns des plats couverts  de vitres,  sur du coton hydrophile 
mouill6 par une solution k o 2 g de Sm pour zoo ml d'eau de ville. Au cours de la pre- 
miere j ourn6e de culture, les graines se gonflent d'eau; les radicelles apparaissent apr~s 
2 4 heures, le cot6optile apr6s 4 S heures environ. 72 heures apr~s la mise en culture, les 
plantules ont atteint  une longueur moyenne  de zo m m  et sont parfaitement vertes.  I1 en 
est de mbme des t6moins cultiv6s sans Sm. A ce moment ,  les plantules sont pr61ev6es 
et repiqu6es sur de la terre exempte  de Sm. Deux  jours plus tard, on voir apparaitre 
une r6gion blanche "5, la base* des plantules qui avaient ~t6 traitdes par la Sm. Toutes  
les cellules nouvellement form6es sont d~s lors d 'un blanc pur, exemptes de toute 

* Notons  que, chez les Gramin6es, le point  de croissance des fenilles est localis6 exclusivement 
g la base de la plante. 
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pigmentation (Fig. ra). I1 en va ainsi pendant de nombreux jours; puis, brusquement,  
en moyenne vers le I I6me jour suivant le repiquage, la zone en croissance de la base des 
plantules apparait  verte (Fig. Ib). Le phfnom6ne est massii: toutes les plantules le 
pr6sentent en l 'espace de 3 a 4 jours. Cependant, les feuilles blanches ne verdiront jamais, 
quel que soit l'ttge de la plante (Fig. I b ) .  

L'action inhibitrice de la Sm sur le d6veloppement des chloroplastes est donc 
irr&ersible pour les cellules qui se diff6rencient compl6tement au cours de la p6riode 
durant laquelle de la Sm est fonrnie ~ la plante, mais elle est r&ersible pour les cellules 
embryonnaires des r6gions m6rist6matiques qui eommencent leur diff6renciation alors 
que la Sm a 6t6 retir6e du milieu de culture. 

a b.  r 6 v e r s i o n  

F ig .  i 

N B .  L e s  Ieui l les  s o n t  n u m 6 r o t 4 e s  d a n s  l ' o r d r e  d e  l e u r  a p p a r i t i o n .  

Donndes compldmentaires sur les caractdristiques de l'action de la Sm  

I. Moment  de l'apparition de la r&ersion en /onction de la dose de Sm appliqude. Les 
rfisultats obtenus en faisant varier la concentration de la solution de Sm utilis6e et la 
dur~e d'application de l 'antibiotique sont r6unis dans le Tableau I. La zone verte succ6- 
dant ~ une r6gion d6finitivement blanche apparalt  d 'autant  plus rapidement apr~s le 
repiquage des plantnles dans un milieu sans Sm que la dose appliqu~e a fit6 plus faible. 

T A B I . E A U  I 

MOMENT D'APPARITION DE LA RI~VERSION (en j o u r s  s u i v a n t  le semis)  

Durde Concentration en S M  du milieu de culture 
d 'appl ical ion  (en g de S.~I pour  ~oo ml)  

de la S M 0.02 0.2 0.4 L o  

j o u r  - -  8e  
2 j o u r s  - -  l o e  - -  - -  

3 j o u r s  9e  I4e  I8e  28e  
4 j o u r s  1Be 
5 j o u r s  l o e  I9e  22e - -  

B i b l i o g r a p h i c  p .  47 .  
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Notons  que si on ut i l ise  une solution & 0.02 g de Sm pour  IOO ml, lO% seulement  des 
p lan tu les  pr6sentent  une 14sion visible Les aut res  sent  en t i6rement  ver tes  et leur aspect  
ex t f r i en r  est pa r f a i t emen t  normal .  Seuls les lO% de p lan tu les  "X ldsions blanches sent  
consid6r6s au tours  de ce t te  sdrie d 'expdriences .  

2. Pointe  verte de la premiere ./euille. Ainsi qu ' i l  a 6t6 di t  plus haut ,  la premibre  feuille 
qui appa ra i t  prdsente  une poin te  verte.  L ' impor t ance  de celle-ci d @ e n d  de la concentra-  
t ion en Sm du mil ieu dans  lequel s 'es t  effectu£'e la germinat ion .  Le Tab leau  I I  prdsente 
quelques donndes num6riques,  moyennes  obtemles  stir des lots de IOO plantu les  chacun. 

