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Two auxin oxidases with distinct antigenic specificities have been identified in extracts of plant tumor induced 
in Datura stramonium by Agrobacterium tumefaciens. Auxin oxidase and peroxidase activities are demonstrated 
for both enzymes. The adaptation of an immunochemical method allows the quantitative evaluation of both enzymes 
in different plant tissue extracts. The amount of these enzymes which is low in the organ of the healthy plant in- 
creases during tumorisation, healing and in vitro culture of healthy tissues. 

1. Introduction 

L’Ctude des conditions qui accompagnent l’induc- 
tion tumorale au niveau moldculaire semble devoir 

dtre facilitbe dans le cancer vegCta1 (Crown Gall) 
puisque celui-ci peut Ctre induit dans une plante par 
la conjonction de deux &nements pricis: la pr6sence 
d’une bactkrie, Agrobactkrium tumefaciens, au niveau 
d’une blessure r6cente. Cette tumorisation est ac- 
compagnee d’un changement profond dans I’exigence 
des tissues vis $ vis de l’acide P-indolyacetique [l] : 
Alors que l’hormone est indispensable pour maintenir 
des cultures in vitro de tissus sains, elle n’est pas 
nCcessaire g la culture in vitro de tissus tumoral. Comme 
certaines peroxydases paraissent devoir jouer un rGle 
important dans le catabolisme auxinique [ 21 et dans 
I’activation biologique de l’hormone [3], il semble 
qu’une Ctude de ces enzymes pourrait concerner un 
phBnomBne catactkristique de l’induction tumorale. 
Une Btape priliminaire de cette Ctude consiste B 
identifier parmi ces peroxydases celles qui effective- 
ment portent une activitC auxine oxydase et g mettre 
au point une mCthode capable de doser ces enzymes 
?I partir des diffkrents extraits tissulaires. 

Dans cette lettre nous rapportons l’identification 
dans les extraits de tumeurs de deux auxine oxydases 
antigkniques qui correspondent g des espt?ces molC- 
culaires distinctes et qui presentent aussi une activitC 
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peroxydasique. Nous decrivons les conditions d’adap- 
tation d’une mCthode immunoClectrophorCtique 

quantitative au dosage de ces enzymes g partir de 
diffkrents extraits tissulaires. Cette mCthode a permis 
de montrer qu’un changement dans la r6gulation de 
ces enzymes est en cause au niveau de leur synthise 
ou de leur degradation lors de la tumorisation, de la 
cicatrisation, de la mise en culture in vitro de tissus 

sains. 

2. Materiel et mbthodes 

Les tumeurs de Datura stramonium sont obtenues 
par inoculation d’Agrobacthium tumefaciens, souche 
B 6, g des plantes iggCes de trois semaines. Ces 
tumeurs sont r&oltees apr&s un ddlai d’un mois en- 
viron. Les tiges et les tissus cicatriciels sont prClevCs 
sur des plantes du mCme ige. Les souches de tissus 
sains de Datura ont iti entretenues sur milieu de 
Murashige et Skoog [4] . 

Les tissues prialablement congel& dans l’azote 
liquide sont broyCs au mortier jusque’g obtention 
d’une fine poudre puis additionnks de tampon tris 
10-l M pH 7,4 (poids/volume = l/3). La suspension 
est alors homog&CisCe au Turmix pendant une minute 
5 grande vitesse puis centrifugbe ?+ 6.000 g pendant 
30 min et i 100.000 g pendant une heure. Les ex- 
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traits sont dialyses pendant 36 h contre du tampon 
tris 10-l M pH 7,4 puis 36 h contre de l’eau distillee, 
et enfin lyophilids. 

Les extraits bacteriens sont prepares Q partir de 
cultures de 24 h ayant poussi sur milieu de Stoll 
additionne de lactate [5]. Ces cultures sont recoltees 
par centrifugation, lakes a deux reprises a l’eau 
physiologique puis congelees dans l’azote liquide. La 
technique d’extraction est la mdme que celle utilisee 
pour les extraits tissulaires. 