T A B L E A U  I I  

C,mcenlralmn e~ S M  du mih~'lt dc L'lt[ltty~ 
(en L' pour zo¢~ ml) 

0.2 O. 4 ~J.,~' I .¢i 

Longueur moyenne de la pointe 
verte de la 16re feuille au 
moment de la croissance 
de cette feuille (en ram) 

2 o  { 2 5 o 

l~re feuille 
id. 2o jours  plus tard, enti~re soit 

la croissance dtant  arr6tde 6o I8 lo 5 

La  l imi te  s @ a r a n t  la pointe  ver te  de la r6gion blanche de la premiX-re feuillc n 'es t  pas  
fix6e d6fini t ivement .  La  r~gion ver te  s '6 tend;  gagnant  sur la rdgion blanche,  elle pro- 
gresse l en temen t  vers la base de la feuille qu'el le  a t t e in t  g6n(,ralement au bout  d 'une  
v ingta ine  de jours  dans  le cas o0 les graines ont 6t6 trait£,es pa r  une solution ~ o.,*°Jjo de 
Sm. Les donn6es obtenues  dans  les au t res  cas sent  not(~es dans  lc Tab leau  II .  Insis tons sur 
le fai t  quc ceci ne concerne que la premi6re feuille de la p lan tu le :  si les au t res  feuilles 
p rdsen ten t  une zone verte ,  elle est toujours  de faible dtendue (3 m m  de long) et elle ne 
progresse pas aux d@ens  de la r{,gion blanche,  qui demeure  i r rdvers ib lement  d@ourvue  
de chloroplastes ,  ainsi qu ' i l  a (~td di t  phls haut .  

3. Absence de rgsistance ~'~ la Sin. On pourra i t  penser  que la rdversion de Fac t ion  de la 
Sm que nous avons observ(~e est due il l ' appa r i t i on  d 'une  r6sistanee ~t l ' an t ib io t ique  
semblable  "~ celle qui pet i t  se manifes ter  chez cer ta ines  bactdries.  Cependant ,  les p lantutes  
ne pr6sentent  j amais  le ph6nom6ne de reverd issement  des rdgions en croissance t an t  
qu 'e l les  sent  cult iv6es dans un mil ieu con temmt  de la Sm. 

De plus, si on place ;t nouw~au dans  tin inilieu con tenan t  o.2 g de Sm pour  I c e  ml, 
des p lan tu les  a y a n t  manifes t (  ~ une r(,version dans les condi t ions exposOcs plus haut  ( type 
b de la Fig. r), il appara i t ,  environ 7 jours  plus tard ,  une nouvelle  zone blanche (Fig. z), 
m o n t r a n t  que l ' ac t ion  de la Sm s 'exerce toujours  de la m6me manic're. 

4. La  S m  u,'iJd~ibe pas le verdissement des plant,des 9lioldes. Des graines d 'orge  ont ('tO 
sem6es sur  de la terre,  "t l 'obscuri td,  de manibre it produire  des p lan tu les  (~tioldcs parfai -  
t ement  exemptes  de chlorophyl le .  On sait  qnc des p lantes  eultiv( 'es dans de t,.lles con- 
d i t ions  poss~dent  ndanmoins  des p las t ides  sons la forme de leucoplastes,  et qu' i l  suffit 
&expose r  les feuilles ~ Ia lumi6re pour les voir verdir  en quelques hcures. 

L 'exp6r ience  consiste & (,clairer des feuilles de p lantes  dtioldes dont  la base plongc 
dans  des solut ions de Sm de concent ra t ions  va r ian t  de o.2 ~l 2 %. Nous n 'avons  pu met t re  
en 6vidence aucune inhibi t ion  du verd issement  des feuilles 6tioldes, m~me lorsque nous 
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avons administr6 la Sm pendant des p6riodes atteignant 2 ~ 24 hcures avant  d'6clairer 
les feuilles. 

Fig. _, 

Le verdissement n'est pas davantage inhib6 lorsque la Sm est fournie aux feuilles 
6tiol6es sous la forme d'une solution ~ o.2% infiltr6e par la voie des stomates dans les 
espaces intercellulaires, apr~s avoir r~alis6 le vide d'air. 

Action spdci/ique de la Sm sur les prdcurseurs des plastes 

Nous avons suivi le sort de diff6rents constituants cellulaires appartenant,  les uns, 
aux chloroplastes, les autres, au cytoplasme, dans des plantules trait6es paI des solutions 
de Sm de diff6rentes concentrations. 

Les r6sultats r6unis dans le Tableau I I I  ont fit6 obtenus au cours d'une premiere 
exp6rience, dans laquelle les plantules ont 4t6 cultiv6es dans une solution nutritive de 
VICKERY ~. 

Au cours d'une seconde exp6rience, les plantules ont 6t6 cultiv6es sur de l 'eau de 
ville, disposant ainsi exclusivement des r6serves de la graine. Les plantules trait6es par la 
Sm, poss~dant une r6gion blanche plus ou moins 6tendue suivant la concentration en Sm 
utilis6e, sont d6favoris6es par rapport  aux t6moins du simple point de vue de la photo- 
synth6se. Dans le but d'61iminer ce facteur suppl6mentaire de variation, nous avons 
doubl6 l'exp6rience d'une exp6rience identique effectu6e ~ l 'abri de la lumi~re. Les 
r('sultats sont r6unis dans le Tableau IV. 

Ces r6sultats ont 6t6 compl6t~s par une troisi6me exp6rience : une s~rie de plantules 
ayant  germ6 sur une solution de Sm ~ o.2% ont 6t6 repiqu6es sur de la terre apr6s 6 
j ours. Ceci permet de cultiver ces plantules pendant un temps beaucoup plus long. Malgr6 
l 'absence de Sin, les plantes restent blanches pendant le temps que dure l'exp6rience, 
exception faite, 6videmment, de la pointe verte de la premiere feuille, apparue avant  que 
1 a Sm n'atteigne la concentration intracellulaire seuil capable de bloquer compl~tement la 
formation des chloroplastes (voir plus haut). Au 24~me jour suivant la germination, les 
plantules sont pr61ev6es et d4coup6es de fa~on ~ former deux lots, l 'un renfermant les 
pointes vertes, l 'autre, les r6gions blanches. Ces deux lots ont 6t6 trait6s comme plus 
haut. Les r6sultats sont r6unis dans le Tableau V. 

t3ibliographie p. 47. 
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T A B L E A U  V 

Quantitd de protdines Quantitd d'acides Quantitd d'A R N  
aminds libres (en mg par g (en mg par g 

de poids sec) (en I~M par g de poids sec) 
de poids sec) 

Pointes vertes 233 582 17. 4 
R~gions blanches 352 2,696 18. 5 

41 

Etat du syst~me respiratoire 

Nous avons compar6 l'activit6 respiratoire de plantules vertes normales ~ celle des 
r6gions blanches de plantules ayant crfi sur une solution ~ 0.2% de Sin. Les mesures ont 
6t6 effectu6es dans le milieu de BONNER ET MILLERD n, en pr6sence des substrats suivants : 
glucose, pyruvate et succinate. Les r6sultats sont not~s dans le Tableau VI. I1 en ressort 
que l'appareil respiratoire des r6gions blanches n'est nullement atteint: la teneur en 
mitochondries serait normale, dans des cellules appauvries en d'a'atres eonstituants, ~t 
savoir les plastes. 

T A B L E A U  VI 

.Substrat Qo~ des Qo 2 des Rapport des Qo2 
/euilles blanches' 

/euilles vertes /euilles blanches ' S M /euilles vertes 

Glucose 2.14 3.6 t68/ ioo  
Pyruva te  2.04 3.6 176/i oo 
Su ccinate o. 82 t.9 231 / i oo 

Dosage d' un enzyme caractdristique des chloroplastes : la polyphdnoloxydase 

On sait que la polyph6noloxydase est souvent like aux chloroplastes (LI ET BONNER 1~; 
ARNON17; LATIESlS). I1 en est ainsi dans le cas de l'orge oh nous avons pu la mettre en 
6vidence par la r6action du Nadi sur des coupes de tissu frais. Dans les plantules vertes, 
la r6action est intense et semble localis6e exclusivement au niveau des chloroplastes. Par 
contre, nous n'avons pu d6celer de r6action positive dans le cas des parties blanches des 
plantules trait6es par la Sm. 

D'autre part, il semble que, si la polyph6noloxydase et la eytochrome oxydase ne 
sont pas identiques, le cytochrome e r~duit chimiquement peut, en tous cas, leur servir de 
substrat h toutes deux. 

Nous avons mesur6 l'activit6 globale d'oxydation du cytochrome c dans des plantules 
vertes normales, des plantules 6tiol6es par une croissance "X l'obscurit6 et des plantules 
blanches trait6es par la Sin. La Fig. 3 montre que la teneur en "cytochrome oxydase" 
des plantules 6tiol6es et des plantules blanches du fait de la Sm n'atteint que la moiti6 
environ de celle des t6moins verts, valenr qui pourrait correspondre k la teneur en 
cytochrome oxydase vraie de ces tissus d@ourvus de polyph6noloxydase. 