L’electrophorese a CtC effectuee en gel d’ionagar’ 
1,2% en tampon Verona1 0,025 M pH 8,2 sous une 
tension de 45 V/cm pendant 1 h 30 min. L’immuno- 
Clectrophorese qualitative [6] a CtC utilisee dans les 
conditions d’electrophorbse precedentes. L’immuno- 
Clectrophorese quantitative [7] a CtC adaptee suivant 
les conditions d&rites plus loin. 

Un immun serum antitumeur a CtC prepare en in- 
jectant 7 mg de preparation proteique lyophilise de 
tumeur en suspension dans 1 ml d’eau physiologique 

par voie souscutanee avec adjuvant de Freund a un 
lapin. L’injection est rCpCtCe 2 fois a un mois d’inter- 
valle. La saignee est effect&e deux semaines apres la 

dernibre injection. 
Les caracterisations enzymatiques ont efe effect&es 

immediatement apres Clectrophorese pour les Clectro- 

pherogrames, apres aparition des precipites specifiques 
Un immun serum antitumeur a CtC prepare en in- 

jectant 7 mg de preparation proteique lyophilisee de 
tumeur en suspension dans 1 ml d’eau physiologique 
par voie souscutanee avec adjuvant de Freund a un 

lapin. L’injection est repetee 2 fois a un mois d’inter- 
valle. La saignee est effectuee deux semaines apres la 
derniere injection. 

Les caracterisations enzymatiques ont CtC effect&es 
immediatement apres Clectrophorese pour les Clectro- 
pherogrames, apres apparition des precipites specifiques 
puis lavages des gels a l’eau physiologique pendant 
trois jours pour les immunoelectropherogrames. Pour 
les peroxydases, apres des essais preliminaires [8] , la 
reaction utilisant le guaiacol comme donneur d’hydro- 
gene [9] a pH 5 a CtC employee. Pour les auxine 
oxydases, la technique de Endo [lo] a CtC utilisee, 
la reaction se produisant a l’obscurite pendant 16 h. 

3. Resultats 

3 .l . Identification de deux auxine oxydases dans 
l’extrait tumoral 

Lors d’un travail precedent [8], huit peroxydases 
ont BtC decelees par Clectrophorese en gel d’agar dans 
les extraits de tumeur. Sur les figs. 1 a et lb on voit 
que parmi ces enzymes classees and quatre groupes 
suivant leurs mobilites Clectrophoretiques deux con- 
stituants presentent l’activite auxine oxydasique. Cette 
activite semble bien caracteristique de ces deux con- 
stituants puisqu’elle n’aparait pas au niveau des autres 
peroxydases, meme si des quantites quatre fois plus 
importantes d’extrait sont soumises a l’electrophorese 

(fig. lc). 
Afin d’obtenir une meilleure definition de ces 

enzymes, l’analyse immunoelectrophoretique a CtC 
utilide. Les resultats des immunoelectrophorbses 
d’extraits de tumeur effecttrees en utilisant le serum 
antitumeur et aprbs caracterisation des activites per- 
oxydasiques et auxine oxydasiques sont report& sur 
les figs. Id et le. Ces activites apparaissent sur deux 
arcs de precipites specifiques de meme situation et de 
meme forme dans les immunoelectropherogrames. La 
double caracterisation enzymatique effect&e sur 
chacun de ces precipites specifiques (fig. 1 f) apporte 
la preuve que ces antigenes portent a la fois l’activite 
auxine oxydase et l’activite peroxydase. L’analyse 
immunoelectrophoretique effecttree sur un temps plus 
court (fig. lg) permet d’observer des reactions de non 
identite antigenique entre ces deux enzymes. Ce 
resultat precise que ces deux enzymes presentent des 
specificites antigeniques distinctes ce qui permet de 
les considerer comme &ant d’especes moleculaires 
differentes. 