Dosage de la catalase 

L'activit6 catalasique a 6galement 6t6 dos6e dans des plantules vertes normales, 
des plantules 6tiol6es et des plantules blanches trait6es par la Sin. Les r6sultats sont 
r6sum6s dans la Fig. 3. Ils montrent que l'activit6 eatalasique par unit6 de poids de 
prot6ines n'atteint, chez les plantules 6tiol(~es, que 60 % de la teneur normale des feuilles 

B i b l i o g r a p h i e  p .  4 7 .  
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vertes et, chez les plantules blanches trait4espar la Sin, des teneurs se si tuant entre 2 3 
IOO (" t o o  %, ,o 

-1 
O . o C 

I o 3 4  ,o  
g - -  - - - - - ]  g 

4~ 

8 .~ 8 ~ ~ -'3 % 

T e n e u r  e n  c y t o c h r o m c  T e n e u r  en  c a t a l a s e  
o x y d a s e  p a r  r a p p o r t  ' p a r  r a p p o r t  a u x  p r o -  

a u x  p r o t d i n e s ,  t d i n c s .  liquide surnageant.  Si la s6paration des 
Kig. 3 

chloroplastes est faite dans une solution de 
CHAMBERS de p H  5, 4o ,°o seulement de l 'activit6 catalasique totale se retrouve dans le 
liquide surnageant  et 6o°o se retrouvent  dans la fraction chloroplastique. Par contre, 
dans la m~me solution de CI-I.\MBERS, mais port6e, cette fois "t pH  7, on retrouve 75 
de la catalase dans le liquide surnageant  et 25 ?o darts la fraction chloroplastique. 

et IO% de la normale. 
Des tentat ives faites dans le but de ddter- 

miner si la catalase est, ou non, localis6e 
dans les chloroplastes, nous ont montr6 que, 
ainsi que l 'ont signald HAGEN ET JONES TM, 
la catalase semble associOe k des fractions 
cellulaires diffOrentes suivant le milieu utilis6 
pour l ' isolement des chloroplastes. Les feuil- 
les fl dtudier ont ('t6 fractionn6es en deux 
parties par une centrifugation b, basse vitesse : 
les chloroplastes et le liquide surnageant.  
Lorsque le fract ionnement est r6alisd dans 
une solution de saccharose 0.5 M, la totalit6 
de l 'aetivit6 catalasique se retrouve dans le 

Action de la S m  sur la respiration des planlules d'orge 

Une s6rie d'exp6riences out 6t4 r6alis6es dans le but  de tester Faction de la Sm sur la 
respiration des plantules d 'orge afin d 'examiner  si un blocage de la fourniture d '6nmgie 
pourrai t  6tre la cause de l ' inhibition de la diff6renciation des plastes, comme cela semble 
~tre le cas pour l ' inhibition de la eroissance chez E. coli (UMBRErr2°). 

Ces exp6riences ont consist(' it mesurer I 'absorption d 'oxyg~ne d 'un  broyat  de 
plantes 6tiol6es, auquel on a, ou non, ajout6 de la Sm de fa~on "a at teindre une concentra- 
tion finale de o.2 ou I.O g de Sm pour IOO ml. Les r6sultats sont r6sum6s dans le Tableau 
VII .  Dans les diff6rentes conditions 6tudides, il ne semble pas que la Sin, m6me utilis6e it 
la forte dose de I °o, exerce une inhibition significative sur la respiration des plantules 
d'orge. 

T A I ~ I . E A U  V I I  

) o~ prdsencc { en prdsencc 
, l ldieu ,quhstral () o m)rmal  ' o2 o2 

de S M  d ~;..: gq'o de 5 3 I  d z % 

BONNER 11 g l u c o s e  3.3 3.5 
BONNFR I1 p y r u v a t e  3 ,9  3.3 
}{ONNER 11 s u c c i n a t e  i .t) i .() 
CHAMBERS 12 I. 7 1.8 I.S 
(" HAMB ERS 12 2 "5 2.7 2.7 

I ) I S C U S S I O N  E T  C O N C L U S I O N  

I1 semble d6couler de la premihre partie de ce trawtil que la Sm n 'a  pas le pouvoir  
d 'alt6rer le patr imoine h6r6ditaire des plantes, ainsi qu 'on pouvai t  le supposer. 

Pa rmi  les cellules de la plantule, qui, toutes, ont 6t6 soumises ~ l 'action de la Spa, il 
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en est qui ont perdu leurs plastes irr~versiblement (feuilles d6finitivement blanches) ; mais 
les cellules embryonnaires sont encore capables de donner naissance k des cellules vertes. 
Dans les cellules embryonnaires, la Sm n'a  donc d6truit aucun des facteurs assurant la 
continuit6 g6n6tique des plastides, qu'ils soient de nature nucl6aire ou cytoplasmique. 

Comment concevoir, dbs lors, l 'action de la Sm? 
On salt que, chez les plantes sup6rieures, les chloroplastes sont issus des pro- 

plastides, petites particules incolores qui se multiplient dans les cellules m6rist~matiques, 
puis, se mettent  k croitre, entamant  le cycle de leur diff6renciation qui les transformera 
finalement en chloroplastes k quelque distance de lk (RANDOLPH~I; STRUGGERI2). Or, 
ces proplastides semblent d6tenir une part  importante des facteurs assurant la con- 
tinuit6 g~n¢'tique des plastes (MICHAELIS~a), qui, on le salt, jouissent d'une large auto- 
nomie vis-k-vis des g6nes nucl6aires. 

Nos r6sultats impliquent donc que la Sm n' interrompt pas la production des 
proptastides. 

Tout se passe comme si, tant que les proplastides se multiplient,  ils ne sont pas sensibles 
~i la Sin, mais le deviemzent dos qu'ils cessent de se multiplier pour commencer ~'~ croitre. 

I1 semble, en outre, que la p6riode du d6veloppement des proplastides au cours de 
laquelle la Sm est capable d' intervenir est bien d61imit6e. Les stades finaux de la 
diff6renciation paraissent aussi insensibles que les stades initiaux. En effet, la Sm ne 
peut  ni inhiber le verdissement des leucoplastes d6j5 pr6sents dans des feuilles 6tiol~es 
ni d6colorer secondairement les feuilles vertes. Elle n 'a t teint  donc ni les leucoplastes ni 
les chloroplastes. 

Cette hypoth~se permettrai t  6galement d' interpr6ter dans le d6tail tout le com- 
portement des plantules soumises ~ l 'action de la Sin. 

Dans les conditions exp6rimentales adopt6es pour l'exp6rience de base (solution 
o.2 g de Sm pour IOO ml), il faut tout d 'abord que s'6coule tin certain temps pour que 
l'activit6 de la Sm se manifeste. En effet, la pointe de la premiere feuille est verte. Dans 
des solutions plus concentr~es en Sm (k part ir  de 1%,), ce d~lai n'existe pas : les plantules 
sont enti~rement blanches, ce qui montre qu'aucun chloroplaste n'6tait form~ avant 
l 'application de la Sm mais semble indiquer que, la p6n6tration de la Sm 6tant progres- 
sive, des chloroplastes ont pu se d~velopper avant que la concentration intracellulaire de 
l 'inhibiteur n 'atteigne le seuil minimal d'activit6 pour les faibles concentrations. 

La progression de la zone verte de la premiere feuille vers la base de celle-ci peut 
s 'expliquer de la m~me mani~re: dans la r~gion interm6diaire entre les zones verte et 
blanche, la concentration en Sm atteinte au moment  de la formation des plastes 6tait 
insuffisante pour bloquer compl~tement la croissance des proplastides, mais suffisante 
pour la ralentir d 'autant  plus consid~rablement que l'on s'61oigne de la pointe vers la 
base de la feuille. 

Dbs que la Sm a atteinl, k l'int~rieur des cellules en croissance, la concentration 
scull k laquelle elle est capable de bloquer compl~tement le d~veloppement des plastes, 
les nouvelles cellules issues de la r6gion m~rist6matique naissent parfaitement blanches et 
le demeurent irrdversiblement, ce qui pourrait s'expliquer, soit par le fait que la Sm 
resterait fix~e sur les proplastides emport~s par ces cellules, soit parce que les cellules 
enti~'rement diff6renci6es et ayant  achev6 leur croissance all cours de la p~.riode d'activit~ 
de la Sm ne sont plus capables de d6velopper de nouveaux organites, m~me si l 'inhibition 
qui pesait sur ceux-ci est lev6e. 
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Enfin, lorsque, les plantes 6tant soustraites ~ l'action de la Sm, la concentration 
intracellulaire de l'antibiotique a baiss6 suffisamment, la formation des plastes reprend 
son cours normal dans les cellules qui sont en voie de diff6renciation h ce moment. 
L'action inhibitrice exercfie par la Sm sur les cellules embryonnaires est enti~rement 
rdversible. 

L'interpr6tation d6velopp6e ci-dessus rejoint une hypoth~se que SCHAEFFER 24 a 6t6 
amen6 h formuler, par une tout autre voie, au cours d'un travail sur des mutants 
bact~riens streptomycino-exigeants. Cet auteur arrive ~ l'id~e que la Sm bloquerait le 
d6veloppement de particules sensibles h son action, c'est-~-dire exercerait une action. 
"granulostatique". 

Toutefois, notre interpr6tation pr6cise que certains stades seulement du d6veloppe- 
ment des chloroplastes sont sensibles h l'action de la Sm, tous les facteurs responsables 
de leur continuit6 continuant d'etre produits, mais fitant temporairement incapables de 
r6aliser leurs potentialit6s. 