3.2. Mkthode immunochimique de dosage des deux 
espkces dhuxine oxydases 

Les resultats precedents permettent d’envisager le 
dosage de ces enzymes par I’adaptation d’une methode 
immunoelectrophoretique quantitative [7] . Cette 
methode consiste a faire migrer les proteines dans un 
gel contenant l’immun serum uniformement reparti. 
Apres Clectrophorese on observe que la surface des 
pits de migration et leur hauteur, dans certaines con- 
ditions, sont proportionelles a la quantite de proteines 
soumises Q l’electrophorese (fig. 2). A l’aide de cette 
methode nous avons CvaluC dans quelles proportions 
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Fig. 1. Electrophor&se en gel d’agar (a, b, c) et analyae immuno6lectrophorCtique (d, e, f, g) d’extiait tumoral, (temps d’electro- 
phorese reduit poor g). Caractdriaation des peroxydases (a, d, g). Caracterisation des auxine oxydases (b, c, e). Caracterisation 
aimultanke des auxine oxydaaes (f, centre de I’e’lectroph&ograme) et des peroxydases, (f, parties extrgmes de l’electropherograme 

marquees d’une f&he). 

ces auxine oxydases apparaissent dans les diffkrents 
extraits tissulaires par rapport aux quantitks de ces 
enzymes, prises comme unit&, pr&.entes darts les 
extraits de tumeurs. Les conditions d’analyse sont les 
suivantes: Des quantites croissantes d’extrait de 
tumeur ont Bt6 soumises A l’electrophorkse dans un 
gel contenant uniformement reparti I’immun serum 
antitumeur. Des quantites determinCes d’extrait de 
tige saine, de tissus cicatriciels, de tige saine en culture 
in vitro ont et6 soumises aux memes conditions 

d’electrophorkse dans le gel contenant l’immun serum 
antitumeur. Apres Blectrophorese, lavage des gels pour 
&miner les proteines ne participant pas aux precipites 
spkifiques, une caracterisation enzymatique a pour 
but d’identifier parmi les precipites spkcificques 
visibles, ceux qui correspondent aux auxine 
oxydases. Pour chaque antigene, on peut construire 
une Bchelle de refkrence etablissant une relation entre 
leurs distances de migration en fonction des quantites 
de proteines tumorales sournises a l’essai (fig. 3A). A 
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Fig. 2. Analyse immunoelectrophoretique quantitative en gel d’agarose 1% contenant 3,5% d’hnmunserum antitumeur. Quantites 
d’echantillons deposes avant Clectrophorese dans les reservoirs de droite a gauche: 
Proteines de tumeur: 25,20,15,5 ng. 
Proteines de tige wine: 60 ng. 
Proteines de tissus cicatriciels preleves 5 jours apres blessure 16 ng. 
Proteines de tissus cicatriciels preleves 10 jours apres blessure 60 ng. 
Proteines de tige en culture in vitro: 5 ng. 
klectrophorese effectuee sous une tension de 6,4 V/cm pendant 9 h. 
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t 

Migration (enzyme II) 
Distance (mm.) 

50 

50 
Mlgretlon (enzyme IV) 
Dlstence (mm.) 

A 

Ti 0.1 

c5 1 1,5 

Cl0 0.2 0.5 

TIC 5 4,5 

B 

Fig. 3(A) Relations entre les distances de migration electrophoretique pour chacun des antigenes II et IV et la quantite de prote- 
ines d’extrait tumoral soumise a l’essai. Enzyme anodique partie superieure, enzyme cathodique partie inferieure de la figure. 
Fig. (B) Rapport entre les quantites d’antigene dkcelt?es dans les extraits des differents tissues et la quantite d’antigine presente 
dans l’extrait tumoral pour des qua&it& eggales de preparations proteiques soumises a l’essai. 
Ti : tige wine 
c5 : tissu cicatriciel p&eve 5 jours apres blessure 
cI0: tissu cicatriciel preleve 10 jours apres blessure 
Tic : tissu de tige en culture in vitro 
II : antigene anodique 
IV : antigbne cathodique 