Du point de vue de l'action de la Sin, la situation n'est qu'apparemment diff6rente 
dans le cas des cellules v6g6tales inf~rieures chez lesquelles on a pu obtenir des lign6es 
d~finitivement incolores par l'action de l'antibiotique (Eugl~nes 2, algues25). Chez ces 
organismes unicellulaires, comme chez toutes les plantes inf&ieures, le mode de formation- 
m~me des chloroplastes est diff6rent : les chloroplastes ne s'~difient pas progressivement, 
mais ils se reproduisent par division directe. Les chloroplastes doivent n6cessairement 
croltre pour se multiplier. On ne leur connait pas de pr6curseurs capables de se multiplier 
ind@endamment de la croissance du plaste diff6renci& 

Cet 6tat de choses entralne la consfiquence grave pour ces organismes que les 
chloroplastes deviennent pour eux des organites qui peuvent ~tre perdus avec une extreme 
facilit6: il sufiit pour cela qu'intervienne un d6s~quilibre quelconque permettant aux 
cellules de se multiplier k un rythme phls rapide que celui de la division des chloroplastes. 
La Sm n'est pas le seul agent capable de mener hce r6sultat ; on en connait deux autres : 
la culture "~ l'obscuritd (LwoFF E~" D~TSI ~8) et ie choc thermique (PRINCSIIEIM, cit~ par 
PROVASOLI et al.4). 

Ainsi, l'irr6versibilit6 de l'action de la Sm chez les Eugl6nes ne semble pas li6e 
au mode d'action de la Sm elle-m~me, mais aux caract6res de la reproduction des 
chloroplastes chez ces organismes. 

I1 semble que les donnfes d'ordre biochimique acquises jusqu'~ pr6sent soient en 
accord avec l'hypoth6se d'une action granulostatique de la Sm, h laquelle avait abouti 
la premit're partie de ce travail. En effet, les r6sultats obtenus montrent que, si la Sm 
exerce une action g6n6ralis6e sur la croissance des plantules d'orge (r6duction de la taille 
et abaissement du rendement global, d 'autant plus marqu6s que la dose de Sm appliqufe 
est plus forte), il se superpose "t cette action g6n6rale une action dirig6e tr~s sp6cifique- 
ment contre les chloroplastes. 

Trois substances caract6ristiques des chloroplastes disparaissent compl6tement sous 
l'action de la Sm; ce sont la chlorophylle, les carot6noides (SCHOPFER, BEIN ET BESSON 2:) 
et la polyph6noloxydase. De plus, les cellules s'appauvrissent en prot6ines et en ARN, 
dont la nature est chloroplastique selon toute vraisemblance. Car l'observation micro- 
scopique ne permet plus de d6celer la presence de plastides, m~me sous la forme des 
leucoplastes caract6ristiques des feuilles 6tiol6es. 

II est possible que l'on puisse y ajouter une quatri6me 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 associ~ k des fractions cellulaires diff~rentes suivant le pH auquel se 
pratique l'isolement des plastes. La catalase est-elle pr~cipit~e k pH 5 ou extraite des 
chloroplastes k pH 7 ? En at tendant  qu'une r~ponse d'ordre experimental soit donn~e k 
cette question, la deuxi~me ~ventualit~ paralt  plus probable. En tous cas, il semble que la 
catalase suive d'une fa~on tr~s ~troite les vicissitudes des chloroplastes (YON EULER1), son 
activit~ ~tant r~duite de ½ k 4/~ dans les feuilles blanches du mutant  albina de l'orgc, 
par rapport  k l 'activit6 des feuilles vertes (GYLLING ET YON EULER~}. De m~me, dans nos 
exp6riences, l 'activit~ de la catalase tombe ~ 68 % de l'activit~ normale chez les plantules 
~tiol~es qui, oD le salt, contiennent moins de plastides que les feuilles vertes. Les r~sultats 
obtenus pour les plantules blanches trait~es par la Sm ne font que confirmer ceux 
recueillis pr~c~demment par YON EULER 1. Ils montrent  ~galement que la disparition des 
chloroplastes est accompagn~e d'une chute de la teneur des plantules en catalase qui 
peut atteindre 9o%. Ainsi, si la catalase n 'est  pas eflectivement localis~e dans les 
chloroplastes, il est cependant fort vraisemblable que ces derniers la synth~tiscnt ou 
fournissent un ~l~ment indispensable k sa synth~se. 

Par  contre, l 'activit~ respiratoire s'accroit de 75 %, par unit~ de poids sec de tissu, 
et m~me davantage (voir Tableau VI). I1 en est de m~me de la teneur en amidon, qui 
peut s'accroitre d'une mani6re importante  (voir Tableaux I I I  et IV). Ces iaits indiquent 
que les syst~mes enzymatiques correspondants ne sont pas, on sont moins touches que 
les chloroplastes, par l 'action de la Sm. 

Quant aux acides amines libres, ils s 'accumulent jusqu'k atteindre 5 fois la teneur 
intracellulaire normale, ce qui indiquerait que la synth~se de certaines prot~ines est 
bloqu~e, alors que celle des acides amines ne l'est pas. 

Si l 'on reprend les diff~rentes hypotheses qui ont ~t6 ~mises au suiet du mode 
d'action de la Sm (revue dans HUTNER ET PROW~SOLI29), il semble que, dans le cas des 
plantules d'orge, deux d'entre elles puissent ~tre ~cart~es. 

I. Inhibition de la synth~se des chlorophylles. L'hypoth~se suivant laquelle la Sm 
agirait en inhibant la synth~se des chlorophylles (LwoI:F ~T SCHAEFFER3°), semble 
pouvoir ~tre d~finitivement ~cart~e par le fait que la Sm n'emp~che pas, chez les feuilles 
~,tiol~es, un verdissement quasi normal, qui implique non seulement la transformation en 
chlorophylle de la petite quantit~ de protochlorophylle que ces feuilles renferment, mais 
aussi la synth~se de nouvelles quantit~s de protochlorophylle elle-m~me. 

De plus, la comparaison de plantules ~tiol~es et de plantules trait~es par la Sm 
montre clairement que l 'action de la Sm ddpasse largement les consequences de l 'absence 
de chlorophylle et de photosynth~se qui ne peuvent donc suffire k l'expliquer. 

2. Inhibition de la respiration. La derni~re pattie de ce travail semble montrer  que 
l'activit~ respiratoire des feuilles d'orge n'est pas modifi~e par l 'addition de Sm au 
milieu r~actionnel, qu'il s'agisse de la respiration r~siduelle ou de celle du glucose, du 
pyruvate  ou du succinate. Ainsi, k moins que la Sm n'agisse en d~couplant les oxydations 
des phosphorylations, il apparait  comme pen probable qu'elle intervienne en interrom- 
pant la fourniture d'6nergie aux cellules. 

De plus, il est difficile d'imaginer qu'une action aussi fondamentale puisse entrainer 
des consequences touchant le m~canisme du d~veloppement des chloroplastes avec une 
telle specificitY. 

3. Par contre, l'hypoth~se d'une action s'exer~ant sur I 'ARN (BRACCO ET VON EULER 3) 

nous semble beaucoup plus vraisemblable, k la lumi~re des donn6es nouvelles. 
On sait que tous les  chloroplastes contiennent de I 'ARN; ceux de l'orge, en parti- 
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culier, renferment  7% d 'ARN par rapport  aux prot~ines. On peut  penser que les prd- 
curseurs des plastes, dou~s de continuitd gdn6tique, poss¢~dent dgalement de l 'acide 
nucl~ique, comme toutes les part icules autoreproductibles ('tudi6es. D 'au t re  part,  les 
a rguments  se mul t ip l ient  en faveur de l'id~e que I 'ARN pourrai t  jouer un  rSle dans Ia 
synth6se des protdines (rdsumd dans DJ~: DEI,:EN-(iRENSONal). Parmi les plus frappants  et 
les derniers en date, citons les rdsultats de (L~LE a2 et de BRACHET a3 qui ont montrd que 
la ribonuclaase inhibe la formation d 'enzvmes adaptat ifs  et l ' incorporat ion d'acides 
amin6s dans les protdines. II est probable clue I 'ARN agisse en t an t  que modble au cours 
de la synth¢~se des prot~ines a~ et des a rguments  impor tan ts  ont  dtd apport~s rdcemment 
par JEENER 34, 3.5, a6 en faveur de l 'hyt)oth~se que I 'ARN pourrai t  jouer un rdle g~n(,tique 
analogue k celui de l 'acide ddsoxyribonuch;ique. L 'ARN des proplastides pourrai t  jouer 
un r61e d~terminant  au cours de la diffdrenciation de ceux-ci en chloroplastes. 

Nos rdsultats expbr imentaux sont en accord avec l 'hypoth6se d 'une  action de la Sm 
par la voie de I 'ARN:  la synth('se des protdines semble bloqude au stade de l 'assemblage 
des acides aminds, qui s ' accunmlent  abondamment ,  tandis  que la synth6se de I 'ARN 
est arrStde dans les m~mes proportions que la synthi~se des protdines (Tableau II I) ou un  
peu plus for tement  (Tableau IV) su ivant  les condit ions expdrimentales.  