partir d’une certaine quantite proteique d’un extrait 
tissulaire soumise a I’essai on pourra done faire cor- 
respondre la quantite de proteine tumorale donnant 
le m&me deplacement de l’antigene. Le rapport entre 

ces deux quantites (tumeur/tissus) exprimera, sur la 
base d’une mdme quantite proteique totale, la propor- 
tion d’antigene present dans un extrait tissulaire par 
rapport a la concentration de cet antigene dans l’ex- 
trait tumoral (fig. 3B). Ces resultats, indicatifs tant 
que l’echelle de reference ne sera pas constituee a 
partir des enzymes purifiees, indiquent cependant 
qu’un accroissement de la quantite des enzymes II et 
IV se produit Q l’occasion de la tumorisation, de la 
cicatrisation et de la mise en culture in vitro du tissu 
sain: La quantite d’auxine oxydase anodique (II) est 
multipliee par un facteur 10 lors de la tumorisation, 
par un facteur 50 lors de la mise en culture du tissu 
sain, par un facteur 10 lors de la cicatrisation, mais la 

quantite de l’enzyme est moins ClevCe dans les tissus 
preleves a la fin du processus de cicatrisation. L’auxine 
oxydase cathodique (IV) est pratiquement inexistante 
dans les tissus sains. Elle existe en quantites com- 
parables dans les extraits de tumeur et de tissus 
preleves Q une phase active de la cicatrisation. Comme 
c’est le cas pour l’enzyme anodique, elle existe en 
quantite bien plus importante dans les extraits de 
tissus sains en culture in vitro que dans les extraits de 
tumeur. 

4. Discussion 

Dans l’etude des modifications au niveau mole- 
culaire qui accompagnent l’induction tumorale, les 
auxine oxydases ont BtC retenues a cause de leur im- 
plication dans le catabolisme et l’activation de l’acide 
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/3-indolylacetique [2, 31 , hormone dont l’importance 
biologique dans les tissus est profondement modifiee 
lors de la tumorisation [l] . 

Deux auxine oxydases antigeniques d’especes mole- 
culaires distinctes ont Cd identifiees dans les extraits 
tumoraux. La caracterisation simultande des deux 
activites auxine oxydase et peroxydase sur une mdme 
entite proteique definie pas sa specificit antigenique 
apporte une preuve nouvelle de l’identification des 
auxine oxydases aux peroxydases [ 1 l] . Par ailleurs, 
les caracterisations enzymatiques effectuees aprbs 
Clectrophorese des extraits tumoraux suggerent et 
confirmest que les rapports des activites auxine oxydase 
et peroxydase different suivant les peroxydases 
decelees [lo] . A partir de differents organes ou tissus 
de la plante saine, ces deux enzymes ont BtC identi- 
frees avec les memes mobilites Clectrophoretiques et 
les memes specificites antigeniques que celles qu’elles 
presentent dans l’extrait de tumeur [8] . I1 est alors 
apparu possible d’adapter une methode d’analyse im- 
munoelectrophoretique quantitative au dosage de 
chacune de ces enzymes dans les differents extrait. La 
caracterisation enzymatique effectuee sur les precipites 

specifiques a permis d’utiliser pour cette mdme 
methode le serum antitumeur dont nous disposions 
qui n’est pas specifique seulement de ces deux 
proteines. La mise au point de cette methode permettra 
d’etudier les variations quantitatives de chacune de 
ces isoenzymes a partir de differents organes de la 
plante, de tissus sains et tumoraux en culture in vitro. 
Les resultats preliminaires que nous rapportons mon- 
trent en effet qu’un changement dans la regulation de 
chacune de ces enzymes est en cause au niveau de 
leur synthese ou de leur degradation lors de la tumori- 

sation, de la culture in vitro de tissu sain, de la cicatri- 
sation. L’augmentation considerable de la quantite 
de ces enzymes dans les tissus sains en culture in vitro, 
culture effectuee en presence d’acide /.SindolylacCtique 
exogene, suggere que leur regulation est controlee par 
cette hormone. 
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