Ainsi, I 'hypothbse de travail  que nous retenons provisoirement est la suivante :  
en dgard 'h la propridtd qu 'a  la Sm de former des complexes insolubles avec les acides 
nuc ld iques  (COHENSV), il se peut que la Sm inactive, en se combinan t  avec lui, I 'ARN des 
proplastides, empSchant  ainsi Ieur croissance et lcur diff~renciation en chloroplastes. 
Notons que SM()LENS ET g()GT :~8 ont montrd r6cemment que la richesse en ARN d 'une  
sdrie de souches de bactdries (caractdristique gfindtique ou enrichissement dfi k un  milieu 
de culture favorable) augmente  parall61ement ~t son pouvoir de rdsister 5 la Sm et it la 
terramycine.  Cette relation pourrai t  s 'expliquer,  clans le cas qui nous occupe, par le fait 
que la cellule, disposant de modifies ribonucl(,oprotfiiques en surnombre,  n 'es t  pas 
affectde par Hnac t iva t ion  d 'une  faible partie d 'en t re  eux pa~ la Sin. 

I ) 'autre  part,  il est certain que la surprenante  spdcificit~ de l 'act ion de l~t Sm sur le 
ddveloppement  des chloroplastes, elle aussi, pourrai t  s 'expliquer plus ais~ment si la Sm 
agit en inac t ivan t  I 'ARN pluta t  que par un arr(~t de la fourniture d'dnergie. 

Uric 6tude de Faction de la stret)tomycme (Sin) sur la formation des chloroplastes chez Hordeum 
vMgare: J. a confirmd l'idde que la Sm n'inhibe pas seulement la synthbse des chlorophylles, mais 
celle des chloroplastes eux-m6mes: e. indiquc que l'action de la Sm s'e×eree d'une manibre spdcifique 
sur le ddvcloppemcnt des chloroplastes, atteigmmt divers constituants chloroplastiques, tout en 
respectant d'autres systbmes (le systbme respiratoire, par excmple). 

Des plantules d%rge ( f lordeum vulA, arc) qui, par suite de I'action de ]a Sin, ont fl)rm6 des feuilles 
ddpour\'ues de chlort)plastes, sont encore capables de produire des feuilles vertes normales hn'sque 
I'action de la Sin est supprimde. 

1.a Sm n'altbre donc le patrimoine hdrdditn.ire de lit plante Sul)drieure dtudide, ni en proxoquant 
la mutation de gbnes nuclaaires, ni en dliminant des unitds cytoplasmiques doudes de continuit6 
gdndtique. EIIe inhibe la croissance et la diffdrenci;ition des proplastides en chloroplastes sans em- 
p6cher leur multiplication. 

St ~MMA RY 

A s t u d y  ()f t h e  a c t i o n  o f  ,~2Hll (111 t h e  f()rl/l~ltioll o f  c h l o r o t f l a s t s  by H o r d c u m  ~:tt/gare: 1. c o n f i r l n e d  
the idea that Snl inhibits not only the synthesis of the chlorophylls, but also that of tile chloroplasts 
themselves; 2. shows that Sm has ~t specilic action on the development of the chloroplasts, attaining 
several ehloroplastie constituents, whereas others are not touched (respiratory system for example). 

Barley seedIillgs which had formed white leaves as a consequence of tile 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 heredi tary propert ies of the higher plant  studied, by  provoking 
the muta t ion  of nuclear genes nor by eliminating cytoplasmic units  possessing genetic continuity.  
Snl inhibits the growth and the differentiation of proplast ids into chloroplasts wi thout  prevent ing 
their  multiplication. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Eine Unte rsuchung  der x,¥irkung des S t rep tomycins  (Sm) auf die Bildung von Chloroplasten 
in Hordeum vulgare ha t  : 1. den Gedanken bestXttigt, dass Snl nicht nur  die Synthese der Chlorophylte, 
sondern auch die der Chloroplasten selber henlmt ;  2. gezeigt, dass die Wirkung des Sins sich spezifisch 
auf die Entwicklung  der Chloroplasten erstreckt,  indem sie gewisse chloroplastisehe Bestandteile 
beeintr~chtigt,  w~hrend andere unberf ihr t  bleiben (z.B. das Atmungssys tem) .  

Gerstenkeinllinge die in Folge der \¥ i rkung  des Sins chloroplasten-freie BlOtter gebildet haben, 
sind noch f~hig normale grfine BlOtter zu bilden, wenn die \ ¥ i rkung  des Sms ausgeschaltet  wird. 

Das Sm ~ndert  also die erblichen Eigenschaften der untersuchten  h6heren Pflanze, weder dutch 
Hervorrufen  yon Mutat ionen der Kerngene, noch durch Eliminierung yon cytoplasmischen Einheiten, 
die genetische Kont inui t~t  besitzen. Das Sna t lemmt das \ ¥ a c h s t u m  und die Differenzierung der 
Proplast iden in Chloroplasten ohne ihre Vermehrung  zu verhindern. 
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